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STREDA 9. LISTOPADU

od 14.00 Registrace

PLENARNI PROGRAM: SAL PEGASUS

15.00-17.45 BIOMARKERY V DIAGNOSTICE | / Pfedsedajicf: Z. KolaF, J. Ehrmann (Pfednaskova sekce v ramci grantu OPVK MOLONKOL)
/ strana B10-B13

» Sphingosine 1-phosphate: a potential biomarker and therapeutic target in prostate cancer — O. Cuvillier (Toulouse)

» Molekularni diagnostika zmén ALK genu u riiznych typi onemocnéni déti i dospélych — M. Mrhalovd, M. Kalinova, R. Kodet (Praha)

« Immunohistochemical co-expression of CD124, TGF-f3, PAR-2, TSLP and YY1 in routine endobronchial symplex: Differences between
COPD and bronchial astma patients — R. Matgj, M. Vasékové, M. Sterclova, J. Kukal, T. Oleja (Praha)

« Uloha SDF-1, CXCR4 a HGF v maligni transformaci epitelu stfreva — S. Brychtova, M. Bezdékova, E. Sedlakova, M. Geierova,
S. Brychtova, jr, V. Dvorakova (Olomouc)

» Novel combination of urine biomarkers for early detection of prostate cancer - T. Jamaspishvili, M. Krdl, I. Khomeriki, V. Vyhnélkov4,
G. Mgebrishvili, V. Student, Z. KolaF, J. Bouchal (Olomouc)

 Korelacia DNA analyzy a expresie vybranych proteinov pri hydatidéznej mole - 7. Cierna, M. Palkovi¢, L. Danihel, L. Donérova,
V. Repiska (Bratislava)

» Apoptosis associated genes and their role in predicting clinical outcome of neoadjuvant breast cancer treatment —
D. Tvrdik, H. Skdlova, P. Dundr, C. Povysil, Z. Velenskd, A. Berkova, L. Stanék, L. Petrzelka (Praha)

- Barrett’s oesophagus and telomerase activity - |. Uberall, J. Vanickova, J. Srovnal, J. Gregar, J. Enrmann (Olomouc)

« Sledovani exprese miR-21, miR-126 a miR-205 u pacientd s nemalobuné&énym karcinomem plic - V. Zizkové (Olomouc)
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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

PARALELNI PROGRAM: SAL CENTAURUS (1. POSCHODI)

15.30-17.30  NOVA A POTENCIALNi NADOROVA LECIVA | / Predsedajici: M. Hajdtich, P. Dzubék / strana B14—B17

« Chyby a uskali v hodnoceni Ié¢by glioblastomii — O. Kalita, M. Vaverka, L. Hrabélek, M. Zlevorova, R. Trojanec, M. Hajduch, J. Drabek,
J.Ehrmann, jr, M. Houdek (Olomouc)

« Proteomika v odhadu rizika recidivy a metastazovani karcinomu prsu — mozné vyuziti v prognostice onemocnéni -
M. Sochor, P.Tesafova, L. Petruzelka, I. Janatkova (Praha)

« Proteomické profilovani platinovych lééiv - T. Ozdian, D. Holub, P. Dzubék, G. Rylovéa, M. Kollaredy, J. Rehulka, R. Cabelka, D. Cahova,
V. Havlicek, M. Hajduch (Olomouc)

« Molecular targets and biological activity of quinolinone derivatives with anticancer effect - G. Rylova, P. Dzubék, M. Spenerovg,
A. Janostakova, | Frydrych, P. Konecny, D. Holub, T. OZdian, D. Dolezal, M. Soural, J. Hlava¢, M. Hajduch

« Prodrug formy triterpend s protinadorovou aktivitou — P. DZubak, H. Vagnerové, |. Frydrych, P. Kone¢ny, J. Rehulka, A. Janostakova,
A. Gandaldkové, M. Hajduch (Olomouc)

» Profilovani 2-fenylsubstituovanych-3-hydroxychinolin-4(1H)-one-karboxamidu a jejich protinddorovych tcinkii metodou
prutokové cytometrie — P. Konecny, P. Dzubék, M. Soural, J. Hlavac, I. Frydrych, G. Rylova, P. Kocis, M. Hajdtch (Olomouc)

« Selekce u¢innych 4-chinolond s protinadorovou aktivitou a studium mechanizmu jejich éinku - J. Rehulka, P. Dzubék, I. Frydrych,
P. Krejci, M. Soural, M. Hajduch (Olomouc)

18.30-20.00  Zahajovaci koncert a welcome banket (Kaple Boziho téla, Konvikt UP)

20.00-21.00  Schize vybori odbornych spole¢nosti (Café Restaurant Konvikt)

CTVRTEK 10. LISTOPADU

od 8.30 Registrace

PLENARNI PROGRAM: SAL PEGASUS

9.00-10.00 SLAVNOSTNI ZAHAJENI S PREDANIM OCENENI
/ Predsedajici: V. Mandys, L. Plank, M. Ondrakova, M. Hajduch, Z. Koldf, J. Ehrmann, ¢estni hosté

10.00-11.30 DIAGNOSTIKA NADORU, KLINICKO-PATOLOGICKE KORELACE I / Predsedajici: R. Kodet, M. Hermanova / strana B18-B19
« High grade serous carcinoma of the ovary - R. Soslow (New York)



Program kongresu

« Multiplicitni sarkomy u nemocného se syndromem Li-Fraumeni - R. Kodet, M. Frantlovd, L. Hornofova, M. Kalinova, M. Mrhalové, P. Skapa,
R. Padéra, J. Kozdk, A. Puchmajerova, A. Kfepelova (Praha)

» Expresni analyza genti zapojenych v patogenezi rabdomyosarkom (RMS) a jejich vyuziti pro sledovani minimalni
diseminované nemoci - L. Krskova, M. Kalinové, M. Mrhalova, I. Hilska, P. Srahtilkova, E. Langerova, R. Kodet (Praha)

» Klinicko-patologické aspekty exprese nestinu v high-grade osteosarkomech - |. Zambo, M. Hermanova, D. Adamkova, P. Mddry,
K. Zitterbart, M. Ky, K. Vesely, J. Stérba, R. Veselské (Brno)

« Statistika vrozenych vyvojovych vad - F. Fakhouri, J. Dvofackova, R. Tomanova, P. Buzrla (Ostrava)

11.30-1145 Prestavka s obcerstvenim

PARALELNI PROGRAM: SAL CENTAURUS (1. POSCHODI)

10.30-12.00 RNA JAKO BIOMARKER / Pfedsedajicf: J. Drabek, O. Slaby / strana B20-B22
« Nekédujici RNA u nadorovych onemocnéni - O. Slaby, J. Sdna, M. Svoboda, R. Vyzula (Brno)
« Moznosti detekce cirkulujicich nadorovych bunék - A. Benedikov4, J. Srovnal, M. Hajdtch (Olomouc)
« Studium mikroRNA u pacientt s kolorektalnim karcinomem: identifikace biomarkert a novych terapeutickych cilt - P. Faltejskovd,
K. Srlitova, J. Mi¢ochova, M. Svoboda, L. Radové, R. Némecek, A. Besse, R. Vyzula, O. Slaby (Brno)
« Vyuziti DNA microarrays v predikci odpovédi na glukokortikoidni terapii u pacientti s ALL - J. Srovnal, M. Spenerovd, D. Pospisilova,
Z.Novak, V. Koudelakova, M. Sedlackova, L. Radova, M. Hajdlch, J. Stary, B. Blazek, J. Hak, Z. Cerna, P. Timr, E. Kaiserov4, E. Bubanskd, V. Mihal (Olomouc)

PARALELNI PROGRAM: SAL PERSEUS (1. POSCHOD)

10.30-12.00 HISTOLOGICKA TECHNIKA A METODOLOGIE I / CSHL / Pfedsedajici: D. Kvapilovd, M. Ondrakovd, D. Indrové / strana B33
« Faktory ovliviiujici vysledek imunohistochemické reakce — Z. Manhartovd, M. Plasilové (Praha)
- Sentinelova uzlina - D. Kvapilova, M. Petrova, |. Smidova (Olomouc)
« Vysetieni kiize transmisni elektronovou mikroskopii — A. Esterkova (Brno)
« Postup pfi zhotoveni velkoploSného histotopogramu — M. Hakenov4, J. KfiZzova, B. Vesela (Praha)
« Laboratorni zpracovani GIT z endoskopického vysetieni — P. Krystkova, V. Zvonarova (Brno)

PLENARNI PROGRAM: SAL PEGASUS

11.45-13.00 GIST - OD MOLEKUL K PACIENTOVI / Piedsedajici: B. Melichar, J. Skarda / strana B22-B23
« Contemporary GIST Pathology - B. Liegl-Atzwanger (Graz)
+ Maedical therapy of gastrointestinal stromal tumors - B. Melichar (Olomouc)
« Mutacni analyza pacientt s GIST — M. Janikova (Olomouc)

13.00-14.00 Obéd

14.00-14.30 PREDNASKA VENOVANA R. KODOUSKOVI / Predsedaijici: L. Plank, Z. KolF / strana B23
« The future of pathology in personalized health care — M. Padilla (Barcelona)

14.30-16.10  DIAGNOSTIKA NADORU, KLINICKO-PATOLOGICKE KORELACE II / Predsedajici: L. Plank, M. Tichy / strana B24-B26

« Deciphering tumor suppressive and tumor promoting function of NFkB — E. Pikarsky (Jerusalem)

» Vyznam a limity vysetrenia nddorovej infiltracie v stagingovych biopsiach kostnej drene pri difiznom velkobunkovom
B-lymféme - T. Balharek, B. Beblava, P. Szépe, J. Marcinek, Z. Kviatkovska, L. Plank (Martin)

« Soucasna lé¢ba méni obraz nehodgkinovych B lymfom v biopsiich kostni diené — J. Stiitesky, Z. Velenskd, J. Spackova (Praha)

« Molekularni diagnostika pacientl s anaplastickym velkobunéénym lymfomem ALK pozitivnim — M. Kalinova, I. Hilsk3,
M. Mrhalov4, R. Kodet (Praha)

« Prognostic factors in multiple myeloma - J. Mareckové, J. Ehrmann, V. S¢udla, P. Abrahamova (Olomouc)

» Firemni sympozium ROCHE: cobas® Onkologické prediktivni testy — I. Blandrik

16.10-16.25 Prestavka s obcerstvenim

PARALELNI PROGRAM: SAL CENTAURUS (1. POSCHODI)

15.00-17.00 BIOMARKERY V DIAGNOSTICE Il. / Pfedsedajict: J. Srovnal, K. Bouchalovad / B27-B32

« Identifikace molekularné genetickych zmén spojenych s relapsem u glioblastoma multiforme - M. Kneblova, V. Koudeldkov4,
R. Trojanec, O. Kalita, D. Cahov4, L. Radova, B. Braunerova, S. MI¢ochovd, M. Hajduch (Olomouc)

« Exprese miR-195, miR-196b, miR-181c, miR-21 a metyla¢ni status MGMT promotoru koreluje s klinickou odpovédi u pacient
s multiformnim glioblastomem - J. Sana, S. Hankeova, R. Lakomy, E. LZi¢afova, . Kfen, P. Fadrus, M. Smr¢ka, R. Vyzula, O. Slaby (Brno)

« Detekce metylace v promotoru genti MLH1 a MLH3 metodou high resolution melting (HRM) - P. Prochdzka, N. Stojceva, J. Slyskov4,
V. Poldkova, P. Vodicka (Praha)

« ALKrearrangement u nemalobunééného karcinomu plic - prvni zkusenosti — V. Koudeldkova, M. Kneblova, R. Trojanec, Z. Koldr, V. Kolek,
S. MI¢ochovéd, M. Hajduch (Olomouc)



m Program kongresu

«  Vliv mutaci PIK3CA na pieziti pacientek s karcinomem prsu — M. Cizkova, A. Susini, S. Vacher, G. Cizeron-Clairac, C. Andrieu, K. Driouch,
E. Fourme, R. Lidereau, . Bieche (Olomouc)

« The influence of factors associated with primary ovarian cancer and its treatment on disease-free and overall survival —
V. M. Matéjka, J. Finek, T. Svoboda, L. Holubec, S. Kormunda, O. Topolcan (Plzeri)

« Triple negative breast carcinoma (TNBC) - challenge for translational oncology: our results of chromosome 17
and BCL2 protein assessment — K. Bouchalové, M. Cizkov4, R. Trojanec, V. Koudeldkové, S. Ml¢ochové, L. Radovd, B. Melichar, K. Cwiertka,
G. Kharaishvili, Z. Koldf, M. Hajduch

PARALELNI PROGRAM: SAL PERSEUS (1. POSCHODY)

15.00-16.30  HISTOLOGICKA TECHNIKA A METODOLOGIE Il / CSHL / Pfedsedajici: D. Kvapilovd, M. Ondrakovd, D. Indrova / strana B33
« Trepanobiopsie — K. Sedlackova, M. Bartova (Olomouc)
« Rutinni zpracovani tvrdych tkani - jak na kost - V. Musilova (Brno)
« Informace z CSHL a CAZL — M. Ondrékové (Brno)
« Hospodaieni CSHL - V. Musilova (Brno)
- Predstaveni nové fady kryostatti Thermo NX a novych kazet SecureSette — L. Kordik

PARALELNI PROGRAM: SALONEK ANDROMEDA (1. POSCHODI)

15.00-16.00  POSTERY - DISKUZE S AUTORY U POSTERU / Pedsedajict: J. Dvotackova, J. Drabek / strana B40

PLENARNI PROGRAM: SAL PEGASUS

16.25-18.10  KLINICKA A EXPERIMENTALNI PATOLOGIE / Predsedajici: C. Povysil, S. Galbavy, A. Boor / strana B34-B36

« The application of next generation microdissection to the molecular analysis of cells isolated from complex tissues —
P.Murray (Birmingham)

« Histopatologické porovnani dvou rtiznych nosict autolognich chondrocyti a vysledkii jejich transplantace
do kloubnich defektd u lidi - C. Povysil, A. Podskubka, M. Handl (Praha)

. Rizikové faktory operaénej lie¢by trazov z pohladu morfoléga - 5. Galbavy, J. Paukovic, J. Sidlo (Bratislava)

« Kotazkam kancerogenézy formaldehydu — A. B66r, J. Kuchar (Kosice)

« Vplyv cievneho zasobenia, hypoxie a ich vzajomneho vztahu na biologické spravanie sa medularneho karcindmu stitnej zlazy -
L. Feketeova, M. Ondrikov4, P. Janega, F. Gabalec, A. Ryska, S. Pastorekova, M. Babal (Hradec Kralové, Bratislava)

« Vplyv frakcionovanych davok ionizujuceho ziarenia na zmeny neurogenézy v mozgu za experimentalnych podmienok -
S. Bélentovd, E. Hajtmanova, |. Kinclova, J. Lehotsky, D. Dobrota, M. Adamkov (Martin)

18.30-18.45 Odjezd do mista kondni spolecenského vecera

19.00-24.00 Spolecensky vecer (pevnost Fort Kfelov)

PATEK 11. LISTOPADU

od 8.00 Registrace

PLENARNI PROGRAM: SAL PEGASUS

9.00-11.00 VARIA / Piedsedajict: V. Mandys, I. Steiner / strana B36-838
« Prinosy nové (2010) WHO klasifikace gastroenteropankreatickych neuroendokrinnich nadorad - V. Mandys (Praha)
« Kalcifikovana aortalni stenéza - zanétlivé onemocnéni - . Steiner, L. Krbal, L. Laco, T. Rozko3 (Hradec Kralové)
« Nonparazitarne a nenddorové ochorenia GITu s vyraznym zastipenim eozinofilnych leukocytov — A. Bo¢r, K. Dudrikova, L. Babjakova,
. Jurkovi¢, P. Ko¢an (Kosice)
«  Cystitis papillaris imitujici urotelialni tumor nizkého maligniho potencidlu - J. Duskova, R. J. Bennett (Praha)
» Maligni PECom mediastina — T. Tichy, P. Buzrla, J. Dvoféackova, M. Mittak (Olomouc, Ostrava)

11.00-11.30 Prestavka s obcerstvenim



PARALELNI PROGRAM: SAL ANDROMEDA (1. POSCHODI)

11.30-13.30  DIAGNOSTICKY SEMINAR IAP / Piedsedajicf: J. Enrmann, P. Szépe
« PFipad & 1 - A Boor, K. Dudrikové, L. Babjakova, E. Stammova, A. Mikulékova, J. Belak (Kosice)
» Pfipad €. 2 - P. Szépe, A. Skdlové (Martin, Plzery)
« Pfipad ¢. 3 - P. Dundr, C. Povysil, R. Jaksa (Praha)
« Prfipad ¢. 4 - P. Macokova, R. Kodet (Praha)
« Pfipad ¢. 5 - K. Kamaradova (Praha)
« Prfipad €.6 - J. Laco, A. Ry3ka, P. Vitkovd (Hradec Kralové)
» Pfipad ¢.7 - 1. Zambo (Brno)
« Prfipad ¢. 8 - P. Buzrla, P. Delongova, J. Dvorackova (Ostrava)
« PFipad ¢&.9 - G. Cerng, V. Kincekova (Opava)
« Pfipad ¢. 10 - P. Latalova, P. Flodr (Olomouc)
« Pfipad €. 11 - Z. Prouzovd, M. Dugkova (Olomouc)

Abstrakta k diagnostickému semindfi obdrZi Gcastnici v samostatném tiskovém materidlu.

PLENARNI PROGRAM: SAL ANDROMEDA (1. POSCHOD))

13.00-13.15 Ukoncenf sjezdu

POSTEROVA’ SEKCE/STRA/\/A B40
SALONEK ANDROMEDA (1. POSCHODI)

1. Ultrastrukturalni obraz nadoru pankreatu - R. Novotny, J. Ehrmann, I. Tozzi, R. Havlik, J. Kysucan, M. Lovecek (Olomouc)

2. Vyznam a moznosti detekce zlomu genu ALK u nemocnych s karcinomem plic - L. Stanék, A. Berkova, D. Tvrdik, S. Lisova, J. Duskov4,
M. Ludvikovd, C. Povysil (Praha)

3. Vyznam molekuldrni a cytogenetické diagnostiky transformace folikularniho lymfomu do DLBCL - L. Stanék, R. Jaksa, Z. Velenska,
A. Berkova, D. Tvrdik, S. Lisova, C. Povysil (Praha)

4. Moznosti ve sledovani mutaci gent signalnich drah u pacientti s NSCLC pro indikaci inhibitor( tyrozinkinazy — L. Stanék, D. Tvrdik,
S. Lisova, I. Vitkova, M. Ludvikova, C. Povysil (Praha)

5. Problematické diagnézy pfi endoskopické ultrasonograficky navigované tenkojehlové aspiracni biopsii pankreatu (EUS-FNA) —
J. Sustikovd, J. Dvotackova, M. Uvirova, V. Zidlik, P. Dopitova, D. Ziak (Ostrava)

6. Benigni smiSeny duktuloinzularni tumor pankreatu - D. Kurflirstov4, J. Jankova, M. Tichy (Olomouc)

7. Vysledky retestovani HER2 u karcinom{ prsu riiznymi metodami na Ustavu patologie 1. LF UK a VFN v Praze - Z. Velenskg, J. Galko,
C. Povysil, D. Tvrdik (Praha)

8. Nestin and collagen triple helix repeat containing 1 in triple negative breast cancer - G. Kharaishvili, D. Simkova, M. Cizkov4, K. Bouchalova,
G. Mgebrishvili, Z. Koldr, J. Bouchal (Olomouc)

9. Therole of NFkB signaling pathway - potential prognostic and predictive factor in diffuse large B-cell lymphoma - P. Flodr, Z. Kubov4,
T. Papajik, M. Tichy, E. Sedlakova, M. Svachova (Olomouc)

10. Nase prvni zkusenosti se zavedenim needle core biopsie tumoru ledvin ve FNO - J. Dvorackova, P. Buzrla, R. Tomanova, I. Zavacka,
M. Uvirovd, M. FabiSovsky (Ostrava)

11. Pfitomnost klonalnich bunék v nenadorové lymfadenopatii s folikularni hyperplazii - J. Soukup, V. Campr, R. Kodet, M. Mrhalov3,
M. Kalinovd, E. Mejsttikova (Praha)

12. Molekularné geneticka vysetfeni u pacient s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) - J. Simové, D. Konvalinka, B. Kubova,
I. Urbanovska, M. JalGvkova, M. Uvirové, J. Zmolikova, |. Zebrékova, J. Dvorackova (Ostrava)

13. Progesterénovy receptor v normalnom endometriu a v I. a Il. type karcinému endometria - V. Sisovsky, M. Palkovi¢, J. Porubsky,
L. Danihel (Bratislava)

14. Cytometricka analyza obsahu DNA, status hormonalnych receptorov a expresi HER2 v karcinéme prsnika - M. Vallova, P. Kuliffay,
S. Galbavy (Bratislava)

15. The relationship of IL-4 cytokine gene polymorphisms, HRCT score and histopathological score in patiens with idiopathic
pulmonary fibrosis — M. Vaakové, M. Sterclova, T. OlejaF, L. Kolesar, J. Skibova, R. Maté&j (Praha)

16. Analysis of HGG-02 cell line with loss of EGFR gene copy derived from childhood glioblastoma multiforme - J. Skoda, J. Neradil,
T. Loja, K. Zitterbart, Z. Pavelka, E. Brichtov4, J. Smardova, |. Valdskova, M. Hermanova, J. Stérba, R. Veselska (Brno)
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O. Fiala, M. Pesek, F. Briha, M. Minarik (Plzery)

18. Changes in gene expression in neuroblastoma and medulloblastoma cell lines during induced differentiation
by combined treatment with all-trans retinoic acid and LOX/COX inhibitors — P. Chlapek, M. Rédova, J. Neradil, K. Zitterbart, M. Hermanova,
J. Sterba, R. Veselska (Brno)

19. Barevné znaceni resek¢nich linii — M. Fabidnova, K. Kropackova, L. Pisova, R. Stonisova (Ostrava)

20. Klinicko-patologické korelace exprese nestinu ve tkani duktalniho adenokarcinomu pankreatu véetné analyzy
perineurdlniho Sifeni - J. Lenz, P. Karasek, J. Jarkovsky, K. Muckova, P. Dité, Z. Kala, R. Veselskd, M. Hermanové (Brno)
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zeleniny rodu Brassica a jejich vliv nariziko kolorektalniho karcinomu — R. Hézov3, J. Bienertova-Vaskd, M. Sachlova, A. Vaskd, M. Svoboda,
L. Radov3, I. Kiss, R. Vyzula, O. Slaby (Brno)
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R. Hézov4, A. Kovarikovd, M. Sachlova, J. Bienertova-Vaskd, A. Vaskd, M. Svoboda, L. Radova, R. Vyzula, O. Slaby (Brno)

Vyznam mikroRNA-21 u kolorektalniho karcinomu — A. Besse, S. Seveikovd, M. Svoboda, I. Kiss, R. Vyzula, O. Slaby (Brno)

Identifikace a funkcni analyza mikroRNA u pacientti s renalnim karcinomem — M. Rédova, R. Lakomy, A. Poprach, M. Svoboda, L. Radovd,
P. Fabian, R. lliev, R. Viyzula, O. Slaby (Brno)

Pouziti polymerazové retézové reakce v reakénim objemu 1 pl pro detekci mutaci genu EGFR - J. Stranskd, J. Drabek, V. Holinkové,

M. Rabc¢anova, P. Vojta, M. Hajduch (Olomouc)

Studium vybranych transkribovanych ultrakonzervovanych regiont (T-UCR) u pacientt s kolorektalnim karcinomem —

J.S&na, S. Hankeové, M. Svoboda, R. Némecek, R. Vyzula, O. Slaby
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Sphingosine 1-phosphate:

a potential biomaker and
therapeutic target

in prostate cancer

Dr. Olivier Cuvillier

Institute of Pharmacology and Structural
Biology, Toulouse

Sphingosine 1-phosphate (S1P) has emerged
as a critical lipid mediator promoting tumor cell
proliferation, survival, migration and neoangio-
genesis. STP level is low and kept under control
throught a delicately regulated balance between
its synthesis and its degradation. It has been sug-
gested that the balance between the levels of
S1P and its metabolic precursors ceramide and
sphingosine provides a rheostat mechanism that
decides whether a cell dies (via ceramide and
sphingosine) or proliferates and survives (via S1P).
Two decisive regulators of this sphingolipid switch
are the sphingosine kinase-1 (SphK1), the enzyme
converting the death-promoting sphingosine into
the growth-promoting S1P; and the S1P lyase that
degrades S1P irreversibly. SphK1 activity can be
stimulated by a wide array of stimuli (e.g. growth
factors, hormones) and anticancer treatments
cause its down-regulation, and small molecule
inhibitors of SphK1 can reduce tumor volume and
sensitize to irradiation and chemotherapies in ani-
mal models. Much less is known about S1P lyase
in cancer. Our recent studies have demonstrated
the relationship between SphKi-increased activity
and concomitant STP lyase-decreased activity in
human prostate cancer tissues and relevant clinical
features (including aggressiveness and treatment
failure) confirming a central role for S1P in pros-
tate cancer that herald promising avenues in risk-
assessment and treatment. Finally, current studies
conducted in vitro and animals targeting directly
S1P by a therapeutic monoclonal anti-S1P antibody
are established its efficacy as a strong sensitizer
to standard treatments including chemotherapy.

Phase Ib/Il clinical trial in hormone-refractory pros-
tate cancer patients will be conducted in 2012.

Molekularni diagnostika zmén ALK
genu u riiznych typi onemocnéni
déti i dospélych

RNDr. Marcela Mrhalova, Ph.D.,

RNDr. Markéta Kalinova, Ph.D.,

prof. MUDr. Roman Kodet, CSc.

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

Gen ALK (anaplastic lymphoma receptor ty-
rosine kinase, CD246 antigen) je lokalizovan na 2.
chromozomu v oblasti p23. Gen ALK koduje trans-
membranovy receptor s tyrosinkindzovou aktivi-
tou. ALK hraje ddlezitou roli ve vyvoji nervového
systému. Za patologickych stavl byva gen ALK
prestaven (zlomy, translokace, inverze), mutovan
nebo amplifikovan. Nejcastéjsizménou genu ALK
jsou prestavby vedouci ke vzniku fuznich geng,
které byvaji nasledné prepisovany do flznich pro-
teind. Prvné byla exprese ALK proteinu popséna
u nemocnych s velkobunécnym anaplastickym
T lymfomem, CD30 pozitivnim. Nasledné bylo
prokdzano, ze zvysend exprese ALK v lymfoidni
populaci je zpdsobena translokacemi genu ALK
s rdznymi translokacnimi partnery a naslednym
vznikem fuznich gend. Postupem casu vsak byly
translokace a jiné molekuldrni zmény s Ucasti genu
ALK prokdzany i u dalsich nosologickych jednotek.
V/ nasem sdélenf prezentujeme molekuldrnizmeény
na urovni genu ALK, které jsme detekovali u péti
nemocnych s rliznymi patologickymi procesy.
Biopticky materidl byl vysetfen standardnimi his-
tologickymi a imunohistochemickymi metoda-
mi, se spektrem vysetieni pouzivanym v danych
diagnostickych jednotkach. Zlom v oblasti genu
ALK jsme detekovali metodou FISH na interfazic-
kych jadrech v histologickém fezu, pfitomnost
rdznych fdznich gent metodou RT-PCR a expresi
translokované ¢asti ALK genu metodami kvan-

titativni RT-RQ-PCR. U vysetfenych nemocnych
jsme Zzjistili nasledujici zmény ALK genu/proteinu:
a) 15lety chlapec s velkobunécnym anaplastickym
T lymfomem (cytoplazmatickd a jaderna pozitivita
ALK proteinu, zlom 2p23, fuzni gen ALK/NPM),
b) 59lety muz s velkobunécnym B lymfomem
s plazmablastickou morfologif (cytoplazmaticka
pozitivita ALK proteinu, zZiom 2p23, fizni gen ALK/
CLTC), ¢) 44letd Zena se zanétlivym myofibroblas-
tickym nadorem (cytoplazmaticka pozitivita ALK
proteinu, zZlom 2p23, fizni gen ALK/TPM3), d) 63le-
ty muz s adenokarcinomem plice (cytoplazma-
tickd pozitivita ALK proteinu, zZliom 2p23), e) 4letd
holcicka s nizce diferencovanym neuroblastomem
(cytoplazmatickd pozitivita ALK proteinu, zvyseny
pocet intaktnich signalt 2p23, zvysena exprese
ALK genu). Nasim pfispévkem jsme chtéli poukazat
na biologickou rozmanitost molekuldrnich zmén
na pifkladu jedné konkrétni molekuly u rznych
patologickych procest u détskych i dospélych
nemocnych a jejich potencidlni diagnostické i tera-
peutické vyuziti. Prace byla podpofena projektem
MZOFNM2005 (diléf projekt 6704).

Immunohistochemical

co-expression of CD124, TGF-,

PAR-2, TSLPand YY1

in routine endobronchial samples:

Differences between COPD

and bronchial asthma patients

MUDr. Radoslav Matéj, Ph.D.,

doc. MUDr. Martina Vasakova, Ph.D.,

MUDr. Martina Sterclova, Ph.D.,

doc. Ing. Jaromir Kukal, CSc.,

MUDr. Tomas Olejar, Ph.D.

Department of Pathology and Molecular

Medicine, Thomayer University Hospital,

Prague
Introduction: In Chronic Obstructive

Pulmonary Disease (COPD), Th1 immune reaction

predominates, while in bronchial asthma (BA), Th2



immunity is mainly involved. There are a few ‘novel
molecules” from different families proposed to
take part in etiopathogenesis and development of
COPD and BA modulating different inflammatory
properties and subsequently clinical and mor-
phological appearance of both units. In previous
studies, proteinase-activated receptor 2 (PAR-2),
thymic stromal lymphoprotein (TSLP), IL-4 and its
receptor (CD124), TGF-3 and Yin Yang 1 (YY1) were
shown to have been involved in the pathophysi-
ology of COPD and BA. In the present study we
investigated PAR-2, TSLP, CD124 (-4 R), TGF-( and
YY1 immunohistochemical expression in parallel
groups of BA and COPD endobronchial samples to
carry out a possible differencies of these molecules
in etiopathogenesis of both diseases.

Methods: 20 patients with diagnosis of COPD
and 22 patients definitely diagnosed to suffer from
asthma were enrolled into the study. 5 um thick
formaline-fixed and parafin-embedded slices from
endoscopical samples were routinely stained with
hematoxilin and eosin for confirmation of histo-
pathological diagnosis. Primary antibodies against
PAR-2, CD124, TGF B, YY-1, TSLP were used and
detection of immunostaining was performed using
the Envision® kit. Immunostaining quantification
was performed by modified semiquantitative scor-
ing system according to Remmele and Schicketanz.
Two statistical samples for every stochastic variable
were investigated via three tests: normality test of
belonging to Gaussian normal distribution, F-test of
variance equity and two-sample two-sided t-test of
mean value equity. Critical level was set to p = 0.05.
All the calculations were performed in MATLAB
7.8.0 Statistical Toolbox (Mathworks Inc., 2009).

Results: Immunohistochemical positivity was
investigated for CD124, TGF-B3, TSLP, YY1 and PAR-2
in all samples from both cohorts. TGF-3 in epithe-
lial cells (TGF-( epi) and in submucosa (TGF-{3 sub)
and PAR-2 in epithelial (PAR-2 epi) and submucosa
(PAR-2 sub) were evaluated separately. All statisti-
cal samples passed the normality test with non
significant p > 0.05. The F-test also exhibited non
significant variance ratios with p > 0.05 for every
variable. Thus, the standard t-test was used to in-
dicate the mean value differences between COPD
and BA. The statistically significant differences
were in TGF-B epi (p = 0.0007), C124 (p = 0.0015),
TGF-{ sub (p = 0.0075) and TSLP (p = 0.0106).

Discussion: In presented immunohisto-
chemical study, we demonstrated statistically
significant higher production of TGF-@ in brochial
epithelial cells and bronchial submucosa as well
as in BA patients. Statistically significant higher
was CD124 (Il-4R) and TSLP expression in COPD
patients. No significant difference was observed

between both groups in expression of PAR-2.
Also no difference was observed in expression
of Yin-Yang 1 transcription factor. In a summary,
airway inflammatory reaction differences in both
diseases looks to be in a complex of specific and
shared processes that could be partially simplified
as a way of perpetual circulus vitiosus of subse-
quent activation of TGF-3 — PAR-2 — TSLP —
Il-4, where excess of Il-4 in sensitive BA patients
switches the Th2 inhibitory effect of TGF-(3 to pro-
inflammatory reaction via shared PAR-2 pathway.

The study was supported by grant
IGA MZCR NR- 9131 and NS10423-3/2009

Uloha SDF-1, CXCR4 a HGF v maligni
transformaci epitelu stieva

doc. MUDr. Svetlana Brychtova, Ph.D.,
Mgr. Michala Bezdékova, Ph.D.,

Mgr. Eva Sedlakova,

MUDr. Marie Geierova,

Svetlana Brychtova, jr.,

Veronika Dvorakova

Ustav klinické a molekularni patologie,
Lékarska fakulta Univerzity Palackého
Olomouc

Karcinom tlustého streva patfi k nejcastéjsim
malignim nadortm, v jejichZ progresi se vyznamné
uplatriuje plsobent sité chemokind. Jednd se o pro-
teiny, které svym pasobenim reguluji proliferaci
bunék, angiogenezi, migraci a metastazovani. Déle
dokdzi vyznamnym zplisobem modulovat imunitni
systém a ovliviiuji chemotaxi bunék imunitniho sys-
tému. Bylo prokdzéno, ze chemokin SDF-1 (stromal
cell-derived factor) znamy také jako CXCL12 pod-
statnym zplsobem pfispiva k progresi a metastazo-
vani kolorektalniho adenokarcinomu, avsak presny
mechanizmus Ucinku neni doposud znam. Protein
pUsobi prostiednictvim svého receptoru CXCR4,
pricem?z tato interakce je kritickd pro chemotaxi
lymfocytd a hematopoetickych kmenovych bunék.
V posledni dobé pfibyva dikazl potvrzujicich, ze
SDF-1 mize rovnéz regulovat chemotaxi tkénovych
kmenovych bunék. Dale bylo prokazano, Ze protein
inhibuje apoptézu a vyznamné stimuluje proliferaci,
migraci a invazi nadorovych bunék. Zablokovani
SDF1-CXCR4 efektorové osy se ukazuije jako slibny
cil lé¢by nadorovych onemocnént.

RUstovy faktor hepatocytt (HGF) je zndmym
mitogenem, ktery pres svij receptor c-Met sti-
muluje proliferaci a migraci bunék a vyznamné
ovliviuje interakce mezi epitelovymi a mezen-
chymovymi bunkami. Nékteré studie poukazujf
na vyznam aktivace HGF/cMet v progresi karcino-
mu stieva, pficem?z inhibice téchto proteinl byva
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spojovana s lepsi prognézou pacientt. Ukazuje se
rovnéz, ze HGF indukovana aktivace Met se podilf
na rezistenci nadorovych bunék u terapie EGFR in-
hibitory. K ponékud prekvapivym poznatkiim patif
zjisténti, ze HGF podporuje obnovu epitelu posko-
zené sliznice a dokonce reparace zprostiedkovana
timto faktorem snizuje riziko vzniku karcinomu.

Material a metodika: VV nasi studii jsme
pomoci metody nepfimé imunohistochemie
v barvicim automatu Ventana Benchmark na for-
malinem fixovanych parafinovych vzorcich vy-
Setrili celkem 98 bioptickych vzorkd zahrnujicich
karcinomy a adenomy tlustého stfeva a okolnf
nenadorovou sliznici. Exprese proteind byla hod-
nocena jak v burikdch nédorového a nenadoro-
vého epitelu, tak v burikdch stromatu.

Vysledky: Nebyly zjistény vyznamné kvanti-
tativni rozdily exprese SDF-1 mezi bunkami nor-
malniho a nddorového epitelu. Prokazali jsme
redukci exprese tohoto proteinu ve stromatu
adenokarcinom, ve srovnani se skupinou ade-
nomt a normalnim epitelem. U adenokarcinom(
i adenom doslo k redistribuci proteinu z mem-
brany do cytoplazmy. CXCR4 vykazoval silnou
jadernou expresi bez rozdilu u vsech sledovanych
skupin. HGF byl zvysené exprimovan nadorovym
epitelem i stromatem ve srovnani s nenadoro-
vym epitelem bez signifikantnich rozdil mezi
malignimi a benignimi lézemi. U skupiny ade-
nokarcinom byla zjisténa zména subcelularni
lokalizace proteinu s pfevahou cytoplazmatické
exprese oproti jaderné. Neprokazali jsme rozdily
exprese ve stromalnim kompartmentu.

Zavéry: Ukazuje se, 7e sledované proteiny se
uplatrujf v bunécnych regulacich nenddorového
i nddorového epitelu. Spise nez kvantitativnizme-
na exprese se na jejich efektorové funkci podili
zmény subceluldrnf lokalizace. Kromé toho pokles
SDF-1 v stromatu u adenokarcinomd muze vést
k dysfunkci lymfocytt a alteraci imunitni odpo-
védi proti nddorovym antigendm.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
granty GACR P304/10/1070 a MSM 6198959216.

Novel combination of urine
biomarkers for early detection
of prostate cancer
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MUDr. Vlasta Vyhnankova?,
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" Laboratory of Molecular Pathology and
Department of Clinical and Molecular Pa-
thology, Institute of Molecular and Trans-
lational Medicine, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University and Univer-
sity Hospital, Olomouc

2 Department of Urology, University Hospi-
tal, Olomouc

Background: The major advantages of mul-
tiplex urine-based assays are their noninvasive
character, ability to monitor prostate cancer
(CaP) with heterogeneous foci and detect can-
cer more accurately than do single marker tests.
They might supplement serum PSA test which
has low specificity resulting in a number of un-
necessary biopsies especially in “grey zone” and
thereby reducing complications associated with
biopsy. While the test for the prostate cancer
gene 3 (PCA3) is commercially available, the aim
of our research was to test other putative urine
markers in multiplex settings (AMACR, EZH2,
GOLM1, MSMB, SPINK1 and TRPM8).

Materials and methods: Expression of the
candidate biomarkers was studied in sedimented
urine using quantitative RT-PCR on two sets of
patients with PSA levels of 3-15 ng/ml (N=104)
and 0.1-587 ng/ml (N=176). Total RNA isolation
was performed by the Urine Exfoliated Cell RNA
Purification Kit (Fisher Scientific, USA), quantified
by Nanodrop, pretreated with Dnase | (Invitrogen)
and reverse transcribed with SuperScript® Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen), preamplified
and tested on real-time PCR with Light Cycler®
480 (Roche). Clinicopathological characteristics
were defined according to the WHO classifica-
tion. Statistical analysis was done in SPSS using
Spearman, Mann-Whitney and ROC analysis.
Univariate and multivariate regression analysis
were used to determine predicted probability
of the individual markers and their combinations.

Results and discussion: We confirmed that
PCA3 is an independent predictor of cancer in
the patients without restriction of serum PSA
values (0.1-587 ng/ml). However, AMACR was
the only parameter that differentiated CaP from
nonCaP patients in patients with serum PSA
between 3 and 15 ng/ml. The area under curve
(AUC) for this gene was 0.645 with both sensitiv-
ity and specificity at 65 %. Further improvement
was achieved by multivariate logistic regression
analysis which identified novel duplex (TRPM8
and MSMB), triplex (plus AMACR) and quadriplex
(plus PCA3) models for the detection of early
prostate cancers (AUC 0.665, 0.726 and 0.741,
respectively).

Conclusions: In the current study we de-
monstrated that novel qudriplex test could be
implemented as an adjunct to serum PSA or urine
PCA3 and this could improve decision making for
diagnostics in the case of “PSA dilemma” patients.

This work was supported by grants

NS 9940-4 from the Czech Ministry of Health
and MSM 6198959216 from the Czech Ministry
of Education and EU infrastructure support
CZ.1.05/2.1.00/01.0030. Tamar Jamaspishvili
was also supported by GACR 303/09/H048 from
the Grant Agency of the Czech Republic and
LF_2010_006.

Korelacia DNA analyzy
a expresie vybranych proteinov
pri hydatidéznej mole
MUDr. Zuzana Cierna'?
MUDr. Michal Palkovi¢, PhD."2,
prof. MUDr. Ludovit Danihel, PhD.?,
Mgr. Lucia Donarova'?,
prof. RNDr. Vanda Repiska, PhD."?
' Ustav patologickej anatémie,
LFUK a UN, Bratislava
2 Ustav lekarskej biologie, genetiky
a klinickej genetiky LF UK a UN Bratislava

Uvod: V sucasnosti je platna klasifikacia
gestacnej trofoblastovej choroby podla WHO
7 roku 2003, ktora ju rozdeluje na tri skupiny —
nadory trofoblastu, moldrne tehotnosti a nena-
dorové nonmoldrne zmeny trofoblastu. Medzi
molarne tehotnosti zaradujeme kompletnd,
parcidlnu, invazivnu a metastatickd hydatidéznu
molu. Vzhladom na vyssie riziko moznej malig-
nej transformdcie buniek trofoblastu pocha-
dzajucich z kompletnej hydatidéznej moly je
potrebné v diferencidlnej diagnostike odlfsit
tuto formu gestacnej trofoblastovej choroby
od inych foriem respektive hydropického po-
tratu.. OdliSenie kompletnej od parcialnej moly
moze byt problematické len na zaklade mik-
roskopického vysetrenia v zdkladnom farbenti
hematoxylinom a eozinom, najma v skorych
stadidch tehotnosti do 12. tyzdna tehotnosti,
tzv “early” forma kompletnej hydatidéznej moly.
Spravna diagnostika typu molarnej tehotnosti
je dolezitd pre pacientku z hladiska progndézy,
pretoze parcialne moly zriedka prechadzaju
do choriokarcinému a invazivnej alebo meta-
statickej moly. Protein p57 je marker, ktory odlisi
kompletnu hydatidéznu molu od parcidlnej mo-
ly @ nonmolarneho hydropického potratu. Ide
o inhibitor cyklin-dependentnej kinazy, prvy
reguldtor bunkového cyklu, ktory podlieha

paterndlnemu genémovému imprintingu, je
exprimovany len maternalnymi alelami. p57
je exprimovany v materskej decidue, stromal-
nych bunkdch klkov, viléznom cytotrofoblaste
a extraviléznom trofoblaste v placente po fyzio-
logicky prebiehajicom tehotenstve a porode,
v pripade spontanneho alebo umelo vyvola-
ného potratu, po hydropickom potrate alebo
po parcidlnej molarnej tehotnosti. V pripade
kompletnej hydatidéznej moly chyba expresia
p57 vo vilbznom cytotrofoblaste a stromalnych
bunkach klkov, pretoze kompletna mola je pa-
ternalna, neobsahuje materské alely. Pozitivita
p57 v decidudlnych bunkéch pri kompletnej
mole slUZi ako internd pozitivna kontrola kvality
imunohistochemického vysetrenia. Negativita
expresie p57 potvrdzuje kompletnd molu, no
pozitivita p57 ju nemusf jednoznacne vylucit.

Material a met6dy: Do nasej pilotnej Studie
sme zaradili 9 pripadov geneticky potvrdenej
kompletnej moly a 10 pripadov geneticky po-
tvrdenej parcidlnej moly. Pripady boli ndhodne
vybraté z bioptickych vzoriek zaslanych na Ustav
patologickej anatémie Lekarskej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave z gynekologicko-p6-
rodnickych oddeleni na Slovensku. Vo vietkych
pripadoch sme mikroskopicky vysetrili preparaty
farbené zakladnym farbenim hematoxylinom
a eozinom a imunohistochemicky s pouzitim pro-
tildtky proti ludskému choriogonadotropnému
hormonu (hCG) a placentarnej alkalickej fosfataze
(PLAP). Vysetrenie sme doplnili sledovanim ex-
presie proteinu p57 vo vilbznom a extraviléznom
trofoblaste, stromélnych a decidudlnych bunkach.
Intenzita jadrovej pozitivity p57 bola hodnotend
semikvantitativne svetelnym mikroskopom.

Vysledky: Vo vsetkych pripadoch parcidl-
nej hydatidéznej moly boli bunky vilézneho
cytotrofoblastu, extravilézneho trofoblastu, stro-
malne bunky a decidudlne bunky p57 vyrazne
pozitivne. Pri vysetreni kompletnej hydatidoznej
moly bol vo vsetkych 9 pripadoch vilézny cy-
totrofoblast a stromdlne bunky p57 negativne,
kym extravilézny trofoblast a decidudline bunky
vykazovali p57 pozitivitu.

Zaver: p57 je marker, ktory v pripade diag-
nostickych pochybnosti méze vyrazne prispiet
k spresneniu diagndzy. Pozitivita p57 svedcf pre
parcialnu molu, no nie je mozné jednoznacne
vylucit kompletnd molarnu tehotnost. Vysledky
je potrebné vzdy korelovat s makroskopickym
vzhladom tkaniva, morfolégiou v mikroskopic-
kom obraze v zakladnom farbeni hematoxilinom
a eozinom, dalsimi imunohistochemickymi vy-
Setreniami s pouZitim protilatok proti PLAP a HCG
a s analyzou DNA.
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Neoadjuvant chemotherapy is used in the
treatment of breast carcinoma because it sub-
stantially reduces the size of the primary tu-
mor and lymph node metastases. This present
study is aimed at the investigation of biomarkers
that can predict a pathologic response to the
therapy.

The role of apoptosis in regression of the
tumors after neoadjuvant chemotherapy was
determined by TUNEL and anti-active caspase
3 assay. The transcriptional profile of 84 key
apoptosis genes was evaluated in both pre-
therapeutically obtained tumor tissue by core
needle biopsy and in specimens removed by
final surgery, using a pathway-specific Real-Time
PCR assay. Obtained data were analysed by sta-
tistical methods as hierarchical cluster analysis
and correlation analysis. The immunohistoche-
mical profile of each tumor was determined
using standard ABC method.

On the basis of a hierarchical cluster analy-
sis of 13 significantly changed genes, we di-
vided patients into good and bad prognosis
groups, which correlate well with progression-
free survival. In the good prognosis group, we
found a statistically significant downregulation
of the expression of MCL1 and IGF1R genes
after neoadjuvant treatment. We also found
a statistically significant overexpression of
BCL2L10, BCL2AF1, CASP8, CASP10, CASP14,
CIDEB, FADD, HRK, TNFRSF25, TNFSF8 and CD70
genes. In contrast, we found upregulation of
IGF1R after the treatment in the group with
pOOr pPrognosis.

We have concluded that in order to devise
effective rational treatments, we need a reliable
tool for predicting response to the treatment.
As we have shown, gene expression profiling
using a Real-Time PCR assay is a valuable re-

search tool for the investigation of molecular
markers, which may better reflect tumor biology
and treatment response than standard prognos-
tic and predictive factors.

This work was supported by Grant
IGAMZ CR NS/10575-3.
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Diagnosis on time of cancer disease is a pre-
dictor of successful and effective therapy. One of
the possibilities how to detect it is a detection of
specific markers for certain type and develop-
ment level of cancer disease. Barrett oesophagus
occurs as a consequence of gastrooesophageal
reflux disease, it is a precancerous condition and
it can lead to the development of adenocarci-
noma. The development of Barrett oesophagus
is conditioned by multifactorial chain of changes
in genome or proteome of oesophageal cells.
However, detection on time of these changes
predates a successful therapy. We expect that
there are more types of tumor markers of Barrett
oesophagus and we focused on the change of
telomerase activity and expression of hTERT.
The aim of this work was to find associtation
between Barrett oesophagus and telomerase
activity indicators obtained by TRAP, Western
blot, and immunohistochemistry methods.
Telomerase enzymatically prolongs the chro-
mosome ends, thus counteracting replication
loss in the lagging DNA strand. When overex-
pressed, it participates in immortalization of
cells. TRAP tracked the telomerase activity in
samples of Barrett oesophagus, adenocarci-
noma, carcinoid, immortalized fibroblast cells,
MCF-7 cell line, intestinal tissue but also in the
normal oesophageal tissue. Western blot found
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hTERT protein expression in all oesophagus sam-
ples, cell line MCF-7, fibroblast cells but not in
intestinal samples. On the basis of results from
the experimental part it was found that higher
telomerase activity does not correlate with
higher level of malignancy. Barrett oesophagus
telomerase activity is not suitable biomarker for
diagnosis.

Supported by grant MSM 619 895 9216, NS
10279-3/2009, Biomedicine for regional develop-
ment and human resources (BIOMEDREG)
C1.05/2.1.00/01.0030, and LF_2011_009.
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Karcinom plic je maligni nddorové onemoc-
nénf, k jehoz |écbe se v poslednich letech zacala
aktivné vyuzivat RNA interference (RNAI). RNA
interference predstavuje vysoce konzervovany
molekularni mechanizmus, ktery je v burikdch
vyuzivan k posttranskripcni, sekvenacné specific-
ké inhibici genové exprese. Funkénimi jednotka-
mi, zodpovidajicimi za mechanizmus RNAI, jsou
kratké, jednovlaknové molekuly RNA (miRNA,
SiRNA atd.). Ty se vazi na cilové molekuly
mRNA a dle miry komplementarity je mRNA bud
degradovana, ¢i je pouze zamezeno translaci,
aniz by doslo k jeji degradaci.

U 65 pacientd s karcinomem plic byla de-
tekovana exprese miR-21, miR-126 a miR-205
s vyuzitim TagMan® MicroRNA Assays od firmy
Ambion. Tato exprese byla nasledné korelova-
na s jednotlivymi subtypy nemalobunécného
karcinomu plic (adenokarcinom, spinocelularni
karcinom a velkobunécny karcinom), se stadiem
onemocnéni, s délkou bezpfiznakového obdobf
(DFS) a celkovym prezivanim (OS).

miR-21 a miR-126 nevykazovaly zadny sig-
nifikantni vztah mezi expresf a vyse zminénymi
charakteristikami, avsak u miR-205 byla potvrzena
signifikantné vyssiamplifikace ve spinoceluldrnich
karcinomech (p<2,10-3) oproti jinym subtyplm
NSCLC. miR-205 vykazovala také signifikantni
korelaci s expresi a délkou bezpfiznakového ob-
dobf a celkovym prezitim pacientd s NSCLC (OS:
p=0,01; DFS: p<0,015). Z téchto vysledkd je mozno
usuzovat, ze miR-205 by mohla byt u pacientd
s nemalobunécnym karcinomem plic vyuzivana
jako diagnosticky i prognosticky marker.



PARALELNI PROGRAM: SAL CENTAURUS

NOVA A POTENCIALNIi NADOROVA LECIVA |
Predsedajici: M. Hajddch, P. Dzubdk — stfeda /9. 11. 2011 / 15.30-17.30

Chyby a uskali

v hodnoceni lécby glioblastomu

MUDr. Ondfej Kalita, Ph.D.",

MUDr. Miroslav Vaverka, CSc.',

doc. MUDr. Lumir Hrabalek, Ph.D.",

MUDr. Miloslava Zlevorova?,

RNDr. Radek Trojanec, Ph.D.3,

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.3,

doc. Mgr. Jifi Drabek, Ph.D.3,

prof. MUDr. Jifi Ehrmann, jr., Ph.D.?%,

prof. MUDr. Michael Houdek, CSc.'

" Neurochirurgicka klinika LF UP
aFN Olomouc

2 Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

3 Laboratof experimentalni mediciny,
Institut molekularni a transla¢ni mediciny
LF UP a FN Olomouc

4 Laboratof molekularni patologie,
Oddéleni patologie LF UP a FN Olomouc

Uvod: Zavedeni radikdlnich opera¢nich
metod a Uc¢inné chemoterapie do lé¢ebného
protokolu prodlouZily u glioblastomu bezpfi-
znakové obdobi i délku preziti. Pfi dlouhodo-
bém sledovani takto lé¢enych pacientd byl
odhalen zvyseny vyskyt nekrotickych zmén
(az ve 20-30% pfipadd). Jejich obraz na stan-
dardnim MRI sekvencich odpovida recidive,
¢i progresi high grade gliomu mozku. Tato
tzv. ,pseudoprogrese” se nejcastéji vyskytuje
v obdobf mezi 3 a 9 mésicem po ukoncenf
konkomitantni chemo-radioterapie; tedy v ob-
dobi pokra¢ovaci chemoterapie. MyIné vy-
hodnoceni nélezu jako progrese naddoru vede
k preruseni nejucinnéjsi 1écby a v nékterych
pfipadech i k nadbytecné operaci. Cilem nasf
prace bylo zhodnotit klinické projevy pseudo-
progrese, jeji diagnostické moznosti umoz-
nujici indikace k operaci, ale i ur¢enf obecné
|écebné strategie.

Metoda: Na nasem souboru pacientt
s pseudoprogresi bychom chtéli ukdzat moz-
nosti, které vyuzivame k odliseni recidivy high-
grade glidiniho nddoru od jinych expanzivnich,
na MRI mozku postkontrastné se zvyraznuji-
cich procest. U nékolika nasich pfipadd ope-
racl pseudoprogresi jsme hodnotili jejich vliv
na klinicky stav, taktéZ jejich histologicky obraz
a cytogenetické zmeny.

Vysledky a zavér: Pseudoprogrese jsou
vetsinou klinicky némé. Indikace k pfipadné ope-
raci je velmi spornd. Pseudoprogrese je pozitivni
prediktivni faktor ukazujici dobry efekt onkolo-
gické lécby. Na zakladé histologického a imu-
nohistochemického vysetfenf je obtizné odlisit
pseudoprogresi a progresi. Protoze jde o v ¢ase
vyvijejici se proces, ¢asto nachdzime kombinaci
nekrotickych zmén a viabilni nddorové tkané.
Podstatné pro interpretaci je vsak informovat
patologa o provedené onkoterapii. Zakladem
pro daldi postup je rozsitené MRI vy3etfent, popf.
doplnéné o PET/CT, v nasem pfipadé s thymidi-
nem (FLT). Zvy3ené riziko pseudoprogrese Ize
detekovat napf. detekci methylace promotoru
MGMT nebo oligodendroglidlni komponenty
n&doru.

Pozn.: V soucasné dobé je postupné im-
plementovéna antivaskuldrni terapie (beva-
cizumab — Avastin) do lé¢ebného protokolu
GlioblastomU. Lécba by méla zajistit vymizeni
intracerebralnich, na MRI postkontrastné syti-
cich se |ézi, coz vedlo k nahrazeni zavedenych
MacDonaldovych kritérif RANO Skélou.
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Proteomika je védni obor zabyvajici se pro-
teiny z hlediska zmén kvalitativnich a kvanti-
tativnich, jejich strukturou, funkci, lokalizacf
v burice a protein-proteinovymi interakcemi.
Metody hodnocenf jsou zalozené na hmotnost-
ni spektrometrii. V posledni dobé se zacinajf
rozvijet technologie zaloZzené na ¢ipové analy-
ze, které jsou presné, rychlé a vysokokapacitni.
Proteomika je logicky krok v bddani smérem
od genomiky, protoZe proteiny jsou hybnou

silou bunécnych déjl. DNA je nositelka infor-
mace a slouzf k jejf archivaci, neurcuje vsak
strukturu, funkci, lokalizaci a spole¢né interakce
mezi proteiny. Proteinovad komplexita je dana
posttransla¢nimi procesy, jako je fosforylace,
sulfatace, glykosylace a metylace. Tudiz akti-
vace proteinovych signalnich cest urcujicich
migraci, déleni, invazivitu, apoptézu a dalsf
mUZe nastat pred zménami v genové expresi.
Analyzou kvalitativnich a kvantitativnich zmén
proteind v souvislosti s fyziologickymi a pa-
tologickymi stavy organizmu Ize ziskat nové
informace v diagnostickych a terapeutickych
postupech. Proteomika umozriuje mapovat
aktivni bunécné signélni proteinové kooperace
v konkrétnim vzorku, Ize vyuzit viechny télesné
tkdné a tekutiny. Proteomiku Ize v onkologii
vyuzit v diagnostice, prognostice a pfiprave
cilené 1écby.

Karcinom prsu je v CR s pfibliznou inci-
dencf 120/100000 Zen suverénné nejcastéjsim
zhoubnym nadorovym onemocnénim u Zen.
Preziti casnych stadif je kolem 95% a klesa
na pfiblizné 26 % pro pozdni stadia. V prd-
béhu choroby dojde u 30-50% pacientek
k recidivé nebo vzdalenému metastatické-
mu postizenf i pres adekvatni lokoregiondl-
ni a systémovou lé¢bu. Zakladem Uspéchu
terapie je Casna diagnostika, spravny odhad
rizika recidivy a indikace odpovidajici 1é¢by.
Soucasné prognostické systémy rozdélujf
pacientky na zakladé hodnoceni klinickych
a histopatologickych znakd, jejich kombinace
potom urcuji, kterd skupina podstoupf ad-
juvantni terapii, pfipadné v jakém rozsahu
(chemoterapie, hormonalni 1écba a radiote-
rapie). Jsou zndmé genomické prognostické
parametry, ale jejich vyuziti neni standard-
né vyuzivano. Nejproblematictéjsi situace je
u pacientek s ¢asnym nddorem prsu. Jedna se
0 pacientky vesmés s vybornou prognoézou,
s vyhledem dlouhodobého preziti. Mezi témi-
to pacientkamije viak skupina téch, které majf
prognozu velice $patnou a dochazi u nich
v pribéhu let k lokdIni nebo systémové re-
cidivé onemocneéni. Je proto nutné hledanf
dalsich preciznéjsich prognostickych néstrojl
k ur¢eni optimalniho postupu a skutecné in-
dividualizaci Ié¢ebnych postupU.



Studie zkoumajici vyuziti proteomiky
v prognostickém hodnoceni u karcinomu
prsu jsou, po genomice, dalsim slibnym kro-
kem. Jejich data jsou zatim velice omezeng,
ve srovnani se studiemi diagnostickymi.
Goncalves a kol. hodnocenim pooperacnich
sér pacientek s karcinomem prsu stanovili
40proteinovy profil predikujici klinicky vyvoj
u 83 % pacientek. Hlavni slozky byly haptoglo-
bin alfa 1, C3 a slozka komplementu, transferin
a apolipoprotein A-1 a G1 (1). Dalsi skupina
stanovila vysoké hodnoty ubikvitinu a nizké
hodnoty lehkého fetézce feritinu v nddorové
tkénijako prediktory dobré progndzy (2). Dalsi
nezavislé skupiny potvrdily vyznam ubikvitinu
v nddorové tkani v prognéze onemocnéni
(3). Jiné skupiny nezévisle na sobé urcily dalsi
mozné prognostické markery jak v nddorové
tkani, tak séru nebo plazmé, ptipadné potvr-
dily jiz zndmé prognostické markery (4, 5, 6).
Presto tyto studie maji své limitace ve veli-
kosti soubor(, ¢itajicich maximalné desitky
pacientek a dédle nepfitomnost nezévislého
porovnani. Nékteré autorské kolektivy po-
rovnavaly zndmé genomické prognostické
faktory s proteomickymi a jejich vysledky se
zdajf slibné, véetné korelace s rizikovymi sku-
pinami (BRCA mutace) (7, 8).

Vyznam proteomiky v klinické praxi bu-
doucnosti mdze mit zasadni vliv na cely dia-
gnosticko-lécebny proces (9). Primarné bude
mozné aplikovat proteomiku v ¢asné detekci
nddorovych onemocnénf analyzou proteind
ze vzorkd tkadnf organizmu. Dale bude prote-
omika slouzit v dobé diagndzy jako doplnék
ke klasickym histopatologickym metodam, sta-
novi se tak ,proteinovy podpis”(10). Umoznf
individudIni stanoveni molekuldrnich déj pro
dany konkrétni nddor, identifikaci specifickych
regulacnich cest bunéc¢ného cyklu, diferen-
ciace, apoptdzy, invaze a metastazovani (11).
Bude tak mozné stanoveni individualizované
terapeutické kombinace molekularné cilenych
lékd k zablokovani téchto proteinovych cest.
Dalsim ur¢enim prognostickych skupin, spolu
s genomickymi parametry, bude mozné urcit
jednotlivé rizikové podskupiny a urcit tak nut-
nost a rozsah pooperacni terapie. Proteomika
a genomika dale mohou hrat roli v analyze
recidiv a metastatickych ézf k Upravé terapie
dle zmén v signalnich cestdch v souvislosti s 1é-
kovou rezistenci a ve snaze o jeji prekonani.
Budoucnost proteomiky, spolu s analyzou DNA
a RNA, tak bude v komplexni zméné nahlizeni
na zakladni body pacientovy péce a manage-
mentu (11, 12).
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In proteomics, large datasets are usually
produced but statistic evaluation of such data-
sets is still in progress and there is not one es-
tablished protocol. In this work, we will present
our ways how to evaluate results of proteomic
study. In our study, we aim to compare an effect
of different anticancer drugs. For that purpose,
we have chosen a CEM cell line, originated
from acute lymphoblastic leukemia, because
it's good responsibility to a broad scale of drugs.
CEM cell culture was grown in RPMI media with
isotope labeled arginine and lysine (SILAC ex-
periment) in the three biological replicates.
Then the culture was treated with platinum
drugs in concentration 5xIC50 and incubated
for 4 hours in case of oxaliplatin, 2.5 hours for
cisplatin and 3 hours for carboplatin, mixed
with the same amount of unlabeled cell culture,
lyzed and separated by preparative SDS-PAGE
electrophoresis. SDS-PAGE gel was chopped
in 45 fractions and digested by trypsin. Digests
were analyzed in parallel by HPLG-ESI and HPLG
MALDI. Results were processed by Proteinscape
software. In average there were identified 808 +
166 proteins by ESI for all three drugs (totally 9
biological replicates) with average coverage 442
+ 98 proteins in all three replicates of each drug.
By MALDI mass spectrometry, there were identi-
fied 500 + 93 proteins in average of all nine rep-
licates. Average coverage was 145 + 19 proteins
for all three replicates per drug. Total average
coverage between MALDI and ESI was 267 + 61.
Only coverage in the same replicate was taken
in account. For evaluation of our measured data-
sets, we used three different statistical methods.
First, we have tried fixed protein fold change
limit 0,75 and 1,25 to proteins which were pre-
sent at least in two from all six measurements to
gain reproducibility. This relaxed limits revealed
96 differentially expressed proteins for carbo-
platin, 208 for cisplatin and 51 for oxaliplatin.
Advantages of this approach are its simplicity
and the biggest number of proteins character-
ized as differentially regulated. Disadvantage
of this approach is absolutely missing peptide
information and small resistance to quantifica-
tion errors. The second statistical approach con-
sisted from selection of proteins present at least
in two of six measurements and from getting
the peptide information from Proteinscape to
each protein. Peptide fold change was manually
controlled for quantification errors and then the
same limit criteria (0,75 and 1,25) were applied.
For carboplatin, 59 proteins were differentially
regulated. For cisplatin, there were 176 proteins
differentially regulated and for oxaliplatin, there



were 41 proteins differentially regulated. This
statistical approach eliminated quantification
errors, butitis somehow irreproducible because
quantification errors are controlled manually
and there is room for variations, e. g. some error
could be forgotten, etc. In the last approach,
which we tested, we left the hypothesis “at
least in two from six” and worked with every
single measurement. At peptide level, we have
excluded peptides outlying 1.5 times from first
and third quartile, then counted protein fold
change and proteins meeting two conditions —
first was fold change bigger than 1.5 or less than
0.66 and second was the significance test for
up-regulation: log (mean protein ratio — 2xSD
of peptide ratios)>0 and for down-regulation:
log (mean protein ratio +2xSD of peptide ra-
tios)<0. For carboplatin, there were totally 37
proteins found differentially regulated, each
of them was only in one from all six measure-
ments. For cisplatin, there were 30 differen-
tially regulated proteins, with three proteins
present in two measurements. For oxaliplatin
there were 31 proteins differentially regulated
with one present in two measurements. These
proteins didn't much correlate with proteins
selected by the second method (average 6
proteins per drug common between method
nr. 2 and nr. 3). This approach is most compli-
cated, impossible to perform without in-house
scripts and provides very fewer interesting pro-
teins, but is fully reproducible and fully auto-
mated. Further investigation is still needed to
find an approach with enough reliable results.
The work was supported by grants LC07017,
MSM6198959216, Czech Science Foundation
(H-084) and Infrastructural part was supported
by project Biomedicine for regional develop-
ment and human resources (BIOMEDREG) C.1.05
/2.1.00/01.0030.
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Quinolinone derivatives are well known for
their antibacterial, antiprotozoal, cytotoxic and
immunosuppressive effect. We are currently
testing chemical libraries of these interesting
compounds with IC50 values in sub-micromolar
concentrations.

Derivatives were further tested by flow cy-
tometry for cell cycle analysis and inhibition
of DNA/RNA synthesis. Compounds stopped
cells predominantly in G1 phase together with
significant DNA and RNA synthesis inhibition.

The most active derivative was tested in
in vivo cancer model with using hollow fibres.
Hollow fibres were filled by leukemic CEM (hu-
man T-lymphoblastic leukemia) cell line and
were implanted to mice. Afterwards mice were
treated by tested compound. Hollow fibres were
after 14 days taken from mice and viable cells
were tested by cytotoxic MTT assay. Activity of
tested compound was comparable to doxo-
rubicine.

For protein targets identification of these de-
rivatives we have synthesized biotinylated mol-
ecules of these original compounds. Biotinylated
compounds were immobilized on the surface of
streptavidin coated magnetic beads and whole
complex (magnetic bead-streptavidin-biotin-
derivative) was incubated with total protein cell
lysate of the CEM or U20S (human osteosar-
coma) cell line. Thereafter non-bonded proteins
were washed-out and specifically bonded pro-
teins were separated on 1D-SDS gel. Following
silver-staining of the gel we compared sample
lines with specifically bonded proteins to bi-
otinylated compound and negative control.
Specific proteins were cut off from the gel and
trypsinized to get peptides for protein identifi-
cation. For mass spectrometry analyses we used
liquid chromatography (HPLC) coupled with
ion trap and MALDI TOF/TOF. Identified targets
are proteins associated with translational regu-
lation, glucose metabolism and cytoskeleton.
Identified proteins were validated by western
blot and by other tests (cell models, kinase and
enzymatic assays, evaluation in vitro transcrip-
tion and translation).

The work was supported by grants: LC07017
and MSM6198959216. Infrastructural part of this
project (Institute of Molecular and Translational
Medicine) was supported from the Operational

Programme Research and Development for

Innovations (project CZ.1.05/2.1.00/01.0030)
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Pocet pacientl s nddorovym onemoc-
nenim se neustale zvysuje. Léc¢ba rakoviny
je nesmirné naro¢nd mimo jiné i proto, ze
cytostatika pUsobi na organizmus mnoha
nezddoucimi Ucinky. Proto je zdjem vyvijet
a testovat nova ucinnéjsi a méne zatezujici
protinddorové léciva. Nezadoucim ucinkdm
je mozné predejit aplikaci Iéciv v jejich pro-
drug formé, kdy toxicitu limitujeme na cilové
organy a mista aktivace |éciv. V nadi praci jsme
se zamefili na in vitro metabolizaci ,prodrug
formy” derivatl kyseliny betulinové a nasled-
né stanoveni jejich cytotoxicity na bunec¢né
nadorové linii CEM (lidské lymfoblastické
leukemie). Kyselina betulinova se fadi mezi
triterpeny, u kterych byla nalezena vysoka
cytotoxicka aktivita vaci nadorovym bunkam.
Proto probfhd aktivni snaha vyvijet derivaty
této slouceniny s lepsimi farmakologicky-
mi vlastnostmi — biologickou dostupnostf
a vyssim terapeutickym ucinkem. Jednou
z moznosti je pravé prevedeni derivatd ky-
seliny betulinové do prodrug formy. V nasich
experimentech jsme se snazili o optimalizaci
testd na hepatocytech a nddorovych liniich,
které by ndm umoznily studovat metabolizaci
anasledné i t¢innost prodrugs. Po optimaliza-
ci testl vykazovaly metabolizované derivéty
v porovnani s nemetabolizovanymi ldtkami
vyssi cytotoxickou Ucinnost.
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2-fenylsubstituované-3-hydroxychinilony
jsou skupina latek vykazujici antiprotozodlni,
imunosupresivni, protinddorové a dalsi biologic-
ké ucinky. V nasi praci jsme se zaméfili na zajima-

vou skupinu téchto derivatQ, 2-fenylsubstituo-
vané-3-hydroxychinolin-4(1H)-one-karboxamidy
se submikromoldrni cytotoxicitou u rliznych
chemosenzitivnich/rezistentnich nddorovych
bunécnych linif s pfiznivym terapeutickym in-
dexem. Latky majici hodnotu IC50 < 10 mM vici
senzitivni bunécné linii CEM-T byly analyzovany
metodami prdtokové cytometrie, za Ucelem
monitorovani bunécného cyklu a syntézy DNA
a RNA u testovanych nadorovych linii. Timto
zplsobem byly ziskdny informace o zajimavych
zmeénach monitorovanych Uc¢inkd v ndvaznosti
na strukturu téchto latek (SAR). Nékteré ze zkou-
manych latek vyrazné ovlivnily bunécny cyklus
n&dorovych bunék nebo mély diferencovanou
aktivitu vaci p53+/- nadorovym liniim a zdajf se
byt slibné pro dalsi vyvoj.

Prdce v tomto projektu byla podporovdna

granty Ministerstva skolstvi, mlddeZe a télovycho-
vy Ceské republiky (MSM 6198959216, LC07017);
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cast projektu (Ustav molekuldrni a translacni
mediciny) byla podporovdna z Operacniho
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(CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

Selekce ucinnych 4-chinolonii
s protinadorovou aktivitou

a studium mechanizmu

jejich ucinku

Mgr. Jiii Rehulka’,

MUDr. Petr Dzubék, Ph.D.",

Mgr. Ilvo Frydrych, Ph.D.},

MUDr. Petr Krejci®,

817

RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.?,

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

T Laboratof experimentalni mediciny,
Ustav molekularni a translaéni mediciny,
Lékarska fakulta, Univerzita Palackého,
Olomouc

2 Katedra organické chemie, Pfirodovédecka
fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc

3 Farmak, a.s., Olomouc

4-chinolony jsou zajimavou skupinou biolo-
gicky aktivnich latek s imunosupresivnim a proti-
nadorovym Ucinkem. S vyuzitim kombinatoridinf
chemie byly pfipraveny substituované derivaty
4-chinolonu a otestovana jejich cytotoxicita vici
panelu nddorovych i primarnich bunécnych
linif in vitro. Analyza bunécného cyklu zjistila
G2/M blok indukovany latkou 06-0896. Pomocf
fluorescen¢ni mikroskopie byla prokézana aku-
mulace nddorovych bunék v M fézi bunécného
cyklu. Jako cil této latky byl identifikovan proces
polymerizace tubulinu. Slou¢enina mdze byt
diky svému vyhodnému terapeutickému indexu
vyuzita jako lead compound dalsi knihovny latek
amUze byt studovan vztah mezi jeji chemickou
strukturou a biologickou aktivitou.

Prdce vznikla za financni podpory
Ministerstva skolstvi CR

(MSM 6198959216, LCO7017),
operacniho programu Vyzkum a vyvoj
pro inovace (CZ.1.05/2.1.00/01.0030),
evropského socidlniho fondu
(CZ.1.07/2.3.00/20.0009)

agrantové agentury CR

(GA CR 303/09/H048).
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High grade serous carcinoma

of the ovary

Robert Soslow, M.D.

Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
New York, USA

High grade serous carcinoma of the ovary is
now understood to be biologically, phenotypi-
cally and clinically heterogeneous. This lecture
will review what is currently known about this
topic and introduce those in attendance to new
advances, with particular emphasis on the clini-
cal features of BRCA-associated ovarian cancer
and genotypic/phenotypic correlations.
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Vrozené syndromy se zvysenym rizikem
vzniku nadorovych onemocnéni nejsou snad-
no diagnostikovatelné, zejména pfi rozpoznanf
prvniho postizeni v rodiné. Jde o zadvazna one-
mocnéni postihujici vétsinou podstatné mladsi
vékové kategorie, nez stejnd onemocnéni se
sporadickym vyskytem. Vrozené predispozice
ke vzniku naddorl pfispivaji k rozvoji nddort
multiplicitnich. Mnohotné nadory mohou byt
relativné stereotypni nebo rtiznorodé nozolo-

gické kategorie. Patolog mUze vcas upozornit
na mozny familidIni nddorovy syndrom a tim
napomoci ke genetickému zafazeni jednotky.
Tim prispéje k dalSimu sledovani nebo lécbé
nemocného a jeho rodiny. Jednou z nejzndméj-
sich predispozic k rozvoji nddorl je syndrom
Li-Fraumeni. Je charakterizovany zérode¢nymi
mutacemi genu TP53 s naslednym rodinnym
vyskytem nadord. Nddorové onemocnéni jsou
u tohoto syndromu réiznorodé. Castymi jsou
karcinomy mlécné ZIdzy, leukemie, karcinomy
nadledviny, mozkové nddory a sarkomy.

Prezentujeme pripad sedmndctiletého mu-
Ze se syndromem Li-Fraumeni s metachronnim
i synchronnim vyskytem ¢ty rdznych sarkomda.
Prvni nddor jsme diagnostikovali v roce 1996 —
osteogenni sarkom celisti. Po deviti letech mél
pacient druhostranné postizeni Celisti chond-
rosarkomem. V roce 2010 jsme u nemocného
diagnostikovali leiomyosarkom v mékkych tka-
nich stehna a zaroven alveolarni rabdomyo-
sarkom paranazalnich dutin. Progresi posled-
nfho sarkomu z oblasti paranazélnich dutin
a nazofaryngu pacient v roce 2011 ve véku 32
let podlehl. Pfi diagnostice jednoho ze sarko-
mU jsme referovali nemocného a jeho rodinu
ke genetickému vysetfenigenu TP53. Na zakladé
Zjisténé mutace v zérodecné linii byl prokazan
syndrom Li-Fraumeni. U alveoldrnfho rabdomyo-
sarkomu jsme nezjistili prestavby gent FKHR
a PAX, coz ukazuje na jiny patomechanizmus
vzniku rabdomyosarkomu v rdmci syndromu
Li-Fraumeni u tohoto nemocného. V pfednasce
dokumentujeme vyznam rozpoznani mozné-
ho familidiniho naddoru a nélezy u popsaného
nemocného.

Podporeno vyzkumnym zdmérem
FN v Motole MZOFNM2005/6704 a vyzkumnym
zdmérem 2. LF UK v Praze MSM0021620813.
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Rabdomyosarkomy jsou nejcastéjsimi na-
dory mékkych tkanf détského veéku. U déti se
vyskytujf ve dvou zékladnich variantach: alveo-
[&rnf (@RMS) a embryonalni (€RMS).

Provedli jsme absolutnf kvantifikaci fuznich
genl (PAX3-FKHR a PAX7-FKHR) a genl zapo-
jenych do patogeneze RMS (MyoD1, Myogenin,
Igf2, Egfr). Vysetiilijsme 136 vzorkd od 92 pacien-
td s diagndzou RMS a kontrolni skupinu vzorkd.
Detekce fuznich gend vyvolanych translokacf
predstavuji vhodny marker pro sledovani mini-
malni diseminované nemoci, popf. okrajl excize
u pacientl s fuzné pozitivnim aRMS.

Mezi obéma skupinami RMS jsme nepo-
zorovali signifikantni rozdil v hladiné exprese
MyoD1a Myogeninu. Podobnou hladinu mRNA
MyoD1 i Myogeninu jako u RMS jsme detekovali
i ve zdravé svalové tkani. Z tohoto dlvodu jsme
dospéli k zavéru, ze oba molekuldrni marke-
ry jsou nevhodné napt. pro posouzeni okrajl
excize. Pozorovali jsme statisticky vyznamnou
zavislost mezi hladinou MyoD1 mRNA a ztratou
heterozygozity v oblasti 11p15.

Nase vysledky detekce fuznich transkriptd,
MyoD1 a Myogeninu v kostn{ dfeni pacientd
s RMS ukazuji, Zze pacienti s pozitivnimi nale-
zy maji vysoké riziko progrese onemocnént
(p=0,04).

Sledovali jsme roliimprintovaného genu Igf2
v patogenezi RMS. Zjistili jsme, Ze exprese genu
Igf2 hraje roli v patogenezi RMS. Hladina mRNA
Igf2 byla u RMS signifikantné vyssi nez u kon-
trolnf skupiny (p=0,0001). Nepozorovali jsme
rozdil v hladiné exprese Igf2 mezi eRMS a aRMS.

Zjistili jsme stondsobné vyssi hladinu Igf2
mMRNA u RMS oproti zdravé svalové tkani. Zjistili
jsme vysokou hladina Igf2 mRNA u RMS v ko-
relaci s hladinou mRNA pro MyoD1 (p=0,0008)
a pro Myogenin (p=0,0009). Tento nélez je prav-



dépodobné zplsoben tim, Ze MyoD1 a nasledné
i Myogenin jsou cilovymi geny IGF2 drahy, a to
jak u aRMS, tak i eRMS.

Hladina mRNA EGFR byla u RMS vyssi nez
u kontrolni skupiny (p=0,0001) Déle jsme pozo-
rovali rozdil v hladiné exprese EGFR mezi obéma
skupinami RMS (p=0,03) - vy33i hladina byla de-
tekovana u eRMS. Podobny obraz jsme pozoro-
vali pfiimunohistochemickém barveni receptoru
EGFR, kdy u eRMS dominovala siln difuzni poziti-
vita, na rozdil od aRMS, kde pres pozitivitu mRNA
Egfrjsme zvlasté u fuzné pozitivnich pacientd po-
zorovali negativni vysledky imunohistochemické-
ho barveni. U fuzné negativnich pacient s aBRMS
imunopozitivita kolisala, nicméné byl nalez slabsi
nez u embryonalini varianty. Z dosazenych vy-
sledkd sledovéni exprese genu EGFR je patrné, ze
u pfipadd, u kterych je detekovéna silna exprese
EGFR v imunohistochemickém vysetfent, Ize té-
to vlastnosti nddorovych bunék vyuzit k terapii
pomoci inhibitorl EGFR, zvlasté pak u pacientd,
u kterych doslo k selhani lé¢by.

Vyzkum byl podporovdn granty:
GACR 304/07/0532, MSMT 0021620813
avyzkumnym projektem MZ FNMMZ02005.
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Uvod: Nestin patf mezi intermedidini fila-
menta typu VI a je exprimovan béhem embryo-

geneze v proliferujicich burikdch rdznych tkan,
nejvice v CNS, PNS a svalové tkani. V prlbéhu
diferenciace je nestin nahrazovan jinymi, tkdrio-
ve specifickymi intermediadlnimi filamenty, tak-
Ze postnatdlné je jeho exprese omezena pouze
na nékteré lokalizace, napf. plexus chorioideus,
prekurzorové bunky subventrikuldrni zony CNS
¢i progenitorové burky vlasového folikulu.
V adultnich tkdnich se s re-expresi nestinu se-
tkdvédme za rdznych patologickych stavl, mimo
jiné byla exprese nestinu prokdzana v celé fadé
tumord prevazné neuroektodermového pavo-
du, aleiv karcinomu prostaty, GISTu, karcinomu
pankreatu, osteosarkomu, rhabdomyosarkomu,
dermatofibrosarcoma protuberans, karcino-
mech $titné zldzy a urotelidInim karcinomu.
V nékterych z vyse jmenovanych malignit je
nestin povazovan za marker nadorovych kme-
novych bunék.

Cilem této prace bylo imunodetekenimi me-
todami vysetfit expresi nestinu v high-grade
osteosarkomech, zZjistit pfipadny vztah exprese
nestinu s klinickymi parametry (overall survival
(OS) a event-free survival (EFS)) a tedy stanovit
prognosticky vyznam exprese nestinu pro pa-
cienty s high-grade osteosarkomy.

Material a metody: V souboru 45 pacien-
ta (24 muzd a 21 zen, vékové rozpéti 6-85 let)
s histologicky prokdzanym high-grade osteosar-
komem jsme ve formol-parafinovém materidlu
imunohistochemicky (IHC) aimunofluorescenc-
né (IF) vysetfovali expresi nestinu v nddorovych
burikéch. Dle ¢etnosti nestin+ bunék jsme sta-
novili 3 Urovné exprese nestinu (1-3 pro IHC
a 1F-3F pro IF). Jako externi pozitivni kontrolu
jsme pouzili tkan multiformniho glioblastomu,
za internf pozitivni kontrolu slouzil endotel cév
v osteosarkomu. Na zakladé ziskanych vysledk{
jsme statisticky hodnotili vyznam exprese nes-
tinus OS a EFS.

Vysledky: Pomoci obou imunodetekénich
metod (IHC a IF) byly nestin+ nadorové bunky
identifikovany ve vsech vzorcich high-grade
osteosarkomd, i kdyz se frekvence nesporné
pozitivnich neoplastickych bunék v jednotlivych
pfipadech lisila. Vysoka Uroven exprese nestinu
detekovana imunofluorescenc¢né (2F + 3F) byla
spojena se signifikantné horsi progndzou, tedy
kratsfim OS (p=0,031) i EFS (p<0,001). Pi pouziti
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imunohistochemie se vsak tato korelace nepo-
dafila prokazat, pouze byly zaznamenany trendy
ke kratsimu preziti.

Zavér: Pro pacienty s high-grade osteo-
sarkomy nepovazujeme expresi nestinu za sil-
ny a v praxi vyuzitelny prognosticky faktor.
Senzitivnéjsf imunodetekéni metoda aplikovana
na formol-parafinovy materiél (tedy IHC) nepro-
kézala statisticky signifikantni vztah mezi expresf
nestinu a prezitim.

Prdce byla podpotena .z MSM0021622415.

Statistika vrozenych

vyvojovych vad

MUDr. Fadi Fakhouri'

MUDr. Jana Dvorackova Ph.D., MIAC?
MUDr. Radoslava Tomanova'

MUDr. Petr Buzrla'

! Fakultni nemocnice Ostrava

2 Lékarska Fakulta Ostravské Univerzity

Problematika vrozenych vyvojovych vad
patfi k tém slozitym v oboru patologicko-autop-
tické diagnostiky. V mé studie jsem se zaméfil
na statistiku jejich vyskytu u potracenych plodd
v obdobf od roku 2000 do roku 2011. Celkem by-
lo klinikem udavano 109 potracenych plodu pro
vrozenou vyvojovou vadu, z toho bylo skute¢né
prokdzéno 100 malformovanych plodd celkem
se 164 vrozenymi vadami.

Tyto objekty jsem si vybral z pocitacoveé-
ho nemocni¢niho systému Ustavu patologie
Fakultni Nemocnice Ostrava. Nékteré tyto vro-
zené vady tvorily syndromologickou jednotky,
daldf se vyskytovali solitarné. Na zékladé prove-
dené statistiky byly nejcastéjsi vyvojové vrozené
vady v nasledujicim poradf:

VVV kardiovaskuldrniho systému 19,5 %

VVV centréIni nervové soustavy 15,2 %

VVV pohybového aparatu 12,1 %

VVV mocopohlavniho systému 12,1 %

Rozstépové vyvojové vady 8%

VVV dychacf soustavy 6 %

VVV travici soustavy 5,5 %

VVV spojené s geneticky podminénymi syn-

dromy 5%

Zavérem bych Vas seznamil s nékolika ne-
obvyklymi kazuistikami.
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Nekodujici RNA

u nadorovych onemocnéni

RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D."?,
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MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.',
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Existence netranslatovanych funkénich
RNA je ucebnicovou skute¢nostf jiz desitky
let, pricemz vétsina téchto RNA plIni v bunce
predevsim generické funkce, jako rRNA a tRNA
v translaci MRNA, malé jaderné RNA (snRNAs)
v sestfihu, nebo malé jadérkové RNA (snoRNAS)
v modifikaci rRNA. Centralni dogma moleku-
larni biologie vytvofené pfedevsim na zakladé
pozorovani u jednoduchych organizm jako
Escherichia coli, bylo takové, Ze RNA funguje
predevsim jako informacni mezistuper mezi
sekvenci DNA (,genem”) a proteinem, ktery
kéduje. Predpokladem bylo, Ze naprosta vét-
sina genetické informace urcujici biologickou
formu a fenotyp je vyjadiena proteiny. Jednim
z nejvétsich prekvapeni moderni biologie bylo
rozhodné zjisténi, ze lidsky genom kéduje jenom
priblizné 20,000 proteind, coz pfedstavuje méné
nez 2% jeho celkového obsahu. Nasledné s pfi-
chodem celogenomovych analytickych pristupl
a sekvenovani nové generace (ENCODE project)
bylo zjisténo, ze 90% genomu je aktivné tran-
skribovano. Lidsky transkriptom se tak ukazal
daleko komplexngjsim systémem nez pouze
souborem mRNA kodujicich gent a jejich sestfi-
hovych variant, ale také mnozstvim transkriptd
antisenze, prekryvajicich se a jinych nekédujicich
RNA. Ackoliv se nejdrive pfedpoklddalo, ze se
jednéd o transkrip¢ni Sum nebo akumulovany
evolu¢ni pozUstatky vytvorené pocatecnim skla-
danim gent a/nebo inzerci mobilnich elementd,
soucasné poznatky ukazuji, Ze tato tak zvana
,dark matter” genomu maze hrat zasadni role
v bunécném vyvoji, jeji fyziologii i patologiich.
Obecné plati, ¢cim komplexnéjsi organizmus je,
tim vetsi mnozstvi nekddujici RNA obsahuje.

Nekodujici RNA (ncRNA) se déli na dvé
zakladnf skupiny na zdkladé své délky: krat-

ké ncRNA (small ncRNAs) a dlouhé ncRNA
(IncRNAs). Kratké nekodujici RNA predstavujf
siroké spektrum zndmych, ale rovnéz nové po-
pisovanych druht RNA, pficemz vétsina téchto
RNA je spojena s 5" a 3" koncovymi oblastmi
kédujicich genl. Tato skupina zahrnuje dnes
jiz velice dobfe popsané miRNA, siRNA, piRNA
a dalsi. Vétsina téchto RNA vyznamné rozsifila
koncepci molekuldrni kancerogeneze, a v sou-
¢asné dobé je pfedmétem intenzivniho vyzku-
mu Vv této oblasti. Oproti tomu, INCRNA, jsou
transkripty dosahujici délky 200nt az 100 kb
a neobsahujici oteviené Cteci rdamce. Hladiny
exprese téchto RNA se ukazujf byt nizsi nez ko-
dujicich gen(, a nékteré z nich jsou tkanoveé
specifické. Doposud maly pocet charakterizova-
nych IncRNA u ¢lovéka byl asociovan s biologic-
kymi procesy, jako jsou epigenetické regulace,
alternativni sestfih, jaderny transport, strukturni
funkce nebo jako prekurzory kratkych ncRNA
nebo dokonce regulatory jejich degradace. Stéle
pribyvajici prace ukazuiji, Ze deregulace hladin
INcRNA (HOTAIR, MALAT1, H19, T-UCR, a dalsi)
se vyskytuje u fady nddorovych onemocnént
a vyznamneé pfispiva k jejich patogenezi. Toto
sdéleni bude shrnovat soucasny pohled na kla-
sifikaci a funkéni charakterizaci jednotlivych sku-
pin NcRNA, jejich funkeni zapojeni do procesu
kancerogeneze a mozné vyuziti v diagnostice,
pfipadné v terapii nddorovych onemocnént.

VWizkum byl podporen granty IGA MZ CR NS
10361-3/2009, NS/9814-4/2008, NS 10352-3/2009,
NS/11214-4/2010 a projektem MZOMOU2005.

Moznosti detekce cirkulujicich
nadorovych bunék

Mgr. Andrea Benedikova,

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.,

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

Jednim z klicovych faktorl pro stanove-
ni prognoézy a nejvhodnéjsi lé¢by pro paci-
enta s nadorovym onemocnénim je urcenf
rozsahu neboli stupné pokrocilosti nddoro-
vého onemocnéni, tzv. staging. Soucasné

zobrazovaci techniky (napf. pocitacova to-
mografie, magnetickd rezonance, ultrazvuk,
pozitronovd emisni tomografie aj.), bioche-
mické a mikroskopické metody vsak nemaji
dostatecnou citlivost pro zachyceni ¢asnych
stadif metastazovani, tzv. ultrastagingu. Z to-
ho plyne riziko nedostate¢ného stanovenf
rozsahu nemoci a neadekvatni 1é¢by. V po-
slednich letech se proto s rozvojem novych
molekularné-biologickych metod soustfeduje
pozornost na moznosti detekce minimalnf
rezidualni choroby (minimal residual disease,
MRD). Jedné se o detekci pfitomnosti izolo-
vanych nadorovych bunék (tzv. cirkulujicich
nadorovych bunék, circulating tumour cells,
CTCs) v krvi, v kostni dreni ¢i ve tkanich, které
|ze na zakladé soucasnych znalosti povazovat
za prekurzory mikrometastaz.

K detekci CTCs Ize pouzit nékolika meto-
dickych postupt lisicich se svoji senzitivitou,
specifitou, ndkladnosti i pracnosti. Vedle nyni
jiz bézné vyuzivanych metod, jako jsou imu-
nohistochemie, prltokové cytometrie, PCR,
real-time RT-PCR aj, jsou vyvijeny metody
nové, zalozené predevsim na pfimé detekci
CTCs. Cilem téchto novych metod je zvyseni
senzitivity zachytu CTCs, moznost rutinniho
vyuziti a také moznost nddorové bunky izolo-
vat a déle s nimi pracovat. Bylo by tak mozné
CTCs lépe charakterizovat, napf. urcit status
genl HER2/neu, EGFR nebo KRAS. V soucasné
dobé velmi diskutovanym je systém CellSearch
firmy Veridex umoznujici automatizovanou
detekci a kvantifikaci CTCs. Védci z Vseobecné
nemocnice v Massachusetts vyvinuli tzv. CTG
chip. Jedné se o mikrofluidni platformu pfipev-
nénou na standardni mikroskopické skli¢ko, ze
které Ize CTCs jednoduse ziskat a analyzovat
¢i kultivovat. Dalsi moznosti je vyuziti metod
zaloZenych na elektrickych vlastnostech CTCs
odlisnych od ostatnich bunék krve.

Ve sdélenf bude prezentovan piehled me-
tod vhodnych k detekci CTCs se zaméfenim
na perspektivy detekce minimalni rezidudlnf
choroby.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
granty MSMT CZ1.07/2.3.00/09.0089, IGA MZ CR
NS 10285-3, CZ.1.05/2.1.00/01.0030.
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KolorektaInf karcinom (CRC) patfi mezi
nejcastéjsi nadorova onemocnéni ve svété
a je tfetf nejcastéjsi pficinou nddorovych umr-
ti v z&dpadnich zemich. Prestoze v soucasné
dobé existuje fada preventivnich programu
usilujicich o sniZzenfincidence a nasledné i mor-
tality, nema vyskyt CRC dosud klesajici tendenci
a vylécit se dafi pouze 35-40% nemocnych.
Hlavnim dlvodem téchto neuspokojivych vy-
sledkd je neschopnost soucasnych diagnos-
tickych kritérif, jakymi jsou histopatologicka
klasifikace, klinicky rozsah onemocnéni ¢i mira
diferenciace, zaradit pacienty do pfislusnych
skupin na zakladé rizika relapsu onemocneént,
a umoznit tak vytvofenf individualniho lé¢eb-
ného planu. Hlavnim problémem soucasné
TNM klasifikace je tzv. ,understaging’ regio-
nélnich lymfatickych uzlin (podhodnoceni N
stadia), ke kterému dochdazi v dlsledku ne-
dostatecného mnozstvi vysetfenych a/nebo
odebranych uzlin. Dalsim jejim nedostatkem
je pak skute¢nost, ze nezahrnuje molekularni
prediktory biologického chovéni naddoru.

Jednim z nejmodernéjsich pfistupl sou-
¢asné molekuldrni charakterizace solidnich na-
dort je analyza mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou
kratké nekodujici jednotetézcové RNA o dél-
ce 18-25 nukleotidd, které posttranskripéne
reguluji genovou expresi. Hraji ddlezitou roli
v mnoha biologickych procesech, jakymi jsou
apoptdza, proliferace, diferenciace, bunécny
cyklus ¢i l1ékovad rezistence. Soucasné studie
prokazaly rozdilnou expresi nékterych miRNA

mezi nddorovou tkanf a zdravou stfevni sliznici
a zaroven poukazujf na vysoky potencidl téchto
molekul rozlisit nddorovou tkarn podle histo-
patologickych, prediktivnich a prognostickych
charakteristik.

Hlavnim cilem studie bylo analyzovat
expresni profily 667 miRNA metodou kvan-
titativni Real-Time PCR arrays u 63 ddkladné
klinicky charakterizovanych pacientl s kolo-
rektalnim karcinomem. S pouzitim modernich
biostatistickych metod bylo identifikovdno
25 miRNA s rozdilnou expresi mezi nddoro-
vou tkanfa nenddorovym stfevnim epitelem
(P < 0,0001) a déle bylo nalezeno 5 miRNA
schopnych odlisit nadory Il a lll klinického
stadia (P < 0,01). Takto identifikované miRNA
byla ndsledné validovény na nezavislém sou-
boru 125 pacientd s CRC pomoci qRT-PCR,
pficemz byly analyzovana jejich nadorova
a paralelni nenddorova tkan. Validace po-
tvrdila vyznamneé snizené hladiny miR-378
(P < 0,0001), miR422a (P < 0,0001), miR-375
(P < 0,0001), miR-451 (P < 0,0001), miR-378*
(P < 0,0001), miR-215 (P < 0,0001), miR-145
(P =0,037), miR-195 (P = 0,0032) a miR1395p
(P =0,0002) a vyznamné zvysenou hladinu
miR-135b (P < 0,0001) a miR31 (P < 0,0001)
v nddorové tkani. Zarover byla pozorova-
na rozdilna exprese miR-422a (P = 0,0117),
miR-135b (P = 0,0303) a miR-215 (P = 0,0188)
U pacientd bez postizenf a s postizenim regio-
nalnich lymfatickych uzlin. Vliv téchto miRNA
na viabilitu bunék, apoptdzu, bunécny cyklus
a migraci byl testovan in vitro s vyuzitim tran-
zientnf transfekce syntetického prekurzoru
¢i inhibitoru pfislusné miRNA do bunécné
linie HCT-116. Vysledky studie budou soucastf
naseho sdélent.

Prdce byla podporena grantem
IGA MZ NS/9814-4/2008
avyzkumnym zamérem MZOMOU2005.
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Uvod: Cilem pfedklddané studie je predik-
ce odpovedi na terapii glukokortikoidy u détf
s akutni lymfoblastickou leukemii. Metoda
DNA microarrays umoznuje stanovit miru ge-
nové exprese vsech genl lidského organiz-
mu, v dnesni dobé tedy kolem 23 tisic gent.
Metoda déale umoziiuje stanovit, které varianty
genu jsou exprimovany, dale dokaze analyzo-
vat genové polymorfizmy ¢i chromozomalni
mikropfestavby.

Metodika: Fenol-chloroformovou metodou
byla izolovédna RNA ze vzorkd kostni diené v 0.
den Iécby pacientl s ALL po inkubaci lymfo-
blastd s prednisonem a/nebo dexamethasonem
v rdmci testu chemorezistence (MTT). Po izo-
laci byla provedena DNA microarrays analyza
pomoci GeneChip Human Exon 1.0 ST Array
(Affymetrix). Nasledné bylo provedeno statis-
tické vyhodnocenf dat za pourziti freeware ,R”
a Bioconductor.

Vysledky: Byla provedena mikrocipové ana-
lyza u 11 pacientl s ALL (5 poor prednisolone
responders, 6 good prednislone responders).
Bylo identifikovano celkem 557 rozdilné expri-
movanych gent (p<0,00001, logFC < -2 nebo
logFC >2), které predikuji odpovéd' na indukci
glukortikoidy. Za vyuZiti exonovych analyzy by-
lo identifikovédno 113 rozdilné exprimovanych
exont (p<0,00000000001 or logFC <-2 or logFC
>2) na zakladé clearance blastd. Dale byla iden-
tifikovéna exprese rliznych variant genu PBX1
(pre-B-cell leukemia homebox 1; NM_002585)
u prednisolon rezistentnich pacientd. Budou



prezentovany pfinosy a perspektivy metody
DNA microarrays v moznostech individualizace
terapie déti s ALL.

Zavér: Metoda DNA microarrays umoziiuje
identifikovat profily genové exprese vztahuijicf
se k chemorezistenci pacienta nejenom na glu-
kokortikoidy. Projekt umoznuje diky korelacim

s in vitro odpovéd( bunék v rdmci MTT testu
eliminovat interindividudIni variabilitu v me-
tabolizmu, farmakokinetice, farmakogenetice
a vylucovani cytostatik v podminkach in vivo.
Budeme-li schopni predikovat chemorezistenci
na glukortikoidy, mdzeme néavazné individuali-
zovat kortikosteroidni terapii u détf s ALL s cflem
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Contemporary GIST Pathology
Bernadette Liegl-Atzwanger,

Institute of Pathology,

Medical University of Graz, Graz, Austria

Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are
the most common mesenchymal tumors of
the Gl tract. Within only one decade GISTs
have emerged from being poorly defined,
treatment-resistant tumors to a well recog-
nized, well understood, and treatable tumor
entity. The understanding of GIST biology
has made this tumor a paradigm for mo-
lecularly targeted therapy in solid tumors
and provides informative insights into the
advantages and limitations of so-called tar-
geted therapeutics.

The vast majority of GISTs harbour a KIT
or PDGFRA mutation. These mutations are
an early event in GIST development, and the
oncoproteins serve as a target for the small-
molecule tyrosine kinase inhibitors imatinib
and sunitinib. The ability to inhibit the active
KIT or PDGFRA kinase with tyrosine kinase in-
hibitors (TKI) and alternative drugs demands
more than ever accurate tumor classifica-
tion and risk assessment. Although, KIT im-
munohistochemistry is a reliable diagnostic
tool in the diagnosis of GIST, KIT-negative
GISTs, GISTs showing unusual morphology as
well as GISTs which progress during or after
treatment with imatinib/sunitinib can be
a challenge for pathologists and clinicians.
The talk will focus on GIST pathogenesis,
morphologic evaluation, immunohisto-
chemical markers, risk assessment, the role
of molecular analysis, and the increasing
problem of secondary imatinib resistance
and its mechanisms.

Medical therapy

of gastrointestinal stromal tumors
prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D.
Klinika onkologie a radioterapie

LF UP a FN Olomouc

Historically, gastrointestinal stromal tumors
(GIST) were resistant to cytotoxic agents, re-
currence rate after surgery for primary tumor
was high, and patients with metastatic GIST
had dismal prognosis. Today, the therapy of
gastrointestinal stromal tumors may serve as
an example of success of multidisciplinary
approach in the therapy of malignant disor-
ders. A significant progress in the therapy of
metastatic GIST was obtained with the use of
molecular targeted therapy (imatinib and su-
nitinib). The median survival of patients with
metastatic GIST was prolonged by several years.
The advent of targeted therapy also resulted in
improved possibilities of surgical intervention,
and imatinib is currently registered in the ad-
juvant setting and is used also in neoadjuvant
indication. While first- and second-line therapy
of metastatic GIST is well defined, the search of
an effective third-line option for patients failing
imatinib and sunitinib is ongoing. The research
in the adjuvant setting concentrates on optimal
duration of adjuvant imatinib therapy. Close
collaboration between surgical and medical on-
cologist as well as the concentration of patients
with this rare tumor to specialized centers are
of fundamental importance for optimal therapy
and outcome.

Mutacni analyza pacientii s GIST
Mgr. Maria Janikova
Ustav klinické a molekularni patologie
LF UP a FN Olomouc

Zlepsit 1é¢ebné vysledky anebo minimalizovat
nezadouci Ucinky lécby.

Prdce na tomto projektu

je podporovdna granty
CZ.1.07/2.3.00/09.0089, CZ.1.05/2.1.00/01.0030,
EHP CZ 0099 a IGA MZ CR NS 9939.

Gastrointestindlni stromalnf tumory (GIST)
jsou jedny z nej¢astéjsich mezenchymovych na-
dord gastrointestinalniho traktu. Vétsinou jsou
lokalizovény v Zaludku, pak v tenkém stievé,
v tlustém stievé a v konec¢niku. Malé procento
se vyskytuje i v jicnu, mezenteriu, omentu, re-
troperitoneu a v malé panvi. Jejich pfftomnost
je pozorovana jak u muzy, tak i u Zzen rznych
vékovych kategorif. Jsou vysoce rezistentnf
ke konvencni chemoterapii a radioterapii. GIST
vznikaji z intersticidlnich Cajalovych bunék (ICC)
nebo se vyvijeji zmezenchymovych prekurzord
spolecnych pro ICCs a bunky hladké svaloviny.
Rozdéluji se do tif morfologickych kategori:
epiteloidni nadory, nadory z vietenitych bunék
a nddory smisené. U GIST ¢asto dochdzi k ak-
tiva¢nim mutacim gen0 tyrozin-kindzovych
receptord v 75-80% c-KIT (CD117) a u 5-10%
pifpadl PDGFRA (plateled-derived growth factor
receptor alpha). Podle pfftomnosti a lokalizace
mutaci v danych genech je mozné predikovat
odpovéd pacientl na lé¢bu nizkomolekular-
nim tyrozin-kindzovym inhibitorem imatinibem.
Pacienti s mutaci v exonu 11 genu c-KIT by méli
dobfe odpovidat na |é¢bu imatinibem, pacien-
tdm s mutaci v exonu 9 je potfeba zvysit davku
na dvojnasobek (800 mq). Pacienti s GIST majicf
mutaci D842V v exonu 18 genu PDGFRA jsou
ptirozené rezistentni na imatinib. Tyto poznatky
majf velky vyznam pro rozhodovani o vhodné
|é¢bé, a proto se u pacientl s GIST v soucasnosti
zZjistuji molekuldrné-genetické profily gent c-KIT
a PDGFRA.

Material a metody: V nasi laboratofi jsme
doposud vysetfili 6 pacientl s GIST lokalizova-
nymi v zaludku a 3 vzorkd z GIST jicnu. Z parafi-
novych blokd jsme izolovali genomickou DNA.
Specifické fragmenty vybranych exond jsme
amplifikovali pomoci PCR (polymerase chain



reaction) a pfesnou mutaci jsme urcili sekve-
novanim.

Vysledky: U dvou pacientd jsme identi-
fikovali mutaci v exonu 9 genu c-KIT (p.Y503_

F504insAY), u dvou v exonu 11 téhoz genu
(p.W557_K558del, p.V559D) a u jednoho tzv.
tichou mutaci v exonu 12 genu PDGFRA (p.

\V824V).
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Diskuze a zavér: Identifikace mutaci ge-
nd c-KIT a PDGFRA je uzite¢nym nastrojem
pro rozhodovani o vhodné |é¢bé pacient(
s GIST.

PREDNASKA VENOVANA R. KODOUSKOVI
Predsedayjici: L. Plank, Z. Koldr — Ctvrtek / 10. 11. 2011 / 14.00-14.30

The Future of Pathology

in Personalized Health Care
Mary Padilla, M.D.

Roche Tissue Diagnostics
Barcelona, Spain

Pathologists have critical roles to play as
personalized health care evolves. Personalized
health care will require interpretation of com-
panion diagnostic and prognostic assays, in-
tegration of molecular data with more tradi-
tional pathology and clinical data, and efficient
communication of the results to patients and
clinicians. Sophisticated molecular tests and
new technologies will require assay standardiza-
tion, quality assurance (QA) and quality control

(QQ) initiatives, as well as sample quality and
pre-analytical standardization. Biomarker and
translational diagnostics research among and
between academia and industry will elaborate
novel markers, better assays for existing targets,
and novel technologies. These new tools will
determine if the patient needs treatment or not,
whether the therapeutic approach should be
aggressive or conservative, and the likely course
of the disease — aggressive or indolent — in the
absence of therapy. Companion diagnostic bio-
markers will elaborate which specific therapies
will be effective or ineffective, and whether
a tumor is likely to exhibit primary or acquired
resistance to a particular therapy in an individual
patient. Ultimately, this information will deter-

mine the right drug or drug combination for the
right patient. The effective application of per-
sonalized healthcare most certainly will become
more complex as we learn more about tumor
molecular biology. Detection of tumor-based
mutations will be particularly important in the
identification of molecular subsets of cancer pa-
tients responsive to specific targeted therapies,
including combination therapies. Pathologists
have significant opportunities to play a cen-
tral and critical role as drivers of personalized
healthcare via the delivery of tumor profiling
information critical for therapy decisions, and
to actively pursue new roles, responsibilities and
technologies for the benefit of patients in the
era of personalized healthcare.
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Deciphering tumor suppressive
and tumor promoting functions

of NF-xB

Dr. Eli Pikarsky

Immunology and Cancer Research
Hebrew University Faculty of Medicine’s
Department of Patology, Jerusalem, Israel

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a major
cause of cancer mortality, commonly develop-
ing in the background of chronic inflammation.
Nuclear factor-kappa B (NF-kB) is a transcription
factor which has a major role as an anti-apoptotic
regulator. Upregulation of NF-kB was shown to
be important for tumor development in various
stages. However, the role of NF-kB in tumorigen-
esis is more complex than anticipated, as in some
models NF-kB inhibition blocks tumor develop-
ment, whereas in others it facilitates tumorigenesis.
These opposing actions of NF-kB, even in a par-
ticular organ system, hinder the implementation
of NF-kB inhibition in human studies. It is therefore
important to decipher the pathogenetic mecha-
nisms that underlie these opposing outcomes.

We found that constitutively activating NF-
kB in mouse hepatocytes induced spontaneous
tumors in aged mice and accelerated chemi-
cal carcinogenesis. Examination of the livers of
these mice revealed tertiary lymphoid aggre-
gates harboring atypical hepatocytes already
at 3 months of age. These aggregates grew
in number and size and the atypical hepato-
cytes gradually formed tumors. Staining the
atypical hepatocytes showed they were highly
proliferative and expressed markers typical of
transformed hepatocytes. We found a strong
activation of the non-canonical NF-«kB path-
way and of the lymphotoxin pathway. Based
on this data we hypothesize that long-term NF-
kB activation induces hepatocytes to release
chemokines that attract the inflammatory cells
into the liver. Release of lymphotoxin by these
activated inflammatory cells leads to strong ac-
tivation of the non-canonical NF-«kB pathway
and to the formation of lymphoid bodies, form-
ing a favorable environment for transformed
hepatocytes to proliferate and progress to HCC.
As it is well known that chronic hepatitis C in-
fection induces prolonged NF-kB activation, it

is possible that the same sequence of events
underlies the protumorigenic effect of this liver
disease in humans.

So how can NF-kB suppress tumorigenesis?
Using mice in which we can genetically block
NF-kB in an inducible and reversible mode, we
timed the window of the NF-kB tumor suppres-
sive effect during DEN-induced tumorigenesis
to the period of acute carcinogen response.
The liver response to DEN involves a temporary
NF-kB-dependent DNA damage response and
a subsequent long term cell cycle arrest, a likely
barrier against tumor formation. This cascade
following DEN injection did not occur upon
NF-kB inhibition in transgenic animals. Our re-
sults demonstrate a new role for NF-kB in the
regulation of DNA repair and suggest that the
tumor suppressive role of NF-kB is mediated
via this ability. Taken together, these results not
only resolve the conundrum regarding the role
of NF-kB in carcinogenesis, but also suggest that
NF-kB based therapeutics should be efficacious
and safe in cancer patients.

Vyznam a limity vySetrenia

nadorovej infiltracie

v stagingovych biopsiach

kostnej drene pri difiznom

velkobunkovom B-lymféme

MUDr. Tomas Balharek, PhD."?,

Barbora Beblavd',

MUDr. Peter Szépe, CSc.'?,

MUDr. Juraj Marcinek, PhD."?,

Ing. Zuzana Kviatkovska'?,

prof. MUDr. Lukas Plank, CSc."?

' Ustav patologickej anatémie a Konzulta¢-
né centrum bioptickej diagnostiky ocho-
reni krvotvorby JLF UK a UNM, Martin

2 Martinské bioptické centrum, s.r.o., Martin

Difuzny velkobunkovy B-lymfom (DLBCL) je
najcastejsim typom maligneho lymfému u nas.
V skuto¢nosti ide o heterogénnu skupinu agre-
sivnych non-Hodgkinovych lymfémov B-pévodu
(B-NHL) zahfiajucich rézne varianty, podskupiny
a klinicko-patologické podtypy, z ktorych niekto-
ré su podla SZO klasifikacie nddorov hemopoe-
tického a lymfoidného tkaniva (2008) akceptova-
né ako samostatné entity. Heterogenitu DLBCL

dalej akcentuje fakt, Ze médzu vzniknut v tkanive
lymfatickych uzlin (nodélne) alebo mimo nich
(extranodalne), a to bud ako primarne (de novo)
alebo sekundarne, tj. vznikajuce transformaciou
nizkomaligneho B-NHL. Medzi jednotlivymi pod-
skupinami mozno ocakavat biologické a aj kli-
nické rozdiely. Standardnou stic¢astou klinického
manazmentu pacientov s DLBCL je stagingova
biopsia kostnej drene (KD) v pred- a posttera-
peutickej faze. Infiltrdcia KD sa vyskytuje cca
v 20% pripadov DLBCL, pricom moze mat podo-
bu konkordantnej blastickej alebo diskordantnej
malobunkovej infiltracie. Malobunkové nadorova
infiltrdcia suponuje postihnutie KD primarnym
malobunkovym B-NHL. Infiltracia KD je pri DLBCL
negativnym prognostickym faktorom, pricom
blasticka infiltracia ovplyvriuje prezivanie pacien-
tov nezdvisle na medzinarodnom prognostickom
indexe (IPl). Analyzou 100 pripadov nodalnych
a 107 pripadov extranoddlnych DLBCL, blizsie ne-
typizovatelnych (NOS), sme medzi sledovanymi
podskupinamizaznamenali signifikantné rozdiely
v tendencii k postihu KD. Nodélne DLBCL vyka-
zovaliinfiltraciu KD v 25 % pripadov (25/100), pri-
¢om vo vécsine z nich (n=20) islo o konkordantnu
blasticku infiltraciu. Naproti tomu, extranodélne
DLBCL vykazovali postih KD len v 11 % pripadov
(12/107), pricom takmer vo vsetkych pripadoch
(n=11) i8lo o diskordantni malobunkov infiltra-
ciu. S diagnostikou diskordantnej malobunkovej
infiltracie KD pri DLBCL sa vsak spaja niekolko
praktickych problémov. V prvom rade ide o ur-
¢enie nenddorovej (reaktivnej) alebo nddorovej
povahy pritomnej malobunkovej lymfoproliferd-
cie, ¢o byva obzvlast problematické v pripadoch
malo rozsiahlych infiltratov, ¢astokrat s primesou
pocetnych T-lymfocytov. Druhym problémom je
ur¢enie klonalnej pribuznosti DLBCL a nddorovej
malobunkovej B-lymfoproliferacie, ktord je podla
literdrnych Udajov dokézatelna len v cca 50%
pripadov. Bez dostupnej molekulovo-genetickej
analyzy hrozi relativne vysokeé riziko pod- alebo
naopak naddiagnostikovania malobunkovej lym-
foproliferacie v stagingovej biopsii KD, ¢o méze
ovplyvnit terapeuticky manazment pacienta.

Podporené projektom Centrum excelen-
cie CEPV [ (IMTS 26220120016), CEPV Il (IMTS
26220120036) a MBRKM (IMTS 26220220113).



Soucasna lécba méni obraz
nehodgkinovych B lymfomi

v biopsiich kostni diené

MUDr. Jan Stfitesky,

MUDry. Zuzana Velenska,

Jana Spackova

Ustav patologie, 1. LF UK a VFN, Praha

Trepanobiopsie kostni dfené jako zakladnf
vySetfeni pfi vstupnim stagingu, pfi restagingu
po léc¢bé i pfi dlouhodobém sledovéani nemoc-
nych s malignimi lymfoproliferacemi, spoluroz-
hoduje o lé¢bé a progndze nemocnych. Siroké
terapeutické pouzivani protildtek anti-CD20 u ne-
hodgkinovych B lymfom{ nezfidka vede k vy-
skytu CD20-negativnich B-bunék v kostni dieni.

Rozhodovani mezi kompletni a parcidlni re-
misi nadoru zavisf na rozliseni rezidualni nadoro-
vé infiltrace a nenddorovych zmén vyvolanych
lécbou. Nalezy lymfoidnich infiltratd s vysokou
prevahou bunék CD20+/CD79a+ nebo CD20-/
CD79a+ nad bunkami CD3+ necini pfi stano-
ven( diagndzy rezidudlniho lymfomu potize.
Problematickd nenf diagndza nenadorovych
reziduf po lé¢bé B-lymfoma v piipadech in-
filtratd, tvorenych prakticky jen bunkami CD3
pozitivnimi. Obtizné je stanoveni diagndzy pfi
nalezu malého, ale nezanedbatelného mnozstvi
bunék CD20+/CD79a+ nebo CD20-/CD79%+.

Alespon v ¢asti diagnosticky obtiznych tre-
panobiopsii kostni diené po lé¢hé lymfomd je
pfinosné pouziti vhodného panelu imunohis-
tochemicky vysetfovanych antigend, zejména
CD5, CD10, CD23, cyklinu D1, bcl-2, CD138, ka-
ppa, lambda. Spolehlivost vysetfeni se zvysuje
srovnanim s vysledkem pratokové cytomet-
rie. Vyznam morfologického a podrobnéjsiho
imunohistochemického vysetfen( se zvysuje
u ndlezy, které z technickych dvodd mohou
uniknout vysetfeni pratokovou cytometrif, napf.
u paratrabekuldrnich lymfoidnich infiltrtd, uin-
tertrabekuldrnich infiltrdtd na pozadi retikuldrnf
fibrézy nebo u infiltratd plazmocytarnich.

Prdce podpofena vyzkumnym zdmérem
MSMT CR VZ MSM 0021620808,

Molekularni diagnostika pacientu
s anaplastickym velkobunéénym
lymfomem ALK pozitivnim

RNDr. Markéta Kalinova, Ph.D.

Bc. Irena Hilska,

RNDr. Marcela Mrhalova, Ph.D.,

prof. MUDr. Roman Kodet, CSc.

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

Anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL)
patif do skupiny T lymfom0 s expresi cytokino-
vého receptoru CD30.V pfipadé ALK pozitivniho
ALCL dochézi k patologické aktivaci onkogenu
ALK lezicim na 2p23 (gen anaplastic lymphoma
kinase). Je zplisobena chromozomalni translo-
kaci, pfi které vznikaji fuzni geny s rGznymi
translokac¢nimi partnery. Nejcastéji nachazime
translokaci t(2;5), kdy dochazi k fuzi s genem
NPM (gen pro nukleofosmin).

Cilem préce byla detekce nejcastéjsiho fuz-
niho genu NPM/ALK. Déle bylo u pacientl bez
prokézané fuze NPM/ALK provedeno nésled-
né hledanf transloka¢niho partnera genu ALK
pomoci metody 5" RACE. Poté byla zavedena
kvalitativni, resp. kvantitativni PCR k detekci da-
né variantni translokace pro ovéreni fuzniho
produktu. Také jsme zaved|i kvantitativni detekci
exprese translokované ¢asti genu ALK (3’ALK),
kterd slouzi nejen k diagnostice ALK pozitivnich
ALCL, ale také ke sledovani minimalni rezidudIni
nemoci. Vysledky jsme porovnévali s vysledky
imunohistochemického prikazu (IHC) exprese
proteinu ALK a jeho lokalizace v burice a da-
le s vysledky fluorescen¢nt in situ hybridizace
na interfazickych jadrech (I-FISH).

Celkem jsme vysetfili 41 pacient s ALCL (4-
80 let; median 17 let) s IHC prokdzanou expresf
proteinu ALK. U 39 pacientt bylo provedeno
vysetfeni zZliomu chromozomu 2, oblasti 2p23,
pomoci I-FISH a ve viech pfipadech byl dete-
kovan zlom.

V nasi skupiné pacientd jsme ve 31/41 pfipa-
dech detekovali fuzni gen NPM/ALK (76 %), ve 3
ptipadech fuzni gen ATIC/ALK (fuze s genem
kédujicim 5-aminoimidazole-4-carboxmide ri-
bonucleotide formyltransferase/IMP cyclohyd-
rolase), ve dvou pffpadech fuzni gen CLTC/ALK
(fuze s genem kédujicim clathrin heavy chain),
1x jsme detekovali fuzni gen TPM4/ALK, resp.
fuzni gen TPM3/ALK, resp. fuzni gen ALO17/ALK
(fuze s geny pro tropomyosin 4, resp. 3, resp. gen
ALKlymphoma oligomerization partner on chro-
mosome 17). U 2 pacientl NPM/ALK negativnich,
ALK pozitivnich jsme neméli dostatek materidlu
(RNA) pro nasledné vysetfeni metodou 5" RACE.
U vsech vysetfenych pacientd (40/41) jsme de-
tekovali vysokou hladinu exprese translokované
¢asti genu ALK's medianem 30153 kopif.

Korelace nalezu fuznich gend s imunohis-
tochemickym obrazem ukdzala v pfipadé fuze
NPM/ALK v 70% jadernou a cytoplazmatickou
pozitivitu, u pacientl s fuzi CLTC/ALK byla dete-
kovana jasné granularni cytoplazmaticka poziti-
vita a ostatni variantni translokace nesly diftzni
cytoplazmatickou pozitivitu proteinu ALK.
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Molekularni diagnostika umoznuje dete-
kovat translokacni partnery genu ALK u ALK
pozitivni ALCL. Zavedeni kvantitativni detek-
ce exprese translokované ¢asti genu ALK ndm
slouzi jak k diagnostice ALK pozitivnich ALCL,
tak pfevazné ke sledovani minimalnf rezidualnf
nemoci. Posouzenf vlivu jednotlivych translo-
kacf na klinicky prdbéh onemocnéni vyzaduje
klinickou studii, kterd by v rdmci mezindrodnf
spoluprace prispéla k rozsiteni souboru pacientd
s vzacnym onemocneénim ALK pozitivn{ ALCL.

Podporovdno projekty: MSM 0021620813
aMZ0 FNM 2005/6704.

Prognostic factors

in multiple myeloma

MUDr. Jana Mareckova',

prof. MUDr. Jifi Ehrmann, CSc.},

prof. MUDr. Vladimir Scudla, CSc.2,

Pravomila Abrahamova’

1 Department of Clinical and Molecular
Pathology, Laboratory of Molecular Patho-
logy, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University Olomouc

2 3rd Internal Clinic, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University Olomouc,
University Hospital Olomouc

Introduction: Multiple myeloma is a malig-
nant neoplasm originating in plasma cells. It is
frequently associated with poor prognosis and
characterized by the production of a monoclo-
nal immunoglobulin called the M component.
Multiple myeloma (MM) is connected to a numer
of chromosomal abnormalities, in most cases
IgH translocation with FGFR3, CCND1, CCND2,
CCND3, -MAF in early stages. Further chromoso-
mal changes appear with the progression of the
disease the most frequent of which are mono-
allelic deletion or monosomy of chromosome
13, trisomies of chromosome 8, 9, 15 and many
others. It has also been revealed that some pro-
teins controlling cell the cycle and apoptosis
(p53, p16, FGFR3, cyclin D 1, 2, 3, Bcl-2, caspase
3, 8, 9) seem to play an important role during
MM pathogenesis and progression. However,
there are no reliable data on their prognostic
significance in the various stages of disease (mo-
noclonal gammapathy of uncertain significance
- MGUS, smouldering MM and advanced MM).
Therefore the aim of this pilot study was analysis
of expression of these proteins in various stages
of MM and potentially extend the panel of pro-
gnostic markers which allows differentiation of
the above-mentioned disease stages.



Materials and methods: Bone marrow
from 35 patients treated by the same chemothe-
rapy protocol (VAD) and autologous transplan-
tation were used. Standard indirect immuno-
histochemistry on formalin fixed, paraffin-em-
bedded sections was used for the detection of
P53, p16, FGFR3, cyclin D 1, 2, 3, Bcl-2, caspase 3,
8, 9 using a high temperature epitope retrieval
technigue. Immunohistochemical staining was
evaluated by a semi-quantitative method using
a histoscore which is the multiplication of positi-
vity by intensity of staining. Intensity of staining
was scored as weak (1), moderate (2) or strong
(3) while positivity of staining was assessed as
percentage of tumour cells.

Results: Bone marrow samples of patients
in advanced stages of MM showed high expre-
ssion of Bcl-2 in tumor cells, in contrast to those
in remission which showed weak or no positivity
for Bcl-2. p53 and p16 were completely negative.
Caspase 8 was negative in most cases. However,
we detected a few caspase 8 positive cells in
patients in remission. Caspase 9 was negative
in biopsies taken before treatment but we de-
tected several caspase 9 positive cells in patients
after treatment.

Conclusions: Based on decreased Bcl-2
expression in patients in remission, these preli-
minary data suggest that detection of low Bcl-2
expression in bioptic samples of MM might be
used as positive prognostic factor. Negativity
of p16 can be explained by hypermethylation
which leads to p16 deactivation. Mutation of p53
is probably infrequent in multiple myeloma but
the mechanism of its impaired function needs
further study.

cobas® Onkologické
prediktivni testy
Firemni sympozium
Roche Ceska republika,
MUDr. Igor Blanarik
Roche, Ceska republika

Firma Roche uvedla v srpnu 2011 na trh testy
pomahajici cllené personalizované zdravotni pé-
¢itim, Ze poskytujf informaci o rozdilech na mo-
lekularni Urovni, kterd napomaha rozhodnutf
o zpUsobu lé¢by. Jedné se o testy cobas® BRAF
Mutation Test, cobas® KRAS Mutation Test a co-
bas® EGFR Mutation Test, ktery bude uveden
na trh v prosinci 2011. Testy jsou urceny pro au-
tomaticky real time PCR analyzator cobas® 4800
System, v.2.0 a vySsi.

Pro tyto testy byla vyvinuta izolacni soupra-
va cobas® DNA Sample Preparation Kit, ktera
je vysoce Ucinna pro izolaci DNA z tkanovych
vzorkU fixovanych ve formalinu a archivovanych
v parafinovych blocich. Pro ziskani dostatec-
ného mnozstvi DNA postacuiji parafinové fezy
tloustky 5 um.

BRAF V600 mutacni test byl vyvinut spo-
le¢né s vemurafenibem (Zelboraf Roche),
BRAF inhibitorem u metastazujiciho me-
lanomu. BRAF protein je soucasti RAS-RAF
(MAP kindza) signalni cesty, ktera kontroluje
bunécny rlst. Kdyz BRAF zmutuje, mize zpU-
sobit rychly, nekontrolovany rist bunék, jehoz
vysledkem je karcinom. V600 BRAF mutace
byla indentifikovana jako nejc¢astéjsi BRAF mu-
tace a je asociovana se Spatnou prognézou
u nékterych karcinom. Cobas BRAF mutac-
ni test stanovi, zda-li pacient ma BRAF V600

mutaci. Pacienti s BRAF V600 mutaci mohou
benefitovat z 1é¢by BRAF inhibitory, jako je
vemurafenibem (Zelboraf Roche). Test pracuje
na principu TagMan PCR a ma senzitivitu vyssi
nez 5%.

KRAS mutace jsou asociovany s nepfi-
tomnosti odpovedi na lé¢bu anti-EGFR mo-
noklonalnimi protildtkami u kolorektélniho
karcinomu. Cobas KRAS mutacni test je urcen
ke stanoveni muta¢niho stavu onkogenu KRAS.
KolorektaInf karcinomy s KRAS mutaci neod-
povidaji na Ié¢bu monoklondlnimi anti-EGFR
protildtkami. Tato informace mdze pomoci
lékafi identifikovat pacienty s kolorektalnim
karcinomem, ktefi nebudou odpovidat na tuto
|é¢bu. Test pracuje na principu TagMelt PCR,
pokryvd 19 mutaci v kodonech 12,13 a 61 ama
senzitivitu vy3$si nez 5%.

EGFR mutace jsou asociovany s lepsi odpo-
vedi na Tyrozinkindzové inhibitory (TKI), Tarceva
(Roche) a Iressa (AstraZeneca) u nemalobu-
néc¢ného karcinomu plic (NSCLC). Cobas EGFR
mutacni test pomUze identifikovat pacienty
s nemalobunécnym karcinomem plic (NSCLC),
ktefi by méli odpovidat na lécbu anti-EGFR TKI.
Test pracuje na principu alelické specifické PCR,
pokryva 43 mutaci v exonech 18, 19, 20,21 ama
senzitivitu vy3si nez 5%.

Spole¢nymi vlastnostmi vsech onkoloogic-
kych testl cobas je rychlost provedeni — vy-
sledky jsou generovany za méné nez 8 hodin,
pfesnost a spravnost — maji vysokou senzitivi-
tu a specifity, spolehlivost — shodny pracovni
postup, jednoduché integrace do laboratofe
a automatizace — automatickd PCR, automatickd
interpretace a vydej vysledka.
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Glioblastoma multiforme (GBM) je nejcas-
t&jsim a nejzhoubnégjsim glidinim nadorem
u dospélych. Spatna progndza tohoto onemoc-
nénf se poji s kratkou dobou preZiti pacientd.
Ani veskerd dostupna lé¢ba zahrnujici resekci
nadoru, radioterapii a chemoterapii obvykle
neprodlouzi dobu pfeziti pacienta na vice nez
12 mésict. U minoritni skupiny pacientd do-
chazi k prodlouzeni doby prezivania nasledné
i k relapsu GBM. Pfestoze je soucasny vyzkum
intenzivné orientovan na optimalizaci léceb-
ného rezimu rekurentnich GBM, problematika
molekularné genetickych zmén souvisejicich
s relapsem u téchto glidlnich néddord je dosud
nejasna.

Cilem nasi préce je proto identifikace
molekuldrné genetickych zmén u parovych
vzorkl GBM a jejich recidiv. Do pilotni studie
bylo vybrdno 15 pacientd (11 muzd, 4 Zeny, prd-
mérny vék v dobé diagndzy 54 let, prdmérna
doba celkového preziti od doby diagndzy 680
dnd), u nichz byly analyzovany parové vzor-
ky tkani jak po prvnf operaci, tak po relapsu,
metodou fluorescenénf in situ hybridizace
na parafinovych fezech tkani. Byla vybréna
kontrolni skupina 87 pacientl bez replasu (52
muzd, 35 Zen, pramérny vek v dobé diagnozy
63 let, prdmérna doba preziti od doby dia-

gnozy 110 dnll). Zkoumany byly geny EGFR,
p53, RB1, CGMYC, N-MYC, CCND1, MDM2, BCR,
chromozomaélni oblasti — 1p36.3,9p21.3, 19g13
a chromozémy - 7, 8, 10, 11, 13. Status genu
EGFR byl hodnocen jako amplifikovany v pfi-
padé, Ze pomér EGFR:CEP7 byl >2.0 (obdobné
pro GMYC/CEP8, CCND1/CEP11, RB1/CEP13).
Ostatni cytogenetické markery, chromozomalni
oblasti a chromozémy byly hodnoceny jako
,high copy number - HCN" (,polysomie”)/ ,low
copy number — LCN”, kdyz byl priimérny pocet
kopif >2.5/ <1.8.

Predbézna statistickd hodnocenf ukazuji
na vyznam genu GMYC, a také chromozému
7, jejichz statut byl u kontrolni skupiny pacientl
bez relapsu amplifikovany resp. zvyseny na rozdil
od pacientl s relapsem, kde se statut obou cy-
togenetickych marker( ukdzal pfi prvni operaci
i relapsu fyziologicky. Vyznam sledovanych cy-
togenetickych markerd pfi relapsu onemocnénti
nebyl zatim nalezen. Pldnované vysetteni téchto
tkdnf metodou DNA microarray by mohlo ukazat
na vyznam jinych molekuldrné genetickych mar-
ker(. Studium a popis molekuldrné genetickych
zmén vznikajici pfi progresi a relapsu GBM muze
napt. objasnit podstatu biologického chova-
ni GBM po predchozi komplexni [é¢bé, po niz
mohou molekuldrné genetické zmény vyvolené
selekénim tlakem terapie vést ke vzniku rezis-
tence vuci lécbé.

Podeékovdni za podporu vyzkumu patif
grantim: MPO Tip FR-TI1/525 (561100011),
MSM6198959216.
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Multiformni glioblastom (GBM) je nejcastéji
se vyskytujici malignita astrocytédrniho plvodu
postihujici mozkovou tkan. | pies dostupné terapie
je progndza u pacientl velmi Spatnd s media-
nem preziti 12-15 mésict od stanoveni diagnézy,
coz GBM fadi mezi nejvice letdIni nddory. O6-
metylguanin-DNA metyltransferdza (MGMT) je
protein s reparacni aktivitou specificky odstranu-
jici promutagenni alkylové skupiny z pozice 06
na guaninu. Takto tento protein ¢aste¢né pfispiva
k rezistenci nadorovych bunek k alkyla¢nim ¢i-
nidldm, jakym je napfiklad temozolomid (TMZ)
rutinné pouzivany v terapii GBM. V poslednich
dvou letech bylo s Uspéchem provedeno nékolik
studif zaméfenych na prediktivni vyznam metyla-
ce promotorové oblasti genu MGMT v [é¢bé TMZ.
V této studii jsme validovali uvedend pozorovan,
analyzovali metyla¢ni status MGMT pomoci me-
tody high resolution melting (HRM) a rozsifili je
o kvantitativni analyzu osmi vybranych mikroRNA
(MiR-21, miR-128a, miR-181c, miR-195, miR-1963,
miR-196b, miR-221, and miR-222), které byly jiz
dfive popsény v souvislosti s GBM. MikroRNA jsou
nekodujici jednoretézcové RNA o délce 18-25
nukleotid, které se vyznamné podileji na post-
transkripcni regulaci genové exprese a jejichz
deregulace byla potvrzena jako jedna z kauzalnich
udalosti v kancerogenezi mnoha nadorovych
onemocnéni. Do studie jsme zaradili 38 pacient(
s histopatologicky diagnostikovanym GBM pod-
stupujicich chirurgicky zakrok na Neurochirgické
klinice FN Brno a konkomitantnf chemoradiotera-
pii s temozolomidem (RT/TMZ) na Masarykové on-
kologickém Ustavu v Brné. Metyla¢ni status MGMT
promotoru koreloval s dobou do progrese (PFS)
(P=0.0201; log-rank test) i s celkovou dobou preziti
(OS) (P=0.0054; log-rank test). MiR-195 (P=0.0124;
log-rank test) a miR-196b (P=0.0492; log-rank test)
pozitivné korelovali s OS. Hladiny miR-181c v kom-



binaci s miR-21 umoznili identifikovat pacienty
s agresivni formou onemocnént, u kterych doslo
k relapsu onemocnéni do 6 mésict od zahdje-
ni lécby, s 92% senzitivitou a 81 % specificitou.
Pfedpokladdme proto, Ze kombinovand analyza
miR-181c a miR-21 by mohla vést k identifikaci
pacientt s vysokym rizikem ¢asného relapsu a na-
sledné umoznit intenzifikaci jejich lécby.

Prdce byla podporena grantem IGA

MZ NS/11214-4/2010, vyzkumnym zdme-

rem MZ0MOU2005 a projektem “CEITEC

— Central European Institute of Technology”
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropskych regiondl-
nich rozvojovych zdrojd.
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Kolorektalni karcinom (CRC) predstavuje
druhy nejcastéjsi nador ve vyspélych zemich.
Celosvétova incidence a mortalita CRC byla k ro-
ku 2008 stanovena na 1230000 novych pfipadd
a 608000 umrti. Incidence CRC v Ceské republice
je 91.2 pfipadu na 100.000 muzd a 60.2 pifpadu
na 100000 Zen. Incidence CRC rok od roku nar(s-
ta. CRC se ve vétsiné piipadl (90 %) vyskytuje spo-
radicky a ve vy3sim véku (50 let a vice). Priblizné
5-10% pfipadd zahrnuje dédi¢nou formu CRC
s moznym c¢asnéjsim vyskytem (pod 45 let).

Velky vyznam v etiopatogeneze a vzniku
CRC maji defekty v mechanizmech oprav DNA.
Jednim z téchto mechanizm jsou opravy chyb-
ného parovani bazi fizené metylaci (mismatch
repair, MMR). MMR je dlleZita pro opravu chyb,
které vznikaji pfi replikaci DNA. Defekty v ge-
nech MMR predstavuji vysoké riziko pro vznik
tzv. Lynch syndromu a jsou charakteristické
nestabilitou mikrosatelitd (MSI). Mikrosatelity
jsou kratké repetitivni sekvence vyskytujicf se
po celém lidském genomu. Zmény v jejich délce
mohou mit za nasledek aberantnfi transkripci
vyznamnych genl (napf. nddorové supressory
a receptory pro rlstové faktory). Je zajimavé, ze
MSI byva nalézana v 13-28 % pfipadech spora-
dického CRC z ddvodu inaktivace MMR gend,
a to bud prostfednictvim somatickych mutacf

nebo epigenetické inaktivace. Nejrozsitenéjsi
epigenetické mechanizmy ovliviiujici genovou
expresi predstavuji kovalentni modifikaci histo-
nd a zmény v metylaci DNA. Tyto epigenetické
modifikace jsou vratné, ale mohou se rovnéz
prenaset béhem bunécného déleni na dcefi-
né bunky. Pravé epigenetické umlcovani gend
pomoci aberantni metylace promotord DNA,
vedoucf k utlumeni nebo Uplnému zablokovani
transkripce pfislusného genu, je ddlezitym me-
chanizmem kancerogeneze, zcela srovnatelnym
s mutaci v genu. Hypermetylace CpG ostrov(
promoteru genu MLH1 (homolog MMR genu
mutl u E. coli) byla identifikovana jako pficina pro
vyvoj vétsiny gastrointestindlnich nddort s MSI.

V nasdi praci jsme se zaméfili na studium
metylace promotord MMR gen MLHT a MLH3.
Od kazdého pacienta s diagnostikovanym CRC,
zahrutého ve studii, jsme méli k dispozici nddo-
rovou a zdravou tkan. Metodou MSP (methylation-
-specific PCR) jsme pak v téchto tkdnich vysetfili
metylacni status. Pro ovéfeni vysledkl jsme zaved|i
novou velmi citlivou metodu zaloZzenou na post-
-PCR analyze produktt pomoci tani DNA (high
resolution melting, HRM). Metoda HRM vyuZita
a optimalizovana pro detekci metylace (methyla-
tion-sensitive HRM, MS-HRM) umoZiuje detekci
metylace az na 0,1% hladiné. U vzorkd ur¢enych
metodou MSP jako nemetylované jsme nalezi
shodu i pfi pouziti metody MS-HRM. U vzork{ ur-
¢enych metodou MSP jako ¢aste¢né nebo silné
metylovanych jsme metodou MS-HRM nalezli
shodu u vzorki se silnou metylaci. Dle kalibra¢ni
kiivky takové vzorky odpovidaji pfiblizné 60-90%
metylaci daného promotoru. V nasi studii jsme se
rovnéz pokusili korelovat metyla¢nf status v MMR
genech s dostupnymi klinicko-patologickymi udaji.

Hypermetylace promotord nadorovych
supresorovych gent byly korelovany s metylac-
nim statusem u mnoha réznych druht rakovi-
ny. Epigenetické zmény mohou zpUsobit dalsi
genetické zmény a tim posilit progresi nadoru.
Identifikace konkrétnich hypermetylovanych
(ndsledkem je snizend transkripce) nebo hypo-
metylovanych (nasledkem je zvysend transkripci)
genl muze vést k objevu novych faktor(, které
jsou vyznamné pro zahdjenf a progrese nadoru.
Domnivame se, ze po podrobném nésledném
studiu metyla¢niho statutu promotort MLHT
a MLH3 by tyto geny mohly byt zvoleny jako po-
tencidlnf epigenetické biomarkery CRC. V rdmci
nasi studie bychom radi rovnéz stanovovali mR-
NA hladiny MMR gen( a expresi MMR proteind.

Podpora: CZ:GA CR: GA P304/11/P715
a CZ:GA CR: GA 310/07/1430.
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U nemalobuné¢ného karcinomu plic
(NSCLQ) je v soucasné dobé vysetfovano né-
kolik molekuldrné genetickych markerd, které
urcujf progndézu a predikuji i¢innost zvoleného
lécebného reZimu. Mezi nejvyznamnéjsi marke-
ry patif EGFR, K-RAS, ALK a CGMET. Vysetfovani
mutaci genu EGFR je soucdsti rutinni diagnos-
tiky a je velkym pfinosem pro Ié¢bu pacient(
inhibitory tyrosinkinaz (TKI; erlotinib, gefitinib).
Vyznam vys$siho poctu kopil genu EGFR pro
predikci dobré lécebné odpovédina TKl je v li-
terature stale diskutovan, jednotlivé studie se
navzajem popiraji.

Naopak nedavny objev translokace ge-
nu ALK ved| jednoznacné k velkému zlepseni
progndzy ¢asti pacientd s NSCLC. Gen ALK lezi
v oblasti 2p23 a u 2-7% pacientl s NSCLC byla
nalezena chromozomalni prestavba za vzniku
fuzniho genu EML4 (méné casto TFG; KIF5B)-ALK.
Diky této fuzi dochdzi k expresi fuzniho proteinu
s konstitutivné aktivni ALK kindzovou doménou,
coz vede k aktivaci PI3K-AKT a MAPK-ERK signdInf
drahy a rozvoji plicniho karcinomu. Pro [é¢bu pa-
cientd s pokrocilym, ALK pozitivnim NSCLC byl
v zari 2011 schvélen preparéat Crizotinib (Xalcori,
Phizer), jehoz efekt byl v klinickém testovani jed-
noznacné potvrzen. Pacienti s ALK pfestavbou
jsou typicky nekufaci, bez soucasné EGFR ¢i
K-RAS mutace. Nejcastéjsi podtyp NSCLC s vy-
skytem ALK pfestavby je adenokarcinom.

Pro diagnostiku mutace ALK je doporuc¢eno
FISH stanoveni pomoci break apart sondy. Na cy-
togenetickém pracovisti Laboratofe experimen-
talni mediciny je diagnostika ALK prestaveb za-
vedena od bfezna 2011. Do dnesniho dne bylo
vysetfeno 120 pacientl s NSCLC. Prestavba genu



ALK byla nalezena u 4 (3,3%) z nich. Ve viech
pfipadech $lo o pacienty s adenokarcinomem,
bez EGFR mutace a s fyziologickym poctem
kopif genu EGFR. U 19% pfipadl (23/120) nebylo
mozné pomoci FISH ALK gen vysetfit. U 18 %
piipadl (22/120) byl nalezen zvyseny pocet kopif
genu ALK (primeérny pocet kopif > 2,5), ktery je
asociovany se zvysenym poctem kopii/ampli-
fikaci genu EGFR. Vyznam této aberace dosud
nenf objasnén.

Tato prdce je podporovdna granty
MSM6198959216 a MPO Tip FR-TI1/525.
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Uvod: PIK3CA je onkogen, ktery vykazuje
u karcinomu prsu nejvyssi vyskyt aktivacnich mu-
taci s frekvenci 20-40% pripad(. V literature byly
popsany soubory s dobrou i Spatnou prognézou
ve vztahu k mutacim genu PIK3CA, proto pro-
gnosticky vliv téchto mutaci viak zUstava nejisty.

Metodika: Na souboru 452 pacientek s unila-
terdInim primédrné invazivnim karcinomem prsu,
u nichz je znamy dlouhodoby vyvoj nemoci
(medidn doby sledovani 10 let), byly vysetfeny
mutace PIK3CA a zhodnocen jejich vliv na preziti
pacientek.

Vysledky: Mutace genu PIK3CA byly naleze-
ny u 151 nddort (33,4 %). Frekvence mutaci se
vyrazné lisila ve vztahu k expresi hormonalnich
receptort (HR, tedy ERa a PR) a ERBB2. Nejnizsi
vyskyt mutaci byl v podskupiné triple negativ-
niho karcinomu prsu (ER-/PR-/ERBB2-) ve 12,5%
a nejvyssi v podskupiné HR+/ERBB2- ve 41,1 %.
Mutace PIK3CA byly asociovany s vyrazné del-
sim preZitim bez metastaz (metastasis-free

survival) v celém souboru (P=0,0056) a zvl&sté
pak v podskupinach nadord s pozitivitou PR
(P=0,0064) a ERBB2 (P=0,014). Multivariantnf
regresni analyza potvrdila nezavisly prognos-
ticky vliv mutaci PIK3CA na pfeZiti pacientek
v piipadé ERBB2+ podskupiny nador(.

Zavér: Tato studie potvrdila ¢asty vyskyt
mutaci genu PIK3CA u karcinomu prsu. Mutace
PIK3CA by se mohly stat uzite¢nym nadorovym
markerem, ktery by mohl poméhat pfi vybéru
vhodné lécby pro pacientky s ohledem na jejich
prognostickou predpovéd. Nezavisly prognos-
ticky vliv téchto mutacf by vsak mél byt v pfi-
padé ERBB2+ nadorl prsu potvrzen na vétsim
prospektivnim souboru pacientek.

The influence of factors associated

with primary ovarian cancer and

its treatment on disease-free and

overall survival

MUDr. Vit Martin Matéjka’,

doc. MUDr. Jindfich Finek, Ph.D.",

MUDr. Tomas Svoboda, Ph.D.!,

doc. MUDr. Lubos Holubec, CSc.},

Ing. Stanislav Kormunda',

prof. MUDr. Ondiej Topol¢an, CSc.?

" Department of Oncology and Radiothera-
py, University Hospital, Pilsen

2 Department of Nuclear Medicine, Univer-
sity Hospital, Pilsen

The aim of the study: To describe the role of
the main factors associated with primary ovarian
cancer (staging, grading, and histological type)
and its treatment (surgery type and the influ-
ence of the residual tumour, type and regimen
of chemotherapy and inclusion of radiation
therapy in the primary treatment together with
routine tumour markers) for disease-free and
overall survival.

Methods: We included patients treated for
primary ovarian cancer between January 1997
and June 2003 with a median of follow up (OS)
of more than 4 years. The median age was 56.2
(range 17.3-87.9) years. The total number of
women was 263. We also assessed the routine
tumour markers CA-125, CA 19-9 and CA 72-4
at regular intervals.

Results: The risk of recurrence was 4-fold
higher and risk of death 4.2-fold higher for pa-
tients with stage II,, lll. and IV. disease in compari-
son with stage I,; 2.2-fold higher, resp. 3.1-fold
higher risks for grade 2, 3 and 4 tumours in
comparison with grade 1; and 1.8-fold higher
risks for patients aged more than 60 years in
comparison with the population under 60 years

829

of age. The same situation was seen in patients
with non-radical surgery. We did not find any
differences between chemotherapeutical regi-
mens. Only the preoperative value of CA-125
has some kind of prognostic significance with
a better outcome for patients with cut-off levels
above 280 IU/mL (HR 2.13; 95% Cl 1.28-3.53). It
has no impact during the next course of the dis-
ease; the survival is the same even in the group
of those who were treated early (following the
raise of CA125) as far as when the next line of
chemotherapy was delayed at the time of the
clinically confirmed recurrence or symptoms.

Conclusions: Surgery and probably radiation
therapy have the greatest impact on DFS and
OS in women with ovarian cancer. The uses of
tumour markers (CA125) have some role prior to
surgery only with no impact on the next course
of the disease.

Supported by the research project VZMSM
0021620819 and by the grant IGA MZCR NS 10258.
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Introduction: Triple negative breast carci-
noma (TNBC) represents 10-17 % of all breast
carcinoma. TNBC, characterized by absence of
ER (estrogen receptor), PR (progesterone recep-



1. linie lé¢by pokrocilého NSCLC
u pacientt s EGFR M+
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IRESSA® v monoterapii prokazala vyznamné vyssi ucinnost’
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a tim snizovat u¢innost pripravku IRESSA, proto by jejich podavani mélo byt vylouceno. U nékterych pacientl uzivajicich warfarin sou¢asné s gefitinibem bylo zaznamenano
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tor) and HER2 expression, are very aggressive
tumors with poor prognosis. They more fre-
quently affect younger patients (<50 years), are
more prevalent in African-American women,
often present as interval cancers, initially are
highly chemosensitive, but are significantly
more aggressive than tumors pertaining to
other molecular subgroups. This aggressive-
ness is best illustrated by the fact that the peak
risk of recurrence is between the first and third
years and the majority of deaths occur in the
first 5 years following therapy. The majority of
TNBC are high-grade invasive ductal carcinomas
of no special type, metaplastic and medullary
carcinomas. TNBC patients cannot benefit from

treatment based on ER, PR and HER2. Other
markers are sought.

Materials and methods: Results from our
TNBC study (chromosome 17 by fluorescent
in situ hybridization, FISH., BCL2 protein by im-
munohistochemistry, IHC) will be presented.

Results: Data will be presented at the confere-
nce. Current knowledge on possible predictive
markers in TNBC will also be shortly reviewed.

Conclusion: Our initial data support the use
of classical CMF [cyclophosphamide, metho-
trexate, 5-fluorouracil (5-FU)] regimen in TNBC
patients. However, the biomarker of CMF re-
sponsiveness is needed for clinical practice.
BCL2 positivity could be a predictor of CMF

sensitivity in TNBC. Thus, validation of this
marker in larger study is needed. Higher chro-
mosome 17 copy number was associated with
better outcome suggesting the importance of
its assessment.

Supported by grants:

Czech Ministry of Healths IGA NS10286-3,
Czech Ministry of Education (MSM6198959216,
LC07017) a EEA/Norway Financial Mechanisms
(CZ0099). Infrastructural part of this project
(Institute of Molecular and Translational
Medicine) was supported from the Operational
Programme Research and Development for
Innovations (project CZ.1.05/2.1.00/01.0030).
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Faktory ovliviujici vysledek
imunohistochemické reakce
Mgr. Zuzana Manhartova

Mgr. Martina Plasilova

BIOLAB Praha s.r.o.

Zvysujici se pocet imunohistochemickych
diagnostickych marker( v poslednich letech
zvysuje také ndroky na vybaveni laborato-
fi. Vhodné technické vybaveni neni jedinou
podminkou k ziskan{ validniho vysledku imu-
nohistochemické reakce. V. mnoha pfipadech
je z ¢asovych ddvodl opomijena délka fixace
a nedostate¢né demaskovéni antigent. Uprava
antigenu zavisi i na vybéru klonu protilatky, ale
spravné nastaveni vsech téchto parametrd nenf
jednoduchym Ukolem. Laboratof provadéjici
imunohistochemickd vysetfeni by méla pro-
vadét mezilaboratorni porovnavani, aby byly
eliminovéany chyby, které snizuji diagnostickou
validitu jejich vysledka.

Sentinelova uzlina

Danuse Kvapilova,

Mgr. Marie Petrova

Ivana Smidova

Ustav patologie LF UP a FN Olomouc

Co je to sentinelova uzlina? Biopsie sentine-
lové uzliny se stala jednim z nejvyznamneéjsich

HISTOLOGICKA

pokrokl onkochirurgie poslednich desetiletf.
Jaky je princip vyhledavani sentinelovych uzlin
a ptinos v diagnostice nadorovych onemoc-
neni?

Vysetieni kize transmisni
elektronovou mikroskopii
Aneta Esterkova

I. PAU FN u sv. Anny, Brno

Na nasem pracovisti se metodou transmisnf
elektronové mikroskopie vysetfuje kiize nejcas-
té&ji pfi podezfenina onemocnéni Epidermolysis
bullosa a CADASIL. Pfednaska obsahuje zakladni
informace o téchto onemocnénich, navazuje
vysvetlenfvyznamu transmisni elektronové mik-
roskopie a popisuje jednotlivé kroky zpracovan{
excize klze. Soucastf je i to, jak se vyvarovat
chybdm pfi tomto vysetfeni.

Postup pii zhotoveni
velkoplosného histotopogramu
Milada Hakenova,

Jitka Kfizova,

Brigita Vesela,

Ustav patologie 1.LF UK a VFN Praha

Zpracovanim vzorku do supermegabloku
a zhotovenim histopogramu se ziska prehledny
fez celym organem nebo jeho vétsim Usekem

poskytujicim prehled o vzajemnych vztazich je-
ho jednotlivych slozek. Vyuzivame této techniky
ve vybranych pfipadech u prostaty, délozniho
Cipku a prsu.

Odlignosti pfi prosycovani, krajenf a barvent
supermegablokl oproti standardnim blokiim
bude pfedmeétem naseho sdéleni.

Pouzivdme atypicky spotfebni materidl:
supermegakazety, supermegaformy, podlozni
a krycf skla.

Laboratorni zpracovani GIT
z endoskopického vysetieni
Pavla Krystkova,

Viera Zvonarova

I. PAU FN u sv. Anny, Brno

Na histologickych pracovistich obecné,
a tim i v nasi laboratofi, kterd zpracovava
mikroexcize z GIT, se ¢asto setkdvame s ne-
védomosti zdravotnich sester chirurgickych
pracovist o spravné fixaci, velikosti nadoby,
spravném oznaceni zkumavek. Pfednaska je
koncipovana jako informace, kterou i vy mize-
te na svych pracovistich pouzit, coby ,model,
pro vase dodavatele biologického materidlu
k histologickému vy3etreni. Jsou zde zahrnu-
ty postupy fixace materidlu az po vysledny
preparat, ktery je pfipraven pro diagnostiku
lékarem.

TECHNIKA A METODOLOGIE I

CSHL / Predsedaijict- D. Kvapilovd, M. Ondrdkovd, D. Indrovd
Ctvrtek / 10. 11. 2011 / 15.00-16.30

Trepanobiopsie

Katefina Sedlackova

Marie Bartova

Ustav patologie LF UP a FN Olomouc

Pro¢ se provadi a jak se histologicky zpraco-
vava biopsie z lopatky kosti kycelni?

Rutinni zpracovani
tvrdych tkani - jak na kost
Vladimira Musilova

I. PAU FN u sv. Anny, Brno

V histologické laboratofi se casto se-
tkdvdme se zpracovanim tvrdych tkani.

Kalcifikovanou nebo tvrdou tkan je nutné
nejdfive odvapnit (dekalcifikovat) a poté
zpracovat béznym zpUsobem. Pfednéska se
zabyvé postupem zpracovani kosti v rutinnf
laboratofi, a to od fixace az ke kone¢nému
vysledku, preparatu.
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The application of next generation
microdissection to the molecular
analysis of cells isolated from
complex tissues

prof. Paul Murray, Ph.D.

CRC Institute for Cancer Studies,
University of Birmingham,

Medical School Birmingham,

United Kingdom

Over recent years dramatic advances in mo-
lecular technology have provided new tools to
analyse the underlying processes that result
in disease. However the quality, reliability and
interpretation of these data are highly depen-
dent on the homogeneity of the cell type under
investigation. Fundamentally, tissues are hetero-
geneous and complicated structures composed
of admixtures of cell types.

Microdissection of tissue sections and cyto-
logical preparations has become an increasingly
important technique for cell isolation, facilitating
the in vivo examination of cells that are other-
wise inaccessible by traditional methodology.
Several methods of microdissection have been
developed, ranging from ablation of unwanted
cellular material to manual micro-manipulation,
however, these approaches are frequently time
consuming, tedious, imprecise and are highly
dependent on operator dexterity. Such factors
limit their practical usefulness.

This paper will consider the application of
next generation microdissection to the molecu-
lar analysis of cells isolated from complex tissues
and will focus on the downstream applications
in cancer research.

Histopatologické porovnani
dvou ruznych nosici autolognich
chondrocyti a vysledki jejich
transplantace do kloubnich
defekti u lidi

prof. MUDr. Ctibor Povysil, DrSc.,

doc. MUDr. Ales Podskubka, CSc.,

doc. MUDr. Milan Handl, Ph.D.

Ustav patologie 1.LF UK a VFN
Ortopedicka klinika 1. LF UK a FN Na Bulovce
Ortopedicka klinika 2. LF UK

Univerzita Karlova v Praze

Spontanni hojeni fokélnich Iézi kloubnf
chrupavky je velmi omezené. Pfi léceni téchto
vétsinou posttraumatickych defektd se v sou-
Casné dobé vyuzivd implantace autolognich
chondrocytd, narostlych na nosic¢ich riizného
plvodu, coz ve znac¢né ¢asti pfipadd pfispiva
kregeneraci chrupavkového krytu. V nasi studii
jsme posuzovali sloZzenf dvou riiznych typt no-
si¢h autolognich chondrocytd, které sestavaly
bud z esteru kyseliny hyaluronové (Hyalograft
0), nebo byl zékladem nosice fibrinovy materidl
(Brno). Histopatologické i imunohistochemické
vysetfen( prokdzalo zna¢né rozdily ve sloZenf
téchto dvou typUl nosicd, které byly implantova-
ny celkem 16 pacientlim a po 10 — 12 mésicich
byly odebrény bioptické vzorky k posouzeni
vysledkd hojeni. U nosice italské provenience
(alfa aktin pozitivni bunky) byla nové narostla
chrupavkova tkan tvofend prevazné hyalinni
chrupavkou spolu s chrupavkou vazivového
typu. Navic jsme v neékterych oblastech zazna-
menali zbytky nosice, tvofeného esterem kyse-
liny hyaluronové. Naproti tomu vysledky hojenf
u brnénské kultury (5-100 a alfa aktin pozitivni
bunky) ukazaly vznik pfevazné hyalinnf chrupav-
kové tkané, kterd byla, ve srovnani s pfedchozi
skupinou, vyzralejsi. Ve vsech pripadech uspo-
radani kloubniho chrupavkového krytu vyka-
zovalo nepravidelnou distribuci chondrocyt(
a nedokoncenou reparaci subchondrélniho
kostniho platé. Chondrocyty nové vytvorené
chrupavky byly z vétsi ¢asti S-100 protein a alfa
aktin pozitivni.

Tyto nélezy potvrzuji, Ze implantace au-
tolognich chondrocytl predstavuje vhodny
zplsob lécby rozsahlejsich kloubnich defektl.
Imunohistochemické vysetfenf potvrdilo, Ze ak-
tin pozitivni chondrocyty hrajf v tomto procesu
velmi pravdépodobné vyznamnou roli.

Rizikové faktory operaénej liecby

urazov z pohladu morfoléga

prof. MUDr. Stefan Galbavy, DrSc.'?,

MUDr. Jan Paukovic, CSc.?,

MUDr. Jozef Sidlo, PhD.?

! Ustav laboratérnych vysetrovacich me-
téd Vysokej Skoly zdravotnictva a socialnej
prace sv. Alzbety a Onkologického tstavu
sv. Alzbety, Bratislava, Slovensko

2 Ustav sudneho lekarstva, Lekarska fakulta
Univerzity Komenského, Bratislava,
Slovensko

3 |. Ortopedicko-traumatologicka klinika
LF UK a UN Bratislava

Uvod: Ulohou pitvy je rozhodnut v spore me-
dzi pozostalymi, ktorf zpochybriuju zdravotnicku
dokumentdciu a klinickym tymom. Podporuje na-
lezom Zzalobcu rovnako ako aj chirurga v pripade
podozrenia z postupu non lege artis.

Pacienti a metddy: Spadova oblast 90000
obyvatelov 102 16Zok. Ro¢ne sa odlie¢i 3000
pacientov. Pocet operacii rocne 2 600.

Vysledky: Traumatizmus v 40 %. Umrtnost
6,3 %. Pitvanost 17 %.

Zaver: Pocet exitov stupa s vekom. Dominuje
polymorbidita. Neboli staznosti. Neboli ,neo-
¢akdvané diagnozy.” Nizka pitvanost = nfzka
vypovednd hodnota.

K otazkam kancerogenézy

formaldehydu

prof. MUDr. Andrej Bo6r, CSc.,

RNDr. Juraj Kuchér, PhD.2

! Ustav patolégie LF UPJS
a UNLP v Kosiciach

2 Ustav chemickych vied,
Katedra anorganickej chémie
PF UPJS v Kosiciach

Formaldehyd ,nas kazdodenny” je ubikvitdrna
chemicka latka, ktord je vyrdband a pouzivana vo
velkom rozsahu s mnohorakymi moznostami vyu-
Zitia najmd v priemysle, polnohospodarstve a me-
dicine. Nase skusenosti su v ndvdznosti na bio-
cidné vlastnosti formaldehydu pri fixacii tkanfv
a Ciastoc¢ne aj pre jeho dezinfekené vlastnosti.

Vplyv cievneho zasobenia,
hypoxie a ich vzajomného vztahu
na biologické spravanie sa
medularneho karcinému

Stitnej zlazy

Mgr. Lucia Feketeova',

Martina Ondrikova',

MUDr. Pavol Janega, PhD."?,

MUDr. Filip Gabalec?,

prof. MUDr. Ales Ryska, PhD.%,



doc. RNDr. Silvia Pastorekova, DrSc.3,

prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.

' Ustav patologickej anatémie, Lekarska fa-
kulta Univerzity Komenského, Bratislava

2 Ustav normalnej a patologickej fyziolégie,
Slovenska akadémia vied, Bratislava

3 Virologicky ustav, Slovenska akadémia
vied, Slovenska republika

4 Lékarska fakulta UK, Hradec Krélové,
Ceska republika

Uvod: Veéasné diagnostika meduldrneho
karcindmu Stitnej Zlazy (MTC) je dblezita pre
zamedzenie vzniku vzdialenych metastdz, casto
rezistentnych voci radio- a chemoterapii. Cievne
zasobenie endokrinnych Zliaz je klu¢ovym pre
plnenie ich funkcie. Pri nddorovom raste do-
chadza k vycerpaniu cievneho zasobenia a zne-
mozneniu pristupu Zivin a O2 potrebného pre
rastUcu naddorovd hmotu. Z tohto pohladu sa
ukazuje zaujimavou karbonickd anhydraza IX
(CAIX) ako marker hypoxie. Cielom prezentova-
nej prace je overenie expresie CA IX, PECAM-1
a ich vzdjomny vztah v tkanivach s MTC,
aich vplyv na progresiu naddoru.

Metodika: Analyzovali sme 19 archivnych vzo-
riek tkaniva s MTC. Rezy boli farbené imunohisto-
chemicky s pouzitim monoklonélnej protildtky pro-
ti CA IX'a monoklonadlnej protildtky proti PECAM-1
(CD 31). Pozitivita bola vizualizovana diaminoben-
zidinom a kvantifikovand morfometricky.

Vysledky: Pozitivita CA IX bola pozorovana
vo vietkych vysetrovanych vzorkach. Pri porov-
nani pozitivity oboch markerov sme pozorovali
vztah, kedy pripady so silnou pozitivitou CA IX
vykazovali slabu CD 31 pozitivitu a naopak.

Diskusia: Vysoka expresia CA IX bola zistena
najma pri karcindome prsnika, kr¢ka maternice,
obli¢iek a plic a je spajana s horsou progné-
zou pacienta. Dokdzali sme vysoky stupen jej
expresie v pripadoch malignych MTC, ktory bol
inverzny k rozsahu vaskularizacie. Z klinickych
Udajov pacientov bola u vietkych pacientov s pri-
tomnymi metastazami (6/19) pozorovana vysoka
expresia CA IX a sUcasne nizsie cievne zasobenie.
Do budtcna je potrebné overit vplyv vztahu CA
IX a vaskularizdcie na metastatické spravanie
sa nadorov na rozsiahlejsom stbore pacientov
a mozno uvazovat nad terapeutickym vyuzitim
markera CA IX v sUvislosti s progndzou pacienta.

Podporené grantovou tlohou Ministerstva
zdravotnictva Slovenskej republiky: Diagnostické
problémy ochoreni Stitnej Zlazy — nové trendy

v molekuldrnej diagnostike, ¢islo: 2006/23-UK-02
a GUK 136/2011.
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Subventrikuldrna zéna (SVZ), lemujlca late-
ralne mozgové komory (LK), je jednou z dvoch
mitoticky aktivnych oblasti v mozgu, ktord si
zachovava schopnost neurogenézy a glioge-
nézy aj v dospelosti a moze sluzit ako zdroj
progenitorovych buniek pre neuroregenera-
tivnu terapiu. Z progenitorovych buniek SVZ
vznikaju neskorsim delenim nezrelé neurdny
— neuroblasty, ktoré migruju pozdiz vopred
definovanej migracnej trasy — rostralnej mig-
racnej drahy (RMS) do bulbus olfactorius (BO),
kde dochéddza k ich terminélnej diferenciacii
a tvorbe funkénych spojeni. Za normélnych
fyziologickych podmienok je proces novo-
tvorby buniek Uzko prepojeny s ich vyraznou
stratou v désledku programovanej bunkovej
smrti. lonizujlce Ziarenie moze spodsobit znacné
poskodenie zdravého tkaniva mozgu. Miera po-
skodenia nervového tkaniva je priamo Umerna
druhu Ziarenia a jeho energii, celkovej davke
a frakcionacii oziarenia, sp6sobom oziarenia,
individualitou a dalSimi parametrami. Vysledky
experimentov so zvieratami a poznatky zis-
kané v humannej radioterapii potvrdzuju, Ze
neurotoxicky Uc¢inok ionizujliceho Ziarenia sa
prejavuje akdtnym poskodenim CNS, ktoré je
zvycajne prechodné a reverzibilné a neskorymi
ireverzibilnymi zmenami, ktoré su medicinsky
najzavaznejsie.V experimente sme pouzili biele
samce potkanov kmena Wistar, vo veku 7-8
mesiacov. Celotelova davka Ziarenia cTD 4,0 Gy
bola aplikovand v 4 frakcidch s davkou na frakciu
TD 1,0 Gy v tyzdnovych intervaloch, zdrojom
Ziarenia 60Co (pristroj TERAGAM UJP Praha).
Interval prezivania zvierat bol po oziaren{ 30, 60
a 90 dni. Na oznacenie vybranych bunkovych
typov v tkanivovych prepardtoch sme pouzi-

li imunofluorescen¢né farbenie na detekciu:
proteinu Ki-67, markera pre proliferujice bun-
ky, doublecortinu (Dcx) pre nezrelé neurdny
a glial fibrillary acidic protein (GFAP) pre zre-
|é astrocyty. Kvantitativnu analyzu, tj. pocet
pozitivnych, znac¢enych buniek vo vybranych
oblastiach RMS, t. v prednej ¢asti SVZ (anterior
SVZ; aSVZ) vertikdlnom ramene, ohybe a hori-
zontdlnom ramene sme vyhodnotili pomocou
programu ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA).
U zvierat, prezZivajucich 30 dnf po oziarenf, doslo
k vyraznému znizeniu poctu proliferujicich Ki-
67-pozitivnych buniek najma vo vertikdlnom
ramene RMS. Z vybranych bunkovych typov
pozdiz migra¢nej drdhy sme detekovali zvy-
senu distribuciu nezrelych neurénov vo verti-
kdlnom ramene a v ohybe RMS. Hoci sa pocet
astrocytov v inicidlnej ¢asti RMS znizil, v ohybe
a v horizontdlnom ramene sme Zzistili ich zvy-
sené zastupenie. Prechodny nérast proliferuju-
cich buniek vinicidlnom useku RMS sprevadzal
prudky pokles poctu Dcx-pozitivnych nezre-
lych neurénov do 60-teho dna po expozicii
v oblasti SVZa, vertikdlnom ramene a v ohybe
RMS. Pocet astrocytov postupne klesal podla
kaudo-rostralneho gradientu s maximalnym
poctom v oblasti aSVZ a minimalnym zastupe-
nim v horizontadlnom ramene. Trend poklesu
poctu Ki-67-pozitivnych buniek, nezrelych neu-
ronov a astrocytov pokracoval do 90-teho dna
po oziaren{ vo véetkych hodnotenych oblasti-
ach RMS. Experimentdlne Studie na zvieratach
potvrdzuju vieobecne zndmy poznatok vyu-
Zivany v humdnnej radioterapii, ze aplikovanie
viacerych frakcii davky ziarenia je setrnejsie voci
tkanivu ako jednorazové expozicia. Z hladiska
tolerancie na oZiarenie prejavuju neurdny vyssi
stupen radiosenzitivity ako gliové bunky (1, 2).
V predchéddzajlcej experimentélnej studii sme
detekovali porovnatelné avsak docasné zme-
ny, prejavujuce sa poklesom poctu nezrelych
neurénov v priebehu 21 dni po frakcionovanej
aplikacii a sucasne sme zistili kratkodobé zvy-
senie poctu astrocytov. Vysledky nasej Studie
potvrdzuju zndmy fakt o Ziarenim indukovanom
vyraznom Ubytku poctu nezrelych neurdnov,
resp. proliferujucich buniek v priebehu niekolko
mesiacov po expozicii a neschopnosti regene-
racie a repardacie tejto straty (3). Niektoré studie
uvadzaju, ze docasny narast poctu astrocytov je
mozné vysvetlit Ziarenim indukovanou aktivaci-
ou astrocytov (reaktivnou gliézou) a mikroglie,
ktory pretrvava Sest mesiacov po frakcionova-
nej aplikécii (4, 5, 6). Ziarenim indukované mi-
kroglia iniciuje aktivaciu astrocytov uvolnenim
prostaglandinu E2, ktory je povazovany za klu-



¢ovy element, ktory indukuje astrogliézu (1,
7). Na objasnenie mechanizmu vzniku tejto
vyraznej postradia¢nej odpovede je viak po-
trebné identifikovat dalsie klucové molekuly,
napr. cytokiny, prostaglandin apod. Zadverom
mozno povedat, Ze najvyznamnejsim limituju-
cim faktorom radia¢nej onkoldgie st tolerancné
davky zdravych organov a tkanfv v okoli naddoru
a poznatky ziskané studiom nasledkov Ziare-
nia na experimentélnej Urovni st vyznamny-

mi informdciami pre vyvoj novych lie¢ebnych
pOStupov.
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Histologicka klasifikace gastroenteropankre-
atickych neuroendokrinnich nador( (GEP-NEN)
a s nf souvisejici hodnocent jejich biologického
chovani prodélavaji v poslednich desetiletich
vyznamné zmeény; to je ddno zejména podstat-
nym rozsitenim poznatkd o povaze nadorového
procesu a o vlastnostech nddorovych bunék
a v neposledni fadé i zvysenym zdjmem klinic-
kych lékafd o tuto skupinu naddord souvisejicim
s vysledky rozsahlejsich klinickych studif.

Pdvodni snahy o klasifikaci GEP-NEN (,kar-
cinoidd") zalozené prevazné na histologickém
obrazu nadoru nebyly Uspésné. Klasifikace ne-
byla vSeobecné pfijata a navic se ukézalo, Ze
histologicka stavba sama o sobé nehraje vy-
znamnéjsi roli v biologickém chovani nddoru.
Zcela novy pfistup k histologické klasifikaci
GEP-NEN znamenala klasifikace WHO vydana
v roce 2000 a nasledné upfesriovana v letech
2003-2006. Jejim zdkladnim principem bylo,
7e ,karcinoidni” nadory nejsou definovény
pouze histomorfologickym obrazem, ale i po-
zitivitou znakl neuroendokrinni diferenciace.
Klasifikace zcela nové definovala jednotlivé
typy NEN a v hodnocenf jejich biologického
chovani vychdazela i z lokalizace nadoru a mi-
totické a proliferacni aktivity nadorovych bu-
nék. Histopatologické hodnoceni nddoru bylo

doplnéno tzv. klinicko-patologickou korelaci,
zalozené zejména na velikosti nddoru a rozsahu
jeho rdstu.

Pro moznost praktické aplikace v klinické
praxi byla tato klasifikace pfijata i vétsinou klinic-
kych pracovist v Evropské unii. Ponékud odlisny
byl pfistup v USA, kde klasifikace WHO 2000
nebyla vseobecné pfijata, zejména z divodu
zahrnutf progrese nadort do stupné biologic-
kého chovanf (,gradingu”), komplikovanych
schémat klinicko-patologické korelace nador(
v jednotlivych lokalizacich a Sirsiho zavedent ka-
tegorie nddord o ,nejistém biologickém chova-
ni." Rozdily v pfistupu evropskych a americkych
odbornikd k diagnostice NEN podnitily Sirokou
diskuzi, jejimz vysledkem byla formulace nové
WHO klasifikace, kterd byla vydana v roce 2010.

Koncepce WHO klasifikace z roku 2010 vy-
chézi z toho, ze NEN predstavuji heterogenni
skupinu nadord, které se lisf v zavislosti na mis-
té vzniku a na stupni diferenciace nadorovych
bunék. Pokud se tyce hodnoceni biologickych
vlastnosti, spadaji NEN v této klasifikaci az
na nekolik malo vyjimek do kategorie nadord
malignich. Riziko agresivniho chovani (malignf
potencidl) nddoru je ur¢ovano na zékladé hod-
noceni stupné diferenciace nadoru (,gradingu”)
arozsahu jeho progrese (,stagingu”) vztazeného
k lokalizaci nadoru. Grading nadoru vychazi ze
zdkladniho mikroskopického obrazu a z mito-
tické a proliferacnf aktivity nddorovych bunék.
Staging dodrzuje zékladni pravidla TNM systému
pro jednotlivé lokalizace nddord. Ke kazdému
typu nadoru je pfifazen morfologicky kod podle
Mezindrodnf klasifikace nddord pro onkologii
(MKN-O3).

V klasifikaci jsou definovany tfi zakladni typy
nadord:

1. Neuroendokrinni tumor (NET) je de-
finovan jako dobfte diferencovany neuro-
endokrinni nador sestavajici z cytologicky
pfevazné pravidelnych polygonalnich bunék
usporadanych do solidnich hnizd, nebo tra-
bekuldrnich (pentlicovitych) formaci; méné
obvykla je tvorba vétsinou drobnych tu-
buldrnich struktur. V nékterych nddorech
mohou byt tyto struktury kombinované.
Nadorové bunky vykazuji imunohisto-
logickou pozitivitu znakl neuroendokrinni
diferenciace, obvykle se pouzivd detekce
chromograninu A a synaptofysinu. Podle
mitotické a proliferacni aktivity nddorovych
bunék se NET déli na nadory grade 1 (G1)
agrade 2 (G2). NEN GT1 jsou definovany vel-
mi nizkou mitotickou aktivitou nddorovych
bunék, méné nez 2 mitdzy na 10 zornych
poli mikroskopu pfi velkém zvétseni (HPF)
a velmi nizkou prolifera¢nf aktivitu hodno-
cenou pomoci imunohistologické detekce
nukledrniho antigenu Ki-67 (Ki-67 index
<29%). NET G2 jsou definovany zvysenou mi-
totickou aktivitou nddorovych bunék (2-20
mit6z / 10HPF) a jejich zvysenou proliferacni
aktivitou (Ki-67 index 3-20%).

2. Neuroendokrinni karcinom (NEC) je de-
finovén jako Spatné (nizce) diferencovany
maligni nador, sestdvajici z malych feno-
typicky primitivnich nebo intermedidrnich
bunék (malobunécny karcinom), nebo
z velkych bunék, ¢asto s vesikularnimi jadry
a obsirnéjsi cytoplazmou (velkobunécny
karcinom). NEC je vZdy G3, nddorové bunky



vykazuji vysokou aktivitu mitotickou (t 20
mitdz / 10HPF) i prolifera¢ni (Ki-67 index
t 20%). Znaky neuroendokrinni diferen-
ciace jsou vyjadreny variabilng, nejcastéji je
difuzné pozitivni synaptofysin.

3. Smiseny adenoneuroendokrinni karcinom
(MANEC) je nador tvoreny dvéma kompo-
nentami, jednak karcinomem Zlazovym (ade-
nokarcinomem), jednak karcinomem neu-
roendokrinnim. Arbitrarné bylo stanoveno,
Ze kazda z téchto komponent musf tvorit
minimalné 30% nadoru. Z toho vyplyva, Ze
pfitomnost ojedinélych rozptylenych neu-
roendokrinnich bunék v adenokarcinomu
neopravnuje k diagnéze MANEC.

Zavér: WHO histologicka klasifikace GEP-
NEN z roku 2010 je dalSim vyznamnym krokem
ke sjednoceni nazvoslovi téchto nddorl i k jed-
nozna¢nému definovani jejich biologického
chovani. K hlavnim prfednostem nové klasifikace
patii podstatné zjednoduseni s odstranénim
podjednotek nddort a jeji priblizenf ke klasifikaci
NEN v plicni lokalizaci. Dalsi pfednosti je pfesna
definice pravidel pro grading a staging a pro
kédovani podle MKN-O3. Vzhledem k tomu, ze
zatazeni daného nadoru do pfislusné katego-
rie ma bezprostredni vliv na volbu dalsiho dia-
gnostického postupu a terapeutické strategie,
je nutné, aby novéd WHO klasifikace GEP-NEN
byla Siroce akceptovana jak ze strany patologd,
tak klinickych lékard.

Prdce byla podpofena z vyzkumného zdméru
,Onkologie’, MSM 0021620808 Ministerstva
Skolstvi, middeze a télovychovy Ceské republiky.
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Kalcifikovana aortalni stendza (KAS) je dnes
povazovana za formu aterosklerézy, a tedy, jako
ona, zanetlivého plvodu. V nasich pfedcho-
zich pracech jsme prokézali v KAS pfitomnost
krevnich a lymfatickych cév, bunécnych infilt-
ratl i metaplastickych tkdni chrupavky a kosti.
Cilem nynéjsi prace byla analyza bunéc¢nych
infiltratd.

Vysetfili jsme 15 pfipadd chirurgicky rese-
kovanych kalcifikovanych aortalnich chlopni

— histologicky a imunohistochemicky (CD20,
CD79q, CD3, CD4, CD8, CD68, CD138, BIK, BIL,
IgA, I1gD, IgG, IgG4 a IgM).

Nélezy ukazuji KAS jako chronicky zédnét
s polyklondInimi infiltraty z lymfocytd, plaz-
matickych bunék a histiocytl. V T-lymfocytech
prevazovaly CD4 nad CD8; v B-lymfocytech byla
lehka pfevaha CD20 nad CD79a. V plazmatickych
burnkach prevazovaly lambda - pozitivni nad
kappa - pozitivnimi. V rdmci CD138 — pozitivnich
plazmatickych bunék bylo 24 % IgA-, 20% IgD-,
41% IgG- (v¢etné 11 % IgG4-) a 15% IgM- pozi-
tivnich bunék.

KAS nesplnuje kritéria recentné popsané
klinickopatologické jednotky IgG4 — sklerozujici
systémové choroby.

Obraz z&nétu byl stejny u obou typd KAS -
tzv. degenerativniho/stafeckého (na normaélné
tficipé chlopni) a na vrozené dvojcipé chlopni.

Na zakladé nasich nalezl se ¢asto pouzivany
termin ,degenerativni” pro typ KAS postihujici
normalneé tficipou aortaIni chlopen jevi jako
nepatri¢ny, a proto navrhujeme nahradit jej ter-
minem ,skleroticky.”

Nonparazitarne a nenadorové
ochorenia GITu s vyraznym
zastupenim eozinofilnych
leukocytov

prof. MUDr. Andrej B66r, CSc.,

MUDr. Katarina Dudrikova.,

MUDr. Ludmila Babjakova,

prof. MUDr. lvan Jurkovi¢, CSc.,

MVDr. Pavel Kocan, PhD.

Ustav patoldgie LF UPJS a UN LP v Kosiciach

Napriek nie zriedkavému vyskytu eozinofil-
nych leukocytov za ortologickych podmienok,
ale aj najma ako sucasti bunkového infiltratu pri
zapalovych zmendch gastrointestindlneho trak-
tu, ich vyrazné kvantitativne zastUpenie je skor
menej Castym nalezom histopatologickej praxe.
Tato skutocnost vsak nelplne koreSponduje s na-
rastom alergicko-atopickych ochorenfv populacii.
Z tohto hladiska sa ukazuje potreba detailnejsieho
studia tejto oblasti aj z morfologického pohladu.

Eozinofilné leukocyty mézu byt jednak
dominantnym prejavom zapalového ocho-
renia, ide najma prejavov eozinofilnej apen-
dicitidy a cholecystitidy. Niekedy je vsak tato
stcast menej dominantné a pritomnost dal3ich
komponentov v rdmci tkanivovych prejavov
podmieriuje navysenie komplexnosti lézie,
a tyka sa to aj formalnej patogenézy vyskytu
a zastupenia eozinofilnych leukocytov, ktora
Casto nie je doriesena (eozinofilny vred jazyka,
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Vanekova choroba, eozinofilnd cholangoitida,
eozinofilnd pankreatitida). Navyse nedostatocné
doriesenie niektorych morfologickych aspek-
tov takychto zmien podmieriuje, ze tieto su
niekedy oznacované aj ako granulomatézne
|ézie. U mnohych tychto choréb napriek re-
lativne menej problémovej histopatologickej
diagnostike a c¢iastocne aj ich zriedkavejsiemu
vyskytu, klinicko-morfologické komparécie su
nedostatocne sledované (funkénd dyspepsia,
syndrém drazdivého creva). Tu sa ukazuju moz-
nosti detailného s$tudia dolezitych interakcif
medzi eozinofilmi a mastocytmi.

V sUcasnosti najvacsej pozornosti v pi-
somnictve je venované eozinofilnej eozofagitide
a gastroenteritide a to aj s navysovanim moznos-
ti pri rieSenfich presnych diagnostickych kritérif.

V praci autori demonstruju svoje skisenosti
pri ochoreniach s vysokym zastipenim eozino-
filnych leukocytov a diskutuju tiez niektoré ot-
vorené otazky vyskytujlce sa priich hodnoten.

Cystitis papillaris imitujici
urotelialni tumor nizkého
maligniho potencialu

doc. MUDr. Jaroslava Duskova, CSc.,
Rosalie Jana Bennett

Ustav patologie 1.LF UK a VFN,
Vysoka skola zdravotni, Praha

67lety muz sledovany dva roky pro hyper-
plazii prostaty byl pro pobolivani v podbfisku
a sonografické podezfeni na tumor méchyre
cystoskopicky vysetfen. Vzorky odebrané pfi
tomto vysetieni byly zaslany s endoskopickou
diagndzou infiltrujici tumor - primozachyt.

Mikroskopicky dominoval zanét v lamina
propria a byly pfitomné prevazné Sirsi, ojedinéle
i $tthla papilarni formace kryté urotelem odpo-
vidajicim reaktivni hyperplazii. Nalez hodno-
cen jako PUNLMP. Dalsi endoskopické vysettenf
s dvoumeésicnim odstupem a bioptické vysetieni
z vice lokalit vedly k diagndéze cystitis papillaris.
Nésledné byla reklasifikovéna i prvni rozsahem
limitovana biopsie.

Cystitis papillaris predstavuje jeden z fady
pseudotumort vyvodnych cest mocovych (nej-
Castéji mechyre) s rizikem nadhodnocent, jak
v zobrazovacich vysetfenich, tak makroskopicky
i histologicky.
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Nadory z perivaskuldrnich epiteloidnich
bunék (PEComy) jsou mezenchymové nadory

tvofené epiteloidnimi a vietenitymi bunkami
s typickym myomelanocytarnim imunofenoty-
pem. Do této skupiny se fadi zndmé jednotky
jako angiomyolipom, sveétlobunécny (sugar)
tumor plice a lymfangioleiomyomatdza. Pro
PEComy vyskytujici se sporadicky ve vnitfnich
organech, kizi, kostech a mékkych tkanich
byl navrzen nazev PECom NOS. Prevalence
PEComU NOS u Zen je zjevna, biologické cho-
vani zahrnuje kategorie benigni, intermediarni
i maligni, nicnéné kritéria malignity nejsou
pevneé stanovena.

Popisujeme pfipad 58leté Zeny s objem-
nym tumorem mediastina, kterd byla pfijata
k vysSetfenf pro bolest na hrudi a nardstajicf
dusnost. Byla provedena tenkojehlové biopsie
a ze ziskaného materidlu stanovena diagnéza
vietenobunécny sarkom NS. Pacientka pod-
stoupila rozsifenou pravostrannou pneumo-
nektomii, pfi niz byl z pfedniho mediastina
odstranén nador velikosti 17 x 9 x 7 cm pro-
rGstajici do horniho a stfedniho laloku pravé
plice. V definitivnim bioptickém materidlu byl

zjistén epiteloidnf a vietenobunécny sarkom
s vysokou mitotickou aktivitou a expresi my-
omelanocytarnich marker( a byla stanovena
diagnéza maligniho PEComu. Osm let let pfed
touto operaci pacientka prodélala hysterekto-
mii pro myomatozni uterus, biopticky material
byl revidovan, struktury uterinniho PEComu ne-
byly zjisteny. Uzavreli jsme pfipad jako primarni
maligni PECom mediastina a doporucili jsme
zvazit naslednou terapii inhibitory kindzy mTOR
(mammalian target of rapamycin). Na pozadi
uvadéného pripadu diskutujeme celou skupinu
n&dord z perivaskularnich epiteloidnich bunék,
uvadime vznik koncepce téchto tumor(, krité-
ria malignity a geneticky profil.

N&dory z perivaskularnich bunék jsou vzac-
né a maligni PEComy jsou vyjimecné. Podle na-
Sich znalosti nebyl maligni PECom mediastina
dosud popsan. Je pravdépodobné, Ze chovani
PEComU muze byt i pres klasické morfologic-
ké znaky malignity relativné pfiznivé. Pri cilené
|é¢bé téchto nddord Ize vyuZit inhibitory mTOR
(sirolimus, temsirolimus).



edesa

\ --h»l\ ...dodavatel laboratorni techniky a sluzeb...

g Tissue-Tek® AutoWrite® Printers
wz'ﬂ %¢  Potisk pismeny, &isly nebo 1D / 2D &arovymi kody:

AAAAAA vykon: 900 kazetek nebo 800 sklicek za hodinu;
pohodina obsluha.

www.medesa.cz

Tissue-Tek®Xpress® x Series

#%  Tkanovy procesor umoznujici kontinualni zpracovani
vzorku a stanoveni diagnézy jesté v tentyz den;

technologie Setrna k DNA / RNA;

bezxylenovy proces;

vykon: 120 vzorkd za hodinu.

SPOLEHLIVA RESENI PRO HISTOPATOLOGII

Tissue-Tek® AutoTEC® & Paraform®
'4" PIné automatizovana zalévaci linka;
unikatni systém kazet Paraform, ktery umoznuje
orientaci vzorku jiz pfi pfikrajovani
a eliminuje jeho ztraty v pribéhu procesu;
vykon: 120 vzorkl za hodinu.

Tissue-Tek®Prisma® & Film®

y, . ! 1 5 o g
%% PIn& automatizované barveni a montovani; Wi
soucasné muze probihat az 11 barvicich programu; "
bezkonkurencni rychlost a kapacita.

www.medesa.cz.



SALONEK ANDROMEDA

POSTERY

Ultrastrukturalni obraz

nadoru pankreatu

RNDr. Radko Novotny, Ph.D.!,

prof. MUDr. Jiti Ehrmann, Ph.D.?,

MUDr. Igor Tozzi, Ph.D.3,

doc. MUDr. Roman Havlik, Ph.D. 4,

MUDr. Jifi Kysucan *,

MUDr. Martin Lovecek, Ph.D.*

! Laboratof mikroskopickych metod,
Lékaiska fakulta Univerzity Palackého,
Olomouc, Ceska republika

2 Ustav histologie a embryologie,

Lékaiska fakulta Univerzity Palackého,
Olomouc, Ceska republika

3 Il. interni klinika, Lékafska fakulta,
Univerzita Palackého a Fakultni nemocnice
v Olomouci

4 1. chirurgicka klinika, Lékarska fakulta,
Univerzita Palackého a Fakultni nemocnice
v Olomouci

Karcinogenezi doprovézi mnoho zmén, me-
zi které patfiity ultrastrukturdini (Springer 1980).
Jednou z organel, podléhajici zménam, jsou
i mitochondrie, které v bunkach tvoff mitochon-
dridlnf st (Benard 2007). Mitochondridlni obraz
odpovida a ménfse v zavislosti na pozadavcich
burky (Bereiter-Hahn 2008). Jednim z moznych
procesy, kterym se mitochondrie podileji na kar-
cinogenezi, je mutace jejich mtDNA (Brantova
2006). Tyto mutace nasledné vedou k funkénim
zménam mitochondrif a naslednému vzniku
a progresi nadoru (Carew 2002).

Ultrastrukturdlni zmény mitochondrii nddo-
r0 se vyznacuji heterogenitou a nespecifitou.
Mitochondrie v rakovinnych burikdch, neza-
visle na histogenezi, jsou prevazné prdhledné
s nateklou matrix, vyplnénou neuspofddanymi
a zdeformovanymi kristami, s ¢aste¢nou nebo
Uplnou kristolyzou, v nékterych pfipadech s kon-
denzovanym vzhledem (Gabriel 2009). Zd3 se,
Ze variabilita morfologie je déna piftomnosti hy-
poxie-tolerantnich a hypoxie-senzitivnich nado-
rovych bunék. Tolerance buriky na hypoxii sou-
visi pravdépodobné s existenci elektrondenznf
matrix mitochondril, které produkuji adekvatni
mnozstvi ATP mitochondridlni respiraci.

Naproti tomu burky hypoxie-senzitivni ob-
sahuji mitochondrie nabobtnalé, s deformo-
vanou strukturou krist pfipadné s kristolyzou.
Takové mitochondrie maji zanedbatelnou nebo

nulovou oxidativni fosforylaci, potfebnou ke gly-
kolyze jako zdroji energie (Steinbach 2003).

Cilem studie je provéfit ultrastrukturalni
obraz nddorl pankreatu predevsim s dlirazem
na stav mitochondri.

Tato prdce je podporovdna grantem
IGAMZ CRNTT1023 - 2010
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NSCLC se fadina pfedni misto ve vyskytu ma-
lignit diagnostikovanych v Ceské republice (Pesek,
201). S pokrokem biologické 1écby se zvysuje
i ndro¢nost a $ife vysetieni tohoto onemocnéni
(Stanék et al, 2010). Jednim z marker( sledovanych
v posledni dobé se jevi zlom genu ALK (anaplastic
lymphoma kinase) (Choil YL, Soda M., 2010).

Na nasem pracovisti detekujeme ten-
to zlom od roku 2010 pomoci FISH analyzy
(Fluorescen¢nfin situ hybridizace) s break-apart
sondou — LSI ALK Dual Color (Abbott Molecular).
Tato sonda je smési sond green — orange, které
prekryvaji gen ALK a vytvareji zluty fuzni signdl,
kdy ve zdravé tkani bez pfitomnosti translokace
detekujeme dva Zluté signaly.

Cilem této studie bylo zhodnotit hybridizaci
sondy pro detekci genu ALK na réizném plicnim
materidlu, a to plicni tekutiné (bronchialni la-
vaz) — cytospin, cytologickém barveném natéru
(M/G-G/R) a z resekované nebo punktované
tkéné (parafin).

Kazuistika ¢. 1: U pacienta (58 let 1) byl vy-
Setfeny punktdt z oblasti nadledviny prostoupen
dobre diferencovanym adenokarcinomem, ne-
pochybné metastatického pdvodu. V diferenci-
alnf diagnostice pfichazi v ivahu jako primarni
nador karcinom plic.

Exprese EGFR prokazand imunohisto-
chemicky (Dako) v 50% nadorovych bunék.
Mutacnf analyza genu pro receptor epider-
malniho ristového faktoru (EGFR) byla prove-
dena metodou Real-Time PCR s pouzitim kitu
TheraScreen (Roche) z izolované DNA z para-
finového bloku nepotvrdila pritomnost aktivu-
jicich mutaci. Nasledné byly z bloku nakrajeny
2 fezy 2-3 um, odparafinovéany a byla hybri-
dizovana sonda LSI ALK Dual Color (Abbott
Molecular). Vyhodnoceni preparatu neproka-
zalo detekci zlomu a tedy Ucast v translokaci
genu ALK (2p23) — signaly 2F.

Kazuistika ¢. 2: U pacienta (78 let) byl zpra-
covan vzorek tekutiny (4 ml) z bronchidlnf la-
vaze. Tekutina byla sto¢ena na cytocentrifuze
(Univerzal 16) pfi 1300 ot/min. Cytospin byl
obarven a pouzit k cytologickému vysetfent,
které ukdzalo pfitomnost dlazdicovych epi-
telif regresivné zménénych s velkou pfimé-
si respiracnich epitelif. Déle velké mnozstvi
protéhlych bunék pdvodu v malobunéc¢ném
karcinomu. Z cytospinu byla provedena izola-
ce DNA a provedeno vysetfeni mutacni ana-
lyzy genu pro EGFR, mutace nalezena nebyla.
Nasledné byla na skla (cytospin) hybridizovana
sonda LSI ALK Dual Color (Abbott Molecular).
Vyhodnoceni prepardtu neprokézalo detekci
zlomu a tedy Ucast v translokaci genu ALK
(2p23) — signaly 2F.

Kazuistika €. 3: U pacienta (76 let) byly vyset-
feny natéry barvené MGG vysoce bunécného
charakteru s pfitomnosti trst bunék odpovida-
jicich cytomorfologickymi znaky nemalobunéc-
nému karcinomu. Jelikoz byla skla zamontovana,
byla skla 24 hodin ponechdna ve xylenu, poté
bez odbarvenf izolovdna DNA a provedeno vy-
Setfeni mutacni analyzy genu pro EGFR, mutace
nalezena nebyla. Na odmontovana skla byla
hybridizovadna sonda LSI ALK Dual Color (Abbott
Molecular). Vyhodnoceni preparétu neprokazalo
detekci zlomu, a tedy Ucast v translokaci genu
ALK (2p23) - signaly 2F.

Zavérem lze konstatovat, Ze je mozné velice
dobfe analyzovat veskeré predikéni a diagnos-
tické markery u plicnich karcinomd pomoci
molekularné biologickych metod a soucas-
né na tyto materidly (cytologicky natér, lavaz,
resekat, punktat) hybridizovat sondu LSI ALK
Dual Color a provést reprodukovatelné vyhod-
noceni.
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Transformace je dsledkem vzniku novych
abnormalit v.genomu lymfomovych bunék.
Somatické mutace protoonkogent vyznamnych
v procesu vzniku maligniho lymfom (PIM-1,
PAX-5, RhoH/TTF a -MYC) se objevuji u vice
jak 50% difuznich velkobunéc¢nych B-lymfom
(DLBCL) vznikajicich de novo, zatimco jsou vzac-
né u FL. U transformujicich se FL byly mutace
téchto gent nalezeny u 55 9% pfipadd. U trans-
formujicich se FL byla rovnéz nalezena inakti-
vace genu p53 a ztrata exprese genu pl6, po-
dobné jako zmény v oblasti gend pro variabilni
¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu (IgVH).
Transformace byla popsana u témér vsech
lymfomd. Nej¢astéjsim typem sekundarniho
agresivniho lymfomu je DLBCL, do kterého se
transformuje 25-30% FL. Z histologické klasifika-
ce je transformace charakterizovana ztratou no-
dularniho charakteru rdstu, pfitomnostf difuzni
proliferace velkych bunék a zvysenou mitotickou
aktivitou a ve vzorku tkdné casto nalezneme
jak oblasti s nizko maligni, tak s vysoko malignf
komponentou.

U ndmi popsaného pfipadu byla v lymfatic-
ké uzliné nddorova infiltrace lymfomem non-
-Hodgkinova typu. Nador byl nekroticky, pre-
vazné nodularni struktury, s pruhy kolageniho
vaziva. Cytologicky byl nddor tvofeny smésnou
populaci malych bunék charakteru centrocytd
a velkych blastickych bunék charakteru cent-
roblastl. Pocet centroblastl byl nerovnomeérny,

misty do 15/HPF 40x, misty nad 15/HPF 40x.
Nélez odpovidal folikuldrnimu lymfomu gra-
de 2-3a. Asi v 1/3 nddoru byla velkd uzlovita
loZiska tvorena pouze blastickymi burikami
prevazné centroblasty s disperznimi imuno-
blasty, coz odpovidalo transformaci do DLBCL.
Imunofenotyp nadorovych bunék: CD20+, bcl2+,
bclé+, CD10+, CD23+ MUMI1-. CD3 byl pozitivni
v T lymfocytech. Proliferacni aktivita (Ki-67 in-
dex) byla nerovnomérnd, misty 10-20%, v par-
tiich odpovidajicich DLBCL vsak byla az 90 %.
Po makrodisekci byla tedy provedena moleku-
larnf analyza prestavby tézkého fetézce imuno-
globulinového genu metodou PCR, s pouZitim
kitu IdentiClone IGH Gene Clonality Assay, ktery
testuje segmenty VH-FR1/JH, VH-FR2/JH, VH-
FR3/JH, DH1-6/JH a DH7/JH, kterd byla pozitivni
na detekci pfestavby imunoglobulinového genu
(DH7/JH). Nasledné byl ukrojen fez o sile 2-3
pm, ktery cytomorfometricky odpovidal oblasti
DLBCL a byla metodou FISH testovana transloka-
ce t(14;18)(g32;921) — IgH/bcl2 sondou IGH/BCL2
DC DF Translocation Probe (Abbott Molecular),
kterd se nachazi u FL. Po vyhodnocen( byla pro-
kdzana translokace t(14;18)(932;921) — signaly
2-6F1-4G1-40 a v popsanych imunoblastech
byly nalezeny nadpocetné fuzniijednotlivé sig-
nély. Cytomorfometricky predpoklddand trans-
formace FL do DLBCL, byla na zékladé pfitomné
translokace pIné potvrzena.

Progndza nemocnych s transformovanym
lymfomem je nepfizniva a median jejich prezi-
vani po transformaci se pohybuje v rozmezi 7
— 20 mésicl. Z tohoto dlvodu je velice dilezité
spravné klasifikovat a na zékladé molekularnich
metod popsat transformované lymfomy.
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Bronchogenni karcinom je u muzd nejcetnéj-
$im malignim onemocnénim v Ceské republice
(90/100 000). U Zen je tato Cetnost nizsi (30/100
000) a fadi toto onemocnéni na tfeti misto oproti

ostatnim malignitam. Obecné se bronchogennti
karcinomy délf na skupinu malobunécnych (20—
30%) a nemalobunécnych (70-80%) (Zatloukal
et al, 2001). Pro lé¢bu nemalobunécnych karci-
nom plic (NSCLC) se jevi jako vhodny kandidat
inhibitory tyrozinkinzy — erlotinib a gefitinib.
Jednd se o malé molekuly, které se specificky
vazou na tyrozinkindzovou doménu a brani auto-
fosforylaci receptoru a nasledné aktivaci signalni
kaskady. Ne u vsech pacient( je vsak zaznamené-
na pozitivni odpoveéd na tuto lé¢bu, coz koreluje
s aktivaci mutacf genu pro EGFR (receptor epi-
dermalniho rdstového faktoru) (Tony S. Mok et al,
2010). Je tedy nutné pro individudlné zameéfenou
|é¢bu, stanoveni molekuldrné biologickych zna-
kl, a to exprese a amplifukace genu pro EGFR
za soubézné analyzy aktivujicich mutaci EGFR
a mutacni zmény genu KRAS a BRAF (Stanék et
al, 2010), v soucasné dobé také stanoveni fuze
genu EML- ALK (Pesek, 2011).

Cilem této studie bylo zhodnoceni muta¢ni
analyzy genu pro EGFR zizolované DNA QlAamp
DNA Mini Kit, metodou Real-time PCR s vyuzitim
kitu TheraScreen: EGFR29 Mutation Kit (Roche),
pomoci ného? Ize detekovat nejcastéjsi mutace
genu EGFR na kodonech 18 a 21 s vyuZitim tech-
nologie DxS Scorpions. Tato technologie umoz-
nuje detekci sledovanych mutaci na pozadi geo-
nomové DNA divokého typu v redlném case.
Déle provést analyzu mutaci na 12 a 13 kodénu
genu k-ras, ktery je za normalnich podminek
aktivovany EGFR a je povaZovany za jeden z nej-
Castéjsich onkogent u NSCLC. U mutacni analy-
zy genu k-ras jsme pouzili stejnou technologii
PCR v redlném case za pouziti kitu TheraScreen:
K-RAS Mutation Kit (Roche). BRAF jehoZ mutace
V60OE propujcuje bunkam transformacni aktivi-
tu, protoze simuluje fosforylaci na T599 a/nebo
S602 v aktivacni doméné proteinu byl stanoven
hybridizacf vyizolované DNA na stripy KRAS/
BRAF StripAssay (Viennalab). Exprese EGFR
byla potvrzena imunohistochemicky kit EGFR
pharmDx DakoCytomation (Dako) a amplifikace
pfislusného genu metodou FISH (Abbott).

Do sledované skupiny bylo zafazeno 20
pacientl s NSCLC v pribéhu let 2010 a 2011.
U vSech pacientt byla prokdzéna exprese a am-
plifikace genu pro EGFR. Mutacni zmény EGFR
byly detekovany u 6 pacientd, z toho u 3 pa-
cientl se jednalo o mutaci G719X v exonu 18,
v jednom pfipadeé se jednalo o inzerce v exonu
20 a posledni dva pacienti méli mutaci R858R
v exonu 21. U ostatnich (14) pacientl byl dete-
kovan divoky typ. Mutace na genu KRAS byla
nalezena u 4 pacientl na 12 kodonu (12ARG,
12ASP). Mutace genu BRAF byla nalezena u 3



pacientl. U zadného z pacientl nebyla naleze-
na mutace EGFR a soucasné mutace genu pro
KRAS. Oproti tomu vsechny mutace genu BRAF
byly nalezeny soucasné s mutaci genu KRAS.

Zavérem lze fici, Zze Ize velice snadno sle-
dovat muta¢ni zmeény na celé signalni kaskadée
a zUstava jen otazkou pro klinické vyuZiti, zda
mohou tyto mutacni zmény ovlivnit vybér pa-
cientd pro biologickou Ié¢bu.
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Uvod: Endoskopické ultrasonograficky navi-
govana tenkojehlové aspiracni biopsie pankrea-
tu (EUS-FNA) je v soucasné dobé jiz standardnf
diagnosticky nastroj loziskovych i cystickych lézf
pankreatu. V této oblasti jde o Setrnou diagnos-
tickou metodu s minimalnim rizikem komplikacf
(riziko 0,05-0,5 %).

Material: Od roku 2007 do roku 2011 jsme
v nasi laboratofi vysetfili 501 pfipadl pankrea-
tickych [ézf, kde byl materidl ziskdn metodou
EUS-FNA . Nejvetsi ¢ast tvofily pfipady, diagnos-
ticky jednoznacné, a to zejména primarnf ade-
nokarcinom pankreatu. Mensi skupinu tvofily
diagnosticky obtizné pifpady s ojedinélou fales-
né pozitivni diagndzou. Pfedstavujeme nékolik
obtizné diagnostickych pfipadC. Dva pfipady
falesné pozitivnich vysledkd malignity, kdy se
jednalo o akutni pankreatitidu. Jeden pfipad
epiteloidniho leiomyosarkomu napodobujici-
ho adenokarcinom. Déle pfipad neuroendo-
krinniho tumoru, ktery byl diagnostikovan jako
adenokarcinom, inflamatorni myofibroblasticky
tumor cytologicky diagnostikovan jako tumor
neuroendokrinniho typu a aspirace z lymfatické

uzliny s podezfenim na metastazu melanomu,
kde se v definitivni biopsii jednalo o antrakosi-
likotické zmény.

Zavér: Metoda EUS-FNA je v posledni dobé
velmi rozsitend, setrné a oblibena diagnosticka
metoda, avsak je nutné pfipustit jeji limitace
ve srovnani s bioptickym materidlem z resekat{.
Tyto limitace jsou markantnéjsi zejména u cys-
tickych a zanétlivych 1ézi.

Benigni smiseny duktuloinsularni
tumor pankreatu

MUDr. Daniela Kurfiirstova,

MUDr. Jana Jankova,

doc. MUDr. Martin Tichy, CSc.

Ustav klinické a molekularni patologie
Lékarské fakulty University Palackého

a Fakultni nemocnice v Olomouci

Klinické udaje: 68letd Zena, kterd byla v zaff
2010 hospitalizovana v nemocnici v Pferové pro
bronchopneumonii. Zde ji bylo provedeno CT
vysetfenibricha, pfi kterém byl ndhodné zjistén
tumor téla pankreatu. Nasledovalo internia en-
dokrinni vysetfeni, které neprokézalo endokrinni
sekreci tumoru. Pacientka podstoupila resekci
kaudy a téla pankreatu spojenou se splenek-
tomif.

Makroskopicky popis: Dodano ndm by-
lo télo a kauda pankreatu velikosti 150x40x25
mm. V téle byl pfitomny ohraniceny solidni tu-
mor bilosedé barvy, tuhé konzistence velikosti
15%13%15 mm.

Mikroskopicky popis: Tumor byl histolo-
gicky ohraniceny okolni tkdnf pankreatu, solidné
alveolarné utvareny. Mezi solidnimi partiemi byly
patrné cetné tubularni struktury. LoZiskove jsou
v tumoru depozita amorfniho materidlu. Mitézy,
nekrézy, perineurdini $ffeni ¢i angioinvaze nebyly
piitomny. Imunohistochemickd analyza prokéza-
la v solidnich partiich pozitivitu synaptofyzinu,
chromograninu, CD56, negativni bylo AET-AE3,
CK7, CK8, CK19 a prolifera¢ni aktivita Ki67 byla
do 2%. Tubularnf struktury vykazovaly naopak
pozitivitu AE1-AE3, CK7, CK8, CK19, PAS, Mdller,
negativni byl synaptofyzin, chromogranin, CD56
a prolifera¢ni aktivita téchto struktur byla také
do 2%.

Diskuze: Endokrinn{ tumory pankreatu
nejsou pfilis ¢asté a tvori pfiblizné 1-2 % viech
pankreatickych neoplazii. Mohou byt hormo-
nélné aktivni (inzulinom, glukagonom, somato-
statinom, gastrinom) ¢i inaktivni. Makroskopicky
jsou vétsinou dobfe ohranicené a solitarni. Podle
jejich biologické povahy rozlisujeme benigni,
nejistého biologického chovani a dale dobre

diferencované endokrinni karcinomy, nizce di-
ferencované endokrinni karcinomy. Popisovany
n&dor svym morfologickym vzhledem iimuno-
histochemickym vysetfenim odpovida benigni-
mu smisenému tumoru, avsak tento ekvivalent
jsme v literatufe nenasdli. V cervenci 2007 byla
v Journal of Pancreas uvefejnéna kazuistika (4)
popisujici smiseny tumor téla pankreatu tvo-
feny seréznim cystadenomem a endokrinnim
tumorem, ktery byl dle autor(i do té doby po-
psan celkem v péti pfipadech. Tumor byl tvofen
solidnimi a déle cystickymi partiemi, kde byla
velikost cyst od 2 do 25 mm a vystlany byly
kubickym epitelem s obsahem glykogenu (PAS
pozitivni). Solidnf partie exprimovaly chromo-
granin. Na rozdil od tohoto tumoru v nasem
pripadé nebyly pfitomny cysty, pouze pocetné
tubuldrni struktury, které byly loZiskové mirné
dilatované. Ktéto diagndze jsme se nakonec ne-
priklonili. Nase diagnéza se opird o ¢lanek, ktery
byl publikovdn v American Journal of Surgical
Pathology v roce 2004 (5), kde autofi popisujf
studii 16 pripadl tumord pankreatu, které nazy-
vajf duktuloinsuldrni. Jejich snahou bylo prokazat,
zda tyto tubuly jsou zavzaté do endokrinniho tu-
moru, nebo jsou nddorového plvodu. Vychazeli
z Uvahy, Ze pokud jsou tyto tubuldrni formace
neoplastické, bude v nich mozné detekovat
genetické zmény vyskytujici se v nékterych
dalsich duktdlnich neoplaziich pankreatu, jako
jsou napfiklad mutace KRAS, inaktivace DPC4,
TP53 a amplifikace ERBB2. V neposledni fadé
by endokrinni bunky a tubularnf struktury mély
spole¢ny klonaIni plvod. Ani jednu z téchto
teorii se nepodafilo potvrdit a ze zavéru studie
vyplyva, Ze tubuly pfitomné v tumorech jsou
s nejveétsi pravdépodobnosti plvodnf struktury
pankreatu zavzaté do endokrinnfho tumoru.

Vysledky retestovani HER2

u karcinomii prsu riiznymi
metodami na Ustavu patologie
1.LF UK a VFN v Praze
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Ing. Daniel Tvrdik, Ph.D.
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V prvni fazi jsme v ramci studie ,Retestovani
HER2 negativnich karcinomd prsu” vysetfovali
certifikovanym kitem Ventana a metodou SISH
67 pfipadd karcinomu prsu s pfedchozim ne-
gativnim vysledkem (0, 1+) v imunohistoche-
mickém vysetrent. Pfi vySetfeni certifikovanym
kitem Ventana bylo jako pozitivni ozna¢eno



16 pfipadl (23,9%; 10 x 2+, 6 X 3+), u nichZ jsme
provedli kontrolni vysetfeni certifikovanym ki-
tem Herceptest, a to s negativnimi vysledky
(13 x 0, 3 x 14). Pfi vysetfeni metodou SISH byly
jako pozitivni oznaceny 3 pfipady (4,5 %; pomér
poctu kopif genu Her-2/neu a centromer chro-
mozomu 17 se pohyboval od 2,0 do 2,2), u nichz
jsme provedli kontrolni vy3etfeni metodou FISH,
rovnéz s negativnimi vysledky (pomeér poctu
kopif genu a centromer chromozomu se pohy-
boval od 1,4 do 1,6).

Ve druhé fazi jsme srovnavali vysledky cer-
tifikovaného kitu Ventana a certifikovaného kitu
Herceptest u 43 pfipadd karcinomu prsu zaroven
s vydetfenim metodou FISH. K neshodé doslo
u tif pfipadd (jeden pfipad byl ve Ventané po-
zitivni (24), zatimco v Herceptestu negativni (14),
u ostatnich dvou tomu bylo naopak (Ventana
0, resp. 1+, Herceptest 2+ a 2+)), pficemz FISH
neprokézala amplifikaci genu v zadném z nich
(pomér poctu kopii genu a centromer chromo-
zomu byl vzdy roven 1,00).

Nestin and collagen triple helix
repeat containing 1 in triple
negative breast cancer
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Background: We have shown that nes-
tin expression is higher in breast carcinoma
with a basal phenotype (Kolar et al., 2007) and
CTHRCI and periostin may predict bone metas-
tasis of breast cancer (Kharaishvili et al,, 2011). Our
aim therefore was to examine the simultane-
ous role of nestin and CTHRCT in breast cancer
progression.

Material and methods: Archival formalin-
fixed paraffin-embedded 173 invasive breast
cancer samples classified into WHO histotypes
and luminal, triple negative and Her2 subtypes
were immunohistochemically stained with
CTHRC1, periostin, nestin and vimentin antibod-

ies. Staining was evaluated with histoscore and
neoangiogenesis was assessed as a number of
nestin positive new vessels. Degree of inflam-
mation was evaluated on HE-stained slides. Data
was statistically processed by non-parametric
Mann-Whitney U test, Spearman correlation
coefficient and Pearson Chi-Square.

Results: Both CTHRC1 stromal (p=0.013)
and nestin epithelial expression (p=0.001) were
higher in triple negative subtype. We found
strong association between nestin expression
in cancer cells and CTHRC1 stromal expression
in advanced stage patients (=0.614; p=0.007).
Nestin expression was also associated with vi-
mentin expression in breast cancer cells (=0.491;
p<0.001). Both nestin and vimentin showed posi-
tive association with degree of inflammation, in
particular in triple negative (ro=0422; r=0.521;
both p<0.001) patients. We observed higher
nestin positivity in patients with lymph node
metastases and high periostin stromal expres-
sion (p=0.031).

Conclusions: For the first time, we report
association between CTHRCT and nestin expres-
sion in patients with advanced breast cancer.
Further investigation is needed to better clarify
their role in inflamation and breast cancer pro-
gression.

This work was supported by grants NS
9956-4, MSM 6198959216, infrastructure support
CZ.1.05/2.1.00/01.0030 and LF_2011_009.

The role of NFkappaB signaling

pathway- potential prognostic and

predictive factor in diffuse large
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DLBCL constitutes app. 30-40% of non-
Hodgkin lymphomas (Armitage et al. 1998). Few
studies used an immunohistochemical detection
for a stratification of DLBCL (Colomo et al. 2003).
Two major patterns of gene expression by gene
array technology have been proposed, (Alizadeh

et al. 2000) dividing into prognostically signifi-
cant subgroups in a Germinal centre B-cell-like
(GCB) and an Activated B-cell-like (ABC) DLBCL.
Expected 5-year over-all survival in GCB and ABC
DLBCL is app. 709%, 39% resp. (WHO 2001). First
publication discribing NFkappaB pathway is men-
tioned in 1986 (Sen et al) and comprises family
of transcription factors with an important role in
a cell proliferation, antiapoptotic function and
differentiation. NFkappaB signaling pathway is
referred to as a central mediator of an immune
response and controls the expression of many
proteins. NFkappaB signaling pathway regulates
survival of normal and malignant B-cells by con-
trolling the expression of cell death regulatory
genes (Karin et al. 2002). Constitutive activation
of NFkappaB signaling pathway may contribute
to the lymfomagenesis of DLBCL. The sorting in
GC and post-GC DLBCL group from FFPE tissue
blocks with an application of indirect immunohis-
tochemistry was carried out according the immu-
noprofile as decteted in GC and non-GC B-cells.
So-called “Hans classifier” encoprises CD10, Bclé
and MUMT1/IRF4. The GC group was signed if de-
tected positive expression of CD10 and BCL6 and
negative expression of MUM1/IRF4 and non-GC
group sorting in a vice versa manner. During the
activation of NFkappaB pathway free NFkappaB
monomers translocate to the nucleus and nu-
clear positivity is observed in particular DLBCL
groups. In our pilot file of DLBCL cases (n=76)
we evaluated expression of NFkappaB (p50, p52,
p65) in GC (n=14), non-GC (n=15) and “grey-zone”
types (n=47) with detected nuclear localization of
NFkappaB expression (n=57, 7, 15 resp.) without
clear-cut linkage to the three mentioned groups
of DLBCL. Currently extended file (n=112) is being
sorted according to our design both in conven-
tional tissue blocks and tissue microarray (TMA)
and we expect at least analogous heterogene-
ity of expression NFkappaB of evaluated cases.
Described assay is a part of “translation research”
in DLBCL which may play an important role in
sorting of DLBCL and a potential role in “tailored
therapy” in particular cases of the DLBCL disease.
Supported by MSM 6198959205 and IGA NT11103.
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Uvod: Diagndza tumoréznich 1ézf ledvin je
zaloZena prevazné na vysetieni zobrazovacimi
technikami. Pokrok diagnostickych postup(
vyrazné zménilo zavedeni CT vysetfeni, kte-
ré nejen zpresnilo diagnostickou metodiku
zobrazovacich metod, ale také zpUsobilo
dramaticky nardst incidence nadorl ledvin.
V soucasné dobé je vice nez tfetina nadort
ledvin objevena ndhodné. Pravé drobné léze
jsou diagnostickym a soucasné i terapeutickym
problémem. V [é¢bé malych nadorl ledvin
se ukdzaly jako velmi pfinosné minimalné in-
vazivni metody typu radiofrekvenc¢ni ablace
(RFA) a kryoterapie. Perkutanni biopsie v tako-
vych ptipadech je jedinou metodou k ziskani
spravné diagndzy a zvoleni terapeutického
postupu. Pouzivani této metodiky viak nenf
béZné a ma v fadach klinikd cetné odpurce.
Jejich hlavnimi argumenty pro provadéni to-
hoto odbéru jsou obavy z nddorového rozsevu,
odbérovych komplikaci, histopatologickych
pochybnosti vyustujicich ve falesné pozitivni
vysledky. Zatimco obavy z komplikaci pfi od-
béru neumi patolog ovlivnit, histopatologické
pochybnosti se snaZzime fesit. Za pouziti IHC
ev. molekuldrné genetickych vysetfeni jsme
schopni provést diagnostiku nddorovych lézi
ledvin pomérné exaktné.

Material a metodika: VV Ustavu patolo-
gie FNO jsme provedli vysetfeni needle core
biopsie u 16 pacientl a po ni nasledovala to-
taIni nebo ¢aste¢nd nefrektomie. Histologické
zpracovani core biopsie bylo ve zkrdceném
odvodnovacim rezimu, nasledovalo vysetre-
ni s barvenfim Hematoxylin-eosin, PAS a PAS
po digesci, které bylo doplnéno o imunohis-
tochemické metody s pouZitim a-methylacyl-
-CoA racemase (AMACR), cytokeratin 7 (CK7),
and CD10, CD117, MIA, vimentin, HSA, HMB45.
Stanoveni diagndzy bylo provedeno do 48
hodin. Materidl z nsledné ¢astecné nebo to-
taInf nefrektomie byl zpracovéan klasicky v 24
hodinovém odvodnovacim reZzimu. Barvenf
a imunohistochemické vysetfeni bylo prove-
deno obdobné jako u core biopsie, vysledek
byl uvolnén do 5 pracovnich dnt. Molekuldrné
genetické vysetfeni se provadf ve vybranych
pfipadech prostfednictvim fluorescen¢ni in
situ hybridizace.

Vysledky: Ze 16 needle core biopsii bylo
diagnostikovano 11 svétlobunécnych karcino-
muU, 1 chromofébni karcinom, 1 onkocytom, 1
angiomyolipom a 2 karcinomy NS. V néslednych
15 provedenych ¢astec¢nych ¢itotélnich nefrek-
tomiich korelovaly vysledky core biopsie s rese-
kdtem ve viech pfipadech, zpfesnéni diagndzy
bylo provedeno u dvou NS karcinomd, kde je-
den z nich byl typicky svétlobunécny karcinom,
druhy odpovidal karcinomu z rendlnich bunék
(dif.dg. asociace s translokaci Xp 11.2) Stanovené
skore dle Fuhrmannové se shodovalo ve vice nez
50% srovnavanych pfipadu.

Z4avér: Core biopsie nadort ledvin poskytu-
je dostate¢né mnozstvi materidlu pro bioptickou
diagnostiku a grade, s pouzitim IHC i stanovent
podtypu renélniho karcinomu. Zavedeni mo-
lekuldrné genetického vysetfen( zpfesnuje dia-
gnostiku tumoru, je vsak casove narocnéjsi.

Diskuse: Nadory ledvin jsou pravdépo-
dobné jednou z poslednich neoplazii, kde je
terapeuticky zékrok provéddén bez predcha-
zejici histologické diagndzy. Zavedeni needle
core biopsie tumorl ledvin umozriuje zpfesnit
predoperacni status. Dle literdrnich udajl je dia-
gnostickd presnost core biopsie ledvin v rozli-
seni malignich a benigni nddor 90 %. Pfesnost
biopsie ledvin pro podtyp nadorl je 80-90%,
ale pfesnost pro jaderny stupen dle hodnocenf
Fuhrmanové je pouze 50-75%. Nase vysledky
se shodujf s literdrnfmi Udaji.
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U 14letého chlapce s kréni lymfadenopatit
jsme vysetfili uzlinu histologicky, imunohis-
tochemicky, metodou prltokové cytometrie,
a déle metodou PCR a FISH. Morfologicky slo
o nenadorovou lymfadenopatii s folikuldrni
hyperplazii. Pritokovéd cytometrie prokézala
klondIni populaci (4% bunék) s expres fetézce
kappa. Tento nalez odpovidal i imunohisto-
chemické restrikci fetézce kappa v disperznich
plazmatickych bunkach germindlnich folikuld.

Metoda PCR neprokdzala klonalnf pfestavbu
imunoglobulinovych fetézcl (IGK, IGL ani IGH).
Metoda FISH na drovni mRNA rovnéz nedete-
govala restrikci kappa.

Zavér: Prikaz klonaini populace v lymfa-
tické uzliné je vzdy alarmujici, neznamena viak
vzdy malignitu a mlze se vyskytnout i v rdmci
nenddorové lymfadenopatie. Nase kazuistika
poukazuje, Ze samostatny vysledek pritokové
cytometrie mize byt zavadéjici a mél by vzdy
byt korelovan s morfologickym obrazem.

Podporeno Viyzkumnym zdmérem FN
v Motole MZOFNM2005/6704 a Vyzkumnym
zdmeérem 2. LF UK v Praze MSMO0021620813.
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Uvod: Nemalobunécny karcinom plic
(NSCLQ) je velmi zavaznym nadorovym one-
mocnénim, které byvé ve vice nez 70 % pfipadd
odhaleno v pokrocilém stadiu. Akcelerovany
rozvoj tohoto onemocnéni klade vysoké na-
roky na rychlost, pfesnost stanoveni kone¢né
diagndézy a zahdjeni vhodného Ié¢ebného po-
stupu. Lécebné moznosti zahrnuji chirurgické
odstranéni nadoru, radioterapii, chemoterapii
a v soucasné dobé také tzv. cilenou biologic-
kou lé¢bu. Cilend biologicka Ié¢ba vyzaduje
rychlou, citlivou a pfesnou identifikaci genetic-
kych zmén, které mohou predikovat tc¢innost
této cilené 1éc¢by (terapeutickou odpoved).
V soucasnosti identifikace genetickych zmén
(mutaci) v onkogenech EGFR, KRAS a ALK
asociovanych s NSCLC napomdha vybéru pa-
cientd, ktefi mohou profitovat z této cilené
biologické 1é¢by.

Material a metody: Na nasem pracovisti
provadime u pacientd s NSCLC rutinnf stanove-
ni pfitomnosti mutaci v EGFR genu. Noveé jsou
také pacienti s wt EGFR testovani na pfftomnost



prestavby ALK genu za vzniku EML4-ALK fuzniho
genu. Analyzu genetickych zmén v nadorové
DNA provéadime pomoci vhodné molekularné
biologické metody: nej¢astéji pomoci real-time
PCR (kit TheraScreen EGFR RGQ PCR kit), frag-
mentacni analyzy, pfimého sekvenovani, primer
extension analyzy (SNaPshot assay) a mutant-
-enriched PCR. DNA pro analyzu je izolovana
z bioptického materidlu (parafinové bloky) i cy-
tologickych vzorkd s ovéfenou histologickou
diagndzou. Analyza prestaveb ALK genu (2p23)
se provadi na histologickych preparatech me-
todou FISH.

Vysledky: V obdobi 11/2010 az 9/2011 bylo
analyzovano 140 vzorkl nddorovych DNA pa-
cientd s NSCLC a bylo zachyceno 8 (5,7 %) paci-
entd nesoucich aktiva¢ni mutace v EGFR genu.
Spektrum prokdzanych mutaci bylo zastoupeno
4x delecf v exonu 19, 3x mutaci L858R a 1x muta-
cf G719X v EGFR genu. V obdobf 7/2011-9/2011
bylo vysetieno 5 pacientll na pfitomnost pre-
stavby ALK genu. Tato prestavba nebyla proka-
zéna ani v jednom z pfipadd.

Diskuze: Aktiva¢ni mutace v genu pro EGFR
koreluji s odpovédi na lécbu pomoci tyrozinkina-
zovych inhibitor( — TKIs: gefitinib (Iressa) nebo
erlotinib (Tarceva). Frekvence vyskytu mutacf
v genu pro EGFR se udava mezi 5-20% v zavis-
losti na populaci. Pfestavby ALK genu za vzniku
EML4-ALK fuzniho genu u pacientd s wt EGFR
slouzf jako prediktor lécebné odpovédi pfi leché
ALK inhibitorem (Crizotinib). Pfestavby ALK genu
se vyskytuji priblizné u 5% pacientl s NSCLC.
Nase vysledky vysetreni koreluji s vyse uvedeny-
mi literdrnimi Udaji, pfi¢emz nulovy zachyt pre-
stavby ALK genu souvisi pravdépodobné s velmi
malym poc¢tem dosud vysetfenych pacientd.
Pfitomnost nékterych mutaci v EGFR genu, jako
napf. T790M, stejné tak jako pfftomnost mutaci
v K-ras genu a prestaveb ALK genu predikuje
rezistenci na lé¢bu pomoci TKIs.

Zavér: Stanoven/ mutacniho statutu nddoru
mUZe poskytnout Ucinny nastroj pro stanovent
efektivni strategie a volby lécebného postupu
u pacientd s NSCLC. V pfipadé rezistence mdze
byt predikovén alternativni zpUsob terapie.
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Uvod: Progesterdnovy receptor (PR), 98 kDa
protein, patrf k vnutrobunkovym steroidovym re-
ceptorom, do nadrodiny transkripcnych faktorov;
spolu s progesteronom hrd centralnu koordinacnu
rolu v regulovani reprodukenych udalosti spoje-
nych so zalozenim a udrzanim gravidity (ovuldcia,
vyvin Zliaz maternice a mlie¢nej Zlazy), a neuro-
behavioralneho prejavu v suvislosti s pohlavnou
vnimavostou. Jeho vysokd expresia je zdruzena
s niektorymi bunkami, napr. norméalne, hyperplas-
tické a neoplastické bunky mliecnej Zlazy, ako aj
epitelové a myometriové bunky maternice.

Ciel: Hodnotit vztah medzi morfolégiou
normélneho endometria a karcindmu endome-
tria, @ medzi stupnom expresie PR.

Metody: Archivne, vo formaline fixované
a do parafinu zaliate, ludské bioptické (po hys-
terektomii a kyretdzi) tkanivové vzorky s normal-
nym prolifera¢nym endometriom, s endometrio-
idnym stupna histologickej diferencidcie G1 a G3
a so svetlobunkovym podtypom karcindmu
endometria sme vysetrili imunohistochemic-
ky, svetelnym mikroskopom semikvantitativne,
na expresiu PR v jadrach epitelovych buniek
endometria.

Vysledky: Expresia PR bola vysokd v nor-
malnom proliferatnom endometriu, ale postup-
ne klesala so stupriom histologickej diferenciacie
endometrioidného podtypu karcindmu endo-
metria (typ | — menej aggresivny). V svetlobun-
kovom podtype karcindmu endometria (typ I
— agresfvny) expresia PR nebola pritomna.

Zaver: Vysoka expresia PR je v normal-
nom prlifera¢nom endometriu. Malignu zme-
ny endometria sprevadza pokles expresie PR.
Endometrioidny podtyp (typ I) tvori PR, zatial
¢o svetlobunkovy podtyp (typ Il) karcindm en-
dometria nie. Mnozstvo PR je nepriamo Umerné
stupnu diferenciacie endometrioidného karciné-
mu enodmetria. Hodnotenie PR imunohistoche-
micky by mohol byt relevantny faktor vyuZitelny
v biomedicinskom vyskume ako aj klinickej praxi.

Podporené grantom 2007/28-UK-05 MZ SR
JImunohistochemickd a molekulovo-genetickd
analyza karcindmu endometria.”
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Laserova skenovacia cytometria, jedna z no-
vych metdd v histopatologickej diagnostike
nadorovych chordb, ponuka viaceré moznos-
ti pouzitia pri studiu biologickych vlastnostf
nadorovych buniek a objektivnej kvantifikacii
bunkovych subpopulcil.

Objektivne stanovenie prognostickych a pre-
diktivnych markerov pri karcinéme prsnika ma
dolezitd Ulohu pre vyber vhodnej terapie a stano-
ven{progndzy. V praci sme sa zamerali na hladanie
suvislosti medzi hodnotami S-fazy, DNA indexu
a statusu estrogénovych (ER) a progesterénovych
(PR) receptorov, expresie HER2, Ki67 a p53.

Na analyzu sme pouzili 140 vzoriek karcino-
mu prsnika (113 vzoriek s invazivnym duktal-
nym karcinomom, 11 s invazivnym lobuldrnym
karcinémom, 16 s inym histologickym typom).
Vzorky na cytometrickd analyzu sme pripravili
z Cerstvo odobratého nefixovaného nadorového
tkaniva pomocou mechanickej dezintegracie.
Po fixacii sme bunky zafarbili monoklonélnou
protildtkou proti cytokeratinu konjugovanou
s FITC (CK-FITC) na odliSenie CK+ nadorovych
buniek a na farbenie jadier sme pouZili propidi-
um jodid. Status hormonélnych receptorov, Ki67,
p53 a HER2 sme stanovili imunohistochemickou
metddou na parafinovych rezoch.

V analyzovanom subore sme zistili Statis-
ticky vyznamny vztah medzi hodnotami DNA
indexu a S-fazy (p<0,05). Hodnoty S-fazy bo-
li vyssie v tumoroch s vyssim obsahom DNA.
Populdcie buniek exprimujucich hormonélne
receptory mali vyznamne nizsi DNA index
a S-fazu (p<0,05). HER2 pozitivne nadorové
bunky vykazovali vyssiu proliferaciu vyjadrenu
vys$sou hodnotou S-fazy. Nadory neexprimujuice
hormondlne receptory ani HER2 mali prevaz-
ne aneuploidny obsah DNA a vysoku hodnotu
S-fazy. Populacie nadorovych buniek so stred-
nou a vysokou hodnotou S-fazy viac exprimovali
Ki67 a p53 (p<0,05).
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Introduction: Idiopathic pulmonary fibrosis
(IPF) is a serious disease with unknown cause
where an influence of cytokine gene polymor-
phisms is presumed in the etiology and patho-
genesis. We have compared high resolution
computed tomography (HRCT) alveolar (AS)
and interstitial score (IS) and histoptahologic
score with IL-4, and IL-4RA cytokine gene poly-
morphisms in patients with IPF.

Subjects and methods: Fourty six IPF pa-
tients, mean age 65,7 (range 36-85), 27 women
and 19 men were all Caucasians from the Czech
Republic. IPF was diagnosed according to ATS ERS
Statement. All but three patients had evaluable
HRCT investigation. Fourteen patients had surgical
lung biopsy. The HRCT results were evaluated by
an experienced viewer using the IS and AS scales,
which were based on the IPF HRCT description
system from Gay et al. The histopathological eval-
uation of lung tissue specimens was performed
by experienced histopathologist using these pa-
rameters: myofibroblast foci (MFF), inflammation,
eosinophils, granulomas and Ashcroft criteria for
grading afibrosis. The Il-4 and IL-4 RA gene poly-
morphisms were characterized utilizing a PCR with
sequence-specific primers method.

Results: HRCT AS were higher in carriers
of Il-4 haplotypes 1 TTC and TTT IL-4 (-1098)
(-590) (-33) (p=0.0423). Ashcroft score tended
to be more pronounced in IPF patients with
IL.-4 haplotype 2 (-1098) (-590) (-33) GCC and
MFF were more frequent in TCC carriers. [L-4 RA
+1902 allele G and IL-4 -590 allele T were more
frequent in patients with higher HRCT AS. No
correlation was observed between HRCT and
histoptahological score.

Conclusions: We assume from our data
that the polymorphisms of IL-4 and IL-4RA
genes (genes of cytokines with regulatory ac-
tivity) might influence the phenotype of IPF as
shown by measurable changes in HRCT and

histopathological investigations. The correlation
of functionally relevant alleles and haplotypes
of promotor region of IL-4 (especially allele T in
loci -33 and -590) with AS could mean that ac-
tive changes, i.e. new alveolar lesions with initial
fibrosis, is more prominent in these individuals.
The correlation with histopathological score is
less clear, it could be caused by evaluation of
single (or few) samples of lung tissue from one or
two places, which might not be representative
for the whole lung fibrotic proces. The results
could be also be influenced by relatively small
sample of patients with surgical lung biopsies.

The study was supported by grant
IGA MZCR NR- 9131 and NS10423-3/2009.
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The aim of this study was to perform a de-
tailed cytogenetic and molecular genetic analy-
sis of HGG-02 cell line derived from tumor of
14.5-year-old boy with glioblastoma multiforme
who showed an atypical long-term survival after
surgery and radio/chemotherapy — 45 months
till now (1). Formalin-fixed, paraffin embedded
tumor tissue and the corresponding HGG-02 cell
line derived from this tumor were analyzed using

G-banding, fluorescence in situ hybridization
(FISH), immunohistochemistry (IHC), and immu-
nocytochemistry (ICC). Using FISH, we identified
a very unusual genetic change - a loss of EGFR
gene copy in both the tumor tissue and the
HGG-02 cell line. In accordance with the cytoge-
netic findings, IHC and ICC did not demonstrate
overexpression of EGFR in the tumor tissue or
HGG-02 cells. Lower EGFR expression level was
also identified in HGG-02 cell line using RT-PCR
and immunoblotting, if compared with GM7
glioblastoma cell line with normal EGFR gene
copy number (2). To understand cancer regula-
tory pathways that contribute to HGG-02 tumor
phenotype, expression profiling and antibody
arrays were applied. HGG-02 expression profile
revealed upregulation of 126 genes (regulating
cell cycle, apoptosis and signaling pathways
induced by growth factors) and downregulation
of 10 genes (proteins organizing or interacting
with extracellular matrix) in comparison with
GM7 cells. Furthermore, we identified upregu-
lated signaling through ErbB2, ErbB3, HGFR,
MSPR and neurotrophic tyrosine kinase receptor
family in HGG-02 cells, as well as reduced phos-
phorylation in EGFR, Axl and insulin receptor. To
conclude, obtained data suggests candidate
signal pathways that may play role in acquisition
of unusually favorable phenotype of this tumor.

This work was supported by grants /.
MSM0021622415, IGA MZCR NR/9125-4 2006,
GACR 204/08/H054.
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lécba tyrozinkinazovymi inhibitory blokujici-
mi aktivaci kaskady receptoru epidermalniho
rGstového faktoru (EGFR). Erlotinib a gefitinib
jsou EGFR tyrozinkindzové inhibitory (EGFR-TKI)
uzivané k 1écbé pokrocilého NSCLC. Celosvétove
probihd intenzivni vyzkum zaméfeny na hledanf
prediktord Uc¢innosti biologicky cilené lécby.
Dobfe zndma je zejména uloha mutaci EGFR
a KRAS.

Cile: Autofi vybrali soubor pacient( s rela-
tivné dlouhym ¢asem do progrese (progression
free survival, PFS) pfiléc¢bé EGFR-TKI a tento sou-
bor blize analyzujf.

Metodika: Soubor ma celkem 493 pa-
cientl s pokrocilym NSCLC, [é¢enych EGFR-
TKI 334 muz0 a 159 Zen. 237 pacientd s ade-
nokarcinomem, 196 s epidermoidnim karci-
nomem, 55 s dediferencovanym karcinomem
a 5 s BAC, 349 kurakud, 94 nekurdkd a u 50
pacientd nebylo mozno udaj dohledat, 50
pacientl s mutaci EGFR, 51 s mutaci KRAS.
Z vychoziho souboru byla vybréna skupina
pacientl s PFS 180 dnf a vice pfilécbé EGFR-
TKI, a ta byla blize analyzovana. Statistické
srovnani bylo provedeno pomoci Fischerova
a x2 testu.

Vysledky: Z pdvodniho souboru 493 pa-
cientd bylo u 106 (21,5%) dosazeno PFS 180
dnf a vice. V této skupiné bylo 68 muzd a 38
Zen, 75 kutdkd, 26 nekurdk a u 5 pacient(
nebylo mozZné Udaj dohledat, 56 pacientl
s adenokarcinomem, 37 s epidermoidnim
karcinomem, 11 s dediferencovanym karci-
nomem a 2 s BAC. U 27 pacientl byla proka-
zdna mutace EGFR, u 8 byla prokdzana mutace
KRAS, u 62 bylo vysetfeni na mutace EGFR
a KRAS negativni a 9 nebylo vysetfeno. U 12
pacientl byla prokazéna amplifikace EGFR, 26
pacientl bylo vysetfeni na amplifikace EGFR
negativni a 68 pacientd nebylo vysetfeno. Vliv
pritomnosti mutace EGFR na PFS byl statistic-
ky signifikantnf (p=0,002). Vliv mutace KRAS
(p=0,212), pohlavi (p=0,426), kufactvi (0,352)
a histologického typu (0,601) na PFS nebyly
statisticky signifikantnf.

Zavér: Provedend analyza potvrdila pozi-
tivni prediktivni potencidl mutaci EGFR a nepo-
tvrdila negativni prediktivni potenciadl mutace
KRAS na efekt lé¢by EGFR-TKI. Mezi pacienty
s PFS 180 a vice dnt bylo 58,6 % pacientd,
u kterych nebyla prokdzana pfitomnost mutace
EGFR a presto tito pacienti z [é¢by dobre profi-
tovali. Nepfitomnost aktiva¢nich mutaci EGFR
ani pfitomnost mutace KRAS nelze povazovat
za kriteria vylucujici lé¢bu EGFR-TKI u pacientl
s pokrocilym NSCLC.
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Retinoids are known to be effective
inducersof cell differentiation both in vivo and
in vitro. This feature predetermines them for the
use in recent antitumor therapy. In our study,
we investigate possibilities of enhancement of
the ATRA-induced differentiation by combined
treatment with inhibitors of lipoxygenases (LOX)
or cyclooxygenases (COX). Two neuroblastoma
cell lines, SK-N-BE(2) and SH-SY5Y, and two me-
dulloblastoma cell lines, Daoy and D283 were
used in this study. For combined treatment,
caffeic acid was chosen as an inhibitor of 5-LOX
and celecoxib as an inhibitor of COX-2. Possible
molecular mechanisms of this combined treat-
ment were examined by expression profiling
using Human Cancer Oligo GEArray (Superarray,
SABiosciences). In selected candidate genes
(CDKNTA, GDF15, HLA-C, HMGAT, TIMP1), results
from expression profiling were confirmed by
RT-PCR. These analyses showed a concentration-
dependent increase in gene expression of genes
known to be involved in the process of retinoid-
induced differentiation such as GDF15, genes
involved in cytoskeleton rearrangements etc.
In both medulloblastoma cell lines increased
expression of proapoptotic gene TAp73 was
detected by RT-PCR after combined treatment.

In general, our results also indicated lower
sensitivity of medulloblastoma cell lines to this
combined treatment. To conclude, obtained
data support our initial hypothesis that ATRA-

induced cell differentiation may be enhanced
by the combined application with LOX/COX
inhibitors.

This study was supported by grants
IGA NR9341-3/2007, GACR 204/08/H054,
VZ MSM 0021622415 and IGA MZCR NS10218-3/2009.
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Uvod: Intermediarni filamentum nestin je po-
vazovéano za marker kmenovych/progenitorovych
bunék v rdznych tkanich. Exprese nestinu byla
také popséna v rdznych typech solidnich nadord.
Ve tkani duktalniho adenokarcinomu pankreatu se
predpoklada role nestinu v procesu bunécné mig-
race, invazivnosti a metastazovani a nestin je zva-
Zovan jako ter¢ pro pifpadnou biologickou lé¢bu.

Metodika: Exprese nestinu byla imunohis-
tochemicky vysetfena na souboru 117 reseka-
bilnich duktélnich adenokarcinomd pankreatu,
byla analyzovana a korelovana s vybranymi
klinicko-patologickymi parametry véetné pe-
rineurdiniho $ifeni. Soucasné byla provedena
analyza exprese nestinu v nervovych vidknech
tkanf chronické pankreatitidy.

Vysledky: Z vysetfenych 117 duktélnich
adenokarcinom pankreatu bylo 79 nestin ne-
gativnich (67,5 %) a 38 nestin pozitivnich (32,5 %).
Statisticky signifikantni korelaci mezi expresf
nestinu a vybranymi klinicko-patologickymi
parametry jsme neprokdzali. Stupen diferenci-
ace tumoru (p<0,001) a postizen lymfatickych
uzlin (p=0,009) potvrdily svoji roli nezavislych
prognostickych faktord. PerineurdInf sifenf bylo
zaznamenano celkem u 94 duktalnich adenokar-
cinom pankreatu (80,3 %), statisticky signifikant-
ni korelaci s expresi nestinu jsme neprokazali.
Exprese nestinu byla prokadzana v nervovych
vldknech ve tkani duktalniho adenokarcinomu
pankreatu i chronické pankreatitidy.



Zavér: Nase studie potvrdila Uzky vztah
nestinu a biologického procesu tumorigeneze
duktdlnfho adenokarcinomu pankreatu. Vyznam
exprese nestinu jako potencidlniho prognos-
tického markeru prokdzan nebyl na rozdil
od vyznamu sledovanych konvencnich pro-
gnostickych faktord. Souc¢asné nebyla prokéaza-
na signifikantni korelace mezi expresi nestinu
v nddorovych burikdch a perineurdinim sffenim
karcinomu. Exprese nestinu, jenz byla proka-
zana v nervovych vldknech tkénf duktalniho
adenokarcinomu pankreatu i chronické pankre-
atitidy, zda se, reflektuje proces tzv. neurdlniho
remodelingu zodpovédného za pankreatickou
neuropatii.
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Interaction of nine forms of human hepatic
cytochromes P450 (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2ET, and
CYP3A4) with four oxaliplatin and two transpla-
tin derivatives was studied using pooled human
microsomes. The most important inhibition is
that of CYP3A4 form observed for all oxaliplatin-
derived complexes. CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
CYP2C19 activities were also inhibited at least
by one of four oxaliplatin complexes at concen-
trations reaching 100 pmol.I-1. Non-significant
inhibition was shown for CYP2C8 indicating low
probability of interactions with, for example,
warfarin. To determine the clinical significance,
concentrations of the oxaliplatin derivatives co-

rresponding to maximal oxaliplatin plasma levels
were also tested. At these concentrations of inhi-
bitors, a decrease to 40 % of control activity was
seen for CYP3A4. This finding could negatively in-
fluence the future application of the tested com-
plexes in antitumor therapy. In the case of the
transplatin derivatives, an important decrease
of enzymatic activity for CYP2D6, CYP2C9, and
CYP2C19 (to 30-10% of control) was found.
For inhibitor concentration reaching maximal
oxaliplatin plasma level, inhibition of CYP2C9
and CYP2D6 was detected but the decrease
corresponds only to 70-80% of control which
is clinically not relevant.

This work was supported by the Czech

Science Foundation (Grant P208/10/P466).
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Cholestanové derivaty jsou novou skupi-
nou latek, jejichz mechanizmus pUsobeni nenf
na molekularni drovni kompletné prozkouman.
Jednd se o analoga polyhydroxylovych derivat(
sterolu pfedstavujicich jeden z typl regulator(
rGstu rostlin. Nékteré syntetizované derivaty
cholestanu testované in vitro vynikaly také vy-
raznou cytotoxickou aktivitou na savci bunky.
Na zékladé strukturdlnich motivl téchto latek
se da predpokladat, ze jednim z moznych vy-
svétlenf silnych cytotoxickych ucinkd by mohla

byt vazba na receptory pro steroidni hormony.
Prace je zaméfena na studium efektu vybranych
derivatl cholestanu u hormonalné senzitivnich
a hormonalné nesenzitivnich bunécnych linif
odvozenych od karcinomu prsu. Cilem této
studie je zjistit vliv vybranych derivatd na proli-
feraci bunék, bunécny cyklus, genovou expresi
a indukci apoptdzy u bunécnych linif odvoze-
nych od karcinomu prsu a zjistit pffpadné rozdily
mezi expresi klicovych protein( u hormonalné
citlivych a hormonalné necitlivych bunék, kte-
ré by napomohly lépe pochopit mechanizmy
nadorové progrese a perspektivné vést k vyvoji
ucinnejsi terapie.

Na zakladé MTT testu byl u mammadrnich
hormonalné senzitivnich (MCF-7) a hormonal-
né nesenzitivnich (MDA-MB-468) nadorovych
bunécnych linif sledovan Ucinek studovanych
derivatl KAR6299 a 1966 na bunécnou viabilitu
a proliferaci po dobu 24,48 h a byla ur¢ena kon-
centrace IC50. Oba typy latek inhibovaly bunéc-
nou viabilitu u obou nddorovych bunéénych linii.
Pro dal3f experimenty byly pouZity koncentrace
latek 5, 15, 30 a 40 umol/I (24 a 48 h). Pomocf
prdtokové cytometrie byly sledovany zmény dis-
tribuce bunék v rdmci bunécného cyklu po ovliv-
néni bunék testovanymi derivaty. U bunék MCF-7
byla zjisténa blokada bunék v G1 fazi bunécného
cyklu po ovlivnénf latkou KAR 6299 za soucas-
ného snizeni zastoupeni bunék ve zbyvajicich
fazich cyklu. U bunék MDA-MB-468 nebyly za-
znamenany vyraznéjsi zmeény. Pomoci pritokové
cytometrie byla také provedena analyza malych
jadernych ¢astic, subGl frakce bunécného cykluy,
které jsou spojovany s apoptézou bunék. Oba ty-
py studovanych latek zvysovaly procento ve frak-
ci subG1 bunék, picemz u bunék MCF-7 byl efekt
latky 1966 nejvyraznéjsi. Western blot analyza
prokdzala, ze testované derivaty vedou u sle-
dovanych bunécnych linii ke zméndm exprese
nékterych proteint uplatriujicich se pfi regulaci
bunécného cyklu a apoptdzy. U bunécné linie
MCF-7 citlivé na estrogeny byly pomoci imu-
nofluorescencni detekce a Western blot analyzy
zjistény zmény lokalizace androgenového recep-
toru (AR) a estrogenového receptoru (ER-q, -f3)
doprovazené poklesem exprese téchto proteind
nejvyraznéji po 48 h plsobenitestovanych latek
v koncentraci 30 a 40 uM.

Zjistili jsme, Ze cholestanové derivaty majf
schopnost inhibovat bunécnou proliferaci a vy-
volat zmény bunécného cyklu i hladin nékterych
proteint regulujicich bunécny cyklus. Ziskané
vysledky by mohly pfispét k blizsi specifikaci
Ucinku studovanych ldtek na hormonalné citlivé
a necitlivé lidské nadorové linie a pfipadné prinést



vysvétleni odlisné terapeutické odpovedi nadorl
s rozdilnou histogenezi a hormonalni responzibi-
litou. Nelze vyloucit pffpadné vyuZiti téchto de-
rivatd jako potencidlnich protinddorovych Iéciv.

Tato prdce je financovdna za pfispéni granti
MSM 6198959216, IGA MZ CRNT11060 a GACR
303/09/H048 .
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Dobfre diferencované neuroendokrin-
ni karcinomy (WDNEC) se vétSinou objevuijf
v gastrointestindlnim nebo dychacim traktu,
kde se odvozuji z neuroendokrinnich bunék,
které jsou umistény ve sliznicich. Ve vzacnych
pfipadech vznikaji primdrné v jatrech a ledvi-
nach. V téchto pfipadech je vsak vzdy nutné
na prvnim misté vyloucit moznost metasta-
zovani téchto néddorl do vyse uvedenych or-
gand. To nebyvé v fadé pfipadl snadné i pfi
vyuziti nejnoveéjsich diagnostickych metod
jako je napft. MIn- octreoscanova scintigrafie.
Jednoznacné muze k tomuto problému pfispét
pitva pacienta.

V tomto sdélenf uvadime dva pfipady.

V prvnim pripadé slo o 72letého muze s pri-
marnim WDNEC jater, ktery byl nakonec potvr-
zeny pitevnim nalezem. Klinickym vysetfenim
a MIn- octreoscanovou scintigrafii byla zjisténa
sekundarni nddorové loZiska v obratlech, pan-
vi, dlouhych kostech a v lebce. PFi pitveé bylo
zjisténo, ze jatra jsou vyrazné multinoduldrné
infiltrovédna nadorem, jehoz histologicka struk-
tura vytvarela aciny na periferii s palisddovitym
usporadam. Tato loziska stfedné velkych bunék
plynule pfechdzela do malych hyperchromnich

n&dorovych elementl. Imunohistologie odpo-
vidala WDNEC. Nador exprimoval ndsledujicf
markery: chromogranin A, synaptofyzin, CD56,
NSE, Ki-67 v Usecich nejvyssi aktivity asi 59%/10
HPF. V tomto pfipadé byl velmi podrobné vy-
Setfen gastrointestinalni trakt véetné pankre-
atu, avsak s negativnim vysledkem. Autofi se
domnivaji, Ze nador vychazel z roztrousenych
neuroendokrinnich bunék intrahepatickych
Zlu¢ovych cest.

V druhém pfipadé slo o 36letého muze,
u kterého byl zjistén cysticky WDNEC pravé
ledviny. Nador byl velikosti 8 x 8 x 7 cm a skla-
dal se z velké nddorové cysty o priméru 6
cm, ke které pfiléhaly solidni bélavé nddorové
uzly, které se vyklenovaly nad povrch ledviny.
Histologicky obraz ukazal, Ze nddor mé trabe-
kuldrnf uspofadéni s tendenci tvorby adenoid-
nich az cystickych struktur. Imunohistologicky
nador exprimoval nasledujici markery: chro-
mogranin A, synaptofyzin, CD 56 fokalng,
vimentin, glukagon fokdIné, pankreaticky
polypeptid (PP) fokalné, cytokeratiny (AE1-
AE3) fokélnég; Ki-67 bylo pozitivni u 1-2 %/ HPF.
Protilatky proti serotoninu, kalcitoninu a soma-
tostatinu s nadorovymi bunkami nereagovaly.
V elektronové-mikroskopickém vysetfeni byla
pfitomna neurosekre¢ni granula velikosti 150
nm. Mitotickd aktivita byla velmi mald, méné
nez 1 mitéza/10 HPF. Po nefrektomii asi za tfi
meésice byly zjistény zvétsené lymfatické uzliny
retrokavalné, v histologickém obraze s me-
tastazami WDNEC. Ctyfi roky po nefrektomii
u pacienta nebyla zjisténa progrese nadoru
a pacient se citi dobfe. 111In- octeroscanova
scintigrafie neukézala zadna dalsi nddorova
loZiska.

Neuroendokrinni bunky nebyly v normaini
histologii ledviny prokézany, a proto je histoge-
neza priméarniho neuroendokrinniho nadoru
ledviny nejista.
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The authors present histopathological chan-
gesin the ends of 96 harvested vein grafts prior
to theirimplantation into the coronary bed. They
compared acute changes with a focus on the
endothelium when two harvesting techniques

were used, the traditional long incision over the
entire course of the great saphenous vein and
endoscopic harvesting.

The biopsy material, the vein wall from the
proximal and distal ends of the graft, was pro-
cessed using the parafin technique with ba-
sic staining and immunohistochemistry assay.
Endothelial damage corresponded to desqua-
mation, granulocyte formation with the presen-
ce of fibrin, partly with formation of tiny defects
with bleeding and leukostasis in capillaries of
the vasa vasorum. Assessment of the changes
was contributed to by immunohistochemistry
assay using Factor VIII, CD34, HSA and Laminin
antibodies and by Trichrome and VG chemical
stains. Chronic changes could be added to the
picture of phlebosclerosis.

In 38 cases of the 96 grafts, i.e. 40%, acute
changes included microscopic endothelial da-
mage. Of those, changes in the endothelium
were associated with traditional open harvesting
in 14 cases and with endoscopic harvesting in
24 cases.
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Nadory stitné zIdzy jsou malignitami en-
dokrinniho plvodu se stoupajici incidenci.
Vznik a rlst téchto nddord zahrnuje genetické
a epigenetické zmény, ze kterych jsou nejdd-
lezit&jsi mutace, aktivujici signalni drahy MAPK
a PI3K-AKT. Mezi ¢asté mutace patfi chromozo-
malnf pfestavby RET/PTC a PAX8/PPARYy, bo-
dové mutace v genech RAS a bodové mutace
v genu BRAF. Etiologicky jsou chromozomdlini
prestavby asociovany s expozici radioaktivnimu
zafen(, zatimco bodové mutace jsou asociova-
ny s chemickymi mutageny, mezi kterymi mdze
figurovat i nadbytek jodu ve vyzivé.



Detekce mutaci (pfevazné detekce mutace
V600E genu BRAF) v soucasné dobé aspiruje
na pozici diagnostického a prognostického mar-
keru nadoru stitné zlazy, prestoze dostate¢né
presné Udaje o roli BRAF v iniciaci a progresi
nadoru nejsou zatim dostupné.

V tomto projektu jsme retrospektivne sle-
dovali BRAF mutacni status u ¢eského soubo-
ru pacientd s nadorem $titné zlazy (n>100).
Pacienty jsme rozdélili dle velikosti nadoru,
papilarniho/folikuldrniho statusu a pfitom-
nosti vice fokust. Z parafinového blocku jsme
provedli mikrotomovy fez, z n&j izolovali DNA
a stanovili pfitomnost mutace BRAF Val600Glu
dvoubarevnym genotypizacnim systémem
na bazi gPCR TagMan. U multifokalnich nador(
s prokdzanou pfitomnosti BRAF mutace jsme
po zachytné laserové mikrodisekci provedli
genotypizaci BRAF i pro jednotlivé fokusy.

Prezentujeme a diskutujeme priikaz mutace
BRAF Val600Glu v multifokélnich i monofokal-
nich nddorech stitné zlazy nasich pacientd.

Projekt byl ¢dstecné financovdn z grantt
CZ.1.05/2.1.00/01.0030, MPO TIP FR TIT 525,
MSM6198959216.
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Hodgkindv lymfom (HL) je méné casté
nadorové onemocnéni lymfatického systému
postihujici zejména mladé pacienty. Pfiznakem
tohoto onemocnéni pak jsou zvétsené lymfatické
uzliny (1). Pfestoze je kurabilita u tohoto onemoc-
néni vysokd (az 90%) (2), mGzeme diky vcasné

diagnostice zahdjit strategii lé¢enf dfive a dobu
terapie zkratit. V poslednich letech je studovéana

zvysend exprese nizkomolekuldrniho proteinu
metalothioneinu (MT). Pfedpoklada se, Ze kon-
centrace MT souvisf s koncentraci tézkych kovd,
xenobiotik ¢i é¢iv. Mnohé studie viak poukazuij
na obsah hladiny MT v souvislosti s onkologickymi
onemocnénimi (3-5). V nasi studii jsme sledovali
devét pacientd s onemocnénim HL ve veéku od 2
do 12 let. V krevnim séru téchto pacientd byla
sledovéna hladina MT. Kontrolni skupinu tvofilo
devét jedincl stejného vékového slozeni, bez
onkologického onemocnéni a bez uzivani léciv.
Zjistili jsme, ze hladiny metalothioneinu
v krevnim séru pacientt s HL byla jeho priimér-
na hladina 1,90+0.50 uM. U skupiny kontrolnf{ byl
obsah tohoto proteinu v prdméru 0,78+0.20 M.
U pacientl s nddorovym onemocnénim byla tedy
hladina MT vice jak dvojndsobna (nardst o 246 %).

Podeékovdni: Tato studie byla podporena
granty IGA MZ 10200-3 a NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068.
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Je dobfe zndmo, Ze chemoterapeuticka é¢-
ba platinovymi cytostatiky vytvafi u pacientl pfi
|é¢bé rakoviny reaktivni formy kysliku (ROS) (1).
Neddvné studie prokézaly, ze zpUsob bunécné
smrti zavisi ve velké mife pravé na zdvaznosti
oxida¢niho poskozen( (2).

V nasi praci jsme se zabyvali pfezkoumanim
vlivu protinddorovych Iéciv cisplatiny, carbo-
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platiny a oxaliplatiny (v koncentracich 0; 10; 30;
50; 80; 100; 150; 180; 200; 250 umol I-1) na Zivot-
nost bunék vlivem toxického ucinku téchto léciv
na DNA. K experimentu byly pouzity bunéc¢né
linie odvozené z nddord prostaty PG3, PNT1A
a 22RV1. Zivotnost bunék byla sledovana po-
moci MTT testu, oxidacni zatéZ pomoci antioxi-
dacnf aktivity, pomoci metod DMPD, blue CRO5
a Free Radical. MTT testy a testy antioxidacni
aktivity byly mezi sebou matematicky vyhod-
noceny, byl odvozen vztah mezi mnozstvim
[éCiva a oxidacnim poskozenim bunék. Nasim
cilem bylo u sledovanych Ié¢iv urcit IC50 a zjis-
tit, jakou mirou oxida¢niho stresu jsou bunky
v této koncentraci stresovany, coz bylo vyjadre-
no pomoci antioxidacni aktivity. S postupneé se
zvysujici koncentraci platinovych Ié¢iv viabilita
bunék klesala. Pomoci linedrni regrese byla vy-
pocitdna inhibi¢ni koncentrace pro jednotlivé
bunécné linie.

Bunécna linie 22RV1 byla nejcitlivéjsi na oxa-
liplatinu s hodnotou 1C50 49,90 umol I-1. Po kulti-
vaci s carboplatinou vykazovala nejvétsi citlivost
bunécna linie PNTTA, hodnota IC50 byla 101,20
umol I-1. Na cisplatinu byla nejsenzitivnejsi bu-
nécna linie 22RV1 s hodnotou IC50 23,80 umol I-1.

Z méfeni antioxidacni aktivity bylo zjisténo,
Ze umeérneé klesd se zvysujicimi se ddvkami apli-
kovanych cytostatickych Iéciv. Byly nalezeny
matematické zavislosti mezi jednotlivymi me-
todami antioxidacni aktivity a mezi Zivotnosti
bunék. Nejvyssich korela¢nich koeficientd bylo
dosazeno mezi metodou ,Free radicals” a bu-
nécnou linif PC3 s pfidavkem cisplatiny (?=0,934)
a oxaliplatiny (r=0,922). Korela¢ni koeficienty
metody blue CRO5 byly se sledovanymi linie-
mi velmi nizké (cisplatina r*=0,219, oxaliplatina
r’=0,157, carboplatina r’=0,198).

Ze ziskanych vysledkl mtzeme urit, jakou
mérou protinddorova Iéciva prispivaji k oxidac-
nimu poskozenf a apoptdze bunék. Dalsi vyzkum
bude sméfovan na diskuzi o potencidlnich me-
chanizmech, které mohou apoptotické drahy
regulovat.

Prdce vznikla za podpory grantt GA CR
301/09/P436 RECAMPT GA AV IAA401990701,
NANIMEL GA CR 102/08/1546 a IGA MZ 10200-3.
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V soucasné dobé existuje fada markerd
pro diganostiku a sledovani prognézy u kar-
cinomu prostaty jako gen p53, HER2, RAS
onkogen. Nejspolehlivéjsi a doposud nejpo-
uzfvanéjsi metodou vsak stéle zUstava detekce
prostatického specifického antigenu (PSA) (1,
2). Prestoze incidence tohoto onemocnéni
v Ceské republice stoupd, mortalita, diky dia-
gnostice, klesa (3). Avsak ¢asnéjsi diagnostika
tohoto naddorového onemocnéni mize spo-
¢fvat na dalsich biochemickych markerech.
Je zndmo, Ze (y-glutamylcysteinylglycin) je
hlavni antioxidant v lidskych burikach, v or-
ganizmu prevazuje jeho redukovand forma
(GSH). Bunky se pfed oxidacnim stresem chra-
ni neenzymatickym odstranénim volnych ra-
dikalt za vzniku oxidované formy glutathionu
(GSSQ). Stanoveni GSH a poméru GSH/GSSG
Ize tedy vyuzit jako markeru oxidac¢niho stresu.
Specificky protein metalothionein je v mnoha
studiich (4, 5) oznacovan za univerzalni po-
tencialni marker onkologickych onemocnéni
a byl vyuzit i v nasem experimentu.

V nasi studii jsme se zaméfili na stanovent
GSH, GSSG a jejich poméru a na sledovéani hla-
diny metalothioneinu v krvi u pacient s karci-
nomem prostaty. Ziskané vysledky byly mate-
maticky vztazeny k hodnotam PSA.

Analyzy byly provadény u 35 pacientl
s karcinomem prostaty ve veku od 54 do 79
let s primérem 66 let a u 8 zdravych jedincd,
kteff tvofili kontrolni skupinu. Hladina PSA se
u pacientl pohybovala v rozmezi od 1,4 do 6,4
ng ml-1 s prdmérem 2,4 ng ml-1, GSH/GSSG
od 0,6 do 6,7 s primérem 4,3 a obsah meta-
lothioneinu se pohyboval od 0,97 do 2,42 uM
s prameérem 191. U skupiny kontrolni se hodno-
ty PSA pohybovaly od 0,06 do 0,14 s primérem
0,11 ng ml-1, GSH/GSSG od 7,8 do 13,8 s prameé-
rem 9,4 a obsah metalothioneinu se pohyboval
od 0,51 do 1,04 uM s prdmeérem 0,82.

Nasim cilem bylo zjistit, zda-li pomér glu-
tathionl a obsah metalothioneinu u skupiny
onkologickych pacientd je ve vzajemném
vztahu s obsahem PSA. Toto bylo vyjadieno
pomoci korela¢nich koeficient(, korelace mezi
PSA a GSH/GSSG dosahovala hodnoty r’=0,378,
hodnota mezi PSA a obsahem metalothioneinu
byla ’=0,589. Korela¢ni koeficienty nepoukdza-
ly na pfimou zavislost mezi jednotlivymi mar-
kery. Byly vsak zaznamendény velké rozdily mezi
hodnotami pomeéru GSH a GSSG, které byly
vyrazné (v prdmeéru o 119%) vyssi u kontrolni
skupiny nez u skupiny pacientd s nadory pro-
staty. Také rozdily v hodnotach obsahu metalo-
thioneinu mezi skupinou kontrolni a skupinou
pacientl byly velmi vyrazné, u pacientl bylo
hodnoty v priiméru vyssi o0 229 % nez u skupiny
kontrolnt.

Tato prdce byla podporena projekty IGA MZ
10200-3, MAGEN NIF 2011, NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068 a IGA MENDELU 1/2011.
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Nejdiskutovanéjsi otdzkou pfilé¢bé nddoro-
vych onemocnénfje toxicita podavanych léciv (1,
2). Oxidacni stres, jako reakce na protinddorova lé-
¢iva, neni doposud uspokojivé prozkoumdan a pfi-
mé méfeni reaktivnich kyslikovych radikéld nebo
marker( oxida¢niho stresu je v klinické mediciné
stéle obtizné, pfipadné vyzaduje velmindrocnou
laboratornf instrumentaci. Snahou je pochopit
nejprve procesy na urovni jednotlivych bunék
v izolovaném/neutrdlnim prostredi za definova-
nych podminek a bez plsobeni vnéjsich vliva.

V nadf praci byl sledovan oxidacni status
na modelovych nadorovych bunécnych lini-
fch odvozenych z nddord prostaty (PG3, PNT1A
a 22RV1). Bunécné linie byly kultivovany s pro-
tinddorovymi lé¢ivy karboplatinou, cisplatinou,
oxaliplatinou v koncentracich 0; 10; 30; 50; 80;
100; 150; 180; 200 a 250 umol I-1 a lécivy doxo-
robicinem a elipticinem v koncentracich 0; 0,5;1;
1,5; 2; 4, 6,10; 12; 15 umol I-1.

Cilem naseho experimentu bylo stanovenf
miry oxidac¢niho stresu u nadorovych bunék
a u bunék s pfidavkem cytostatického léciva.
Mira tohoto stresu byla stanovena pomoci an-
tioxidacni aktivity, jeZ byla sledovéna pomoci tif
principidlné rozdilnych fotometrickych metod:
FRAP, DPPH a ABTS. Metody jsou zaloZeny na re-
akci sledované molekuly s volnymi radikaly, kdy
se méri absorbance vzniklého komplexu, které se
prepocitd na ekvivalentni mnozstvf antioxidantu
Trolox (TE). Cim tedy byla v burice nizéf antioxida¢-
ni aktivita, tim byla hodnota ekvivalentu Troloxu
nizsi a v bunécnych lyzatech se nachdazelo vice
volnych radikald podporujicich oxidacni stres.

Stanovenim oxida¢nich zmén v burikdch
tioxidacni aktivita u bunécné linie 22RV1 pfi
koncentraci karboplatiny 100 pmol I-1 a to 0,06
mg I-1 (TE). U bunécné linie PNT1A byla nejnizsi
antioxida¢nf aktivita 0,35 mg I-1 (TE) po vystave-
ni bunék cisplatiné o koncentraci 100 pumol I-1.

Nejvyznamnéjsi vysledky mdzeme shrnout
do téchto bodu:

(i) po kultivaci bunécnych linii s pfidavkem
cytostatik dochdzi ke snizovani jejich
antioxida¢niho stavu;

(i) vSechny bunécné linie (PG3,22RV1 i PNT1A)
jsou citlivéjsi na doxorubicin nez na plati-
nové derivaty;

(iii) nejnizsi antioxidacni aktivita (@Z 10 krat niZsi)
byla zjisténa po podani |éciv karboplatiny
a cisplatiny.

Prdce vznikla za podpory grant( CYTORES
GA CR P301/10/0356 Liga proti rakoviné Praha,
RECAMPT GA AV IAA401990701 a IGA MZ 10200-3.
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Brassica je rod fadu rostlin kfizatych
(Cruciferae), do kterého spadé naptiklad hlav-
kové zeli, ¢inské zeli, kapusta, kvétak ¢i brokoli-
ce. Dikazy o chemoprotektivnim efektu téchto
rostlin potvrzuiji epidemiologickeé studie z celého
sveta, ve kterych byl potvrzen pozitivni vztah
mezi konzumaci tohoto druhu zeleniny a snize-
nym rizikem nadorovych onemocnéni rdznych
lokalizaci v€etné tlustého stfeva a konecniku.
Predpokladdme, ze polymorfizmy v biotransfor-
macnich enzymech druhé faze — gluthathion-
-S-transferdzach (GSTA1, GTSM1, GSTT1, GSTP1)
vedouci k jejich snizené aktivité mohou byt
dalsimi genetickymi faktory, které utvari schop-
nost jedince mit prospéch z potencidlné che-
moprotektivniho ucinku fytochemikalii obsaze-
nych v zeleniné rodu Brassica a snizenému riziku
vzniku kolorektélniho karcinomu. V nasi praci
jsme na souboru 197 pacientd s kolorektalnim
karcinomem a 212 zdravych kontrol stanovili po-
lymorfizmy gluthathion-S-transferdzach (GSTAT
C69T, del GTSMT1, del GSTT, GSTP1 A105G) k riziku

vzniku kolorektalniho karcinomu. Z periferni krve
pacientl a zdravych kontrol jsme izolovali DNA.
Polymorfizmus A105G jsme stanovili pomoci ale-
lické discriminace metodou TagMan Real-Time
PCR, GSTAT C69T metodou PCR-RFLP a delece
v GSTMT a GSTTT jsme urcili pomoci multiplex
PCR, pficemZ primery byly navrzeny do oblasti
delece, jako interni pozitivni kontrolu jsme pouZzili
gen pro albumin. Prokézali jsme statisticky signifi-
kantni asociaci mezi AA a AG genotypem v GSTP1
A105G A>G a snizené riziko vzniku kolorektdlniho
karcinomu pro heterozygotni genotyp (OR 0,64;
95% Cl; 0,42-0,98, p=0,043). U ostatnich stano-
vovanych genotypU nebyl nalezen statisticky
vyznamny vysledek. Nase data naznacujf, ze AG
genotyp u A105G v GSTP1 muze mit za ndsledek
snizené odbourdvani chemoprotektivnich fyto-
chemikdlii ze zeleniny rodu Brassica a snizovat tak
riziko kolorektaIniho karcinomu.

Prdce byla podporena grantem IGA MZ
NS 10352-3/2009 a vyzkumnym zdmérem
MZOMOU2005.
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MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici
RNA regulujicf expresi genti na posttranskripcnf
urovni. Deregulace mikroRNA (miRNA) je jednou
z kauzalnich udalosti v kancerogenezi nador(
tlustého stieva a konec¢niku. Data z asociacnich
studif posledni doby prokazala souvislost jedno-
nukleotidovych polymorfizm (SNP) rs11614913
u miR-196a2, rs895819 u miR-27a a rs2910164
u miR-146a s rizikem vzniku nddorového one-

mocnéni prsu, plic, prostaty, ovarif a dalsich
solidnich tumor0. Asocia¢ni studie u rs895819
ars2910164 v souvislosti se vznikem kolorektal-
niho karcinomu (CRC) dosud nebyly provede-
ny. SNP rs11614913 byl jiz studovan v souvislosti
s kolorektalnim karcinomem u ¢inské populace.

V této praci jsme provedli asociacnf studii
vztahu 3 polymorfizmd ve vybranych miRNA
ke vzniku sporadického kolorektalniho karcino-
mu. Z periferni krve 197 pacientl s CRC a 212
zdravych kontrol jsme izolovali DNA a pomoci
TagMan Real-Time PCR jsme provedli alelickou
discriminaci. N&sledné jsme porovnali genotyp
a frekvenci alel SNP u pacient( a kontrol. Zadna
z provedenych analyz neprokézala statisticky sig-
nifikantnf vysledek. Nase data poukazuji na chy-
béjici asociaci mezi SNP rs11614913, rs895819
ars2910164 a vznikem kolorektalnfho karcinomu.

Prdce byla podpofena grantem IGA MZ
NS 10352-3/2009 a vyzkumnym zdmérem
MZ0MOU2005.
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MikroRNA (miRNA) tvori velkou skupinu
kratkych nekodujicich RNA post-transkripéné
regulujicich genovou expresi. Schopnost miR-
NA inhibovat translaci onkogent a nadorovych
supresorl dava predpoklad jejich zapojenf
do procest kancerogeneze. V této studii jsme
metodou Real-Time PCR sledovali vztah miR-
21 ke klinicko-patologickym charakteristikdm
kolorektéalniho karcinomu (CRC) na souboru 44
pacientl. MiR-21 vykazovala v nadorové tkani
oproti normalnimu stfevnimu epitelu mnohona-
sobné zvysené hladiny (p<0,0001). K objasnénti
funkce miR-21 v patogenezi CRC jsme provedli
in vitro studii na bunéc¢né linii DLD1 odvozené
od kolorektélniho karcinomu DLD1. Za timto
Ucelem jsme do bunék transientné transfeko-
vali inhibitor miRNA-21, coz vedlo k reproduko-
vatelnému poklesu hladin miR-21 na 20-30%



oproti expresi v bunkéch transfekovanych kon-
trolnim oligonukleotidem. Pro normalizaci dat
byla pouZita mald jadernd RNA U6B (RNUG6B),
jejiz exprese nebyla transfekci ani v jednom pfi-
padé ovlivnéna. Analyzovali jsme vliv miR-21
na viabilitu (MTT test), apoptdzu (Annexin-V),
bunécny cyklus (Pl) a migraci (scratch assay).
Vliv transfekce anti-miRNA-21 na proliferaci
DLD1 bunék a jejich citlivost k panelu cytostatik
(5-fluorouracil, SN-38, oxaliplatina) byl testovan
pomoci MTT testu. Pozorovali jsme trendy ale
nikoliv signifikantnf vliv utlument hladin miR-21
na viabilitu, apoptdzu, bunécny cyklus a citlivost
k cytostatikim. Statisticky vyznamny efekt vsak
mélo snizenf hladin miR-21 na migra¢ni schop-
nost bunék. Burky s utlumenou hladinou miR-21
vykazovaly pouze omezenou schopnost migrace
(p=0.016), coz naznacuje zapojeni miR-21 spise
do pozdéjsich udalosti v sekvencnim modelu
kancerogeneze CRC.

Prdce byla podporena grantem IGA MZ
CR NS/9814-4/2008 a vyzkumnym zdmérem
MZOMOU2005.

Identifikace a funkéni analyza

mikroRNA u pacientt s renalnim

karcinomem

Mgr. Martina Rédova, Ph.D."?,

MUDr. Radek Lakomy’,

MUDr. Alexandr Poprach’,

MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.!,

Mgr. Lenka Radova, Ph.D.3,

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.!,

Bc. Robert lliev?,

prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.,

RNDr. Ondrej Slaby, Ph.D."?

' Masarykuv onkologicky ustav,
Klinika komplexni onkologické péce, Brno

2 CEITEC, Masarykova univerzita, Brno

3 Laboratof experimentélni mediciny,
UP Olomouc

Renalni karcinom tvoff pfiblizné 3% zhoub-
nych nddord dospélé populace a z urologickych
malignit dosahuje nejvyssi letality. Vyzkum v ob-
lastech vzniku a vyvoje rendlniho karcinomu
ved| kidentifikaci klicovych signainich drah a né-
sledné i cilené protinadorové |écby prodluzujici
¢as do progrese onemocnéni pfipadné i celkové
preziti |é¢enych pacientd. Jednim z nejmoder-
néjsich pristupd k molekuldrni charakterizaci
solidnich nadord, véetné rendlniho karcinomu,
je analyza mikroRNA. MikroRNA jsou kratké ne-
kodujici RNA tvofici mladou a velice progresiv-
ni oblast molekularné-biologického vyzkumu.

MikroRNA maji schopnost post-transkripéné
regulovat genovou expresi a podle odhadu bio-
informatik{ jsou schopny regulovat aZ jednu
tretinu lidskych gend. Dnes jiz vime, Ze nékteré
z téchto gend jsou také vyznamné onkogeny ¢i
nadorové supresory. Geny regulované pomocf
mikroRNA jsou nejen soucasti procesu onko-
geneze, podileji se také na nddorové invazivité,
diseminaci nebo |ékové rezistenci. V databaze 1é-
kafské literatury Pubmed pfibyvaji v souc¢asnosti
publikace na téma mikroRNA exponencidlné
proto monitorovani novych poznatkd, ale i vlast-
ni vyzkum v této oblasti je velice zadoucf. Cilem
nasi prace bylo pomoci pfistupu zalozeného
na analyze expresnich profil 667 mikroRNA me-
todou kvantitativni Real-Time PCR arrays na sou-
boru 38 svétlobunécnych rendlnich karcinomd
ddkladné klinicky charakterizovanych pacient
identifikovat mikroRNA umoznujici predikovat
¢as do progrese po nefrektomii. Vysledky stu-
die potvrdily, Ze nddorova tkadn sveétlobunécné
formy rendlniho karcinomu vykazuje specificky
expresni profil 54 mikroRNA ve srovnani s ne-
nadorovym rendlnim parenchymem (p<0.001).
RovnéZ jsme prokazali, Ze na zakladé expresniho
profilu 15 mikroRNA Ize identifikovat pacienty,
u kterych se vyvinulo metastatické onemocnént
do 12 mésict po nefrektomii (p<0.01). Vysledky
byly Uspésné validovény na nezavislém soubo-
ru pacientd pomoci individualnich Real-Time
PCR assays, jimiz byl identifikovéan signifikant-
ni prognosticky potencidl miR-106b (p=0.03),
miR-409 (p=0.031), MiR-195 (p=0.04), miR-451
(p=0.05). MiR-210 jako jedna z miRNA z nejroz-
dilnéjsi expresi mezi nddorovou a nenddorovou
tkani byla dale funkené charaterizovéna in vitro
na bunécnych liniich Caci-2 a ACHN. Vysledky
budou soucésti naseho sdélen.

Prdce byla podporena grantem IGA MZ
NS 10361-3/2009 a vyzkumnym zdmérem
MZOMOU2005.
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Druhé misto na svété mezi malignimi one-
mocnénimi zaujimaji nadory plic. V Ceské re-
publice jsou na prvnim misté v pficindch dmrti
na zhoubné nadory. U nemalobunécnych kar-
cinomu plic vysetfujeme mutace genu pro re-
ceptor epidermalniho rdstového faktoru (EGFR).
EGFR je exprimovan jak normalnimi, tak maligni-
mi bunkami, vyznamnym zpUsobem ovliviiuje
prabéh bunécného cyklu, bunécné proliferace
a diferenciace a preZiti burky. Mutace jsou jednou
z pficin jeho nekontrolované aktivace. Proto je
EGFR ddlezitym cilem pro protinddorovou tera-
pii, kdy se inhibuje jeho funkce monoklonalnimi
protildtkami nebo nizkomolekuldrnimi tyrozinki-
ndzovymiinhibitory a vyuziva se tak blokdda jeho
signalni drahy v lé¢ebnych indikacich.

Pfestoze je v nasf laboratofi PCR zavedena
pro nadorovou diagnostiku a predikci na nékolik
zpUsob, stale hleddme moznosti, jak usetfit (napf.
snizenim objemu reakce) a jak maximalné vyuzit
omezené mnozstvi nddorového materidlu. Na real-
-time cyklérech Light Cycler 4801l (Roche) jiz bézné
pouzivame objem reakce 10 pl, na 7500 Fast real-
-time PCR system (Life Technologies) 5 ul. Ve snaze
minimalizovat objem reakce jsme vyuZili nabid-
ky zapUjcenf PCR cykléru AmpliSpeed ASC200D
(Beckman Coulter), umoznujiciho provadét PCR
reakci v objemu 1 pl na specidlné upraveném pod-
loZnim sklicku. Vyrobce garantuje provedeni PCR
od vstupniho mnozstvi DNA 100 pg.

Pristroj jsme vyuzili k PCR detekci dele¢ni
mutace genu EGFR pfi vysetieni nemalobunéc-
ného karcinomu plic s naslednou fragmentacni
analyzou na genetickém analyzatoru CEQ 8800
(Beckman Coulter), agarézové elektroforéze ne-
bo 2100 Bioanalyzer (Agilent). Vyzkouseli jsme tfi
druhy reakénich smési (michana z jednotlivych
béznych chemikalif (Genetica), GoTag® gPCR
Master Mix (Promega) a AmpliGrid GoTag® PCR
System (Beckman Coulter). Jako nejlepsi se uka-
zala byt tfeti uvedend reakeni smés. Testovali
jsme schopnost cykléru provést nejen standard-
ni PCR (teplota denaturace 95 °C), ale i COLD PCR
(co-amplification at lower denaturation tempe-
rature-PCR, 88 °C). V ndsledné analyze jsme byli
schopni detekovat deleci ze vstupniho mnozstvi
DNA 62,5 pg a pfi zastoupeni 1,56 % mutované
DNA ve wild-type DNA pfi standardnim i COLD
PCR principu. AmpliSpeed se tak jevi, ze by mohl
vyhovovat pozadavkiim na analyzu mutaci DNA
o nizké koncentraci (v nasem pfipadé plazmy).

Projekt byl ¢dstecné financovdn z grantt
CZ.1.05/2.1.00/01.0030, MPO TIP FR TI1 525,
MSM6198959216. Za zapujéeni pfistroje dékujeme
firmé Beckman Coulter.
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Kolorektalnf karcinom (CRC) patti v Ceské
republice k nejcetnéjsim nddorovym onemoc-
nénim. Vé¢bé tohoto onemocnénii pres vzris-
tajici ndklady neni dosahovano uspokojivych
vysledkd. V poslednich letech stéle vétsi po-
zornost sméfuje na oblast nekddujicich RNA,
které hraji vyznamnou roli v patogenezi mnoha
nadorovych onemocneént. Transkribované ultra-
konzervované regiony (T-UCR) tvoif abundantnf
skupinu dlouhych nekodujicich RNA delSich nez
200 bp lokalizovanych v intra- i v intergeno-
vych oblastech lidského genomu. Pilotni stu-
die naznacuji, Ze deregulace nékterych z nich
muze byt asociovana s tumorigenezi mimo
jiné i CRC. Na zakladeé literatury jsme vybrali 11
T-UCR (T-UCR-43, T-UCR-63, T-UCR-73, T-UCR-112,

T-UCR-134, T-UCR-145, T-UCR-230, T-UCR-266,
T-UCR-339, T-UCR-388 a T-UCR-399) a na souboru
47 tkdnf CRC a parovych nenddorovych stfevnich
sliznic validovali jejich moznou souvislost s CRC.
Zmeény hladin analyzovanych T-UCR v nddorové
tkani a jejich korelace s klinicko-patologicky-
mi parametry studovaného souboru pacientl
v soucasnosti vyhodnocujeme. Vysledky budou
soucasti naseho sdélent.

Prdce byla podporena granty IGA MZCR
NS/10352-3/2009, IGA MZCR NS/9814-4/2008,
vyzkumnym zdmérem MZ0OMOU2005 a pro-
Jjektem “CEITEC — Central European Institute of
Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropskych
regiondInich rozvojovych zdrojd.

Za puivodnost a obsahovou sprdvnost prispévki odpovidaji autofri.
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Behind every result is a patient who depends on it
The new cobas” oncology tests

Molecular diagnostic tests are changing the way patients are selected for cancer treatments. This year, Roche is
introducing real-time, polymerase chain reaction (PCR) tests to aid clinicians in determining the best treatment
options for their patients:

cobas® KRAS Mutation Test
To identify advanced colorectal cancer patients who are unlikely to respond to anti-EGFR
monoclonal antibody therapy

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test*
To help determine if a metastatic melanoma patient is eligible for treatment with vemurafenib

cobas® EGFR Mutation Test*
To help determine if a patient with non-small cell lung cancer is likely to benefit from
treatment with small-molecule tyrosine kinase inhibitors that target EGFR

cobas® KRAS
* Test in development Mutation Test

= cobas
ROCHE, COBAS and LIFE NEEDS ANSWERS are trademarks of Roche. . copa:

©2011 Roche Molecular Systems, Inc. All rights reserved.
http://molecular.roche.com

cobas’
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OptiView DAB

jediny IHC detekcni kit, ktery VAm umozni
vidét to, co skutecné potrebujete

Nesrovnatelné — dynamicka sila IHC detek¢niho kitu
OptiView DAB Vam poskytne intenzivni signal,
ktery si snadno sami pfizplsobite kazdé protilatce.
Tato inovativni technologie vdm umozni:

- detekovat i ty nejslabéji exprimované antigeny
- prakticky eliminovat pozadi
« zrychlit provedeni vétsiny Vasich stanoveni

Jedinecn4 cistota signélu, moznost fizeni procesu a flexibilita
jsou béznymi vlastnostmi kazdého stanoveni kitem
OptiView DAB — mUzete tak poskytnout vice informaci
nezbytnych pro podporu rychlé a presné diagnozy.

Rozdil uvidite na vlastni oci.

CompetitorA Competitor B OptiView
DAB detekce DAB detekce DABdetekce

Pro vice informaci: www.ventanaOptiView.com

VENTANA, logo VENTANA a OptiView jsou chrdnéna oznaceni Roche
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