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Triple-negativni karcinom prsu
Marek Svoboda

Klinika komplexni onkologické péce

a Oddéleni epidemiologie a genetiky nadord,
Masarykv onkologicky ustav, Brno

Triple-negativni karcinom prsu (TNBC) pfed-
stavuje heterogennf skupinu karcinomU prsu,
které neexprimujf estrogenovy receptor-a, pro-
gesteronovy receptor a receptor Her-2. V popu-
laci evropskych zen prevalence kolisd mezi 10
az 25 %, v Ceské republice ¢inf priblizné 15 %.
Nejvétsi podskupinu TNBC (70 az 90 %) tvofi ,ba-
sal-like” karcinomy (BL-TNBC), zbyvajici ¢ast nema
prokdzanou expresi cytokeratinl bazélniho typu
a/nebo EGFR. Na trovni profilu genové exprese,
v histologickém obraze a svym chovéanim sdili
TNBC a BL-TNBC vyznamnou podobnost s kar-
cinomy nesoucimi mutaci nadorového supre-
sorového BRCAT genu. Tuto asociaci potvrzuje
i relativné vysoky vyskyt vicecetnych malignit
u pacientek s TNBC a jejich mladsi vék. Nicméné
TNBC se mohou vyskytovat u zen v kazdém veku.
Obecné jsou TNBC povazovény za nadory s ag-
resivnim chovanim, pro které je charakteristickd
jejich extrémné vysoka proliferace a sklon k he-
matogennimu metastazovani. Median celkového
preZiti se u tohoto podtypu karcinomu prsu nej-
Castéji pohybuje do 5 let, pricemz vétsina relapst
(70 %) nastava do 3 let od diagndzy a vétsina
umrtido 5 let (az 90 %). Na strané druhé se z vétsi
Casti jednd o nadory velmi senzitivni k inicidlnf
chemoterapii, kterd tak tvofi zaklad jejich Iécby.
ProtoZe aZ do soucasnosti neexistuji pro TNBC
silné prediktivni a prognostické markery, vybér
algoritmu lécby (neoadjuvance vs. adjuvan-
ce, zafazeni adjuvantni radioterapie) a rezimu
chemoterapie se Fidf véeobecné platnymi pra-
vidly, kterd jsou akcentovéna predpokladanou
chemosenzitivitou onemocnéni a benefitem
z agresivni 1é¢by i u pacientek nad 65 let veku.
V neoadjuvanci i adjuvanci se nejcastéji uplat-
nuji rezimy zalozené na kombinaci antracyklinG
a taxanl. S ohledem na predpoklddanou patoge-
nezi ¢asti TNBC, kterd je asociovana s poruchou
BRCAT genu a tim i repara¢nich mechanizmd
DNA, jsou v rdmci klinického hodnoceni testova-
na klasicka cytostatika, ktera zpUsobuiji poskozenf
DNA (napf. karboplatina, cisplatina), a cilené latky,
jenz negativné interferujf s dalsimi mechanizmy
oprav DNA (PARP inhibitory). Mimo to jsou tes-
tovany latky cilici na angiogenezi, signalni drahy

EGFR receptoru, mTOR a src. V ramci pfednasky
bude prezentovana zakladni epidemiologicka,
molekuldrni a klinickd charakteristika tohoto
onemocnéni, s dlrazem na informace dilezité
pro klinickou praxi.

Triple-negativni karcinom prsu

z pohledu patologa

Pavel Fabian

Oddéleni onkologické a experimentalnf
patologie, Masaryktv onkologicky Ustav, Brno

Triple-negativni karcinomy prsu (TNBC) jsou
z pohledu histomorfologie (v¢etné aktudlni
WHO Klasifikace) heterogenni skupina nadord.
Jsou definovény negativnim vysledkem imu-
nohistochemickych testd na pfitomnost ER, PR
a Her-2. Imunohistochemie je metoda robustni,
je vsak zavisla na dodrzeni parametrd preana-
lytické faze (tj. formalinové fixace). Opozdéna,
nedostatecnd ¢i naopak nadmérna fixace mo-
hou vést k faledné negativnim vysledkdm testd
a tedy i k falesné klasifikaci nddoru jako TNBC.

Triple-negativni fenotyp je typicky zejména
pro metaplastické karcinomy, dale pro ¢ast inva-
zivnich (duktélnich) karcinom bez blizsi specifi-
kace a nékteré dalsi ,specidlni” histologické typy
(karcinom medularnf a karcinom s meduldrnimi
rysy, adenoidné cysticky karcinom, karcinomy
podobné nddordm slinnych ZIdz apod). Triple-
negativni imunoprofil majf jen vzacné ity kar-
cinomy, které jinak fadime mezi luminalni, tedy
ER+ nadory (napf.lobuldmi). Silna je i korelace TN
fenotypu s vysokym gradem (Nottingham score).

Neoadjuvant chemotherapy

in triple-negative breast cancer
Bohuslav Melichar

Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

The progress in the understanding of mole-
cular bases of cancer resulted in the recognition
of the fact that breast cancer is not a single di-
sease, but a spectrum of tumors affecting one
organ. In the spectrum of breast tumors, tri-
ple-negative breast cancer is characterized
by aggressive biological behavior and poor
prognosis. Unlike luminal carcinomas that ex-
press hormone receptor or tumors with high
expression of human epidermal growth factor
receptor (HER)-2, there are no obvious therapeu-
tic targets in triple negative breast cancer. The
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development of an effective therapeutic stra-
tegy in triple-negative breast cancer has been
hampered by the fact that most clinical trials
of adjuvant or neoadjuvant therapy enrolled
patients irrespective of the phenotype. Thus, the
number of patients with triple-negative carcino-
ma was low in individual trials. The advantage of
neoadjuvant approach is that it allows relatively
rapid evaluation of a parameter that has been
shown to be associated with relapse-free survi-
val and overall survival, i.e. pathological respon-
se. Pathological complete response rate is high
in triple-negative breast cancer. Although the
long-term prognosis of patients in whom
pathological complete response was achieved
is excellent, the relapse rate in patients who
had no pathological complete response is high,
resulting in so called “triple-negative paradox”.
There is cumulative evidence that more intense
chemotherapy regimens increase the patholo-
gical complete response rate in triple-negative
breast cancer. Moreover, some chemothera-
peutic drugs that are still not commonly used
in neoadjuvant setting in breast cancer have
high activity in patients with triple-negative
breast cancer, mainly patients carrying BRCA1
mutation. There are also data indicating that the
activation of immune response may play an
important role in the pathological response.

BCL2 as a predictive marker

in triple-negative breast

cancer treated with adjuvant
anthracycline-based chemotherapy
Katefina Bouchalova'?, Marek Svoboda?,
Gvantsa Kharaishvili*, Lenka Radova',

Jan Bouchal* Radek Trojanec!,

Vladimira Koudeldkova', Marian Hajduch',
Karel Cwiertka®, Zdenék Kolar*
'Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc

’Department of Pediatrics, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University,
Olomouc

3Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno
*Laboratory of Molecular Pathology,
Department of Clinical and Molecular
Pathology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc
*Oncology Clinic, Olomouc
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Background: Neither targeted therapy, nor
predictors for chemotherapy sensitivity are avai-
lable for triple-negative breast cancer (TNBC).
Preclinical data show an association of BCL2
expression and resistance to anthracyclines. The
absence of BCL2 expression in prechemothe-
rapy samples is associated with a higher pro-
bability of pathological complete response to
neoadjuvant doxorubicin-based chemotherapy.
The objective of our study was to test whether
BCL2 expression could predict outcome in TNBC
patients treated with adjuvant chemotherapy.

Methods: The study included 187 patients
with TNBC, 178 of whom were treated with adju-
vant chemotherapy (164 had anthracycline-ba-
sed chemotherapy). BCL2 protein was assessed
by immunohistochemistry.

Results: High BCL2 expression predicted
poor relapse free survival (RFS) in patients trea-
ted with adjuvant anthracycline-based regimens
(logrank p=0.035, hazard ratio, HR 2.37, 95 % Cl
1.04-541) and a trend to poor overall survival
(0S) (logrank p=0.085). In multivariate analysis
of these patients, BCL2, size and nodal status
had an independent predictive significance for
both RFS and OS.

Conclusions: High BCL2 expression pre-
dicted poor outcome in TNBC treated with
adjuvant anthracycline-based chemotherapy.
BCL2 expression could facilitate decision ma-
king on adjuvant treatment in TNBC patients. In
patients with high BCL2 expression other types
of available adjuvant treatment should be con-
sidered. Clinical trials with PARP inhibitors or

anti-BCL2 targeted therapy could be another
possibility for these patients.

Grants: IGA NS10286, IGA NS10357-3, and
Biomedreg CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

Kontroverze v terapii ,triple”
negativniho karcinomu prsu
Cwiertka Karel', Bouchalova KatefinaZ
'Onkologicka klinika FN Olomouc a LF UP
2JMTM LF UP

Hormonélné nezavislé (ER-, PR-) karcino-
my prsu bez zvyiené exprese proteinu HER2/
neu predstavuji 15-25 % vsech karcinomU pr-
su. Vyskytuji se zvIdsté u mladsich Zen a jsou
spojovany s horsi prognézou a ¢asnym vysky-
tem metastdz v parenchymovych organech.
Nejedna se vsak o homogenni skupinu nemoci.
V dnedni dobé je rozliSovana celd fada podty-
pU jako ,basal-like”, s mutacemi genu BRCAI,
s nizkou expresi claudinu, se zvysenou expre-
si EGFR, se zvysenou expresi androgennich
receptord, s expresi gend imunitni odpovedi
a dalsf.

U ¢asnych karcinomu zacinaji kontroverze
v otdzce typu chirurgického zékroku. Vzhledem
k ¢asté pritomnosti mutaci genu BRCAT1, které
jsou povazovany za vyznamny rizikovy faktor
vzniku karcinomu prsu, fada pracovist se pfiklanf
k mastektomii jako k zakladnimu typu chirur-
gického feSeni. Analyzy studif viak nezjistily vy-
znamné rozdily v [é¢ebnych vysledcich po mas-
tektomiich ve srovnani s prs Setficimi zakroky.
Je nutné upozornit na skute¢nost, ze nékteré

studie popisuji vyssi riziko selhdni pooperacni
radioterapie po prs Setficich zakrocich u této
skupiny nemocnych.

V pfipadé systémové Iécby fada publikact
dava do souvislosti poruchy mechanism re-
parace DNA se zvysenou citlivosti k latkdm po-
Skozujicim DNA. Timto se vysvétluje vyznamna
Ucinnost platinovych derivatl u ,triple” negativ-
nich karcinom prsu. Dosud nenf zifejmé, ktery
z lé¢ebnych rezimU Ize povazovat za optimaln,
zda kombinaci platinového derivétu s taxanem
nebo v nékterych ptipadech rezim CMF (cyk-
lofosfamid, methotrexat, 5-fluorouracil), jaka je
uUloha antracyklind a zda epothilony jsou lepsi
nez taxany. Velmi nadéjné se jevi vysledky studif
pouzivajici inhibitory poly(ADP-ribosa)polyme-
razy (PARP). U ¢asti , triple” negativnich karcino-
mU prsu se zvysenou expresi EGFR se mdze jevit
jako Ucelné pouziti monoklonalnich protildtek.
Zajimavé jsou i vysledky studif hodnotici inhibi-
tory angiogeneze. Zvysend exprese androgen-
nich receptorli a gonadoliberinovych receptord
otevird nové moznosti ovlivnéni zvlasté reci-
divujictho metastatického onemocnéni. Prvn{
publikované vysledky jsou velmi zajimavé.

Z dosavadnich vysledkl studif je zfejmé,
Ze je nutné dale intenzivné studovat charak-
teristiky jednotlivych podtypt a zdokonalovat
moznosti predikce odpovédina lécbu. Lze oce-
kdvat, ze lepsi pfizplsobenf Ié¢by charakteris-
tikdm nadoru povede k lepsim vysledkdm te-
rapie.

Prdce podporena grantem IGA MZd NT 13564~
4/2012
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Lécebna strategie u gliomu
WHO gr. lll. CtyFleté zkusenosti
Komplexniho onkologického
centra Olomouc
Ondfej Kalita', Miroslav Vaverka',
Lumir Hrabalek’, Miloslava Zlevorova?,
Eva Cechékova?, Radek Trojanec?,
Magdalena Kneblova*, Jiti Ehrmann?®
'Neurochirurgicka klinika LF UP a FN
Olomouc
’Onkologické klinika LF UP a FN Olomouc
Radiologické klinika LF UP a FN Olomouc
‘Laboratof experimentélni mediciny,
Institut molekuldrnf a transla¢ni mediciny
(BIOMEDREG) LF UP v Olomouci
sUstav molekularni a klinické mediciny UP
LF a FN Olomoucg, Institut molekuldrnf
a transla¢ni mediciny (BIOMEDREG) LF UP
v Olomouci

Uvod: Anaplastické gliomy WHO gr. Ill. tvofi
6-10 % vsech nové diagnostikovanych, primarni
nadord mozku v dospélém veku. Délf se na tfi ty-
py: anaplasticky astrocytom, anaplasticky oli-
goastrocytom a anaplasticky oligoastrocytom.
Jde o problematickou skupinou nitrolebnich
nadord, které majf v sou¢asnosti dvé velka Uskall.
Prvnije urceni diagndzy. PfestoZe cilem poslednf
WHO klasifikace z roku 2007 bylo jasné definovat
grade a typ nadoru, je postup identifikace na-
doru nadéle pod nemalym vlivem subjektivniho
postoje patologa (napt. odliseni glioma grade
Il a lll, klasifikace oligodendroglidlnich nador
s nekrézou, diagnostika smisenych gliomu,
nepfitomnost nekrézy k ur¢eni diagnézy WHO
gr. IV, ...). Druhym problémem je lé¢ba gliom0
WHO IIIl. Dosud publikované vysledky nedaly
jednoznacné doporuceni ohledné onkologické
|é¢by (solo radioterapie, solo chemoterapie, kon-
komitantni chemo-radioterapie). Dle vysledkd
poslednich studif se vak zd3, Ze pro progndzu
a indikaci typu lé¢by budou podstatnéjsi vysled-
ky molekularné-genetickych, cytogenetickych
vysetten( jako IDH, 1p/19qg, methylace MGMT
promotoru.

Metoda: Od 3/2007 do 3/2011 jsme pro-
spektivné sledovali pacienty s gliomy WHO gr. lll.
Byly ziskavany informace o operacich, klinickém
stavu nemocnych, MRI, PET/CT FLT vysetrenich,
vysledcich histologickych, imunohistochemic-
kych, molekuldrné-genetickych a cytogenetic-
kych vysetfenich. Zakladem byla radikdIni ex-

stirpace TU. Biopsie byla provddénd u pacientl
>75 let, s KS<60 a u neoperovatelnych nadord.
Ke snizeni subjektivity v histologické diagnostice
byl definitivni ndlez vzdy konzultovan se se-
niornim neuro-patologem nasi nemocnice.
Pacientdim s anaplastickym astrocytomem WHO
gr. lll, v dobrém stavu (KS>60), s radikaIni ope-
raci byl doporucen StuppUv reZzim onkoterapie.
U smiSenych gliom( a oligodendroglidlnich glio-
mU byla doporucovana radioterapie. DlleZitym
voditkem bylo ¢asné pooperacni MRI a klinicky
stav nemocnych. Vsichni pacienti dochéazeli
na pravidelné MRI a klinické kontroly.

Vysledek: Byla zajisténa heterogenni skupi-
na 55 pacientd. Okolo 70 pacientl podstoupilo
operaci, zbytek biopsii. Dle pfedpokladu pacienti
s anaplastickym astrocytomem, kteff podstoupili
operaci a konkomitantni chemo-radioterapii,
méli lepsi progndzu, neZ pacienti po biopsii na-
sledovanou Stuppovou onkoterapil. U operacf
up-gradovanych gliom& WHO gr. lll je podstatné
zaméfit se na postkontrastné se syticf loZiska
(hot-spots) diagnostikovand na MRI a PET/CT
FLT. U recidiv nddoru byl prokazan pozitivni efekt
opakované nebo nové nasazené chemoterapie.
Byl také potvrzen pozitivni vliv radikality ope-
race, oligodendroglialni komponenty nadoru,
kodelece 1p/19q, methylace promotoru MGMT
a mutace IDH.

Zavér: | pfes omezeny pocet zpracovanych
gliom& WHO gr. Il se autofi snazi ukazat své
zkuSenosti s [é¢bou téchto nemocnych. Snahou
bylo vytvofit cllenou lé¢bu pro kazdou skupinu
nadord.

Prdce byla z &dsti podporena z grantt IGA CR
¢ NT11065-5/5/2010 a ¢. NT13581-4/2012 (86-91).

Uéinek valproatu na expresi CD133
v bunkach neuroblastomu

Ashraf M. Khalil', Jan Hrabéta',

Simon Cipro'? Ales Vicha',
Tomas Eckschlager'

'Klinika détské hematologie a onkologie

UK 2. LF FN Motol, Praha

?Ustav patologie a molekuldrni mediciny,

UK 2. LF a FN Motol, Praha

Predpoklada se, ze nddorové kmenové
bunky (CSC) hraji vyznamnou tlohu pfi vzniku
a progresi nadort a mohou byt jednou z pficin
chemorezistentnich relapsd. CD133 je marker
CSCu fady nador(, hlavné CNS a neuroblastomu

Abstrakta / Abstract book m

(NBL). Jeho zvysena exprese je u nich zndmkou

horsi prognézy. NBL je nddor z gangliovych bu-

nék sympatiku s velmi variabilnim biologickym
chovanim provazenym typickymi genetycky-

mi zménami. Epigenetickd terapie se povazuje

za jednu z moznosti cilené terapie zamérené

na CSC. Inhibitory histondeacetyldzy jsou zkou-
many jako nové skupina cilenych protinddoro-
vych |ékd, protoze mohou indukovat expresi
epigeneticky umlcenych gend. Jednim z nich je
valprodt (VPA), pouzivany jako antiepileptikum

u kterého jsme prokazali indukci apoptézy v NBL

bunkach. Cilem nasi studie bylo posoudit Ucinek

VPA na CSC u NBL bunék.

NBL bunky (linie UKF-NB-3, UKF-NB-4, IMR32,
SK-N-AS a SHSY5Y) jsme kultivovali v médiu
IMDM s 10 % séra a v bezsérovém médiu (SFM)
(advanced DMEM/F12 medium s EGF, BFGF, he-
parinem a B27). Linie UKF-NB-3 a SHSY5Y expri-
movaly CD133 (detekovano western blotem)
a po inkubaci s VPA se exprese CD133 zvySovalo
(western blot a RT PCR v redIném case) a zvyso-
valo se zastoupeni CD133+ bunék (prdtokova
cytometrie) a pfitomnost VPA zvysovala klo-
nogenicitu in vitro. Zbylé tfi linie, které neex-
primovaly CD133, jej nezacaly exprimovat ani
po inkubaci s VPA, a ten u nich klonogenicitu
nezvysoval. Sféry v bezsérovém médiu vytvarely
linie UKF-NB-3, UKF-NB-4 a IMR32, které maji am-
plifikovan gen MYCN. Buriky SK-N-AS a SHSY5Y,
které nemaji MYCN amplifikaci, sféry nevytvarely.

Z toho lze usuzovat:

1 bunécné linie se vyznamné lisi v expresi
CD133, kterd je povaZzovana za jeden z mar-
kerd CSC u NBL

2 rlzné metody detekce CSC (CD133, klonoge-
nicita, tvorba sfér) nemusf korelovat a patrné
zachycuji riznd stadia CSC

3 nase nalezy vzbuzuji podezfeni, ze VPA ml-
Ze stimulovat rlist CSC, moZny mechanizmus
relativniho zvyseni CD133+ bunék zni¢enim
CD133- jsme nepotvrdili.

MikroRNA jako biomarkery

a terapeutické cile u high-grade
gliomt

Jiti Sana'?, Radek Lakomy', Andrej Besse'?,
Simona Hankeovad', Leos Krfen3,

Pavel Fadrus*, Martin Smrcka*,

Rostislav Vyzula', Ondrej Slaby'?
'Masarykdv onkologicky ustay, Klinika
komplexni onkologické péce, Brno
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Stredoevropsky technologicky institut
(CEITEC), Masarykova univerzita, Brno

3Ustav patologie, Fakultni nemocnice Brno,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

“Klinika neurochirurgie, Fakultni nemocnice
Brno, Lékarska fakulta, Masarykova
univerzita, Brno

High-grade gliomy jsou vysoce maligni
primdrni nddory mozku vznikajici transformaci
podpurnych glidlnich bunék. | pfes optimalni
prabéh lé¢by zahrujici radikaIni resekci nasle-
dovanou chemo- a/nebo radioterapif zUstava
je ¢astd chemo-radiorezistence téchto nadord,
kterd se klinicky projevuje ¢asnou progresi one-
mocnéni po ukonceni onkologické l1é¢by nebo
jesté v jejim prabéhu. Hlavnimi cili translacniho
vyzkumu gliomU jsou proto jednak pfesna pre-
dikce odpovédina lé¢bu a jednak snaha o vyvoj
novych adjuvantnich terapeutickych pfistupd
umoznujicich prekonani rezistence. Vyznamnou
roli v chemo-radiorezistenci hraji nddorové
kmenové bunky, a tedy i signalni drahy spoje-
né s udrzovanim kmenovych vlastnosti téchto
bunék. Vyzkum gliomovych kmenovych bu-
nék (GSCs) navic potvrdil jejich asociaci s ¢asem
do progrese a celkovym prezivanim pacientd.

Nedavno bylo zjisténo, Ze biologické vlast-
nosti GSCs mohou byt efektivné regulovény po-
moci mikroRNA (miRNA), kratkych endogennich
molekul RNA, které post-transkripcné regulujf
genovou expresi. MiRNAs byly v mnoha pfi-
padech popsény jako deregulované u gliomd
a expresnf hladiny nékterych z nich koreluji pra-
ve s odpovedi na lécbu a celkovym prezivanim
pacientd. Toto sdéleni bude zaméfeno na sou-
¢asné poznatky o zapojeni miRNA do biologie
GSCs a prezentaci vysledkl naseho vyzkumu
v této oblasti.

Tato prdce byla podpofena granty Interni
Grantové Agentury Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky NT13514-4/2012 a NT11214~
4/2010; projektem “CEITEC — Central European
Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068);
a Instituciondlnimi zdroji pro Podporu vyzkumnych
organizaci poskytnutou Ministerstvem zdravotnic-
tvi Ceské republiky v roce 2012.

Quantitative methylation analysis
of HOXA3, 7,9, and 10 genes in
glioma: association with tumor
WHO grade and clinical outcome
Henning Gohlke

Field Applications Scientist at Sequenom
GmbH, Hamburg, Germany

Purpose: The purpose of this study was to
determine whether specific HOXA epigene-
tic signatures could differentiate glioma with
distinct biological, pathological, and clinical
characteristics.

Methods: We evaluated HOXA3, 7,9,and 10
methylation in 63 glioma samples by MassARRAY
and pyrosequencing.

Results: We demonstrated the direct stati-
stical correlation between the level of methy-
lation of all HOXA genes examined and WHO
grading. Moreover, in glioblastoma patients,
higher level of HOXA9 and HOXA10 methylation
significantly correlated with increased survival
probability (HOXA9-HR: 0.36, P = 0.007; HOXA10-
HR: 0.46, P = 0.045; combined HOXA9 and 10-HR
0.28, P =0.004).

Conclusions: This study identifies HOXA3,
7,9, and 10 as methylation targets mainly in
high-grade glioma and hypermethylation of the
HOXA9 and 10 as prognostic factor in glioblas-
toma patients. Our data indicate that these epi-
genetic changes may be biomarkers of clinica-
lly different subgroups of glioma patients that
could eventually benefit from personalized the-
rapeutic strategies.



Funkéni genomika v biomedicinském vyzkumu
Ctvrtek / 29. listopadu 2012 / 13.30-15.10 hod.

Functional Genomics program in
BIOCEV and the Czech Centre for
Phenogenomics

Radislav Sedlacek

Institute of Molecular Genetics AS CR Prague,
and BIOCEV, Biotechnology and Biomedicine
Center of the AS CR and CU in Prague, Vestec

Genomes of humans, mice and other spe-
cies have been completely sequenced but the
knowledge of genome sequences as such does
not shed light on questions concerning the
functions of these sequences. Among the un-
answered questions are those regarding the
functions of most of the genes that encode pro-
teins. In order to describe biological functions
of a gene, an informative modification must be
inserted into genomes. In order to annotate the
function of human genes, functional genomics
needs to be combined with e.g. comparative
genomics, i.e. the function of human genome
should be derived from the function of an or-
thologous genetic product, e.g. in mice.

Our research program of functional ge-
nomics, supported by the Czech Centre for
Phenogenomics (CCP), aims at creating and ana-
lyzing animal models (mice, rats) for the purpose
of annotating the function of human genes. The
results thus obtained can subsequently be used to
understand the factors substantial in the devel-
opment of human diseases and to find effective
new treatments. Research program will be based
on several research areas — pillars for which an all-
encompassing term of ‘phenogenomics’ can be
used. Among the particular pillars are functional
and comparative genomics combined with func-
tional genetics and genetic engineering.
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In our research program, phenogenomics
plays a dual role: it identifies genes vital for the
function of specialized physiological systems
and, secondly, it enables their validation as tar-
gets for developing new pharmaceuticals.

Vystup byl pripraven za podpory projektu OPVK
CZ1.07/2.3.00/20.0102 ,Viytvdreni expertniho tymu
centra enogenomiky”

Whnt signaling in intestinal stem
cells - an insight from lineage-
tracing experiments in transgenic
mice

Vladimir Kofinek

Institute of Molecular Genetics AS CR, v.v.i,,
Prague,and BIOCEV, Biotechnology and
Biomedicine Center of the AS CR and CU

in Prague, Vestec

The epithelia of the gastrointestinal tract
represent one of the most rapidly self-renew-
ing tissues in the adult mammalian body.
The tract lining is concurrently exposed to
chemical stress and mechanical tensions.
Consequently, the combination of high prolif-
eration rate and environmental stress results
in the accumulation of somatic mutations
hitting tumor suppressor genes or proto-on-
cogenes. More than 50 % of all colorectal tu-
mors harbor inactivating mutations in the APC
gene. Intriguingly, some recent discoveries
clarified the link between the Wnt signaling
pathway, the cellular function of APC and un-
controlled cell growth initiating the path to
cancer.

In the healthy intestine the Wnt signaling
pathway is active in a small population of the
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intestinal stem cells. This population is located
in the bottom part of the microscopic invagina-
tion of the epithelium called the crypts. The loss
of the APC gene results in non-physiological
activation of the Wnt pathway in the cells out-
side of the crypt. Therefore, the cells harboring
mutant APC preserve typical features of stem
cells, i.e. proliferation capacity and ,immortality”.
Consequently, these cells constantly proliferate
and generate polyps. The majority of sporadic
human colorectal cancers are initiated by this
molecular mechanism.

The talk will be focused on recent discover-
ies involving the identification of specific mark-
ers of the intestinal stem cells and methods
how these cells (and their progeny) can be la-
beled and traced in living experimental animals.
The contribution of Wnt signaling to normal
stem cell physiology and to tumor initiation and
progression will also be presented.

Vystup byl pfipraven za podpory projektu OPVK
CZ1.07/2.3.00/30.0027 , Tvorba centra transgennich
technologii”

The use of transgenic and knockout
animals for studies of embryonic
development

Zbynék Kozmik

Institute of Molecular Genetics AS CR, v.v.i.,
Prague, and BIOCEV, Biotechnology and
Biomedicine Center of the AS CR and CU

in Prague, Vestec

Transgenic and knockout animals are widely
used as experimental models to perform pheno-
typic studies. In addition, transgenic animals rep-
resent a valuable tool for the identification and
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characterization of regulatory sequences which
are responsible for tissue- and/or stage-specific
expression of any given gene. Loss-of-function
studies are typically performed by gene disrup-
tion (gene knockout). Although the first genera-
tion of constitutive (germline) knockout mice
has provided useful insight into the gene func-
tion, the utility of such strains is often hampered
by the early embryonic lethality. Therefore, most
of the effort in recent years has been forward-
ed into production of mouse strains that allow
conditional gene inactivation. Cre/loxP system
has been the most widely used tool in a mouse
model, with new Cre and floxed mouse strains
generated continuously either by individual
lab efforts or by large international consortia.
Here, | will primarily discuss the use of geneti-
cally modified mice and fish in the context of
developmental biology research, with a special
focus on eye development.

Viystup byl pfipraven za podpory projek-
tu OPVK CZ 1.07/2.3.00/30.0027 ,Tvorba centra
transgennich technologif”

Mechanistic basis of hybrid
sterility in mice

Jifi Forejt

Institute of Molecular Genetics AS CR Prague,
and BIOCEV, Biotechnology and Biomedicine
Center of the AS CR and CU in Prague, Vestec

evropsky
socialni

* *
* *
* *
* x Kk
fondv CR EVROPSKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

BIOCEV

Meiosis is a highly conserved developmen-
tal program of sexually reproducing organisms
resulting in formation of haploid gametes.
Besides ensuring proper segregation of ho-
mologous chromosomes into gametes and
meiotic recombination of paternal and mater-
nal genomes, meiosis functions as a selective
barrier preventing certain chromosomal and
genic mutations from transfer to next gen-
erations. The resulting meiotic failure leads to
male and female sterility. Formation of gam-
etes containing exact haploid genomes from
which major chromosomal and gene muta-
tions are filtered out is also critical for pre-
vention of birth defects. To study the mecha-
nisms of these surveillance mechanisms we
analyze genetic control and mechanistic basis
of laboratory models of chromosomal and
genic hybrid sterility in mice. Here we report
extensive asynapsis of chromosomes and dis-
turbance of the sex body formation in >95 %
of pachynemas of Mus m. musculus x Mus m.
domesticus sterile F1 males. Asynapsis is not
preceded by a failure of DSB induction and the
rate of meiotic crossing over is not affected in
synapsed chromosomes. DNA double-strand-
ed break repair is delayed or failed in unsyn-
apsed autosomes and misexpression of Chr X
and Chr Y genes occurs in early meiotic pro-
phase. Oocytes of F1 hybrid females show the
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same kind of synaptic problems but with the
incidence reduced to half. Most of the oocytes
with pachytene asynapsis are eliminated be-
fore birth. We report for the first time the het-
erospecific pairing of homologous chromo-
somes as a pre-existing condition of asynapsis
in interspecific hybrids. The asynapsis may
represent a universal mechanistic basis of F1
hybrid sterility manifested by pachytene arrest.
Itis tempting to speculate that a fast evolving
subset of the noncoding genomic sequence
important for chromosome pairing and syn-
apsis may be the culprit.

Vystup byl pfipraven za podpory projektu OPVK
CZ 1.07/2.3.00/20.0102 ,Vytvdreni expertniho tymu
centra fenogenomiky”
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Molekuldrni biologie kolorektdlniho karcinomu
Ctvrtek / 29. listopadu 2012/ 15.30-16.45 hod.

Charakteristiky MLH1 genu
u pacientu se sporadicky
se vyskytujicim kolorektalnim
karcinomem
Pavel Prochazka', Fabian Caja?,
Michaela Schneiderova?, Peter Makovicky?*,
Lucie Schwarzova?, Ludovit Bielik'?,
Miroslav Svoboda', Ludmila Vodic¢kova'?,
Pavel Vodicka'?
"Ustav experimentalni mediciny AV CR, v.v.i,,
Praha
?Ustav biologie a lékafské genetiky, 1. LF UK,
Praha
?|. chirurgicka klinika, Vseobecna fakultni
nemocnice, Praha
“Fakulta agrobiologie, potravinovych
a pfirodnich zdrojd, Ceska zemédelska
univerzita, Praha

V Ceské republice je kolorektéInf karcinom
(CRC) velmi ¢asto se vyskytujicim nddorovym
onemocnénim. CRC se ve vétsiné pfipadl
(90 %) vyskytuje sporadicky a ve vyssim véku
(>50 let). Priblizné 5-10 % pfipadl CRC zahr-
nuje dédi¢nou formu s moznym c¢asnéjsim
vyskytem (<45 let). Pfiblizné 20 % ze sporadic-
ky se vyskytujicich CRC vykazuje nestabilitu
mikrosatelitl, coz jsou kratké repetitivni sek-
vence vyskytujici se po celém lidském genomu.
Zmény v jejich délce mohou mit za nasledek
aberantni transkripci vyznamnych gend (ko-
dujicich nddorové supressory nebo receptory
pro rlstové faktory). Nestabilitu mikrosateli-
th zpusobuji defekty v opravach chybného
parovani bazi fizenych metylaci (mismatch
repair, MMR). Viysoké nestabilita mikrosatelitd
je typické pro nadory pacientl s Lynch syn-
dromem, ktefi maji mutace v MMR genech
(napf. MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2). Tyto geny
patfi k vyznamnym tumor supresorovym ge-
ndm nejen u CRC, ale i u fady dalsich nadord.
K nestabilité mikrosatelitd u CRC vedou i tzv.
epimutace MLHT (homolog MMR genu mutL
u E. coli) pfedstavujici epigenetickou inaktivaci
prostfednictvim hypermetylace CpG ostrova.
Uvedené mechanizmy se rovnéz uplatiuji pfi
vzniku polypt ve sliznici tlustého stieva a jejich
progresi pfes adenomy az ke karcinomu.

Do nasi studie jsme zahrnuli 99 DNA vzor-
k& zfskanych od 96 pacientd se sporadickym
CRC. Zameéfili jsme se na studium zarodecnych
i somatickych variant v 19 exonech MLH1 genu

pomoci analyzy kfivek tani's vysokym rozlisenim
(high resolution melting, HRM). Pozitivni vzorky
s moznym vyskytem mutaci byly ndsledné ové-
fovany automatickym sekvenovanim. Zaroven
jsme zjistovali hladinu metylace promotorové
oblasti genu MLH1 pomoci HRM optimalizova-
né pro detekci metylace (methylation-sensitive
HRM, MS-HRM) a imunohistochemicky jsme
stanovili expresi MLH1 proteinu.

V nasem souboru pacientl jsme nalezli
fadu variant MLH1 genu. Nejc¢astéji se vysky-
tujici variantou byl polymorfizmus c. 655 A>G,
p. lle219Val v exonu 8. Dale byly detekovany
polymorfizmy v intronu 13 na pozici c. 1558+14
G>A (93 G/G, 6 G/A), v intronu 14 na pozici c.
1668-19 A>G (23 A/A, 56 A/G, 20 G/G), v exonu
17 €. 1959 G>T, p. Leub53Leu (94 G/G, 5 G/T)
avexonu 19c. 2146 G>A, p. Val716Met (97 G/G,
2 G/A). Zcela nové jsme objevili dvé nové vari-
anty, prvni v exonu 2 (zarodecnd) na pozici c.
204 C>G, p. lle68Met (98 C/C, 1 C/G) a druhou
v exonu 11 (somatickd) na pozici c. 973 C>T, p.
Arg325Trp (98 C/C, 1 C/T). Vysokd nestabilita
mikrosatelitl byla nalezena v 9 DNA vzorcich
(8 pacientt). Ostatnich 90 vzorkd (88 pacient()
bylo urceno jako stabilnich v mikrosatelitech.
MS-HRM optimalizovana pro detekci metylace
na 1% hladiné odhalila 15 vzorkd CRC a 3 vzor-
ky prilehlé zdravé tkdné s metylaci vy3si nez
1 %. Pfi nastaveni ,cutoff” na 25 % (metylace
25-90 %) jsme odhalili nddory CRC se silnou
korelaci mezi hypermetylaci MLH1, vysokou
nestabilitou mikrosatelitd a lokalizaci ve slepém
strevé (caecum) a vzestupném tracniku (colon
ascendent). Snizenf exprese MLH1 vyznamné
korelovalo nejen se zvysenou hladinou me-
tylace (R =-0,752, p < 0,0000001), ale i nizsim
stadiem onemocnéni.

Na zékladé nasich vysledkd Ize konstato-
vat, ze somatické mutace v MLH1 genu v da-
ném souboru pacientl hraji pravdépodobné
minoritni roli ve vyvoji sporadické formy CRC.
Na druhou stranu hypermetylace MLH1 genu
spojena s nizsi expresi MLHT ma vyznam ze-
jména pro pocatecni stadia onemocnéni, kdy
nedostatecnd funkénost MMR bude pro progresi
onemocneéni klicova. Nalezend metylace MLH1
genu ve zdravé tkdni naznacuje mozné poci-
najici prekancerdzni zmeény, které jeSté nejsou
morfologicky zachytitelné.

Podpora: CZ: GA CR: GA P304/11/P715,CZ: GACR:
GA 304/12/1585 a IGA MZ CR NT 12025-4/2011.
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Okultni nadorové buriky u pacienti
s kolorektalnim karcinomem -
negativni prognosticky faktor
Josef Srovnal', Andrea Benedikova',
Kamil Vyslouzil?, Pavel Skalicky?,

Ivo Klementa?, Miloslav Duda?,

David Vrana3, Bohuslav Melichar?,

Karel Cwiertka3, V&ra RGzkova',

Lenka Radovd', Marian Hajduch'
'Laboratof experimentélni mediciny pfi
Détské klinice LF UP a FN Olomouc, Ustav
molekuldrnf a transla¢ni mediciny

2. chirurgické klinika LF UP a FN Olomouc
*Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Detekce okultnich nddorovych bunék
u solidnich nadort metodou RT-PCR v redlném
Case je relativné novou metodou predstavujicf
potencionalné ucinny nastroj v klinické onkolo-
gii, ktery svym pfinosem v oblasti ultrastagingu
znamena zpfesnéni diagnostiky. Cilem predkla-
dané prace je objasnit prognostickou hodnotu
pritomnosti okultnich nddorovych bunék u pa-
cientd s kolorektalnim karcinomem.

Metody: Do studie bylo zafazeno 256 pa-
cientl operovanych pro kolorektaInf karcinom.
Metodou real-time RT-PCR byly na miru exprese
karcinoembryonalniho antigenu (CEA) a cytoke-
ratinu 20 (CK20) vysetteny vzorky periferni krve
a kostni diené v den operace a mésic po opera-
ci. Naméfené hodnoty exprese testovanych mar-
kerl byly korelovény s klinicko-patologickymi
charakteristikami a s parametry preZiti.

Vysledky: Median sledovani souboru 191
pacientd s kolorektalnim karcinomem klinické-
ho stadia I-1ll ¢inil 62,5 mésict, median preziti
81,0 mésicl. Pozorovali jsme silnou zavislost mezi
piftomnosti okultnich nadorovych bunék a klinic-
kym stadiem pfi vyuziti Coxovi regresni analyzy.
Pacienti s kolorektalnim karcinomem a pfitom-
nosti okultnich nddorovych bunék v periferni
krvi pfi operaci za vyuziti CEA jako markeru méli
podstatné kratsf celkové prezitf (p<0,06, HR=1,984
(95 % CI: 1,101-3,575). Pfi vyuziti markeru CK20
v kontrolnich vzorcich krve mésic po operaci méli
pacienti s pritomnosti okultnich nddorovych bu-
nék také kratsi celkové preziti (p<0,055; HR=1,857
(95 % ClI: 1,005-3,432)). Obdobné bylo pozorovano
vyrazné kratsi preziti také u pacientd s pfitom-
nosti okultnich nddorovych bunék v kostni dfeni
mésic po operaci za vyuZiti markeru CEA (p<0,02,
HR=2,368 (95 % Cl: 1,212-4,627)).
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Zavér: Vysledky nasi pokracujici studie
potvrzuji, Ze pfitomnost okultnich nddorovych
bunék je negativnim prognostickym fakto-
rem u pacientl s kolorektalnim karcinomem.
Metodou PCR lIze takto identifikovat pacienty
s pfitomnosti okultnich nddorovych bunék
a krat$im prezivanim, na které se mlze cilené
zaméfit adjuvantni terapie.

Prdce natomto projektu je podporovdna
granty MPOTIP FR-TI1/525, IGA UP LF_2012_017
a CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

Role miR-215 v patogenezi
kolorektalniho karcinomu
Petra Faltejskova'?, Klara Sr(itova’,
Jitka MI¢ochovad', Marek Svoboda?,
Rostislav Vyzula?, Ondiej Slaby'?
'CEITEC MU, Masarykova univerzita, Brno
“Masarykdv onkologicky Ustay, Klinika
komplexni onkologické péce, Brno

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddujici
molekuly jednofetézcové RNA, které post-
transkrip&né reguluji genovou expresi. Svym
plsobenim ovliviuji fadu biologickych déjg,
jakymi jsou diferenciace, apoptdza, bunécny
cyklus, proliferace &i metastdzovani. Pocetné
studie prokazaly, Ze k deregulaci miRNA dochézi
u rliznych typl nddorovych onemocnénivéetné
kolorektélnfho karcinomu (CRC), a tyto moleku-
ly tak mohou pUsobit jako nddorové supresory
nebo naopak onkogeny. PfestoZe rozdilna ex-
prese nékterych miRNA mezi nddorovou tkanf
a zdravou stfevni sliznici pacientl s CRC byla
jiz opakované pozorovana, jejich presnd uloha
v patogenezi tohoto onemocnéni nebyla dosud
pfesné popsana.

Hlavnim cilem studie bylo popsat funkci
miR-215 v patogenezi CRC, nebot deregulovana
exprese této miRNA byla jiz dfive zaznamenéna
na zékladé expresnich profilll 667 miRNA me-
todou kvantitativni Real-Time PCR arrays u 63
ddkladné klinicky charakterizovanych pacientd
s CRC. Validace na nezavislém souboru 125 pa-
cientl potvrdila vyznamné nizsi hladiny miR 215
(P < 0.0001) v nddorové tkéani. Zéroven byla pro-
kdzéna souvislost mezi snizenou hladinou této

miRNA a klinickym stadiem nemoci (P < 0,0001),
metastazovanim do regiondlnich lymfatickych
uzlin (P < 0,0001) &i vyssim gradem (P = 0,0388).

Pomoci in vitro analyz, kdy byla transfe-
kovéna 10 nM pre-miR-215 do bunécnych linif
DLD 1 a HCT-116+/+, bylo zjisténo, Ze navyseni
exprese této miRNA vede k poklesu ve viabili-
té bunék HCT-116+/4+ 0 21,7 £ 0,3 % (P = 0,05)
aDLD-10197+71 % (P=0,05) 48 h po transfekci.
Analyza bunécného cyklu dale prokazala, ze miR
215 vyznamné navysuje podil bunék v GO G1 fazi
a shizuje pocet bunék v S fazi u bunécné linie
HCT-116+/+ (P = 0,01), nikoliv véak u bunécné linie
DLD-1. Podobné zvysené hladiny miR-215 vedly
k vzestupu v poctu apoptotickych HCT-116+/+
bunékz 14,6 + 2,1 % na 36,2 + 51 % (P = 0,005).
Tato skute¢nost pravdépodobné souvisi s piftom-
nostf inaktivacni mutace genu pro p53 u bunék
DLD-1. Pomoci ‘scratch wound assaye’ bylo da-
le Zjisténo, Ze zvy3end exprese miR-215 snizuje
migraci DLD-1 bunék 0 46,1 + 20,5 % (P = 0,05)
a HCT-116+/+ bunék 0 26,6 =+ 35,2 % (P > 0,05).

Snizena exprese miR-215 byla jiz pozorovéna
u fady nddorovych onemocnéni a Ize tedy pfed-
pokladat, ze funguje jako nddorovy supresor.
Vysledky této studie déle naznacuji pfipadné
vyuziti miR-215 jako nového biomarkeru u CRC
a funkéni screening potvrdil, ze predstavuje
potencialné cil pfi 1é¢bé tohoto onemocnént.
Presné molekularni mechanizmy jeji funkce vsak
nejsou dosud zndmy a bude jim porozumé-
no teprve v pfipadé, ze se podafi identifikovat
a experimentalné validovat cflové molekuly této
zajimavé miRNA.

Prdce byla podpotena grantem IGA MZCR
NT13549-4/2012 a NT13860 4/2012, projektem
CEITEC - Central European Institute of Technology
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068) a vyzkumnym zdmérem
MZOMOU2005.

Vyznam dlouhych nekédujicich
RNA u nadorovych onemocnéni
Jiti Sa4na'?, Petra Faltejskova'?,

Simona Hankeovd', Marek Svoboda'?,
Rostislav Vyzula', Ondfej Slaby'?
'Masarykdv onkologicky Ustav, Klinika
komplexni onkologické péce, Brno

Stredoevropsky technologicky institut
(CEITEC), Masarykova univerzita, Brno

Vétsinu eukaryotického genomu predstavuiji
DNA sekvence, které nekdduji proteiny. Tyto sek-
vence jsou prepisovany bud podle vyvojového
programu daného organizmu, nebo v rdmci
odpovédi na vnéjsi signaly. Vysledkem tran-
skripce takovych sekvencf je pak velké mnoz-
stvi dlouhych nekddujicich RNA (IncRNA).
Celogenomové studie predpoklddaji existenci
vice nez 3 300 IncRNA. Dlouhé nekddujici RNA
jsou definovany jako molekuly nekédujicich RNA
0 délce vice nez 200 nukleotidl. Ackoli bylo do-
sud funk¢né charakterizovéno pouze omezené
mnozstvi INCRNA, jejich regulacni potencial je
jiz dnes evidentni. LncRNA hrajf klicové role jak
v transkrip&nich, tak v posttranskripcnich regu-
la¢nich drahach. U mnoha naddorovych onemoc-
néni dochazi k deregulaciIncRNA, coz spole¢né
s jejich funkenimi vlastnostmi naznacuje jejich
potencidl v procesech maligni transformace.

Jednou ze tfid IncRNA jsou prepisované
vysoce konzervované oblasti (transcribed-ul-
traconserved regions; T-UCR) vyznacujici se vy-
sokou homologii mezi ortolognimi oblastmi lid-
ského, potkaniho a mysiho genomu.V soucasné
dobé je zndmo 481 takovych sekvenci. Z funke-
niho hlediska se T-UCR jevi jako inhibitory pro-
teinkddujicich gend a nékterych nekdduijicich
RNA, vcetné mikroRNA. Nedavné studie naznaci-
ly, Ze exprese T-UCR je u vybranych naddorovych
onemocnéni deregulovana a dokonce koreluje
s klinicko-patologickymi charakteristikami paci-
entld. Nase sdéleni bude zaméfeno na soucasné
poznatky z oblasti zapojeni IncRNA do biologie
nadorovych onemocnéni véetné prezentace
vysledkd nasi prace zaméfené na studium T-UCR
u kolorektalniho karcinomu.

Tato prdce byla podporena granty Internf
Grantové Agentury Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky NT13514-4/2012 a NT11214-
4/2010; projektem “CEITEC — Central European
Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068);
a InstituciondlInimi zdroji pro Podporu vyzkumnych
organizaci poskytnutou Ministerstvem zdravotnic-
tvi Ceské republiky v roce 2012,
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Nové trendy ve vyzkumu
mikroRNA u solidnich nadort

Ondfej Slaby'?

"Masarykdv onkologicky Ustay, Klinika
komplexni onkologické péce, Brno

CEITEC - Stfedoevropsky technologicky
institut, Masarykova univerzita, Brno

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekoduijcf
RNA dlouhé 18-25 nukleotid, které post-tran-
skrip&né reguluji genovou expresi v priibéhu
rozli¢nych bunéc¢nych procest, jako jsou apo-
ptdza nebo diferenciace, ale i maligni transfor-
mace. Zmény v expresnich profilech miRNA jiz
byly pozorovény u vétsiny solidnich nadord.
Mechanistické studie v nddorové burce pro-
kdzaly schopnost jednotlivych miRNA vykazo-
vat funkci nddorovych supresor a onkogend.
Nejnovéjsi pozorovani navic popisuji potencial
jedné miRNA vykazovat v zévislosti na kontextu
jak funkci nadorového supresoru, tak onkogenu.
Tato pozorovani zésadnim zpUsobem rozsitila
koncept molekuldrni patogeneze nadorovych
onemocnéni a naznacila potencidl miRNA nejen
jako diagnostickych biomarker(, ale také jako
potencialnich terapeutickych cild. Specifické
expresni profily miRNA byly u pacientl se so-
lidnimi nddory Uspésné vyuzity ke stanoveni
progndzy, k predikci 1é¢ebné odpovédi na vy-
brané terapeutické rezimy nebo upresnéni
diagnostiky u metastdz nezndmého plvodu.
Pfitomnost miRNA byla prokdzéna v krevnim
séru a plazmé, ale také moci nebo mozkomisnim
moku, kde vykazovaly nejen vysokou miru sta-
bility, ale u vybranych solidnich nddord rovnéz
velice dobré analytické vlastnosti. V soucasné
dobé je kromé mozného diagnostického vyuziti
cirkulujicich miRNA intenzivné studovan jejich
plvod a pficiny jejich extrémné vysoké stability.
MiRNA jsou také velice slibnymi terapeutickymi
cili, pficemz prvni protinaddorova terapie na bazi
miRNA vstupuje do klinického hodnoceni za-
¢atkem pristiho roku. Sdéleni zahrnuje novinky
z oblasti biogeneze a funkce miRNA, izomiRs,
koncept kompetujicich endogennich RNA
(ceRNAs), vyznam miRNA v nddorové biologii
a jejich zapojeni do hlavnich znak maligniho
nadoru, biologie nddorové kmenové bunky
¢i autofagie. V kontextu nasich vysledkd bu-
de diskutovana schopnost vybranych miRNA
slouZit jako tkadnové biomarkery (prognostic-
ké a prediktivni), sérové a mocové biomarkery

(diagnostické) a potencialnf terapeutické cile
u kolorektalniho karcinomu, rendlnfho karcino-
mu a glioblastomu.

Vyzkum byl podporen granty IGA MZ CR
NT13549-4/2012, NT13860 4/2012, NT-13547
-04/2012, NT13514—4/2012 a NT11214-4/2010.

Moznosti vysSetieni genu Her-2

u pacientd s karcinomem prsu
Vladimira Koudelakovd', Jitka Berkovcovad',
Radek Trojanec', Lenka Radovd',

Jifi Ehrmann?, Zdenék Kolaf?, Dana Cahovad',
Bohuslav Melichar?, Marian Hajduch’
'Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc

’Laboratory of Molecular Pathology,
Department of Pathology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University,
Olomouc

3Department of Oncology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University,
Olomouc

VySetfen( genu her-2 je nedilnou soucasti
rutinni diagnostiky pacientd s karcinomem prsu,
které je nezbytné pro indikaci biologické Iéc-
by trastuzumabem. BéZnou praxi je skriningové
vysetieni overexprese her-2 proteinu pomocf
imunohistochemie a nésledna verifikace hra-
ni¢né pozitivnich ¢i nejasnych vysledkd fluo-
rescencni in situ hybridizaci (FISH), kterd iden-
tifikuje pocet kopii genu her-2. Priblizné u 5 %
pacientl neni mozné vysetfeni FISH hodnotit,
pricinou obtizné hybridizace je nej¢astéji Spatna
kvalita DNA zpUsobena nespravnou manipulaci
se vzorkem, nejcastéji Spatnou fixaci prepara-
tu. Pro vzorky, u nichZ neni mozné vysetieni
FISH kvalitné zhodnotit, byla v nasi laboratofi
zavedena metodika 3 duplexnich real-time PCR
(@PCR). Tyto PCR reakce porovnavaji pocet kopif
genu her-2 s tfemi referen¢nimi geny gcs-1, dck,
epn2, lokalizovanymi na chromozomech 2, 4
a 17. Metoda je schopné zachytit pozitivitu pfi
5% obsahu DNA s vysokym poctem kopif her-2
genu. Metoda byla validovana na sérii 181 paci-
entskych vzorkd, které byly paralelné vysetieny
pomoci IHC (HercepTest), FISH (PathVysion) a gP-
CR. Senzitivita metody byla 97,8 %, resp. 94,6 %
pfi porovnani qPCR s FISH, resp. IHC. Specificita
metody byla 100 %, resp. 98,5 % pfi porovnan{
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gPCR s FISH, resp. IHC. K dnesnimu bylo vyset-
feno 198 vzorkl karcinomu prsu, u nichz ne-
bylo mozné stanovit pocet kopif genu her-2
pomoci FISH. Pomoci gPCR bylo mozné her-2
status stanovit u 69,2 % z nich, u 30/198 pacientd
(15,2 %) byla nalezena amplifikace her-2, u 54 %
(107/198) byl nalezen fyziologicky status her-2
genu. Stanoveni poctu kopif genu her-2 pomocf
gPCR je dostate¢né citliva a specifickd metoda,
kterd se zda byt velmi dllezitd v diagnostice
karcinomu prsu, a to predevsim u vzork(, u nichz
selhala metoda FISH.

Tato prdce je podpofena granty GACR
303/09/H048, IGA LF_2012_017 a BIOMEDREG
(CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

Biopsia SLU u vybranych pacientok
s duktalnym karcinémom in situ -
kazuistika

Marta Marcinovd, Andrej Vrzgula,

Sylvia Krajnikova

IIl. chirurgicka klinika SZU - I. Sikromna
nemocnica, a.s.; Nemocnica Kosice — Saca

Uvod: SLNB je miniinvazivna a presna me-
téda hodnotiaca postihnutie axilarnych lym-
fatickych uzlin u pacientok s invazivnym kar-
cindbmom prsnika. Technika SLNB bola Uspesne
aplikovana aj u pacientok premenopauzélnych
vekovych kategorii s CCB vysetrenim verifiko-
vanym DCIS.

Material a metodika: Kazuistika 40 r. pa-
cientky (s pozitivnou rodinnou anamnézou,
po dvoch poérodoch, uzivajica pét rokov hor-
monalnu antikoncepciu), s klinicky verifikova-
nym tumorom prsnika TINOMO, CCB vysetrenim
hodnotenym ako DCIS.

Vysledok: Lymfoscintigrafickym vysetre-
nim bola zobrazena jedna sentinelova lym-
fatickd uzlina lokalizovana v axildrnej oblasti.
Histopatologickym vysetrenim SLU nebola
potvrdend mikroinvazia ani MTS postihnutie.
Preto bola dokoncena len prsnik zdchovna
operacia — quadrantektoémia s peroperacnou
rychlou histolégiou (bez zndmok infiltracie
chirurgickych resekénych okrajov, potvrdend
pritomnost invazivnych lozisk). Vysledky defi-
nitivneho histopatologického vysetrenia preu-
kézali pritomnost komponent duktadlneho inva-
zivneho karcinému, grade 1, low nuclear grade,
prolifera¢ny index Ki-67 score 10 %, pozitivhou
expresiou steroidnych receptorov, pritomno-
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stou intraduktalnych papilémov v okolitom
peritumoralnom tkanive, typickou a atypickou
duktalnou hyperpléaziou.

Zaver: Uloha SLNB u CCB verifikovaného
DCIS prsnika zostava neustale predmetom kon-
troverznych diskusil. Percento metastatického
axildarneho postihnutia u pacientok s DCIS je
nizke (1,7 %). V pripade potvrdenia metastatic-
kého postihnutia SLU ev. ndlez mikrometastéz,
je nevyhnuté doplnit disekciu axildrnych LU I.
all. stdze — predovsetkym u premenopauzal-
nych pacientok. Dosledné a definitivne histolo-
gické vysetrenie resekdtu prsnika s primarnym
loZiskom je nevhnutné za Ucelom vylUcenia
pritomnosti mikroinvazivnych loZisk — zodpo-
vednych za metatstatické postihnutie axilarnych
lymfatickych uzlin. Vyznamnu tlohu zohrava aj
hodnotenie biologickych vlastnosti nddorovej
|ézie: velkost primarnej TU |ézie, gradying, his-
tologicky subtyp, difizne alebo multicentrické
mikrokalcifikacie, status steroidnych hormonal-
nych receptorov, prolifera¢ny index; v sulade
s hodnotenim onkochirurgickej radikality a me-
nopauzalneho statusu; ktoré ovplyvnuju riziko
metastatického posthnutia. Vzhladom na vysoky
vyskytinvazivnych zloziek v definitivnom histo-
patologikom hodnotenf primdrnej nddorovej
|ézie prsnej zlazy (predoperacne CCB hodnote-
nym ako DCIS) by tieto pacientky predovsetkym
v premenopauzdlnom veku mali Standardne
podstupit lymfoscintigrafické vysetrenie s na-
slednou SLNB a quadrantekdmiou v jednom
sedeni. SLNB méZeme povazovat za Standardnu
rutinnu metddu v terapii premenopauzalnych
pacientok s DCIS.

Polyzomie chromozomu 17

u olomouckého souboru pacientek
s karcinomem prsu

Radek Trojanec, Magdalena Kneblov4,
Vladimira Koudeldkova, Soria MI¢ochova,
Maridn Hajduch

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

U karcinomu prsu byvé zaroven s genem
Her-2/neu (H) vysetifovan i status chromozomu
17 (CH17). Pomér poctu kopil H/CH17 je dlleZi-
tym kritériem pro stanoveni amplifikace genu.
Pocet kopif CH 17 (polyzomie/monozomie) by-
va nejcastéji vysetfovan pomoci alfa-satelitni
(centromerické) sondy, CEP17. Jak v3ak bylo
popsano, CEP 17 nemusi ve viech pfipadech
hybridizovat s dostate¢nou specifitou, a tudiz

odectené signaly nekoresponduji s redlnym
poctem CH17.

V rdmci olomouckého souboru pacientek
s karcinomem prsu bylo na poc¢atku roku 2012
vysetfeno 3531 pacientek (v sou¢asné dobé
probiha analyza souboru za rok 2012). U 8,52 %
(301/3531) pacientek byla nalezena polyzomie
chromozomu 17.

Zvyseny pocet kopif CH17 (CH17 > 2,5) byl
potvrzen pouze u 22,4 % (56/250) pGvodné ,po-
lyzomickych” pacientek. U 51 pfipadd (20,4 %)
doslo diky zpfesnéni poméru H/CH17 k prefa-
zeni z kategorie ,neamplifikovany gen Her-2/
neu” do kategorie ,amplifikovany”, nebot bylo
spinéno kritérium H/CH17 > 2,2, tj. pacientky
byly nové indikovany k |é¢bé trastuzumabem
(Herceptin).

V soucasné dobé se snazime ziskat klinické
Udaje o Ucinnosti Herceptinu u téchto pacientek
a poukazat tim na nezbytnost zpfesnéni poly-
zomie chromozomu 17, detekované centrome-
rickou sondou.

Podékovdni za podporu patfi projektu
Biomedreg CZ.1.05/2.1.00/01.0030.

Primarni fasinky bunék
gastrointestinalnich
stromalnich tumori
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Bohuslav Melichar?, Igor Richter*,
David Buka', Jaroslav Mokrys®,

Stanislav Filip', Jifi Petera’

'Klinika onkologie a radioterapie LF UK a FN
Hradec Kralové

Fingerland(v Ustav patologie LF UK a FN
Hradec Kralové

*0Onkologické klinika LF UP a FN Olomouc

*Oddélenf klinické onkologie, Krajska
nemocnice Liberec, a.s.

SLF UK Hradec Kralové

Ustav histologie a embryologie LF UK
Hradec Kralové

Vychodiska a cil: Primdrni fasinka je sen-
zorickd, solitdrni, nepohybliva, mikrotubularni
struktura, kterd se v klidové c¢asti bunécného
cyklu nachazi na povrchu vétsiny lidskych bu-
nék, véetné bunék stromatu nadord. Na povr-
chu bunék vétsiny typl karcinom se primarni
fasinky nevyskytuji. Pfitomnost primarni fasin-
ky na povrchu bunky je pfechodna: vyskytuje
se v klidové fazi G1 (G0) a na pocétku S faze
bunéc¢ného cyklu, pred vstupem nebo v pra-
béhu G2 faze bunécného cyklu se resorbuje.

Po ukonceni mitézy centrosom (oba centrioly
s pericentriolarnim materidlem) migruje k po-
vrchu buriky, kde se matefsky centriol diferen-
cuje v bazéIni télisko, které slouzi jako nuklea¢ni
centrum mikrotubull axonematu primarnf fa-
sinky. Po vétsinu doby interfaze je centrosom
lokalizovan pfi povrchu burnky pod bunécnou
membranou, kde jeho matefsky centriol, docas-
né diferencovany na bazalni télisko, slouzf jako
nuklea¢ni centrum mikrotubull axonematu sen-
zorické primdrni fasinky. Pfed zahdjenim mitozy
se mikrotubuly primarni fasinky depolymerizuijf.
(Tfim se uvolni bazaln télisko matefsky centriol
a centrosom se mUze pfemfstit k jadru buriky,
aby mohla byt zahajena mitéza). V primdrnich
fasinkdch rlznych typd bunék jsou pfitomny
rlizné typy receptor, a jsou v nich aktivni né-
které signalni drahy. Poruchy tvorby, struktury,
nebo funkci primarnich fasinek se studuji u fady
onemocnéni a vyvojovych vad.

Z literatury je zndmo, Ze se primarni fasinky
vyskytuji na povrchu Cajalovych intersticidlnich
bunék, které jsou povazovany za prekurzorové
bunky gastrointestinalnich stromdlnich tumord
(GIST). V literatufe vsak nenf informace o tom,
zda jsou primarni fasinky pfftomny na povrchu
bunék GISTU. Cilem této pilotni studie je zjistit,
zda se na povrchu bunék GISTA vyskytuji pri-
marni fasinky, a pokud ano, tak v jaké frekvenci.

Pacienti a metodika: Pfitomnost primar-
nich fasinek byla hodnocena u 9 pacientd
s GISTy, veetné 8 primérnich nadord a 1 metasta-
zy jater. U 2 pacientt byla pfftomnost primdrnich
fasinek hodnocena nejen v primarnim nadoru,
aleiv recidivé: u 1 pacienta v recidivé bez pred-
chozi1é¢by imatinibem a u 1 pacienta v recidivé
po predchozi 1é¢bé imatinibem. Primarni fasinky
byly barveny Cervené znacenou protilatkou proti
acetylovanému alfa tubulinu, jadra bunék byla
barvena modfe (DAPI). Frekvence primarnich
fasinek byla hodnocena jako pomeér poctu jader
a primarnich fasinek bunék GISTU.

Vysledky: Celkem bylo pozorovano 9985
jader a 425 primarnich fasinek bunék GISTU.
Median frekvence vyskytu primarnich fasinek
bunék vsech vysetfenych GISTA ¢inil 4,26 %,
primarnich naddord 4,32 % a metastdz 3,64 %.

Zavér: Tato pilotni studie poprvé prokazala
pfitomnost primarnich fasinek na povrchu bunék
GISTU. Primarnf fasinky byly pozorovény ve viech
vysetfenych GISTech, véetné primérnich nadord,
metastdz a recidivy bez pfedchozi [é¢by imatini-
bem, i po predchozi Ié¢bé imatinibem.

Podékovdni: Prdce byla podporena projektem
PRVOUK P37/06.
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MikroRNA jako diagnostickeé
a prognostické biomarkery
renalniho karcinomu
Renata HéZova"?, Martina Rédova'?,
Robert Iliev', Alexandr Poprach?,
Jana Nekvindova?, Radek Lakomy?,
Pavel Fabian?, Lenka Radova*, Marek
Svoboda? Jan Dolezel? Rostislav Vyzula?,
Ondfej Slaby'?
'Stfedoevropsky technologicky institut
(CEITEC), Masarykova univerzita, Brno
“Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
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“Laboratof experimentalni mediciny pfi
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RenélIni karcinom (RCC) predstavuje cca 3 %
viech solidnich nadord v dospélém véku s in-
cidenci 29 pFipadd na 100000 obyvatel v CR.
MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddujici RNA
se schopnosti post-transkripéné regulovat geno-
vou expresi vice nez 2/3 lidskych gend véetné
onkogent ¢i nddorovych supresor(. Prvnim
cilem nasi studie bylo identifikovat tkanové
miRNA s prognostickym vyznamem, které by
umoznily nalézt pacienty s vysokym rizikem
relapsu po nefrektomii. Na zékladé expresniho
profilovani zalozeného na principu gRT-PCR
(TLDA) jsme na souboru 31 pacientl identifiko-
vali 64 miRNA, pomoci kterych bylo mozné od-
lisit pacienty se Spatnou progndzou (p<0.05): 20
miRNA vykazovalo zvysenou expresia 44 miRNA
naopak snizenou expresi. Nasledné jsme na ne-
zavislém souboru 46 pacientl validovali 9 vybra-
nych miRNA (miR-409-3p, miR-127-3p, miR-143,
miR-26a, miR-145, miR-10b, miR-136%*, miR-195
a miR-126), pficemz u 6 jsme potvrdili snizenou
hladinu u pacientl s horsi prognézou. Pomoci
Kaplan-Meierovy analyzy a long-rank testu jsme
prokdzali signifikantni korelaci mezi miR-127-3p
(p=0.014), miR-145 (p=0.05) a MiR-126 (p=0.015)
a prezivanim bez relapsu. Druhym cilem by-
lo identifikovat sérové biomarkery umoznujici
diagnostiku pacient s RCC. Pomoci expresniho
profilovani (TLDA) jsme identifikovali 30 miRNA,
které byly rozdilné exprimované v séru pacientd
s RCC a zdravych darcd. Na nezévislém souboru
pacientl (n=90) a zdravych darcl (n=35) jsme
potvrdili zvysenou hladinu miR-378 (p=0,0003,
AUC=0,71) a snizenou hladinu miR-451 (p <0,
0001, AUG=0,77) v krevnim séru pacientl s RCC.

Kombinace téchto 2 miRNA umoznila identifi-
kovat sérum pacientl s RCC s 83% senzitivitou
pfi 81% specificité a AUC 0,86. Po dalsich neza-
vislych validacich by nalezené tkdrové miRNA
mohly byt pouzivény pro predikci ¢asného re-
lapsu po nefrektomii v klinické praxi, a tim by
mohly pfispét k individualizaci terapie pacientd
s RCC. Cirkulujici sérové miRNA se zase zdaji byt
slibnymi diagnostickymi biomarkery RCC.

Prdce byla podporena grantem IGA MZ NT-
13547-04/2012.

Analyza mutace p.Val600Glu genu
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Uvod: Nejast&jsf histologickou variantou
diferencovaného karcinomu stitné Zlazy je PTC
(papillary thyroid carcinoma). Aktivujici bodo-
va mutace pVal600Glu genu BRAF, byla u PTC
asociovana se Spatnou prognozou. Nasim cilem
bylo korelovat klinickopatologické parametry
s vysledky vysetfeni mutacniho statusu genu
BRAF u pacientd s PTC, sledovat piipadné rozdily

Abstrakta / Abstract book

v mutacnim statusu u subtypt PTC, u primarni-
ho nddoru a metastdz a u jednotlivych fokust
u multifokélnich tumord.

Metody: Retrospektivni analyza 324 pa-
pildrnich nadorl stitné zIadzy a metastaz v kre-
nich uzlindch pochazejicich od 154 pacient(
operovanych ve dvou Ceskych centrech v ob-
dobi od roku 2003 do roku 2012. Izolace byla
provedena DNA soupravou DNeasy Blood and
Tissue (QiaGen, Hilden, Némecko), genotypizace
mutace pVal600Glu genu BRAF byla provedena
dvoubarevnym gPCR systémem s hydrolyzac¢ni
sondou (IntellMed, CR).

Vysledky: Analyzovatelnd DNA byla ziskana
ze 145 pacientskych vzorkd. Nejmensi Uspésnost
extrakce DNA byla u folikularnf varianty PTC.
U multifokélnich nddord byl v nékolika pripa-
dech nalezen rozdil v muta¢nim statusu mezi
lozisky (n.s.). Mutace BRAFV60OE byla detekova-
na u 84 pfipadl (57,9 %). Potvrdili jsme asociaci
mezi BRAF V60OE mutaci a pfitomnosti metastaz
do kr¢nich uzlin (p=0,028). Papilarni varianta PTC
vykazovala ¢astéjsi BRAFV60OE mutace nez jiné
subtypy PTC (0,046).

Podeékovadni: projekt byl proveden za prispéni
grantu MPOTIP FR-TI1/525 a CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

Prognosticky vyznam minimalni
rezidualni choroby u pacientu

s karcinomem plic

Andrea Benedikovd', Josef Srovnal’,

Jifi Klein?, Pavel Skalicky? Marek Szkorupa?,
Dana MI¢ichovd', Marian Hajduch’
'Laboratof experimentalni mediciny, Ustav
molekuldrnf a transla¢ni mediciny, LF UP

a FN Olomouc

2. chirurgickéd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Karcinom plic je v Ceské republice
jednim z nej¢astéjsich nddorovych onemocnéni
(incidence u muzd 51,14/100 000, u zen 17,07/100
000). | pfes obrovsky pokrok v 1é¢bé onkologic-
kych malignit zUstdva mortalita stéle vysoka
(umuzd 43,98/100 000, u Zzen 12,73/100000)
(2009www.svod.cz). MinimalIni rezidudlni cho-
robou (MRD) u nemocnych pacientd s karcino-
mem plic rozumime pfitomnost izolovanych
naddorovych bunék v téle pacienta, u néhoz
byl odstranén primarni tumor a ktery je v sou-
Casnosti bez klinickych zndmek onemocnént.
Tyto izolované nadorové bunky Ize na zaklade
soucasnych znalosti povazovat za prekurzory
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mikrometastaz. Detekce MRD u pacientd s kar-
cinomem plic by mohla pfispét ke zpfesnéni
progndzy onemocnéni a k elimininaci zaté-
zujiciho chirurgického vykonu u nemocnych
se systémovou molekuldrni diseminaci nemoci.

Metody: Do prospektivni studie bylo zafa-
zeno 108 pacientd (75 muzd, 33 Zen, prdmérny
vek 66,2 let) operovanych s kurativnim zamérem
pro karcinom plic. Metodou real-time RT-PCR
byly na miru exprese karcinoembryonélniho an-
tigenu (CEA), receptoru pro epidermalni ristovy
faktor (EGFR), lung-specific X proteinu (LUNX)
a receptoru pro hepatocytarni ristovy faktor
(c-met) vysetieny vzorky kostni diené, periferni
krve, krve z plicni Zily a tumoru. Naméfené hod-
noty exprese testovanych marker( byly korelo-
vany s klinicko-patologickymi charakteristikami
a s parametry prezitf.

Vysledky: Zaznamenali jsme statistic-
ky vyznamnou zévislost mezi mirou exprese
c-met v krvi z plicnf Zily a klinickym stadiem
(p<0,044) a postizenim lymfatickych uzlin
(p<0,0023). Vyznamné vyssi byla také pozitivita
c-met v periferni krvi (p<0,034) a v krvi z plicni
Zily (p<0,04) u pacientl s postizenim lymfatic-
kych uzlin na rozdil od pacientl s histologicky
negativnimi uzlinami.

82 pacientl s karcinomem plic sledované
po dobu delsi nez 1 rok jsme zahrnuli do analyzy
celkového preZiti. 27 z nich (32,9 %) zemfelo, me-
dian celkového preziti byl 19,8 mésice. Pacienti
s pozitivitou c-met v periferni krvi nebo kostni
deni vykazovali signifikantné kratsi celkové preZi-
vani (p<0.024; HR=4.39 (95 % Cl: 1.58-12.22), resp.
p<0.008; HR=5.08 (95 % Cl: 1.79-14.43)). Statisticky
vyznamneé krat$f celkové pfezivanijsme pozorovali
u pacientl s pozitivitou CEA a/nebo c-met v kostni
deni (p<0.025; HR=3.08 (95 % Cl: 1.26-7.5)).

Zavér: Vysledky nasi studie dokazuji ne-
gativni prognosticky vyznam pfitomnosti mi-
nimalni rezidudIni choroby u pacientl s karci-
nomem plic. Prokdzali jsme zavislost markeru
c-met na klinickém stadiu onemocnéni. Pomoci
marker( c-met a CEA jsme identifikovali paci-
enty s krat$im celkovym prezivanim. Detekce
pfitomnosti MRD zUstava vyuzitelnym a repro-
dukovatelnym vysetfenim pfispivajicim kindi-
vidualizaci terapie.

Prdce na tomto projektu je podporovdna gran-
ty CZ1.05/2.1.00/01.0030 and IGA UP LF_2012_017.

Geneticky polymorfizmus
vybranych reparacnych génov
bazovej exciznej reparacie

v karcinogenéze pltic

Lucia Letkova, Tatiana Matakova,
Ludovit Musédk, Martina Krutakova,

Petra Slovékova, Miroslava Sarlinova,
Anna Drgov4, Erika Halasova

Ustav lekérskej bioldgie, Jesseniova lekérska
fakulta UK, Martin

Na Slovensku je kazdoro¢ne diagnostikova-
nych viac ako 2000 novych pripadov pltcnych
malignit. Hoci ma v poslednych rokoch celkova
incidencia karcindmu plic u muzov mierne kle-
sajucu tendenciu, u Zien neustéle stlpa, pricom
je hlavnou z pricin Umrtia na onkologické ocho-
renia. Do popredia onkologického vyskumu sa
dostdva hladanie novych diagnostickych metdd
na v¢asnu identifikaciu ochorenia a vyselektova-
nie rizikovych jedincov. Jednou z potencidlnych
moznosti je Studium genetického polymorfizmu
a mutdcii génov, ktoré sa zUcastnuju na regu-
|&cif rastu buniek, na metabolizme xenobiotik
exogénneho a endogénneho pdvodu a génov
podielajucich sa na oprave poskodenej DNA.
Znizend reparacna schopnost DNA je spojend
so zvysenou nachylnostou bunky a organizmu
na rozvoj nadorového ochorenia.

Nasa praca sa zameriava na sledovanie
polymorfizmov vybranych DNA repara¢nych
génov: hOGGT Ser326Cys a XRCCT Arg399Gin
s dérazom na medzipohlavné rozdiely. Do
studie bolo zaradenych 357 pacientov s dia-
gnostikovanym karcinémom plic (271 mu-
70v, 86 Zien) a 379 zdanlivo zdravych jedincov
(226 muzov, 153 Zien) ako kontrolnd skupina.
Determindcia genotypov bola uskuto¢nena
metddou PCR-RFLP. Rozdiely v distribdcii jed-
notlivych genotypov aich kombinacii boli
vyhodnotené pouzitim chi-kvadrat test (x2).
Na vypocet rizika genotypovych variant da-
nych polymorfizmov vo vztahu k nddorovému
ochoreniu pltc sa pouzil Odds ratio (OR) a 95%
konfiden¢ny interval (95% Cl).

U génu XRCC1 sme zaznamenali Statistic-
kd vyznamnost u jedincov s variantnou alelou
GIn399, ktord mala 1,69-ndsobne vyssiu frek-
venciu (p = 0,0004) u zien s karcinomom pltc
v porovnani so Zzenami v kontrolnej skupine. Pri
analyze jednotlivych genotypov sme zistili sig-
nifikantne zvysené riziko rozvoja karcinému plic
v skupine Zien v pripade polymorfizmu génu
XRCC1 v heterozygotnom genotype Arg399GIn
(OR = 2,19, p = 0,007) a variantnom genotype
GIn399GIn (OR = 2,61, p = 0,03). Pri sledovanf
jednotlivych kombindcii genotypov sa v subore
Zien ako rizikovejsie identifikovali nasledovné
kombinécie: XRCC1 Arg/Arg + hOGGI Ser/Cys
(OR = 2,64, p = 0,04), XRCC1 Arg/GIn + hOGG!
Ser/Ser (OR = 3,05, p = 0,003), XRCC1 Arg/GIn
+ hOGG1 Cys/Cys (OR = 545, p = 0,04), XRCCT
GIn/GIn + hOGGT1 Ser/Ser (OR =6,81,p =0,0013).

Na zéklade nadich vysledkov mozeme po-
tvrdit hypotézu, ze geneticky polymorfizmus
génov bazovej exiznej repardcie hOGG1 a XRCC1
pravdepodobne zohrédva Ulohu v karcinogenéze
pluc, pricom nasa préca ako prvé poukazuje
na pohlavné rozdiely v sivislosti s rizikom vzniku
a rozvoja karcinému pluc a genetickymi poly-
morfizmami vybranych DNA reparacnych génov.

Grantovd podpora: APVV-04012-11 a Kompe-
tencné centrum pre vyskum a vyvoj v oblasti dia-
gnostiky a terapie onkologickych ochoreni — [TMS
26220220153.

Raritni pripad sou¢asného vyskytu
dvou mutaci genu EGFR u pacienta
s NSCLC z hlediska laboratorni
diagnostiky
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Uvod: Analyza muta¢niho stavu genu EGFR
je provadéna u pacientl s NSCLC vzhledem
k indikaci cilené [é¢by tyrozinkindzovymi inhi-
bitory genu EGFR (EGFR-TKI). Aktiva¢ni mutace
se vyskytuji z90 % v exonech 19 a 21. Vyskyt
mutaci navozujici rezistenci na terapii EGFR-
TKI je minimalni (do 5 %), nejcastéji se jedna
0 bodovou mutaci T790M v exonu 20 genu
EGFR. Soucasny vyskyt dvou typl mutaci EGFR
je v literatufe uvadeén, sekundarnf vyskyt mu-
tace T790M se objevuje u pacientl s rezistenci
k terapii EGFR-TKI.

Cil: Prezentace pfipadu vyskytu dvou mutaci
EGFR ve vzorcich pacienta s NSCLC; porovnani
vysledkd ziskanych nékolika molekuldrné biolo-
gickymi metodami.

Metody: Vysetfovany byly vzorky DNA z fi-
xované nadorové tkané (FFPE), cytologického
natéru a z periferni krve. U FFPE a cytologické-
ho natéru byla provedena histologicka analyza
vCetné stanoveni podilu nddorové tkdné. DNA
byla z FFPE izolovédna pomoci DNA Sample
Preparation Kit (Roche), z cytologického nate-
ru soupravou QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen)
a z periferni krve soupravou QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen). Pro mutacni analyzu genu
EGFR byly pouzity metody: fragmentacni analy-
za s hladinou senzitivity 5 % (exon 19), pfima sek-
venace s limitem 25 % (bodova mutace exon 20)



a 10 % (delece exon 19), Cobas EGFR Mutation
Test (Roche) s limitem 5 % (43 mutaci v exonech
18-21), PNAClamp EGFR Mutation Detection
Kit (Panagene) s detekénim limitem 2,5 % (29
mutaci v exonech 18-21), mutant-enriched PCR
s citlivosti 0,05 % (delece exon 19).

Vysledky: Byla provedena muta¢nfanalyza
genu EGFR u vzorku DNA z cytologického pre-
pardtu pacienta léceného EGFR-TKI s progresf
NSCLC. Vysetfena byla oblast exonu 19 a 21,
v exonu 19 byla detekovéna delece. Pro konfir-
maci tohoto vysledku byla pouZita diagnosticka
souprava PNAClamp EGFR Mutation Detection
Kit. Ta potvrdila pfitomnost delece v exonu 19
a soucasné detekovala ve vzorku dalsf typ mu-
tace (T790M). Identicky vysledek byl prokdzén
i diagnostickou soupravou Cobas EGFR Mutation
Test. Nasledné byl vysetfen vzorek FFPE ze stej-
ného obdobi a vzorek periferni krve. Ve vzorku
FFPE byl opét prokdzan soucasny vyskyt delece
vexonu 19 a T790M. Ve vzorcich periferni krve
se nepodafilo standardnimi metodami prokazat
Z4dnou mutaci genu EGFR, metoda mutant-enri-
ched PCR detekovala pfitomnost delece v exonu
19. Retrospektivné byl standardnimi diagnostic-
kymi metodami veetné diagnostickych souprav
vysetfen zachytovy FFPE materidl, ve kterém byla
detekovéana pouze delece v exonu 19.

Souhrn: U pacienta s progresi onemocnéni
byla prokdzana pfitomnost dvou typd mutace
genu EGFR, aktiva¢ni mutace (delece exon 19)
a mutace navozujici rezistenci k cilené terapii
TKI (T790M exon 20). U vstupniho odbéru té-
hoz pacienta byla zachycena pouze aktiva¢ni
mutace (delece exon 19). Pacient byl po zachytu
lé¢en dvéma cykly chemoterapie (1. cyklus —
stabilizace onemocneéni, 2. cyklus — progrese
onemocnén() a nasledné EGFR-TKI (velmi dobra
odpovéd na lé¢bu po dobu 22 mésicl, poté pro-
grese onemocnéni). Pravdépodobné se jedna
o0 pripad ziskané rezistence na terapii EGFR-TKI
spojeny s vyskytem sekundarni mutace T790M.
Pfipad potvrzuje vhodnost rozsifeni spektra z3-

chytovych metod u vzorkd s aktiva¢ni mutaci
EGFR o metody detekujici mutaci T790M.

Vysokokapacitni DNA sekvenovani
v molekularni diagnostice
onkologickych markeri EGFR
signalni drahy

Petr Vojta, Sylwia Jancik, Zuzana
Maceckova, Jana Stranska, Jiti Drabek,
Marian Hajduch

Ustav molekularn a translacni mediciny

LF UP v Olomouci a FN Olomouc

Na Uspésnost Ié¢by u plicnich adenokarci-
nomu a karcinomu kolorekta ma kauzalnf vy-
znam vysetieni reguldtorl buné¢ného cyklu
EGFR signéini drahy (EGFR, KRAS, BRAF) a n&-
slednd volba vhodné terapie.

Vysokd mira heterogenity somatickych mu-
taci a jejich minoritnfi podil v néddoru je ¢asto
limitujici faktor pro volbu diagnostické metody
s pozadovanou senzitivitou. Narozdil od soucas-
nych metod zaloZzenych pfedevsim na real-time
PCR detekci vybranych mutaci umoznujf nové
metody DNA vysokokapacitniho sekvenovanf
(NGS) individualizovanou flexibilitu vysetfova-
cich celoexonovych panell jmenovanych gen(
pfi zachovani velmi nizkého detek¢niho limitu.
Srovndani nasich pilotnich vysledkd klasickych
molekuldrnich vysetieni u detekce mutaci gend
EGFR, KRAS a BRAF s amplikonovym sekvenové-
nim NGS ukazuje na potencial diagnostického
pouZiti téchto novych metod.

Podékovdni: Projekt byl proveden za prispéni
grantu MPOTIP FR-TI1/525 a CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

p16 - aktualni pohled

na diagnostiku karcinomu cervixu
Milan Richter

ROCHE, s.r.o., Division Diagnostics

Metody screeningu a diagnostiky karcinomu
cervixu jsou v posledni dobé pfedmeétem fady
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studif. Zakladni a nejrozsifenéjsi metodou zUsta-
va vysetieni cytologie metodou PAP. Nesporny
pokrok oproti klasickym cytologickym stérm
prinesla LBC. Stale ¢astéji se jako screeningova
metoda uplatruje PCR stanoveni HR-HPV, kterd
umoznuje rozlisit pacientky s vysokym rizikem,
které nebyly zachyceny cytologickym vysetfe-
nim. V pfipadé pozitivniho vysledku nékteré
ze screeningovych metod je vhodné posou-
zenf rizika za pomoci stanoveni proteinu p16
v cytologickém materidlu a v pfipadé biopsie
i v téchto vzorcich.

Protein p16 hraje klicovou roli v regula-
ci buné¢ného cyklu a pfi diferenciaci bunék.
V normalnich burikdch je pfitomen v nizkych
koncentracich a obvykle nenf detekovatelny me-
todami IHC. U nékterych nédor byla prokdzana
zvysena produkce p16, kterd je projevem dere-
gulace buné¢ného cyklu a je tudiz vyuZitelna
pro diagnostiku metaplastickych zmén cervixu.

Pro cytologické vzorky se pouZzivéa souprava
CINtec® Plus Cytology CE/IVD. SlouZ{ k soucasné
detekci p16 a Ki-67. Koexprese téchto dvou pa-
rametrd v jedné bunce jednoznacné indikuje
deregulaci buné¢ného cyklu a je sama o sobé
ddvodem pro kolposkopii. Soucasné stanoven(
obou parametrl je nutné vzhledem k nemoz-
nosti presné lokalizovat ptvod jednotlivé burky
obsazené v cytologickém vzorku.

Pro bioptické vzorky je ur¢ena souprava
CINtec® p16 Histology CE/IVD (manudlni nebo
automatizovana verze pro Ventana Benchmark).
Je to IHC test pro kvalitativni detekci proteinu
p16INK4a na formalinem fixovanych vzorcich
zalitych do parafinu pfipravenych z cervikélnich
biopsii. Je uren pro pouziti ve spojeni s H&E
barvenymi preparaty pfipravenymi ze stejnych
biopsif jako metoda pro zvyseni pfesnosti diag-
noézy a shody mezi rdznymi hodnotiteli pfi
diagnostikovani high-grade cervikdlni intra-
epitelidIni neoplazie. (Doporuceni CAP a ASCCP)
Zpresnénim diagnostiky se tak mUze omezit
pocet radikalnich zésahu, jako jsou konizace.
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Poskozeni a modifikace DNA
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Intracelularni sekvestrace
ellipticinu - pFicina
chemorezistence a moznost
zesileni uéinku?

Jan Hrabéta', Jitka Poljakova?, Jan Uhlik?,
Marie Stiborova?, René Kizek?,

Tomas Eckschlager’

'Klinika détské hematologie a onkologie,
2.LF UK a FN Motol, Praha

’Katedra biochemie, PfF UK, Praha

3Ustav histologie a embryologie, 2. LF UK,
Praha

“Ustav biochemie, Mendlova univerzita, Brno

Uvod: Ellipticin (EL) je alkaloid izolovany
z rostlin Celedé tojestovitych. Nékteré jeho deri-
vaty vykazuji protinddorové Ucinky a v nékterych
zemich jsou pouzivany k terapii karcinomu prsu
a AML. EL zastavuje bunécny cyklus regulacf
cyklinu BT a Cdc2 a indukuje apoptézu tvorbou
volnych radikald, aktivaci systému Fas/Fas ligand
a iniciaci mitochondridlni apoptotické drahy,
regulaci proteint z rodiny Bcl-2 dale zvysuje ex-
presi nemutovaného p53 a obnovuje funkci mu-
tovaného p53. Kromé toho rozpojuje mitochon-
dridlni oxidativni fosforylaci. Predpokladame,
7e hlavnim mechanizmem protinddorového
ucinku je interkalce do DNA, inhibice topoiso-
merdzy Il a hlavné tvorba kovalentnich DNA
aduktd. K tvorbé DNA aduktl je nezbytnd ak-
tivace cytochromy P450 a peroxidazami. Proto
jeho Ucinek zavisi na obsahu téchto enzymd
v cflovych tkdnich a bunkach.
Chemorezistence je jednou z pficin selha-
ni terapie nadorU. Vétsinou je vyvoldna kombi-
naci vice mechanizmd. Hlavni mechanizmy jsou:
1. zvysené vylucovani léku z burky,
2. zmény exprese nebo modifikace cilové
struktury,
3. zmény enzymd aktivujicich nebo detoxiku-
jicich lék,
4. indukce antiapoptotickych nebo inhibice
proapoptotickych mechanizm,
5. zmény metabolizmu nebo vylucovani Iéku
nebo snizena dostupnost.

Jednim z popsanych mechanizm je ,vy-
chytani” Iéku v cytoplazmatickych vezikulach,
coz zabrani jeho pUsobeni na cilové struktury.
U bunék rezistentnich k doxorubicinu bylo po-
psano jeho vychytavaniv lysozomech. Dale viak
nebyl tento jev studovan.

—12.50 hod.

Metody: Bunéc¢né linie: odvozené od neu-
roblastomu SK-N-AS - bez amplifikace MYCN,
UKF-NB-4 - s amplifikaci MYCN, UKF-NB-
4ELLI - rezistentni k EL. Buné¢na smrt: vazba
AnnexinuV a DAPI hodnocend pritokovou
cytometrii, aktivita kaspdzy 3, MTT test a sle-
dovani rdstu bunék méfenim impendance pfi-
strojem eXcelligence. Detekce EL v bunkach:
konfokalnf fluorescen¢ni mikroskopif, prato-
kovou cytometrif a laserovou skenovaci mikro-
skopif. Priikaz autofagie: detekce LG3Il Western
blotingem a elektronové mikroskopie. Detekce
kovalentni modifikace DNA elektrochemicky
a metodou P32 postlabeling.

Vysledky a diskuze: Neuroblastomové
burnky vytvafi pfi kultivaci s EL jiz béhem hodiny
vakuoly obsahujici EL (prikaz ve fluorescencnim
mikroskopu). Elektronova mikroskopie a priikaz
minimalni konverze LG3 I na LG3 Il nesvéddi
pro autofagii. U linie UKF-NB-4ELLI rezistentni
k EL jsme prokazali zvysenou expresi V-ATPazy
(protein membrany lysozomU umoziujicl
funkci protonové pumpy, ta transportuje pro-
tony do lysozomu a udrzuje v nich nizké pH).
Pro Ucast sekvestrace na rezistenci k EL svéd¢i
i fakt, Ze fluorescence celych bunék rezistentnf
i senzitivnflinie kultivovanych v mediu s EL byla
stejnd, ale vyznamné nizsi byla fluorescence
jader rezistentni linie nez senzitivni, sekvestrace
v lysozomech rezistentnich bunék tedy ,ochra-
nila” jadro. Kombinace EL s bafilomycinem (spe-
cificky inhibitor V-ATPazy) nebo s chloroquinem
(zvysuje lysozomalIni pH a inhibuje fuzi autofa-
gozom s lysozomy) zvysila indukci apoptdzy
u senzitivni i rezistentni linie. Obdobny efekt
nevykazoval wortmanin, ktery blokuje ¢asna
stadia autofagie, ale neovliviuje lysozomalinf
pH ani aktivitu V-ATPaz. Z toho plyne, Ze Ucinek
EL je inhibovan sekvestracf v lysozomech a ne
autofagif. Elektrochemicky a postlabelingem
jsme prokdzali vyssi mnozstvi aduktd u bunék
inkubovanych s EL a bafilomycinem nebo chlo-
roquinem nez se samotnym EL.

Zaveéry: Nase vysledky ukazuji, Ze na rezis-
tenci k EL se podili sekvestrace |éku v lysozo-
mech. Inhibice V-ATP4zy tuto rezistenci potla-
¢i. Jsou literdrni Udaje, ze tento mechanizmus
se podili i na chemorezistenci k jinym Iékam.
Lze proto predpokladat, Ze inhibitory V-ATPazy
mohou potencovat Uc¢inek nékterych cytostatik.

Prdce vznikla za finan¢ni podpory GA CR (grant
P301/10/0356).

Cellular DNA damage response
in the context of cell cycle

Martin Mistrik, Jifi Bartek

Institute of Molecular and Translational
Medicine, Laboratory of Genome Integrity,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University Olomouc

Among the most serious forms of DNA dam-
age belong so called double-strand breaks (DSB)
which have the biggest impact on genomic sta-
bility and always introduce life-threatening situ-
ation. Cellular response to DSB is a complex pro-
cess involving multiple pathways which can be
structured between DSB recognition; repair and
other related cellular processes (e.g. checkpoint
activation). Importantly, complexion of these
responses is very much dependent on the cell-
cycle stage. We used advanced microscopic tech-
niques for a better insight into process taking
place at sites of DNA damage during different
stages of cell cycle with emphasis on mitosis.

Telomerase - an unusual enzyme
with unusual functions

Juraj Kramara

Laboratory of Genome Integrity, IMTM,
Olomouc

Telomerase is an unusual reverse transcrip-
tase carrying its own template. The primary
function of telomerase is to maintain the ends
of nuclear chromosomes — telomeres. As a key
player in chromosomal stability telomerase also
has a prominent role in bypassing cellular se-
nescence and cancer progression. Interestingly,
non-canonical functions of telomerase have
been also reported with no apparent connec-
tion to the well-established function of telom-
erase in telomere maintenance. Throughout the
lecture the functions of telomerase and its in-
volvement in cancer progression will be dis-
cussed.

Study of epigenetic 5-azacytidine
nucleosides and their derivatives
Khushboo Agrawal, Ivo Frydrych, Petr
Dzubak, Marian Hajduch

Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc



Aberrant DNA methylation is a major hall-
mark of cancer. In cancer cells, global hypometh-
ylation is accompanied by hypermethylated
and transcriptionally silenced tumor suppressor
and other cancer related genes, and contrib-
ute to the loss of proliferation control. The rever-
sion of these epimutations can therefore restore
proliferation control and apoptosis sensitivity.
The cytosine analogues 5-azacytosine (azacyti-
dine) and 2-deoxy-5-azacytidine (decitabine)
function as DNA methyltransferase inhibitors
and have shown substantial potency in reacti-
vating epigenetically silenced tumor suppressor
genes in vitro and are currently most advanced
drugs for epigenetic cancer therapies.

To characterize the demethylating activity
of 5-azacytidine nucleosides and their deriva-
tives we established a fluorescence detection
system with high sensitivity that involves an en-
dogenous promoter CpG island (CGl). Promoter
CGl of FLJ32130 gene was found to be methyl-
ated in HCT116 cells and respond sensitively to
decitabine by abundantly re-expressing its
mMRNA, therefore FLJ32130 gene was selected
as a targeting site. Exon 3 of the FLJ32130 gene
was more than 2 kb apart from the promoter CGl
and it was expected that targeting of the exon
would not affect the methylation status of the
promoter CGl; therefore a targeting vector was
constructed to replace exon 3 of the FLJ32130
gene with a fusion of IRES, Hygromycin and
EGFP. To construct the reporter cell we trans-

fected HCT116 cells with the linearized vector
and isolated one clone that had the expected
homologus recombination outcomes. It was
expected that the Hygr'-EGFP fusion protein
would not be expressed as long as the promoter
CGl was kept methylated, but that it would be
expressed when the CGIl was demethylated.
Under the fluorescence microscope, we ex-
amined the appearance of green fluorescence
before and after addition of decitabine and the
anticipated fluorescence was readily confirmed
after addition of 1 uM decitabine.

Furthermore, the DNA methylation inhibi-
tor 2-deoxy-5-azacytidine develops resistance
during treatment and mechanisms of resistance
remain unknown, therefore we are currently
investigating the mechanism of resistance to
decitabine.

This work is supported by grants: Medical fa-
culty internal grant UP (LF_2012_018), BBOMEDREG
(CZ.1.05/2.1.00/01.0030) and GACR (303/09/H048).

ATR-Chk1-APC/CCdh1-dependent
stabilization of Cdc7-ASK/Dbf4
kinase complex is required for DNA
damage bypass pathway

Masayuki YAMADA

Laboratory of Genome Integrity, IMTM,
Olomouc

Cdc7 kinase was originally found in budding
yeast as an essential factor for chromosomal
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DNA replication. Recent accumulating data
strongly suggest that Cdc7 kinase plays impor-
tant roles not only in DNA replication but also in
other DNA metabolism such as DNA repair and
DNA recombination. Here | show the regulatory
mechanism and biological significance of stabili-
zation of human Cdc7-ASK/Dbf4 kinase complex
upon DNA replication block. Stalled replication
induces stabilization of the active Cdc7-ASK/
Dbf4 kinase complex, which is dependent on
ATR-Chk1 checkpoint pathway. Stability of the
Cdc7-ASK/Dbf4 complex is also regulated by
APC/CCdh1pathway.

Furthermore, | show that ASK/Dbf4 pro-
tein interacts with Rad18 ubiquitin ligase
and that this interaction is required for chro-
matin accumulation of Rad18. The impaired
chromatin accumulation of Rad18 leads to ine-
fficient chromatin binding of translesion DNA
polymerases, pol. n. Interestingly, depletion of
ASK does not impair foci formation of Rad51,
an essential factor for homologous recombi-
national repair, suggesting that Cdc7 kinase is
specifically involved in DNA damage bypass
pathway. These findings define a novel signaling
pathway that connects replication checkpoint
pathway and ubiquitin-proteasome pathway to
DNA damage bypass pathway.

Finally, | would like to talk about the possibi-
lity that Cdc7 kinase- and Rad18 ubiquitin ligase-
dependent damage bypass pathway could be
a promising target for cancer chemotherapy.
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oproti kombinované chemoterapii v 1. linii Ié€¢by \
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EGFR M+ (pozitivni mutace receptoru pro epidermalni réistovy faktor) gefitinib
* v parametru progression free survival (PFS)

ZKRACENA INFORMACE O PRIPRAVKU IRESSA®: Légiva latka: gefitinibum. Indikace: IRESSA je indikovana k I1é¢bé dospélych pacientl s lokalné pokrocilym nebo
metastazujicim nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) s aktivaénimi mutacemi EGFR-TK. Dévkovani: Jedna 250mg tableta jednou denné. Bezpetnost a ucinnost
pripravku nebyla u déti a adolescentt hodnocena. Kontraindikace: Hypersenzitivita na lé¢ivou latku nebo na kteroukoli pomocnou latku tohoto pfipravku. Kojeni. Interakee:
Soucasné podavani s u¢innymi inhibitory CYP3A4 mUze zvysit plazmatické koncentrace gefitinibu, které mdze byt klinicky relevantni. Zvyseni mize byt vy33i u jednotlivych
pacienttl s genotypem pomalych metabolizator( vazanych na CYP2D6. Latky indukujici aktivitu CYP3A4 mohou zvySovat metabolismus a sniZovat plazmatické koncentrace
gefitinibu a tim snizovat u¢innost pfipravku IRESSA, proto by jejich podavani mélo byt vylouceno. U nékterych pacientl uzivajicich warfarin sou¢asné s gefitinibem bylo
zaznamenano zvy3eni INR a/nebo vyskyt krvaceni. Zvlastni upozornéni: Pacienti se stiedné zavaznym az zavaznym poskozenim jater v dusledku jaterni cirhdzy maji zvysené
plazmatické koncentrace gefitinibu. Pokud dojde u pacientd ke zhorseni respiraénich symptom jako je dyspnoe, kasel a horecka, podavani pripravku IRESSA je tieba prerusit
a pacient by mél byt rychle vy3etfen. Pacienti, u kterych je vzhledem k pfiznakiim a projeviim, napf. akutni nebo zhorsujici se zanét o¢i, slzeni, citlivost na svétlo, neostré
vidéni, bolest v o¢ich a/nebo Cervené oci, podezieni na zanét oéni rohovky, maji byt neodkladné odeslani k oftalmologovi. Byly hlaseny jednotlivé pipady GIT perforace
u pacientd s existujicimi rizikovymi faktory. IRESSA nemd zadny nebo mé zanedbatelny vliv na schopnost fidit nebo obsluhovat stroje. Nezadouci G¢inky: Nej¢asteji hlasené
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Podrobné informace o tomto pfipravku jsou uvefejnény na webovych strankach Evropské agentury pro lécivé pripravky www.ema.europa.eu. Registrovana ochranna
znamka IRESSA je majetkem AstraZeneca plc. © AstraZeneca 2012
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zmény jaternich parametrd (zvyeni ALT, AST a celkového bilirubinu), proteinurie a alopecie. Téhotenstvi a kojeni: Zeny ve fertilnim véku musi byt pouceny, Ze v priibéhu lécby
nesmi otéhotnét. IRESSA by neméla byt podavana béhem téhotenstvi, pokud to neni nezbytné. IRESSA je kontraindikovana v pribéhu kojeni. Kojeni je nutné prerusit v pribéhu
lécby pripravkem IRESSA. Baleni pfipravku: 30 potahovanych tablet v jednom baleni. Uchovavani: Uchovavejte v pdvodnim obalu, aby byl pfipravek chranén pred vihkosti. Drzitel
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20042012API. Vydej lé¢ivého pripravku vazan na Iékafsky predpis a pfipravek je hrazen z prostiedki vefejného zdravotniho pojisténi. Pfedtim, nez pfipravek pfedepisete,
peclivé prostudujte Souhrn tdaji o pFipravku. Podrobné informace o tomto pripravku jsou uverejnény na webovych strankach Evropské agentury pro lécivé pripravky
http://www.ema.europa.eu/. Registrovana ochranna znamka IRESSA je majetkem AstraZeneca plc. © AstraZeneca 2012.
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Novad protinddorovad léciva
pdtek / 30. listopadu 2012 / 13.45-15.30 hod.

In vitro testovani ucinnosti

na komplementu zavislé cytotoxity
monoklonalnich protilatek
uréenych pro lécbu B-bunéénych
malignit

Marek Borsky, Tomas Loja, Michael Doubek
Laboratof pritokové cytometrie, Centrum
molekuldrni biologie a genové terapie, IHOK,
FN Brno

Viyvoj v oblasti monoklonalnich protilatek
jako Iéciv ur¢enych pro hematologické malignity
pfindsi daldi vylepSena Iéc¢iva. Prikladem je pre-
parat Arzerra obsahujici monoklonalnf protilatku
ofatumumab (anti-CD20), kterd ma oproti své
predchddkyni, protildtce rituximab (anti-CD20),
vylepsené vlastnosti. Vy$si G¢innost ofatumuma-
bu se tyka predevsim oblasti na komplementu
zavislé cytotoxicity. Ofatumumab je jiz podéavéan
nékterym pacientdm s refrakteriemi pfi chronic-
ké lymfatické leukemii (CLL). Pfesto je studium
Ucinkd a Ucinnosti téchto preparat stale vysoce
aktudlni, protoze fada procest spojenych s jejich
plsobenim nenf jesté zcela objasnéna.

Cilem nasf prace je zavést do praxe po-
kud mozno jednoduchy néstroj pro testovan{
cytotoxicity zavislé na komplementové drdze
indukované monoklondlnimi protiladtkami v pod-
minkéch in vitro. Popsat podstatné zakonitos-
ti tohoto procesu a pokusit se najit moznosti
vyuzitf tohoto testovani jako predikéniho na-
stroje u B-bunéc¢nych malignit.

V prvni fazi naseho projektu jsme testovali 12
B-bunécnych tkdnovych linif na lytickou odpo-
ved na protildtky ofatumumab a rituximab s po-
moci prdtokové cytometrie. Jednoduchy test
byl vytvofen v podminkach in-vitro, kdy bunky
v pfitomnosti 20% aktivniho smésného lidského
séra, |é¢iva a propidium iodidu (PI) byly inkubo-
vany 30 min v 37°C. Buniky, v jejichZ plazmatické
membrané se vytvorily pory vliivem formace
MAC komplex(, nedokézaly zabranit priniku Pl
do jadra a staly se tak pozitivni pro fluorescen¢ni
signél v oblasti pro Pl méfeny pritokovym cy-
tometrem. Kombinacf Udajl o absolutnim a re-
lativnim mnozstvi bunék pred a po probéhnu-
ti testu bylo vypocitdno mnozstvi rezistentnich
bunék a jimi byla vyjadrena uc¢innost éciva. Aby
mohly byt testy spravné interpretovany a opa-
kovany se shodnymi vysledky, byla sledovana
fada dalsich faktor( ovliviujicich U¢innost Ié¢iva
v daném testovacim systému. Jsou to: exprese

povrchového antigenu CD20 a bunécnych regu-
latort komplementové drahy CD21, CD35, CD46,
CD55, CD59, koncentrace |é¢iva a lidského séra
i vazebné podminky pro pouZité protildtky. Nase
vysledky se vétsinou shoduji s pozorovanimi
ostatnich védeckych tym{ testujicich ucinnost
anti-CD20 protilatek v podobnych podminkach.
Nad to byla u¢inéna nékterd nova pozorovani,
kterd ukazuji, Ze napfiklad proces lyzy bunék
zavisly na komplementové drdze spousténé vaz-
bou protildtky je zavisly nejen na koncentraci
protilatky, ale také na koncentraci bunék v re-
akci. Jiné nase experimenty ukazaly schopnost
modifikace vazebnych podminek pro protilatky
potenciovat cely lyticky proces.

Uspé3na prvni faze projektu umoznila zahajit
druhou f&zi projektu, ve které testujeme B lym-
focyty pacientl s CLL na lytickou odpovéd ini-
ciovanou lécivy ofatumumab a rituximab. Cilem
je shromazdit data o expresi podstatnych povr-
chovych molekul CD20, CD21, CD35, CD46, CD55,
CD59 B lymfocytl od 50 nelécenych CLL paci-
entl a dat je do vztahu k vysledklm ucinnosti
lé¢iv v aktivaci komplementové drahy v nasich
in-vitro testech. Prvnf testované primarni vzorky
vykazujf oproti tkanovym linifm vnitfni hetero-
genitu v odpovedi na aktivaci lytické drahy kom-
plementu, kterd naznacuje, Ze B lymfocyty CLL
pacientl jsou smési rezistentnich, slabé citlivych
a silné citlivych bunék na lyzu komplementem.

Treti faze projektu by méla ukazat korela-
ci nasich in-vitro testd se skute¢nou ucinnostf
|écby, aby se mohla uzavfit otazka schopnos-
ti nasich in vitro testl predikovat Ié¢ebnou
odpovéd in vivo. Prace koncepcné navazuje
na soubézny vyzkum na nasem pracovisti
v oblasti testovani monoklondlnich protildtek
ve vztahu k apoptoze.

In vitro proteomické profilovani
buné¢né linie CEM platinovymi
protinadorovymi lécivy
Tomas Ozdian', Dusan Holub', Petr
Dzubdk', Gabriela Rylovd', Madhusudhan
Kolbredy Reddy Kollaredy’, Jifi Rehulka’,
Lenka Radovd', Dana Cahovd', Vladimir
Havli¢ek?, Marian Hajduch'

'Laboratof experimentalni mediciny, Ustav
molekuldrni a transla¢ni mediciny, LF UP

a FN Olomouc

*Mikrobiologicky Ustav, Akademie véd Ceské
republiky, vv.i., Praha

Platinova léciva jsou jiz dlouhou dobu neod-
myslitelnou soucasti protinddorové terapie. Pres
svou chemickou i biologickou podobnost se lisf
ve spektru nddord, jez jsou jimi léceny. Nasim
cilem bylo charakterizovat proteomické profily
po pouziti téchto Iéc¢iv na modelové nddorové
linii. Aby jejich porovnani ziskalo vyssi vypoveédni
hodnotu, pfidali jsme do testovaného souboru
vinkristin a daunorubicin jako chemicky a funk¢-
né nepfibuzna léciva. K profilovani jsme zvolili
bunécnou linii CCRF-CEM odvozenou od akut-
ni lymfoblastické leukemie, kterd se vyznacuje
dostate¢nou citlivosti na Sirokou $kalu bézné
pouzivanych cytostatik. Bunécna linie byla ozna-
Cena izotopicky zna¢enymi aminokyselinami
a nadsledné osetfena vybranymi lécivy o kon-
centraci 5xIC50. Doba osetieni byla definovana
jako polovina ¢asu do indukce apoptdzy. Takto
osetfené bunky byly smichany s neznacenymi
kontrolnimi v poméru 1:1, lyzovany a nasledné
separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy,
kde byly rozdéleny do 45 frakci. Jednotlivé elek-
troforetické frakce jsme podrobili Stépeni trypsi-
nem a analyzovali pomoci HPLG-MS. Pro ziskani
co nejvyssiho poctu identifikovanych peptidd
jsme pouzili dva hmotnostné spektrometrické
ptistupy: MALDI-TOF/TOF, LGCMS/MS. Ziskana
hmotnostni spektra byla analyzovana algoritmy
Mascot a Phenyx a kompilovana v databdzovém
systému Proteinscape. Celkové jsme identifi-
kovali 646 + 133 proteinl metodou LS-MS/MS
a 312 + 85 proteint metodou MALDI v jednom
opakovani. Identifikované a kvantifikované pro-
teiny jsme vyhodnotili statistickymi metodami.
Metodou hierarchického clusterovani jsme zjistili
dle ocekéavani blizkou pfibuznost cis a karbopla-
tiny, pfekvapenim vsak byla odlehlost oxalipla-
tiny. Analyzou hlavni komponenty byly urceny
proteiny odpovédné za tento stav, a tyto jsou
validovany metodou Western blot.

Tento projekt byl podporen internim grantem
Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
(LF_2012_018); infrastrukturdini ¢dst tohoto projek-
tu (Ustav molekuldrni a transla¢ni mediciny) byla
podporena z Operacniho programu Véda a vy-
zkum pro inovace (projekt CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

Identifikace cilii protinadorovych
Iéciv pomoci afinitni purifikace
Gabriela Rylova', Petr Dzubdk’, Anna
Janostakovd', Ivo Frydrych', Petr Konecny’,
Dusan Holub', Tomas Ozdian', Dalibor



Dolezal', Miroslav Soural?, Jan Hlavac?,
Maridn Hajduch!

'Laboratof experimentélni mediciny, Institut
molekuldrnf a transla¢ni mediciny, LF UP

a FN Olomouc

’Katedra organické chemie, Institut
molekuldrni a transla¢ni mediciny, PfF UP,
Olomouc

Znalost cill protinddorovych lé¢iv je ddle-
Zitd zejména pro optimalizaci struktury léciva
a potlaceni vedlejsich efektl téchto latek. Byla
vyvinuta fada proteomickych metod k urcenf
molekuldrnich cild malych molekul. Jednou
z nich je afinitni chromatografie, ktera byla
v této oblasti v mnoha obménach uUspésné
aplikovéna.

Zabyvéme se skupinou chinolonovych de-
rivatd, u kterych byla popsana antibakteridln,
antiprotozoalni, cytotoxickd a imunosupresiv-
ni aktivita. Dlouhodobé testujeme chemické
knihovny téchto latek, pficemz byla identifiko-
vana fada zajimavych derivatd s cytotoxickymi
ucinky v sub-mikromolarnich koncentracich.

Latky jsme dale testovali pritokovou cyto-
metrii na analyzu bunécného cyklu a inhibici
DNA/RNA syntézy. Derivaty zastavovaly buriky
prednostné v G1 fazi bunéc¢ného cyklu soubéz-
né s vyraznou inhibici DNA a RNA syntézy.

Nejucinnéjsi derivat byl testovan v in vi-
vo nadorovém modelu, kdy byla s vyhodou
vyuzita metoda ,hollow fibres” (Cellmax). Do
mysi byly implantovany duté vldkna s nado-
rovymi burikami leukemické linie CEM. My3
byla nasledné Ié¢ena testovanou latkou. Dutd
vldkna byla po 14 dnech vyjmuta a prezivajici
bunky byly podrobeny cytotoxickému MTT tes-
tu. U¢innost testované latky byla srovnatelna
s doxorubicinem.

U takto ucinnych latek je vyhodné pro dalsi
vyvoj zndt jejich pfesny mechanismus Gcinku
a molekularni cile. K identifikaci proteinovych
cilt jsme zvolili metodu afinitni purifikace spo-
jenou s hmotnostni spektrometrii. Purifikace
probéhla na streptavidinem pokrytych mag-
netickych kulickach, na které byl navazan bioti-
nylovany ucinny derivat. Takto vznikly komplex
jsme inkubovali s bunénym lyzatem linie CEM
a po odmyti nespecifickych proteind jsme na-
vazané proteiny separovali na 1D SDS PAGE.
Jejich identifikace probéhla metodami LGMS/
MS a MALDI. Identifikované potencialni cile jsou
klicové proteiny metabolismu glukézy, translace
a cytoskeletu. Cilové proteiny jsme validovali
western blotem a dalsimi testy (bunécné mo-
dely, kindzové a enzymatické testy, hodnocent
in vitro transkripce a translace, studium protei-

novych interakci, metabolomické, proteomické
a expresni profilovan).

Tato prdce vznikla za podpory grantd:
vnitini grant lékarské fakulty UP (LF_2012_018),
BIOMEDREG C.1.05/2.1.00/01.0030

Vliv inhibitora histondeacetylas

na protinadorovy ucinek etoposidu
Tomas Groh'?, Jan Hrabéta?,

Jitka Poljakovd', Tomas Eckschlager?,

Marie Stiborova'

'Katedra biochemie, PfF UK, Praha

Klinika détské hematologie a onkologie,
2.LF a FN v Motole, UK Praha

Etoposid (VP-16), inhibitor topoisomera-
zy |I, je protinddorové 1éc¢ivo pouzivané v 1é¢-
bé zhoubnych nadorl véetné neuroblastomu.
Inhibice aktivity enzymu topoisomerazy Il v na-
dorovych burnkach vede k naruseni integrity
struktury jejich DNA a nésledné k bunéc¢né
smrti.

V této studii jsme testovali ucinek VP-16
na lidské neuroblastomové linie v kombinaci
s jednim z inhibitorG histondeacetyldz (HDAQ),
kyselinou valproovou (VPA). Kyselina valproova
se pouziva od 70. let pfi lé¢bé epilepsie a bipo-
larnich poruch. Jeji protinddorové ucinky, které
souvisi s inhibici histondeacetyldz, viak byly po-
psany teprve v poslednich letech. V praci byl
studovén ucinek etoposidu a kyseliny valproové
na chemorezistentni neuroblastomovou bu-
nécnou linii UKF-NB-4 v podminkach normoxie
a hypoxie (1 % O,).

Vysledky studie jednoznacné prokazuiji,
Ze neuroblastomové bunécna linie UKF-NB-4
je citliva jak na Ucinek VP-16, tak i VPA. Za pod-
minek hypoxie se protinddorové Gcinky VP-16
snizovaly. Naopak vliv VPA na rést bunék pfi
nedostate¢ném zasobovani kyslikem (v hypo-
xii) nebyl pozorovan. Vliv VPA na cytotoxicitu
VP-16 studovanych nadorovych bunék se i
v zavislosti na sledu kultivace bunék s témito
latkami. Jako nejvhodnéjsi sled kultivacf s vyso-
kou mirou potlaceni ristu bunék neuroblastomu
se ukazuje preinkubace bunék s VP-16, nésledo-
vana kultivaci s VPA. Obracené poradi kultivaci
(preinkubace bunék s VPA pred kultivaci s VP-16)
cytotoxicitu etoposidu nezvysuje. Mechanizmus
Ucinku takové kombinované lé¢by mize byt vy-
svétlen na zakladé ovlivnénim bunééného cyklu
neuroblastomovych bunék. Vysledky ukazuijf,
Ze obé pouZitd 1é¢iva mohou zménit pomér
jednotlivych fazi buné¢ného cyklu neuroblas-
tomovych nadorovych bunék.

Podporovdno granty GAUK ¢. 635712/2012
a GACR P301/10/0356.
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Derivaty kyseliny betulinové
inhibuji Gli1/2 zprostfedkovanou
proliferaci glioblastomu

Jiti Rehulka', lvo Frydrych’,

Petr Dzubak', Andrea Benedikova',

Veronika Mensikova', Sona Purova',

Milan Urban?, Jan Sarek?,

Maridn Hajduch!

'Laboratof experimentdlni mediciny,
Ustav molekularnf a translacni mediciny,
LF UP a FN Olomouc

’Katedra organické chemie,

Ustav molekuldrni a transla¢ni mediciny,
PfF UP, Olomouc

Signalni drdha sonic hedgehog ma ddle-
Zitou Ulohu v embryonalnim vyvoji jedince, je
ale také aktivovana v nékterych solidnich na-
dorech. S objevenim prvnich inhibitord se stala
atraktivnim cilem pro 1é¢bu bazoceluldrniho
karcinomu, glioblastomu a nddor( pankreatu.
Bunécna signalizace této drahy spousti trans-
kripci nékolika vyznamnych onkogen trans-
krip&nimi faktory Gli 1 a Gli 2.V souboru malych
molekul odvozenych od kyseliny betulinové
jsme identifikovali inhibitor Gli 1/2 zprostied-
kované transkripce. Studovana sloucenina sni-
Zovala proliferaci bunék glioblastomu U87-MG
in vitro a také expresi cilovych genli na Urovni
mMRNA i protein(.

Tato prdce vznikla za podpory grantd:
vnitini grant lékarské fakulty UP (LF_2012_018),
BIOMEDREG C.1.05/2.1.00/01.0030 a GA CR 303/09/
HO48.

SAR analyza
2-fenylsubstituovanych-3-
hydroxychinolin-4(1H)-one-
karboxamidii na zakladé jejich
vlivu na regulaci bunééného
cyklu a toxicity vici vybranym
nadorovym bunéénym liniim
Petr Kone¢ny', Petr Dzubdk’,

Miroslav Soural?, Jan Hlava¢?,

Ivo Frydrych'!, Gabriela Rylovd', Kocis Petr',

Marian Hajduch’

'Laboratof experimentélni mediciny,
Ustav molekularnf a translacni mediciny,
LF UP Olomouc

’Katedra organické chemie,

Ustav molekularn a translacni mediciny,
LF UP Olomouc

2-fenylsubstituované-3-hydroxychinolony
jsou skupinou latek s vyraznymi biologickymi,
zejména imunosupresivnimi, antiprotozodl-
nimi, protinddorovymi Ucinky. Latky jedné
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ze zajimavych podskupin, 2-fenylsubstituova-
né-3-hydroxychinolin-4(1H)-one-karboxamidy,
byly na zakladé submikromoldrni cytotoxicity
u rdznych chemosenzitivnich/rezistentnich
nadorovych bunécnych linii a pfiznivého te-
rapeutického indexu analyzovany metodami
s ddrazem na analyzu buné¢ného cyklu. Na za-
kladé vysledkd byl zjistén diferencni vliv latek

na regulaci bunécného cyklu, DNA, RNA syntézu
a fosforylaci fosfohistonu pH3Ser10 na nddoro-
vé linii CEM-CCRF. Ziskand data byla statisticky
zpracovana a poskytla informace o zménach
monitorovanych Ucinl v ndvaznosti na struk-
turu téchto latek (SAR). Nékteré ze zkoumanych
latek vyrazné ovlivnily bunécny cyklus nddoro-
vych bunék nebo mély diferen¢ni aktivitu vici

p53+/- nddorovym liniim a zdajf se byt slibné
pro daldf vyvoj.

Pradce vtomto projektu byla podpore-
na vnitfnim grantem lékafské fakulty UP
(LF_2012_018), infrastrukturalni ¢ast projektu
(Ustav molekularni a transla¢ni mediciny) byla
podporena z Opera¢niho programu — VaVpl
(CZ.1.05/2.1.00/01.0030).
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1| Biodegradabilni komplexy
doxorubicinu aplikované

na pleteniny pro cilenou lécbu
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Cilend protinddorova lé¢ba vyuziva rdz-
nych typd molekul. Mezi velmi vyhodné vlast-
nosti |ze zafadit postupné uvolfovaniléciva (1).
Technologicky je mozné léc¢iva umistit na rliz-
né typy nosicl, veetné tkanin &i nano-tkanin.
Viyroba i chirurgické pfistupy jsou dobfe zvlad-
nuté. V nasi praci byly studovany latky chitosan,
kyselina hyaluronova a kolagen, které jsou télu
vlastni, se stfibrnymi nanocasticemi zajistuji-
cimi antibakteridlni efekt a s protinddorovym
|é¢ivem doxorubicinem. Sledované komplexy
byly spektrometricky a elektrochemicky cha-
rakterizovany. Bylo studovéno, zda spolu pou-
Zité latky interaguji, a nasledné byly testovany
s bakteridIni kulturou z hlediska antimikrobidl-
niho, a s lidskymi fibroblasty z hlediska protina-
dorového. Spektrofotometrickéd stanoveni byla
provadéna v rozmezi A = 200-700 nm, méreni
probihalo v 5minutovych intervalech. Vzorek byl
slozen z vodného roztoku nano Ag,PO, (100 uM),
a po kazdém pfeméfeni bylo pfidano 10 ul 1%
prirodnf 1atky. Signal komplexu kyseliny hyalu-
ronové a nano Ag,PO, byl detekovan pfi vino-
vé délce 268 nm. Interakce nano Ag,PO, s 1%
kolagenem byla stanovena v 254 nm. Tvorba
komplexu chitosanu a nano Ag,PO, byla sledo-
véna pfi vinové délce 256 nm.

Elektrochemicka stanoven( byla provadéna
pomoci metody diferen¢ni pulzni voltamet-
rie. Pfititraci roztoku nano Ag,PO, o koncent-

raci 100 uM, bylo v 5minutovych intervalech
do vzorku pfidavano 20 pl 1% studované latky.
V kombinaci latek nano Ag,PO, a kyseliny hya-
luronové dochézelo ke snizovani vysky piku
a naslednému posunu signdlu do zédporného
potencidlu (z 0,27 V do 0,19 V). Vysledky stano-
veni interakci kolagenu a nano Ag,PO, vykazuiji
snizeni piku v(ci standardu nano Ag PO, (100 uM)
a posun signalu piku (z 0,27 V.do 0,14 V). V pri-
padé reakce chitosanu s nano Ag,PO, je patr-
né posunuti potencidlu do zapornych hodnot
(z 0,27 V do 0,175 V). Protinddorova studie byla
provedena na prostatickych nddorovych liniich
(PG3, 22RVI) a linii PNT1. Byla sledovana viabilita
linif v zavislosti na aplikované davce (0; 0,1; 0,25;
0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50 a 5,00 uM) protinddoro-
vého léciva. Inhibi¢ni koncentrace (IC50) u linif PG3
byla 3,13 uM, u linie 22RVI 1,11 uM a u linie PNT1
1,21 uM. AntimikrobidIni efekt byl sledovan zmé-
nou rlstovych kfivek S. aureus, véetné posouzeni
zékladniho biochemického profilu. Pro studii byly
vybrany koncentrace 0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 250;
500 a 1000 pM. Jednou z vlastnosti doxorubicinu
je jeho elektroaktivita, proto bylo pro tuto studii
vyuzito méfeniimpedance vzorkd. Impedance by-
la sledovéna po dobu 24 hodin v pétiminutovych
intervalech. Z vysledk( vyplyva, Ze koncentrace
6,25; 12,5 ani 25 uM neméla na sledovanou kulturu
vliv. Ze ziskanych impedancnich kfivek byla zjisténa
minimalni inhibi¢ni koncentrace 50 uM. Aplikace
1000 UM sledovanou kulturu zcela inhibovala.

Podeékovdni: Tato prdce byla podporena gran-
tem NanoCeva TA CR TA01010088.

1. Dospivova D, et al. Electrochemical behaviour of apoferri-
tin encapsulating of silver (I) ions and its application for treat-
ment of Staphylococcus aureus. Int. J. Electrochem. Sci., 2012;
7(7): p. 6378-6395.

2| The monitoring of the
doxorubicin in animal muscle tissue
Iva Blazkovd', Ryvolova Markéta'?,
Tomas Eckschlager’, Vojtéch Adam'?,
René Kizek'?
'Department of Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Agronomy, Mendel University in
Brno
2Central European Institute of Technology,
Brno University of Technology
3Department of Paediatric Haematology
and Oncology, 2" Medical School, Charles
University and University Hospital Motol

To visualize structures and objects in the li-
ving organisms a number of imaging techniques
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can be used. Common methods include ra-
diography, computed tomography, magnetic
resonance imaging and/or positron emission to-
mography. In the future, the use of optical me-
thods such as fluorescence is expected. Mainly
because of its variability, flexibility, specificity,
sensitivity, and non-invasivity is this method
enhancing rapidly. Among compounds with
intrinsic fluorescence also some pharmaceuticals
can be included, for example doxorubicin, which
is benefitial for its tracking during its presence
in the body. Doxorubicin (DOX0O), a commonly
used cytostatic drug, is an antracycline antibiotic
which application is limited with its cardioto-
xicity.

In this work, the behavior of the DOXO
(2-0.02 mg/ml) was observed by fluorescent
method using in vivo imaging system (Xtreme,
Carestream). First, in vitro experiments were car-
ried out either in solution. Fluorescent prop-
erties of DOXO were characterized (excitation
wavelength: 480 nm, emission wavelength:
600 nm). It was found that strong concentration
fluorescence quenching occurs in the DOXO
solution (2 mg/ml). The highest fluorescence
intensity was observed by 0.06 mg/ml doxo-
rubicin. It was found that the fluorescence is
enhanced (10-fold) by the presence of organic
solvent — methanol. Subsequently the model tis-
sue — chicken muscle tissue — was injected by
doxorubicin using peristaltic pump (100 pl/min).
This injection system provided good repeat-
ability and accuracy of injected volume with
RSD of 5 %. Linear dependence of fluores-
cence signal on injected DOXO concentration
(50-500 pl) was obtained and subsequently
various tissue depths (3 mm, 5 mm, and 7 mm)
were investigated to determine the influence
of autofluorescence in particular spectral range
(450-650 nm). To eliminate the autofluores-
cence effect the spectral unmixing software
was used enabling to distinguish between the
signal of the tissue and the drug. It can be con-
cluded that fluorescent properties of certain
drugs such as doxorubicin, epirubicin, ellipticin
and/or daunorubicin offer the possibility of in
vivo tracking and monitoring of the therapeutic
action. Such investigation is one of the key steps
in the development of targeted diagnostics and
drug delivery.

Acknowledgment: The financial supp-
ort by NanoBioTECell GACR P102/11/1068 and
NANOLABSYS CZ.1.07/2.4.00/31.0023 is highly
acknowledged.
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3| Prognostic role of PIK3CA
mutations and PIK3R1
underexpression in breast cancer
Magdalena Cizkova'?, Aurélie Susini’,
Sophie Vacher!, Catherine Andrieu’,
Rosette Lidereau', lvan Bieche'

'Laboratoire d'Oncogénétique, Institut Curie,
Hoépital René Huguenin, St-Cloud, France
?Laboratory of Experimental Medicine, Institute
of Molecular and Translational Medicine,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital Olomouc

Background: The PI3K/AKT signaling path-
way is frequently deregulated in breast cancer
including changes in tyrosine kinase receptors,
PI3K, PTEN, AKT and other levels of signalization.
The PI3Kis a heterodimer kinase which consists of
a p110a catalytic subunit encoded by the PIK3CA
gene and a p85 regulatory subunit encoded
by the PIK3R1 gene. The PIK3CA oncogene bears
activating mutations in up to 40 % cases. These
mutations are associated with good patient out-
come. On the contrary, PIK3R1 gene appears to
play a tumor suppressor role, but the effect on
breast cancer patient survival is less known. AKT,
one of the central players in the pathway, has
also been reported mutated in breast cancer, but
less frequently than PIK3CA (in about 5 % cases).

Materials and methods: The mutational
status of PIK3CA and AKT1, and expression sta-
tus of PIK3CA, AKT1 and PIK3RT on mRNA level
were assessed in a series of 458 breast cancer
samples. We also assessed mRNA expression
levels of other genes involved in PI3K pathway,
as EGFR, PDKT, PTEN and P705S6K to elucidate the
pathway deregulations associated with changed
PIK3CA, AKT1 and PIK3R1 states.

Results: PIK3CA mutations were identified
in 149 (32.5 %) and PIK3R1 underexpression was
found in 283 (61.8 %) of the samples. PIK3CA
expression deregulation was found only in a mi-
nority of the tumor samples: overexpressed in 18
(3.9 %) and underexpressed in 40 (8.7 %) cases.
AKT1 mutation was found in 15 (3.4 %) and inc-
rease in its expression in 116 (25.3 %) of samples.

PIK3RT underexpression associated with
PIK3CA wild-type status (p=0.00097). Tumors

characterized by PIK3R1 underexpression asso-
ciated with PDK1 overexpression (p=0.000004)
and EGFR and PTEN underexpression (p=0.0096
and p=0.00097, respectively). No associations
were found between AKT1 status and other pa-
rameters. Opposite effects of PIK3CA mutation
and PIK3R1 underexpression on patient survival
were found. PIK3CA mutation associated with
better and PIK3R1 loss with worse MFS (p=0.014
and p=0.00028, respectively).

Conclusion: Results of the present study
showed that alterations in PIK3CA and PIK3R1
have opposite impact on PI3K/AKT pathway
activation and breast cancer patient survi-
val. There is growing evidence supporting
PIK3CA mutations as good prognostic markers
in breast cancer, but negative influence of
PIK3R1 underexpression on patient survival is
less explored. PIK3CA as well as PIK3R1 status
could be useful prognostic factors and also
predictive factors for treatment with PI3K in-
hibitors. Both these potential tumor markers
warrant further assessment preferably in pro-
spective clinical studies.

4| Komparace dvou kazuistik
maligniho meningeomu

s rozdilnymi genetickymi aberacemi
Patricie Delongova'?, Jana Bartuskova',
Radoslava Tomanova'?, Jana Dvorackova'*3
'UP FN Ostrava

2| ékarska fakulta Ostravské univerzity

v Ostravé, Ostrava

3CGB laboratof, Ostrava

Uvod: Meningeomy pomalu vyrQstaji
z mozkovych plen a tvofi 13-26 % vsech na-
dorl nervového systému, vétsina z nich ma
pfiznivou prognézu. Naopak pro podskupinu
anaplastického meningeomu (dle WHO grade Ill)
je charakteristické casté recidivovani a vzacné
i zakladani metastdz, coZ u pacientl vyrazné
zkracuje interval pfezivani, uvadi se kratsf nez
2 roky. Tyto maligni nadory se dle literatury vy-
skytuji nejcastéji v 6.-7. deceniu. Mezi ¢asté abe-
race u anaplastického meningeomu patii delece
lokusu BCR a na chromozomech 6q, 9p, 10 a 14q,
1p36, amplifikace na chromozomech 20q, 12q,
150, 19,99 a 17g a monozomie chromozomu 14.
Ve FNO bylo diagnostikovano v obdobi od ledna
2002 do listopadu 2012 celkem pét pacientt
s malignim meningeomem, z ¢ehoz u tfech
z nich bylo provedeno genetické vysetfen.

Zamér: Porovnani dvou nejzajimavéjsich
kazuistik pacientl s malignim meningeomem.

Kazuistiky: Prvnim hodnocenym pfipadem
je muz, 43 let. Atypicky meningeom ve stropu

postranni komory mu byl diagnostikovan v zaff
2008, ve veku 40 let. Po exstirpaci prvnf recidivy
byl histologicky prokdzan nador vyssiho gra-
du - meningeom anaplasticky, ktery opakované
recidivoval a metastazoval do plic a do medias-
tina, po exstirpacich progredoval a prorUstal
do okolnich orgént. V genetickém vysetfeni byly
nalezeny zmény, které jsou dle literatury naléza-
ny u vyssich gradd meningeomd a jsou spojeny
s horsi progndézou, jedné se o nadpocetné kopie
lokust 9934,1925 al1qg13. Pacientlv zdravotni
stav se nahle zhorsil v lednu 2012. Pacient zacal
byt vyrazné dusny a objevily se otoky hornich
koncetin a hlavy. Terapie byla pouze paliativni.
Pacient zemfel v kvétnu 2012 na masivni plicnf
embolizaci den po operaci subtrochanterické
zlomeniny. Od pitvy bylo upusténo.

Druhy pfipad je Zena, 44 let. Anaplasticky
meningeom tvrdé pleny ji byl diagnostikovan
v roce 2002, ve veéku 36 let. Prvni recidiva tumoru
byla ozadfena gama nozem, dal3f recidiva byla
exstirpovadna a operovand oblast byla osetfe-
na radioterapii. Do listopadu 2010 pacientka
absolvovala celkem 22 exstirpaci, poté ji byla
provedena zevni komorova drenaz se zave-
denim ventrikuloperitonealniho shuntu. Pro
malfunkci shuntu byla indikovana akutni revize
jeho centrdlni ¢asti, po vice nez tfimési¢ni hos-
pitalizaci pacientka zemfela na operacnim stole.
Byla provedena pitva. V doInim laloku levé plice
zastizena metastaza meningeomu. Genetické
vysetfeni nddoru prokazalo deleci lokusu BCR
a 1p36 a dale monozomii chromozomu 14.

Vysledky: U obou pacientl byly genetic-
kym vysetfenim prokézany rozdilné aberace,
které jsou dle literatury spojovéany s vyssim rizi-
kem rekurence a progrese u atypického a ana-
plastického meningeomu. Pfitom mutace genu
NF2 na chromozomu 22q dle literatury nehraje
zadnou roli v progresi meningeomd.

Zavér: Genetické vysetfeni mize u nddo-
rl zjistit genetické zmény asociované s horsi
progndzou nebo s vyssim gradem nadoru nez
je histologicky klasifikovan. V obou nasich pri-
padech byla splnéna kritéria $patné progndzy,
presto ani pro jeden neplati maximum vyskytu
v pozdéjsim véku a fatalni pribéh onemocnéni
s dobou prezitf kratdi nez 2 roky.

5| Mutace KRAS (G12S) u pacienta
s NSCLC Iéc¢eného erlotinibem -
kazuistika

Ondfrej Fiala', Milos Pesek?, Jindfich Finek’,
Lucie Benesova?, Marek Minarik®
'Onkologické a radioterapeutické odd.

LF UK a FN Plzen

’Klinika TRN LF UK a FN Plzen



*Centrum aplikované genomiky solidnich
nadorl (CEGES), Genomac vyzkumny Ustav,
Praha

Uvod: Erlotinib je perordlni reverzibilni
inhibitor tyrozinkindzy receptoru pro epider-
malni rGstovy factor (EGFR), je uzivén k 1écbé
pokrocilého stadia NSCLC. Mutace genu KRAS
se vyskytuji cca u 15-25 % pacientl s NSCLC,
nejcasteji u pacientl s adenokarcinomem
a kurdkd. KRAS mutace jsou povazovany
za negativni prognosticky faktor, ale co se tyce
vyznamu téchto mutaci pro predikci rezistence
k EGFR-TKI, dosud nebylo dosazeno konsen-
zu. Byly publikovény prace, které prokazaly,
Ze mutace KRAS predikuji rezistenci k EGFR-TKI,
na druhou stranu existuji prace, které tuto hypo-
tézu nepovrdily, véetné velkych klinickych studif
faze lll. Otazka vyznamu specifického typu KRAS
mutace pro predikci efektu EGFR-TKI Iécby je
v posledni dobé hojné diskutovanym tématem.

Kazuistika: 66lety pacient, kurdk s histologic-
ky verifikovanym adenokarcinomem levé plice,
centralniformy, s metastatickym postizenim obou
plic, TANOMT, klinické stadium IV byl diagnostiko-
van v bfeznu 2006. Genetické vysetieni odhalilo
pfitomnost mutace genu KRAS, typ G125, nebyla
prokdzana mutace ani amplifikace genu EGFR.
V 4/2006 byla zahdjena lé¢ba chemoterapif sché-
matem gemcitabin/karboplatina, bylo podano 6
cykll, pficemz bylo celkové dosazeno parcidini
regrese nalezu.V 12/2006 byla zjisténa progrese
onemocnéni, nasledné v 1/2007 byla zahdjena
chemoterapie druhé linie schématem docetaxel/
karboplatina, byly podany 4 cykly, pfi kterych
bylo dosazeno mirné regrese nalezu, ale v 7/2007
doslo k dalsi progresi onemocnéni, nasledné bylo
provedeno paliativni ozafeni tumoru levé pli-
ce celkovou dévkou 30 Gy, ¢imz bylo dosazeno
parcidlni regrese velikosti tumoru. V 2/2008 byla
zjisténa dalsi progrese velikosti tumoru a byla
zahdjena lécba erlotinibem. Dle kontrolniho CT
v 7/2008 byla zjisténa parcidlnf regrese velikosti
Cetnych plicnich metastaz. V 12/2008 si paci-
ent zacal stéZovat na bolesti bficha, které viak
nemusely pfimo souviset s lé¢bou erlotinibem
a nasledné se rozhodl na vlastni zadost lécbu
ukoncit. V 2/2009 doslo k mirné progresi nalezu
na skiagramu a béhem nésledujicich kontrol nalez
pozvolna déle progredoval av 11/2010 pacient
zemfel.

Zavér: Autori predkladajf kazuistiku pacienta
s metastatickym stadiem NSCLC, u kterého byla
prokdzana mutace genu KRAS (G129), a pfesto
se u néj podafilo 1é¢bou erlotinibem dosahnout
parcidlnf regrese nalezu, celkovd délka preZiti bez
progrese ¢inila 12 mésicU.

6| Vyznam EGFR amplifikace
u pacientt s NSCLC, nositela wild-
type EGFR genu, lé¢enych EGFR-TKI
Ondpfej Fiala', Milos Pesek?, Jindfich Finek’,
Lucie Benesova?, Zbynék Bortlicek?,
Marek Minarik?
'Onkologické a radioterapeutické odd.
LF UK a FN Plzen
Klinika TRN LF UK a FN Plzen
3Centrum aplikované genomiky solidnich
nadorl (CEGES), Genomac vyzkumny Ustav,
Praha
“Institut biostatistiky a analyz MU, Brno

Uvod: Lécha nizkomolekularnimi inhibi-
tory EGFR tyrosinkindz (EGFR-TKI) predstavuje
jednu z modernich moznosti 1é¢by pacientt
s pokrocilym stadiem NSCLC. V minulosti bylo
prokdzano, Ze aktiva¢ni mutace genu EGFR pre-
dikuji dobry efekt této cilené [é¢by a v soucasné
dobé se jednd o jediny molekuldrné-geneticky
prediktor, ktery je v praxi vyuzivan pro volbu
lé¢by pacientd s pokrocilym NSCLC. Vyskyt EGFR
mutaci je v nasf populaci relativné nizky, jsou
prokazovany u cca 10-15 % pacientl s NSCLC.
Z tohoto ddvodu je hledani dalsich prediktord
cilené lé¢by Zadouci. Vyznam amplifikace genu
EGFR pro predikci efektu EGFR-TKI [é¢by nenf
jednoznacné objasnén a byly publikovény pra-
ce, které prediktivni potencidl EGFR amplifikacf
potvrdily i takové, které jejich vyznam vyvraceji.

Cile: Zhodnoceni vyznamu amplifikace
genu EGFR pro predikci efektu lécby EGFR-TKI
u pacientt s pokrocilym stadiem NSCLC, kteff
jsou nositeli wild-type EGFR genu.

Metody: Soubor pacient ¢ita celkem 163
pacientd s pokrocilym stadiem NSCLC (llB, IV),
kteff jsou nositeli wild-type EGFR genu a byli
|éceni EGFR-TKI (erlotinib, gefitinib), 100 muzg,
63 zen, 131 kurakd, 30 nekurdkd, 93 pacientl
s adenokarcinomem, 70 pacient( se skvamoce-
luldrnim karcinomem, 12 pacient( s jinym typem
NSCLC, 157 pacientl lécenych erlotinibem a 6
pacientd lécenych gefitinibem. Genetické tes-
tovan( pfitomnosti mutace genu EGFR (delece
na exonu 19 a bodové mutace na exonu 21) bylo
provedeno standardni metodou PCR, testova-
ni na pfitomnost amplifikace genu EGFR bylo
provedeno metodou MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification). Pro statistické
srovnani preziti pacientl byl uzit log rank test.

Vysledky: Amplifikace genu EGFR byla
prokazana u 18 pacientd (11 %). PFS u pacientd
s amplifikaci genu EGFR bylo 2,1 vs. 1,9 mésice
u pacientl bez EGFR amplifikace (p=0,172). OS
u pacient s amplifikaci genu EGFR bylo 13,6
vs. 9,8 mésice u pacientl bez amplifikace genu
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EGFR (p=0,737). V podskupiné pacientl s ade-
nokarcinomem bylo PFS u pacientl s ampli-
fikaci genu EGFR 2,1 vs. 1,9 mésice u pacient(
bez EGFR amplifikace (p=0,2) a OS u pacient
s amplifikaci genu EGFR bylo 13,6 vs. 9,8 mésice
u pacientl bez EGFR amplifikace (p=0,921).
Zavér: Vysledky provedené analyzy ne-
prokézaly vyznamny rozdil efektu 1é¢by EGFR-
TKI v zavislosti na pfitomnosti amplifikace
genu EGFR u selektované populace pacientl
s NSCLC, ktefi jsou nositeli wild-type EGFR genu.
Amplifikace genu EGFR, detekovand pomocf
MLPA, neni vhodnym biomarkerem, ktery by
bylo mozné uzit pro predikci efektu lé¢by EGFR-
TKI'u predominantni skupiny pacient s NSCLC.

7| Chromium exposure and Lung
Cancer Development

Erika Halasovd, Elena Kavcova,

Tatiana Matakovéa, Anton Singliar,

Dusan Dobrota

Ustav lekarskej biologie JLF UK, Martin

Increase of frequency of lung cancer in wor-
kers chronically exposed to hexavalent chro-
mium is unequivocal. In 1980 the International
Agency for Research on Cancer (IARC) identified
chromium and some of its compounds as hu-
man carcinogens. It is generally accepted that
cigarette smoking plays an important role in
carcinogenesis of bronchopulmonary tract as
well. Based on these facts, our study investiga-
tes incidence of lung cancer, its types, age of
onset of the disease and surviving time among
chromium exposed workers (smelters, tapers,
crane operators) in comparison to non-exposed
persons with accent to smoking habits.

Seventy seven chromium exposed workers
and one hundred and four male controls with
diagnosed lung cancer were analysed. The
average exposure time among workers was
18.38 years (range 1-41 years).

Chromium exposure decreases the age
at the onset of the disease of 4.18 years (65.51
years in control; 61.33 years in exposed group).
Significant difference between the age at the
onset of the disease was found between smo-
kers (65.1 years) and non-smokers (68.6 years)
(P=0.008) in the control group. Non-exposed
non-smokers had explicitly higher age at the
onset of the illness in relation to other groups. In
exposed group the significant effect of smoking
on the age at the diseases onset was not found
(P=0.775). Small cell lung carcinoma (SCLC) forms
25.71 % of all cases in chromium exposed wor-
kers and 16.34 % in non exposed individuals.
The survival time of patients with NSCLC and
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SCLC within non-exposed were 12.33 and 17.75
month respectively and in exposed group 14.8
and 4.44 month respectively. No correlation was
found between the age at the diseases onset
and time of exposure.

Occupational exposure to chromium was
identified as an important risk factor of lung can-
cer even overlaying effect of smoking. Both chro-
mium exposure and smoking decrease the age
at the diseases onset. Higher percentage of SCLC
was found in chromium exposed individuals.

This work was supported by Ministry of Health
of the Slovak Republic, Grant No. 2007/48-UK-13
and Ministry of Education of the Slovak Republic,
Grant APVV-0412-11.
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Renata HéZov4'?, Alena Kovafikovd?,
Josef Srovnal?, Jiti Ehrmann?,
Maridnx Hajduch? Tomas Harustiak?,
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EzofagedIni karcinom je celosveétoveé osmym
nejbéznéjsim malignim onemocnénim a Sestou
nejcastéjsi pricinou umrti v disledku nadoro-
vého onemocnéni. Jeho incidence v populaci
neustale narlstd a pacienti maji velmi Spatnou
progndzu. S tim souvisi i skute¢nost, Ze dosud
nebyly podrobné popsany spolehlivé biomar-
kery zapojené do klicovych signélnich drah,
které vedou k rozvoji karcinomu jicnu, coz by
napomohlo zlepsit jeho v&asnou diagnostiku
a upfesnit prognoézu. V nedavné dobé mnohé
studie ukdzaly, Zze velmi dUleZitou roli v malig-
ni transformaci hraji kratké nekddujici molekuly
mikroRNA (miRNA), které se podili na regulaci
mnoha bunéc¢nych proces.

V této praci jsme analyzovali expresi 10ti
vybranych miRNA v nddorové tkéani 45 pacient
s karcinomem jicnu. Cilem prace bylo porovnat
expresi téchto molekul v nddorové a nenado-
rové tkani, zjistit specifitu studovanych miRNA
pro dany histologicky typ a hledat mozné ko-
relace mezi expresi a odpovédi na poddvanou
neadjuvantni Ié¢bu. Soubor vzorkd zahrnoval
nejvyznamnéjsi histologické typy jako je spi-

noceluldrni karcinom (SCCE) (n=22), adenokar-
cinom (EAC) (n=23) a kontroIni zdravou tkan
(n=21). Metodou gRT-PCR jsme ve vzorcich
RNA z chirurgicky odebranych tkanf stanovali
nasledujici miRNA: miR-203, miR-205, miR-25,
miR-148a, miR-29¢, miR-21, miR-200¢, miR-273,
miR-31 a let-7a. Analyticky systém zahrnoval
fluorescenc¢né znacené TagMan sondy firmy
Applied Biosystems. Vysledné exprese analy-
zovanych miRNA jsme normalizovali podle en-
dogenni kontroly, kratké jaderné RNA (RNU44).
Pozorovali jsme, Ze vyraznému pokles hladin
miR-203 (p < 0,0001), miR-205 (p =0.0006),
miR-148 (p = 0,0034), a zvysené hladiny miR-21
(p=0,0076) v nddorové tkani. Pfi analyze hladin
studovanych miRNA u obou histologickych ty-
pu, jsme identifikovali signifikantné vyssi expresi
miR-148a (p = 0,0042) a vyznamné snizenou
expresi miR-205 (p = 0,0001) u EAC v porovnanf
s SCCE. Dale jsme pozorovali vyznamné vyssi
hladiny miR-29¢ (p=0.0006) v nddorové tkani
pacienty, ktefi neodpovidali na neadjuvantni
chemoradioterapii (PD). Vysledky nasi pilotnf
studie potvrzuji nékterd dfivéjsi pozorovani
a svédci pro mozné klinické vyuZiti miRNA ja-
ko diagnostickych a prediktivnich biomarkerd
u pacientt s karcinomem jicnu.

Tato prdce byla podporena grantem Internf
Grantové Agentury Ministerstva zdravotnictvi Ceské
republiky NT/13585.

9| Vyuziti hmotnostné
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Dusan Holub', Jifi Houda?, Petr Dzubak’,
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Maridn Hajduch!
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LF UP a FN Olomouc

’Détska klinika, LF UP a FN Olomouc

Hmotnostni spektrometrie je moderniana-
lytickd metoda, kterd zaZiva v poslednich letech
dramaticky rozvoj a postupné se dostavéa do ob-
lasti klinické diagnostiky u fady onemocnént.
S novymi pfistroji vzrostla citlivost méfenti, kdy
se dostavame na detekenf limity doposud pou-
Zivanych metod, jako je ELISA ¢&i western blott.
Jednim z nejnovéjsich pfistupl je monitorovani
vybranych molekul v komplexnim vzorku, kdy
hovofime o tzv. single reaction monitoringu
(SRM). Vyznam této metody chceme demonstro-
vat na pfipadu nativniho peptidového hormonu
hepcidinu, ktery se podili na homeostéze Zeleza
v lidském organizmu a je jednim z potenciélnich

markerd pro diferenciaci riznych poruch meta-
bolizmu Zeleza.

Diky slozité tercidlni struktufe neexistujf
spolehlivé protildtky pro jeho detekci a nejsou
dostupné spolehlivé a validované metody pro
stanoveni hladiny hepcidinu v lidském séru pro
rutinni pouziti. Mimo jiné jeho koncentrace
v biologickém materidlu se pohybuje v Sirokém
rozmezf cca 2,5-600 ng/ml. Metoda, kterou jsme
vyvinuli, vyuziva jednostupriovou adsorpci hep-
cidinu na pevné fazi. Naslednd separace extraktu
probiha na koloné s reverzni fazi C18 pomoci
kapalinové chromatografie. Hladina hepcidinu je
detekovana diky SRM na citlivém hmotnostnim
spektrometru s trojitym kvadrupdlem.

Vyhodou této metody ve srovnani s ELISA
metodami je ¢asova nendro¢nost, moznost au-
tomatizace metody a vysoka specificita.

Zavedeni standardizovaného vysetfenf
hepcidinu mdZe vyznamné zlepsit a upfesnit
diagnostiku metabolickych poruch Fe.

Mimo jiné tento modelovy pfipad ilustruje
potencial soucasnych proteomickych metod
v monitorovani biomarker( a potencialné i on-
komarkerd v diagnostice.

Tento projekt byl podpofen z interniho grantu
LF UP (LF_2012_018), infrastrukturdini ¢dst pro-
jektu (Ustav molekuldrni a translacni mediciny)
byla podporena z operacniho programu VaVpl
(CZ.1.05/2.1.00/01.0030).

10| Hladiny miR-210
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Rendlni karcinom (RCC) je nejcastéjsi nado-
rové onemocnénfledvin v dospélém véku ¢itaji-
cf asi 3 % dospélych malignit. MikroRNA (miRNA)
jsou kratké nekodujici jednovidknové RNA, které
reguluji genovou expresi na post-transkripcni



drovni. Za pouziti gRT-PCR TagMan low den-
sity array (TLDA) jsme analyzovali globalni ex-
presni profily miRNA u RCC a u nenddorového
rendlniho parenchymu. Ziskana data byla nor-
malizovéna (RNU48, RNU6B) a poté statisticky
vyhodnocena v prostredf statistického jazyka
R pomoci programu Bioconductor v kombinaci
s hierarchickym klastrovanim. Ziskana data jsme
ddle validovali na nezavislém souboru pacientt
s RCC (35 RCC vs 10 vzorkd nenddorového pa-
renchymu). In vitro experimenty byly provadé-
ny na bunécnych liniich rendiniho karcinomu
ACHN a CAKI-2, kde jsme analyzovali vliv trans-
fekce anti-miR-210 na Zivotaschopnost bunék,
apoptodzu, bunécny cyklus, migraci a invazivitu.
Pomoci analyzy expresnich profili 667 miRNA
ziskanych metodou kvantitativni Real-Time
PCR arrays jsme identifikovali zvysenou expresi
miR-210 v nadorové tkani (p=0.0008). Na neza-
vislém souboru jsme toto pozorovani potvrdili
(p< 0.0001). In vitro jsme po experimentalnim
snizeni hladiny miR-210 v ACHN a CAKI-2 bu-
nécné linii pozorovali snizenou Zivotaschopnost
bunék a bunécné linie CAKI-2 hromadénibunék
v G2 fazi buné¢ného cyklu. Po snizeni exprese
miR-210 jsme pozorovali také snizenou schop-
nost migrace a snizeny invazivni potencial bu-
nécné linie ACHN odvozené z metastatického
rendlniho adenokarcinomu. Prokézali jsme také
snizenou expresi proteinu HIF1a v obou bunéc-
nych linii po uml¢eni miR-210, coZ naznacuje
Uc¢ast miR-210 v regulaci hypoxickych procest
u RCC, nejen prostrednictvim regulace svych
cilovych mRNA, ale také nepfimo pomoci re-
gulace HIF1a. V souc¢asnosti se jedna o prvnf
dikaz naznacujici, ze miR-210 ma schopnost
jak regulovat buné¢nou migraci a invazivni po-
tencidl, tak i hladinu proteinu HIF1a v bunkach
RCC. Zvysend exprese miR-210 byla jiz zjisténa
u rliznych typd nadorl, coz poukazuje na jejf
zapojeni do obecnych procest maligni transfor-
mace a vytvafi pfedpoklad, ze mize byt v bu-
doucnu vyuZita jako terapeuticky cil v [é¢bé
nadorovych onemocnén.

Prdce byla podpofena grantem IGA MZCR IGA
NT/13547.
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Nadory prostaty patfi mezi nej¢astéjsi
nadorova onemocnéni u muzl a také se radf
na druhé misto co se tyka souvislosti narodové-
ho onemocnéni a umrtf. Z novych studif, které
se zabyvaly hledanim novych marker(, které
vedou ke v€asné diagnostice rakoviny prosta-
ty, bylo opakované prokazano, Ze rakovinné
buriky prostaty maji zménénou schopnost pfi-
jmu a akumulace zinkovych iontd v porovnani
se zdravymi prostatickymi burikami (1).

Zinek patff k prvkdm s vyraznou biologickou
aktivitou. Tento prvek je dilezitou esencidlnf
Zivinou a je nezbytnou strukturni, katalytickou,
ko-katalytickou slozkou celé fady proteind.
Ve zdravé prostatické tkani hraje zinek dllezitou
roli v proliferaci, diferenciaci, regulaci a apoptdzy
bunék. Intracelularni zinek je ve zdravé i nadoro-
vé prostatické tkani chelatovan cetnymi proteiny
(nukleoproteiny, metaloenzymy, metaloprotei-
ny a metalothioneiny). Laterdlni lalok je také
hlavnim mistem pocatku rakovinného bujeni
a je charakteristicky ztratou akumulace zinku.
U pacientl s karcinomem prostaty byl prokazan
niz$f obsah zinku v bunkach lateralniho laloku.
Bylo také zjisténo, Zze u pacientl s karcinomem
prostaty jsou v bunkdch laterdiniho laloku toho-
to orgdnu hladiny zinku signifikantné nizsi oproti
normalnim hodnotam (2).

Cilem této prace bylo srovnani elektrofo-
retickych profild zinkovych protein( v prosta-
tickych bunécnych liniich PG3, LNCaP a PNT1A
vystavenych plsobeni 0. 25 a 50 uM ZnCl.
Za timto Ucelem byla vyvinuta automatizovana
metoda izolace zinek vézajicich proteinl po-
mocf paramagnetickych ¢astic modifikovanych
protildtkou rozeznavajici zinek (3). Obsah zinku
v bunkach byl stanoven pomoci diferen¢ni puls-
ni voltametrie. Bylo zjisténo, ze v pfipadé kulti-
vace v 0 uM ZnCl, je ve srovnani s kontrolni linit
PNT1A obsah zinkovych proteint v nddorové linii
PG3 odvozené z metastatického mista v kosti
30 % a 80 % u linie LNCaP odvozené z meta-
statického mista v levé supraklavikuldrni uzliné.
Zatimco v pfipadé kultivace v pritomnosti 25 uM
ZnCl, mnozstvi izolovanych zinkovych proteind
a koncentrace Zn (Il) ve viech liniich vzrostly, a to
050 % u linie PG3,0 70 % u linie LNCaPa 0 22 %
u linie PNT1A ve srovnani's kultivaci v médiu bez
pfidavku ZnCl,, v pfipadé kultivace v pfitomnost
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50 UM ZnCl, byl nardst 80 % u linie PG3, 75 %
u linie LNCaP a 36 % u linie PNTTA. Tyto vysledky
naznacuji, Ze u nddorovych linif prostaty je dys-
regulovan pifjem zinku a dochdzi k jeho zvysené
chelataci pomoci intraceluldrnich proteint
Tato prdce byla podpofena granty IGA
TP 6/2012, CYTORES GACR P301/10/0356

a NanoBioTECell GA CR P102/11/1068.

1. Krizkova S, et al. Metallothioneins and zinc in cancer dia-
gnosis and therapy. Drug Metab. Rev,, 2012. in press.

2. Gumulec J, et al. Insight to physiology and pathology of
zinc (1) ions and their actions in breast and prostate carcino-
ma. Curr. Med. Chem,, 2011; 18(33): 5041-5051.

3. Krizkova S, et al., Immunoextraction of zinc proteins from
human plasma using chicken yolk antibodies immobilized
onto paramagnetic particles and their electrophoretic ana-
lysis. Electrophoresis, 2012; 33(12): 1824-1832.
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Karcinom prsu je v soucasné dobé nejcastéji
diagnostikovanym nadorovym onemocnénim
u zen nejen v Ceské republice, ale i celosvétove.
Vyznamnym podtypem tohoto onemocnény,
ktery se vyznacuje obzvldst nepfiznivou pro-
gndzou a vysokou agresivitou, je tzv. triple-ne-
gativni karcinom prsu (TNBC - triple negative
breast cancer). U TNBC nadorové buriky neex-
primuji na svém povrchu zadné diagnosticky
a lé¢ebné vyznamné receptory (ER, PR, HER2),
proto terapeutické postupy zaloZené na poda-
vani monoklonalnich protildtek nejsou v tomto
pfipadé vhodné. Tato skute¢nost davé prostor
jinym biomolekuldm, jako jsou mikroRNA, které
ovliviuji i zna¢né mnozstvi gend zapojenych
do karcinogeneze.

Cilem studie bylo nalézt mikroRNA (miRNA),
které maji pro pacientky s TNBC prognosticky
vyznam. U 47 pacientek jsme pomoci metody
Real-Time PCR studovali hladiny exprese sedmi
vybranych miRNA (miR-205, miR-99, miR-505,
miR-125b, MiR-187, miR-146, miR-24-2). Zjistili
jsme, Ze zvy3end hladina miR-205 (p=0.013) je
spojena s delsim bezpfiznakovym prezivanim,
a zvysena exprese miR-205 (p=0.035) a miR-505
(p=0.039) potom s delsim celkovym preziva-
nim téchto pacientek.

Domnivéme se, Ze zejména miR-205 nebo
proteiny, jeZ reguluje, bude mozné po dalsich
nezavislych validacich vyuZit jako potencionalnf
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prognostické biomarkery tohoto vysoce malig-
niho nddorového onemocnéni.

Tato prdce byla podporena InstituciondInimi
zdroji pro Podporu vyzkumnych organizaci poskyt-
nutou Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
vroce 2012.
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'Laboratory of Molecular Pathology and
Department of Clinical and Molecular
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’Department of Cytokinetics, Institute of
Biophysics, AS CR, Brno

Background: Androgen deprivation thera-
py (ADT) is an important treatment for advanced
stage prostate cancer, however, treated tumors
relapse to incurable androgen-independent
prostate cancer. The aim of the present study
was to investigate whether androgen depleti-
on induces senescence and neuroendocrine
differentiation (NED) and modulate tissue envi-
ronment in prostate cancer.

Material and methods: Formalin-fixed pa-
raffin-embedded (FFPE) prostate tumor samples
were obtained between 1998 and 2003 years.
Ten patients had both fine-needle biopsies (be-
fore neoadjuvant ADT) and prostatectomies (af-
ter neoadjuvant ADT). Six untreated control pro-
statectomies were randomly selected. Samples
were immunostained with y-enolase, chromo-
granin A and vimentin antibodies. Specimens
were assessed semiquantitatively by histoscore
and statistically processed. For dual immunoflu-
orescence and confocal microscopy, prostate
cancer FFPE sections were incubated with pri-
mary (y-enolase and vimentin) and secondary
fluorescently labeled antibodies. This tissue ana-
lysis complemented in vitro results on effects
of ADT which were performed at the Institute
of Biophysics and had been jointly published
(Pernicova et al. Neoplasia 2011; 13: 526-536).

Results: Long term androgen depletion in
LNCaP and LAPC4 cells induced senescence-
-associated secretory phenotype (assessed by
(3-galactosidase activity, IGFBP3 and cathepsin B)
and NED (y-enolase and tubulin 3-IIl). Vimentin
was also strongly induced in prostate cancer
cells by androgen depletion. Because the ex-

pression of both N-cadherin and E-cadherin was
unaffected by androgen depletion, the NE-like
cells were unlikely to be undergoing an EMT, but
vimentin was rather indicative of senescence.
We wanted to know if induction of vimentin
and NED also occurred in human prostate tu-
mors following ADT and examined samples of
human prostate cancers collected pre- and/or
post-neoadjuvant ADT. Prior to ADT, expression
of vimentin, chromogranin A and y-enolase in
epithelial cells of the prostate tumor samp-
les were either undetectable or at low levels.
Following ADT, expression of all three markers
was significantly increased in epithelial cells in
samples from the same individuals. In contrast,
vimentin expression in stromal cells of the pro-
state was unaffected by ADT. Using dual color
immunostaining and confocal microscopy, we
found that vimentin was colocalized with y-
-enolase in some NE-like cells.

Conclusions: We have shown that ADT
induced neuroendocrine differentiation and
senescence both in vitro and in prostate can-
cer samples. Although the induction of sene-
scence in cancer cells is a potent mechanism
of tumor suppression, senescent cells remain
metabolically active and may secrete a broad
spectrum of factors that promote tumorigenici-
ty in neighboring malignant cells, leading to the
failure of ADT and progression of the disease to
androgen-independence.

Acknowledgements: Supported by EU in-
frastructure support CZ.1.05/2.1.00/01.0030 and
LF_2012_019.
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Protein nestin je obecné povazovéan za mar-
ker nezralych (kmenovych a progenitorovych)
bunék a jeho exprese je vyrazna predevsim
v prabéhu savei embryogeneze. Jeho re-exprese
nastava za rliznych patologickych podminek
ajednou z nich je neoplasticka transformace.
Nestin byl doposud detekovéan u celé skély so-
lidnich nador(, kde mira jeho exprese koreluje
s malignitou a invazivitou. Obecné se tedy po-
vazuje za negativni prognosticky faktor. Nékteré
nestin-pozitivni populace nddorovych bunék

navic vykazujf znaky nadorovych kmenovych
bunék (CSCs), které jsou podle hypotézy CSCs
zodpoveédné za relaps onemocnéni.

Nase pilotni data odhalila pfitomnost nes-
tinu v bunkach nadorovych linii derivovanych
z celé fady hematologickych malignit, v¢etné
nejcastéjsiho typu leukemie dospélého veku
v CRiv celém zdpadnim svétg, chronické lym-
focytarni leukemie (CLL). CLL je lymfoprolifera-
tivni onemocnéni, jehoz podstatou je klonaini
proliferace malignich B lymfocytd, které se vy-
znacuji nekontrolovanou proliferaci a poruchou
apoptézy. Celd skupina lymfoproliferativnich
onemocnénia zejména CLL se vyznacuje velice
variabilnim prébéhem a prognézou. Stanoventi
prognostickych faktord je dllezitou soucasti
vysetfeni. Z téchto dlvodU se pozornost vy-
zkumu obraci k hledanf dalsich markerd, které
by pomohly ke zpfesnéni stanoveni progndzy
pacienta a umoznily tak Iépe optimalizovat jeho
lécbu.

Detekce nestinu by mohla byt ndpomocna
pfi vyhodnocovéni biologického chovaninado-
ru, mohla by ve svém dlsledku vést ke zlepseni
stratifikace, zpfesnéni progndzy a volbé vhodné
|é¢ebné strategie. Nestin by tak mohl rozsifit
skupinu prognostickych markerd jak u CLL, tak
pfipadné i dalsich hematomalignit.
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Chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je
velmi heterogenni onemocnéni. Pacienty Ize
rozdélit do dvou prognosticky odlisnych skupin
na zékladé mutacniho stavu tézkého fetézce
variabilniho segmentu imunoglobulinového
genu (IGHV). CLL u pacientl s mutovanym IGHV
progreduje pomaleji nez u pacient s nemuto-
vanym IGHV. S mutanim stavem IGHV koreluje
exprese rliznych gend, napt. LAG3, LPL a ZAP70.
Tyto geny by bylo mozné v budoucnu vyuzit
jako zastupné markery pro mutacnf stav IGHV.
Stanovit jejich expresi je jednodussi a rychlej-
§i, nez urcit mutacni stav IGHV pfimo pomoci
sekvenovan.



Ovérovali jsme rozdil v expresi LAG3, LPL
a ZAP70 u 118 pacientl s CLL (58 s mutovanym
IGHV, 60 s nemutovanym IGHV). Exprese by-
la testovéna na RNA B-lymfocytl separovanych
z periferni krve. Rozdily v genové expresi (nor-
malizované v{ci expresi referen¢nich genli B2M,
HPRT a GUSB) byly hodnoceny Mann-Whitney
U testem a byly statisticky vyznamné pro véech-
ny tfi geny (p > 0,000 001).

LPL je exprimovan v malignich B-lymfo-
cytech. ZAP70 a LAGS3 jsou exprimovany v ma-
lignich B-lymfocytech, tak i v T-lymfocytech.
Obsah T-lymfocytd ve vzorku je zavisly na zpd-
sobu zpracovani materidlu. Pro vyuZiti exprese
LAG3, LPL a ZAP70 v prognostice je proto nutné
zhodnotit vliv pfipadnych T-lymfocytl ve vzor-
ku. P¥itomnost T-lymfocytarni RNA by mohla ne-
specificky zvysit celkovou detekovanou expresi
ZAP70 a LAG3 a tim ovlivnit vysledek.

Pro zhodnocenf vlivu T-lymfocytd jsme
zpracovavali periferni krev 10 pacient( (5 s mu-
tovanym IGHV, 5 s nemutovanym IGHV) tfemi
rdznymf zplsoby (osmolyza, gradientové cen-
trifugace, gradientova centrifugace s deplecf
T-lymfocytd). Poté jsme porovnavali normali-
zovanou expresi LAG3, LPL a ZAP70 ve vzor-
cich obsahujicich T-lymfocytadrni RNA (osmo-
lyza, gradientové centrifugace) a ve vzorcich
neobsahujici T-lymfocytarni RNA (gradientova
centrifugace s depleci T-lymfocytd). Rozdily by-
ly hodnoceny Znaménkovym testem. Rozdily
v normalizované expresi LPL ani LAG3 nebyly
statisticky vyznamné. Normalizovand exprese
ZAP70 vzorkd zpracovanych osmolyzou a vzor-
k& zpracovanych gradientovou centrifugaci
s depleci T-lymfocyt( se lisila (p = 0,005). Rozdil
exprese ZAP70 mezi vzorky zpracovanymi gra-
dientovou centrifugaci a gradientovou centri-
fugaci s depleci T-lymfocytl nebyl statisticky
vyznamny. Pro pifpadné vyuziti v prognostice by
bylo nutné potvrdit, zda rozdil v expresi ZAP70
nema vliv na vysledek analyzy, popf. zhodnotit,
od jakého zastoupeni T-lymfocytd mdze byt
vysledek zkresleny.

Vzkum byl podporen granty: MPO FR-TI2/254,
SuPReMMe (CZ.1.07/2.3.00/200.0045, CEITEC
CZ.1.05/1.1.00/02.0068, MUNI/A/0784/2011.

16| Vyznam hypoxie a HIF-1a

pro vznik chemorezistence

u bunéénych linii odvozenych

od lidského neuroblastomu

Helena Mafikovd, Jan Hrabéta, Tomas Groh,
Mohamed Abdel Rahman, Simon Cipro,
Tomas Eckschlager

Klinika détské hematologie a onkologie UK

2. LF a FN Motol, Praha

Hypoxie je charakteristickym znakem mi-
kroprostredi solidnich nador(. Adaptace na-
dorovych bunék na hypoxické podminky ma
fadu vyznamnych biologickych dopadd, podilf
se na agresivnéjsim chovani néddord, jejich dedi-
ferenciaci a je jednou z pficin snizeni apoptdzy
indukované cytostatiky a zvyseni genetické ne-
stability nddorovych bunék. Hlavnim faktorem,
ktery adaptaci na hypoxické prostfedf ovliviuje,
je hypoxif indukovany transkrip¢ni faktor (HIF).
Je tvofen dvéma podjednotkami, konstitutiv-
né exprimovanou HIF-1B/ARNT a hypoxif indu-
kovanou HIF-1a s homology HIF-2a a HIF-3a.
Za snizené tenze kysliku je HIF-1a podjednotka
stabilizovana, heterodimerizuje s HIF-13/ARNT
a tento dimer je nésledné translokovén do jadra.
Stabilizovany heterodimer transaktivuje vice nez
100 gend, které zprostiedkovévaji adaptivni od-
povéd nddorovych bunék na hypoxii. Mezi tyto
geny patfi napfiklad gen pro vaskuldrni endote-
lidInf rGstovy faktor (VEGF), erythropoetin (EPO)
a glukézovy transporter 1 (SLC2A1). Pochopent
regulac¢nich mechanizm HIF-1a proto mdze mit
velky vyznam pfi vyvoji lécby zhoubnych nddord.

V této studii jsme se zaméfili na sledova-
ni dynamiky exprese HIF-1a v prdbéhu kulti-
vace v hypoxii (1% O,) a v normoxii (21% O,)
u péti bunéc¢nych linii lidského neuroblasto-
mu (SK-N-AS, UKF-NB-4, UKF-NB-3, SH-SY5Y
a IMR-32). Ukdzalo se, ze ndmi studované linie
exprimuji HIF-1a i v normoxii. Pro sledovani viivu
HIF-1a na biologické vlastnosti bunék lidského
neuroblastomu (NBL) jsme inhibovali aktivitu
HIF-1a pomoci nizkomolekuldrmich inhibitor(
chetominu, YG1 a LW6. Zavedli jsme také me-
todu silencingu genu HIF-1a pomoci siRNA
u bunécné linie SK-N-AS. Nasledné vytvofime
pomoci shRNA stabilni bunéc¢né linie SK-N-AS
a UKF-NB-4 s utlumenou expresi HIF-1a a poku-
sime se i o transfekci ostatnich NBL linif. U stu-
dovanych NBL linif jsme v hypoxii pozorovali
rezistenci na cytostatika cisplatinu a elipticin
a prokazali jsme, Ze inhibici HIF-1a je mozné tu-
to rezistenci hypoxickych nadorovych bunék
k cytostatiklm sniZit.

17| Genetic variability in the
MTHFR and ACE genes and
colorectal cancer risk in Slovak
population

Tatiana Matakova, Erika Halasova,
Anton Dzian, Edward Hulo,

Maria Skerefiova

Ustav lekarskej biologie JLF UK, Martin

Introduction: We study gene variants
in the methylenetetrahydrofolate reductase

Abstrakta / Abstract book | B33

gene (MTHFR 677 polymorphism, (rs1801133)
and MTHFR 1298 polymorphism (rs1801131)) and
in the angiotensin-converting enzyme gene
(ACE D/I polymorphism, rs1799752). MTHFR plays
a key role in folate metabolism by channeling
one-carbon units between nucleotide synthe-
sis and methylation reactions. Severe enzyme
deficiency leads to hyperhomocysteinemia and
homocystinuria, with altered folate distribution.
Mutations in the MTHFR gene lead to reduced
MTHFR enzyme activity, which increases intra-
cellular folate metabolites and may increase the
rate of activity of thymidylate synthase. ACE,
a key enzyme in the renin-angiotensin system,
plays the important roles of regulating of blood
pressure and serum electrolytes. It is differen-
tially expressed in several carcinomas and may
affect tumor cell proliferation, migration, an-
giogenesis, and metastatic behavior. Inhibition
of ACE activity suppresses tumor growth and
angiogenesis in vitro and vivo of animal models;
moreover, epidemiologic studies have also indi-
cated that ACE inhibitors might decrease the risk
and mortality rate of cancers. In the light of the
established association of ACE with several types
of cancer, the possible contribution of the inser-
tion/deletion (I/D) polymorphism that affects
ACE gene expression, in the development of
colorectal cancer was investigated.

Material and methods: DNA samples of
330 healthy controls and 231 patients with colo-
rectal cancer (adenocarcinomas) were examined
by allele-specific PCR reaction for ACE polymor-
phism and RLFP for MTHFR polymorphisms fo-
llowed by electrophoretic analysis. Minor allele
frequency was estimated from genotype da-
ta from unrelated population-based controls.
Pairwise linkage disequilibrium between SNPs
was estimated using the square of the correlati-
on coefficient between markers. In the analysis
of main effects, the population and clinic-based
data were analyzed separately. We used mul-
tivariable conditional logistic regression with
sibship as the matching factor to estimate main
effects and stratum-specific odds ratios (OR). We
controlled for age and sex in all analyses.

Results: Frequency of the minor allel (Val)
was significant lower (p=0.01) in control group
of women. Frequency of homozygouse variants
genotype MTHFR (V/V) was lower among cases
in women (5,4 %) than control women (9,8 %). No
significant association was found between the
I/D polymorphism and over all cancer risks (OR
=0.87).

Conclusion: Our results in this time su-
ggest that the D/I polymorphism in ACE gene
may not contribute to susceptibility to colorectal
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cancer. A common polymorphism in a folate-
-metabolizing gene, methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) 677C > T has been associated
with reduced risk of colorectal cancer.

This work was supported by Ministry
of Education ofthe Slovak Republic, Grant
APVV-0412-11.
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Protein p73 je transkrip¢ni faktor, ktery
patfi do rodiny nadorového supresoru p53.
Predkladana studie je zaméfena na detekci dvou
N-terminéalnich izoforem proteinu p73: TAp73
a deltaNp73. Izoforma TAp73 je spojovéna s kon-
trolou prlibéhu mitotického délenia s udrzova-
nim genomické stability. Byly popsany poruchy
mitozy, které jsou zavislé na pfitomnosti, resp.
nepfitomnosti TAp73. 1zoforma TAp73 mé funk-
ce nadorového supresoru, které vsak mohou
byt potlaceny izoformou deltaNp73. Dysfunkce
proteinu p73, zejména izoformy TAp73, byva
spojena s mitotickymi abnormalitami, které mo-
hou vést k polyploidii a aneuploidii a pfispét tak
ke vzniku nddoru. Jednou z pficin mitotickych
abnormalit je amplifikace centrozomu, ktera
vznika deregulaci duplika¢niho cyklu centrozo-
mu. Hlavnim cilem této studie bylo sledovat
rozdily v lokalizaci a expresi obou izoforem pro-
teinu p73 u jednotlivych linif a zjistit, zda rozdily
v expresi obou izoforem p73 koreluji s vyskytem
aberantniho poctu centrozomd.

Ke studii byly vyuzity celkem 4 bunécné
linie, které byly derivovany z multiformniho glio-
blastomu (HGG-02 a GM-7), meduloblastomu
(Daoy) a neuroblastomu (SH-SY5Y). Hodnoceni
exprese sledovanych izoforem proteinu p73 bylo
provedeno pomoci imunodetekénich metod.

Vysledky prokazaly, Zze exprese a intrace-
luldrni lokalizace obou izoforem se u jednot-
livych linif i1, Byly zjistény i vyznamné rozdily
v ¢etnosti bunék s abnormalitami v poctu cen-
trozomd a s maximalnim aberantnim poctem
centrosomU v burice. Nejvyssi ¢etnost bunék
s aberantnim poctem centrozomU byla dete-

kovana u linie HGG-02 a soucasné u této linie
byly zaznamenany nejvyssi pocetni abnormality
centrozomU. U této linie sou¢asné dominovala
exprese izoformy deltaNp73, kterd vykazovala
prevézné cytoplazmatickou lokalizaci. U dal-
$fch tfech linif byla ¢etnost bunék s aberantnim
poctem centrozomd i pocetni abnormality vy-
razné nizsi. 1zoforma deltaNp73 byla u linif GM-7
a Daoy lokalizovédna prevazné v jadre, kdezto
u linie SH-SY5Y v cytoplazmé. Naproti tomu
izoforma TAp73 byla u vech linii detekovana
v bunécném jadre.

Zjistené vysledky naznacuji, ze extrémné
vysoky pocet bunék s aberacemi centrozom(
u linie HGG-02 miZe mit spojitost s expresi a in-
traceluldrni lokalizaci izoformy deltaNp73.

Prdce byla podporena granty MUNI/C/0804/
2011 a RECAMO.
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u pacienti s kastracné rezistentnim
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Uvod: Karcinom prostaty je v soucasné
dobeé v Ceské republice druhym nej¢astéjsim
onkologickym onemocnénim u muzd a zaroven
nejcastéjsim zhoubnym urologickym nadorem.
Nejbéznéjsi lé¢ebnou modalitu po znovuob-
jeveni onemocnéni predstavuje androgennt
deprivace. Témér 20 % pacientl v pribéhu této
|écby dospéje do faze rezistentni na antiandro-
gennf lé¢bu i pfes kastracni hodnoty testoste-
ronu. Pacienti s kastracné rezistentnim karcino-
mem prostaty (CRPC) maji $patnou prognoézu
onemocnénia az 85 % z nich umira s metastatic-
kym postizenim skeletu. Cilem tohoto projektu
je studium pfftomnosti cirkulujicich nddorovych
bunék (CTC) v periferni krvi pacientd s CRPC jako
ukazatele metastatického procesu a zjisténi ucin-
nosti terapie na zakladé perzistenci ¢i vymizeni
CTC z periferni krve.

Metodika: Z 5 ml periferni krve pacient(
s CRPC a pacientl s benigni hyperplazii prosta-
ty byla provedena imunomagneticka selekce
CTC pomoci AdnaTest ProstateCancerSelect kitu
(Adnagen, Langenhagen, Némecko). Nasledné

z lyzatu obohacené frakce CTC byla izolovéna
mMRNA pomoci magnetickych kulicek konju-
govanych s oligo (dT) 25 za pouziti AdnaTest
ProstateCancerDetect kitu. Reverzni transkripci
byla pfipravena cDNA, kterd byla pouzita ja-
ko templat pro detekci CTC a jejich charakte-
rizaci pomoci multiplex-PCR. Byla sledovana
amplifikace tumor asociovanych antigent
(PSMA, PSA, EGFR) a kontrolniho genu aktinu.
Vysledky amplifikace byly hodnoceny na pfistroji
Bioanalyzer 2100 (Agilent) za pouziti DNA 1000
LabChip.V pfipadé detekce nejméné jednoho
ze sledovanych antigend v koncentraci vyssi nez
0,10 ng/ul byl vysledek povazovan jako pozitiv-
ni prikaz CTC. Periferni krev byla pacientdm
odebirdna ve dvou c¢asovych bodech - pred
podanim chemoterapie a po ukonceni 4. cyklu
chemoterapie.

Vysledky: V obdobi 12/2011 do 10/2012
bylo do studie zafazeno celkem 18 pacientd
(16 pacientt s CRPC a 2 pacienti s benigni hyper-
plazif prostaty). U 10 pacientt byla provedena
analyza CTC pfed a po 4. cyklu chemoterapie.
U zbyvajicich 6 pacientl bylo zatim provedeno
pouze vysetfeni CTC pfed zahdjenim chemo-
terapie. CTC byly detekovany v periferni krvi 15
pacientl s CRPC pred podanim chemoterapie.
V CTC téchto pacientl byla sledovéna vysoka
exprese PSA, kterd byla u vice jak 50 % pacient(
doprovazena zvysenou expresi PSMA. Pouze
CTC jednoho pacienta vykazovaly triple-pozi-
tivitu na sledované markery (PSA, PSMA, EGFR).
U pacientt s benigni hyperplazif prostaty nebyly
CTC detekovany. Pacientlim byl déle proveden
2. odbér periferni krve po 4. cyklu chemote-
rapie. U 30 % pacientl doslo k vymizeni CTC
po podani chemoterapie. 70 % pacientl bylo
po 4. cyklu chemoterapie stale CTC pozitivnich.
Tato skupina pacientl bude déle sledovana.

Diskuze: Nase soucasné vysledky na-
znacuji, ze témér u viech pacientd s CRPC je
mozné pfed zahdjenim chemoterapie nalézt
CTC. Navic tyto CTC vykazuji znacnou hetero-
genitu v expresi sledovanych gend. Na zékladé
porovnani vzorkd pacient s CRPC a pacient(
s benigni hyperplazii prostaty bylo zjisténo,
Ze vysokd exprese PSA v CTC nesouvisi s vy-
sokou expresi PSA v séru. Zda se, Ze cirkulujicf
nadorové bunky by mohly byt vhodnym bio-
markerem pro sledovani pribéhu onemocnénf
a ke sledovani U¢innosti podané terapie a moh-
ly by tedy pomoci k individualizaci lé¢ebného
postupu u pacientd s CRPC.

Tento projekt byl podpofen Interni grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvi Ceské repub-
liky IGA MZ NT 12205-5 a Grantovou agenturou
Univerzity Karlovy GA UK 539512.
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Nadory mocového méchyre, ledvin a pro-
staty jako nejvyznamnéjsi urologické malignity
predstavuji v CR pfiblizné 13 % nové diagnosti-
kovanych zhoubnych néddor a podileji se 3 %
na celkové popula¢ni dmrtnosti. Zatimco v pfi-
padé karcinomu prostaty je k dispozici ucinny
sérovy biomarker PSA (s limitovanou specifi-
citou), u renalniho ¢i urotelidlniho karcinomu
7adny podobny biomarker neni dostupny.
Cystoskopie s cytologii moci, vylu€ovaci uro-
grafie a ultrasonografie jsou v souc¢asné dobé
nejpouzivanéjsimi metodami pro diagnostiku
a monitorovani téchto onemocnéni. Jedna
se o metody diskomfortni, ¢asové a financ¢né
naro¢né av piipadé cystoskopie invazivni.
Neustale jsou proto hledany nové neinvaziv-
ni diagnostické postupy, které by ty stavajicf
nahradily, a to pfedevsim za Ucelem sledovanf
a ¢asného zachytu relapsu téchto onemocnén.
V soucasnosti je velmi modernim pfistupem pfi
studiu a klasifikaci solidnich nddord na moleku-
[arnf drovni analyza mikroRNA (miRNA). MiRNA
jsou kratké nekodujici RNA schopné post-tran-
skrip¢né regulovat expresi vice nez poloviny
gend v lidském genomu, véetné vyznamnych
onkogen ¢i nddorovych supresord. Zmeény ex-
presnich profildl miRNA v nddorové tkani, stejné
jako v télnich tekutindch, jsou dnes intenzivné
studovény u celé fady nddorovych onemocnéni
vcetné urologickych nadord. V poslednich tfech
letech bylo publikovédno nékolik praci zabyva-
jicich se moznym vyuzitim miRNA v moci pro
Ucely diagnostiky urologickych nadort. MiRNA
nachazejicf se v modijsou pfedevsim extracelu-
larnfho charakteru, vykazuji vysokou miru sta-
bility a jsou snadno dostupné. Pfed pouZitim
mocovych miRNA jako nové tfidy biomarkerd
pro onkologickou diagnostiku je ovsem nutné
vyfesit celou fadu metodickych aspektl jejich
analyzy. Vytézky RNA z moci jsou velice nizké
a jeji Listota nenf dle konvencnich kritérii do-
state¢na. Tato kritéria jsou ovsem v soucasné
dobé pfehodnocovéna, a to nejen pro RNA

izolovanou z modi, ale také z krevniho séra i
plazmy. Je potieba pracovat s prvniranni mocf?
Jakou variabilitu zandsi do analyzy jednotlivé
faze zpracovani vzorku od preanalytické faze
az po gRT-PCR? Hlavnim cilem nasi prace je
analyzovat vybrané miRNA (miR-125b, miR-21)
v supernatantu moci metodou kvantitativn{
Real-Time PCR na souboru zdravych kontrol
a nastavit zakladni parametry analyzy, stanovit
vhodnou endogenni kontrolu a ovéfit stabilitu
miRNA. Nasledné bude optimalizovand metodi-
ka detekce miRNA v moci aplikovéna ve studiich
zaméfenych na identifikaci diagnostickych bio-
markerd u renainiho a urotelidlniho karcinomu.
Vysledky pilotni studie budou soucasti naseho
sdéleni. Pfedpokladdme, ze miRNA nachézejici
se v moci maji potencidl slouzit jako nova tfi-
da neinvazivnich diagnostickych biomarkerd.
Prace byla podpofena grantem IGA MZCR
NT13547-4/2012 a Institucionalnimi zdroji pro
Podporu vyzkumnych organizaci poskytnutou
Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
v roce 2012.
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Strukturni zmény DNA hraji velmi vyznam-
nouroliv procesu replikace a translace. Cisplatina
je jednim z nejbéznéjsich cytostatik vyuzivanych
pfi chemoterapii nddorovych onemocnéni (1).
Uspésnost lé¢by platinovymi komplexy je dana
schopnosti vézat se koordinacni vazbou k ba-
zim DNA za vzniku rlznych typd kovalentnich
vazeb (2). Vstup cisplatiny do buriky je umoz-
nén zejména pasivni difzi, ale z ¢asti maze byt
pfenesena také aktivnim transportem pomoci
rtznych typU transportnich systéma (Ctr1 kon-
trolujici homeostazu médi) (3).

Prace byla zaméfena na sledovéni kovalent-
nich vazeb cisplatiny na DNA. Cilem bylo urcit,
jakym zpUsobem je vlivem rliznych koncentra-
cf cisplatiny ovlivnéna teplota tanf DNA (bod
Tm). Ke studiu byl vyuzit PCR produkt o délce
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498 bp (A=22,09%, T=31,12 %, G = 21,69 %,
C = 25,10 %) a cisplatina o koncentracich 5,
10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400 a 500 uM.
Komplexy byly pfipraveny smichanim cisplatiny
(99.9 %, Sigma-Aldrich) s DNA pfi teploté 25 °C
a purifikovany membranovou dialyzou (Amicon
Ultra = 0,5 ml 3K) pfi teploté 20 °C. Interakce
DNA s cisplatinou byly pozorovany spektrofo-
tometricky, elektroforeticky a elektrochemicky.
Elektrochemicky bylo potvrzeno, Ze se zvysu-
jici se aplikovanou davkou (5, 10, 20, 30, 40, 50,
100, 200, 300, 400, a 500 uM) cisplatiny se zvy-
Sovalo navazané mnozstvi cisplatiny na DNA
(0,1;04; 1,5, 2,6; 3; 4; 13; 26; 40; 56 a 61 ng Pt/ug
DNA). Bylo prokédzéno, Ze cisplatina vyznamnym
zplsobem snizuje teplotu tanf pfi denaturaci
DNA. Primérna teplota tanf fragmentu DNA
byla stanovena na Tm =75 + 3,5 °C. Po aplikaci
cisplatiny teplota tani DNA klesala v priméru
04,5 °C. Negjnizsi teploty tani (Tm =35+ 1,75 °C)
bylo dosaZeno po pfidani 500 uM cisplatiny (in-
terkalovano bylo 61 ng Pt/ug DNA).

Tato prdce byla podporena granty CYTORES
GACR P301/10/0356 a NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068.

1. Wang D, Lippard SJ. Cellular processing of platinum an-
ticancer drugs. Nature Reviews Drug Discovery, 2005; 4(4):
307-320.

2. Chang CL, et al. Thermal stability of DNA with interstrand
crosslinks. Biopolymers, 2012; 97(10): 807-817.

3. Mitchell C, et al. Low-dose BBR3610 toxicity in colon can-
cer cells is p53-independent and enhanced by inhibition
of epidermal growth factor receptor (ERBB1)-Phosphatidyl
inositol 3 kinase signaling. Molecular Pharmacology, 2007;
72(3): 704-714.
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Solidni nddory tvori asi 30 % viech nadoro-
vych onemocnéni u déti. Mezi nejcastéjsi typy
patff tumory mozku (meduloblastom, astro-
cytomy aj.), neuroblastom, rabdomyosarkom,
WilmsQv tumor a osteosarkom. Soucasti léceb-
nych protokold téchto onemocnéni je témér
vzdy chemoterapie, kterd zvysuje $anci na dlou-
hodobé prezivani pacientd. U meduloblastomu
a osteosarkomu byva pouzivan vysokodavkovy
metotrexat (HD-MTX). Hlavnim limitujicim fakto-
rem je vsak jeho toxicita. Proto se onkologickym
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pacientlim podava také antidotum leukovo-
rin (LV).

Cilem této studie je analyzovat vliv MTX
na bunéc¢né linie vybranych typu solidnich na-
dorl détského véku (meduloblastom a osteo-
sarkom). Snahou je popsat cytostatické, resp.
cytotoxické plsobeni MTX na obé linie, dete-
kovat zmeény v jejich bunécném cyklu a zjistit
rozdily mezi ptsobenim HD-MTX a nizkodav-
kového MTX (LD-MTX) v pfitomnosti rlznych
koncentraci LV.

Pilotni experimenty byly provddény na sbir-
kovych bunécnych liniich Daoy (meduloblas-
tom) a Saos-2 (osteosarkom). MTX byl pouZit
v rozmezi koncentraci, které se vyskytuji v plaz-
mé détskych onkologickych pacientl Ié¢enych
MTX (0,1 az 40 uM). Zmény v proliferaci bunék
byly zjistovany MTT testem a zmény v bunéc-
ném cyklu prdtokovou cytometril.

Bylo zjisténo, Ze MTX plsobi vyrazné cyto-
toxicky na obé bunécné linie, pficemz nebyl zjis-
tén rozdil v Gc¢innosti 1-40 uM MTX. Proliferace
po 6 dnech pdsobeni 1-40 uM MTX byla u linie
Daoy snizena prdmeérné o 85 % a u linie Saos-2
0 70 % oproti kontrole. Hodnota LC50 MTX ¢inf
u linie Daoy 0,27 uM a u linie Saos-2 0,23 uM.
Z hlediska analyzy bunécného cyklu dochdzelo
k jeho zastaveni u obou linif jiz 3. den po ovliv-
néni MTX. Stejné tak byl pozorovan narlst frakce
apoptotickych bunék u linie Daoy jiz 3. den kulti-
vace s koncentraci MTX 1-40 pM. U linie Saos-2
byl tento narlist pozorovan az 6. den. Apoptdza
byla detekovéna také pomoci protildtky proti
aktivované kaspdaze-3. Déle byl zkouman vliv LV
na plsobeni MTX. Bylo zjisténo, ze LV ovliviuje
pouze Ucinek 0,1 uM MTX, u néhoz byla po apli-
kaci LV zaznamendna mensi cytotoxicita, nez
u varianty bez LV.

Ze ziskanych dat vyplyva, Zze MTX pUsobf
cytotoxicky na oba typy linif, pficemz srovnatel-
ny antiproliferativnf efekt vykazuje 1 uM, 10 pM
i 40 uM MTX. Ddle bylo zjisténo, ze LV v terapeu-
tickych koncentracich neovliviiuje i¢innost MTX
v rozsahu 1-40 uM. Dosazené vysledky ukazuj,
Ze LD-MTX (1 uM) mé stejné ucinky in vitro jako
HD-MTX (40 uM) a mGze mit terapeuticky po-
tencidl v 1é¢bé nddorovych onemocnént.

Podporteno: MUNI/C/0803/2011 a RECAMO; CZ
1.05/2.1.00/03.0101.
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Micro RNAs (miRNAs) are a large class of
single-stranded RNA molecules involved in
post-transcriptional gene silencing. MiRNAs not
only regulate various developmental and physi-
ologic processes but also are involved in cancer
development. They can be also considred as
biomarkers of some pathological processes. The
aim of this study was to determinate the expres-
sion levels of selected miRNA and zinc (Il) -related
genes (ZIP-1, BAX, MT2A, and MT1A) in the non-
tumor PNT1A prostate cell line in comparison
with cancer cell lines 22Rv1, PC-3, and LNCaP
after zinc (Il) treatment. Using bioinformatic ap-
proaches we selected miRNAs with putative
binding sites in 3'UTR regions in Metalothionein
1A and 2A as miRNA 233, 141, 224, 296-3p, 320,
375 and 376. We observed significantly higher
expression of MiRNA 23a in all tumor lines com-
pared to non-tumor PNT1A (13.6-fold in 22Rv1,
7.3-fold in PG3, 8.3-fold in LNCaP, p<0.01). We
also observed that 22Rv1 cell line has significantly
higher expression miRNA 224 in comparison to
other cell lines. In addition, all tumor cell lines ex-
pressed significantly higher levels of miRNA 375
in comparison to non-tumor PNT1A (87.1-fold in
22Rv1, nearly 2000-fold in PC3, 56.3 fold in LNCaP,
p < 0.01). Nevertheless, miRNA 375 and 23a ex-
pression levels strongly suggest their potential to
contribute to the diagnosis of prostate cancer
and miRNA 224 eventually might be suitable for
classification of primary tumors. The expression
of miRNA 224 in 22Rv1 cell line was in negative
correlation with increasing zinc (Il) concentration
only. Our experiments revealed significant nega-
tive correlation of miRNA 376 and MT2A in 22Rv1
and a negative correlation between miRNA 224
and MTTAin PG:3 which may denote possible di-
rect regulation of MT genes with specific miRNA
in prostate cancer.

This work was supported by grant CYTORES
GACR P301/10/0356 and NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068.
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Chirurgické zékroky jsou jednou z hlavnich
|é¢ebnych strategii onkologickych onemocnént,
avsak ¢asto mohou byt komplikovény v podobé
zavaznych bakteridinich infekci (1). Jednou
z nejvyznamnéjsich nemocni¢nich bakterif je
Staphylococcus aureus (2). Tato grampozitivni
bakterie zpUsobuje infekce v rozsahu od mir-
nych zanétl klze a mékkych tkani, az po zivot
ohrozujici sepse, syndrom toxického Soku
a nekrotizujici pneumonie (3). Do popfedi zajmu
se stale vice dostéva problém rezistence téchto
mikroorganizm vici antibiotikam (4).

V nasi praci jsme se zaméfili na stanovent
antimikrobidlniho efektu iontl dusi¢nanu stfi-
brného a stfibrnych nanocastic s chitosanem,
kolagenem a kyselinou hyaluronovou. Kom-
plexy téchto latek byly spektrofometricky
a elektrochemicky charakterizovény. Na bak-
teridInf kulturu na Petriho misce byly umistény
vzorky textilie (1 x 1 ¢cm), kterd byla napusté-
na roztokem nanostfibra nebo dusi¢nanem
stfibrnym o koncentraci 1; 5; 10; 25; 50; 100;
250 a 500 pM s 1% vodnym roztokem chi-
tosanu, kolagenu nebo kyseliny hyalurono-
vé. Kultivace probihala pfi 37 °C po dobu 24
hodin. Inhibi¢ni efekt (inhibi¢ni zéna 1 mm)
komplexu stfibrnych nanocastic s chitosanem
byl patrny od koncentrace 5 uM, s kolagenem
od 25 UM a s kyselinou hyaluronovou od 50
M. U nejvyssi sledované koncentrace (500
uM) byla velikost inhibi¢ni zony u nanocas-
tic stfibra s chitosanen 2,5 mm, s kolagenem
1,8 mm a s kyselinou hyaluronovou 1,5 mm.
U variant s dusi¢nanem stfibrnym dosahovala
velikost inhibi¢ni zony u koncentraci 500 uM
s chitosanem 2 mm, s kolagenem 1,5 mm
a s kyselinou hyaluronovou 1,3 mm.



Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
se u komplexu nanostifbra s chitosanem proje-
vila od koncentrace 10 uM a zcela byla inhibovéna
od 100 pM. U variant nanosttibra s kolagenem
a kyselinou hyaluronovou byla MIC 25 uM, tyto
varianty byly zcela inhibovany od 250 uM. U kom-
plexu dusi¢nanu stfibrného s chitosanem byla
MIC u varianty s pfidavkem 25 pM, zcela inhibo-
vana byla tato varinata od koncentrace 500 uM
stfibrnych iontd. U komplext s kolagenem a kyse-
linou hyaluronovou byla MIC 50 uM, tyto varianty
byly zcela inhibovany od 500 uM. Nejlepsich
antimikrobidlnich vlastnosti dosahoval komplex
stifbrnych nanocastic a chitosanu.

Podeékovdni: Tato prdce byla podporena gran-
tem NanoCeva TA CR TA01010088.
1.Kang Cl, et al. Clinical features and outcomes of Staphylo-
coccus aureus infections in non-neutropenic cancer patients.
Supportive Care in Cancer, 2012; 20(3): 483-488.

2. Sochor J, et al. Bio-Sensing of Cadmium (Il) lons Using
Staphylococcus aureus. Sensors, 2011; 11(11): 10638-10663.
3. Garcia-Garcera M, et al. Staphylococcus prevails in the skin
microbiota of long-term immunodeficient mice. Environmen-
tal Microbiology, 2012; 14(8): 2087-2098.

4, Garcia-Vazquez E, et al. A comparative study of patients
with methicillin susceptible versus methicillin resistant Sta-
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Hradec Kralové

Jezndmo, Ze az 80 % nemocnych s pokrodi-
lym ¢i metastazujicim nddorovym onemocné-
nim trpi nadorovou anorexif s projevy nadoro-
vé kachexie, které zhorsuji celkovou prognozu
preziti pacienta. Nadorovou kachexii zpUsobuiji
faktory, které jsou uvolhovany samotnymi na-
dory a zédnétlivou reakci hostitele na pfftomnost
nadoru. Tyto faktory snizuji chut kjidlu, naru-
Suji metabolizmus tukd, bilkovin a sacharidd.
Jednotliva stadia kachexie zahrnuji: prekache-
xii, syndrom kachexie a pokrocilou kachexii.
Poruchy vyZivy u pacienta s nddorovym one-
mocnénim Ize rozdélit do dvou skupin, primarni
ni nadorovy proces a chronické obtize ¢i kompli-
kace vznikajici v dsledku progrese nadoru. Mezi
sekundarni pficiny fadime disledky pfedchozi
protinddorové terapie a druhotné projevy naddo-
ru (nevolnost a zvraceni, nechutenstvi, vdhovy
Ubytek, xerostomie, insuficietni ¢i karézni chrup,
polykaci obtize, problémy s defekaci ve smyslu
zacpy ¢i prljmu, snizend obranyschopnost or-
ganizmu s rizikem rozvoje infekéni komplikace).
Lécebné mozZnosti nddorové anorexie a kache-

xie z onkologického hlediska zahrnuji 2 zakladni
intervence, nutri¢ni a farmakologickou. Nutri¢nf
intervence zahrnuje: dietni poradenstvi, oralnf
nutri¢ni pripravky (sipping), uméla klinickd vy-
Ziva (enterdlni, parenteraini). Farmakologicka
intervence zahrnuje aplikaci stimuldtor( chuti:
hormonalni preparaty, kortikosteroidy, psycho-
farmaka (antidepresiva, atypickd neuroleptika,
benzodiazepiny kratkodobé pUsobici). Je zndmo,
Ze jakdkoliv 1é¢ebna intervence respektive jeji
efekt musf byt vyhodnocen ¢&i pribézné hodno-
cen.V pfipadé nutri¢nfintervence u onkologic-
kych nemocnych je nutné provadét pravidelné
kontroly nutri¢niho stavu pacienta, které zahrnu-
ji: nutri¢ni anamnézu tykajici se moznosti ¢i limi-
taciv perordlnim pfijmu stravy a tekutin, vdhovy
Ubytek, hodnoceni Karnofského vykonnostniho
stavu, zakladnf antropometrickd méfenf (vaha,
vyska, body mass index) a zhodnocenf celkové
kvality Zivota pacienta.

Podporeno Vyzkumny projektern MZdr. CR No.
00179906, Specifickym vysokoskolskym vyzkumem
UK Praha ¢. 53251 a projektem PRVOUK P37/06.
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Rakovina pluc patri medzi najzavaznejsie
ochorenia stc¢asnosti. Na Slovensku v roku 2010
zapricinila 2113 Umrti, o predstavuje takmer
jednu Sestinu vietkych Umrti na nddorové ocho-
renia. K vysokej mortalite rakoviny pltc prispieva
najma neskoré diagnostikovanie, komplikované
absenciou varovnych priznakov v rannych $ta-
didch ochorenia.

Jednou z moznosti, ktord by mohla pris-
piet k v¢asnej identifikacii rizikovych jedincov
a zvysit tak pravdepodobnost vylie¢enia sa javi
vyskum v oblasti genetickych polymorfizmov.
V stcasnosti sa vyskum genetickych polymor-
fizmov zameriava najméa na gény suvisiace s me-
tabolizmom xenobiotik, protoonkogény, tumor-
-supresorové gény a na gény kodujldce enzymy
repardcii poskodenej DNA. Jednym z génoy,
ktorého produkt je sticastou mismatch repa-
ra¢nej drahy podielajucej sa na odstranent si-
rokého spektra spontannych aj indukovanych
poskodeni je h(MLH1. Gén hMLH1 je lokalizovany
v oblasti 3p2.22 a kéduje protefn MLHT, ktory sa-
mostatne nevykazuje Zziadnu zndmu enzymovu
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aktivitu, ale formuje niekolko typov enzymovych
dimérov, vykazujucich endonukledzovu aktivitu,
zodpovednych za ndbor proteinov potrebnych
pre exciziu poskodenia a nasledné dosynteti-
zovanie vystiepeného Useku DNA. V suvislosti
s nadorovymi ochoreniamije u génu hMLH1¢as-
to sledovany polymorfizmus -93G>A.
Meta-analyza 33 relevantnych studif pouka-
zala na zvysené riziko vzniku rakoviny u nositefov
variantnej alely A vo vietkych genetickych mo-
deloch, najma medzi neaziatmi. V nasej studii sa
snazime objasnit, ¢i sledovany polymorfizmus
-93G>A génu hMLHT ma vplyv na zvysené riziko
vzniku rakoviny pltc v slovenskej populdcii.
Grantovd podpora: Projekt je podporeny mi-
nisterstvom skolstva SR: APVV -0412-11 a minister-
stvom zdravotnictva SR: MZ 2007/48-UK-13.
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VEGF je hlavnim angiogennim faktorem
a faktorem cévnf permeability u glioblastoma
multiforme (GBM) zodpovédnym za tvorbu
vazogenniho mozkového edému podile-
jictho se na morbidité a mortalité pacien-
td. Schoenegger et al. (European Journal of
Neurology 2009) prezentovali vysledky pred-
operac¢niho vysetfeni peritumordzniho edému
pacientl s glioblastoma multiforme (GBM) jako
daldi nezévisly prognosticky faktor spolu s vékem
a typem nadoru (primdrni vysoce bunécny GBM,
s nediferencovanymi pleomorfnimi elementy,
lozisky nekrézy, glomeruloidni vaskuldrni hyper-
plasif, s expresi prolifera¢niho markeru Ki-67 v 15
az 20 % s delsi dobou preZiti ve srovnani se se-
kundarnimi GBM). Pacienti s vétsim edémem
méli kratsi interval preziti. Perifokalni edém kom-
plikuje neurochirurgickou resekci nadoru, ¢asto
pUsobi nitrolebni hypertenzi u recidivy nadoru.

Do studie byla pouZita fixovana tkan zali-
ta do parafinovych bloc¢kd. Imunohistochemie
byla provedena pomoci primérnich protilatek
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(Chemikon, Lifespan Biosciences a Abcam),
barevna reakce provedena sekundarni proti-
ldtkou s pouzitim chromogenniho substratu
di-amino-benzidinu (DAB). Pro FISH, byly pouzity
sondy Vysis LSIHER-2/neu/CEP 17 Probe (abbot
Molecular); Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/CEP
17 SpectrumGreen Probe (Abbott Molecular).

Srovnadvame kazuistiky pacientd s primarnim
a sekundarnim GBM. U primdrnich GBM byla
prokdzéna overexprese p53, nizkd exprese VEGF
(<5 %) a vysoka exprese neuronalni NOS (80 %)
(imunohistochemicky). U sekundarnich GBM
byla prokdzana nizkd exprese p53 (<10 %), srov-
natelna exprese neuronalni NOS (70 %) a zvyse-
na exprese VEGF (20 %) (imunohistochemicky).
Genetické vysetfeni prokazalo u primérnich GBM
slabou amplifikaci genu TP53, ojedinélou ampli-
fikaci genu HER-2/neu a neprokézala polyzomii
CEP 17. U sekundarniho glioblastomu genova
analyza prokazala polyzomii CEP17, nebyla po-
zorovana exprese genu TP53 ani genu HER-2/
neu. U pacienta se sekundarnim GBM byla také
imunohistochemicky detekovana exprese nesti-
nu (prokazujici progenitorové oligodendroglio-
mové bunky). Doba preZiti pacientd s primar-
nim GBM byla delsi (21 M a 24 M) ve srovnan{
s pacienty se sekunddrnim GBM (pfeZiti 11 M).
Predoperacni CT vysetieni prokdzalo mensi peri-
fokdlni edém u kazuistik primarniho GBM a vétsi
kolateraIni edém sekunddmiho GBM.

Veétsi imunohistochemicka exprese VEGF je
spojena s rozvojem perifokélniho edému. U pri-
marnich glioblastomd byla prokédzana amplifika-
ce genu TP53 a minoritni ndlez amplifikovaného
genu podrodiny EGFR receptorll HER2/c-neu
(ErbB-2). Tyto dolozené nalezy mizou mit pro-
gnosticky vyznam.
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Vyskyt maligniho melanomu kize (CMM)
ma nejrychleji vzrastajici incidenci v populaci
na svété. Rozdil mezi benigni a maligni mela-
nocytérnich 1ézi predstavuje velkou vyzvu pro
patologa a jedna se o velice obtiznou diagnos-
tiku. Zde se jevijako uzite¢nd pomocnad metoda
fluorescencnfin situ hybridizace (FISH). Diky této
metodé mlzeme sledovat zmnozeni nebo ztra-
ty specifickych chromozomadlnich oblasti.

Cilem studie je pomoci fluorescen¢né
znacenych sond kombinované sondy Vysis
LSI RREB1/LSI Myb/LSI CCND1/CEP6 (Abbott
Molecular, USA), detekce numerickych zmén
vyskytujicich se u malignich melanomd.

Do studie bylo retrospektivné zafazeno 14
vzorkl tkani se stanovenou bioptickou diagné-
zou (6x maligni melanom, 8x benigni melano-
cytarniléze). K detekci byla pouZita sonda Vysis
LSI RREB1/LSI Myb/LSI CCND1/CEP6 (Abbott
Molecular, USA), fluorescen¢ni mikroskop
Olympus AX70 (imerzni objektiv 1000x). V oblasti
nadoru byly spocitany signaly jednotlivych sond
a vyhodnoceny dle pokynU vyrobce.

Hodnotitelné vysledky byly ziskany v 10/14
pfipadl (71 %), z toho byly 4 melanomy a 6 be-
nignich melanocytarnich lézi. U viech 4 pfipadd
maligniho melanomu byly zastizeny genetické
zmény, prevazné amplifikace v genu CCND1
(75 %) a PREB1 (50 %). V 10 % byla detekovéna
vzacnd monozomie genu MYB. Oproti tomu
u vsech 6 benignich melanocytarnich 1ézf byl
prokazan normdalni nalez.

DNA abnormality detekovany pomoci FISH
jsou v drtivé vétsiné u malignich melanomd, ale
nejsou detekovany u benignich névl. FISH tes-
tovani se jevi jako dUleZity krok v diferencidlni
diagnostice melanocytdrnich lézi s nejasnym
nebo hrani¢nim histologickym nélezem.
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Jaderné receptory steroidnich hormon se po-
dileji na regulaci homeostdzy, reprodukce, meta-
bolizmu a ontogenetického vyvoje. Predstavuij
ligandy indukované transkripeni faktory umoznujici
pifmé propojeni signalnich molekul kontrolujicich
dulezité bunécné procesy s transkripéni odpo-
vedi. Po navazani aktiva¢ni molekuly méni svou

konformaci a jsou schopny po vstupu do jadra
regulovat transkripci DNA. Skupinu pffbuznych
ligandU predstavujf steroidy, hormony stitné Zlazy,
retinoidy a ,seco-steroidy” (metabolity a isofor-
my vitaminu D). Do rodiny jadernych receptord
patfi rovnéz fada v neddvné dobé objevenych
proteind, jejichz aminokyselinova sekvence jevi
rdzny stupen pifbuznosti, a u kterych v soucasné
dobé neni zndm nebo donedavna nebyl zndmy
odpovidajici ligand. Byly identifikovany nékteré
prirozené a syntetické ligandy, které umoznily
objasnit biologickou Ulohu nékterych z téchto
receptorovych molekul a umoznily tak objevit
nové regulacni drahy zprostfedkované retinoidy,
mastnymi kyselinami, eikosanoidy a steroidy, které
se ukdzaly byt vyznamné pro fyziologické procesy
a potencidlni farmakologické vyuzit.

Cholestanové derivaty jsou novou sku-
pinou latek, jejichz mechanizmus pusobeni
neni kompletné prozkouman na molekularnf
drovni. Jednéd se o analoga polyhydroxylovych
derivatl sterolu predstavujici jeden z typU re-
guldtort rlstu rostlin. Nékteré syntetizované
derivaty cholestanu testované in vitro vynikaly
vyraznou cytotoxickou aktivitou na savei buriky.
Na zékladé strukturdlnich motivd téchto latek
se pfedpoklada, Zze by mohly zahrnovat interak-
ce s receptory pro steroidni hormony.

Tato prace je zaméfend na studium Ucinku
piirodnich typ( brassinosteroidd a vybranych ste-
roidnich derivatl na lokalizaci a expresi androge-
nového receptoru (AR), estrogenovych receptort
(ER-a a ER-P) a progesteronového receptoru (PR)
u bunécnych linif odvozenych od karcinomu prsu
(MCF-7, MDA-MB-468) a prostaty (LNCaP, DU-145)
a na objasnéni pifpadnych rozdill mezijejich ex-
presi u hormonalné citlivych a hormonalné necit-
livych bunék, které by napomohly épe pochopit
mechanismy nddorové progrese a perspektivné
vést k vyvoji ucinnéjsi terapie. Vysledky by mohly
prispét k blizsi specifikaci Uc¢inku studovanych
latek na hormonalné citlivé a necitlivé lidské na-
doroVé linie a pfipadné pfinést vysvétlenf odlis-
né terapeutické odpovédi naddorl s rozdilnou
histogenezi a hormonalnf responzibilitou.

Tato prdce je financovdna za pfispéni gran-
ti IGA MZ CR NT11060; ED0007/01/01 Centrum
regionu Hand pro biotechnologicky a zemédél-
sky vyzkum; granty IAA400550801 a IM06030;
Biomedicina pro regiondinf rozvoj a lidské zdroje
C.1.05/2.1.00/01.0030.
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There have been found several typical charac-
teristics of prostate tissue including the ability to
accumulate zinc (I). However, this feature of pro-
state cells is lost during carcinogenesis and, thus,
prostate cells are unable to accumulate zinc (1l)
ions in such higher levels. Therefore, we can ex-
pect that zinc (ll) ions can significantly contribu-
te to the progression of tumour disease and to the
ability of prostate cell lines to metastasize. In this
study, we aimed our attention on determining of
expression of Bcl-2, c-Fos, c-Jun, Ki-67, NF-kB and
p53 genes in two prostate cell lines as 22Rv1 cell
line, a model of aggressive partially androgen-
-sensitive prostate cancer and as PNT1A cell line,
amodel of healthy cell line. Moreover, we were
interested in the issue how exposure of these cell
lines to zinc (Il) ions could influence expression
of the above mentioned genes. We found that
zinc (Il) ions caused elevated expression of Ki-67,
a marker of proliferation, extremely low expression
of p53, high expression of Bcl-2 and also no chan-
ges in expression of p53. Our experimental data
show different effect of zinc (Il) ions on expression
of above-mentioned regulatory genes, which may
give us more information about their impact on
cancer development, progression and possible
aims in cancer therapy.

This work was supported by grant CYTORES
GACR P301/10/0356 and NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068.
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Uvod: Kolorektalni karcinom (CRC) patii
celosvétové k nejrozsifenéjsim nadorovym
onemocnenim. Mutac¢ni status KRAS genu
slouZi jako prediktivni biomarker pro cilenou
biologickou lé¢bu pomoci monoklonalnich
protildtek proti EGFR. Pfesto ne vsichni pacienti
KRAS wild-type reagujf na tuto lé¢bu. To vede
k hledani dalsich novych potencidlnich predik-
tivnich marker(. Soucasné poznatky naznacuj,
Ze mutace v dalich genech kédujicich proteiny
EGFR signalni drahy (BRAF, PIK3CA), mohou vést
k rezistenci na anti-EGFR terapii. Rovnéz jako
mozné diagnostické, prognosticke ¢i prediktivni
markery mohou podle nejnovéjsich studif slouzit
i zmény expresnich profild mikroRNA (miRNA),
pfipadné ovlivnénf jejich funkce v dlsledku
vyskytu SNP. Polymorfizmus rs61764370 (T>G)
v let-7 miRNA komplementarnim misté (LCS6)
oslabuje vazbu zralé let-7 k cilové KRAS mRNA.

Cil: Analyza vybranych mutaci v genech
KRAS, BRAF, PIK3CA. Detekce SNP (561764370,
T>G) v 3™-UTR KRAS genu, vazebném misté pro
let-7 mikroRNA (KRAS-LCS6).

Material a metody: Nadorové DNA paci-
entd s CRC byla izolovéna prevazné z parafino-
vych blokd, pfipadné z nativni nebo fixované
nadorové tkané. Analyza mutaci v KRAS ge-
nu (kodon 12, 13, 61), BRAF genu (kodon 600)
a PIK3CA genu (kodony 542, 545 a 1047) byla
provedena pomoci metod PCR a reverzni hyb-
ridizace (KRAS StripAssay, Viennalab), real-time
PCR (cobas4800 KRAS Mutation Test, cobas
800 BRAF V600 Mutation Test, Roche), sekvenc-
né specifické PCR, primer extension analyzy.
Analyza SNP (rs61764370, T>G) v 3-UTR KRAS
genu (KRAS-LCS6) byla provedena pomoci me-
tody PCR+RFLP.

Vysledky: Retrospektivné byl na pfitomnost
vybranych mutacf v KRAS, BRAF a PIK3CA genu
analyzovan soubor 419 nddorovych DNA pacien-
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td s CRC. Mutace v KRAS genu byly detekovany
v 38,9 % (163/419), mutace v BRAF genu v 5,5 %
(23/419) a mutace v PIK3CA genu v 9,1 % (38/419).
Mutace v KRAS a BRAF genu se nevyskytly sou-
¢asné. Soucasny vyskyt mutaci byl pozorovén
v KRAS a PIK3CA genu u 5,5 % (23/419). Rovnéz
ve dvou pfipadech (0,5 %) byla detekovéna pfi-
tomnost mutace v BRAF genu soucasné s mu-
taci v PIK3CA genu. SNP (1561764370, KRAS-LCS6,
T>G) byl stanoven u 164 CRC pacientd. Genotyp
KRAS-LCS6 T/T byl detekovan u 146 (89 %), ge-
notyp T/G byl detekovén u 18 pacientd (11 %),
genotyp G/G nebyl zachycen. V pfipadé stra-
tifikace pacientd na KRAS/BRAF wild-type byla
KRAS-LCS6 varianta (G alela) pfitomna v 14,5 %
(11/76) a v souboru KRAS mutant v 795 % (7/88).

Zavér: Frekvence mutaci v KRAS, BRAF
i PIK3CA genu koreluji s publikovanymi udaji.
Stejné tak koreluje koexistence PIK3CA mutacf
s mutacemi v KRAS nebo BRAF genu a vylu¢nost
soucasného vyskytu mutaci KRAS a BRAF genu.
Frekvence vyskytu KRAS-LCS6 G alely v KRAS/
BRAF wild-type souboru koreluje s daty publi-
kovanymi Paezem et al., 2010. Rozdilny zavér byl
vsak pozorovén v piipadé stratifikace pacient(
na skupinu KRAS/BRAF wild-type a KRAS mu-
tant, kde Graziano et al,, 2010 publikoval signi-
fikantné castéjsi vyskyt LCS6-G alely u skupiny
KRAS mutant, coz jsme na nasem souboru ne-
pozorovali a spise byl pozorovén opacny trend.

S objevem fady potencialné ucinnych inhibi-
tor( proteinC signalni drahy EGFR receptoru, ale
i novych moznych terapeutickych cil (miRNA),
nabyva na vyznamu nejen stanoveni muta¢niho
statutu KRAS genu, ale i genetické profilovanf
nadoru o dalsi potencidlni markery umoznujicf
selekci pacientd, kteff by mohli profitovat z ci-
lené biologické [écby.
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Nuclear receptors comprise a large group
of transcription factors involved in the regulati-
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on of proliferation, differentiation, cell death and
homeostasis. Thus, their participation in tumor
development is supposed. The best described
nuclear receptor is the androgen receptor (AR).
Peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) are another class of nuclear receptors,
which can regulate metabolic processes, in-
flammation, proliferation and differentiation
of various cell types. There are three isoforms,
PPARa, B and y. PPARYy tilts the balance from sto-
rage to energy expenditure and promotes insu-
lin sensitivity. It forms heterodimer complex with
retinoid receptor RXRa. PPARy natural ligands
are polyunsaturated fatty acids (PUFA), such as
n-3 docosahexaenoic acid (DHA). Rosiglitazone
(RGZ) belongs to thiazolidinediones (TZD) and
represents the strict synthetic ligand of PPARY.
It is known that DHA regulates expression of
genes involved in lipid metabolism but also in
proliferation and death of the colon and pro-
state cancer cells. In addition, TZD can suppress
growth of these cells by PPARy-dependent or
independent way. Association of RGZ and DHA
effects with expression and activity of PPARy
needs further investigation.

The aim of our study was to compare the
sensitivity of human cancer cell lines to DHA

Adipogen AG, Switzerland
Biomol GmbH (Némecko)

Covance Research Products Inc. USA

Exalpha Biologicals, Inc. MA, USA

Jackson ImmunoResearch Labs, Inc. PA, USA (UK)
ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., Israel
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and RGZ treatment with regard to their nuclear
receptor expression.

We performed a detailed analysis of com-
parison the expression of nuclear receptors (AR,
PPAR, RXR and RAR) in different human cell li-
nes derived from colon and prostate cancer. AR
expression was detected only in the prostate
LNCaP cell line. The rest of tested prostate cells
were AR negative, which is in agreement with
literature. Expression of RXRa has not differed
among cell lines. On the other hand, PPARy
highest expression was found in colon adeno-
carcinoma cell line HT-29 and prostate carcino-
ma cell line PC3. Immunofluorescent staining
showed that PPARYy is localized in the nucleus
only in prostate cells PC3 whereas in colon cells
HT-29 cells the expression was not limited on
nucleus and PPARy was observed everywhere
in the cells.

Moreover, we were interested in the effect of
RGZ and DHA on proliferation, changes of nuclear
receptor expression and cell death of PC3 and HT-
29.We demonstrated that RGZ and DHA reduced
proliferation of both colon and prostate cancer
cells depending on the concentration and time
of exposure and the sensitivity to RGZ correspon-
ded with expression of PPARY. In both prostate

PC3 and colon HT-29 cells RGZ reduced expre-
ssion of PPARY. In addition, immunofluorescent
staining showed that RGZ slightly decreased
expression in nucleus in PC3 cells. Interestingly,
RGZ distinctly enhanced perinuclear localization
of PPARY protein in HT-29 cells.

Finally, our experiments were focused
on combined treatment of PC3 and HT-29
cells. Importantly, combined treatment of
RGZ with DHA was more effective (reduced
proliferation, enhanced cell death) than treat-
ment with individual drugs. Expression of
PPARYy was reduced also by combination
RGZ with DHA, which alone had no effect. In
opposite, DHA decreased expression of fatty
acid synthase (FASN), which was not changed
after RGZ treatment. Higher concentration of
RGZ (100uM) induced apoptosis (detected
by PARP cleavage), which was enhanced by
combination with DHA.

In conclusion, RGZ decreased proliferation
of both prostate and colon cancer cell lines and
reduced expression of PPARY. In PC3 cells RGZ
effects on cell proliferation and apoptosis was
enhanced by combination with DHA.

This work was supported by grants MUNI/C/
0844/2011, NT/11201-5 and P301/11/1730.
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