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ABSTRAKTA / UVOD

SLOVO UVODEM

VaZené kolegyné, kolegové, mili piatelé!

Dovolte abych Vs jménem organizétorti konference, jménem Sekce diagnostické a prediktivni onkologie Ceské onkologické spolec-
nosti CLS JEP i jménem svym co nejsrdecnéji privital na prvnim rocniku Dn(: diagnostické, prediktivni a experimentini onkologie v Olo-
mouci. Letosni prvni rocnik jsme koncipovali jako dvoudenni konferenci. Byli jsme pfekvapeni mimoiddnym zdjmem ze strany ucastniku
a z téchto divodu jsme se rozhodli uspofadat program do dvou paralelnich sekci. Véfim, Ze kazdy z vés v pfipraveném programu néco
Zajimavého a podnétného.

Tématicky jsme se v letosnim roce zaméili na novinky v prediktivni onkologii, zejména na oblast léciv smérovanych do rodiny EGFR/
HER rodiny, déle na moZnosti ultrastaZovani nddorovych onemocnéni, nové technologie v diagnostice a biologii nadord, a v neposledni
fadé na nova protinddorova léciva. Na konferenci odezni i nékolik zajimavych a duleZitych pfedndsek vénovanych problematice standar-
vyvijenych v podminkach Ceské republiky — inhibitorech cyklin-dependentnich kindz a polymernich lééivech na bézi doxorubicinu, i na
celou fadu dal$ich zajimavych sdéleni a posterd.

Na zavér naseho odborného programu je pfipraveny kurz ,Principy klinickych studii v onkologii pro nelékare*. Cilem kurzu je priblizit
prehlednou formou principy klinického zkouseni v onkologii pro laboratorni pracovniky — nelékare. Ziskané informace usnadni orientaci
v odborné literatufe zabyvajici se problematikou diagnostiky, progndzovani, predikce a lécby nadorovych onemocnéni.

Na konferenci Vas budeme také informovat o vyhlaseni Ceny za nejlep$i praci v oblasti diagnostické, prediktivni a experimentalni
onkologie spojené s financni odménou. Tuto cenu vyhlasuje Nadace ,Rakovina véc vefejna“ a véfime, Ze cena bude udélovédna kazdo-
roéné pri prileZitosti této konference.

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

Se srdecnym pozdravem,
MUDr. Maridn Hajdduch, PhD.

koordinator konference

pfedseda Sekce diagnostické a prediktivni onkologie
Ceské onkologické spolecnosti CLS JEP
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ABSTRAKTA /| PROGRAM

PROGRAM / OBSAH

PATEK 9. 12. 2005

10.00-12.05 hod. sal PEGASUS
Predsedajici: HAJDUCH, M.; KOLAR, Z.; JANKU, F.

1. Predikce uc€innosti 1é¢iv smérovanych do EGFR/HER rodiny
1.

HAJDUCH, M. Predikce Géinnosti protinadorovych lééiv smérovanych do genové rodiny HER.

(17, 3‘ diskuze)

BARTHOVA, M.; JANAKOVA, L; KAJO, K.; KVIATKOVSKA, Z.; PLANK, L. Celoétatny projekt detekciu stavu HER2 v novodiagnostikovanych pripadoch karcindmu miiecnej zfazy
vintervale 1. 1. 2003 - 30. 10. 2005. (10, 3' diskuze)

TROJANEC, R.; HAJDUCH, M.; PALACOVA, M.; VYZULA, R.; PETRAKOVA, K.; BRAUNEROVA, B.; BOUCHALOVA, K.; KOLAR, Z.; SEDLAKOVA, E.; MLCOCHOVA, S. Status
genu Her-2/neu (c-erbB-2) a zkuSenosti s vySetfovanim v referenéni laboratofi. (10°, 3' diskuze)

KAJO, K.; KVIATKOVSKA, Z.; PLANK, L.; MACHALEKOVA, K ; SZEPE, P; ZUBOR, P.; JANAKOVA, L.; BARTHOVA, M. D4 sa predpovedat stav HER2? (10", 3 diskuze)
SIMICKOVA, M.; PETRAKOVA, K.; SVOBODA, M.; NEKULOVA, M.; PECEN, L.; FRGALA, T.; NENUTIL, R. Sérovy Her-2/neu v pribéhu terapie Herceptinem u nemocnych s karci-
nomem prsu.

(10°, 3" diskuze)

ZUBOR, P.; DANKO, J.; VOJVODOVA, A.; KAJO, K.; SZUNYOGH, N.; KVIATKOVSKA, Z.; GALO, S.; MACHALEKOVA, K.; BIRINGER, K.; BARTHOVA, M.; DUSSAN, C. A.;
PLANK, L. Examination of HER-2 SNP 655V gene polymorphism in risk assessment of breast cancer. (10, 3' diskuze)

SKRICKOVA, J.; TOMISKOVA, M.; SVOBODNIK, A.; KAPLANOVA, J.; KADLEC, B.; BABICKOVA, L.; PALKOVA, |.; NEBESKY, T.; STRATIL, D.; MINARIK, M. Existuji prognostické
a prediktivni markery pro podani gefitinibu (Iressa) v Ié¢bé nemalobunééného bronchogenniho faktoru (NSCLC)?

(10¢, 3‘ diskuze)

BERKOVCOVA, J.; DZIECHCIARKOVA, M.; TROJANEC, R.; JANOSTAKOVA, A.; WIECEK, S.; GRYGARKOVA, I.; KOLEK, V.; HAJDUCH, M. Vysledky analyzy aberaci Egfr1,
Her2/neu a K-ras u pacientl s karcinomem plic na terapii gefitinibem v rdmci programu ¢asného piistupu. (10°, 3‘ diskuze)

CWIERTKA, K.; GRYGARKOVA, I.; BENES, P,; KREJCI, E.; KOLEK, V. Cilena biologicka lééba nadori - rizika novych vedlejsich nezadoucich Géink a jejich prediktivni vyznam.
(10°, 3" diskuze)

10.00-12.05 hod. s&l PERSEUS
Predsedajici: JAROSOVA, M.; SVOBODA, M.; Ehrmann, J

2. Nové technologie v diagnostice, programovani a predikci odpovédi nador( na terapii
1.

@

N o oo~

DZIECHCIARKOVA, M.; HAJDUCH, M.; TROJANEC, R.; BERKOVCOVA, J. Vyuziti laserové mikrodisekce v diagnostice a prognézovani nadorovych onemocnéni. (15°, 3°
diskuze)

GALBAVY, S.; KULIFFAY, P; SANISLO, L'.; KAUSITZ, J. Laserova skenovacia cytometria — pouZitie v histopatologickej diagnostike nadorov. (10°, 3 diskuze)

JAROSOVA, M.; PLACHY, R.; POSPISILOVA, H.; BUDINSKA, E.; HOLZEROVA, M.; PAPAJIK, T.; MIHAL, V.; INDRAK, K. Vyznam metody arrayCGH u hemato-onkologic-
kych nemocnych. Prehled a vlastni vysledky. (15, 3‘ diskuze)

SVOBODA, M.; GRELL, P.; PETRAKOVA, K. Vyuziti dna &ipti (profilii genové exprese) pro molekularni diagnostiku a predikci u karcinomu prsu. (15°, 3' diskuze)
HAVLICEK, V. Proteomické technologie v biomediciné. (15, 3" diskuze)

KARLIKOVA, M.; TOPOLCAN, O.; VRZALOVA, J.; HOLUBEC, L. Princip multiplexové analyzy a jeji vyuZiti v onkologické praxi. (10°, 3 diskuze)

ROHON, P.; ROZMANOVA, §.; HUBACEK, J.; SZOTKOWSKI, T.; PAPAJIK, T.; INDRAK, K.; JAROSOVA, M.; RUSINAKOVA, Z. Aplikécia Q-RT-PCR pri stanoveni hladiny
fizneho génu AML1/ETO. (10, 3 diskuze)

STANKOVA, M.; NADVORNIK, R. Detekce mutaci v onkogenu K-ras v pankreatické &tavé pomoci metody Real-Time PCR. (10°, 3‘ diskuze)

13.30-15.35 hod. sal PEGASUS
Predsedajici: MIHAL, V.; NOVOTNY, J.; TROJANEC, R.

3. Prognostlcke a prediktivni faktory |

MIHAL, V.; POSPISILOVA, D.; JAROSOVA M., HOLZEROVA, M., JANOSTAKOVA, A.; HAJDUCH. M. Evoluce prognostickych a prediktivnich faktor(i u détské leukémie.
(17¢, 3" diskuze)

MINARIK, M.; BENESOVA-MINARIKOVA, L.; HRABIKOVA, M.; BELSANOVA, B.; BRUHA, F.; TERL, M.; MUKENSNABL, P.; PESEK, M. Experimentalni aspekty vysetfovani
molekuldrnich prediktor(i nddorové lécby. (10°, 3‘ diskuze)

KRAMAR, F.; ZEMANOVA, Z.; BABICKA, L.; RANSDORFOVA, S.; SINDELAROVA, L.; BREZINOVA, J.; MICHALOVA, K.; HRABAL, P.; KOZLER, P. Molekulamé cytogene-
tickd analyza bunék mozkovych tumord. (10°, 3‘ diskuze)

SKARDA, J.; HAJDUCH, M.; BOUCHAL, J.; DZUBAK, P,; TICHY, T.; KLEIN, J.; KOLEK, V.; FRIDMAN, E.; KOLAR, Z. Prognosticky a prediktivni vyznam protein( asociova-
nych s mnohoéetnou Iékovou rezistenci u pacientl s nemalobunéénym karcinomem plic. (10°, 3‘ diskuze)

GRYGARKOVA, I.; KOLEK, V.; KLEIN, J.; NEORAL, C.; HAJDUCH, M. M testovani in vitro rezistence prognosticky vyznam u operovanych pacientti s NSCLC st. Il1A? (10°,
3" diskuze)

HOLZEROVA, M.; FABER, E.; POSPISILOVA, H.; STRASILOVA, J.; VOGLOVA, J.; DIVOKY, V.; NAUSOVA, J.; INDRAK, K.; JAROSOVA, M. PFidatné chromosomové zmény
u pacienti s CML IéCenych preparatem Glivec. (10", 3‘ diskuze)

HOUSKOVA, L.; ZEMANOVA, Z.; BREZINOVA, J.; BABJUK, M.; PESL, M.; MICHALOVA, K. Neinvazivni diagnostika karcinomu mogového méchyte metodou I-FISH. (10

3" diskuze)

DVORACKOVA, J.; UVIROVA, M.; NEDBALEK, A. Nase prvni zkusenosti s molekuldmé genetickym stanovenim prognostickych faktord u karcinomu prostaty. (10, 3"
diskuze)

HOLUBEC, L.; TOPOLCAN, O.; TRESKA, V.; FINEK, J.; PESTA, M.: Vyznam stanoveni biologické aktivity nadoru pro prognézu a volbu terapie. (10°, 3 diskuze)
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13.30-14.50 hod. sal PERSEUS
Predsedajici: SMARDOVA, J.; EHRMAN, J.; ECKSCHLAGER, T

4. Biologie nador
1.
2.

o o~ w

GNOPOULOS, P. Cancer primary prevention. (17, 3 diskuze)

SMARDOVA, J.; SVITAKOVA, M.; RAVCUKOVA, B.; GROCHOVA, D.; VANKOVA, J.; KROUPOVA. I. Funkéni analyza separovanych alel v kvasinkach: spolehlivd metoda
k uréeni statutu nddorového supresoru p53. (10°, 3* diskuze)

VRZALIKOVA, K.; MURRAY, P. G.; REYNOLDS, G. M.; EHRMANN, J. Polycombni geny BMI-1 a EZH2 u karcinomu cervixu. (10, 3 diskuze)

EHRMANN, J.; KODOUSEK, R.; SEDLAKOVA, E.; NELSON, P. N.; DVORAK, P.; VAVERKA, M. Primarni lymfomy CNS a virové infekce EBV a HERV. (10, 3‘ diskuze)
SEDLAKOVA, I.; VAVROVA, J.; TOSNER, J.; HANOUSEK, L. Lysofosfatidové kyselina u pacientek s ovarialnim karcinomem. (10, 3‘ diskuze)

PLEVOVA, P.; BOUCHAL, J.; FIURASKOVA, M.; PAPEZOVA, M.; KREPELOVA, A.; CURIK, R.; FORETOVA, L.; NAVRATILOVA, M.; ZAPLETALOVA, J. Exprese protein(
PML a TRF2 v nddorech kolorekta a prsu. (10°, 3' diskuze)

KORABECNA, M.; LUDVIKOVA, M. Karcinogeneze z fetalnich bunék na pfikladu &titné lazy.

(10°, 3" diskuze)

16.00-17.50 hod. sal PEGASUS
Predsedajici: CWIERTKA, K.; KLEIBL, Z.; BERKOVCOVA, J.

5. Prognostické a prediktivni faktory Il

1.

2.

MACHACEK, J.; HOUSERKOVA, D.; CWIERTKA, K. Pokroky a vyvoj v diagnostice karcinomu prsu — redukce chyb a omylii. (17, 3' diskuze)

ADAMKOVA-KRAKOROVA, D.; BRANCIKOVA, D.; SPURNY, V.; VESELY, K.; HUSEK, K. High grade osteosarkom dospélého véku, prognostické a prediktivni faktory. (10",
3" diskuze)

CWIERTKA, K.; LIPERT, J.; SROVNAL, J.; PILKA, R.; SVEBISOVA, H.; KUDELA, M.; NOSKOVA, V.; DZUBAK, P.; TROJANEC R.; HAJDUCH M. Ovarialni karcinom - ide-
&lni model pro ovéfeni moznosti predikce odpovédi na chemoterapii stanovenim rezistence na cytostatika in vitro pomoci MTT testu? (10", 3' diskuze)

NOVOTNY, J.; TESAROVA, P.; PESTA, M.; HOLUBEC, L. Cetnost Leydenské mutace, protrombinové mutace a mutace v MTHFR genu v populaci 470 pacientek s karcino-
mem prsu. (10, 3" diskuze)

NOVOTNY, J.; SYKORA, V.; STRNAD, R.; PESTA, M.; TOMANCOVA, V.; ZIMOVJANOVA, M. Vliv 48 hodinové kontinudlni infuse 5-fluorouracilu na expresi dihydropyrimid-
indehydrogenazy and thymidinfosforylazy. (10", 3* diskuze)

KLEIBL, Z.; KLEIBLOVA, P.; SEVCIK, J.; NOVOTNY, J. Predikce toxicity zplisobené fluoropyrimidiny na zékladé mutaéni analyzy kédujici sekvence genu pro dihydropyri-
midindehydrogendzu (DPD). (10", 3' diskuze)

DVORAK, J.; RYSKA, A.; TOMSOVA, M.; VESELY, P.; JANSA, J.; STUK, J.; MELICHAR, B.; ZOUL, Z.; JANDIK, P.; PETERA, J. Korelace mezi expresi estrogenovych a pro-
gesteronovych receptord, hladinou CEA a CA 15-3 pifed 1é¢bou a tradi¢nimi klinicko-patologickymi charakteristikami karcinomu prsu u Zen starsich 70 let. (10°, 3‘ diskuze)
HAVRANEK, O.; KLEIBL, Z.; LUKESOVA, M.; NOVOTNY, J.; JANATOVA, M.; FORETOVA, L.; POHLREICH, P. Délka domény kéduijici polyglutaminovou oblast genu AlB1
jako prediktor vzniku karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCA1. (10', 3‘ diskuze)

SOBOTA 10. 12. 2005

8.30-10.02 hod. sél PEGASUS
Predsedajici: DVORACKOVA, J.;JANKU, F.; HAJDUCH, M.

6. Nové moznosti stagingu a ultrastagingu nadorovych onemocnéni |

1.

2.
3.

DVORACKOVA, J. Historie a sou¢asnost sentinelové uzliny. (17, 3' diskuze)

JANKU, F. Detekce minimalni reziduaini choroby v kostni dfeni — je ¢as na zménu klinické praxe? (17¢, 3" diskuze)

SKALICKY, P.; VYSLOUZIL, K.; DUDA, M.; KLEMENTA, I.; STARY, L.; HAJDUCH, M.; SROVNAL, J.; KORINKOVA, G. Chirurgické aspekty minimaini rezidualni choroby
u kolorektalniho karcinomu. (10", 3' diskuze)

SROVNAL, J.; KORINKOVA, G.; VYSLOUZIL, K.; DUDA, M.; SKALICKY, P.; CWIERTKA, K.; SVEBISOVA, H.; GAJOVA, B.; HAJDUCH, M. Minimalni reziduélni choroba
u kolorektalniho karcinomu — korelace s klinicko-patologickymi charakteristikami nemoci. (10, 3‘ diskuze)

BOLCAK, K. Zkusenosti z provozu pracoviété pozitronové emisni tomografie Masarykova onkologického tstavu v Brné. (10, 3' diskuze)

JAKUBEC, P.; GRYGARKOVA, I.; JAKUBCOVA, T.; KOLEK, V.; BENYSEK, V. Vyznam pozitronové emisni tomografie u plicnich malignit. (10", 3' diskuze)

8.30-10.00 hod. sal PERSEUS
Predsedajici: CWIERTKA, K.; MIHAL, V.; Novotny, J.

7. Varia a kazuistiky
1.

©® N S o

SZEPE, P; KAJO, K.; SLAVIK, P.; FELCANOVA, D.; PLANK, L. Riziko diagnostického omylu pri zriedkavych nddoroch maternice v kyretovanom bioptickom materidli. (8", 3*
diskuze)

VICHA, A.; SUMERAUER, D.; STEJSKALOVA, E.; JAROSOVA, M.; HOLZEROVA, M.; PUCHMAJEROVA, A.; KREPELOVA, A.; KRUTILKOVA, V.; ECKSCHLAGER, T.
Molekulamé cytogeneticka charakterizace tfi détskych feochromocytomu. (8, 3‘ diskuze)

MACHALEKOVA, K.; KAJO, K.; SZEPE, P.; PLANK, L. Nezvyéajna asociacia nadorov typu GIST a NET u pacienta s neurofibromatézou- limity Klinickej a patologickej dia-
gnostiky. (8, 3 diskuze)

HORAK, L.; KOHOUT, P.; KUBECOVA, M. Stanoveni radiaéniho poskozeni tenkého stfeva métenim stfevni propustnosti. (8", 3 diskuze)

HOLUBEC, L.; FINEK, J.; SALVET, J.; TOPOLCAN, O. BNP (brain natriuretic peptide) - marker kardialniho selhavani u pacienti lééenych radioterapii. (8, 3 diskuze)
HUTTELOVA, R.; KLEIBL, Z. Vyuziti technik asistované reprodukce v péi o onkologické pacienty. (8", 3' diskuze)

HORAK, L.; LISY, P.; DUCHAC, V.; STUKAVEC, J.; SVEC, A.; JIRASEK, T. Vime co lé&ime ? Jak zlepsit detekci postizeni uzlin u kolorektalni rakoviny. (8, 3* diskuze)
DUCHAGC, V.; HORAK, L.; ZAVADIL, J.; LEZAL, D.; STUKAVEC, J. Autofluorescenéni diagnostika kolorektalniho karcinomu. (8, 3 diskuze)

OoLOMOUC / 9.-10. 12. 2005



ABSTRAKTA /| PROGRAM

10.30-12.05 hod. s&l PEGASUS
Predsedajici: DVORACKOVA, J.; PILKA, R.; SROVNAL, J.

8. Nové moznosti stagingu a ultrastagingu nadorovych onemocnéni Il
1.

10.30

BOHANES, T.; KLEIN, J.; NEORAL, C.; SZKORUPA, M.; KORANDA, P. Detekce sentinelové uzliny u plicniho karcinomu pomoci patentni modfi a jeji klinicky vyznam. (10°,
3‘ diskuze)

VRBA, R.; NEORAL, C.; AUJESKY, R.; BOHANES, T.; KLEIN, J.; KRAL, V. KORANDA, P. Identifikace sentinelové uzliny a jeji vyznam u karcinomu jicnu a kardie. (10°, 3‘
diskuze)

PILKA, R.; KUDELA, M.; DZVINCUK, P.; KORANDA, P. Detekce sentinelovych lymfatickych uzlin pomoci 99m Tc-nanokoloidu u Ca endometria. (10°, 3‘ diskuze)
KORINKOVA, G.; SROVNAL, J.; HAJDUCH, M.; SVACH, I.; ZLAMALOVA, N.; SVEBISOVA, H.; CWIERTKA, K.; MINARIK, J. Detekce minimélni rezidualni choroby technikou
PCR v redlném Case v sentinelovych uzlinach u karcinomu prsu. (10°, 3‘ diskuze)

JANKU, F.; SROVNAL, J.: KORINKOVA, G.; HAJDUCH, M. Molekulami detekce okultnich nadorovych bunék v kostni dfeni pacientek s ¢asnym karcinomem prsu pomoci
kvantitativni RT PCR pro CEA. (10", 3' diskuze)

ROZMANOVA, S.; PLACHY, R.; FABER, E.; ROHON, P.; NOVOSADOVA, A.; JAROSOVA, M.; INDRAK, K. Monitorovani minimalni rezidualni nemoci u nemocnych s CML
pomoci real-time RT-PCR. (10°, 3‘ diskuze)

HOSKOVEC, D.; ANTOS, F.; KUDRMANN, J.; BENKOVA, K.: VARGA, J. Cytologické a biochemické vySetfeni lavaze dutiny bfisni u nadord horni ¢asti GIT. (10°, 3 diskuze)

Pedsedajici: HAUDUCH, M.; PLANK, L.; SVOBODA, M.

9. Prognostickeé a prediktivni faktory il

1.

BRAUNEROVA, B.; TROJANEC, R.; HAJDUCH, M.; BOUCHALOVA, K.; MLCOCHOVA, S.; MICKOVA, S. Uskali a moznosti akreditagniho procesu a vyznam akreditace
z pohledu laboratoratofe. (10", 3* diskuze)

VRANA, M.; BRDICKA, R.; OTAHALOVA, E. Validace metod molekularni genetiky uréenych pro analyzu lidského genomu. (10", 3‘ diskuze)

PLANK, L.: VRANOVSKY, A.: BALVAN, B.; SZEPE, P.; KVIATKOVSKA, Z. Rozdelenie pripadov difuzneho velkobunkového B-lymfému do prognosticky relevantnych skupin
s vyuzitim internetového registra pacientov Lymfémovej skupiny Slovenska. (10, 3‘ diskuze)

STRASILOVA, J.; HOLZEROVA, M.; CHLUDOVA, K.; SCUDLA, V.; ZEMANOVA, M.; POSPISILOVA, H.; LAKOMA, I.; PREKOPOVA, I.; HANZLIKOVA, J.; KROPACKOVA, J.;
INDRAK, K.; JAROSOVA, M. Studie chromosomovych zmén u nemocnych s mnohogetnym myelomem. (10°, 3° diskuze)

CHUMCHALOVA, J.; KLIMESOVA, D.; KUHROVA, V.; DVORAKOVA, D.; BRYCHTOVA, Y.; FRANCOVA, H.; MAYER, J. Sledovani defekti ve fosforylaci STAT1, STAT3 protein(i
a jejich vyznam pro stanoveni progndzy u CLL pacient. (10°, 3 diskuze)

KATRINCSAKOVA, B.; PACOVSKA, T.; RAIDA, L.; FABER, E.; VONDRAKOVA, J.; VODICKA, R.; VRBICKA, D.; VRTEL, R.; JAROSOVA, M.; INDRAK, K. VyuZitie polymorfizmu
DNA pri monitorovani bunkového chimérizmu u pacientov po alogénnej transplantacii hematopoetickych kmenovych buniek. (10°, 3' diskuze)

HRABETA, J.; JELINEK, F.; ECKSCHLAGER, T. Korelace DNA ploidie s lokalizaci a biologickou povahou spontanniho melanomu u pst- mozny model. (10°, 3' diskuze)
BLASTIK, O.; SVOBODA, M.; PRUSA, R.; KUKACKA, J.; STIBOROVA, M.; ADAM, V.; PETRLOVA, J.; BEKLOVA, M.; ZEHNALEK, J.; KIZEK, R. Ovéfeni senzitivity elektroche-
mického stanoveni metalothioneinu jako potencionalniho markeru nadorovych onemocnéni. (10°, 3‘ diskuze)

13.30-16.00 hod. sal PEGASUS
Predsedajici: STRNAD, M.; ECKSCHLAGER, T.; SIMANEK, V.; HAJDUCH, M.

10. Nové moznosti protinadorové lécby
1.

FILGUEIRA de AZEVEDO, W. Jr. Molecular modelling in the design of anticancer drugs. (17¢, 3 diskuze)

2. STRNAD, M. Roskovitin (Seliciclib). (17, 3 diskuze)

3. SIROVA, M.; MRKVAN, T.; HOVORKA, O.; ROSSMANN, P.; KOVAR, M.; STROHALM, J.; SUBR, V.; ETRYCH, T.; PLOCOVA, D.; CHYTIL, P.; ROZPRIMOVA, L.; KUBACKO-
VA, K.; ULBRICH, K.; RIHOVA, B. Lé¢ba experimentalnich nadoru cytostatiky véazanymi na polymery na bazi HPMA vede ke vzniku dlouhodobé systémové resistence proti
nadoru. (17¢, 3' diskuze)

4. SIMANEK, V. Fytochemikalie s chemoprotektivnimi a protinadorovymi Gginky. (17, 3* diskuze)

5. WESIERSKA-GADEK, J.; GUEORGUIEVA, M.; HORKY, M.; RANFTLER, M. Roscovitine-induced P-Ser-46 wt p53 activates p53AIP1 protein resulting in apoptosis in human
breast cancer MCF-7 cells. (10, 3‘ diskuze)

6. HORAK, L.; STUKAVEC, J.; POUCKOVA, P. Fotodynamicka terapie v [é¢b& malignit GIT, experimentalni PDT kolorektalni rakoviny. (10", 3' diskuze)

7. FIGOVA, K.; HRABETA, J.; CINATL, J.; CINATL, J. JR.; MICHAELIS, M.; VONKA, V.; SOBOTKOVA, E.; ECKSCHLAGER, T. Uginok reoviru na nédorové buriky. (10, 3°
diskuze)

8. DZUBAK, P.; HAJDUCH, M.; VYDRA, D.; ANZENBACHER, P.; SAREK, J.; NOVAK, P.; HAVLICEK, V. Protinadorové tginky derivatdi kyseliny betulinové jsou zplisobeny
pfimou interakci s cytochromem c. (10°, 3‘ diskuze)

9. BABULA, P.; MIKELOVA, R.; SLADKY, Z.; HAVEL, L.; ADAM, V.; KIZEK, R. Potenciondlni vyuziti naftochinond v mediciné. (10°, 3 diskuze)

14.30

11. Kurz ,,Principy klinickych studii v onkologii pro nelékare*

Cilem kurzu je pfiblizit pfehlednou formou principy klinického zkouSeni v onkologii pro laboratorni pracovniky- nelékare. Ziskané informace usnadni orientaci v odborné
literatufe zabyvajici se problematikou diagnostiky, prognézovani, predikce a Ié¢by nadorovych onemocnéni. Pro Uéast na kurzu je nutné se pfihlésit na registraci!

CWIERTKA, K. Principy klinického zkoueni v onkologii. (30 minut)

DEMLOVA, R. Spravna klinicka praxe, management a legislativa klinického zkouseni v onkologii. (30 minut)
JANKU, F. Zaklady hodnocent linické odpovédi nadorového onemocnéni na terapii. (30 minut)
SVOBODNIK, A. Biostatistické hodnoceni v klinickych studiich. (30 minut)

Postery
1.

2.

NEKULOVA, M.; SIMICKOVA, M.; PETRAKOVA, K.; PECEN, L.; STANICEK, J.; PILNY, R.; FRGALA, T.; VALIK, D. Sérovy N-terminni propeptid kolagenu typu | (PINP) a kostni
metastazy karcinomu prsu.
MALIKOVA, J.; NOWAKOVA, M.; HLOBILKOVA, A.; KOLAR, Z. Vliv steroidnich létek na viabilitu bunéénych linif mnohogetného myelomu.
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3. JANATOVA, M.; PROKOPCOVA, J.; POHLREICH, P. Studium Ulohy genti BRCA1 a BRCA2 u sporadického karcinomu prsu.

4. PESTA, M.; HOLUBEC, L. jr; TOPOLCAN, O.; RUPERT, K.; CERNA, M.; LUBOS HOLUBEC, L. SEN.; TRESKA, V.; FINEK, J.; CERNY, R. Kvantitativni stanoveni matrix metalopro-
teindz 2 a 7 (MMP-2 a MMP-7) a jejich inhibitor(i (TIMP-1 a TIMP-2) u tkariovych vzorku kolorektalniho karcinomu.

5. BROZOVA, M.; KLEIBL, Z.; ZADINOVA, M.; NETIKOVA, |.; SCHOLZOVA, E.; MATOUSKOVA, E. EM-G3 linie progenitorovych bunék: Novy experimentéini mode! studia vyvoje
lidského mamarniho karcinomu.

6. FIURASKOVA, M.; BRYCHTOVA, S.; TICHY, T. jr.; BENES, P; HIRNAK, J.; ZALESAK, B. Viiv nadorového mikroprostredi na progresi maligniho melanomu.

7. SMOLEJ, L.; ANDRYS, C.; ZAK, P.; BELADA, D.; SIROKY, O.; KREJSEK, J.; MALY, J. Angiogenni cytokiny u chronické B-lymfocytémi leukémie: souvislost s modernimi prognostic-
kymi faktory.

8. HAVLICEK, M.; BARTL, J.; PETLAKOVA, V. Quality Control Measurements of PET System Siemens Ecat Accel.

9. ENGLIS, M.; ZAMRAZIL, V.; JIRKOVSKA, A.; ZEMAN, J.; BELOHLAVEK, O.; PRASEK, J. Karcinoembryondlni antigén (CEA)u medularniho karcinomu &titné 7l4zy (kazuistika).

10. NIZNANSKA, V. PET/CT? Diskrepancia nalezov.

11. HANUSTIAK, P.; MIKELOVA, R.; KRIZKOVA, S.; ADAM, V.; HODEK, P; STIBOROVA, M.; BEKLOVA, M.; ZEMAN, L. KIZEK, R. Studium flavonoidi pomoci elektrochemické detekce
na uhlikové pastové elektrodé.

12. HLIDKOVA, E.; LIPERT, J.; DRABKOVA, V.; ADAM, T.; CWIERTKA, K.; HAJDUCH, M. Stanoveni enzymatické aktivity dihydropyrimidin dehydrogenazy v krevnich leukocytech jako
prediktoru toxicity fluoropyrimidinovych rezimd.

13. HORACEK, J. M.; TICHY, M.; JEBAVY, L.; PUDIL, R.; ZAK, P; MALY, J. Vliv onkologické Ié&by na cirkulujici markery srdeéniho poskozeni v peritransplantaénim obdobi u akutnich
leukémii.

14. HORACEK, J. M.; PUDIL, R.; JEBAVY, L.; PASTOROVA, J.; STRASOVA, A.; MALY, J. Elektrokardiografické zmény v souvislosti s onkologickou léébou.

15. KAPUSTOVA, M.; SCHNEIDERKA, P.; KREJCI, E.; BENES, P.; CWIERTKA, K. Tumorové markery jako prediktivni a diagnostické faktory.

16. PROKOPCOVA, J.; JANATOVA, M.; POHLREICH, P. ATM jako predispoziéni faktor vzniku karcinomu prsu.

17. SLOVACEK, L.; SLOVACKOVA, B.; JEBAVY, L.; BLAZEK, M. Kvalita Zivota nemocnych po transplantaci krvetvornych bunék na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN
Hradec Krélové: transverzalni, retrospektivni studie.

18. SMOLEJ, L.; ANDRYS, C.; POUR, L.; ZAK, P,; BELADA, D.; MAISNAR, V.; HRUDKOVA, M.; NOVOSAD, J.; SIROKY, O.; KREJSEK, J.; VOGLOVA, J.; MALY, J. Plasma concentra-
tions of angiogenic activators VEGF and bFGF in patients with multiple myeloma, follicular lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma, and chronic myeloid leukemia.

19. SVOBODA, M.; BLASTIK, O.; PRUSA, R.; KUKACKA, J.; ZITKA, O.; ADAM, V.; PETRLOVA, J.; ZEHNALEK, J.; KIZEK, R. Analyza obsahu metalothioneinu u pacientti s nadorovym
onemocnénim.

20. VIGASOVA, J.; KADLECOVA, J.; SPESNA, R.; GAILLYOVA, R.; PENKA, M.; HAJEK, R. Relativni kvantifikace nadorové specifickych antigenti MAGE u mnohocetného myelomu.

21. ZEHLEOVA, J.; TOPOLCAN, O.; TRESKA, V.; POLIVKOVA, V.; BARTOS, V.; SAFARCIK, K.; SVOBODOVA, S.; FINEK, J.; HOLUBEC, L. Interpretace vysledk{i nadorovych
markerd.

22, VIDLAKOVA, P.; SMEJKALOVA, J.; OCADLIKOVA, D.; KOVAROVA, L.; HANAK, L.; ZAHRADOVA, L.; HAJEK, R.; MICHALEK, J.; PENKA, M. VyuZiti in vitro expandovanych tumor
infiltrujicich lymfocytl u pacientd s metastazujicim melanomem.

23. SVOBODA, M. Hypoxie, chemorezistence, invazivita, angiogeneze.

24. SMEJKALOVA, J.; MICHALEK, J.; STEJSKALOVA, A.; VIDLAKOVA, P.; STERBA, J.; PENKA, M.; HAJEK, R. Prvni protinddorova vakcina na bézi dendritickych bunék

pfipravena v CR u détskych onkologickych pacientti: pfedbézné vysledky klinické aplikace. (10, 3‘ diskuze)
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ABSTRAKTA / BLOK 1

1. PREDIKCE UCINNOSTI LECIV

SMEROVANYCH DO EGFR/HER RODINY

10.00-12.05 hod. sal PEGASUS

Pedsedajici: HAJDUCH, M.; KOLAR, Z.; JANKU, F.

Predikce Géinnosti protinadorovych
Iééiv smérovanych do genové rodiny
HER

Hajduch M.

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

Klinickd onkologie Celi v poslednich nékolika
letech stoupajicimu poétu vysledkd plynoucich
z molekuldmiho vyzkumu patogeneze malignich
onemocnéni. Tyto informace jsou implementovéany
jak v oblasti diagnostické, tak terapeutické. Objevuiji
se nova protinadorova |éciva principidlné odlisného
charakteru nez klasickd cytostatika. Jejich mecha-
niymus ucinku je pfisné specificky pro urcité typy
nadord. Paralelné se zavadénim novych léCiv na trh
se do popfedi zajmu dostavaji biomarkery G¢innosti
definujici s pfijatelnou pravdépodobnosti skupinu
pacientt, ktefi budou z této specifické 1é¢by profito-
vat, dochazi k individualizaci terapie. Tato individua-
lizace se nevztahuje jenom na daného pacienta, ale
mize byt specificka pro dany nador v daném Case
a postihuje tak biologickou podstatu zhoubného bu-
jeni, ktera je zejména u solidnich nadord zaloZzena
na mimoradné heterogenité, pfizplisobivosti a gene-
tické nestabilité nadorovych populaci.

Vibec nejéastéji jsou nova protinadorova Iééiva
smérovana do rodiny HER (ERBB), kterd zahrnuje
receptorovou rodinu pro epidermalni ristovy faktor
(EGF): HERI (ERBB1, EGFR1), HER2 (ERBB2),
HER3 (ERBB3) a HER4 (ERBB4). Jednim z nejvice
sledovanych protoonkogent je gen HER2 (synony-
mum: ERBB2, Her-2/neu, neu, c-erbB-2) lokalizo-
vany na chromozomu I7q. Gen HER2 kdduje trans-
membranovy protein p185&R2, patfici do rodiny HER
a ma duleZitou Ulohu v normalnim bunétném ristu
a diferenciaci. Ve zdravych tkénich je produkovéan
v nizkych hladinach. Amplifikace HER2 genu vede
k nadprodukci receptoru, coz se dava do souvislosti
se vznikem rliznych typli nadord u ¢lovéka (napfiklad
karcinomy prsu, ovéria, gastrointestinéiniho traktu).
Patogenetickd souvislost mezi nadorovou proliferaci
a amplifikaci HER2 dala podnét k pfipravé blokujici
humanizované protilatky proti extracelularni doméné
genu HER2. Toto Iéivo bylo pozdéji vyvinuto a re-
gistrovéno pro |éCbu metastatického karcinomu prsu
pod ndzvem trastuzumab.

U bunék fady solidnich nador( epitelialniho pd-
vodu byla popséna aktivace receptoru pro epider-
malni ristovy faktor (EGFR1, HER1). Ten se ukazuje
u fady solidnich nadord rovnéz jako vhodna mole-

kula k cilenému Ié¢ebnému ovlivnéni. Ke zvySené
aktivaci proteinu EGFR1 dochézi jeho overexpresi,
ktera je ¢asto zplisobena amplifikaci genu v geno-
mu n&dorové buriky. Aktivujici charakter maji rovnéz
mutace pfitomné v tyrozinkindzové doméné recep-
toru. Této oblasti proteinu odpovidaji exony 18-24
genu egfr1. Po navazani pfislusného ligandu na va-
zebné misto v extracelularni ¢asti receptoru pro EGF
dochdzi k dimerizaci a ndsledné fosforylaci proteinu,
kterd nastartuje pfenosovou kaskadu uvniti buriky.
Aktivovany protein EGFR1 je zapojen do signélnich
drah ovliviiujicich pfezivani (PI3K/AKT, STAT draha)
a proliferaci bunék (MAPK draha). Proti nefizené
aktivaci proteinu EGFR1 je zaméfena cilend terapie
nizkomolekuldrmimi i vysokomolekuldrnimi inhibitory
EGFR1 tyrozinkindzy, které po navdzani na protein
inhibuji fosforylaci tyrozinkindzové ¢asti receptoru
(nizkomolekuldrni  inhibitory — gefitinib a erlotinib)
nebo brani interakci s ligandou na extracelularni
Casti receptoru (vysokomolekuldrni inhibitory, napf.
cetuximab) a nésledné tak blokuiji aktivaci nasled-
nych signalnich drah. Receptorové inhibice tak vede
ke sniZzené mitogenni aktivité buiiky a zpomaleni,
popfipadé regresi nadorového rlstu.

Terapie protinddorovymi léCivy smérovanymi do
HER rodiny je mimofadné nékladnd a ucinnd pouze
ve skupiné pacientli s jednoznaénou patologickou
aktivaci pfislusSného genu, coZ vede ke zvySenym
pozadavk(im na pfesné vySetfeni fady prognosticko-
-prediktivnich parametrd, jejiz vyznam bude v pfed-
nasce podrobné diskutovan.

Podékovani: Prace na projektu byla pod-
porovdna firmou Roche, Astra-Zeneca, granty
MSM6198959216, IGA MZCR NC7506-3 a NC7495.

Celostatny projekt detekciu stavu
HER2 v novodiagnostikovanych
pripadoch karciné6mu mlieénej zlazy
vintervale 1.1.2003 - 30.10.2005
Barthova M., Janakova L., Kajo K.,
Kviatkovska Z., Plank L.

Ustav patolégie JLF UK a MFN v Martine

S ciefom zaistenia detekcie stavu HER2 vo v3et-
kych novodiagnostikovanych pripadoch v SR bol
k 1. januaru 2003 spusteny celoslovensky projekt
zalozeny na spolupraci vetkych pracovisk sloven-
skej patoldgie. Podstatou projektu je Standardizacia
bioptickej diagnostiky a regiondlna centralizacia
pripadov do 8 centier (vratane nasho ustavu), ktoré
Standardizovanym postupom (HercepTest fy. DAKO-

Cytomation) verifikuju expresiu proteinu HER2 v na-
dorovom tkanive. Pozitivne pripady su zasielané do
nasho pracoviska ako koordinatného centra projektu
s ciefom zaistenia detekcie amplifikacie génu HER2
metddou FISH (kit fy. DAKOCytomation) alebo CISH
(kit fy. ZYMED). V doterajSom priebehu projektu bo-
lo k 31. 10. 2005 v projekte zaregistrovanych 3467
pripadov, v ktorych bola verifikovana expresia HER2
v proteinu. Sucastou projektu bola aj kontrola kvality
laboratérneho postupu imunohistochemickych vyse-
treni vo vSetkych zainteresovanych centrach, ako aj
kontrola kvality interpretécie imunohistochemickej
expresie HER2 proteinu s naslednym celosloven-
skym edukaénym semindarom. Posledné komplex-
né zhodnotenie expresie HER2 proteinu pripadov
projektu bolo za obdobie 1. 1. 2003 — 31. 12. 2004.
V fiom bolo v subore 2260 pripadov karcinému
mlieCnej zfazy verifikovanych 523 pripadov s pozi-
tivnou expresiou HER2 proteinu (23,1 % vSetkych),
a to 240 pripadov s pozitivitou 2+ (10,6% vSetkych)
a 283 pripadov s pozitivitou 3+ (12,5% vSetkych
pripadov). Doteraz bolo v obdobi posledného 1,5
roka vySetrenych metddou FISH 32 pripadov a me-
tddou CISH 45 pripadov. Pri pouziti metédy CISH
boli testované pripady s réznou droviou proteinove;
expresie, a to nasledovne: z 11 testovanych pripa-
dov s expresiou HER2 proteinu na Urovni 1+ boli
vietky bez amplifikécie, z 26 testovanych pripadov
s expresiou proteinu 2+ bolo 11 bez amplifikécie a 12
s amplifikaciou génu (3x so slabou a 9x so silnou
amplifikiciou) a z 8 pripadov s expresiou proteinu
3+ v8etky preukézali amplifikiciu génu HER2 (2x
50 slabou a 6x so silnou amplifikaciou). V analyze
bola overend aj dobrd korelécia vysledkov detekcie
amplifikdcie HER2 génu metddou FISH a CISH.
Ziskané vysledky v koreldcii s dal§imi prognosticky
vyznamnymi faktormi su napomocné pri stratifikacii
pacientov do prognosticky relevantnych skupin a pri
vofbe vhodného terapeutického manazmentu.

Podakovanie: Autori dakuju vSetkym zaintere-
sovanym slovenskym patolégom za kooperdciu na
celoStatnom projekte a firme ROCHE Slovensko
s.r.0. za podporu projektu.

Status genu Her-2/neu (c-erbB-2)

a zkusenosti s vySetfovanim

v referencéni laboratoFi

3Trojanec R., "*Hajduch M., “Palacova M.,
“Vyzula R., *Petrakova K., "*Braunerova B.,
3Bouchalova K., 2*Kolaf Z., >*Sedlakova E.,
“3MI¢ochova S.
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'Laboratof experimentéini mediciny (LEM),
Détska klinika FN a LF UP v Olomouci
2Laboratof molekularni patologie pfi Ustavu
patologie, LF UP, Olomouc

®Referenéni laboratof pro c-erbB-2, LF UP
v Olomouci

*Masaryklv onkologicky ustav (MOU), Brno

Amplifikace a/nebo overexprese Her-2/neu genu
indikuje nepfiznivou progndzu u pacientek s karcino-
mem prsu. Pfinosem pro tyto pacientky je geneticky
cilend 1é¢ba trastuzumabem (Herceptin®). Mezina-
rodni studie Intergroup ukazala, ze pfi vySetfeni pa-
cientskych vzorkd v lokélnich laboratofich (LL) bylo
>27% vzorku uréeno nespravné jako pozitivni. Na za-
kladé uvedenych dat bylo doporuceno vySetfovat stav
Her-2/neu receptorll pouze ve vétsich laboratofich, tj.
v laboratofich, které vySetii vice nez 250 vzorkd ro¢-
né. Potfeba standardizovaného vySetfeni Her-2/neu
pfinesla vytvofeni narodnich referenénich center pro
stanoveni tohoto genu, resp. proteinu. Napfiklad ve
Velké Britanii (s 60 miliony obyvatel) pracuji 3 takova-
to centra — Londyn, Nottingham a Glasgow.

S cilem verifikace statusu genu Her-2/neu byla
1.7.2002 po vzoru zahraniénich pracovist a z inici-
ativy zdravotnich pojistoven a podpory firmy Roche
s.r.o. zfizena Referencni laboratof pro stanoveni
Her-2/neu (c-erbB-2) na LF UP v Olomouci. V ramci
zvySovani kvality vySetfeni byla cytogenetické ¢ast
RL 31. 3. 2005 akreditovana Ceskym institutem pro
akreditaci (CIA) dle normy CSN EN ISO/IEC 17025,
zbyld ¢ast RL v soucasné dobé proces akreditace
podstupuje.

RL provedla vySeteni jiz vice jak 1000 vzorkd
karcinomu prsu. U 40,8% pfipadd byla detekova-
na neshoda mezi RL a LL vy3si jak >1 [HC stupefi
au 21,1% dokonce >2 IHC stupné, coz je z klinické-
ho pohledu vyznamny rozdil. Pouze 34,3 % pacien-
tek s IHC2+ (LL) bylo konfirmovano jako FISH pozi-
tivni a tedy indikovatelnych k 1é¢bé Herceptinem.

RL zaroven provedla studii ve spolupréci s MOU,
zaméfenou na rozdil v odpovédi na Ié¢bu u pacien-
tek vySetienych vs. nevySetfenych v RL.

Bylo provedeno statistické srovnani odpovédi
na Ié¢bu u 83 pacientek nevySetfenych a 42 vySet-
fenych v RL. Ackoliv toto srovnani neni zatim kone¢-
né, jiz prvni statistiky poukézaly na lepsi lé¢ebnou
odpovéd a prodlouzeni doby peZiti u této skupiny
pacientek z 37,7 na 64,6 tydne.

Préce na tomto projektu je podporovana granty
MSM6198959216, IGA MZCR NC7506-3, NC7495-3
a MPO 1H-PK/45.

Da sa predpovedat stav HER2?
'Kajo K., 'Kviatkovska Z.,"Plank L.,
Machalekova K., 'Szépe P., 2Ztibor P.,
'Janakova L., 'Barthova M.

1Ustav patologickej anatémie JLF UK a MFN,
Kollarova 2, 03659 Martin
2Gynekologicko-porodnicka klinika JLF UK

a MFN, Kollarova 2, 036 59 Martin
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CIEL: testovanie modifikovanej schémy na
vyjadrenie pravdepodobnosti stavu HER-2 v rdmci
celoslovenského programu detekcie HER2 v karci-
némoch prsnej Zfazy (CAP).

MATERIAL A METODIKA: HER2 stav bol
vySetreny v 1986 pripadoch CAP pomocou imuno-
histochémie (HerceptTest, Dako). ISlo o pacientov
vo veku 24-93 rokov (median 60 r.). Kompletné
informé&cie o stave estrogénovych (ER), progestero-
novych (PR) receptorov a histologickom grade (HG)
boli zndme v 1327 (66,7 %) pripadov.

Pre hodnotenie pravdepodobnosti stavu HER2
bola vytvorend schéma, tzv. Martinsky skérovaci
index (MSI), v ktorej ide o sumarizaciu jednotlivych
skére HG, ER, PR (pri HG 1-2 body, HG 2-1 bod, HG
3-0 bodov; pre ER a PR pri negativnom stave — 0 bo-
dov, pri ER, resp. PR do 50 % pozitivnych buniek — po
1 bode, pri ER a PR nad 50 % pozitivnych buniek — po
2 body). Na zéklade vysledného MSI skére boli pri-
pady rozdelené do 7 skupin (0-6 bodov), kde skdre
0 bodov tvorili pripady s negativnym stavom ER i PR
a HG 3 (referen¢na skupina). Pri skére 6 bodov iSlo
o pripady s vysoko pozitivnymi ER, PR a HG 1.

VYSLEDKY: HER2 bol pozitivny v 441 pripad-
och (22,2%), z toho pri intenzite reakcie (IR) 3+
v 245 pripadoch (12,3%) a s IR 2+ v 196 pripadoch
(9,9%). Boli zaznamenané Statisticky vyznamné
korelacie medzi stavom HER2 a HG, ER, PR (v3et-
ky p<0,0001), ako aj stavom lymfatickych uzlin
(p<0,05). Az 37,9 % HER2 pozitivnych pripadov bolo
v skupine s MSI 0 bodov, avSak pri MSI skére 5-6
bodov bolo HER2 pozitivnych len 7,9% pripadov,
priCom len v jednom pripade bola zaznamenand po-
zitivita HER2 s IR 3+

Ak boli za pozitivne povazované len pripady s IR
3+, tak pravdepodobnost pozitivneho stavu HER2
v kategdriach so skore MSI 1-4 bodov je OR=0,26
(CI=0,18-0,37) a v kategériach s MSI 5-6 bodov je
OR=0,015 (CI=0,002-0,106). Ak boli za pozitivne
hodnotené pripady s IR 2+ aj 3+, potom pravdepo-
dobnost pozitivneho stavu HER2 je v kategéridch
s MSI 1-4 body priblizne polovicna vodi referenénej
skupine (OR=0,42; Cl=0,31-0,58) a v kategériach
s MSI 5-6 bodov je OR=0,14 (CI=0,07-0,27).

ZAVER: Stav HER2 sa nedé predpovedat, ale
da sa vyjadrit jeho pravdepodobnost pomocou MSI.
Pripady s nejednoznaénou pozitivitou (IR 2+) je nut-
né podrobit fluorescenénej, resp. chromogénnej in
situ hybridizacii za Uu¢elom potvrdenia, resp. vylu-
¢enia amplifikacie HER2 génu. Zaujimavou je otaz-
ka pripadov s MSI skére 0 a s negativnym stavom
HER2. Z nich ¢ast by mohla predstavovat bazaloid-
né karcindmy prsnej zfazy, ktoré budu vyzadovat iny
terapeuticky manazment.

Podakovanie: Roche Slovensko

Sérovy HER-2/neu v prubéhu

terapie Herceptinem u nemocnych

s karcinomem prsu

1§imickova M., ?Petrakova K., 2Svoboda M.,
'Nekulova M., *Pecena L., 'Frgala T., *Nenutil R.
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'MasarykQv onkologicky Ustav Brno, odd.
laboratorni mediciny

?Masarykuv onkologicky Ustav Brno, klinika
komplexni onkologické péce, Brno

$Ustav informatiky AV CR Praha,
*MasarykQv onkologicky Ustav Brno,

odd. patologie, Brno

HER-2/neu, onkoprotein ze skupiny receptord
ristovych faktord, je zvySené exprimovan v primarni
nadorove tkani az u 30 % nemocnych s karcinomem
prsu. Extraceluldrni doména tohoto onkoproteinu
pfechazi do cirkulace a podle dosavadnich poznat-
kG ma prognosticky a prediktivni vyznam podobné
jako prikaz HER-2/neu ve tkéni. V pribéhu terapie
Herceptinem, specifickou protilatkou proti tomuto
onkoproteinu, jsme méli pfilezitost opakované vy-
Setfit jeho extracelularni doménu, sérovy HER-2/neu
(S_HER2), u 66 nemocnych s metastatickym one-
mocnénim karcinomu prsu lé¢enych v letech 2000-
2005 v naSem ustavu (ELISA mikrodesti¢kovy test
firmy DAKO). Z tohoto poctu spliiovalo dosud krite-
ria pro statistickd hodnoceni polovina nemocnych.
Pacientky bez odpovédi na terapii vykazuji v dobé
prvniho restagingu signifikantné vy$si hodnoty kon-
centrace S_HER2, které obvykle od pocatku terapie
neklesaji pod diskriminaéni hranici. U nemocnych,
u nichz bylo dosazeno nejlepsi klinické odpovédi
typu kompletni &i parciéini remise, je po 3 mésicich
|éCby obvykle hladina S_HER2 v normé, i kdyZ byla
pfed terapii zvySena. Sérovy CA15-3 a CEA nevy-
kazuiji pfi hodnoceni téchto dvou skupin responder(
signifikantni zmény. Rovnéz pfi dlouhodobém mo-
nitorovani je prediktorem selhani terapie pfedevsim
zvySend hladina S_HER2. Monitorovani koncentra-
ce S_HER2 béhem aplikace Herceptinu se zda byt
vhodnym parametrem pro zhodnoceni U€innosti této
terapie bezprostfedné po jejim zahdjeni, tak i pfi jeji
dlouhodobé aplikaci.

Podékovani: Prace byla provedena s pfispénim
vyzkumnych tkolti: Grant IGA MZ CR - NR/8335 - 3
a NR/8270 - 3.

Examination of HER-2 SNP 655V gene
polymorphism in risk assessment of
breast cancer

1ZGbor P., 'Danko J., 2Vojvodova A., *Kajo K.,
'Szunyogh N., *Kviatkovska Z., 'Galo S.,
$Machalekova K., 'Biringer K., 2Barthova M.,
‘Dussan C.A., *Plank L.

' Department of Obstetrics and Gynecology,
2Department of Molecular Biology,

3Department of Pathology, all Comenius
University in Bratislava, Jessenius Faculty of
Medicine, Martin, Slovak Republic,

*Department of Surgery, Division of Senology.
European Oncology Institute, Milan, Italia.

Breast cancer belongs to the most frequent typ-
es of cancer affecting women and it occurs at any
age. Around 1600-1800 women are getting ill annu-
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ally in the Slovak republic. One of the most important
factors in connection with cancer genesis refers to
changes in specific genes. HER-2 proto-oncogene
belongs to low penetrating genes, which increase
susceptibility to breast cancer genesis. Clinical stu-
dies demonstrated an association between polymor-
phism at codon 655 of this gene and increased risk
for breast cancer development.

The aim of this case-control based prospective
study was to determine the distribution of HER-2 ge-
notype and its association with risk factors of breast
cancer in the population of Slovak women. HER-2
genotypes were determined with PCR — RFLP me-
thod. The DNA was isolated from white blood cell
nuclei.

The frequency of Val allele in the cancer group
was 29.51 % and was higher than in the control group
15.49% (p < 0.05). The presence of the heterozygote
(lle/Val) genotype was identified in 45.90% of pa-
tients in the case group and in 28.17 % in healthy
individuals, and the homozygote (Val/Val) genotype
in 6.56% and 1.41 %, respectively (p < 0.001). The
risk of breast cancer development for carriers of one
valine (Val) allele in genotype was nearly three-times
lower (OR = 2.41) than for carriers of two Val alleles
(OR =6.89) (p < 0.01). Risk of cancer genesis for Val
allele carriers was higher in multiparas (OR = 2.78),
among women with positive family history of breast
cancer (OR =5.4), BMI > 24 (kg/m?) (OR = 5.8), late
menopause (OR = 1.6), and early onset of menarche
(OR=1.2).

This study revealed relatively high frequency of
the Val allele among the Slovak women population.
lle655Val polymorphism of HER-2 gene was asso-
ciated with a statistically significantly increased risk
of breast cancer all above in homozygotes for Val
allele.

Acknowledgements: We would like to express
our gratitude to the patients participated in this stu-
dy. This work was supported by grant of Comenius
University no. 22/2004.

Existuji prognostické a prediktivni
markery pro podani gefitinibu
(Iressa) vécébé nemalobunééného
bronchogenniho faktoru (NSCLC)?
Skfickova J., TomiSkova M., Svobodnik A.,
Kaplanova J., Kadlec B., Babickova L.,
Palkova I., Nebesky T., Stratil D., Minarik M.**
FN Brno a LF MU (KNPT, RDK a PAU),
*Centrum biostatistiky a analyz LF a PfF MU

“* Genomac International Praha

Cil préce: Gefitinib (Iressa) je selektivni infibitor
tyrozinkindzové aktivity receptoru pro epidermalni
ristovy faktor (EGFR). Hodnotime vysledky lécby
u 92 nemocnych s NSCLC, kterym byl gefitinib po-
davan v ramci programu ¢asného pfistupu a hleda-
me prediktivni a prognostické markery v 16¢bé gefi-
tinibem u nemocnych, u nichz byla zahajena lé¢ba
mezi Unorem 2002 a srpnem 2004.
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Pacienti a metody: Gefitinibem byli 1é¢eni
nemocni s NSCLC, pfedevsim v pokrocilém Klinic-
kém stadiu (IlIB a IV) a pfedevsim ve 2., 3., zcela
vyjimecné v 1. linii éCby. Lék byl podavén perordiné
v davce 250 mg/den do progrese. Hodnotili jsme lé-
¢ebnou odpovéd, pieZiti, zlepSeni pfiznakd a dobu
do progrese u téchto nemocnych. SouCasné byla
zpracovana mutaéni analyza genu pro EGFR, ve
které jsme se zaméfili na mutaci v exonu 19 jako
mozného prediktivniho markeru a analyza nékte-
rych pfedpokladanych prognostickych markerd jako
jsou pohlavi, koufeni, vykonnostni stav nemocného
(PS) ¢i histologicky typ nadoru. Na podkladé vysled-
kd ziskanych analyzou jsme se pokusili potvrdit &i
vyloudit existenci marker(, které by byly spojeny
s lepsi 1é¢ebnou odpovédi nebo delSim medianem
preziti.

Vysledky: Mutaéni analyza byla Gspé$nda u 62
2 92 nemocnych (76 %). Pfitomnost mutace v exonu
19 byla prokdzana v 51%. Mezi skupinami pacient(
podle pfitomnosti mutace v exonu 19 bylo celkové
prezivani 13 mésicl a 13,3 mésicl od data diagnézy
a 5 mésicl a 6,4 mésic od zahajeni IéCby gefitini-
bem. Doba do progrese byla u nemocnych 6 mésict
a 5,1 mésicl od data diagnézy a 3 mésice v obou
skupindch od data zahdjeni 1é¢by gefitinibem.Ve
skupiné nemocnych s PS 1 byl median pfeziti 10,3
mésice, ve skupiné s PS 2 5,5 mésice a ve skupiné
s PS 32,9 mésice. Rozdil v pfeZiti téchto 3 skupin je
statisticky vyznamny.

Zavéry: Na zakladé mutaéni analyzy genu
pro EGFR a statistického zpracovani vysledku lé¢-
by u souboru 92 nemocnych s nemalobunécnym
bronchogennim karcinomem lé¢enych selektivnim
inhibitorem tyrozinkindzové aktivity receptoru pro
epidermalni ristovy faktor — gefitinibem — nebyla
nalezena korelace mezi pfitomnosti mutace v exonu
19 a dobou do progrese ani medianem pfeziti. Byla
nalezena korelace mezi PS a linii 1é¢by gefitinibem
mezi pfedpokladanymi prognostickymi faktory.

Vysledky analyzy aberaci Egfr1,
Her2/neu a K-ras u pacientii

s karcinomem plic na terapii
gefitinibem v ramci programu
¢asného prFistupu

'Berkovcova J., 'Dziechciarkova M.,
"Trojanec R., 'Janostakova A., 'Wiecek S.,
2Grygarkova |., 2Kolek V., 'Hajdtch M.
'Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské
klinice LF UP a FN Olomouc,

*Klinika plicnich nemoci a tuberkuldzy LF UP a FN
Olomouc

Dysregulace proteind z EGFR rodiny byla zjis-
téna u bunék celé fady nadorli. Zndmé patologické
zmény jsou pfedevsim u dvou €lend této rodiny:
Her2/neu a Egfr1, proto jsou vhodnym cilem pro te-
rapeutické ovlivnéni. Novou moznosti pro pacienty
s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) jsou
nizkomolekulérni inhibitory Egfr1 — gefitinib a erlo-

tinib. Lé¢ebna odpovéd typu kompletni ¢i parcialni
remise je vSak zaznamendna u relativné malého
poctu pacientl (pfiblizné 10%). Ke zvySené aktivaci
Egfr1 pfispiva nékolik mechanismi: amplifikace ge-
nu egfr1, overexprese genu egfr1, popfipadé aktivu-
jici mutace genu egfr1 nejcastéji pfitomné v exonu
19 (cca 50% vSech mutaci) a exonu 21 (cca 40%
vSech mutaci). Rezistence na IéCbu gefitinibem je
zplsobena mechanismy, které nesouviseji se zvy-
Senou aktivitou Egfr1. Pfiblizné u 10 % rezistentnich
pacientll se nachazi aktivujici mutace kodonu 12
nebo 13 genu k-ras. Protein K-ras je ¢lenem MAPK
signdini drahy a za fyziologickych podminek je akti-
vovany proteinem Egfr1.

U souboru 84 pacientli s NSCLC (57 muzd / 27
Zen), ktefi byli 16Ceni gefitinibem v rdmci programu
¢asného pfistupu, byly vySetfeny aberace genu Egfr1
a K-ras. U 4 pacientli byla zaznamenana parcialni
regrese onemocnéni a u 31 pacientl byla zastavena
progrese onemocnéni (SD). Vychozim materidlem
pro vySetfeni byla zamrazend nadorova tkan, nebo
parafinové bloky, popfipadé cytologické preparaty.
Ze vzorkll s >70% zastoupenim nadorovych bunék
byla izolovdna DNA pomoci komeréniho kitu firmy
Qiagen. Ze vzorkli s <70% zastoupenim nadorové
populace byly nadorové buiky ziskany metodou
laserové mikrodisekce. Bodové mutace gend Egfr1
a K-ras byly detekovany pfimou sekvenaci exonu 21
genu Egfr1 a exonu 1 genu K-ras. Delece exonu 19
genu Egfr1 byly vySetfovany pomoci fragmentacni
analyzy PCR produktd a potvrzeny sekvenaci jed-
notlivych fragmentd. Exprese Egfr1 a Her2/neu byla
stanovena imunohistochemicky pomoci my$ich mo-
noklonalnich anti-lidskych protilatek firmy DakoCy-
tomation. Metodou FISH byl ur€en pocet kopii genu
Egfr1 a Her2/neu na tkafovych fezech &i cytologic-
kych preparatech nadorovych tkani.

Mutace genu Egfr1 byla detekovana u 4 pacien-
td, z toho u 2 pacientd se jednalo o u mutaci L858R
v exonu 21 (PR), u jednoho byla pfitomna muta-
ce L862Q exonu 21 (klinickd odpovéd nezndma)
a u posledniho z nich delece exonu 19 (PR) spojend
s inzerci jedné aminokyseliny (del 747-753 ins S).
Mutace genu K-ras byly vySetfeny u 77 pacientd,
u zadného pacienta nebyla nalezena souasna
mutace Egfr1 a genu K-ras v kodonu 12 v exonu 1
a soucasné zadny z pacienti s mutaci v K-ras genu
z terapie gefitinibem neprofitoval.

U 28 sledovanych pacientl byla stanovena ex-
prese Egfr1 v nadorovych burikéch. U 4 z nich byla
exprese Egfr1 negativni. U 16 nemocnych byla za-
znamenana 80-100 % pozitivita nddorovych bunék;
ve vétsiné pfipadl se jednd o pozitivitu membra-
novou, ve 2 pfipadech byla zaznamendna kombi-
novand pozitivita (membrdnové a cytoplazmatickd)
a ve dvou pfipadech pozitivita pouze aberantni cy-
toplazmaticka. U 4 pacientll byla detekovana vyssi
nez 50% membranové pozitivita exprese Egfri
a u zbyvajicich 4 nemocnych mensi nez 50 % expre-
se Egfr1. Exprese EGFR1 receptoru v nasem sou-
boru pacientil nebyla vdzana na klinickou odpovéd
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na gefitinib. Exprese Her2/neu byla detekovéna u 24
vySetfovanych pacientli, z toho pouze u 2 pacientd
byla zaznamenéna vy$$i jak 60 % membrénova po-
zitivita. U téchto nemocnych byla rovnéz zazname-
nana zvysend exprese Egfr1.

Metodou FISH bylo vySetfeno celkem 25 paci-
entd ze sledované skupiny. Amplifikace genu Egfr1
byla zjiSténa u 4 pacientti a u 1 nemocného trizomie
chromozomu 7. U 2 pacientll byly detekovany hra-
niéni hodnoty ukazujici na patologické zmény na
chromozomu 7 v oblasti genu Egfr1. VétSina pacien-
td s amplifikaci genu Egfr1 méla typ klinické odpo-
védi SD. U pacient( s klinickou odpovédi typu SD €i
PR bez amplifikace Egfr1 jsme nalézali amplifikaci
genu Her2/neu.

Vysledky nasi studie potvrzuji publikovand data
a ukazuji, Ze klinickou odpovéd NSCLC pacient(i na
gefitinib Ize racioniné predikovat na zakladé in vitro
vySetfeni.

Podékovani: Prace na projektu byla podporova-
na firmou Astra-Zeneca, granty MSM6198959216,
IGA MZCR NC7506-3 a NC7495.

Cilend biologicka lé¢éba nadora —
rizika novych vedlejsich nezddoucich
aéinka lééby

16wiertka K., 2Grygarkova l., 'Benes$ P.,

'Krejci E., 2Kolek V.

" Onkologicka klinika LF UP Olomouc a FN
Olomouc, Olomouc

2 Klinika TRN LF UP Olomouc a FN Olomouc

Viyvoj na poli molekularni biologie ved! k pozna-
ni mnoha duleZitych bunéénych procesu, které hraji
vyznamnou ulohu v regulaci proliferace, apoptézy,
zvySuji schopnost preziti po vystaveni toxickym lat-
k&m nebo se podileji na regulaci angiogeneze, a tim
vyznamnym zplisobem ovliviiuji pribéh nadorového
onemocnéni. Tato skuteCnost pfispéla k intenzivni-
mu hledani novych moznosti cileného zésahu a tim
i vyvoji novych I€ku, které by mohly pdsobit selektiv-
né na nadorovou populaci. V klinické praxi se zacaly
v poslednich letech pouzivat monoklonalini protilatky
proti extracelularni &asti protein( z rodiny recepto-
rd pro epidermalni ristovy faktor (HER1 a HER2),
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nizkomolekulémi inhibitory tyrosinkindzové aktivity
téchto receptord a monoklondini protilatky proti
vaskuldrnimu endotelidinimu  ristovému faktoru
(VEGF).

Trastuzumab (Herceptin®) ma v dnesni dobé
jiz nezastupitelné misto v Ié¢bé nemocnych s meta-
statickym karcinomem prsu s amplifikaci genu pro
HER2 pfip. zvySenou expresi jeho produktu. Zviasté
kombinace s taxany vede k vyznamnému prodlou-
Zeni pfeziti. Prvni prezentované vysledky studii, kdy
je trastuzumab pouzivan v adjuvantni 1é¢bé nemoc-
nych s karcinomem prsu se zvy$enou expresi ¢i am-
plifikaci genu HER2, rovnéz slibuiji zlepSeni vysledku
IéCby ve smyslu snizeni rizika recidivy a prodlouze-
ni preziti. Dosavadni klinické zkuSenosti pfinesly
zékladni poznatky o spektru nezadoucich d¢inka.
Mezi pfiznaky spojené s podanim infuze patfi ho-
reCka a tfesavka, bronchospazmus, tachykardie,
alergické a hypersenzitivni reakce a fada dalSich.
Byly zaznamenény izolované pfipady zavaznych
plicnich pfihod, které v nékolika pfipadech vedly
k umrti pacientky. Zvlastni pozornost je nutné véno-
vat kardiotoxicité. Dochazi ke snizeni ejekéni frak-
k srde¢nimu selhavani. Vy&si riziko kardiotoxicity Ize
pozorovat u hnemocnych pfedlécenych antracykliny.
Podani trastuzumabu v kombinaci s doxorubicino-
vym rezimem vedlo k nepfijatelnému vzestupu kli-
nicky zédvazné kardiotoxicity. Tato zkuSenost vedla
k tomu, Ze v souCasné dobé podani s doxorubici-
nem je nepfijatelné a moznost kombinace s méné
kardiotoxickymi antracykliny napf. s liposomalnim
doxorubicinem ¢i epirubicinem je pfedmétem probi-
hajicich klinickych studii.

Monoklonalni protilatka proti EGFR cetuximab
(Erbitux®) je v sou¢asné dobé schvalena pro 2. linii
IéCby kolorektalniho karcinomu po selhani chemo-
terapie na bazi irinotekanu. U pfiblizné 5% paci-
entd se mohou objevit béhem 1é¢by cetuximabem
alergické reakce. Pfiblizné polovina téchto reakci
je zavaznych. Dochazi k nim obvykle v priibéhu
nebo 1 hodinu po zahdjeni Uvodni. Mezi pfiznaky
patfi bronchospazmus, stridor, chrapot, obtize pfi
mluveni, kopfivka a/nebo hypotenze. Ucca 5%
pacientll se mize se objevit konjunktivitida. Spe-
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cifickym problémem je koZni reakce, se kterou se
setkdvame u vice nez 80 % pacient(, z toho pfiblizné
15% z téchto reakci je zavaznych. Projevuiji se hlav-
né jako akneformni vyrazka a/nebo méné &asto jako
poruchy nehtli (napf. paronychium). Vétsina koznich
reakci se objevi béhem prvnich tydn( 1éEby. Pritom-
nost zavazné kozni toxicity je vSak dobrym predik-
tivnim faktorem spojenym s lep$i odpovédi na Ié¢bu
a delSim prezitim.

Se specifickou kozni toxicitou se setkdvame
i v pfipadé nizkomolekuldrnich inhibitorl tyrosin-
kindzové aktivity EGFR - gefitinibu (Iressa®) a er-
lotinibu (Tarceva®), které byly zkoumany hlavné
u nemalobunééného bronchogenniho karcinomu
a nadorl hlavy a krku. Tato toxicita vedla u &asti
pacientl k naslednému snizeni davky. Rovnéz i zde
se jevi, Ze pfitomnost zévazné kozni tocixicity mlze
pfedpovidat lepsi vysledek 1é¢by.

Monoklonalni protilatka proti VEGF bevacizu-
mab (Avastin®) je v soucasnosti jedind schvalend
antiangiogeneticka 1é¢ba, a to v prvni linii 1é¢by
metastatického karcinomu tlustého stfeva. Mezi
gastrointestinalni perforace, riziko krvaceni, a ri-
ziko thromboembolickych pfihod. Déle se setka-
vame se zhor$enim hypertenze, s astenii, prdjmy,
nauseou a nespecifikovanymi bolestmi. Vzhledem
k tomu, Ze |é¢ba bevacizumabem mize zhorSovat
hojeni ran a riziko krvaceni, je nutné ¢asné pfe-
ruSeni |1éCby napf. pfed planovanym chirurgickym
zékrokem.

Zavér: Nové moznosti cilené Iéby nadord
(targeted therapy) pfina$i novou nadéji pro nemoc-
né s nadorovym onemocnénim. Velmi zajimava je
nejen Uginnost, ale i moznost predikce odpovédi
na lécbu (napf. u trastuzumabu). Tam, kde nejsme
zatim schopni pfedpovidat odpovéd na 1é&bu, inten-
zivné hleddme spolehlivy prediktivni faktor. Nova
terapie je v8ak spojena i se specifickou toxicitou,
se kterou jsme se v dobach klasické chemoterapie
nesetkavali tak ¢asto. Lécba by méla byt provadéna
ve specializovanych centrech s adekvatnim labora-
tornim zazemim.

Podékovani: prace podpofena granty MSM
6198959216, IGA MZ CR NC7506 a NC7495
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2. NOVE TECHNOLOGIE V DIAGNOSTICE,
PR'OGRAMOVI'\Ni A PREDIKCI ODPOVEDI
NADORU NA TERAPII

10.00-12.05 hod. sal PERSEUS

Predsedajici: JAROSOVA, M.; SVOBODA, M.; Ehrmann, J.

Vyuziti laserové mikrodisekce

v diagnostice a prognézovani
nddorovych onemocnéni
'Dziechciarkova M., “*Hajduch M., 'Trojanec R,
'Berkovcova J.

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

®Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Laserova mikrodisekce (LCM) je rychla a spo-
lehlivda metoda kterd umozriuje isolaci cilovych
bunék ze specifického komplexu tkané pro jejich
naslednou molekuldrni nebo proteinovou analyzu.
Zékladem LCM je inverzni mikroskop se zabudo-
vanym nizko vykonnostnim infratervenym lase-
rem. Nafezané tkané jsou upevnény na standardni
podlozni sklicko a termoplastickd membrana je
umisténa nad dehydratovany preparat. Ohniskem
laserového mikroskopu se aktivuje termoplasticka
membréna kterd je navazana k identifikované cilo-
vé burice v mikroskopované &asti preparatu. Laser
roztavi termoplastickou f6lii v daném misté, kde je
navazand cilova bunka. Laserova mikrodisekce by-
la pouzita pro isolaci bunék u fady typl bunéénych
i tkafovych preparatd, véetné zamrazenych vzorkd,
formalinem fixovanych, parafinizovanych tkani &i
cytologickych preparatd. V zavislosti na pouzitém
materidlu z mikrodisekovanych bunék je mozno
extrahovat DNA, mRNA Ci proteiny v dobré kvalité.
Kombinaci s dalSimi technikami, jako napfiklad cD-
NA microaarays, by LCM méla pomoci identifikovat
nové diagnostické a prognostické markery vedouci
ke zlepSeni diagnosticko terapeutickych metod
v [éCbé onkologickych onemocnéni.

Laserovou mikrodisekci byly isolovany na na-
Sem pracovisti bufky z cytologickych preparatl
karcinomd plic ziskanych punkéni cytologii (barveno
metodou Giemsa-Romanowsky), zamrazenych ¢i
parafinizovanych nadorovych tkani (barveno hema-
toxylinem) a stabilni bunééné linie K562 (barveno
neutralni Cerveni). NaSim metodickym cilem bylo
zavést kombinaci LCM s linearni amplifikaci DNA
pro ucely dalSich genetickych analyz z biologického
materidlu s minimalnim obsahem nadorovych bu-
nék, ¢i pro studium nadorové heterogenity na jed-
nobunécéné drovni.

Buriky nasbirané pomoci LCM byly v mikropod-
minkéch lyzovany proteindzou K a DNA byla uvol-
nénd do roztoku. Po tepelné inaktivaci proteinazy
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K, byla dvou$roubovice DNA rozstépena restrikénim
enzymem Msel a na roz&tépené konce byly navaza-
ny adaptéry se specifickymi sekvencemi. Pomoci
téchto sekvenci byla DNA nasledné amplifikovana
v PCR reakci. Tento primarni produkt byl nasledné
pouZit pro dalsi genetické analyzy, napf. kompara-
tivni genomickou hybridizaci z jedné buriky nebo
amplifikaci a sekvenovani exoni 19 a 21 EGFR1
receptoru pro predikci u€innosti nizkomolekularnich
EGFR1 inhibitord.

NaSe zkuSenosti potvrzuji pouzitelnost této no-
vé technologie pro rutinni isolaci cilovych bunék za
Ucelem amplifikace DNA pro dali (cyto)genetické
analyzy.

Préce na tomto projektu je podporovana granty
MSM6198959216, IGA MZCR NC 7495-3 a MPO
1H-PK/45.

Laserova skenovacia cytometria —
pouzitie v histopatologickej
diagnostike nadorov

Galbavy S.', Kuliffay P.', Sanislo L.2, Kausitz J.?
'0ddelenie patolégie Ustavu laboratérnych
vy$etrovacich metéd LFUK a OUSA Bratislava
20ddelenie rédioterapie, OUSA, Bratislava
$0ddelenie imunodiag. Ustavu laboratérnych
vy$etrovacich metéd LFUK a OUSA, Bratislava

Uvod: Laserova skenovacia cytometria (LSC) je
novou diagnostickou metodikou, ktord umoziuje cy-
tometricku analyzu histologickych preparatov ako aj
imobilizovanych buniek ziskanych inymi postupmi na
podloznom skliku. Bunky sa farbia fluorochrémami
a analyzuju sa 1 alebo 2 lasermi. Hlavnou vyhodou
LSC je moznost analyzovat minimalne mnozstvo
buniek v klinickej vzorke typu FNAC a FNAB a ana-
lyzované udaje korelovat so tandardnym histopato-
logickym vySetrenim.

Ciel prace:

1. Analyza tkaniv a stanovenie ploidie (DNA index)
2. Detekcia cirkulujucich nadorovych buniek v pe-
riférnej krvi

*  prognosticky vyznam

* manazment onkologickej lie¢by

Material a metddy: Pilotnd Studia, v ktorej sme
pouzili na vySetrenie nddorové tkanivo pacientov
s nadormi spojivového tkaniva (5). Nadory prsnika
(10). Nadory vajeénikov (10) a iné (3). Dal$im ma-

teridlom bola periféra krv pacientiek s karcinémom
prsnika (13).

Vysledky: Stanovenie ploidie a DNA indexu vo
vySetrenych borderline tumoroch ovaria upresnilo
diskriminécie medzi low a high grade skupinou. V kr-
vi pacientiek s karcindmom prsnika sme detegovali
viabilné nadorové bunky.

Zavery: LSC dovoluje upresnit diagnosticky za-
ver histoplatologického vySetrenia. Deteguje nado-
rové bunky v periférnej krvi s moznostou stanovenie
predikcie chemo- a radioterapie.

Vyznam metody arrayCGH u hemato-
onkologickych nemocnych - Prehled
a vlastni vysledky

'JaroSova M., 'Plachy R., 'PospisSilova H.,
Budinska E., 'Holzerova M., 'Papaijik T.,

*Mihal V., 'Indrak K.

'Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc
2Centrum biostatistiky a analyz, LF a PfF MU Brno
SPediatrickd klinika FN a LF UP Olomouc

V priibéhu poslednich dvaceti let se vyznamnym
zplsobem zménily naSe poznatky o moznych pfici-
nach vzniku nadorového onemocnéni. Bylo potvrze-
no, ze vznik nadorového onemocnéni je mnohakroky
proces, ve kterém dochazi ke kumulaci mnoha gene-
tickych zmén. Jsou to ziskané aberace, které pfed-
stavuji jak zmény v poctu chromosomdl, tak strukturni
zmény jako translokace, delece a amplifikace uréitel-
né cytogeneticky, tak genové prestavby a mutace de-
tekovatelné pfedevsim molekuldrné geneticky. Cilem
genetickych studif je urCeni vSech genetickych zmén,
ale jejich uréeni je komplikovano neznalosti jejich po-
¢tu a typu u daného onemocnéni. Potfebujeme meto-
dy s co nejvétsim potencialem k uréeni vétsiny, pokud
ne vdech genetickych zmén.

Takovou metodou je DNA microarray, kterd do-
voluje monitorovat v jednom experimentu stovky az
tisice gend najednou.

Metoda array komparativni genomova hybridi-
zace (arrayCGH) (array Comparative Genomic Hyb-
ridization) je molekularné cytogenetickd metoda, za-
lozend na kohybridizaci rozdilné znacené nadorové
a kontrolni DNA k microarray neboli ¢ipu. Microarray
je hybridizaéni sklo, na jehoz specidlnim povrchu
jsou umistény fragmenty DNA klonovanych genu.

Cilem naSeho sdéleni je informovat o principu,
sou¢asnych moznostech a vyuZiti metody arrayCGH
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k urCeni kvantitativnich zmén genli u nemocnych
s hemato-onkologickym malignim onemocnénim.

Podékovani: Prace je podporovana granty IGA
NC7644, MSM 619895920 a Grantem Cesko-viam-
ské spoluprace €.15.

Vyuziti DNA ¢ipu (profilti genové
exprese) pro molekuldarni diagnos-
tiku a predikci u karcinomu prsu
Svoboda M., Grell P., Petrakova K.
Masaryk(v onkologicky Ustav Brno, Klinika
komplexni onkologické péce, Brno

NaSe soucasné porozuméni pro vétsinu nadord
je stale omezeno pfedevsim na jejich histologickou
klasifikaci, grading, klinicky rozsah a ojedinélé mo-
lekularmi markery choroby. Kombinace téchto kri-
térii je vice ¢i méné uspésné pouzivana k rozliseni
prognosticky odlinych skupin. Z pohledu 21. stoleti
charakterizovaného rozvojem novych technologi
na poli molekularni biologie a genetiky, a existenci
¢astecné i kompletné zmapovanych genom jiz né-
kolika organism0, véetné dpIné sekvence lidského
genomu, se to jevi jako nedostate¢né. Je-li aberant-
ni genova exprese skuteéné klicovym krokem inici-
ace, promoce a progrese tumoru, a plati-li zakladni
dogma informaéniho toku v biologickych systémech
(DNA—RNA—protein—fenotyp), vznika tak pfed-
poklad, Ze biologické koreldty genové exprese jsou
identifikovatelné. Nadéje je proto vkladana do DNA
¢ipl (DNA microarrays), které pfedstavuiji zafizeni
schopné ve velmi kratkém ¢ase paralelné detekovat
a kvantifikovat expresi az desitky tisic gend (profil
genové exprese) a nebo identifikovat variabilitu ge-
netického kodu. DNA ¢ipové analyzy ndm umoziuji
globélini pohled na genovou expresi nadoru a iden-
tifikaci genetickych marker( dileZitych pro diagnos-
tiku, klasifikaci a predikci nddorového onemocnéni
(1). To dokazuije cela fada praci na toto téma publi-
kovanych. V nasi pfednasce se zaméfime na dosa-
vadni vyuZiti DNA €ipli a ziskanych profilli genové
exprese u karcinomu prsu. Ve struéném prehledu
nékteré vysledky uvadime.

Perou a kolektiv publikovali v roce 2000 v Natu-
re (2) a v roce 2001 v PNAS (3) préce, ve kterych
na zakladé profilu genové exprese identifikovali 4
hlavni skupiny karcinom{ prsu. Prvni skupina kar-
cinom( byla charakterizovana expresi cytokeratin(i
luminalniho typu a estrogenovych receptord. Byla
proto oznacena ,luminal group“ a podle intenzi-
ty exprese rozdélena na podskupinu ,luminal-A®,
s vysokou expresi téchto markerQ, a ,luminal-B /
luminal C* s nizkou expresi. Druhd skupina karcino-
md byla odliSitelnd pomoci vysoké exprese HER2.
Treti skupina, ,basal-like, se vyznacovala vysokou
expresi cytokeratini bazalniho typu a sporadickou
expresi estrogenovych receptord. Ctvrta skupina
byla pojmenovana ,normal breast-like“ a byla pro
ni charakteristickd exprese genli exprimovanych
pfedevsim tukovou a neepitelidini tkéni z karcinomu
prsu. Uvedené rozdéleni mélo silny prognosticky
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vyznam. Vicedimenziondlni biostatistické zpraco-
vani vysledk( navic potvrdilo unikatnost genového
profilu konkrétniho nadoru, nebot profily parovych
vzorkd z tumoru jednoho pacienta (pfed a po Ié¢-
bé, nebo primarni tumor a uzlinovd metastaza) byly
v naprosté vétsiné pfipadd fazeny do tésné vazby
k sobé, mezitim co profily tumor( od riiznych pacien-
td byly vzdy mnohem vice rozdilné. Z toho vyplyvaji
dvé dulezité informace. Za prvé, kazdy onkologicky
pacient je nositelem tumoru jehoz molekulami profil
je unikétni a odliSitelny, a za druhé, profil genové ex-
prese metastatického loZiska je odvozeny od profilu
primarniho nadoru. Uvedenych poznatkd Ize vyuzit
pro vyzkum prediktivnich a prognostickych moleku-
l&rnich markerd.

Klinického vyuziti DNA mikroGipd dosdhla ho-
landska skupina (van't Veer a kolektiv), kterd obje-
vila profil genové exprese zalozeny na 70 vyselek-
tovanych genech v jejichZ expresi se signifikantné
odliSovaly pacientky I. a Il. klinického stadia, u kte-
rych onemocnéni do 5 let od diagnosy metastazo-
valo nebo dosahlo 5 let kompletni remise [4]. V sou-
¢asné dobé byla pod zastitou EORT/BIG zahajena
multicentrickd prospektivni randomizovana klinicka
studie ll. fdze s ndzvem ,MINDACT* (Microarray In
Node negative Disease may Avoid ChemoTherapy),
ktera si klade za cil ovéfit funkénost tohoto 70 geno-
vého profilu. Bude-li jeho prognosticka sila potvrze-
na, budeme moci v klinické praxi na zékladé tohoto
profilu selektovat pacientky s karcinomem prsu I.
a Il klinického stadia k adjuvantni protinddorové
IéCbé. Identifikace profilu za podobnym dcelem, kte-
ry je zalozen na expresi 76 gend, se podafila i tymu
pracovnikd Y. Wanga. Jejich prace byla publikovana
v letodnim roce v Lancet (5). Klinického pouZziti po-
znatk( z DNA mikroipovych analyz vyuziva i ame-
rickd skupina z Dana Farber Cancer Institute, ktera
svou klinickou studii Il. faze zaloZila na zjisténi, ze
karcinomy prsu charakterizované bud pfitomnosti
BRCA1 mutace, nebo ,triple negative phenotype®
(ER-, PR-, HER-2 neg), nebo ,basal-like group”
genotyp tumoru, maji do jisté miry podobné profily
genové exprese (6). Vzhledem k tomu, ze v prek-
linickych experimentech byla prokazana zvySend
citlivost buné&nych linii karcinoml prsu nesoucich
BRCA1 mutaci k interkalaénim latkam (7), je u paci-
entek 1. a Il klinického stadia zafazenych do studie
podavana chemoterapie zalozena na cisplatiné.

Nabizi se fada dalSich vyuZiti stavajicich po-
znatk( z DNA ¢ipovych analyz. Napfiklad zajimava
je jisté otazka, zda karcinomy z jednotlivych podsku-
pin ,luminal A, B a C* maji stejny benefit z adjuvant-
ni lé¢by tamoxifenem? Nebo jestli DNA ¢ipy mohou
predikovat rezistenci na lé¢bu trastuzumabem?

DNA mikroCipy pfedstavuji technologii, kterd
bezesporu v blizké budoucnosti doséhne pouziti
v rutinni klinické praxi. Relativni mladost této tech-
nologie a jeji narocnost na metodiku a biostatistické
analyzy se sebou pfinasi rizika, ktera nas opravnéné
nuti ke zvySeni kriticnosti k dosazenym vysledkim
a k vy&kavani na zavéry klinickych studii.
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Podékovani: Prace byla provedena s pfispénim
vyzkumnych tkol(i: Grant IGA MZ CR - NR/8335 - 3
a NR/8270 - 3.
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Proteomické technologie

v biomediciné

Havlicek V.

Mikrobiologicky Ustav AV CR, Praha

Qd cca poloviny devadesatych let zcela vysadni
postaveni mezi analytickymi technikami pouzivanymi
v biologickych védéch zaujimé organickd hmotnost-
ni spektrometrie, kterd se nemalou mérou zaslouzila
o vznik proteomiky. Ddvody jejiho raketového startu
jsou prosté: hmotnostni spektrometrie je nesmirné
citliva, specifickd, rychld a ,umi“ pracovat i s velmi
komplikovanymi smésmi. Nejb&znéjsi proteinové-
-sekvenacni  hmotnostné-spektrometricky protokol
zatind zméfenim hmotnosti celé biomolekuly, ktera
je nésledné enzymové nebo chemicky rozstépena
na mensi ¢asti. Zméfené m/zhodnoty protonovanych
molekul peptid( se zadaji do nékterého z vyhleda-
vacich algoritm0, ktery srovnava zméfené hodnoty
s teoretickymi peptidovymi mapami dosud charakte-
rizovanych proteind (peptide mapping). Vyhledavani
v databazich se pohybuje v fadu sekund a pokud
protein timto postupem charakterizovan neni, pouZije
se nasledné metoda peptidového sekvenovani. Ko-
lizni spektra poskytuiji informaci o pofadi aminokyse-
lin v peptidu, které byva pro dany protein specifické.
Usporféadani experimentu se samoziejmé lisi podle
typu pouzitého hmotnostniho analyzatoru nebo je-
jich kombinaci. Zméfena kolizni spekira Ize srovnat
s databazi teoretickych koliznich spekter peptidu,
které vznikly Stépenim znamych proteind vybranou
protedzou, pfipadné hypotetickych proteind, jejichz
aminokyselinova sekvence byla ziskana teoretickym
pfekladem nukleotidové sekvence (pokud byl genom
daného organismu osekvenovan). Pokud neni pro-
tein charakterizovan ani timto postupem, zbyvaji dvé
moznosti. Tou prvni je de novo sekvenovani celého
proteinu, coZ je procedura zna¢né neelementarni. Je
tfeba stanovit sekvence z koliznich spekter vSech
peptidd a z nich nasledné cely protein sestavit. Dru-
hou variantou je ziskani ¢aste¢né sekvencni infor-
mace (sequence tag) z koliznich spektrer nékolika
peptidd, navrzeni primerd pro syntézu oligonukleoti-
dovych sond a findIné pfiprava, isolace a sekvenova-
ni cDNA, ktera dany protein kéduije.

Podékovani: MSMT (LC545), GACR (203/04/
0799 a 203/05/P575), Evropska Komise (MTKD-
-CT-2004-014407).
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Princip multiplexové analyzy a jeji
vyuziti v onkologické praxi

Karlikova M., Topoléan O., Vrzalova J.,
Holubec L.

Laboratof pro imunoanalyzu, Univerzita Karlova -
Lékarska fakulta Plzen

Multiplexové analyza je moderni a rychle se
rozvijejici metodou stanoveni biomarker( v riznych
klinickych materidlech. Jedna se o kombinaci pru-
tokové cytometrie a imunoanalytického stanoveni.
Zakladem stanoveni jsou molekuldrni reakce pro-
bihajici na barevné kédovanych mikrokuliCkéch. Az
100 razné kédovanych sad mikrokuliéek, nesoucich
rizné biologické ,sondy“ (tj. reagencie specifické
pro jednotlivé analyzy — antigeny, protilatky, oligo-
nukleotidy, enzymové substraty nebo receptory) pro
navézani analytu ze vzorku, umozriuje 100 riznych
reakci v jediném alikvotu vzorku, objem vzorku pro
analyzu je navic zapotfebi jen 10-50 mikrolitrd.
Testy probihaji na povrchu mikrokuliGek a mnozstvi
reakci, pfedstavujici mnozstvi stanovovaného ana-
Iytu, je ur€eno pomoci fluorescenéné znacenych
referenénich molekul, jez se navazi na molekuly
analytu zachycené na mikrokulickach. Poté jsou mi-
krokuli€ky s pouZitim tzv. nosné kapaliny v fadé za
sebou vnaseny do drahy paprskd dvou laser(i o roz-
dilné vinové délce. Jeden z laser(i excituje smés
barviv zabudovanou v mikrokuli¢kach a uréuje druh
analytu, druhy laser excituje fluorescencné znacené
referenéni molekuly na povrchu mikrokulicek a sta-
novuje mnozstvi analytu.

Tento systém multiplexové analyzy ma tedy dvé
hlavni vyhody:

1. moznost stanoveni az 100 analytd v jediném
alikvotu vzorku

2. maly objem vzorku potfebny pro analyzu — 10—
50 pL.

Tyto vyhody preduréuji metodu pro vyzkum,
kde je k dispozici jen omezeny objem vzorku (pra-
ce s laboratornimi zvifaty, zpracovavani materiélu
z tkénovych kultur a pod). V rutinni praxi se nepo-
chybné metodika uplatni pro vySetfovani biologicky
aktivnich latek u novorozenct a v pediatrii obecné.
Nové mozZnosti se objevi pfi vySetfeni bioptického
materidlu. Soucasné vySetfeni rozséhlého panelu
latek umozni daleko podrobnéji studovat nejen eti-
opathogenezi, ale i dynamiku chorobného procesu.
V souCasné dobé jsou jiz v rutinni diagnostice po-
uzivany panely pro stanoveni autoprotilatek, coz
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nejen zlepSuje diagnostiku, ale umozni i objektivni
kontrolu IéEby autoimunnich chorob. Nové moznos-
ti nabizi multiplexova analyza v onkologii Existujici
panely na stanoveni cytokind, adhesivnich molekul,
metaloproteindz a apoptotickych markerd, kromé
toho Ze pfispéji k lepSimu pochopeni invazivity na-
doru a procesu metastézovani, umozni i daleko spo-
lehlivé ur€ovat prognézu nddorového onemocnéni.
Nezastupitelné misto bude mit nepochybné multiple-
Xov4 analyza pfi volbé, optimalizaci a individualizaci
IéCby v onkologii. Nepochybné své vyuziti najde i pfi
dynamickych dlouhodobych studiich pfi zkouSeni
a klinickém ovéfovani novych Iékd. Umozni zvolit
kombinaci parametr(i podle potieby s ohledem na
charakter provadéné terapie a studovat i vzajemné
interakce parametrd.

V soucasné dobé se jednd o metodu pfedevsim
vyzkumnou, ale velice rychle je mozno ofekavat jeji
pouZiti v rutinni kazdodenni klinické praxi. Je nut-
no se zminit i o nékterych nevyhodach této metody
pro klinickou praxi, coz jsou pfedevsim dlouhé asy
inkubace (14-18 h), a tedy nelze analyzy provadét
statimoveé, a téz se metoda nevyplati pro maly pocet
vzorkl (< 10).

V nasi laboratofi se iz nékolik mésicl zabyva-
me stanovenim cytokind, interleukind a adhezivnich
molekul v lidském séru a plazmé. Vysledky téchto
studii budou uvedeny v ramci prezentace.

Aplikacia Q-RT-PCR pri stanoveni
hladiny fizneho génu AML1/ETO
Rohoii P., Rozmanova $., Hubadek J.,
Szotkowski T., Papajik T., Indrak K.,

Jarosova M., Rusinakova Z.
Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Akutna myeloidnd leukémia (M2-FAB) m& podi-
el na 20-25 % v3etkych AML. Asi v 7-8 % pripadov
de novo vzniknutych AML M2 (FAB) sa vyskytuje
prestavba 1(8;21), jej vysledkom je fuzia génov
AML1/ETO (RUNX1/CBFA2T1).

AML1 gén (tieZ nazyvany CBFA2T1) sa nachéd-
za na chromozéme 21922, kéduje DNA viazucu
podjednotku CBF B (core binding factor) transkripé-
ného komplexu. AML1 protein je organizovany do 3
usekov: centrdlna Cast vykazujlca Runt homoldgiu
s DNA viaZzucou doménou, sekvencia s vazbou
k nukleédrnej matrix, C-termindina transaktiva¢na do-
ména. ETO gén (tiez nazyvany RUNX1) sa nachad-
za na chromozéme 8q22, kdduje cicavéi homolog
proteinu Nervy u Drosophily. RUNX1/CBFA2T1 pro-

tein zvySuje aktivitu histdnovej deacetyldzy avSak
nie histdnovej acetyltransferazy. Vysledkom tychto
zmien je transkripéné represia.

Pritomnost fuzneho génu AML1/ETO znamena
vysoku pravdepodobnost responzibility na liecbu
s obsahom Ara-C. Sledovanie mnozstva kdpii AML1/
ETO fuzneho génu umoziuje kontrolovat odpoved
na lie¢bu a taktieZ MRD. Je v3ak zrejmé, ze i pacien-
ti, ktori su v klinickej remisii, maju ¢asto zostatkovu
pozitivitu prestavby.

Na naSom pracovisku pouzivame metddu real-
-time PCR uréenu pre kvantitativne monitorovanie
fdzneho génu u AML-M2. Analyza je realizovana na
pristroji LightCycler s vyuZzitim hydrolyzaénej sondy
pre transkript AML1/ETO a hladina transkriptov AML1/
ETO je vztiahnuté k expresii kontrolného génu ABL.

Metddou Q-RT-PCR ma pomocny diagnostic-
ky charakter a umoznuje pri dlhodobom sledova-
ni hladiny fuzneho génu AML1/ETO predpovedat
relaps ochorenia. V préci su referované prvé vy-
sledky dosiahnuté u pacientov s AML-M2 metddou
Q-RT-PCR.

Podakovanie: Préca je podporovana grantami
MSM 619 895 9205.

Detekce mutaci v onkogenu K-ras

v pankreatické stavé pomoci metody
Real-Time PCR

Stankova M., Nadvornik R.

Institute of Applied Biotechnologies, a.s., Praha

Karcinom pankreatu patfi mezi onemocnéni
s narlstajici incidenci a vysokou mortalitou. Pouze
4% pacientl pfeziva pét let po diagndze. V soucas-
né dobé je s pouzitim dostupnych vySetfovacich
metod karcinom pankreatu odhalen obvykle az
v pokro€ilém stadiu. Proto je nutné hledat takové
metody, které pomohou onemocnéni ur€it jiz v je-
ho rané fazi.

Somatické mutace v onkogenu K-ras se objevuiji
u pacientl s karcinomem pankreatu, ale i u dalSich
onemocnéni jako napf. kolorektalni karcinom a kar-
cinom plic. Detekce K-ras mutaci v pankreatické
onemocnéni a umoziovala by rychlejsi zahajeni
|éCby. Moznym problémem je dosazeni dostatecné
citlivosti stanoveni. Tato pr &ce pfedstavuje aplika-
ci Real-Time PCR pro detekci mutaci v genu K-ras.
Metoda je vysoce citliva, je mozné zachytit az 10 mu-
tovanych bunék v 1 milionu bunék zdravych.

Préace podpofena grantem MPO 1H-PK/45
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3. PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNiI FAKTORY |

13.30-15.35 hod. sal PEGASUS

Predsedajici: MIHAL, V.; NOVOTNY, J.; TROJANEC, R.

Evoluce prognostickych faktora

u détské leukémie

Mihal V.!, Pospisilova D.!, JaroSova M.,
Holzerova M.?, Janostakova A.%, Hajduch M.®
'Détska klinika LF UP a FN Olomouc
2Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc
SLaboratof experimentalni mediciny, Détska
klinika LF UP a FN Olomouc

Pouzitim intensivnich lécbnych protokold doka-
Zeme dnes vylécit az 80 % déti s akutni lymfoblastic-
kou leukémii. Za tento Uspéch vdééime zavedenim:
1. ndsledné kombinované chemoterapie
2. profylaxe CNS
3. stratifikace pacientl podle prognostickych fak-

tor(i, které predikuji riziko relapsu
4. intenzifikované éCby zalozené na riziku a
5. rozsahlych, kontrolovanych a obvykle randomi-

zovanych Klinickych studii.

V klinickych studiich u déti s ALL byla u vice
nez 60 prognostickych faktor( nlezena statistickda
vyznamnost. Prognostické faktory jsou klasifikova-
ny podle jejich pdvodd: souvisejici s hostitelem,
s nemocinebo s Iéébou. Vsechny faktory jsou pro-
duktem mimofadného pokroku v oblasti imunologie,
bunécné biologie, cytogenetiky, molekularni geneti-
ky, farmakologie, infekénich nemoci, statistiky, formy
klinickych studii a 1é&by nadorovych onemocnéni.
Nékteré prognostické faktory byly odvozovany spise
empiricky nez hypoteticky a jejich prediktivni hodno-
ta byla kazdych 3-5 let ovéfovana Upravou kritérii
pro stratifikaci pacientl. AZ Donadieuova kriticka
analyza vSech dostupnych klinickych studii v letech
1972-1994 potvrdila, ze pouze vék a pohlavi a ini-
cialni pocet leukocytd a karyotyp si i v multivariaéni
analyze udrzely svou statistickou vyznamnost. Je-
jich prediktivni hodnota je ale nizké: 1,1% pro po-
hlavi, 2,0% pro vék, 3,5% pro inicialni pocet leuko-
cytl a 1,6 % pro karyotyp. Nizké prediktivni hodnoty
reflektuji vzécnost vysoce nepfiznivych faktor( ale
i relativné vysoky poCet zemfelych pacientd, ktefi
mivaji pfznivé faktory. Zadny z uvedenych faktord
ale ,nefunguje” nezavisle.

Autofi hledaji korelace mezi vyvojem prognos-
tickych faktor( a vyvojem lécebnych vysledkd akut-
ni lymfoblastické leukémie u déti. Blize se zabyvaji
vlastnim pfinosem pfi hledani novych prognostic-
kych faktord z oblasti cytogenetiky, molekularni
genetiky, farmakogenetiky (véasnd odpovéd na in-
dukéni 1é€buy) a Iékové rezistence.

Podporovéano grantem NC7495-3/2003 a MSM
6198959216.

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

Experimentdlni aspekty vysetfovani
molekularnich prediktori nadorové
1ééby

"Minarik M., 'BeneSova-Minarikova L.,
Hrabikova M, 'Bel$anova B., ?Brliha F.,

2Tefl M., *Muken§nabl P., 2Pesek M.

'Laboratof molekularni onkologie, Genomac
International, s.r.0., Praha

2Klinika TRN, FN Plzen, Plzen

sUstav patologické anatomie, FN Plzen, Plzeft

VySetfovani molekuldrnich profild tumord se
v posledni dobé stdvd vyznamnym nastrojem pfi
racionalni volbé nadorové terapie. Mezi nejcastéjsi
patfi analyza somatickych genetickych alteraci jako
jsou genové amplifikace, genové mutace, ¢i nad-
mérnd genova exprese. K témto zménam dochazi
v dUsledku neoplastické transformace a Ize je proto
detekovat v nadorovych buikach ziskanych napf.
z biopsii, resekatli nebo cytologickych preparatu.
Obecné se pfedpokladd, Ze na jejich zakladé Ize
odhadnout biologickou podstatu daného nadoru
a predikovat jeho chovani a odpovéd na zvoleny
terapeuticky postup. Zcela nové moznosti pfindSeji
metody selekce jednotlivych nadorovych bunék po-
moci laserové mikrodisekce a vyuziti vysokocitlivych
technik zalozenych na selektivni PCR amplifikaci.

Prestoze jsou uvedena vySetfeni ¢asto aplikovana
v onkologické praxi, existuje stale fada faktord, které
maji z&sadni vyznam pro u¢innost pouzivanych metod
a presnost ziskanych vysledku. Mezi nejddleZitéjsi patfi
metodika pfipravy a zpracovani vzorkd, citlivost pouzi-
vanych metod a spravné vyhodnoceni ziskanych dat.
Soucasti sdéleni bude presentace ukazkovych piikladd
z oblasti vy3etfeni molekularnich prediktor( u nemalo-
bunééného karcinomu plic a karcinomu pankreatu.

Molekulédrné cytogenetickéa analyza
bunék mozkovych tumort

Kramaf F.°, Zemanova Z.!, Babicka L.,
Ransdorfova $.2, Sindelafova L.!, Bfezinova J.2,
Michalova K."?, Hrabal P.%, Kozler P.2

'Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav

klinické biochemie a laboratorni diagnostiky,
VSeobecnd fakultni nemocnice a 1. LF UK, Praha
2Ustav hematologie a krevni transflze, Praha;
*Neurochirurgicka klinika 1. LF UK, Ustredni
vojenska nemocnice, Praha;

“Bioptické laboratof, Ustfedni vojenska
nemocnice, Praha.

K nejcastéj$im nadorlim centrélni nervové sou-
stavy patfi gliomy. Jedna se o heterogenni skupinu

tumord rdznych histologickych subtypl. Nejpocetnéji
jsou zastoupeny nadory vychazejici z astrocytarni
fady a z oligodendrocyt(i. V sou¢asné dobé je klas-
icka lécba gliom0 (chirurgie, aktinoterapie, che-
moterapie) znacné neuspésnd. RovnéZ diagnostika
glidlnich subtypl zaloZzena na bunétné morfologii
je do zna¢né miry subjektivni a jednotlivé subtypy
nelze nékdy odlisit ani pomoci specifickych imuno-
histochemickych marker(. Proto je nezbytné hledat
nové diagnostické a prognostické ukazatele, které by
umoznily stratifikaci 1é¢by a vedly tak ke snizeni mor-
bidity a mortality nemocnych. Jednou z moznosti je
subklasifikace nemocnych do diagnostickych skupin
podle nalezu specifickych chromosomovych aberaci.

K detekci chromosomovych aberaci v glidInich
burikéch pouzivame I-FISH s lokus-specifickymi a/ne-
bo o-satelitnimi sondami od firmy Abbot-Vysis™ (hod-
notime nejméné 200 interfaznich jader; hodnota cut-
-off 2,5%; smérodatnd odchylka >0,5%). V zavislosti
na typu nadoru sledujeme nejcastéjsi chromosomové
aberace, tj. delece tumor-supresorovych genli TP53,
p16 a RB1, delece chromosomovych oblasti 1p36 a
19913.3, amplifikace genu pro EGFR, trisomie chromo-
somu 7 a monosomie chromosomu 10. Vy3etfujeme
vzorky tkané tumoru odebrané pro histologickou diag-
nostiku a cytogenetickou analyzu provadime vzdy az
po morfologické klasifikaci nadoru.

Metodou I-FISH jsme vy3etfili vzorky nédorové
tkané celkem 30 pacientl s histologicky diagnostiko-
vanym gliomem (8x diflizni astrocytom, grade II; 5x
anaplasticky astrocytom, grade Ill; 8x glioblastom,
grade 1V; 2x oligodendrogliom, grade Il; 7x anapla-
sticky oligodendrogliom, grade Ill). U 1 pacienta s
anaplastickym astrocytomem (AA) byla nalezena
amplifikace EGFR genu. U tfi nemocnych s AA jsme
prokézali deleci genu p16, z toho v jednom pfipadé
se jednalo o deleci bialelickou (zhorend progndza).
Ve skupiné nemocnych s glioblastomy jsme pot-
vrdili vysokou ¢etnost monosomie chromosomu 10.
U 7 pacientll s oligodendrogliomy byla potvrzena
kombinovana delece 1p36 a 19q13.3, u vSech byla
doporu¢ena chemoterapie jako primarni lé¢ebnd mo-
dalita.

I-FISH poskytla informativni vysledek v 27 pfi-
padech (90%), u 3 nemocnych bylo vySetfeni nein-
formativni z divodu Spatného odbéru vzorku. I-FISH
je vhodna diagnosticka metoda pro detekci chromo-
somovych aberaci v bunikdch mozkovych nadord.
Molekularné cytogeneticka analyza upfesniuje dia-
gnostiku mozkovych glioml a zérovenh napomahd
urcit progndzu pacienta.

Préce byla podpofena grantem IGA MZ CR
1A/8237-3.
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Prognosticky a prediktivni

vyznam proteini asociovanych

s mnohocetnou Iékovou rezistenci
u pacientli s nemalobunéénym
karcinomem plic.

18karda J., 2Hajdtich M., 'Bouchal J.,
2Dzubak P., 'Tichy T., *Klein J.,*Kolek V.,
SFridman E., 'Kolar Z.

1Ustav patologie & Laboratof molekuldrni
patologie LF UP a FN, Olomouc

%L aboratof experimentalni mediciny pfi détské
klinice LF UP a FN Olomouc

8. Chirurgické klinika LF UP a FN Olomouc
“Klinika tuberkulézy a respiracnich nemoci LF UP
a FN Olomouc

sUstav patologie, Chaim Sheba Medical Center,
Tel Hashomer, Israel

Jednou z hlavnich pfi¢in neuspéSnosti chemo-
terapie nemalobunééného karcinomu plic je vyvoj
mnohocetné lékové rezistence (MDR).

MDR je definovand jako rezistence na cytostati-
ka s rliznou strukturou a mechamizmem Uginku. Jeji
prognosticky a prediktivni vyznam u pacienti s ne-
malobunéénym karcinomem plic nebyl do dnesni
doby uspokojivé objasnén.

Z uvedeného divodu jsme sledovali imunohis-
tochemickou expresi MDR asociovanych proteind
u 220 pacientl s operabilnim nemalobunéénym kar-

cinomem plic.
Detekce exprese byla provadéna standardni
dvoustupfiovou imunoperoxiddzovou metodou

za pouZiti komercné dostupnych monoklonélnich
protilatek anti Pgp (p-glykoproteinu), MRP (multi-
drug resistance asociovaného proteinti), Topoizo-
merdze |I. alfa, tkdfové transglutaminaze a jinym
proteindm zodpovédnym za regulaci bunééného
cyklu a apoptozy. Vysledky byly korelovany s dél-
kou pfezivani a délkou bezpfiznakového obdobi.
Dané vysledky byly zaroven korelovany s vysledky
testu viability primarnich nadorovych bunécnych
kultur (MTT testu). Bylo zjisténo, ze exprese Pgp,
MRP, stejné jako ztrata exprese p53, je u pacient
s NSCLC nepfiznivym prognostickym faktorem.
Exprese Pgp, MRP a tkanové transglutamindzy
soucéasné indikuje mensi citlivost bunék nadoru na
néktera cytostatika.

Podékovani: Prace byla podpofena grantem
IGA MZ CR NR/8386-3/2005 a MSM 6198959216.

Ma testovdani in vitro rezistence
prognosticky vyznam u operovanych
pacientii s NSCLC st. 11IA?

Grygarkova ., Kolek V., Klein J., Neoral ¢,
Hajduch M.

Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy,

I. chirurgickd klinika, Laboratof experimentélni
mediciny FN a LF UP Olomouc

Byl hodnocen soubor 65 pacient(i s nemalobu-
nécnym karcinomem plic ve stadiu IllA, kterym byly

16

podany 3 cykly neoadjuvantni chemoterapie. Skupi-
né 34 nemocnych ve sloZeni paklitaxel 200 mg/m?
den 1 a karboplatina (AUC 6) d1, v intervalu 21 dnd.
Skupiné 31 nemocnych pak vinorelbin 30 mg/m?
d1,8 a karboplatina (AUC 6) d1, rovnéz v intervalu
21 dn0. Po 3 cyklech se u vSech pacientl proved-
lo celkové preSetfeni a byla zvazovana operabilita
onemocnéni. Vékovy primér pacientd &inil 52 let ve
skupiné léCenych paklitaxelem a 64,5 let ve skupi-
né léCenych vinorelbinem. Nej¢astéji byl zastoupen
spinocelularni karcinom. Tolerance neoadjuvantni
chemoterapie byla velice dobra, toxicita nizka. Ze
skupiny 1é&enych paklitaxelem bylo operovano 26
pacientli (76,5%), RR byl 67,7%, v 11 pfipadech
doSlo k progresi onemocnéni (32,4 %). Ve skupiné
IéCenych vinorelbinem bylo operovano 21 pacientl
(67,7 %), RR byl 71% a v 9 pfipadech doSlo béhem
neoadjuvantni chemoterapie k progresi onemocnéni
(29%). Po operaci byly odebrané nadorové burky
testovany MTT testem ur€ujicim chemorezisten-
ci in vitro. Bylo pokracovano selektivni adjuvantni
chemoterapii. U operovanych pacientli ve skupiné
s paklitaxelem ¢ini 3leté prezivani 66,7% a 5leté
pfezivani 50 %, ve skupiné s vinorelbinem ¢ini 3leté
pfeZivani 62,5% a 5leté pfezivani 40 %.
Préce podpofena grantem MSM 6198959216.

Pfidatné chromosomové zmény

u pacientii s CML Iééenych
prepardatem Glivec

'Holzerova M., 'Faber E., 'PospiSilova

H., 'Strasilova J., Voglova J., ®Divoky V.,
SNausova J., 'Indrak K., 'JaroSova M.
'Hemato-onkologicka klinika FN a LF Olomouc
FN Hradec Krélové

sUstav biologie LF UP Olomouc

Nemocni s chronickou myeloidni leukemii ne-
reaguijici na lécbu interferonem alfa, nemocni v ak-
celerované fazi CML, pfipadné v blastickém zvratu
CML, jsou v soudasné dobé lé&eni preparatem
Glivec — specifickym tyrozinkindzovym inhibitorem
aktivity BCR/ABL onkogenu, ktery hraje zésadni roli
v patogenezi CML.

Cilem nasi cytogenetické a molekularné cytoge-
netické studie byla detekce flzniho genu BCR/ABL
a dalSich pfidatnych chromosomovych zmén u paci-
entl 1é¢enych preparatem Glivec.

72 nemocnych bylo vySetfeno metodami kla-
sické cytogenetiky a pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) se sondou LSI BCR/ABL-ES
(VYSIS™).

Do studie bylo zafazeno 41 muzl a 31 Zen
s medidnem véku 52 rokl (rozpéti 17-71), prdmér-
na délka lécby preparatem Glivec byla 18 mésicl
(s rozpétim 1-39). V dobé zahajeni 1é&by byl u 51
nemocnych detekovan pouze Ph1 chromosom, u 21
nemocnych byly navic detekovany pfidatné chromo-
SOmoveé zmeény.

Cytogeneticka a molekuldrné cytogenetickd od-
povéd na lé¢bu byla kontrolovdna po 12 mésicich

1éCby. V pribéhu prvniho roku lécby zemfelo 11 ne-
mocnych. Cytogenetické a molekuldrné cytogenetic-
ké remise dosahlo 51 (84 %) nemocnych (kompletni
odpovéd 7, velkd odpovéd 41 a mald odpovéd 3),
u 10 (16 %) nemocnych cytogenetickd odpovéd do-
sazena nebyla. VSichni nemocni s intersticiani de-
leci dlouhych ramen chromosomu 9 odpovédéli na
IéCbu, jeden z nich dosahl kompletni cytogenetické
remise. U 4 nemocnych se bé&hem lécby vyvinuly
nové chromosomové aberace, u dvou z nich v Ph
pozitivnim klonu.

Vysledky cytogenetické a molekularné cytoge-
netické studie u 72 nemocnych neprokézaly po 12
mésicich 1é¢by preparatem Glivec horsi odpovéd
na lé¢bu u nemocnych s deleci 9q ve srovnéni
s nemocnymi bez pfidatnych chromosomovych
abnormalit.

Prace je podporovana grantem IGA NC7490,
GA301/04/1239 a MSM 619 895 9205

Neinvazivni diagnostika karcinomu
mocového méchy¥Fe metodou I-FISH
'Houskova L., 'Zemanova Z., 2Bfezinova J.,
Babjuk M., *PesI M., 'Michalova K.

'Centrum nadorové cytogenetiky, UKBLD, VFN,
Praha

2(Jstav hematologie a krevni transfuze, Praha
3Urologicka klinika, VFN, Praha

Karcinom mocCového méchyfe je Sestou nej-
¢astéj8i malignitou u muzd a tfinactou u zen. Mize
se vyskytovat v povrchové formé (70-80%), kte-
rd velmi ¢asto recidivuje nebo v invazivni formé
(20-30 %) provazené Castymi metastazami (50 %).
Karcinom mogového méchyfe se vyznacuje velice
heterogennim chovéanim dané jeho biologickym
potenciélem. Proto je velmi obtizné stanovit vyvoj
onemocnén.

Mezi bézné diagnostické metody patfi cytolo-
gické vySetfeni moci a cystoskopie s odbérem biop-
tického materidlu. Nicméné cystoskopie je metoda
invazivni a stejné tak, jako cytologie mo¢i, je malo
citliva pfi detekci papildrnich tumord a CIS (carcino-
ma in situ).

Cilem nasi studie je zhodnotit citlivost a specifi-
tu metody I-FISH s kitem Urovysion Bladder Cancer
Recurrence (Abbot-Vysis). Tento kit obsahuje centro-
merické sondy pro chromozomy 3, 7 a 17 a lokus-spe-
cifickou sondu pro oblast 9p21. Nadorové buriky jsou
charakterizovany pfitomnosti aneuploidii chromozo-
mu 3,7 a 17 nebo bialelickou deleci lokusu 9p21.

Dosud jsme analyzovali 85 vzork(l mo¢ovych se-
dimentd na pfitomnost nadorovych bunék u pacientd
v rozmezi véku 18-88 let. U 35 pacienttl byl nélez
negativni (41,1%), u 50 byl nélez pozitivni (58,9 %).
U pozitivnich nalezt $lo ve 34 pfipadech o aneuploi-
die (68 %), v 16 pfipadech o bialelickou deleci loku-
su 9p21. U tohoto souboru nemocnych provedeme
korelaci cytogenetickych a klinickych vysledku.

Podékovani: Prace byla podpofena vyzkumnym
zamérem MSM 0021620808.
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Nase prvni zkusenosti s molekuldarné
genetickym stanovenim prognostic-
kych faktort u karcinomu prostaty
Dvorackova J.!, Uvirova M.!, Nedbalek A.?
'CGB laboratof spol. s r.0. Ostrava

2Oddéleni urologie Vitkovicka nemocnice Ostrava

Identifikace pacient(,ktefi maji zvySené riziko
postoperativni rekurence karcinomu prostaty je dd-
lezitym cilem pro stanoveni strategie a 1é¢by a pro
Lfollow up*“. Pro identifikaci pacientl s vysokym rizi-
kem rekurence po radikéini prostatectomii jsou vy-
uzivany mnohé prognostické markery jako hladina
PSA, histologicky grade, velikost nddoru a také DNA
ploidie .

Je prokézéno, Ze s progresi karcinomu prostaty
je spojeno mnoho chromozomalnich a genetickych
abnormalit. NejCastéji postizenym chromozomem
u karcinomu prostaty je chromozom 8 a nejcastéj-
imi chromozoméalnimi zménami jsou ztrata oblasti
8p22 a zmnozeni oblasti 8g24. Tyto zmény jsou aso-
ciovany se $patnou progndzou u pacientli s high-
-grade pokrocilym karcinomem prostaty.

Na lokusu 8p22 se nachazi tumorsupresorovy
gen LPL (lipoprotein lipase). Ztrata heterozygozity,
kterd je popisovana az u 69% karcinoml prosta-
ty, je pak zodpovédna za iniciaci a ¢asnou udalost
v tumorogenezi prostaty. Neni v8ak na rozdil od
c-myc genu v pfimé souvislosti s drovni Gleasono-
vym skdre.

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

Lokus 8924 je oblasti na které je lokalizovan onco-
gen c-myc, ktery reguluje bunéénou proliferaci a apo-
ptézu. Nélezy ukazuji, ze amplifikace tohoto genu ma
pfimou souvislost s Gleasonovym skére v tom smyslu,
Ze u pacientdl s amplifaci genu c-myc je Gleasonovo
skore vyssi a amplifikace genu se nachazi u pacientd
s progresi nadoru a metastatickou aktivitou.

Pro stanoveni amplifikace genu c-myc nebo de-
lece oblasti 8p22 se nejéastéji vyuziva metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH) na parafinovych
fezech. Pfi této metodé se vyuziva zndmy usek DNA
(sonda), ktery je obarven fluorochromem a pfihyb-
ridizovan k DNA vySetfovaného vzorku. Pro vySet-
fovani vySe uvedenych abnormalit chromozomu 8
u karcinomu prostaty vyuzivdme sondu Pro Vysion
Multi-Color Probe firmy Vysis, ktera obsahuje tfi riiz-
né znacené Useky DNA chromozomu 8.

Nélezy potvrzuji literarni Udaje, avSak retrospek-
tivné vySetfované materidly pochézejici pfedevsim
z TURP nesplfuji kritéria pro hodnoceni uvadéna
v zahraniéni literatufe. Pfi¢inou je nedostatecné
mnozstvi diagnostického materidlu, které je jak pri-
marniho plvodu, avSak pravdépodobné také doSlo
k vykrjeni materidlu pfi pouZiti jinych specidlnich
metod pfi diagnostice karcinomu.

Pfi diagnostice 1ézi prostaty je vhodné jiz pfi
prvotnim zpracovani dodaného materidlu poci-
tat s moznym provadénim cytogenetické analyzy
a podle toho také volit strategii fez(i pro specidini
metody. Jedny z prvnich fezli by mély byt vyclené-

ABSTRAKTA / BLOK 3

ny pro moznou naslednou metodu FISH, aby bylo
zajistén dostatek nadorovych element( k hodnoceni
genetickych aberaci.

Podékovani: dékujeme za spolupraci MUDr.
Marté Cibulkové, zastupkyni firmy Abbott.

Vyznam stanoveni biologické aktivity
ndadoru pro prognézu a volbu terapie
'Holubec L., 2Topol¢an 0., ‘Teska V., *Finek J.,
'Pesta M.

'Universita Karlova-Lékarska fakulta Plzen-
Centralni radioizotopova laboratof

2FN Plzen — Bory — oddéleni nuklearni mediciny-
Usek imunodiagnostiky

SFN Plzen — Bory — Radioterapeutické

a onkologické odd.

*FN Plzen - Lochotin — Chirurgické klinika

Prace je pfehledem vybranych biologickych
markerd, které maji vyznam pro stanoveni progné-
zy a pro volbu protinadorové Ié¢by. Jednd se o cy-
tokininy, metalloproteindzy, faktory angiogeneze,
apoptdzy, proliferatni nadorové markery a klasické
bunééné nadorové markery. Je diskutovana jejich
souvislost se vznikem a rozvojem nadorového one-
mocnéni a jejich vzajemné interakce. V piehledu je
uveden ndvrh stupriovité diagnostiky a ur¢eni pro-
gnézy pred operaci a v pribéhu follow up. Je podan
navod k optimalnimu monitorovani lé¢by pomoci
nadorovych markerd.
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Pfedsedajici: SMARDOVA, J.; EHRMAN, J.; ECKSCHLAGER, T.

Cancer primary prevention
Ginopulos P.

abstrakt nedodan

Funkéni analyza separovanych alel
v kvasinkéch: spolehliva metoda

k uréeni statutu nadorového
supresoru p53

'Smardova J., 'Svitakova M., 2Ravéukova B.,
'Grochova D., 'Varkova J., 'Kroupova I.
"Laboratof molekulérni patologie UPA FN Brno
20LG FN Brno, Brno

Nadorovy supresor p53 je sekvenéné specific-
ky transkripéni faktor, ktery se vaze na DNA a fidi
expresi mnoha svych cilovych gen( jako odpovéd
na bunéény stres. Somatické mutace genu p53
pati k nejéastéji detekovanym mutacim u lidskych
nador(. Zarode¢né mutace genu p53 jsou nejéas-
téj8i pfiCinou vzécného déditného onemocnéni
Li-Fraumeniho syndromu. Pro detekci mutaci p53
Ize pouzit nékolik rliznych metod, mezi nimi také
funkéni analyzy separovanych alel v kvasinkach
(functional analysis of separated alleles in ye-
ast — FASAY).

FASAY je citlivd semikvantitativni metoda po-
uzivana k detekci mutaci p53 v klinickém mate-
ridlu (v nadorové tkani, v burikdch periferni krve,
apod.). Metoda vyuziva reparacniho mechanismu
na principu homologni rekombinace (,gap repair®),
ktery se uplatiiuje v kvasinkovych burikach, a také
faktu, ze lidsky protein p53 funguje v kvasinkéch
jako transkripCni faktor. Transkripéné aktivaéni
schopnost p53 odvozeného metodou RT-PCR
z vySetfované tkédné je v kvasinkovych burikach
testovana s vyuzitim reportérského genu ADE2.
Mira transaktivaéni schopnosti p53 je hodnocena
podle zbarveni kvasinkovych kolonii, které rostou
na plotnach s nizkou hladinou adeninu. K vyhodam
FASAY patfi, (1) Ze analyzuje obé alely genu p53
oddélené, (2) vysoka citlivost — zachyti asi 10% bu-
nék s mutaci p53, (3) moznost rozlisit piné inaktivu-
jici mutace p53 od ¢aste€né inaktivujicich, (4) ana-
lyzuje podstatnou &ast genu p53 (koddny 67-346)
a (5) umoznuje pfipravu templatl pro sekvenovani
DNA. Mezi nevyhody patfi to, ze nezachyti urcité
typy mutaci (napf. mutace vedouci k alternativni-
mu sestfihu, mutace v promotoru), neanalyzuje
cely gen p53 a vychozi analyzovanou molekulou je
RNA, ktera se rychle degraduje.

Podékovani: Prace je podporovéana grantem
IGA MZ CR ¢&. NR/8068-3.
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Polycombni geny BMI-1 a EZH2
ukarcinomu cervixu

Wrzalikova K., 2Murray P.G.’, 2Reynolds G. M.’
'Ehrmann J.

"Laboratof molekuldrni patologie a Ustav
patologie, LF UP a FN Olomouc

2Cancer Research UK Institute for Cancer
Studies, The University of Birmingham,
Edgbaston, Birmingham, United Kingdom

Proteiny ,Polycomb Group® (PcG) jsou tran-
skripéni represory zpusobuiici stabilni epigenetickou
modifikaci cilovych genl a podilgjici se na regulaci
buné&ného cyklu i udrzovani bunééné identity. Ra-
da dosud publikovanych praci prokazuje vztah mezi
poruchami exprese a regulace genl PcG a nadoro-
vou transformaci bunék. Cilem studie bylo pfispét
k objasnéni role proteind BMI-1 a EZH2 v patoge-
nezi cervixu. Exprese BMI-1 a EZH2 proteini byla
sledovéana pomoci nepfimé immunohistochemické
techniky na souboru 39 vzorkl cervixu s normainim
a patologickym histologickym nélezem. Déle byla
sledovana traskripce genti BMI-1 a EZH2 v lidskych
cervikalnich néadorovych bunéénych liniich Hela,
CaSki, SiHa (HPV+) a C33a (HPV-) metodou kvan-
titativni PCR. Exprese proteinu BMI-1 u vzorkd CIN
Il a invazivniho dlazdicobunééného karcinomu byla
zvysend ve srovnani s kontrolni skupinou. Exprese
proteinu EZH2 byla variabilni. Pfitomnost HPV v ce-
rvikdInich bunéénych liniich korelovala se snizujici
se expresi BMI-1 a EZH2 gend. ZvySend exprese
proteinu BMI-1 u CIN IIl a dlazdicobunééného kar-
cinomu cervixu svéd¢i 0 mozné roli tohoto proteinu
v patogenezi karcinomu cervixu.

Préce byla podpofena MSM 6198959216 a Can-
cer Research UK.

Primarni lymfomy CNS a virové
infekce EBV a HERV

'Ehrmann J., 'Kodousek R., 'Sedlakova E.,
2Nelson P.N., *Dvorak P., *Vaverka M.
"Laboratof molekulérni patologie a Ustav
patologie, LF UP a FN Olomouc

2Molecular Immunology Laboratories, School of
Applied Sciences, University of Wolverhampton,
United Kingdom

*Neurochirurgicka klinika LF UP a FN Olomouc

Primarni lymfomy CNS (PCNSL) fady B patfi
mezi vzécnéj$i nadory mozku, avdak jejich inci-
dence v poslednich letech vzrista. Pfi¢iny nejsou
dostatecné objasnény, jednim z dllezitych faktor(
vSak mlze byt stav imunitniho systému a vliv virové

infekce. Mezi viry, jez se mohou podilet na vzniku
PCNSL patii pfedevim EBV (virus Ebstein Barro-
vé), pfedpoklada se vSak role i jinych neurotropnich
virQ. Mezi tyto viry mohou patfit lidské endogenni
retroviry (HERV — Human Endogenous RetroViru-
ses) jejichz sekvence tvofi asi 1% lidského geno-
mu a pravdépodobné hraji dulezitou roli v procesu
kancerogeneze mnoha typl nadorl. Role HERV
u PCNSL neni znama, bylo ale zjisténo, ze EBV je
schopen aktivovat nékteré HERVs. Cilem studie by-
lo zjistit, zda u PCNSL jsou exprimovany transkripty
EBV a HERVs a pfispét k objasnéni jejich pfipadné
role v patogenezi PCNSL. Soubor tvofilo 29 pfipadl
PCNSL fady B, jez byly diagnostikovany dle WHO
na UP LF UP Olomouc v letech 1995-2004. K pri-
kazu exprese transkriptd EBV a HERV byla pouzita
metoda nepfimé imunohistochemie s vyuzitim pri-
marnich monoklonalnich (LMP, EBNA-2) a polyklo-
nalnich (HERV-K10) protilatek. Vysledny signal byl
hodnocen semikvantitativné pomoci H-skére. Nega-
tivita exprese LMP a EBNA-2 u v3ech studovanych
pfipadu podporuje v sou¢asnosti preferovanou teorii
o malém vlivu EBV na patogenezi PCNSL u pacien-
td s funkEnim imunitnim systém. Pozitivita exprese
HERV-K10 pak mize svédCit o nezavislosti tohoto
viru na aktivaci EBV a o jeho roli v genezi PCNSL.
Préce byla podpofena MSM 6198959216.

Lysofosfatidova kyselina u pacientek
s ovaridlnim karcinomem

Sedlakova l.', Vavrova J.2, ToSner J.!,
Hanousek L.}

'Porodnicka a gynekologicka klinika LFUK a FN
Hradec Krélové

2Ustav klinické biochemie a diagnostiky LFUK

a FN Hradec Kralové

3Gynekologicko - porodnické oddéleni Nemocnice
v Pardubicich

Lysofosfatidova kyselina (LPA, 1-acyl-2-lyso-sn-
glycero-3-fosfat) je nejjednodudsi formou fosfolipidu.
Jeji koncentrace v plazmé je fyziologicky velmi nizka
a ma vicecetny efekt na ovaridlni naddorové buriky.
Korelace mezi hladinou LPA v plazmé, zaéatkem a
progresi ovaridlniho karcinomu se ukazuje neobvykle
vysokd. Cilem projektu je zefektivnéni diagnostiky
ovaridlniho karcinomu a umoznéni zachytu ¢asnych
stadii tohoto novotvaru. V roce 2003 jsme ve Fakultni
nemocnici v Hradci Krélové zavedli metodiku stano-
veni hladiny LPA. Vendzni krev byla odebréna u 93
pacientek — 29 pacientek s ovaridlnim karcinomem
(OC), 66 pacientek bez ovaridlniho karcinomu.
Stanoveni hladiny LPA pomoci vysokou¢inné kapi-
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larni elektroforézy s nepfimou UV detekci umoZzriuje
zhodnoceni jednotlivych subtypl lysofosfatidové
kyseliny. Ve skupiné pacientek s ovaridlnim karcino-
mem (n=29) jsme Zzjistili signifikantné vy3si hodnoty
vSech podtypl lysofosfatidové kyseliny: LPA — S-1-
stearoyl-2-hydroxy-sn-glycerofosfatidova ~ kyselina
(med 2,9 pmol/l, min 0,7 pmol/l, max 24,8 pmol/l,
p<0,001), LPA — O-1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-
fosfatidova kyselina (med 2,8 ymol/l, min 0,2 ymol/l,
max 7,6 umol/l, p<0,001), LPA — P-1-palmitoyl-2-
-hydroxy-sn-glycerofosfatidova kyselina (med 6,4
pmol/l, min 1,9 ymol/l, max 19,1 ymol/l, p<0,001),
LPA - M-1-myristoyl-2-hydroxy-sn-glyceropfosfati-
dova kyselina (med 2,5 ymol/l, min 0,1 pmol/l, max
10,7 umol/l, p<0,001), suma lysofosfatidové kyseliny
(med 19,9 pmol/l, min 4,5 ymol/l , max 42,7 pmol/|,
p<0,001). Statisticky vyznamné niz8i hodnoty jsme
diagnostikovali u pacientek bez patologie na obou
ovariich (n=35): LPA - S-(med 0,7 ymol/I , min 0,1
pmol/l, max 11,3 ymol/l, p<0,001), LPA - O-(med 0,2
pmol/l, min 0 ymol/l, max 7,6 ymol/l, p<0,001), LPA
- P-(med 1,2 pmol/l, min 0,5 ymol/l, max 6,5umol/l,
p<0,001), LPA — M-(med 0,1 pmol/I, min 0,03 pmol/|,
max 7,0 umol/l, p<0,001), suma lysofosfatidové ky-
seliny (med 2,6 ymol/l, min 0,9 ymol/l , max 22,9
pmol/l, p<0,001). Hodnoty lysofosfatidové kyseliny
u pacientek s histologicky potvrzenou benigni ova-
ridIni cystou (n=20) byly také statisticky vyznamné
niz8i v porovnani s pacientkami s ovarialnim karci-
nomem. Dosavadni vysledky ukazuiji lysofosfatido-
vou kyselinu jako perspektivni nddorovy marker u
pacientek s ovaridlnim karcinomem.
Préce je podporovéna IGA MZCR 7666-3

Exprese proteinii PML a TRF2

v nadorech kolorekta a prsu
1.2Plevova P., 'Bouchal J., 'Fiuraskova M.,
3papezova M., ‘Kiepelova A., 5Cufik R.,
SForetova L., °Navratilova M., "Zapletalova J.
1Ustav Patologie & Laboratof molekularni
patologie, LF UP, Olomouc

0ddéleni klinické genetiky, FNsP, Ostrava
sUstav biologie a genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
“Oddéleni genetiky, FN, Praha

sUstav patologie, FNsP, Ostrava

é0ddéleni genetiky nadorti, Masaryk(v
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onkologicky ustav, Brno
"Ustav biofyziky a statistiky, LF UP, Olomouc

Protein PML (protein promyelocytarni leuke-
mie) je koncentrovan v jadie do tzv. PML télisek.
V bunéénych liniich a v nddorech, které maji aktivni
alternativni mechanismus prodluzovani telomer, je
zjistovana kolokalizace proteinu PML s proteinem
TRF2 a dalSimi proteiny. Studovali jsme expresi
proteinu PML v bunécnych liniich a v nadorech kolo-
rekta a prsu, vysledky jsme korelovali s celou fadou
klinickych a histopatologickych charakteristik a zjis-
tovali kolokalizaci proteinu PML s proteinem TRF2.
Do studie bylo zafazeno 81 vzork( kolorektalniho
karcinomu (z nich 32 s vysoce frekventni nestabili-
tou mikrosatelitl a 49 se stabilnimi mikrosatelity),
47 vzork( nadord prsu (14 od nosi¢ek zarodecnych
mutaci v genu BRCA1, 10 od nositek zarodeénych
mutaci v genu BRCA2 a 23 od Zen bez zarode€né
mutace v BRCA genech). Byla pouZzita metoda flu-
orescencni imunohistochemie s dvojim barvenim.
V 7/32 (22%) a 11/49 (22%) nadorech kolorekta
s a bez nestability mikrosatelitd byla zjiSténa snizena
exprese proteinu PML (p=0.520). SniZena exprese
proteinu PML byla dale zjiSténa ve 2/14 (14%), 3/10
(30%) a 15/47 (31 %) nadorech prsu Zen s mutaci
v genu BRCA1, BRCA2 a bez mutace genll (pyqc,,
= 0.019; pggey, = 0.111). V nadorech tlustého stieva
i prsu nekorelovala exprese proteinu PML s vékem,
histologickym nélezem, TNM klasifikaci a délkou
bezpfiznakového a celkového pfezivani. Shluky
proteinu PML byly zjistény v 16/81 (20 %) nadorech
kolorekta a 9/47 (19 %) nadorech prsu. Kolokalizace
proteini PML a TRF2 byla detegovana ve 2 vzorcich
nador kolorekta s vysokym stupném nestability mi-
krosatelitl (6%) a 4 (9%) nadorech prsu. Na zavér
Ize Fici, Ze exprese proteinu PML je snizena v pfibliz-
né 20% nadorl kolorekta a prsu. Exprese proteinu
PML byla statisticky vyznamné vy3si v nédorech
prsu nosicek zarode¢nych mutaci v genu BRCA1
oproti Zenam bez mutaci gend. Nebyla nalezena ji-
na korelace mezi expresi proteinu PML a klinickymi
a histopatologickymi charakteristikami v nadorech
tlustého stfeva a prsu.

Podékovani: Prace byla podpofena granty IGA
MZ CR NC6741-3 a VZ MSM 6198959216.
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Karcinogeneze z fetdlnich bunék
na prikladu stitné zlazy

'Korabecna M., 2Ludvikova M.

'Biologicky Ustav LF UK v Plzni, 2Sikldv Ustav
patologické anatomie LF UK v Plzni

V roce 2001 ¢lanek v ¢asopise Nature (Reya
et al., Nature 414: 105-111) pfinesl zcela novy po-
hled na proces karcinogeneze. Tradi¢ni u¢ebnicovy
mnohostupfiovy model karcinogeneze zddrazfuje
nutnost hromadéni mutaci v burice, ktera postupné
ziskdva selektivni vyhody favorizujici jeji proliferaci.
Kumulace mutaci vede v koneéné fazi ke schop-
nosti nadorovych bunék metastazovat. V literatufe
zabyvajici se genetikou nddorovych onemocnéni
je tradiéné diskutovan vyznam jednotlivych cytoge-
netickych aberaci a genovych mutaci pro progresi
a prognézu nadoru. Situaci komplikuje skute¢nost,
Ze dobfe zndmé a charakterizované mutace se v fa-
dé pfipadd nevyskytuji u 100 % zkoumanych nador(
daného typu a nelze je najit u typu nadoru, ktery
v sekvenci nasleduje jako dalSi stupef karcinoge-
neze dané tkané. Praveé tuto diskrepanci se pokousi
objasnit hypotéza karcinogeneze z fetalnich bunék
postulujici vznik tumord z nezralych progenitorovych
nebo kmenovych bunék pretrvavajicich z fetalniho
obdobi ve tkénich, nikoliv z jiz dobfe diferencova-
nych bunék téchto tkani. Opodstatnéni této hypo-
tézy pfinesly také studie uskute¢néné na nadorech
mozku a prsu.

Na pfikladu karcinogeneze $titné Zlazy doku-
mentujeme moznou platnost této hypotézy i zde.
Ve vztahu k 1ézim 8titné ZIazy se jevi jako extrémné
zajimavym rovnéz fenomén fetéiniho mikrochime-
rismu. Jako fetalni mikrochimerismus je oznacovana
situace, kdy v organismu Zeny pfetrvavaji buriky plo-
du z jejich téhotenstvi. Tyto bufiky majici charakter
kmenovych bunék perzistuji v kostni dfeni, odkud
mohou migrovat a diferencovat se v jednotlivych
tkanich. Zda role téchto bunék je spise pozitivni ve
smyslu reparace tkéni Ci negativni v souvislosti se
vznikem autoimunnich onemocnéni, neni dosud ob-
jasnéno, existuji dikazy pro obé vysvétleni.,

Podékovani: Podpofeno grantem GACR &.
203/03/1025 a vyzkumnym zamérem & MSM
0021620819.
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Predsedajici: CWIERTKA, K.; KLEIBL, Z.; BERKOVCOVA, J.

Pokroky a vyvoj v diagnostice
karcinomu prsu - redukce chyb

a omyla

J. Machaéek, D. Houserkova, K. Cwiertka
Onkologicka a radiologicka klinika FN a LF UP
Olomouc

Lékarska ucCast na opozdéni detekce nadoru,
na chybné diagnéze a odddleni spravné diagnézy,
mize byt pfima nebo nepfima. Pfima Ucast Iéka-
fovy osoby na zpozdéni diagnézy mivé v pozadi
nedostate¢nou onkologickou informovanost, slabou
znalost problematiky, nepatfi¢énou urover vySeteni,
nedbalost. Nepfima U¢ast spociva v neadekvatni or-
ganizaci zdravotni péce, nedostateéné vybavenosti
pfistrojové a personalini, ale také v moznostech chyb
a omyll ve smyslu falené negativity i pfi lege artis
vedeném diagnostickém postupu. Zaméime se bli-
Ze na faleSnou negativitu u jednoho z nejcastéjSich
nador(i ca prsu.

Zakladni vySetfovaci metody jsou:

* Kklinické vy3etieni, aspexe a palpace,

*  mamografické vySetfeni — eventuelné doplnéné
sonografii,

*  bioptické vySetfeni punkéniho materidlu, z exci-
se, extirpace nebo jinak ziskané Casti tkané.

KaZdy z téchto diagnostickych postupl je zati-
Zen vice nebo méné rizikem faledné negativity a to
i pfi patficné erudici a peclivé provedeném odbor-
ném vySetfeni.

FaleSné negativni vysledky vySetieni, nékdy
i chybné smérované nélezy, nezfidka navodi vy-
znamné Casové zpozdéni spravné diagnézy a tim
i pfiméFené éChy.

Dobfe vime, ze ¢asovy faktor je nesmirné d-
lezitym, zakladnim pfedpokladem, uréujicim a ovliv-
nujicim nejen radikalnost 1éCby, ale pfedevsim jeji
vysledek. Ve vysokém procentu pfipadu je rozsah
nemoci uréovan dobou jez uplyne mezi prvnimi pfi-
znaky nemoci, stanovenim diagnézy a zahajenim
IéCby.

Pfi analyze souboru 710 pacientek s diagnézou
ca prsu (1989-1998) zjistujeme, Ze pfi trvani ana-
mnézy do 3 mésicd jde asi v 80% o I. stadium one-
mocnéni, avSak pfi jeji délce nad 6 mésicl az 85%
pfipada na stadium IV. S prodluZovanim ¢asového
intervalu mezi registrovatelnou nadorovou zménou
v prsu a stanovenim diagndzy stoupa rozsah a po-
krocilost nemoci. Naopak ¢im krat$i je doba mezi
prvnimi pfiznaky a stanovenim diagndzy, tim vétsi
je pravdépodobnost ¢asného stadia s perspektivou
podstatné lep$i, ucinnéjsi IéCby.
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Klinické vySetfeni neni samozfejmé patfi¢né
senzitivni a je nutno jej brat jen jako zéklad diagnos-
tického procesu, avsak neodmyslitelny, neopomenu-
telny. Ale ani dal8i metody, které na klinické vy3etfeni
navazuji nebyvaji stoprocentné spolehlivé. Nezfidka
jsme se setkavali s pfipady, kdy jak mamografie, tak
cytologie vychazeji negativné a nepotvrzuji klinické
podezfeni.

Nélezy faleSné negativni se objevuji zejména
u nadortd mensich nez 1.¢m, u cyst a dysplasii, pfilé-
hajicich k vlastnimu karcinomu. U vétSich nadord to
byvaji nejspide scirrhotické formy s mensim dissoci-
aci malignich bunék a tedy s niz8i pravdépodobnosti
zéchytu. Nejvice fale$né negativity tady nebyva zpQ-
sobeno omyly pfi ode€itani, ale chybénim rakovin-
nych bunék v materidlu punktatu. VySetfeni je pak
nutno pfi nejmensdim opakovat nebo radéji rozsifit
odbérem vétsiho mnoZzstvi materidlu k histologické-
mu objasnéni zvazovaného procesu.

Rada autordl vyzdvihuje vyznam kombinace
klinického vySetfeni, mamografie a punkéni biopsie
tenkou jehlou nebo jesté Iépe core cut. Tento postup
vykazuje vysokou diagnostickou spolehlivost a fa-
leSnd negativita dosahuje sotva jednoho procenta.

Diagnosticka excise je sice stale jednim z fady
vySetfeni vedoucich k upfesnéni pdvodu zmén v prs-
ni Zlaze, ale dnes je nezbytnd jen u vyjime¢nych pfi-
padd. Excise-exstirpace s naslednym histologickym
vySetfenim je zdvaznym koneénym rozuzlenim mno-
hych diagnostickych rozpakl, ale nékdy soucasné
i terapeutickym feSenim dfive nejasného nélezu.
| kdyZ exstirpace a naslednd histologicka verifikace
m0ze mit i tato metoda své nedostatky a omezeni.
Spolehlivost rutinniho odecitani preparatu je uréo-
vana kromé subjektivnich schopnosti 1ékafe také
zpracovdvanym materidlem, minimalnim potfebnym
objemem, ktery patolog dostavé k dispozici. Pfi ne-
dodrZeni ¢i nemoznosti spinéni zadoucich pfedpo-
kladl mdze se i dnes histologicky vysledek ukézat
jako faledné negativni a diisledky této negativity by-
vaji jesté horsi nez u dfive zminénych metod.

V souboru 705 nemocnych s ca prsu vySetfe-
nych na odborném pracovisti FN (do roku 1998) by-
lo pdvodné 133 karcinom, t.j. vic jak 18 %, fale$né
negativnich a to mamograficky a cytologicky. Nej-
Castéjsi chybné diagndzy namisto karcinomu byly
fibrocystické mastopathie a fibroadenomy — 82 %.
Riziko bylo vétsi u Zen mladsich 40 let, nad 50 let
pak vyznamné klesalo. Kromé véku byla faledna
negativita zavisla na velikosti nélezu, mensi na-
lez - obtiznéjsi diagnostika, vétsi riziko. Obdobné
vysledky a problémy v dané dobé publikovala i ev-

ropska renomovand pracovisté, napf. florentinské
Centrum Cancer of Prevention 17 % zji§téné fales-
né negativity.

V soucasnosti se zavedenim novych vySetfo-
vacich a verifikacnich metod je ji situace jind, opti-
misticka. Od roku 1999 provadime ve FNO core cut
biopsie prsni Zlazy. Spolehlivost core cut biopsie pro
stanoveni histologické diagndzy u solidnich 1ézi je
v nasem souboru 1510 pacientek az 98,8 %. FaleSna
negativita této biopsie je tedy relativné velmi nizka
(1,2%) a také pIné v souladu s vSeobecnymi literar-
nimi udaji.

Zvlastni skupinu se specifickou problematikou
loZiskovych zmén prsni zlazy pfedstavuji mikrokal-
cifikace. Zde se obecné u core cut udava jen asi
50% spolehlivost pro stanoveni histologické dia-
gndzy. U nasich vySetfenych, soubor 112 pacientek,
vykazovala core cut biopsie mikrokalcifikaci pod
rentgenovou kontrolou az 73 procentni spolehlivost
pro stanoveni histologické diagndzy, pfi sonografic-
ké kontrole dokonce az 87%.

Dalsi pokrok ve zpfesnéni histologické diagnézy
v pfipadé mikrokalcifikaci prsni zlazy pfinesla vaku-
ovd mamotomie. Ta umoZzfuje nékolikanasobné
zvySeni poctu, velikosti a i celkové hmotnosti ode-
branych vzorki. Spolehlivost této biopsie je velmi
vysokd, (98-100 %) srovnatelnd s biopsii otevienou.
V naSem souboru 90 pacientek byla spolehlivost bi-
opsie vakuové mamotomie 99 %.

Pocet core cut biopsii provedenych pro pfedo-
peracni histologickou verifikaci malignich 1ézi v po-
sledni 5 letech jednoznaéné previada, predstavuje
vic jak 70 %. Pomérné vysoké procento vakuovych
mamotomii (20%) a jejich UspéSnost pfi vzristajicim
poCtu zachytu malych lézi souvisi se za¢lenénim do
screeningu, zejména pak u DCIS, manifestujicim se
velmi &asto malignimi mikrokalcifikacemi. Pouze ve
4% byly malignich 1éze verifikovany tenkou jehlovou
punkci (FNAB), a jen u 3% pacientek byla histologic-
k& diagnéza stanovena s pomoci chirurgické biopsie.

Soucasné slibné vysledky a snizovani rizika fa-
leSné negativity maji i dalSi nové perspektivy. Obec-
né je zdliraziovana zasada dvojiho Cteni, coz pfinasi
az 11 % zisk proti Cteni jednomu, pokrok v mammo-
grafii slibuji CT laser mamografy a tak zvané DOBI -
dynamicko optické prsni (breast) zobrazeni (image).
V souhrnu Ize vSak konstatovat, ze moznost fale$né
negativity existuje i pfi sofistikovaném postupu lege
artis, na technicky dobfe vybavenych a personainé
erudovanych pracovistich. Tuto skuteCnost je tfeba
mit na paméti stale, dnes i zitra spolu se snahou re-
dukovat zmifiovana rizika na minimum.

Prace podpofena grantem MSM 6198959216.
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High grade osteosarkom dospélého
véku, prognostické a prediktivni
faktory

Adamkova Krakorova D., Branéikova D.,
Spurny V., Vesely K., HuSek K.

Oddeéleni klinické a radiacni onkologie

|. patologicko-anatomicky Ustav

Fakultni nemocnice U sv. Anny v Brné

Uvod: Osteosarkom je maligni sarkom charak-
terizovany pfimou tvorbou kosti nebo osteoidni tka-
né nadorovymi burikami. Nador je vysoce maligni,
§ifi se lokélné dfefiovou dutinou, dochdzi k invazi do
okolnich mékkych tkani a k asnému hematogen-
nimu rozsevu predevsim do plic, kosti. Patfi mezi
relativné vzécna onemocnéni, pfedstavuje méné
nez 1% ze vSech zhoubnych nador( s incidenci 1-3
pacienti roéné na 1 milién obyvatel. Kfivka jeho vy-
skytu ma bimodalni charakter, prvni vrchol je ve 2.
a 3. dekadé Zivota, druhy vrchol po 6. dekadé.

Lécha osteosarkom( by méla byt vedena v cent-
rech, kterd se touto problematikou zabyvaji, protoze je
v z&sadé multimodalni. Vyjma primarné operabilnich
osteosarkomU G |, kde je povazovano radikalni chirur-
gické feSeni za IéCbu dostateCnou, je u vSech ostat-
nich typ0 osteosarkomi kladen ddraz na maximainé
agresivni predoperaéni chemoterapii s naslednym
chirurgickym feSenim, histopatologickym hodnoce-
nim odpoveédi nadoru pfipadné metastaz na pfedope-
raéni chemoterapii a pooperaéni chemoterapii.

Histopatologicka odpoved nadoru na pfedope-
ratni chemoterapii je faktorem dulezitym pro preZiti,
vyskyt systémovych metastdz i lokoregiondlnich
recidiv.

Kontraverze: Dfive umiralo do 2 let od stano-
veni diagnézy téméf 100 % nemocnych, v 70. letech
20. stoleti se uvadélo 5-ti leté preziti mezi 20-30 %,
zavedenim agresivni chemoterapie u primarné loka-
lizovanych osteosarkomul, sestavajici z kombinaci
HD MTX, DDP, ADM, IFO (vysokodavkovany me-
thotrexat, cis platina, adriamycin, ifosfamid) udavaji
dnes specializovana centra dlouhodobé pfeziti mezi
70-80 %. U primarné metastatickych osteosarkomd
nepfevysuje 5 leté pfeZiti i po agresivni terapii véet-
né resekce metastdz 50 %. Proto pokraCuje hledani
novych Uéinnych latek a Ié¢ebnych postupl, zkousi
se i eskalace davek uzivanych cytostatik, coz zvySu-
je riziko jejich toxickych Géinka.

Metastatické postizeni v dobé stanoveni dia-
gndzy, tumor velkého objemu, vy3si vék, zvySené
hladiny LDH a ALP pfed zapocetim IéCby, postizeni
axialniho skeletu, muzské pohlavi, histologicky pod-
typ osteosarkomu a histopatologicka odpovéd nizsi
nez 90% nekréz po neoadjuvantni chemoterapii je
spojovana s horSim pfezitim.

Dosud nejsou znamy validni markery ¢i me-
tody, které by byly schopny v dobé stanoveni di-
agnozy predikovat, ktery pacient bude na 1é¢bu od-
povidat dobfe a ktery hiife. Jejich nalezeni by mohlo
pomoci upfesnit tailoring 1€¢by jednotlivych pacientt
a mit tim pfimy dopad v klinické praxi.

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

Soubor pacientii a metody: Soucasti sdéleni
budou vysledky souboru pacient(i Ié¢enych na Od-
déleni klinické a radiacni onkologie FN u sv. Anny
v Brné (2002-2005), u kterych jsme se zaméfili na
stanoveni overexprese HER-2/neu a mutace TP 53
genu v dobé stanoveni diagnézy a jejich korelaci
s histopatologickou odezvou na pfedoperacni che-
moterapii.

Zaveér: Ani HER2/neu overexprese ani mutace
TP 53 genu neméli zdsadni vyznam pro biologii high
grade osteosarkomu u pacientd v nasem souboru.
Srovnani s dosud publikovanymi daty.

Ovaridlni karcinom — idedlni model
pro ovéFeni moznosti predikce odpo-
védi na chemoterapii stanovenim re-
zistence na cytostatika in vitro
pomoci MTT testu?

1Cwiertka K., 2Lipert J, 2Srovnal J, *Pilka R.,
1§vébisova H., *Kudela M., 2Noskova V.,
2Hajduch M.

' Onkologicka klinika LF UP Olomouc a FN
Olomouc

2Laboratof experimentélni mediciny pfi Détské
klinice LF UP Olomouc a FN Olomouc
$Gynekologicka klinika LF UP Olomouc a FN
Olomouc

Karcinomy vajeéniki maji mezi gynekologickymi
zhoubnymi nadory nejhorsi progndzu. Vétsina Zen
je diagnostikovana s pokro€ilym nadorem, tj. ve ll.
nebo IV. klinickém stadiu. Prognéza 5letého preziti
v takovém pfipadé je velmi 8patnd. Zakladnimi pro-
gnostickymi faktory jsou histologicky typ a stupen
diferenciace, dale rozsah (radikalita) chirurgického
zékroku a v pfipadé bohuZel astych suboptimal-
nich operaci, ¢i pouze diagnostickych operaci jsou to
i rozméry reziduélniho nadoru. V sou¢asné dobé je
povazovén za zékladni 1éEbu 1. linie rezim paklitaxel
s karboplatinou. Lécba recidivuijicich a refrakternich
forem je stéle otevienym problémem a dosahované
vysledky nejsou uspokojivé. Mame sice celou fadu
novych cytostatik jako je topotecan, gemcitabin,
liposomalini doxorubicin, mdme moznost se vratit
k 16Cbé shodné s 1. linii (pokud je dostateéné dlouhy
interval od ukon&eni pfedchozi [éby do progrese).
Nicméné efekt chemoterapie 2. fady byva velmi ¢as-
to pouze kréatkodoby.

Cil: Vyhodnotit vysledky MTT testu rezistence
na cytostatika in vitro ve vztahu ke klinickému pribé-
hu onemocnéni u pacientek s karcinomem ovaria.

Metody:V obdobi od bfezna 1998 do ledna 2005
bylo provedeno celkem 174 vy3etfeni rezistence na
cytostatika MTT testem u 124 Zen ve véku 25-82 let
(median 54 let) s karcinomem vajecnikd. Vétsina pa-
cientek byla diagnostikovana v klinickém stadiu Il C.
Vzorek nddoru na vySetfeni rezistence byl odebran
bud béhem operace nebo byly vySetfeny nddorové
buriky ziskané z ascitu. U 109 pacientek, které byly
léCeny na onkologické klinice FN Olomouc, hod-
notime vysledek testu ve vztahu k pfeziti nemocné
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a pouzité terapii. MTT test in vitro byl provddén v La-
boratofi experimentalni mediciny pfi Détské klinice
LF UP a FNO dle dfive popsané metodiky. Jeho vy-
sledek je uvadén jako TCS,, tj. koncentrace, kterou
prezivd 50% nadorovych bunék. Klinickd odpovéd
byla hodnocena podle poklesu nadorového markeru
CA 125, dale bylo hodnoceno pieZiti nemocnych ve
vztahu k vysledku testu a pouZité terapii.

Vysledky: Celkem bylo provedeno 174 testd
rezistence u 124 pacientek. Ve 29 pfipadech test
nebyl proveden pro nedostatetné mnozstvi vitalnich
nadorovych bunék. U 25 pacientek byl test proveden
opakované (2-krat u 12, 3-krat u 7, 4-krét u 3, 5-
-krat a vice u 3 pacientek) v priibéhu jejich nemoci.
Testované nadory nebyly rezistentni na: cisplatinu
v 49,6% (70 ze 141 vySetfenych vzork(), median
TCS,, 11,19 pg/ml, karboplatinu v 40,5 % (45 ze 111)
median TCS, 34,67 ug/ml, paklitaxel ve 37,3 % (47 ze
126), median TCS,, 15,02 pg/ml, topotecan v 61,6 %
(61 z 99), median TCS, 0,88 pg/ml, doxorubicin ve
23,9% (22 z 92), daunorubicin ve 43,4% (40 z 92),
gemcitabin ve 32,6% (30 z 92). Nebyl zjistén rozdil
v pieZiti pacientek cisplatina senzitivnich a cisplatina
rezistentnich, stejné tomu bylo i v pfipadé vysledku
pro karboplatinu. Pfi srovnani vysledku testu pro oba
platinové derivéty jsme zjistili, Ze 26 % nador( nejevi
bézné uvadénou zkfizenou rezistenci. Median preZiti
pro pacientky paklitaxel senzitivni 1é¢ené paklitaxe-
lem median pfeziti nebyl dosazen, zatimco ve sku-
piné paklitaxel rezistentnich 1éenych paklitaxelem
median pfeZiti byl 13,7 mésicl. Z opakovanych vy-
Seteni je ziejmé, Ze v pribéhu protinddorové 1é¢by
dochazi ke zménam spektra rezistence.

Zavér: Ovaridlni karcinom je vhodnym mode-
lem pro ovéfovani spolehlivosti testovani rezistence
na cytostatika v in vitro podminkach ve vztahu ke
klinické odpovédi. Hodnoceni vysledki je velmi ob-
tizné vzhledem k tomu, Ze jsme testovali jednotliva
cytostatika a v klinické praxi byly bézné pouzivany
kombinace cytostatik. Z naSich dat vyplyva, ze 26 %
nador( nejevi zkfizenou rezistenci mezi cisplatinou
a karboplatinou.

Préace podpofena grantem MSM 6198959216.

Cetnost Leydenské mutace,
protrombinové mutace a mutace

v MTHFR genu v populaci 470
pacientek s karcinomem prsu

Novotny J.!, Tesarova P.!, Pesta M.2 Holubec L.>
'Onkologické klinika VFN a 1. LF UK, Praha
2Centrélni radioizotopova laboratof FN Plzer

Uvod: Hiuboké Zilni trombdza i dalsi trombem-
bolické komplikace (plicni embolie, cévni mozkové
pfihody) jsou velmi ¢astou komplikaci nadorovych
onemocnéni. V jejich patogenezi se uplatiiuje tzv.
Virchowova tridda — poSkozeni Zilni stény, stdza krve
v Zile a hyperkoagulace zplisobena mimo jiné pouzi-
tim nékterych léCiv (tamoxifenem, gestageny apod.).

Presnd znalost ¢etnosti nejbéznéjsich vrozenych
prokoagulacnich stavi a zhodnoceni jejich relativni-
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Tabulka 1. Mutaéni analyza kédujici sekvence u pacientu Iééenych fluoropyrimidiny

Mutace v DPD ¢.85T>C c.187A>G c.496A>G c.579T>A c.1601G>A
Zména proteinové sekvence C29R K63E M166V F193L S534N
Exon e2 e3 e6 e6 el3
Charakter genetické zmény PM M? PM? M? PM
Pacienti s toxicitou (N=31) 12 (38,7%) 1(3,2%) 14 (45,2%) 1(3,2%) 1(3,2%)
Pacienti bez toxicity (N=21) 12 (57,1%) 0 8(38,1%) 0 1(4,8%)

ho rizika pfi vyskytu trombembolickych komplikaci
by mohla pfispét ke zlepSeni terapeutického poméru
u zen léenych antiestrogenni Iécbou (napf. zdmé-
nou tamoxifenu za inhibitory aromataz u skupin Zzen
se zvySenym rizikem vyskytu komplikaci).

Cil: Cilem studie bylo Cetnost Leydenské muta-
ce, protrombinové mutace a mutace v MTHFR genu
v populaci 470 pacientek s karcinomem prsu

Metody: DNA byla izolovana na automatickém
izoltoru Quiagen. Vlastni detekce probéhla v labo-
ratofich Onkologického centra J.G. Mendela Novy
Ji€in s vyuzitim multiplex PCR reakce s néslednou
RFLP.

Vysledky

1 =]
S S
s 3 2 > S
S58 828 S3¢
55S §8E gEE
< EE S92 FE « £E=
Cfelkem hodnotltel- 463 462 435
nych pacientek
Nélez homozygotni
0 49
formy mutace (No.)
Nalez heterozygotni 9 31 195

formy mutace (No.)

Zavér: Mutace v genu MTHFR je velmi ¢as-
tou abnormalitou pozorovanou u vice neZ poloviny
studovanych osob. Naproti tomu mutace v genech
pro faktor Il a V jsou pomérné vzacnym nalezem
v populaci éeskych zen s karcinomem prsu. Cetnost
téchto genetickych poruch ve vztahu k jejich vysky-
tu v bézné populaci bude prezentovana na setkani.
Cetnost tormbembolickych komplikaci ve vztahu
k jednotlivym mutacim a formé antiestorgenni lécby
je pravé studovana a vysledky budou zvefejnény na
BOD 2006.

Podékovani: Studie byla vytvofena s podporou
grantu Ligy proti rakoviné Praha.

Vliv 48 hodinové kontinudlni
infuse 5-fluorouracilu na expresi
dihydropyrimidindehydrogenazy
a thymidinfosforylazy

Jan Novotny', Viktor Sykora?, Robin Strnad?,
Martin Pesta‘, Vera Tomancova',

Martina Zimovjanova'

'Onkologické klinika VFN a 1. LF UK, Praha
2Ustav patologické fyziologie 1. LF UK, Praha
sChirurgické oddéleni UVN, Praha

“Centralni radioizotopové laboratof FN Plzer

Uvod: Thymidinfosforylaza (TP) a dihydropy-

rimidindehydrogenéza (DPD) hraji zdsadni ulohu
v aktivaci i katabolizmu fluoropyrimidini pouziva-
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nych v 1é¢bé nadord. Zmény jejich exprese a/nebo
mutace mohou ovlivnit u¢innost a/nebo toxicitu pro-
vadéné 1écby. V pfipadé zjisténi vyznamné indukce
genu pro DPD by bylo vhodné pouZivat kontinudlni
infuzi 5-fluorouracilu s proménnou, a nikoliv konstat-
ni rychlosti podani Iéku.

Cil: Cilem studie bylo zhodnotit vliv podani 48
hodinové kontinudlni infuse 5-fluorouracilu na ex-
presi TP a DPD. Genova exprese byla méfena u 16
nemocnych s kolorektalnim karcinomem ped zahé-
jenim chemoterapie a po jejim skonceni s vyuZzitim
komeréné dostupnych kitli (Roche).

Vysledky: Median genové exprese pred Ié¢bou
a po jejim ukonCeni se statisticky vynamné nelisil
pro DPD (WilcoxonQv parovy test: p=0,7002) ani TP
(Wilcoxontv parovy test: p=0,7869).

Zaveér: Nezjistili jsme statisticky vyznamné ovliv-
néni exprese TP ani DPD 48 hodinovou kontinudlni
infdzi 5-fluorouracilu.

Podékovani: Studie byla vytvofena s podporou
grantu IGA MZ CR 7575-3.

Predikce toxicity zptisobené fluo-
ropyrimidiny na zdakladé mutaéni
analyzy kédujici sekvence genu pro
dihydropyrimidindehydrogenazu
(DPD)

Kleibl Z.!, Kleiblova P.'2, Sevéik J., Novotny J.?
"Ustav biochemie a experimentéini onkologie,
1.LF UK v Praze

2Gynekologicko-porodnicka klinika 1. LF UK

a VFN v Praze

*Onkologicka klinika, 1. LF UK a VFN v Praze

Fluoropyrimidiny patfi mezi nej¢astéji aplikovana
protinddorova Ié¢iva u nemocnych s diagnézou ma-
lignit traviciho traktu, nadord v oblasti hlavy a krku
a pacientky s karcinomem prsu. U pfiblizné 5-15%
z nich se setkavame s projevy zavazné toxicity, cha-
rakterizované nejCastéji myelosupresi, mukositidou
a pridjmy; asi 1% nemocnych umird na komplikace
spojené s Ié¢bou timto preparatem. Za pfi¢inu fatal-
nich komplikaci 1é¢by fluoropyrimidiny se povazuje
vrozend porucha metabolismu 5-fluorouracilu nebo
jeho derivatl na drovni hlavniho katabolického enzy-
mu dihydropyrimidindehydrogenézy (DPD).

Cilem nasi prace byla mutani analyza kédujici
sekvence genu DPD u pacientl ze zavaznymi proje-
vy toxicity po aplikaci fluoropyrimidin.

Pacienti byli do studie zafazeni na zakladé $i-
roké spoluprace organizované Komplexnim onko-
logickym centrem (www.koc.cz). Mutaéni analyza
u 31 pacienttl s projevy zadvazné toxicity po aplikaci

c1627A>G  IVS14+1G>A  c.2194G>A
543V e14 del V723l
el3 it4 el8
PM M PM
9 (29,0%) 1(3,2%) 3(9,7%)
6 (28,6%) 0 2(9,5%)

fluoropyrimidind (Grade IlI-IV, NCIC CTC) a 21 pa-
cientd s velmi dobrou toleranci écby (Grade 0-I;
NCIC CTC) byla provedena na zakladé sekvenovani
cDNA DPD. Nalezené mutace/polymorfismy byly
potvrzeny sekvenovanim z genomové DNA. Celkem
bylo nalezeno 11 typu genetickych alteraci - jedna
sestfihovd mutace, 7 missense variant (Tabulka)
a 3 tiché mutace; 42 ve skupiné 31 pacientt s pro-
jevy zavazné toxicity a 29 ve skupiné pacienttl bez
toxicity. Ve skupiné pacientd se zdvaznou toxicitou
byla vice nez 1 zména nalezena u 14/31 pacientd,
a vice nez 2 u 4/31 pacienti. Ve skupiné pacientu
bez toxicity byla kombinace vice nez 1 zmény cha-
rakterizovana u 11/21 pacientd, a vice nez 2 u 2/21
pacientd (tabulka 1).

V zahranici je nejCastéjSi popisovanou kauzalni
alteraci mutace sestfihového mista (IVS14+1G>A).
Cetnost alely IVS14+1G>A se v zahrani¢nich uda-
jich pohybuje mezi 2,2-0,7% v obecné populaci.
V souboru vySetfovanych pacientek byla jeding oso-
ba s touto genetickou variantou. Nami provedené vy-
Setfeni kontrolniho souboru 223 pacientek ukazalo
¢etnost nosi¢stvi této alely v nasi populaci 0,22 %.

Prekvapivé vysoky poCet nalezenych genetic-
kych zmén u pacient( bez zjevnych pfiznaku toxicity
vyznamné zpochybriuje genetickou analyzu DPD,
jako samostatnou metodu predikce vzniku toxicity
po aplikaci flouoropyrimidinG v nasi populaci.

V' nedavné dobé byla provedena fada studii
u nds i v zahrani¢i zaméfenych na hodnoceni ex-
prese DPD a dalSich katabolickych/cilovych enzy-
md fluoropyrimidind, jejichz vysledky jsou nejedno-
zna¢né. Z divodu validniho statistického hodnoceni
mutacni analyzy DPD v na$i populaci probiha v sou-
¢asnosti vySetfeni dalSi skupiny pacientt, avSak pro
nalezeni klinicky pouZitelného testu bude nezbytné
provést dalsi studie zaméfené nejen na analyzu sa-
motné DPD, ale i ostatnich enzym( katabolické ces-
ty fluoropyrimidind. Paralelné s timto bude nezbytné
uvazovat i o funkénim metabolickém vySetfeni.

Podékovani: Prace byla podpofena finan¢nimi
prostfedky Ligy proti rakoving, a Béhu Terryho Foxe
a|GA MZ CR 1A8708-4.

Korelace mezi expresi estrogenovych
a progesteronovych receptori,
hladinou CEA a CA 15-3 p¥ed Iéébou
a tradiénimi klinicko-patologickymi
charakteristikami karcinomu prsu

u zen starsich 70 let

'Dvorak J., ?Ryska A., “Tom§ova M., 'Vesely P.,
'Jansa J., *Stuk J., 'Melichar B., 'Zoul Z.,
“Jandik P., 'Petera J.
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'Klinika onkologie a radioterapie, FN Hradec
Krélové

2Fingerlanddv Ustav patologie, FN Hradec Kralové
SLékarska fakulta UK Hradec Kralové
“Chirurgicka klinika, FN Hradec Kralové

Cil: Cilem sdéleni je retrospektivni hodnoceni
korelace mezi expresi estrogenovych a progestero-
novych receptord, hladinou karcinoembryonalniho
antigenu (CEA) a antigenu CA 15-3 v séru pfed |éC-
bou a tradiénimi klinicko-patologickymi charakteris-
tikami karcinomu prsu u Zen starsich 70 let.

Pacienti a metody: Od listopadu 1998 do zafi
2005 bylo na naSem oddéleni lé¢eno 81 pacientek
starSich 70 let. Median véku ¢inil 75 (71-90) let.
Vstupni TNM Kklasifikace: 27 pacientek I. stadium,
28 pacientek II. stadium, 20 pacientek Ill. stadium
a 6 pacientek IV. stadium. Histologicky grading byl
dobfe diferencovany u 5 pacientek, stfedné diferen-
covany u 41 pacientek a malo diferencovany u 35
pacientek. U vSech pacientek byly imunohistoche-
micky vySetfeny estrogenové a progesteronové re-
ceptory, jejichz hodnoty byly vyjadfovany v procen-
tech. Exprese byly hodnoceny semikvantitativng,
modifikovanou metodou dle Remmeleho a Stegnera
se stanovenim imunoreaktivniho skére - IRS (0-12).
Onkomarkery CEA a CA 15-3 v séru byly odebréany
pfed zahajenim 1é¢by. Byl spocitan Spearmantv ko-
relaéni koeficient pro kombinace nésledujicich kon-
tinudlnich a ordindlnich proménnych: estrogenové
receptory, progesteronové receptory, hladina CEA
pfed lécbou, hladina CA 15-3 pfed IéCbou, stadium,
T-stadium, N-stadium, M-stadium a histologicky gra-
ding. Vysledky v korelaéni analyze byly povazovéany
za signifikantni na hladiné 0,05.

Vysledky: Byly nalezeny nasledujici signifikant-
ni korelace (korelaéni koeficient vétsi nez 0,300):
estrogenové a progesteronové receptory (r = 0,510),
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CEA a CA 15-3 pfed Ié¢bou (r = 0, 417), CA 15-3
pred lé¢bou a stadium (r = 0,400), CA 15-3 pfed |é¢-
bou a T-stadium (r = 0,348), CA 15-3 pfed Ié¢bou
a M-stadium (r = 0,489), CA 15-3 pfed Ié¢bou a his-
tologicky grading (r = 0,304).

Zavér: Vysledky této studie ukazuji signifikant-
ni vztahy fenotypickych parametr karcinomu prsu
u Zen starsich 70 let.

Délka domény kédujici
polyglutaminovou oblast genu AlB1
jako prediktor vzniku karcinomu
prsu u nosiéek mutaci genu BRCA1
Havranek O.', Kleibl Z.", LukeSova M.2,
Novotny J.% Janatova M., Foretova L.2,
Pohlreich P.

"Ustav biochemie a experimentalni onkologie,
1. LF UK v Praze

20ddéleni epidemiologie a genetiky nadord,
Masarykiv onkologicky Ustav v Brné
*Onkologicka klinika, 1. LF UK a VFN v Praze

rova onemocnéni v populaci Zen u nas. Pfiblizné 5-
10% onemocnéni je podminéno hereditarné. Domi-
nujici pfi¢inou dédiénych forem karcinomu prsu jsou
mutace v genech BRCA1 a BRCA2. Nositky mutaci
maji vysoké celozivotni riziko vzniku karcinomu pr-
su, avak individudlni vék vzniku onemocnéni se vel-
mi liSi. V nedavné dobé byl popsan polymorfismus
v polyglutaminové (polyQ) doméné koaktivatoru ste-
roidniho receptoru — genu AIB1 (amplified in breast
cancer gene 1), jako mozny prediktor rizika vzniku
karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCA1.
Cilem prace byla analyza polyQ AIB1 v populaci
nemocnych s hereditarnimi a sporadickymi karcino-
my prsu. Frekvence alelotypl polyQ AIB1 byla ana-
lyzovéna i v kontrolni nenadorové populaci.
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Analyza polyQ AIB1 byla provedena u 221 pacien-
tek se sporadickym karcinomem prsu, 96 nemocnych
nosi¢ek mutaci gend BRCA1 a BRCA2 a 176 zdravych
kontrol. Oblast polyQ AIB1 byla amplifikovana pomoci
PCR; délky alel byly charakterizovany polyakrylamido-
vou gelovou elektroforézou s pfidavkem Spraedexu,
pfipadné denaturaéni HPLC systému WAVE. Vysledky
byly statisticky vyhodnoceny. Na porovnani distribuci
jednotlivych parametrd v riiznych skupinéch a podsku-
pinach, vzhledem k distribucim téchto proménnych,
byly pouZity neparametrické testy (Kruskal-Wallisiv
a Wilcoxondv). Pro zjisténi zavislosti zkoumanych zna-
k{ byl pouZit Spearman(v koeficient korelace.

Ve v8ech analyzovanych populacich maji nej-
vy$8i zastoupeni alely kédujici 26, 28 nebo 29 Q,
vzécné jsou alely s 25, 27, 30, 31 a 39 Q. Distribu-
ce alelotypl se lisi ve skupiné pacientek se spora-
dickymi nédory, ve srovnani s kontrolni populaci
(p=0,0195), ale neni odlidna ve skupiné pacientek
s hereditarnimi tumory (p=0,150). Analyza zavislosti
doby vzniku nddoru na genotypu AIB1 ukézala, ze
v populaci pacientek s mutaci genu BRCA1 a obéma
alelami s <29Q byl primérny vék diagndzy karcino-
mu 46,76 let, zatimco u pacientek s alespor jednou
alelou s >29Q 40,33 let (p=0,1399). Tento trend ne-
byl patrny u pacientek s mutacemi v genu BRCA2
(48,20 vs. 50,00; p=0,974).

Dosavadni vysledky na$i analyzy ukazuiji, ze
v populaci pacientek s hereditarnim karcinomem
prsu v dusledku mutace genu BRCA1 existuje ne-
gativni korelace mezi dobou vzniku onemocnéni
a délkou polyQ AlB1. Tato zavislost vSak nedosahu-
je statisticky signifikantnich vysledku a nelze ji proto
vyuZit jako prediktivni znak pro odhad rizika vzniku
onemocnéni v klinickych podminkach.

Podékovani: Prace byla podpofena finan¢nimi
prostiedky Ligy proti rakoving, VZ MSMT CR éislo
MSM0021620808.
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6. NOVE MOZNOSTI STAGINGU

A ULTRASTAGINGU NADOROVYCH

ONEMOCNENI |

8.30-10.05 hod. sal PEGASUS

Pedsedajici: DVORACKOVA, J.;.JANKU, F.; HAJDUCH, M.

Historie a soucasnost
sentinelové uzliny
Dvorackova J.

CGB laboratof spol. s r.0.

Metoda identifikace a biopsie sentinelové uzliny
(SIN) vysla z techniky mapovani lymfatické drenéze,
jejiz pocatky sahaji do roku 1692, kdy Anton Nuck
jako prvni aplikoval do lymfatickych cév rtuf a timto
zplsobem popsal lymfatické cévy a uzliny v oblasti
délohy.

Termin ,sentinelovd uzlina“ poprvé pouzil E.
Gould pfi studiu karcinomu pfiudni zldzy v roce 1960.
Slo o konkrétni anatomicky definovanou uzlinu, bez
identifikace mapovani lymfatické drendze.

Za autora koncepce sentinelové LN je povazo-
van R. M. Cabanas, ktery roce 1977 publikoval praci
na téma specifické lymfografie pfi ca penisu.

Zasadni prace tykajici se zavedeni vy3etieni
SLN do praxe pochézeji z roku 1992 od skupiny
védcl z Kalifornské univerzity pfi studiu maligniho
melanomu.

PrGlom v dosavadni tradiéni prognostické a te-
rapeutické koncepci lymfadenektomie u solidnich
tumor( zpdsobilo pouZiti radionuklidu a scintilaéni
sondy, které zavedl k mapovani lymfatického systé-
mu v roce 1993 A. Alex a ke zdokonaleni této techni-
ky pfispéli Iékafi v roce 1994 z John Wayne Cancer
Center.

Sentinelovou uzlinu Ize v sou¢asné dobé prak-
ticky detekovat preoperaéné a perioperatné pomo-
ci radionuklidu, konkrétné techneciem znaCenym
koloidem, perioperaéné pak navic pomoci znaceni
lymfatik patentni modfi.

Koncepce SLN je zalozena na pfedpokladu,
ze vySetfeni SLN (jedné nebo event. jejich ome-
zeného poétu) mize predikovat pravdépodobnost
postizeni dalich lymfatickych uzlin i ve vy$Sich
etazich. Pfi provedeni technicky (i ekonomicky)
naro¢néjsi histopatologické diagnostiky na zakla-
dé doporuceného standardniho postupu hovofime
o tzv. ultrastagingu.

Doporuéeny standardni postup pfi zpracovéni
sentinelové uzliny www.patologie.info

Tento Standard byl pfijat na schlizi Vyboru
Spoleénosti deskych patologti CLS JEP dne 22. 4.
2005 v Litomysli s tim, Ze bude pfedan Onkologic-
ké Spole¢nosti a Zdravotnim pojistovnam (odboriim
zdravotni péce).
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Obecnd charakteristika: Technika ,sentinelové
biopsie* byla vyvinuta v roce 1992 Mortonem a spol.,
u nas jako rutinni metoda zavedena v roce 1994.

Mnohé maligni nddory metastazuji nejprve
lymfatickou cestou. Nadorové buiky se s nejvétsi
pravdépodobnosti zachyti v prvni lymfatické uzling,
ktera je metastéze v cesté. Oblast nadoru je obvykle
drénovéna lymfatickou cévou, ktera usti do jedné
(vyjimecné vice) uzliny. Tuto uzlinu nazyvame ,sen-
tinelovou® (strazni). Tuto uzlinu Ize pomérné pfesné
identifikovat a vyjmout (sentinelova biopsie). Na
zékladé histologického vySetfeni sentinelové uzli-
ny Ize zjistit pfitomnost metastdz (mikrometastaz)
a stanovit dalSi IéCebny postup. Mezi postizenim
sentinelové uzliny a postizenim dal$ich axilarnich
uzlin je vyznamna shoda (UICC: Prognostic factors
in Cancer).

Metodika: Sentinelovou uzlinu musi oznagit
operatér a musi byt dodana v samostatné, oznace-
né nadobé s poznamkou na privodce, Ze se jedna
o sentinelovou uzlinu.

Uzlina pfikrojena v podélné ose na blo¢ky
3-4mm silné. Malé uzliny jsou zpracovany celé,
v jednom bloku.

Z kazdého tkanoveho bloCku zhotovit celkem
Ctyfi fezy s rozestupem 5-10 mikrond: tfi fezy bar-
vené hematoxylinem eozinem a jeden fez s imuno-
histochemickym priikazem cytokeratinu.

Zéchytnost karcinomu navrhovanou metodou je
dajné 97,9% (Am J Surg Patology).

Zdroj: International Union Against Cancer:
Prognostic factors in Cancor. 2nd Ed. Edited by
M.K. Gospodarowicz Willey-Liss 2001. Am. J. Sur-
gicalPathology: 2002; 26 (3): 337-382, 2002; 26
(3): 382-385, 2002; 27 (6): 842-845, 2003; 27 (3):
385-389.

Metoda identifikace a biopsie SLN ma své his-
torické kofeny, neni tedy Z&adnou ,novou“ zazratnou
metodou. V soucasnosti se standardni odbér SLN
provadi u CA mammy a maligniho melanomu.

Vlyznamné vysledky poskytla skupina olomouc-
kych a brnénskych Iékafl v identifikaci a hodnoceni
stavu SLN u nemalobunéénych CA plic.

Dalsi lokality jsou ve stadiu experimentu (kolo-
rektalni CA, CA jicnu, urologicka a gynekologicka
lokalizace, ORL indikace, thyroidea)

Podékovani: Chtéla bych podékovat viem Cle-
ndm vyboru Spole¢nosti patologli za cenné rady
a Upravy pfi vypracovani standardy SNL.

Detekce minimalni reziduéalni
choroby v kostni dfeni - je ¢as na
zménu klinické praxe?

Janku F.

Onkologicka klinika 1. LF UK; Praha

Pfitomnost minimaini  rezidudlni choroby (MRD)
v kostni dfeni mlize byt u solidnich nador(i potencial-
nim zdrojem pro vznik vzdalenych metastaz i nékolik let
po ukonceni primarni lé¢by. MRD Ize detekovat pomoci
imunocytochemickych metod s vyuZzitim monoklonal-
nich protilatek proti cytokeratin(im ¢i jinym povrchovym
bunéénym markeriim nebo pomoci molekuldmé gene-
tickych metod na podkladé polymerdzové fetézové re-
akce (PCR). Mezi solidnimi nddory byla tato problema-
tika nejvice zkouména u pacientek s karcinomem prsu.
Prognosticky vyznam MRD u pacientek s karcinomem
prsu podpofila neddvno publikovana metaanalyza s vi-
ce nez 4000 zafazenymi pacientkami prokazuijici horsi
vysledky u pacientek s MRD po primarni 1é¢bé.

Rutinnimu vyuziti detekce MRD brani zatim ne-
dostatky ve standardizaci jednotlivych technik. Navic
zatim nejsou k dispozici studie vyuzivajici MRD v te-
rapeutickych rozhodnutich. Kromé prognostické vy-
znamu by se dalo vyuzit MRD k stanoveni specifické
adjuvantni cilené lé¢by na zékladé fenotypu okultnich
nadorovych bunék. Perzistujici MRD by mohla vést
k indikaci prodlouzené adjuvantni Ié¢by. Nicméné do-
kud nebudou k dispozici vysledky z velkych kontrolo-
vanych studii je nutné MRD zahrmovat do terapeutic-
kych rozvah pouze v rdmci klinického vyzkumu.

Podékovani: Podpofeno granty Ligy proti rako-
ving v Praze, RASO grantem COS a vyzkumnym
zamérem MSM0021620808.

Chirurgické aspekty minimalni
rezidudlni choroby u kolorektdlniho
karcinomu

Skalicky P.!, Vyslouzil K., Duda M.!,
Klemental.!, Stary L.", Hajduch M.2, Srovnal J.?,
Kofinkova G.?

"Il. chirurgickd klinika LF UP a FN Olomouc
2Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské
klinice LF UP a FN Olomouc

O vyskytu a zejména Klinickém vyznamu rezidu-
alni choroby a mikrometastaz u nemocnych s kolorek-
talnim karcinomem je dosud i v mezinérodnim méfit-
ku velmi malo informaci. Detekce minimalni rezidudlni
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choroby (MRD) u kolorektalniho karcinomu je prova-
déna na nasich pracovistich v rdmci feSeni grantu IGA
MZCR NR/7804-5. Odbér materidlu k laboratorni de-
tekci minimalni rezidualni choroby provadime ve dvou
fazich opera¢niho vykonu a pfi nasledné ambulantni
kontrole nemocného. Na pocatku operace odebirame
kostni dfen, systémovou krev a portalni krev po kany-
laci mesenterialni vény. Druhou skupinu odbérd tvofi
systémova a portini krev, které odebirame na zavér
operace po resekci tumoru. Posledni skupinu vzork(
(kostni dfen a systémova krev) ziskdvame pfi ambu-
lantni kontrole v odstupu jednoho mésice od operace.
Laboratorni detekci nddorovych bunék v kostni dfeni
a krvi provadime metodou real-time RT-PCR, jako
marker nddorovych bunék pouzivdme karcinoembry-
onalini antigen (CEA).

Od bfezna 2004, kdy byl projekt zahajen, bylo
operovano a kompletné vysetieno vice nez 210 pa-
cientli s kolorektalnim karcinomem. Nemocné jsme
rozdélili do skupin podle lokalizace tumoru. Zakla-
dem operacni techniky pfi operacich kolorektéiniho
karcinomu je ,nho touch” technika, tj. podvaz cévniho
zésobeni tumoru pfedtim, nez dojde k peroperaéni
manipulaci s nadorem. Vzhledem k anatomickému
usporadani lze tento pfistup uplatnit pfi operacich na
rektu event. na colon sigmoideum, zatimco pfi ope-
racich na pravém i levém traniku podvazu mesen-
teria musi pfedchézet rozsahld mobilizace traéniku.

Z predbéznych vysledkd Ize zjistit Castéjsi vy-
skyt minimalni rezidudlni choroby na pravém tracni-
ku. PFi¢inou m0ze byt jak manipulace s tumorem pfi
mobilizaci, tak i objemnost tumord lokalizovanych na
pravém kolon.

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

Minimadlni rezidudalni choroba

u kolorektdlniho karcinomu —
korelace s klinicko-patologickymi
charakteristikami nemoci.

'Srovnal J., 'Kofinkova G., ?Vyslouzil K.,
2Duda M., Skalicky P., *Cwiertka K.,
3§vébisova H., *Gajova B., "*Hajdtich M.
'Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské
klinice LF UP a FN Olomouc

2|1, chirurgickd klinika LF UP a FN Olomouc
®0Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Minimalni reziduaini choroba (MRD) u nemoc-
nych s kolorektalnim karcinomem znamen4 pfitom-
nost nadorovych bunék v téle pacienta, u néhoz
byla provedena radikalni resekce primarniho tumo-
ru a ktery je v soucasnosti bez klinickych znamek
onemocnéni. Tyto izolované nadorové bunky Ize na
zékladé soucasnych znalosti povazovat za prekur-
zory mikrometastaz. Sou¢asnymi vySetfovacimi me-
todami nejsme schopni exaktné odlisit onkologicky
nemocné pacienty vylécené chirurgickym zakrokem
a ktefi jiz nepotfebuiji adjuvantni Ié¢bu, od pacientd
s vy88im rizikem rekurence onemocnéni. Nové mo-
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lekularné-biologické metody ndm vSak v rozhodova-
ni o podani adjuvantni Ié€by mohou vyrazné pomo-
ci. Detekce minimalni rezidudini choroby s vyuZitim
metody zaloZené na principu reverzné-transkripta-
zové polymerazové fetézové reakce v redlném Case,
tzv. real-time RT-PCR je v podstaté studiem genové
exprese, kdy hledanym znakem epitelidlnich naddoro-
vych bunék je informaéni, massengerova RNA. Tou-
to metodou je mozno detekovat aZ jednu nadorovou
buriku mezi deseti miliony burfikami nenadorovymi.

V rdmci nasi studie minimalni rezidudini choroby
u pacientd s kolorektalnim karcinomem jsme v obdo-
bi od bfezna 2004 do sou¢asnosti kompletné vySetfili
a statisticky zpracovali vzorky od vice nez 210 pacientd
operovanych ve FN Olomouc pro kolorektalni karcinom.
VySetfovali jsme expresi karcinoembryonalniho antige-
nu (CEA), nepfimo tedy pfitomnost nadorovych bunék,
v systémové a portaini krvi pfed a po operaci, v kostni
dfeni, ve vzorku tumoru. U vice nez 150 pacientd byly
provedeny a vySetfeny nasledné odbéry systémové kr-
ve a kostni dfené jeden mésic po operaci.

Z predbézného statistického zpracovani vy-
sledkd vyplynulo nékolik zajimavych zavér(. Objem
nadoru souvisel s pozitivitou MRD v portélni krvi
a kostni dfeni, na rozdil od invazivity (T staging),
kde jsme vztah zatim nena$li. Déle, pozitivita lym-
fatickych uzlin (N status) souvisela s pozitivitou
MRD v portéini a systémové krvi. Dale jsme zjistili,
Ze s niz8i expresi CEA v tumoru souvisi vétsi ob-
jem tumoru, vy83i invazivita, pozitivita lymfatickych
uzlin i klinické stadium dle Dukese. Celkova poziti-
vita MRD alespof v jednom ze sledovanych kom-
partmentl jednoznacné souvisi s objemem nadoru
a s klinickym stadiem dle Dukese.

Ackoliv doposud neni zcela objasnén prognos-
ticky vyznam tohoto vySetfeni u solidnich nadord,
stanoveni MRD a monitoring adjuvantni terapie me-
todou real-time RT-PCR se vSak jevi jako technicky
proveditelné, i kdyZ zatim ziistava na Urovni experi-
mentélni metody.

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

Zkusenosti z provozu pracovisté pozit-
ronové emisni tomografie Masarykova
onkologického dstavu v Brné

Bolcak B.

Oddeéleni nuklearni mediciny a pozitronové emisni
tomografie, Brno

Pracovisté pozitronové emisni tomografie Ma-
sarykova onkologického Ustavu v Brné bylo uvedeno
do provozu v z&fi roku 2003 jako druhé pracovisté
pozitronové emisni tomografie v Ceské republice.

Instalovana zde byla PET kamera Siemens
E.CAT Accel s LSO krystaly.

Na vySetfeni pacientd se pouziva zatim jediné
radiofarmakum, '®F-fluoro-deoxy-glukdza, které se
dovazi 2x denné od vyrobce z Prahy (UJV, Praha —
Homolka).
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Pfiprava radiofarmaka pro konkrétniho pacien-
ta probihd za pomoci poloautomatického systému
firmy Thema Sinergy instalovaného v Unoru 2004,
ktery umoznil podstatné zredukovat radiaéni z4téz
pracovnikd radiofarmace.

Velikost aplikované aktivity se lisi podle druhu
studie.

Pro celotélové vySetfeni se aplikuje v priméru
370 MBq, pro vySetfeni mozku a myokardu v priméru
200 MBq '8F-FDG pro standardniho 70kg pacienta.

Denné se z dodané aktivity realizuje v priméru
17-18 vySetieni, pacienty vySetfujeme i 0 sobotach
a nedélich, celkovy pocet vySetieni za mésic je
v soucasnosti cca 500.

Od zahjeni provozu v roce 2003 do konce listopa-
du 2005 jsme realizovali vice nez 10.000 vy3etreni.

Studie hodnoti nezavisle na sobé 2 |ékafi s ates-
taci z nukleéarni mediciny.

Obrazova dokumentace studii obsahujici repre-
zentativni fezy — zpravidla korondlni, soubor MIP
— pseudotfirozmérné zobrazeni (Maximum Intensity
Projections), semikvantifikaci 1ézi za pomoci stano-
véni SUV (Standardized Uptake Value) , popfipadé
fuzi obrazt PET s CT anebo MR, se odesila na PA-
CS archive, ¢imz je zpfistupnéna pro klinickou pre-
zentaci a dali zpracovani.

Analyza podle Klinickych obord.

Vzhledem k orientaci Masarykova onkologické-
ho Ustavu je spektrum pacientd z hlediska jednotli-
vych obort mediciny odli$né od svétového praméru.
Pomér vysetieni podle diagndz je nasledujici:

* onkologie 94 %
* neurologie 4%
* kardiologie 2 %.

Indikace PET vysetieni.

1. diferencidlni diagnostika loZisek nejisté povahy,

2. vySetfeni pfi sledovani (follow up) pacienta po
1éEbé s vysokym rizikem relapsu nebo relapsem
jiz v minulosti prodélanym,

3. vySetfeni pfi patologickych zvySenych hodno-
tach nadorovych markerli s negativitou nebo
neur€itym nalezem ze zékladnich zobrazova-
cich metod,

4. monitoring efektu lé¢by, pfedevsim chemotera-
pie, zejména pfi existenci jiné léCebné alternati-
vy nebo vysoké naro¢nosti Iécby (ekonomické,
toxické zatézi a pod.),

5. neonkologickd indikace,
planovani radioterapie dle PET / CT,

7. podrobné vySetfeni pfed zamySlenou radikaini
operaci — rozifené radikality, vysokého rizika ne-
bo s dusledky vyznamné snizujicimi kvalitu Zivota,

8. staging lokoregionalné rozsifenych nadorl s vy-
sokym rizikem diseminace po ukonteném stan-
dardnim adjuvantnim rezimu.

Flze obrazt

Od unoru 2004 se po instalaci programu Syngo
na pracovisti PET provadi softwarova fuze obrazl
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PET s CT anebo MR. Data CT anebo MR v digitéini
podobé ve formatu DICOM 3.0 jsou pro flizi dostup-
na pfes PACS archiv nebo na CD (z externich praco-
vist nenapojenych na PACS).

Vlyznam fuzi spociva v:

zpiesnéni lokalizace lozisek zobrazenych pozit-
ronovou emisni tomografi ,

stanoveni lokalizace metabolicky aktivni tkéné
v rozsahu lozisek a odliSeni fibroticky zménéné
tkané od ¢asti obsahuijicich viabilni buriky.

V soucasnosti se pocitacova flze obrazd pro-
védi cca u 1/3 vySetfeni a stala se neodmyslitelnou
soucésti denni rutinni praxe umoZriujici vyraznou
mirou zkvalitnit hodnoceni nélezd.

Analyza ndlezii FDG - PET v korelaci s hodnotami
nddorovych markert

Ve spolupraci s Oddélenim laboratornich metod
MOU jsme analyzovali korelaci nalez(i PET s hodno-
tami nadorovych markerd u pacientdi s opakovanym
FDG-PET vySetfenim.

Podle pfedbéznych vysledki je FDG-PET pozi-
tivni dfive nez elevace nadorovych marker( u 1/3 az
1/5 pacientll v zavislosti od diagndzy.

V' budoucnosti bude pfedmétem zéjmu dalsi
analyza a statistické zhodnoceni dat v navaznosti
na kliniku a upfesnéni zaélenéni PET do algorytmu
diagnostickych metod.

VyuZiti PET v sledovani ucinnosti terapie

U pacientli s opakovanym FDG-PET vySetfenim
pfed a po terapii srovnavame:
* pocet a v omezené mife velikost loZisek hyper-
metabolismu glukézy,
metabolickou aktivitu lozisek pomoci stanoveni
SUV (Standardized Uptake Value).

Snizeni metabolické aktivity lozisek, redukci
jejich poctu a velikosti hodnotime jako dobrou odpo-
véd na terapii a vice versa.

Obrazek 1.

Jako pfiklad uvadime komparativni studii hod-
noceni Uéinnosti terapie u pacienta s GIST (Gast-
rointenstindlni stromdlni tumor) pfed a po Ié¢bé
(Glivec) (obrazek 1).

Dolni polovina obrazku — Vstupni FDG-PET de-
tekuje mnohocetnd loziska vyrazné zvySené akumu-
lace radiofarmaka v oblasti jater a bfiSni dutiny. N&-
lez svéd¢i pro pfitomnost viabilni nddorové tkané.

Horni polovina obrazku - Kontrolni FDG-PET
vySeteni po terapii. Uplné vymizeni viech metabo-
licky aktivnich lozisek svédéi pro kompletni remisi
onemocnén.

Vyuziti pozitronové emisni tomografie v kardiologii.
S Uspéchem vyuzivame FDG-PET na vySetfeni
viability myokardu levé komory srdecni u pacientd
s pfekonanym akutnim infarktem myokardu pfed
a po transplantaci autolognich kmenovych bunék.
Provedli jsme zatim vice nez 250 vySetfeni.
Snizeni aktivity postizené ¢asti levé komory
0 vice nez 50 procent ve srovnani s aktivitou refe-
renéniho myokardu hodnotime jako projev nekrézy.
Za pomoci programu 4D-MSPECT hodnotime
aktivitu jednotlivych segmentl myokardu s vyuzitim
polarnich map.

Pfiklad:

Srovnani viability myokardu levé komory pred
a po aplikaci kmenovych bunék u pacienta s pfeko-
nanym infarktem myokardu.

Zfetelnd je vyrazna redukce rozsahu nekrézy
apikalné a anteroseptalné po aplikaci kmenovych
bunék (obrézek 2 - dolni fada jednotlivych projekci —
vstupni FDG-PET pfed aplikaci kmenovych bunék.
Viypad aktivity anteroseptalné a apikalné, horni fada
jednotlivych projekci — zvySena aktivita v postizené
oblasti myokardu po podani kmenovych bunék).

Neurologicka diagnostika - FDG-PET provadime:
e U pacientl s epilepsi rezistentni na farmakote-
rapii s pfedpokladem stereotaktické intervence.

VlySetfeni se provadi v interiktalnim stadiu, na
FDG-PET nachdzime loZisko snizeného meta-
bolismu mozkové kiry v misté epileptogenniho
loZiska,

e upacientl po terapii pro primarni nadory mozku
anebo mozkové metastazy po radioterapii ane-
bo chirurgické terapii. FDG —PET umoznuje odli-
$eni fibroticky zménéné tkané od recidivy anebo
rezidua nadoru. V oblasti mozku je z hlediska
hodnoceni nélezi nezbytné mit k dispozici nale-
zy CT anebo MR v digitalni podobé umoziujici
SW fazi obrazu.

Na ONM a PET MOU pracuje v soucasnosti

5 |ékafll s atestaci z nukledrni mediciny, 1 Iékaf

s atestaci z nuklearni mediciny a radiodiagnostiky,

9 laborantt a 1 fyzik. Pipravu radiofarmak zajistuji

pracovnici Ustavni [ékarny MOU.

Vyznam pozitronové emisni
tomografie u plicnich malignit
'Jakubec P., 'Grygarkova I., 'Jakubcova T.,
'Kolek V., 2Benysek V.

'Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy

FN a LF UP, Olomouc

®Radiologicka klinika FN a LF UP, Olomouc

Pozitronova emisni tomografie (PET) je nein-
vazivni vySetfovaci metoda, jejiz vyhoda spociva
v tom, Ze na rozdil od ostatnich zobrazovacich me-
tod detekuje rozdily v metabolismu bunék rlznych
tkani a nikoliv anatomické struktury. V dnesni dobé
je az 90% vSech PET vySetfeni provedeno z onko-
logické indikace.

Uvédime jednotlivé indikace PET v pneumo-
onkologii a srovnavame jeji vytéznost a presnost
s ostatnimi zobrazovacimi metodami. Mimo dia-
gnostiky se PET také pouzivd k hodnoceni efektu
IéCby, relapsu a progndézy nemoci.

V druhé &asti prace predkladame tfi kazuistiky
ukazuijici pozitiva, ale i uskali a limity tohoto vy3et-
feni.

Obrazek 2.
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Riziko diagnostického omylu pri
zriedkavych nadoroch maternice

v kyretovanom bioptickom materiali
Szépe P., Kajo K., Slavik P., Felcanova D.,
Plank L.

Ustav patologickej anatémie JLF UK a MFN,
Martin, Slovensko

Predmetom prezentacie je kazuistika 35 ro¢nej
pacientky s klinickou diagnézou myému maternice,
ktorej bola urobend diagnosticka kyretaz. V bioptic-
kom materidli bol s pouzitim tak morfologickych ako
aj imunohistochemickych metéd diagnostikovany
regresivne zmeneny leiomyom, avSak pre pretrva-
vajlice klinické obtiaze bola pacientke s odstupom
10 mesiacov nasledne vykonanna hysterektdmia
s peroperaénou biopsiou. Pri tomto vySetreni bol na-
jdeny invazivne rastuci mezenchymalny nador, ktory
zodpovedal myxoidnému leiomyosarkému (MLMS).
Ide o velmi zriedkavy variant leiomyosarkému, ktory
bol v anglicky pisane; literature dosial opisany v me-
nej nez 30-tich pripadoch. Vyskytuje sa tak u Zien
vo fertiinom veku, ako i postmenopauzalne, pricom
zvyCajne vytvara makroskopicky vefku nadorovu
masu. Charakterisitckou morfologickou Crtou je niz-
ka celularita a mitoticka aktivita (celkom ojedinelé
mitdzy), ktora MLMS odliSuje od vietkych ostatnych
LMS. Imunohistochemické vySetrenia a konvencné
kritérid malignity pre tumory z hladkej svaloviny ute-
ru pri tomto type nadoru nie su platné a diagnosticky
prinosné. V diferencidlnej diagnostike treba odlisit
najmé regresivne zmeneny leiomydm, priCom v mi-
nulosti boli zrejme tieto nadory ¢asto poddiagnosti-
kované. Na prezentovanom pripade mozno tito sku-
senost plne potvrdit, navy$e koincidencia s malym
konvenénym leiomyémom bola hlavnym zavédza-
jucim faktorom nespravnej diagndzy pri bioptickom
vySetreni kyretdZe dutiny maternice.

Molekuldrné cytogeneticka
charakterizace t¥i détskych
feochromocytomu

Vicha A.", Sumerauer D.!, Stejskalova E.!,
Jarosova M.2, Holzerova M., Puchmajerova A.%,
Krepelova A.% Krutilkova V.3, Eckschlager T.
'Klinika détské hematologie a onkologie UK 2. LF
a FN Motol, Praha

2Klinika hematoonkologie, LF a FN Olomouc
sUstav biologie a lékafské genetiky UK 2. LF a FN
Motol, Praha

Feochromocytom je u déti velmi vzacny nador
sincidenci mensi nez 1 na milion déti a rok. Je odvo-

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

zen od chromafinnich bunék sympatického nervoveé-
ho systému dfené nadledviny nebo extraadrenalné-
(extraadrendlni se nazyva paraganglion). Vétsinou
se vyskytuje jako sporadicky, ale mize byt sou¢asti
hereditarnich syndromd (MEN- 2A, MEN- 2B, VHL
choroba a NF-1) (1). Hlavnim problémem feochro-
mocytomu je nemoznost pfedpovédét klinicky pra-
béh — na zékladé histologického obrazu nelze urcit,
zda se jednd o benigni &i maligni formu. Pfedpoklada
se, ze prlikaz genetickych zmén by mohl poslouZit
k predikci chovani. U feochromocytomu dospélych
byl nejéastéji popsany ztraty 1p, 3q a/nebo 3p, 6q,
17p, 11q a zmnoZeni 9q a 17q (2). Aberace postihu-
jici 11. chromozom a delece 17q se vyskytovaly pfe-
vazné u malignich forem (3). U feochromocytomu
déti jsou informace o chromozomalnich aberacich
velmi omezené.

My jsme uZili CGH k detekci chromozomalnich
aberaci u dvou feochromocytom( a jednoho para-
gangliomu.

Pfipad ¢. 1. Asymptomaticky tfinactilety chla-
pec, ktery byl pfijat pro hypertenzi zjisténou pfi pre-
ventivni prohlidce. Na ultrazvuku byly nalezeny ma-
sy v obou nadledvinach. Dvacetiétyfhodinovy sbér
prokazal zvySené vylu¢ovani VMA (52,2 mmol/mol
krea a den) a pfi vySetfeni o¢niho pozadi byl nalezen
kapilarmni angiom. Byly odstranény obé nadledviny
s nddorem, histologie: feochromocytom. Vy3etfeni
po operaci véetné *'I-MIBG scintigrafie neprokazala
reziduum nadoru ani metastazy a nyni je 3 roky po
operaci v kompletni remisi véetné normalnich odpa-
dd metabolitd katecholamin{ v modi.

U chlapce byla detekovéna zérodeénd muta-
ce VHL genu NM 000551:¢.374A>C (p.His125Pro)
v exonu 2 genu VHL.

Pripad é. 2. Ctmactilety chlapec akutné pfija-
ty pro kratké bezvédomi s trismem. Byla zjiSténa
hypertenze (160/100mm Hg). V anamnéze udéval
bolesti hlavy, inavnost a zvraceni.

MR mozku neprokézala patologicky nélez, ale
na CT bficha bylo prokdzano nadorové lozisko v pra-
vé nadledviné a dvacetictyfhodinovy sbér prokézal
zvySené vyluovani VMA (19,2 mmol/mol kreatininu
a den). Po kompenzaci hypertenze byla provedena
pravostrannd adrenalektomie a histopatologické
vySetfeni verifikovalo diagnézu feochromocytomu.
Nyni je 14 mésicd v kompletni remisi véetné '*'I-MI-
BG scintigrafie a odpad( metabolitd katecholamin(
v mogi.

Piipad ¢. 3. Trinactilety chlapec pfijaty pro re-
zistenci v bfide zjiSténou pfi preventivni prohlidce.
Na sonu a CT tumor velikosti 10 x 7 x 7cm lokali-
zovany vlevo para a prevertebralné. Nador byl radi-

kalné exstirpovéan. Histologie:paragangliom. Deset
mésicl po operaci je v kompletni remisi véetné ''I-
-MIBG scintigrafie a odpad( metabolitl katechola-
mind v mogi.

Pi.¢. Zmnozeni Ztraty

1. 5q14-921; 6915-q16.1; 1p34.1-pter; 3p12-pter;

X021.3-923 9q34-qter; 11p; 16p12-
-p13; 19; 22
2. / 3; 1
1q 1p; 11p; 17p

Diskuze: U viech tfi déti s feochromocytomem
jsme detekovali deleci postihujici 11p (dvakrat pou-
ze 11p a jednou celého 11. chromozomu) a delece
1p a Casti 3p respektive celého 3. chromozomu byla
u dvou pacientt. Ztraty 1p a 3q patfi k nej¢astéjsim
zménam nachazenym u feochromocytomt dospé-
lych (2, 3, 4, 5). Riizné zmény v oblasti 11. chromo-
zomu (del 11p nebo 11q, zmnozeni 11q) a del 17 p
jsou udavény pfevazné u malignich forem feochro-
mocytomd dospélych (3, 4). My jsme nalezli deleci
11p u dvou a celého 11. chromozomu u tfetiho z na-
Sich pacientli a u jednoho navic deleci 17p pfestoze
neméli zndmky malignity (metastézy). Otazkou je,
zda metastazy nebyly pfitomny, protoze onemocné-
ni bylo zachyceno relativné véas. Druhou moznosti
samozfejmné je, ze genetické zmény u détskych
feochromocytomd se mohou li§it od zmén nachéze-
nych u dospélych. Rada nadord, které jsou typické
pro dospély vek, ale vzacnéji se vyskytnou i u déti,
ma v obou téchto vékovych skupinach odliSnosti bio-
logické, klinické i genetické. Nejvétsi pocet genetic-
kych zmén byl nalezen u chlapce s mutaci genu VHL
a oboustrannym feochromocytomem. Pokud je ndm
zndmo nami prokédzand mutace dosud nebyla u von
Hippel Lindauova syndromu popsana.

Prace vznikla za finanéni podpory VZ MSMT
0021620813 a grantu IGA NC/7441-3.
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Nezvycajna asocidcia nadorov
typu GIST a NET u pacienta

s neurofibromatoézou - limity
klinickej a patologickej diagnostiky
Machalekova K., Kajo K., Szépe P., Plank L.
Ustav patologickej anatémie JLF UK a MFN,
Martin, Slovensko
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Autori opisuju pripad 44-roéného pacienta s kli-
nicky a biochemicky verifikovanym Zollinger-Elliso-
novym syndrémom s recidivujucou tazkou vredovou
chorobou gastro-duodena, pre ktoru bol pacient
opakovane operovany. Zobrazovacimi metédami
(octreoscan) bol detekovany nadorovy proces v ob-
lasti pankreasu, ktory vSak tak v bioptickom ako aj
v nekroptickom materidli nebol potvrdeny, priCom
v pankrease bol zaujimavym nalezom obraz difuznej
nesidioblastézy. Naviac boli operaéne zistené mno-
hopo€etné nadorové uzly na serdze tenkého Creva,
ktoré spifiali morfologické kritéria gastrointestinéine-
ho stromalneho tumoru (GIST). Napokon u pacienta
boli pritomné znamky neurofibromatézy 1 (café au
lait, viacpoCetné neurofibrémy koze).

Aj ked dokladnym vySetrenim pacienta pocas
zivota ako i po smrti nebol klinicky a morfologicky
suponovany neuroendokrinny nador (NET) s prejav-
mi hypergastrinémie najdeny v typickych lokalizéaci-
&ch (gastrinémovy trojuholnik), ostéva tento pripad
zaujimavy a raritny asocidciou neurofibromatdzy
s nadorom typu GIST a klinicky suponovanym NE-
Tom. Jednou z moznych ciest dorieSenia pripadu
ostéva analyza DNA pacienta molekularne-genetic-
kymi metodami.

Stanoveni radiaéniho poskozeni
tenkého stFeva mérenim stfevni
propustnosti

Horak L.", Kohout P.2, Kubecova M.}
‘chirurgicka klinika 3.LF UK Praha

%interni klinika FTN Praha

*radioterapeutickd a onkologicka klinika 3LF UK,
Praha

Pfes veSkeré pokroky v radioterapii dochazi
pfi 1é¢bé nékterych solidnich nadorl k poskozeni
tenkého stfeva. Nej¢astéji jde o stavy po radiotera-
pii nadord Cipku hrdla délozniho, pracovisté autorl
mé& bohuzel zkuSenost i s mirmné stoupajici inciden-
ci u nemocnych po adjuvantni radioterapii pro ra-
kovinu koneéniku. Jedna se sice o malé procento
nemocnych, ktefi vdak pfichdzeji s rozvinutym sta-
vem- (malnutrice, chronicky ileus, entero enteralni
pistéle).

Tito nemocni vyzaduiji obvykle dlouhodobou pa-
retnerdlni a fizenou enterdini vyZzivu, u nékterych je
posléze nutny i chirurgicky zakrok. (resekce tenkého
stfeva, ¢i bypass s vyfazenim postizeného useku).

Ke zlepSeni péCe 0 nemocné je vhodné pokusit
se specifikovat ohroZenou skupinu, které by zaslu-
hovala zvySeny dohled pfipadné Ié&bu po skonceni
radioterapie a ne v okamziku kdy pfichdzeji s rozvi-
nutou symmptomatogii.

Navic v souCasné dobé vstupuji nemocni do
Ié&ebného programu, aniz bychom méli informace
funkEnim stavu jejich tenkého stfeva pfed zahajenim
léCby.

Nase studie se zabyvala vySetfenim stfevni per-
meability LAMA testem pfed zahajenim radioterapie
a po jejim skonceni.
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LAMA test je test stfevni propustnosti s pouzitim
laktulozy — je relativné nendroCny pro nemocného,
neni invazivni.

Cilem studie bylo je ovéfit tento test jako metodi-
ku vhodnou k detekci radiaéniho poSkozeni tenkého
stfeva — s perspektivou vytipovat skupinu nemoc-
nych, které bude vhodna pro modifikovany léCebny
model.

Metodika projektu:

1. Podani preparatu — sbér mo€i — pfed RT

2. Podani preparatu a sbér moéi po RT

3. zhodnoceni vysledki- Ustav biochemie LF UK
Hradec Kralové

4. korelace s Klinickym stavem,definitivni hodno-
ceni vysledku

V souCasné dobé mame zpracovana data 35
nemocnych pied, bezprostfedné po a 6 mésicl po
ukonceni radioterapie. Vysedy koreluji s klinickym
stavem nemocnych. V dal$i fazi studie bude spogi-
vat v dlouhodobém sledovani nemocnych a méfeni
propustnosti v 6 mésiénich intervalech.

Autofi dékuiji Lize Proti Rakoviné Praha za pod-
poru prvé faze projektu.

BNP (brain natriuretic peptide) -
marker kardidlniho selhavéni

u pacienti lééenych radioterapii
2Holubec L., 'Finek J., 'Salvét J., Topol¢an O.
'Radioterapeutické a onkologické oddéleni, FN
Plzen

2Centralni izotopova laboratof, ONM FN Plzefi

Uvod: V prabéhu radiaéni onkologické lécby
horni poloviny hrudniku, hlavy a krku dochazi velmi
¢asto v dUsledku zareni k poskozeni funkce myo-
kardu. Klinickd manifestace je patrna predevsim
v ovlivnéni funkce levé komory srdecni, coz ma za
nasledek srdecni selhani. K témto poruchdm docha-
zi nejen u pacientd, kteff jiz byli pfed radia¢ni terapii
pro srdecni selhani 1é¢eni, ale také u pacientl bez
klinické manifestace srde¢ni choroby. Kromé fyzikal-
niho vySetfeni patfi k zdkladnim metodam diagnos-
tiky srde¢niho selhéni provedeni echokardiografic-
kého vySetfeni a EKG. Pro potfeby onkologickych
a radioterapeutickych pracovist vsak toto vySetieni
neni vZdy aktudlné dostupné. V rychlé diagnostice
srdeCniho selhani zde proto mlze hrét dulezitou
Ulohu stanoveni kardiospecifickych enzymd. Jedna
se predevSim o stanoveni natriuretického peptidu
typu B (BNP). Natriureticky peptid typu B je tvore-
ny fetézcem 32 aminokyselin. Pdvodné byl izolovan
z mozkové tkané vepre, proto se oznacuje B (z ang-
li¢tiny brain). Gen pro lidsky BNP je lokalizovan na
chromozomu €. 1. Prohormon BNP je pfi priichodu
membranou kardiomyocytu $tépen na biologicky ak-
tivni BNP a biologicky neaktivni N-terminalni zbytek
prohormonu NT- pro BNP, ktery mé& 76 aminokyse-
lin. Cirkulujici prohormon, BNP i NT-pro BNP mohou
byt stanoveny radioimunologicky. Hlavnim stimulem

pro uvolnéni NP do cirkulace je dispenze (strech)
kardiomyocytl. Nejprve rychle stoupne plazmatické
koncentrace atridlniho NP (ANP), ktery je skladovan
v intraceluldrnich granulech myocytli pfedevsim
srdeCnich sini. S malym zpozdénim stoupda plas-
matickd koncentrace BNP rychlou vystupfiovanou
transkripci genu pro BNP s néslednym vzestupem
mRNA pfedevdim v myokardu srdeénich komor.
Volny BNP se vaze na efektorové receptory A a B
s naslednym vzestupem koncentrace cGMT v bun-
ce a stimulaci natridiurézy a vasodilatace. BNP je
z krve eliminovan jednak vazbou na receptor typu
C (bez biologického efektu), jednak proteolyzou ne-
utrdini endopeptidazou (NEP). Rendlini exkrece jak
BNP, tak NT-pro BNP neni dosud objasnéna. Exis-
tuje vSak nepochybna pozitivni korelace S-Cr a S-
-BNP, respektive NT- pro BNP.

Jako perspektivni se dale zda byt stanoveni
markeru Seristra, coZ je stfedni ¢ast molekuly ANP,
ktera se uvolfiuje v sinich a je také potencidlni mar-
ker srdeCniho selhani.

Metodika: V pilotni studii jsme u 37 pacient Ié-
¢enych zafenim stanovili BNP (Chemiluminiscence,
Beckmann Coulter), NT-pro BNP (ELISA, Biomedi-
ca) a Seristra (Imunoluminescence, BRAHMS) pred
zahajenim radia¢ni 1é¢by a po jejim skonceni (do 5
dn). Laboratorni hodnoty byly korelovany s klinic-
kym stavem pacienta, pomoci fyzikalniho vySetfe-
ni, které bylo provedeno kvalifikovanym internistou
se zaméfenim na zndmky kardidlniho selhdvani.
U dvou pacientl, ktefi méli pozitivni anamnézu
a byly pro chronické srdeéni selhdvani lééeni jiz
pfed radia¢ni 1é¢bou, bylo sou¢asné pfi pozitivité
hodnot BNP a klinické manifestaci provedeno kon-
trolni echokardiografické vySetfeni a to pfed a po
skonéeni radioterapie.

Celkem bylo vySetfeno 37 pacientd, z toho mélo
20 pacientt negativni anamnézu kardialniho one-
mocnéni, u 20 pacientli byla pozitivni anamnéza
z hlediska kardidlniho onemocnéni (vysoky krevni
tlak, poruchy rytmu, srdeéni selhani). Z 37 pacient(
bylo 29 ozafovano pro karcinom prsu (vlevo), 5 pa-
cientd s karcinomem jicnu, 2 pacienti s karcinomem
plic a 1 pacient s m. Hodgkin.

BNP bylo stanoveno pomoci komeréné do-
stupného kitu od spoleCnosti Merck na pfistroji
ACCESS, Beckman Coulter, NT-pro BNP metodou
ELISA, kit spole¢nosti Biomedica a Seristra imuno-
luminescenéné, pomoci komer¢niho kitu spoleénosti
BRAHMS.

Vysledky: U srovnani hodnot kardiospecific-
kych marker(i mezi skupinou kardiakd a nekardiak(
bez ohledu na lécbu jsme zjistili statisticky signifi-
kantni rozdily u BNP (p> 0.009), Seristry (p> 0.04),
u NT-pro BNP nebyl mezi skupinami Zadny rozdil.
U skupiny pacientll s negativni anamnézou kar-
diovaskularnich onemocnéni byl pfed a po é¢bé
zé&fenim pozorovan statisticky signifikantni rozdil
u hodnot BNP (p> 0.05), u hodnot NT-pro BNP a Se-
ristry nebyl mezi skupinami Zadny rozdil. U skupiny
pacientd s pozitivni anamnézou kardiovaskularnich
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onemocnéni byl pfed a po lé¢bé zafenim pozoro-
vén statisticky signifikantni rozdil u hodnot BNP (p>
0.001), u hodnot NT-pro BNP a Seristry nebyl mezi
skupinami Z&dny rozdil.

Pfed zahajenim IéCby byly patologické hodnoty
BNP (nad 100 pg/l) naméfeny u 3 ze 37 (8%) pa-
cientli. Ve vSech pfipadech se jednalo o pacienty
Ié¢ené pro chronické srdeéni selhani. Po skonceni
radiaéni 1é¢by byly naméfeny patologické hodnoty
u 11 ze 37 (30%) pacientt, kdy do$lo ke zhorSeni
manifestni choroby, &i doslo ke kardiélni dekompen-
zaci u dosud kompenzovanych pacientd. V pfipadé
dvou pacientli, u kterych bylo zaroven provedeno
echokardiografické vySetfeni pfed a po skonceni
Ié¢by, koreloval echokardiograficky nalez s pato-
logickymi hodnotami BNP a klinickou manifestaci
kardidlniho selhéni.

Diskuze: Z vysledkd pilotni studie vyplyva,
Ze manifestni srdeéni selhani se vyskytlo u 30%
pacientll po skonéeni radiacni terapie. Vétsinou se
jednalo se o dekompenzaci stavajiciho onemocnéni
¢i novou klinickou manifestaci. Ve vétsiné pfipadl
korelovaly patologické hodnoty BNP s klinickymi pfi-
znaky pocinajiciho srde¢niho selhani, které by byly
jinak prehlédnuty.

U obou kazuistik, kde byla provedena korela-
ce hodnot BNP s echokardiografickym vySetfenim
byla prokézana korelace mezi mirou patologickych
hodnot a stupném kardialniho selhdvani. U obou pa-
cientl byla v priibéhu radioterapie upravena lécba
srde¢niho selhéni a pacienti bez komplikaci dokon-
Cili ozafeni, které by jinak bylo pro $patnou toleranci
ukonceno.

V rutinni klinické praxi je Casto v pfipadé on-
kologickych pracovist echokardiografické vySetfeni
obtizné dostupné. Rovnéz frekvence vysetfeni,
které by bylo nutné provést v pfipadé manifestniho
kardidlniho selhavani v pribéhu radioterapie by by-
la finanéné neunosnd. Laboratorni stanoveni BNP
jako markeru srde€niho selhani se proto u pacientd
IéCenych radioterapii zda jako perspektivni zviasteé
v situaci, kde neni aktualné dostupné echokardio-
grafické vySetfeni a kde je z ddvodu jiz manifestniho
onemocnéni nutné monitorovat pacienty za ucelem
Upravy terapie srde¢niho selhani.

Vedlejsi pfiznaky provézejici radiaéni terapii by-
vaji ¢astou pfiCinou pferuseni €i zkraceni terapie pro
jeji intoleranci. Z prospektivnich multicentrickych
studii je prokazano, Ze oboji mé nepfiznivy vliv na
bezpfiznakové i celkové pFeZiti, coZ znamend, Ze pa-
cienti Ziji kratsi dobu, nez kdyz dosahnou maximalni
celkové davky zéfeni. Vedle ¢astych vedlejSich pfi-
znakd, které jsou vSeobecné znamy (lokdlni kozni
reakce, Utlum krvetvorby) existuje celd fada dalSich,
na které neni mysleno (kardialni selhavani, dysfunk-
ce §titné Zlazy). U téchto pacientl je zhorSeni aktu-
alniho zdravotniho stavu vétsinou Spatné diagnosti-
kovéno. Pacient se ,zhorsil", proto je protinddorova
|é¢ba pferusena a pacientovi je doporu¢ena navste-
va ,specializovaného lékafe dle spadu®. Pfi spravné
diagnostikované pficiné zhorSeni zdravotniho stavu,
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jako je tomu v pfipadé kardidlniho selhavani, pak
vede pouze Uprava terapie k vyraznému zlepSeni
a pacient mize zapodatou terapii dokongit. K tomu
je v8ak nutnd uzk3 interdisciplinarni spoluprace ra-
dioterapeuta, onkologa, internisty a laboratorniho
specialisty, ktera bohuzel ve vétsiné pfipadd chybi.

Zaver: Z vysledku pilotni studie vyplyva, ze pfe-
devSim méfeni brain natriuretického peptidu (BNP)
méa vyznam pro monitoraci funkce myokardu a to
predevsim u rizikovych pacientl, ktefi podstupuji
aktinoterapii.

Podékovani: Tato prace vznikla za podpory
grantu udéleného Ligou proti rakoviné pro rok 2005/
2006.
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Vyuziti technik asistované
reprodukce v péci o onkologické
pacienty

"Hiittelova R., %Kleibl Z.

1Ustav pro péci o matku a dit&, Praha

2Ustav biochemie a experimentalni onkologie, 1.
LF UK v Praze.

S rozvojem lééebnych protokold pouzivanych
v onkologii vyznamné stoupd pocet dlouhodobé
pfezivajicich a trvale vylécenych pacientl. Do po-
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pfedi zajmu se tak dostava otdzka zlepSeni kvality
jejich Zivota a minimalizace pozdnich nezadoucich
cinkl 1é¢by. Lécba nadorovych onemocnéni ma
¢asto za nésledek poskozeni gonad s néslednym
deficitem hormond a sterilitou. Mezioborova spolu-
prace a vyuziti technik asistované reprodukce tak
mize zajistit reprodukéni ochranu pacientd rdznych
vékovych skupin.

V' ramci reprodukéni ochrany pacienta Ize pro-
vést zamrazeni a uschovani spermii, embryi a v né-
kterych pfipadech i oocyti pfed zahajenim protina-
dorové lécby. U Zen a divek v puberté a po puberté
Ize zamezit poSkozeni ovarii pfi onkologické Ié¢bé
pomoci analogli gonadoliberinu. U déti a dospiva-
jicich je perspektivou pro uchovani plodnosti za-
mrazeni a pozdéj$i rozmrazeni zarodeénych bunék
primordidlnich folikulG a nezralych stadii muzskych
pohlavnich bunék odebranych z gonad pomoci bi-
opsie.

Dal$i moznosti péce o onkologické pacienty je
oblast preimplantaéni diagnostiky u zdravych no-
sicl mutaci podminuijicich hereditarnimi nadorova
onemocnéni. Je nezbytné, aby pfesné vymezeni
cilové skupiny klientek pro tuto diagnosticko-pre-
ventivni modalitu vze$lo z mezioborova spolupréace
s Ucasti onkologd, embryolog(, klinickych genetikd,
molekularnich biologli a psychologd. Metody mo-
lekularni biologie prokazuji praktickou pouZitelnost
detekce mutaci v embryich pomoci single-cell PCR
a nésledné sekvenaéni analyzy.

Podékovani: Autofi dékuji Lize proti rakoviné za
finan¢ni podporu projektu.

Vime co lééime? Jak zlepsit detekci
postizeni uzlin u kolorektdlni
rakoviny

Horak L., Lisy P.!, Duchaé¢ V.', Stukavec J.",
Svec A2, Jirasek T.2

'Chirurgické klinika 3 LF UK Praha
%Patologicko-anatomicky ustav 3LF UK Praha

Soucasné situace v detekci postizeni lymfatiky
kolorektalnim karcinomem neni uspokojiva. Situaci
nejlépe vystihuje sdéleni Zaloudika z roku 2003, kdy
kriteriu na 12 vySetfenych uzlin v resekénim prepa-
ratu vyhovéla neceld Ctvrtina z téméf 300 operova-
nych nemocnych.

Kromé exaktné provedeného chirurgického
zakroku je nutnd spolupréace patologa. Ten ma dis-
pozici bud zvySeni poCtu rutinnich fezl az na 250
jak udavaji japonéti autofi. DalSi moznosti je ¢asové
naro¢nd dissoluce tuu v mesocolon a v mesorektu.
Autofi zavedli v roce 2003 metodiku dodate¢ného
zvyraznéni uzlin podle Korena pomoci roztoku die-
thyleteru , kyseliny octové-ledové ethanolu a formo-
lu. Uzliny se jevi jako bélavé uzle v tuku mesocolon.

Metoda prodluzuje pfipravu preparatu pro vySet-
feni 0 30—45 minut. V rutinnim provozu v roce 2004
byl priméru vySetfenych uzlin 14.7 na preparét.

Vyrazné stoupl i po€et z&chytu positivnich uz-
lin.

29
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Metodiku Ize povaZovat za jednoduchou a pfi-
tom velice pfinosnou pro rozhodovani o adjuvantni
|éChé.

Autofi dékuji Lize Proti Rakoviné Praha za dar,
ktery jim umoznil zavést metodiku do klinické praxe
a Onkologické spolecnosti za pFispévek, diky které-
mu mohou v této metodice pokraCovat.

Autofluorescencéni diagnostika
kolorektdalniho karcinomu

'Duchacé V., 'Horak L.,2Zavadil J., 2Lezal D.,
1Stukavec J.

'Chirurgickd klinika 3. LF UK, Praha

2CAV, Praha

Cil: Ve své praci si autofi dali za cil ovéfit moz-
nosti ex vivo a in vivo diagnostiky kolorektélniho
karcinomu pomoci rozdilnych autofluorescenénich
vlastnosti zdravé a postizené tkané tlustého stieva.

30

Metodika: Ve spolupraci s Ustavem radiotech-
niky a elektroniky AV CR byl vytvofen pienosny
autofluorescenéni analyzator pracujici v systému
,Svij-cizi. Jako budici svételny zdroj byly pouzity
1/ Ar ion laser pracujici na vinové délce 514,5nm
a 2/ He-Ne laser pracujici na 632,8 nm a posléze
LED zdroj o vinové délce 481nm. Timto zafizenim
byly analyzovany vzorky zdravé a nadorové tkané
tlustého stfeva ziskané pfi operacich nemocnych pro
kolorektalni nador. Zpocatku jsme odebirali 2 vzorky
1/ z oblasti nadoru a 2/ z oblasti oréini resekéni linie.
V soucasné dobé jsme schopni tkan vySetfit okamzi-
té po jeho vyjmuti z t8la pacienta a pfi rektoskopii.

Kazda méfend oblast je po té histologicky zpra-
covéna k ovéfeni nélezu.

Standardné v kazdé oblasti provadime 5 méfe-
ni, ktera posléze primérujeme.

Vysledky: U nadorové tkané v zasadé ziskava-
me 2 typy odpovédi na excitaci.

1. pokles intenzity v celém Sifi méfeného spek-
tra — ktery je vysvétlovan zanétlivou infiltraci
nadorem postizené tkané a

2. vyznamné zvySeni intenzity emitovaného zéfeni
v oblasti ¢erveného spektra, respektive na vino-
vych délkach 630 a 680 nm, které je vysvétlova-
no zvySenym mnozstvim protoporfyrinu v nado-
rové tkani.

Zavéry: Autofi experimentalné ovéfili moznost
autofluorescenéni diagnostiky kolorektalniho karci-
nomu, jehoz hlavni vyuziti autofi pfedpokladani pfi
diagnostickych rozpacich pfi stanovovéni bezpeéné
resekeni linie nizko uloZenych kolorektélnich karci-
nom( a perspektivné pfi endoskopickych kontrolach
po vykonu pro kolorektélni karcinom

Podékovani: Autofi dékuji za podporu prace IGA
MZ- CR- grant ND-7581.
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A ULTRASTAGINGU NADOROVYCH
ONEMOCNENI 1l

10.30-12.05 hod. sal PEGASUS

Predsedajici: DVORACKOVA, J.; PILKA, R.; SROVNAL, J.

Detekce sentinelové uzliny u plicniho
karcinomu pomoci patentni modFi

a jeji klinicky vyznam

Bohanes T., 'Klein J., 'Neoral €.,

'Szkorupa M., 2Koranda P.

'I. chirurgickd klinika LF UP a FN Olomouc
2Klinika nuklearni mediciny LF UP a FN Olomouc

Nézory na vyznam a nejvhodnéjsi zpdsob lym-
fadenektomie u nemalobunééného karcinomu plic
nejsou dosud jednotné. Metoda identifikace a biopsie
sentinelové uzliny, ovéfena dosud u nékterych jinych
tumord, predstavuje i u plicniho karcinomu slibnou
alternativu &i pfinejmensim doplnék dosud uzivanych
postupd.

V rdmci prospektivni nerandomizované studie,
probihajici ve FN Olomouc v letech 2000-2003,
byla provedena identifikace sentinelové uzliny u 48
pacientl s nemalobunétnym plicnim karcinomem
s vyuzitim lymfatického mapovani pomoci patentni
modFi. Sentinelové uzlina byla identifikovana u 40
nemocnych (83,3 %), faledné negativita sentinelové
uzliny byla zjiSténa ve 3 pfipadech (7,5%). Ziskané
vysledky byly porovnavany s vysledky dalSich studii,
véetné praci publikovanych v posledni dobé.

Zavér: Studie prokézala klinickou vyuZitelnost
metody identifikace a biopsie sentinelové uzliny
u nemalobunééného plicniho karcinomu pomoci
patentni modfi. Spolehlivost detekce se pfi jisté zku-
Senosti s technikou blizi vysledkim detekce senti-
nelové uzliny pomoci radionuklidu. Klinicky vyznam
metody vSak zlstava nadéle ponékud sporny.

Identifikace sentinelové uzliny a jeji
vyznam u karcinomu jicnu a kardie
Vrba R., 'Neoral €., 'Aujesky R., 'Bohanes T.,
Klein J., 'Kral V., 2Koranda P.

'I. chirurgickd klinika LF UP a FN Olomouc
2Klinika nuklearni mediciny LF UP a FN Olomouc

Cil studie: Technika identifikace a biopsie
sentinelové uzliny je jednou z moznosti jak zpfesnit
staging onemocnéni u karcinomu jicnu a Zaludku.
To je pfinosné hlavné u nemocnych s postizenim
D2 uzlin, jelikoz pouze u nich je prokazan pfinos D2
lymfadenektomie pro zlepSeni pfeZivani. Cilem stu-
die bylo ovéfit moznost vyuZiti techniky u pacientd,
u nichZ byla indikovéna pfed radikalni operaci ne-
oadjuvantni terapie.
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Metoda: Sentinelova uzlina byla identifikovana
pomoci radio-colloidu a/nebo patentni modfi, apliko-
vanych endoskopicky do oblasti tumoru. Uzlina byla
poté vyhleddna pomoci videolaparoskopie a ode-
bréna na histopatologické vySetfeni véetné detekce
mikrometastaz. Metoda byla vyuzita v letech 2002-
2005 u 30 nemocnych.

Vysledky: Nebyly zaznamenany zadné kompli-
kace z metody, vytéznost techniky pro ziskéni senti-
nelové uzliny je 60 %.

Zaver: Popsana technika byla ovéfena jako po-
uzitelnd u nemocnych s karcinomem jicnu a kardie,
jakkoliv sebou nese jisté metodické obtize. Defini-
tivni nahled na dal$i vyuzitelnost postupu mohou
umoznit az dalsi studie.

Podékovani: Studie byla podpofena grantem
IGA MZdr CR NA 7668-3/2003

Detekce sentinelovych lymfatickych
uzlin pomoci °™ Tc-nanokoloidu u Ca
endometria

'Pilka R., 'Kudela M., 'Dzvinc¢uk P., 2Koranda P.?
'Gynekologicko — porodnicka klinika FN a LFUP
Olomouc

%Klinika nuklearni mediciny FN a LFUP Olomouc

Cil: Vyhodnoceni efektivity pfedoperacni lym-
foscintigrafie a peroperatni radionavigace v detekci
sentinelovych lymfatickych uzlin (SLN) u pacientek
s karcinomem endometria po transcervikalni intra-
myometraini aplikaci znateného koloidu.

Materidl a metodika: Nanokoloid znaCeny
techneciem Tc*® (aktivita 50MBq) byl podan pfedo-
pera¢né 33 pacientkdam s karcinomem endometria
od dubna 2002 do bfezna 2005. Radiofarmakum
bylo aplikovano 25 gauge jehlou transcervikalné
do myometria. Nésledovala série statickych lym-
foscintigramd v rozmezi 20 az 90 minut po podani.
Za dvé hodiny byla zahéjena terapeuticka operace.
U 28 pacientek byla provedena abdominélni hys-
terektomie, oboustrannd adnexektomie a panevni
lymfadenektomie. Laparoskopicky asistovana va-
gindlni hysterektomie s bilateralni adnexektomii
a pénevni lymfadenektomii byla provedena v 5
pfipadech. U 11 pacientek byly odstranény para-
aortalni uzliny. Radioaktivni lymfatické uzliny byly
lokalizovény detekéni gama sondou. Kazdd aktivni
uzlina byla odstranéna a zasléna k histopatologic-
kému vySetfeni zvlast.

Vysledky: U 26 pacientek (79%) ze 33 byly
identifikovany sentinelové lymfatické uzliny. Primér-
né bylo detekovéno 2,9 sentinelovych uzlin (rozmezi
1-10). Z celkové ziskanych 472 uzlin bylo 72 (15,3 %)
radiopozitivnich. Histopatologicky byly zjiStény me-
tastdzy v 5 uzlindch (7%) ze 72. V paraaortaini
oblasti byly sentinelové uzliny detekovany u 11 pa-
cientek (33%). Zadné fale$né negativni sentinelové
uzliny nebyly nalezeny.

Zavér: Pomoci pfedoperaéni lymfoscintigrafie
a peroperaéni radionavigace lze detekovat SLN
u vyznamné &asti pacientek s karcinomem endo-
metria, coz umoznuje detailni histologické vySetfeni
téchto uzlin. Detekce paraaortélnich SLN pfedstavu-
je rozSifeni operace i na tuto nestandardné vySetfo-
vanou oblast. Radionavigace zlepSuje peroperacni
vizualizaci SLN.

Detekce minimalni rezidudlni
choroby technikou PCR v redlném
case v sentinelovych uzlindch

u karcinomu prsu

'Kofinkova G., 'Srovnal J., *Hajdtch M.,
2§vach I., 2ZIamalova N., *Svébisova H.,
SCwiertka K., *Minafik J.

'Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské
klinice LF UP a FN Olomouc

2Chirurgicka klinika LF UP a FN Olomouc
%0nkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Pro vySetfovani minimaini rezidudlni choroby
v sentinelovych, popfipadé v axilarnich uzlindch
u karcinomu prsu vyuzivame v nasi laboratofi me-
todu RT-PCR v redlném ¢ase. Pomoci této metody
jsou na zékladé detekce typickych epitelialnich zna-
kd nadorovych bunék na drovni mRNA detekovany
izolované nadorové bunky v lymfatickém systému.
Metoda spadd do oblasti ultrastagingu, jeji citlivost
se pohybuje na urovni detekce jedné nadorové bun-
ky mezi deseti miliony bunék nenddorovych. Proto
se zde ve srovnani s klasickym histopatologickym
vySetfenim nabizi velké moznosti pro zpfesnéni za-
kladniho stagingu u pacientek s karcinomu prsu.

Markery pouZivané v nasi laboratofi pro diagné-
zu rezidudlni choroby u karcinomu prsu jsou ma-
maglobin MGB1, karcinoembryondlini antigen CEA
a jako kontrolni gen pouZivame gen pro glyceralde-
hydfosfatdehydrogendzu GAPDH. Dosud bylo u nés
na minimalni rezidudlni chorobu u karcinomu prsu
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vySetfeno zhruba 40 vzorkd sentinelovych uzlin a 10
vzorku axilarnich uzlin. Na pfednasce budou disku-
tovany nejen vysledky RT-PCR vy3etieni v rediném
Case, ale pfedevsim korelace nasich vysledk s vy-
sledky histopatologického vySetfeni.

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

Molekularni detekce okultnich
nddorovych bunék v kostni dieni
pacientek s éasnym karcinomem
prsu pomoci kvantitativni RT PCR
pro CEA

Jankd F., 2Srovnal J., ?Kofinkova G.,
2Hajduch M.

'Onkologicka klinika 1. LF UK, Praha

2L aboratof experimentélni mediciny pfi Détské
klinice LF UP a FN Olomouc

Vychodiska: ~Karcinoembryondini  antigen
(CEA) je sérovym markerem celé fady nadori. Ne-
davno bylo vyvinuto nékolik systémd pro CEA-RT-
-PCR detekci v periferni krvi a kostni dfeni. V nasi
studii jsme zkou3eli kvantitativni CEA-RT-PCR v di-
agnostice izolovanych néadorovych bunék v kostni
dfeni pacientek s ¢asnym karcinomem prsu pied
zahajenim adjuvantni systémové Iécby.

Metodika: Celkem 70 pacientkdm po komplet-
nim odstranéni nadoru nebo pfed neoadjuvantni
Iébou s radikalnim zdmérem byl odebrén aspirat
kostni dfené. Rozlozeni klinickych stadii bylo na-
sledujici: stadium | (37 %), Il (60%) a Il (3%). Pro
izolaci mRNA byl pouzit QlAamp RNA blood mini kit
(Qiagen ®). Nasledné bylo provedeno kvantitativni
RT-PCR na expresi CEA.

Vysledky: Transkripty CEA byly zjistény ve
vzorcich od 29 (41%) ze 70 pacientd. Pfi medianu
sledovani 22 mésicl jsme zaznamenali 8 udalosti
registrovanych pro dobu do udalosti (tzv. disea-
se free survival DFS) véetné 4 vzdalenych recidiv,
1 duktalniho karcinomu in-situ (DCIS), 1 lokélni
recidivy a 2 imrti bez nadoru. Ctyfi DFS udalosti
(2 vzdalené recidivy, 2 umrti bez nadoru) byly zjis-
tény u pacientd s CEA transkripty v kostni dfeni
a 4 (2 vzdalené recidivy, 1 DCIS, 1 lokalni recidiva)
u pacientl bez prokazanych transkriptli CEA v kost-
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ni dfeni. Byl pozorovén trend ke krat§imu DFS ve
skupiné s expresi CEA, ktery nicméné nedosahoval
statistické vyznamnosti (p=0,05548). Celkové pre-
Ziti vzhledem k tomu, Ze byly hldSeny pouze 2 Umrti
(u pacientek bez nddoru), hodnoceno nebylo.

Zavér: Kvantitativni RT-PCR pro CEA by mohlo
byt uzite¢nou technikou pro detekci okultnich nado-
rovych bunék v kostni dfeni pacientek s Casnym kar-
cinomem prsu. Klinicky a prognosticky vyznam tak-
to zjiStované minimalini rezidudlni choroby je zatim
nejisty. Z prognostického hlediska je nase vysledky
je nutné posuzovat opatrné vzhledem k tomu, ze mo-
hou byt ovlivnény vyskytem 2 umrti u pacientek bez
recidivy s expresi CEA v kostni dfeni.

Podékovani: Podpofeno granty Ligy proti rako-
viné v Praze, RASO grantem COS, vyzkumnym za-
mérem MSM0021620808 a MSM 6198959216.

Monitorovéani minimalni reziduéalni
nemoci u nemocnych s CML pomoci
real-time RT-PCR

Rozmanova §., Plachy R., Faber E., Rohon P.,
Novosadova A., JaroSova M., Indrak K.
Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc

Pro diagnostiku a monitorovéni lé¢ebné od-
povédi u pacientd s chronickou myeloidni leukemii
(CML) je nezbytna detekce fuzniho genu BCR/ABL.
Nejcitlivéjsi metodou pro zjidténi pfitomnosti této
aberace je kvalitativni analyza metodou reverzni
transkriptadzové polymerazové fetézové reakce (RT-
-PCR) dovolujici ur€it transkript BCR/ABL na urovni
1 leukemické buriky mezi 10°-10% normalnimi bun-
kami. Viyraznym pokrokem ve sledovani [éCebné od-
povédi a minimalni rezidudIni nemoci je kvantifikace
hladiny BCR/ABL transkriptd pomoci kvantitativni
RT-PCR (Q-RT-PCR) s pouzitim fluorescen¢né zna-
¢enych sond. Narist a vysokd hladina transkriptu
BCR/ABL signalizuji Spatnou odpovéd na |écbu
a Spatnou progndzu, naproti tomu pokles ¢i vymize-
ni transkriptd BCR/ABL dobrou odpovéd na Iécbu
a dobrou progndzu.

Na naSem pracovisti jsme zavedli metodu real-
-time PCR pro kvantitativni monitorovani minimalni
rezidudini nemoci u pacientd s CML. Analyza je
provadéna na pfistroji LightCycler s vyuZitim spe-
cifické hydrolyza¢ni sondy pro transkript BCR/ABL

a hladina transkriptd BCR/ABL je vztazena k expresi
kontrolniho genu ABL.

mace o metodickém pfistupu kvantifikace exprese
fizniho genu BCR/ABL a zaroven prezentovat vy-
sledky analyz provedenych v molekuldrné genetické
laboratofi HOK FN Olomouc. Ovéfili jsme, Ze pomér
BCR-ABL/ABL velmi dobfe koreluje s cytogenetic-
kou odpovédi a Ze technika Q-RT-PCR je spolehliva
a citlivd metoda pro monitorovani pacientd s CML
béhem lé¢by nebo po alogenni transplantaci.

Cytologické a biochemické vysetFeni
lavéaze dutiny b¥isni u nadora horni
¢éasti GIT

"Hoskovec D., 'Anto$ F.,*Kudrmann
J.,’Benkova K., 'Varga J.

'Chirurgicka klinika 1. LF UK a IPVZ

2Ustav radia¢ni onkologie 1. LF UK

3Patologicko anatomické oddéleni, Praha

Vysledky 1é&by malignich onemocnéni horni
¢ésti GIT (zaludek, biliopankreaticky systém) jsou
pfes pokroky v diagnostice, operaéni 1éCbé a che-
moradioterapii neuspokojivé. Chirurgickd |écba
téchto onemocnéni je primarni, ale je zatizena vyso-
kym procentem recidiv.

V literatufe je uvadéno cytologické vy3etfeni la-
vaze dutiny bfidni jako dobry prognosticky ukazatel
pfipadné peritonedini recidivy. Ve snaze identifiko-
vat nemocné, ktefi by mohli profitovat z agresivnich
chirurgickych postupl jsme zavedli vySetfovani
lavazni tekutiny na pfitomnost volnych nddorovych
bunék a hladiny CEA a Ca 19-9.

V obdobi 2003/6 - 2005/10 jsme vySeffili la-
vazni tekutinu (pfip. ascite s) u 44 nemocnych
s podezfenim na malignitu horniho GIT. Ve 14 pFi-
padech (31,8 %) bylo cytologické vySetieni pozitivni
ve smyslu vyskytu malignich bunék ve vyplachové
tekutiné. Cytologickd pozitivita korelovala s vy$§imi
stupni onemocnéni a méné pfiznivym prdbéhem.
Vy$§i hladiny tumorovych markerd jsme také nalezli
u pokrocilych onemocnéni.

Pozitivni cytologické ¢i biochemické vySetieni
lavaZe dutiny bfidni mize byt dobrym indikatorem
pro aplikaci novych onkochirurgickych postupd (hy-
pertermicka peroperacni cytostaticka lavaz).

DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALN{ ONKOLOGIE
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Predsedajici: HAJDUCH, M.; PLANK, L.; SVOBODA, M.

Uskali a moznosti akreditaéniho
procesu a vyznam akreditace

z pohledu laboratoratore

Braunerova B., Trojanec R., Hajduch M.,
Bouchalova K., Mi¢ochova S., Mickova S.
Laboratof experimentalni mediciny (LEM), Détska
klinika FN a LF UP v Olomouci

Cytogenetické pracovisté Laboratofe expe-
rimentélni mediciny (CP LEM) pfi Détské klinice
Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni
nemocnice Olomouc (www.LEM-Olomouc.cz) exis-
tuje jiz 6 let a od 1. 7. 2003 je soucasti Referenéni
laboratofe pro stanoveni Her-2/neu (c-erbB-2) u pa-
cientek s metastatickym karcinomem prsu, indiko-
vanych k |é¢bé trastuzumabem. CP LEM provadi
cytogenetickd vySetieni metodou fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH) a komparativni genomové
hybridizace (CGH). Pracovisté rovnéz provadi akre-
ditovanou metodu ,ovéfeni kvality cytogenetickych
kitd“, ktera je uréena pro standardizaci komeréné
vyvijenych in vitro diagnostik.

V rdmci zvySovani kvality vySetfeni, proka-
zani objektivity pfi provadéni jednotlivych technik
a v ramci ziskani mezinarodniho kreditu podstoupi-
lo CP LEM akreditacni fizeni, provadéné narodnim
akreditaénim organem Ceskym institutem pro akre-
ditaci (CIA; www.cia.cz) a dne 31. 3. 2005 ziskalo
akreditaéni osvédéenti, dle normy CSN EN ISO/IEC
17025. Tato norma je Ceskou verzi evropské normy
EN ISO/IEC 17025:2000 a ziskané osvédceni je
platné ve vSech zemich Evropské unie. Obsahuje
vSechny pozadavky, které musi zkuSebni a kalibrac-
ni laboratofe splfovat, chtéji-li prokézat, ze provozuiji
systém jakosti, Ze jsou odborné zpisobilé a schopné
dosahovat platnych vysledku.

Systém zavedeny na CP LEM umoziuje mo-
nitorovani prichodu vzorki laboratofi a zajistuje
dodrZeni vSech parametr( nutnych pro uspésné
provedeni zkou$ky. Spravné provedeni zkou$ek je
rovnéz zajiStovano v€lenénim pracovisté do systé-
mu externich kontrol jakosti, porovnavajicich vy-
sledky jednotlivych vySetfeni v ndvaznosti na jiné
pracovi$té. Vysoka erudice jednotlivych pracovniki
je zajistovana individualnimi plany Skoleni a dodrZo-
vani pfedepsanych postupl je provéfovano interni-
mi audity. Jednotlivé audity, véetné horizontélnich
a vertikalnich provérek, maji za kol v prabéhu roku
provefit funkénost vSech zavedenych systémi a na-
vrhnout fedeni u nalezenych neshod.

Ackoliv ziskani akreditaéniho osvédCeni klade
vysoké naroky na jednotlivé pracovniky CP LEM
a akreditaCni proces neni levnou zélezitosti, umoz-
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fAuje CP LEM vélenit se do systému evropskych la-
boratofi.

Préce na tomto projektu je podporovana granty
MSM6198959216, IGA MZCR NC7506-3 a NC7495-
3aMPO 1H-PK/45.

Validace metod molekularni
genetiky uréenych pro analyzu
lidského genomu

Vrana M., Brdicka R., Otahalova E.

Nérodni referen¢ni laboratof pro DNA diagnostiku
Ustavu hematologie a krevni transfuze, Praha

Analyza lidského genomu metodami mole-
kulami genetiky se dnes stala nedilnou soucasti
diagnostiky mnoha malignich i jinych onemocnéni.
Vzhledem k tomu, Ze v souéasnosti se da oCekavat
zvySeny pohyb pacientl mezi jednotlivymi praco-
visti at uz v rdmci republiky nebo i do zahrani¢i, je
i u téchto metod zvySena potfeba moznosti vza-
jemné kompatibility vysledki provedenych rliznymi
metodami na riznych pracovistich. Proto by se méla
stat samoziejmou soucasti provadénych metod je-
jich dostate¢nd validace. Pozadavek validace metod
je soucasné jednim z pozadavk(i norem CSN EN
ISO/IEC 17025 ,VSeobecné poZadavky na zplso-
bilost zku$ebnich a kalibragnich laboratofi“ a CSN
EN ISO 15189 ,Zdravotnické laboratofe — ZvIaStni
pozadavky na jakost a zplisobilost.

Nicméné pravidla pro provédéni validaci nejsou
zatim strikiné stanovena. Proto v rdmci Nérodni
referenéni laboratofe pro DNA diagnostiku a Koor-
dinaéniho centra k feSeni problematiky organizace
laboratorniho  vySetfovani metodami molekularni
genetiky a cytogenetiky ve spolupréci s daldim
odborniky pfipravujeme névrh doporuceni pro va-
lidace molekularné genetickych metod pro analyzu
lidského genomu. Ten vychazi z podobnych mezi-
narodnich doporuceni pfipravovanych v rdmci Best
laboratory practise pod zastitou OECD. Je vSak
pfizplisoben omezené dostupnosti referenénich
materidl( a redlné situaci oboru v nasi republice.
Navrh je v souCasnosti dopracovavan a oteviran pro
diskusi odborniku. Text je mozné vyzadat na adre-
se molgen@uhkt.cz nebo milena.vrana@uhkt.cz,
pfipominky Ize adresovat tamtéz. Cilem je dosazeni
co nejvy$siho standardu oboru porovnatelného se
zahraniénim pracovisti a zéroven praktické pouzi-
telnosti pro rutinni laboratofe, které genetické testy
provadeji.

Nedilnou soucasti standardizace je i jednotné
chapani a pouzivani termind, které jsou s meto-
dikou a validaci spojeny. Vyklad pouzivanych ter-

mind neni dosud zcela ustalen v ¢eském ale ani
v anglickém jazyce. Proto zde pfikladame tabulku
termini v anglictiné s jejich Eeskym pfekladem,
vysvétlenim a pouZitelnosti pro molekulédrné gene-
ticka vySetfeni.

Rozdelenie pripadov difizneho
velkobunkového B-lymfému do
prognosticky relevantnych skupin

s vyuzitim internetového registra
pacientov Lymfomovej skupiny
Slovenska

'Plank L., 2Vranovsky A., *Balvan B., 'Szépe P.,
'Kviatkovska Z.

"Ustav patolégie a Konzultané centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK a MFN

v Martine

%Interné oddelenie Narodného onkologického
Ustavu v Bratislave

sJD software, s.r.0., Zilina

Diagnosticka a lie¢ebna ¢innost v hematoonko-
16gii su vzdjomne Uzko spété a vyzaduju vzéjomnu
informovanost zainteresovanych odbornikov. Na
podporu tohto ciefa Lymfémovej skupiny Slovenska
(LySk) bol vytvoreny pocitaCovy program registra
pacientov s malignymi lymfémami, dostupny na
internetovej strnke LySk na adrese www.lympho-
ma.sk. Register pacientov bude od decembra 2005
vytvarany prospektivne na klinickych pracoviskach
zapojenych do LySk, pricom bude zaznamendvat
vysledky komplexnej laboratérnej diagnostiky a lie¢-
by pacientov v rdmci monitorovania priebehu ich
ochorenia. Register bude zachytavat vSetky pripady
malignych lymfémov (ML), priCom v prvej faze budu
vyhody elektronického registra overované na subty-
pizécii pripadov difuzneho vefkobunkového B-lymfo-
mu (DLBCL) ako jedného z najéastejSich typov ML
v slovenskej populdcii. DLBCL je nador, ktory vy-
kazuje vefku heterogenitu morfologického obrazu,
fenotypovej a genotypovej expresie, ako aj klinickej
manifestécie a prognézy nadorového ochorenia. Na
zaklade imunohistochemicky verifikovanej expresie
znakov ,buniek zarodoéného centra®, resp. znakov
»aktivovanych B-buniek” s pouzitim protilatok na
detekciu vybraného panelu antigénov (CD10, CD30,
bel-2-protein, bel-6-protein, CD138 a MUM1) mozno
pripady s DLBCL delit na prinajmenej 4 rozdielne
skupiny: ,GC* typ, ,aktivovany GC* typ, ,aktivovany
B-non-GC* typ a mediastinélny typ. Aplikécia tychto
metdd ndm napomaha pri hodnoteni kazdého indivi-
dudlneho pacienta a jeho zaradeni do jednotlivych
prognosticky rozdielnych podskupin DLBCL.
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Term in English Cesky ekvivalent POUZITELNOST

Biological reference interval

Positive control sample Positivni kontrola

Positive control of the function of all
analytical steps

Negative control sample

analytickych kroku
Negativni kontrola

Blank = Contamination control

Detection limits Mez detekce

Limit of quantification Mez kvantifikace
Sensitivity Citlivost
Specificity Specificita

Repeatability Opakovatelnost

Reproducibility Reprodukovatelnost
Verification Ovéfeni
Validation Validace

Uncertainty of measurement Nejistota méfeni

Robustness robustnost

Podakovanie: Autori dakuju firme ROCHE Slo-
vensko s.r.o. za podporu LySk

Studie chromosomovych zmén

u nemocnych s mnohoéetnym
myelomem

'StraSilova J., 'Holzero va M., 'Chludova K.,
2§¢éudla V., 2Zemanova M., 'Pospisilova H.,
'Lakoma ., 'Prekopova |., 'Hanzlikova J.,
'Kropackova J., 'Indrak K., 'JaroSova M.
'Hemato-onkologicka klinika FN a LF Olomouc
21l. Interni klinika FN a LF Olomouc

Vysledky cytogenetickych a molekuldrné cy-
togenetickych studii nemocnych s mnohocéetnym
myelomem (MM) provedené v dobé diagnosy one-
mocnéni potvrdily, Ze chromosomové zmény jsou
dalezitym prognostickym faktorem, ktery mize ne-
mocné stratifikovat do prognostickych podskupin.

Cilem studie bylo provést cytogenetickou
a molekularné cytogenetickou analyzu souboru 60
nemocnych s diagnosou MM, uréit frekvenci chro-
mosomovych zmén a porovnat nalezené zmény
s nékterymi klinickymi daty.

Celkem 55 nemocnych bylo vySetfeno v dobé di-
agnosy, 5 v relapsu onemocnéni, 59 nemocnych bylo
vySetfeno z kostni dfené a 1 pacient z periferni krve.
Nemocni byli vySetfeni metodami klasické cytogene-
tiky a fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s vyu-
Zitim metody FICTION (imunofluorescenéni znageni
myelomovych bunék pomoci protilatek). U nemoc-
nych byla sledovana delece chromosomu 13 v oblasti
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Biologicky referencni rozsah

Positivni kontrola funkénosti vSech

Slepy vzorek=kontrola kontaminace

Centrélni 95% interval rozloZeni referencnich
hodnot. Jen pro kvantitativni stanoveni napf. tran-
skripce

Templatem je napf.certifikovany materidl nebo
alelovy Zebfik

Napf. pfi PCR amplifikace nepolymorfniho genu

Templatem je napf. standardni alela, nebo vzorek
neobsahujici mutaci

Templatem je voda

Koncentrace pfi které je testovany gen/alela jesté
spolehlivé detekovana

Koncentrace pfi které Ize u testovany genu/alely
spolehlivé uréit mnozstvi

Schopnost odhalit spravnou negativitu
Schopnost odhalit spravnou pozitivitu

Tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vy-
sledky zkousek ziskanymi za podminek opakova-
telnosti, tj. provadénych v sérii

Tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vy-
sledky zkouSek ziskanymi za podminek reprodu-

Neni vhodny parametr pro genetické testovani
(struktury)

Nepouziva se

Nezbytné

Nezbytné
Nezbytné

Nezbytné
Vhodné

Pro kvantitativni stanoveni nezbytné

Nezbytné v ramci validace

Nezbytné v ramci validace

Nezbytné v ramci validace, pfi Uplné validaci do-
poruceny pocet analyzovanych vzorkd nejméné
10, pfi redukované viz verifikace

Nezbytné v ramci validace

kovatelnosti, tj. neprovadénych v sérii
Redukovana validace

Ovéfeni funkénosti testu

rozmezi hodnot v némz lezi skute¢na hodnota mé-

fené veliciny

Odolnost testu k odchylkém v procedufe napf. po-

uziti riznych termocyklerd pfi PCR

RB1 genu s pouzitim sondy LSI RB1 (Abbott-Vysis™,
Downers Grove, IL, USA) a pfestavba genu IgH na
14. chromosomu se sondou LS| IGH dual color (Ab-
bott-Vysis). Nemocni s pfestavbou genu IgH byli dale
vySetfeni genové specifickymi sondami pro detekci
nejcastéji se vyskytujicich pfestaveb IgH genu s jiny-
mi partnerskymi geny. K detekci hypo- a hyperdiploi-
dii byly provedena FISH s pouZitim centromerickych
sond (Abbott-Vysis). U nemocnych s komplexné pre-
stavénym karyotypem byly chromosomové pfestavby
analyzovany pomoci M-FISH a u nemocnych, u kte-
rych byla k dispozici DNA, byla k detekci nebalanco-
vanych zmén pouzita metoda CGH. 10 nemocnych
bylo vySetfeno metodou FICTION s pouzitim barvi-
ciho systému Shandon a cytospinovych preparat(
pfipravenych z fixovanych bunék.

Kombinaci cytogenetickych a molekularné
cytogenetickych metod (FICTION, FISH, M-FISH
a CGH) se podafilo urcit chromosomové zmény, na
jejichz z&kladé Ize nemocné s mnohoCetnym mye-
lomem spole¢né s klinickymi daty stratifikovat do
prognostickych skupin.

Préace je podporovana grantem IGA NC 7490,
NR-8183-4, MSM 6198959205.

Sledovdani defektii ve fosforylaci
STAT1, STAT3 proteinti a jejich
vyznam pro stanoveni prognézy

u CLL pacientt

'Chumchalova J., 'KlimeSova D., 'Kuhrova V.,
'Dvorakova D., 2Brychtova Y., 'Francova H.,
2Mayer J.

Doporuceny pocet analyzovanych vzorkd nejmé-
né 6

Nezbytné pfi kaZzdém zavédéni nové zkousky
Nezbytné pfi validaci kvantitativnich méfeni, vhod-
né pro validaci kvalitativnich testu

Vhodné v rdmci validace

'Centrum molekularni biologie a genové terapie,
IHOK, FN Brno, Cernopolni 9, Brno 625 00
%|nterni hematoonkologické klinika, FN Brno,
Jihlavska 20, Brno 625 00

STAT (Signal transducer and activator of trans-
cription) proteiny patfi do rodiny cytoplasmatickych
transkripénich faktor( zapojenych do cytokinové
signalizace. Bylo identifikovano 7 ¢len( této rodiny,
které se podili na regulaci proliferace, diferenciace
a apoptozy a hraji tak vyznamnou roli v ontogenezi
a maligni transformaci. Kromé toho mohou defekty
STAT1 dréhy ovlivnit odpovéd bunék po aplikaci
fludarbinu. STAT signalni drédha je aktivovana po
vazbé cytokinu na receptor. Prvnim krokem je fos-
forylace tyrozinu 701 u STAT1 nebo 705 u STAT3
a naslednd tvorba homo- nebo heterodimerd.
Tyto dimery jsou translokovény do jadra, kde se
vazi jako transkriptni faktory na cilové sekven-
ce. Po tvorbé dimer(i dochazi navic k fosforylaci
na serinu 727, ktera modifikuje jejich transkripéni
aktivitu. V naSi praci sledujeme defekty ve fosfo-
rylaci STAT1 a STAT3 signéini dréhy po aktivaci
IFN alfa a IFN gama u pacient s CLL. Tyrozinova
a serinova fosforylace STAT1 a STAT3 protein( je
detekovéana metodou Western blot se specifickymi
protildtkami. Do této doby bylo vySetfeno 10 paci-
entl s CLL pfed terapii. NaSe vysledky ukazuii sil-
nou konstitutivni aktivaci STAT1 proteind na serinu
u vSech CLL pacientl a slabsi konstitutivni aktivaci
na tyrozinu u vétsiny pacientd. U dvou pacientl
jsme neprokazali konstitutivni aktivaci na tyrozinu

DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALN{ ONKOLOGIE



u STAT3. Navic jsme prokazali indukci fosforylace
u STAT1 na tyrozinu po IFN alfa i gama a minimaini
indukci na serinu. STAT3 je aktivovan po IFN al-
fa na tyrozinu i serinu, ale kromé jednoho pfipadu
jsme neprokdazali aktivaci STAT3 po IFN gama na
tyrozinu a serinu.

Préace je podporovéna grantem IGA NR8443-
3/2005.

Vyuzitie polymorfizmu DNA

pri monitorovani bunkového
chimérizmu u pacientov

po alogénnej transplantacii
hematopoetickych kmenovych
buniek

'Katrincsakova B., 'Pacovska T., 'Raida L.,
'Faber E., 'Vondrakova J., 2Vodicka R.,
2\rbicka D., 2Vrtél R., 'JaroSova M., 'Indrak K.
'Hemato - onkologicka klinika, LF UP a FN
Olomouc

2Ustav Iékafské genetiky a fetalni mediciny, LF UP
a FN Olomouc

Transplantacia hematopoetickych kmefovych
buniek (HSCT) predstavuje uznavany lie¢ebny po-
stup pri terapii réznorodych hematologickych ma-
lignych stavov. Klinicky vyvoj pacientov po HSCT
je pritom nutné pravidelne a efektivne monitorovat
z dévodu v€asného rozpoznania relapsu choroby,
odvrhovania transplantétu, pripadnej reakcie Stepu
proti hostitefovi (graft versus host disease), rovna-
ko ako z ddvodu sledovania minimélnej rezidual-
nej choroby. Analyza DNA zaloZend na existencii
polymorfnych miest v fudskom gendme umoziuje
s vysokou citlivostou odlisit pévod hematopoe-
tickych buniek po alogénnej HSCT (donor ver-
sus prijemca), ¢o je v danom pripade zakladnym
predpokladom sledovania bunkového chimérizmu.
Nasledné stanovenie podielu krvotvorby darcu
a prijemcu na baze individualne Specifickych po-
lymorfnych lokusov umoziuje prispiet k monito-
rovaniu klinického vyvoja pacientov stanovenim
chimérizmu na drovni DNA. Na naSom pracovisku
vykondvame detekciu chimérizmu na baze vysoko
polymorfnych lokusov typu VNTR (Variable Num-
ber of Tandem Repeats) a STR (Short Tandem
Repeats), pricom vySetrujeme panel 8 VNTR loku-
sov a 15 STR lokusov. Analyza DNA sa zakladé na
metdde jednokolovej polymerazovej retazovej re-
akcie (PCR) a naslednej detekcii elektroforeticky
separovanych PCR produktov na agarézovom géli
(VNTR lokusy), resp. na detekcii fluorescencne
znacenych PCR produktov na kapildrnej elektro-
foréze (STR lokusy).

Ciefom prace je prezentovat naSe vysledky zis-
kané na zaklade monitorovania chimérizmu hemato-
poetickych buniek v subore pacientov po alogénnej
HSCT a predovsetkym zhodnotit prinos danej dia-
gnostickej metddy pre klinicku prax.

Podakovanie: Préca je podporovand grantom
MSM 619 895 9205.
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Korelace DNA ploidie s lokalizaci

a biologickou povahou spontanniho
melanomu u psii - mozny model
Hrabéta J.', Jelinek F.2, Eckschlager T.
'Klinika détské hematologie a onkologie,

UK 2. LF a FN Motol, Praha

2Veterinarni histopatologickd laboratof, Praha

Uvod: Melanom piedstavuje 7% véech zhoub-
nych nadorli psi a je nejCastéj$im novotvarem
dutiny Ustni a druhym nej¢astéjsim subungualnim
novotvarem psU. Na rozdil od lidského maligniho
melanomu ma melanom u psi i benigni formy. Pro
melanom u psU je charakteristicky variabilni histopa-
tologicky a cytologicky nalez a zvIasté u amelano-
tickych forem m0ze byt stanoveni diagndzy obtizné.
V 10-40% pfipadi nekoreluji biologické vlastnosti
benignich orélnich a koznich melanom0 s histopato-
logickym nalezem.

Cile: V retrospektivni studii jsme sledovali mi-
toticky index, DNA ploidii a parametry bunééného
cyklu ve vztahu k lokalizaci a histopatologické dia-
gnéze melanomu u psd. Nasi snahou bylo zpfesnit
diagnostiku a prognostiku melanomu u pst pro
Ucely veterindrni mediciny a zpfesnit udaje o mode-
lu, ktery m0ze byt vyuzit pro Ucely experimentdini
onkologie.

Metoda: VySetfili jsme 62 archivnich vzork(
melanom( psU. Lokalizace: kiize 16, oko 11, prst 10,
tlama 21 a metastéza 4. Histologické typy: benigni
benigni kozni melanom 6, slozeny melanom 5, ma-
ligni- melanocyticky 41, amelanoticky 5, uvealni 2,
metastazy 4.

Cytometrickd DNA analyza. 50 pm silné fezy
z blocku zalitych do parafinu byly deparafinizovany
a rehydratovany. Z deparfinizovanych rehydratova-
nych fez{ byla pfipravena suspenze jader roztokem
pepsinu v fedéné HCI. Jadra jsme barvili propidium
jodidem s RNézou a intenzitu fluorescence jsme
méfili pratokovym cytometrem FACSCalibur, vyhod-
noceni ziskanych histograml jsme provadéli soft-
warem ModFitt.

Statistické hodnoceni: rozdily ve vyskytu ane-
uploidie mezi jednotlivymi skupinami byly hodnoce-
ny testem chi? jako tabulka 2x2.

Vysledky a diskuse: Statisticky vyznamny byl
rozdil ve vyskytu aneuploidie mezi benignim mela-
nomem (1 aneuploidni ze 14) a malignim (maligni
a amelanoticky) (21 ze 48) hladina vyznamnosti
p<0,05 - test chi? jako tabulka 2x2. Aneuploidie se ne-
vyskytla u koznich melanomd, tento rozdil byl statis-
ticky vyznamny proti ostatnim lokalizacim (tlama, oko,
lzko drapu) hladina vyznamnosti p<0,01 test chi®
jako tabulka 2x2. Mitoticky index byl vyznamné nizsi
u koznich melanomd nez u nador( jinych lokaliaci.

Aneuploidini nadory se Castgji vyskytovaly
u malignich forem a v lokalizacich, kde se Cast8ji
vyskytuji maligni formy (tlama, oko, lizko drapu).
To je v souhasu s praci Bolona (Bolon B, Calder-
wood Mays MB, Hall BJ. Characteristics of canine
melanomas and comparison of histology and DNA
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ploidy to their biologic behavior. Vet Pathol. 1990;
27: 96-102) i se zkuSenostmi z humdanni mediciny,
kde u melanomu je DNA aneuploidie znamkou horsi
prognézy (Ruiter DJ Clinical and pathologic diagno-
sis, staging and prognostic factors of melanoma and
management of primary disease. Curr Opin Oncol.
1992; 4: 357-367).

Zavérem lze shrnout, Ze nalez DNA aneuploidie
u psiho melanomu vzbuzuje podezfeni na maligni
formu. Cytometrii Ize pro jeji jednoduchost a rych-
lost pouzit ve veterindrni patologii. Spontéané vzniklé
nadory u malych zvifat mohou poslouZit i jako velmi
vhodny model pro onkologicky vyzkum.

Prace vznikla za finanéni podpory VZ MSMT
0021620813.

Ovéreni senzitivity
elektrochemického stanoveni
metalothioneinu jako
potenciondlniho markeru
ndadorovych onemocnéni

'Blastik 0., 'Svoboda M., ?Prisa R.,
’Kukacka J., *Stiborova M., "*Adam V.,
Petrlova J., °Beklova M., 'Zehnalek J.,
'Kizek R.

"Ustav chemie a biochemie, Agronomick4 fakulta
Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity

v Brné

2{stav klinické biochemie a pathobiochemie,
2. |ékafska fakulta Univerzity Karlovy v Praze
SKatedra analytické chemie, Pfirodovédecka
fakulta Masarykovy univerzity v Brné

*Katedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy, Praha

sUstav veterinami ekologie a ochrany Zivotniho
prostedi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
v Brné

Uvod: Metalothionein, protein se schopnosti
vazat tézké kovy o molekulové hmotnosti okolo 7
kDa, byl objeven v roce 1957 Margoshesem a Va-
leem, ktefi ho izolovali z kofiskych ledvin. Vyzkum
metalothioneint je stale velmi intenzivni, coZ dokla-
da fakt, Ze do Cervence roku 2005 bylo v databazi
Web of Science vice nez 8500 odkazd, které obsa-
hovali v ndzvu, klicovych slovech anebo abstraktu
vyraz ,metallothionein*. V databazi Expert Protein
Analysis System (ExPASy) Proteomics Server byly
v roce 2005 popsany ¢tyfi skupiny metalothionein:
MT1, MT2, MT3 a MT4. Molekulové hmotnosti téchto
metalothioneintl se pohybuiji od 6.0 — 6.9 kDa, pocet
aminokyselin v polypeptidickém fetézci se pohybuje
kolem 61 a hodnota isoelektrického bodu kolisa ko-
lem hodnoty 8.3. Pouze MT3 ma ve své molekule 68
aminokyselin a hodnota isoelektrického bodu byla
vypoctena jako 4.8. Doposud nejvice zafazenych
a identifikovanych metalothioneinti je ve skupiné lid-
skych, MT1 metalothionein( (MT1A, MT1B, MTIE,
MT1F, MT1G, MT1H, MT1l, MT1K, MT1L a MT1R).
Zjistilo se, ze obsah jednotlivych aminokyselin je
u jednotlivych lidskych metalothioneind obdobny.
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Absolutné nejvice je u vech skupin MT zastoupena
aminokyselina cystein (vice nez 30%). V molekule
MT vytvaFi dvacet cysteind klastery v nékolika se
vyskytujicich repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-
-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X predstavuje jinou
aminokyselinu nez cystein. Mezi dal$i vyznamné
zastoupené aminokyseliny patii A, K, S a G, a déle
se v molekule MT nevyskytuji aromatické aminoky-
seliny. Molekuly metalothioneinu vytvafi diky cys-
teindm struktury se dvéma vazebnymi doménami
pro atomy kovl oznacované jako o a B. Ackoliv byl
MT objeven pied vice jako 40 lety, jeho biologicka
funkce v organismu neni stale uspokojivé objasné-
na. MT se Ucastni fady fyziologickych procest, jako
je homeostéza kovil a jejich detoxikace, ochrana
pfed oxidaénim poSkozenim, v bunééné proliferaci
a apoptéze €i chemo- Ci radioterapeutické rezistenci
bunék. MT izoformy mohou souviset s fadou zmén
v procesu karcinogeneze, vyvoje a progrese na-
dorovych onemocnéni. MT exprese mize byt také
spojena s cytoprotektivnim efektem vyvolanym zra-
nénim a stresovou reakci. Lze se domnivat, ze MT
mize byt vyuZit jako potencidlni marker nadorové
diferenciace a bunécné proliferace anebo jako uka-
zatel prognézy nadorového onemocnéni.

Cil.
Préce je zaméfena na senzitivni analyzu meta-
lothioneinu pomoci elektrochemickych technik.

Materiély a metody

Biologicky material: Jako biologické vzorky by-
ly pouzity organy ryb (okoun fi¢ni, Perca fluviatilis)
odchycenych v roce 2004 v fece Svratce. Ziskané
vzorky jednotlivych tkani (svalovina, gonady, jatra
a slezina) byly do doby analyzy MT zamrazeny na
-20 °C. Vzorky pro analyzu byly pfipraveny podle
postupdl uvefejnénych dfive. Zjednodusené: vzorek
byl umistén na 99 °C do termoblocku (Eppendorf
5430, USA) na 15 min, poté ochlazen. Denaturo-
vané proteiny byly odstranény centrifugaci pfi 4 °C
a 15000g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402, USA).
Jako standard byl pouzit krali¢i metalothionein (Sig-
ma, Aldrich).

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu
pomoci AdTS CPSA

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB
Analyser (EcoChemie, Netherlands) ve spojeni
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s VA-Stand 663 (Metrohm, Switzerland) v klasic-
kém tfielektrodovém uspofadani. Pracovni elektro-
dou byla visici rtutovd kapkova elektroda (HMDE)
s plochou kapky 0,4 mm2, referencni elektrodou by-
la Ag/AgCI/3M KCI a pomocnou grafitova elektroda.
Zakladni elektrolyt (0,1M H,BO, + 0,05M Na,B,0,
(Sigma Aldrich, ACS), pH = 8,0) byl po kaZdych 5
analyzach vyménén. AdTS CPSA parametry byly
nasledujici: poc¢ate¢ni potencial -0,1 V, konecny
potencial -1,8 V, aplikovany proud | = -1 pA, doba
akumulace byla 90 s, teplota 20 °C. Pro Upravu
ziskanych experimentalnich dat bylo vyuZito GPES
software EcoChemie.

Vysledky

V nasich experimentech byl MT stanoven techni-
kou adsorptivni pfenosové techniky (AdTS) v kombi-
naci s chronopotenciometrii (CPSA) pfi aplikovaném
proudu 1 pA, pfi vysSich vkladanych proudech je
ziskdna horsi elektrochemickd odezva. Metalothio-
nein v mnozstvi 1 ng/ml poskytoval velmi dobfe re-
produkovatelny signal pfi potencidlu kolem -1,70 V.
Podobny katalyticky signal MT byl ziskén i v naSich
pfedeslych experimentélnich pracich. MT byl adsor-
bovan na povrch pracovni elektrody po ridznou dobu
akumulace. Ziskali jsme zdvislost s pozorovanym
maximem pfi 90 s. Koncentraéni zavislost nebyla
v celém Useku lineérni, a proto byla rozdélena na dva
linedrni useky 0-2 ng MT/ml (y = 14386x + 129,55; R?
=0,9916) a 2-20 ng MT/ml (y = 2134, 2x + 24520; R?
=0,996), n=3, S. D. = 8%. Uvedeny postup byl dale
ovéfovan pro detekci MT v biologickych vzorcich. Pro
nase experimenty bylo vyuzito tkani ryb. Okouni ve-
likosti 10-20cm (Perca fluviatilis) byli vyloveni v fece
Svratce v 1été roku 2004 a jednotlivé tkané (svalovi-
na, gonady, jatra a slezina) byly do doby analyzy MT
zamrazeny na -20 °C. Pomoci nami vypracovaného
postupu byl detekovan obsah metalothioneinu v jed-
notlivych tkanich okoun(. Nejvyssi obsahy MT byly
pozorovany v jatrech a sleziné (100-350 ng MT/g).
Z dostupnych udaju je zndmo, Ze vyznamny je ob-
sah MT také v gonaddach vSech obratlovcd, v nasich
experimentalnich vzorcich se obsah pohyboval mezi
25 az 250 ng MT/g). Pfedpoklada se, Ze v téchto or-
ganech probiha velmi intenzivni metabolismus kovd,
a proto jsou zde detoxika¢ni mechanismy velmi G¢in-
né, a tak je i obsah MT relativné vysoky. AvSak nami
nové vyvinutd a navrzend metodika nabizi stanoveni
MT i v tkénich, kde to doposud nebylo mozné. Zjistili

jsme, ze obsahy MT byly ve svaloviné zkoumanych
ryb skuteCné velmi nizké a pohybovaly se v jed-
notkach az desitkach ng/g. VSechny zkoumané ryby
byly zdravé a nebyly vystaveny Zédnému kontrolova-
né experimentalni dévce tézkych kovl. Koncentrace
tézkych kov( v fece jsou nizké, avsak obsah MT v ry-
bach zcela jisté ovliviuji. Proto zjiStény obsah MT
pravdépodobné souvisi jednak s i) metabolismem
jednotlivé ryby a ii) délkou jejiho Zivota, tedy jeji ex-
pozici tézkym kov(im.

Zavér

MT pfedstavuje novy potencidlni marker pro
diagnostiku nadorovych onemocnéni anebo zaté-
Ze Zivotniho prostfedi ¢lovéka. Z tohoto divodu je
nezbytné popsat vhodné analytické postupy, které
umozni snadnou, rychlou, pfesnou a levnou dia-
gnostiku. Jak se ukazuje, elektrochemické metody
mohou tyto podminky spinit.

Podékovani. Tato prace byla podpofena gran-
ty: GA CR 525/04/P132, RASO 8/2005 a MSMT
6215712402.
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Pfedsedajici: STRNAD, M.; ECKSCHLAGER, T.; SIMANEK, V.; HAJDUCH, M.

Molecular modelling in the design of
anticancer drugs

Filgueira de Azevedo W. jr.

Faculdade de Biociéncias-PUCRS-Av. Ipiranga,
Porto Alegre-RS CEP 90619-900. Brazil.

Cell cycle progression is tightly controlled by the
activity of cyclin-dependentkinases (CDKs). CDKs are
inactive as monomers, and activation requires binding
to cyclins, a diverse family of proteins whose levels
oscillate during the cell cycle, and phosphorylation
by CDK-activating kinase (CAK) on a specific threo-
nine residue. The central role of CDKs in cell cycle
regulation makes them a promising target for studying
inhibitory molecules that can modify the degree of cell
proliferation, the discovery of specific inhibitors of
CDKs such as purine derivatives and polyhydroxyla-
ted flavones has opened the way to investigation and
design of antimitotic compounds. More than 50 CDK2
inhibitors have now been described, some presents
IC50 at nanomolar concentrations. The structures of
CDK2 in complexes with several different inhibitors
have been described using biocristallography and
structural bioinformatics. These compounds inhibit
CDKs by binding to the catalytic domain of the CDK
molecule in place of ATP, which prevents transfer
of a phosphate group to the substrate. It has been
observed in several structures of CDK2 complexed
with inhibitors the participation of a molecular fork,
composed by a C=0 group of Glu81 and the N-H
and C=0 group of Leu83, in intermolecular hydrogen
bonds between CDK2 and the inhibitors. This mole-
cular fork, composed of two hydrogen bond acceptors
(C=0) and one hydrogen bond donor (N-H), allows
a wide range of different molecules to dock on to the
ATP binding pocket. All these inhibitors have pairs of
hydrogen bond partners that show complementarity
to the molecular fork on CDK2, most of them involving
at least two hydrogen bonds with the molecular fork.
The relevant structural features that may guide the
structure based-design of a new generation of CDK
inhibitors will be discussed in this lecture.

Roskovitin (Seliciclib)
Strnad, M.

Abstrakt nedodan

Lécba experimentdlnich nadoru
cytostatiky vdzanymi na polymery
na bazi HPMA vede ke vzniku
dlouhodobé systémové resistence
proti nadoru

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

1§irova M., 'Mrkvan T., Hovorka O.,
'Rossmann P., 'Kovar M., 2Strohalm J.
2Subr V., 2Etrych T., ?Plocova D., 2Chytil P.,
*Rozprimova L., *Kubackova K., 2Ulbrich K.,
'Rihova B.

'Lab. humoralni imunity, Mikrobiologicky Ustav
AVCR, Praha

20dd. biolékafskych polymer(, Ustav
makromolekularni chemie AVCR, Praha
SAGILAB, Praha

“Fakultni nemocnice Motol, Praha

Vazba nizkomolekuldrmiho 1é&iva (cytostatika)
na vodorozpustny synteticky polymer na bazi N-(2-
-hydroxypropyl)metakrylamidu (HPMA) je jednou
z perspektivnich cest vyvoje nové generace protina-
dorovych IéCiv. Je jiz dostateéné prokdzano, ze vazba
|éCiva na polymerni nosi¢ zasadné méni farmakoki-
netiku léCiva a vyznamné omezuje jeho systémovou
toxicitu, ktera je hlavnim limitujicim faktorem Uspésné
|éCby. V nasi laboratofi se testuiji protinddorové U¢inky
konjugatu s rGznou strukturou, rliznym typem vazby
nizkomolekularniho IéCiva na polymerni nosi¢ (vazba
enzymaticky Stépitelnd nebo degradovatelnd v zavis-
losti na pH), a s rliznym typem smérovani (tumor-spe-
cifické protilatky, nespecificky lidsky imunoglobulin,
nesmérované konjugaty). Pfednaska se bude véno-
vat zejména dvéma typum polymernich cytostatik:
nesmérovanému konjugatu s pH-degradovatelnou
vazbou léciva, a konjugatu obsahujicimu doxorubicin
a intravenosni lidsky imunoglobulin, s enzymaticky
Stépitelnou vazbou Iéiva.

Protinadorové Ucinky polymernich cytostatik
jsou studovany na fadé nadorovych modelt. Kon-
jugat P-AH-Dox", kde lécivo (doxorubicin, Dox)
je navazano hydrazonovou vazbou a uvolfuje se
v zavislosti na pH, m& pozoruhodnou protinadoro-
vou Ucinnost. In vitro je jeho toxicita (IC,;) témef
srovnatelnd s toxicitou volného Dox.HCI. In vivo je
tato toxicita vici nadorovym burfkam zachovana,
av8ak nezédouci systémova toxicita je znaéné sni-
Zena, nebot v porovnani s Dox.HCl jsou in vivo to-
lerovany vysoké davky léciva. Konjugat Dox-PHP-
MA-Hulg mé Dox vdzany enzymaticky Stépitelnou
vazbou pfes tetrapeptidickou spojku GlyPheLeuGly
a obsahuije lidsky intravenosni imunoglobulin jako
pasivné/aktivné smérujici strukturu. Osud obou
téchto konjugatd uvnitf nadorovych bunék je od-
liSny v disledku jiné vazby Ié¢iva. Oba konjugaty
jsou schopné vylédit jiz vyvinuté nadory u mysi
nebo alesponi zpomalit rdst nadorl a prodlouzit
preziti. Podstatné je, Ze u vyznamného podilu vy-
lé¢enych mysi se ustavuje systémova resistence,

kterd je dlouhodobd a specificka viéi plvodnimu
nadoru. Tato protekce je udrzovana imunologickym
mechanismem, kde rozhodujici bunéénou populaci
pfedstavuji CD8*lymfocyty.

Konjugat Dox-PHPMA-Hulg byl testovan v ramci
pilotni klinické studie u pacientek s generalizovanymi
n&dory. Jeho podani bylo u viech pacientek dobfe to-
lerovano, projevila se stabilizace choroby bez progrese
po dobu tydn( az mésic(, u nékterych pacientek i ¢as-
teéné klinické zlepdeni se znamkami aktivace nékte-
rych protinadorovych imunologickych mechanism.

Podékovéni: Prace je financovéna z vyzkumného
zaméru $5020101 a z grant(l IGA AVCR A4050201,
GACR 305/02/1425, GACR 310/03/H147.

Fytochemikdlie s chemopreventiv-
nimi a protinddorovymi Gcinky
Simének V.

Ustav Iékatské chemie a biochemie, Lékafska
fakulta, Palackého Univerzita, Olomouc

Jednim ze zésadnich pozadavki moderni spo-
leCnosti je zlepSeni kvality Zivota a snizeni naklad(
na zdravotni péci vech vékovych skupin populace.
Epidemiologické studie potvrdily, Zze slozeni diety
ma vyznamnou Ulohu v udrZeni dobré kvality Zivota.
Ochrana organismu fytochemikaliemi/nutraceutiky,
t.j. latkami obsazenymiv potravé, pied rizikem vzniku
nékterych nadorovych onemocnéni mize byt dana
(i) jejich u¢inkem na enzymy aktivujici karcinogenitu
latek v transformacni fazil, (ii) ovlivnénim detoxikace
karcinogend ve fazi I, (iii) eliminaci poSkozeni DNA
genotoxickymi latkami, (iv) potlaenim abnormalni
proliferace bunék u rannych preneoplastickych lézi
a/nebo (v) inhibici nékterych latek v signdini kas-
kadé nadorové buriky. Chemopreventivni/protek-
tivni acinek rostliny neni zpravidla vyvolan jednou
chemicky definovanou latkou pdsobici na jeden cil
v burice (bilkovinu, glykoprotein, lipoprotein, DNA),
ale desitkami obsahovych latek, které komplexné
plsobi na metabolické déje v organismu jako jsou
napf. flavonoidy, isoflavonoidy, polyfenoly, fytoste-
roly, karotenoidy, B-oligofruktany, glykosinolaty, -3
polynenasycené mastné kyseliny a dalsi.

Prednéska je kritickym pfehledem o (i) nékte-
rych pfirodnich latkach/rostlinnych extraktech s che-
mopreventivnim U¢inkem, (i) biomarkerech pouZi-
vanych k ovéfeni jejich Ucinku v experimentech in
vitro/in vivo a (iii) vysledcich klinickych/epidemiolo-
gickych studii s chemopreventivnimi latkami/extrak-
ty rostlinného plvodu.

Prispévek vznikl za podpory MSMT CR (grant
MSM 6198959216).
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Roscovitine-induced P-Ser-46 wt p53
activates p53AIP1 protein resulting
in apoptosis in human breast cancer
MCF-7 cells

Wesierska-Gadek J., Gueorguieva M. ,

Horky M., Ranftler C.

Cell Cycle Regulation Group, Division: Institute
of Cancer Research, Department of Medicine |,
Medical University of Vienna, Vienna, Austria

The efficacy of distinct anti-cancer drugs used
in the chemotherapy of human malignancies varies
between tumor tissues and depends primarily on
the ability of the therapeutic agents to simultane-
ously inhibit cell proliferation and to eliminate ma-
lignant cells by apoptosis. Human breast cancer
MCF-7 cells are relatively resistant to conventional
chemotherapy due to the lack of caspase-3 activi-
ty. Exposure of MCF-7 cells to roscovitine (ROSC),
apotent CDK inhibitor, resulted in a strong inhibition
of cell proliferation. Detailed analysis revealed that
ROSC arrested MCF-7 cells in G, phase of the cell
cycle and concomitantly induced apoptosis. Post-
-incubation of G, arrested cells for 24h in a drug-
-free medium did not diminish the number of the
G, cell population indicating that ROSC-mediated
cell cycle arrest was prolonged. ROSC activated wt
p53 tumor suppressor protein in MCF-7 cells in a ti-
me and dose-dependent manner. ROSC-mediated
stabilization of p53 protein was attributable to its
site-specific phosphorylation. At 4h after ROSC ad-
ministration a strong phosphorylation of serine at
position 46 was observed. The onset of Ser-46-p53
phosphorylation preceded the induction of apopto-
sis. P-Ser-46-p53 upregulated p53AIP1 protein,
a component of mitochondria. Upregulated p53Al-
P1 protein accumulated in the cytosol and then was
tranclocated into mitochondria and altered the po-
tential of the mitochondrial membrane resulting in
a release of mitochondrial proteins such as AlF and
cytochrome C as well as activation of the apoptotic
protease Htr2/Omi. Reconstitution of MCF-7 cells
with human caspase-3 did not enhance the ROSC
mediated apoptosis.

Fotodynamicka terapie v Iécbé

malignit GIT, experimentdlni PDT
kolorektalni rakoviny

38

Horak L., Stukavec J., Pouékova P.
Chirugicka klinika 3 LF UK Praha
Ustav biofyziky | LF UK Praha

Fotodynamicka terapie (PDT) je vedle chemote-
rapie, radioterapie a imunoterapie jednou z moznos-
ti 1éEby nddorového onemocnéni. Je to druh fotoche-
moterapie, ktery kromé svétla a aplikované latky —
fotosensitizatoru, vyZaduje také pfitomnost kysliku.
PDT je zaloZena na principu selektivni akumulace
fotosensibilizujici 1atky v nadoru a nasledném ozé-
feni tumoru svételnou energii vhodné vinové délky.
Viivem absorpce svétla dochdzi ve fotosensitiza-
toru ke vzniku excitovanych stav(, které v zasadé
podiéhaji dvéma typlim deaktivaénich reakci. Bud
excitovana forma fotosensitizatoru reaguje pfimo se
substratem za vzniku volnych radikald substréatu ne-
bo dochdzi k transferu energie z fotosensitizatoru na
kyslik a ke vzniku vysoce reaktivni singletové formy
kysliku. Volné radikaly, zviasté pak radikaly lipidic-
kych sloZek bunéénych membran, jsou pficinou de-
strukce nadoru. Vyslednym terapeutickym efektem
je nekréza a (nebo) apoptdza nddorovych bunék.
Pispévek se shrnujeme stav PDT v 1é&bé malignit
traviciho traktu a popisujeme experimentéini 1é¢bu
lidského kolorektalniho karcinomu pomoci chlorhli-
nitého disulfonovaného ftalocyaninu na athymickych
mySkach.

Uéinok reoviru na nadorové buiiky
Figové K.!, Hrabeta J.!, Cinatl J.', Ginatl J. jr.,
Michaelis M.2, Vonka V.3, Sobotkova E.3,
Eckschlager T.!

'Klinika detské hematologie a onkologie,

UK 2. LF a FN Motol, Praha

?|nstitut flir Medizinishe Virologie, Klinikum der
J.W.Goethe — Universitat, Frankfurt a.M., SRN
SUHKT, Praha

Zhoubné nadory jsou druhou nejéastéjsi pfi¢inou
smrti ve vdech rozvinutych zemich. MoZnosti sou-
Casnych léebnych modalit (operaéni 1é¢ba, aktino-
terapie, chemoterapie) jsou omezené a nejsou pfilis
Uspésné pravé u nejcastéji se vyskytujicich nadort
jako je kolorektalni, bronchogeni nebo rendlni kar-
cinom. Proto se hledaji nové Ié¢ebné postupy- mo-
noklondlni protilatky, modifikatory imunitni odpovédi
a protinadorové vakciny, inhibitory angiogeneze,
specifické inhibitoiry receptor( a pfenaSecu signa-
lu a genovd lécba. Za jednu z forem genoveé lécby
jsou povazovany i onkolytické viry. Jedna se o viry
replikujici se v nddorovych bunkach, které se ale
nemnoZi se ve zdravych tkénich. Kromé pfimé lyzy
napadenych nadorovych bunék pfi uvolnéni viru se
uplatiiuje i stimulace protinddorové imunity antigeny
uvolnénymi z rozpadlych nadorovych bunék a efekt
lokaIné indukavanych intereferond. Pfedpoklada se
i zvySeni citlivosti k chemoterapii, efekt v kombinaci
s aktinoterapii je zatim pfedmétem vyzkumu.

Onkolytické viry Ize rozdélit do tfi skupin: 1/ pfi-
rozené se vyskytujici viry (napf. virus Newcastelské

nemoci, virus vezikulami stomatitidy, reovirus); 2/ ge-
neticky modifikované viry, u kterych jsou inaktivovany
geny nezbytné k replikaci v normalnich burikach, ale
které se mohou mnozit v nddorovych burikach (napf.
adenovirus ONYX 015 mnozici se pouze v burkdch
s defektem p53 nebo herpes virus G207 vyZadujici
ke svému mnoZeni vysoké hladiny ribonukleotid re-
duktazy); 3/ viry s viozenym tkariové nebo bunécné
specifickym promotorem ( napf. Adenoviry CV706 kde
je PSA restringovana exprese E1A a E1B a adMycTk
vazici se selektivné na protein myc). Ve svété probi-
haji klinické studie faze | a Il s nékterymi onkolyticky-
mi viry (adenoviry ONYX 015, CV706, CG7870 a Ad5-
-CD/Tkrep, herpes simplex viry G207, NV 1020, HSV
1716 a OncoVEX, viry Newcastelské nemoci MTH-68
a PV 701 areovirus). V Ceské republice dosud zadné
klinické studie neprobihaj.

NaSe laboratof zahajuje preklinicky vyzkum re-
oviru serotyp 3 kmena Dearing coz je virus identic-
ky s Reolysinem- virem se kterym probiha nékolik
klinickych studii a jehoz neSkodnost jiz prokdzaly
klinické studie.

Cile: 1/ovéfit U¢inek reoviru na onkogenni bu-
nécné linie pfipravené transfekci geny HPV16 a ak-
tivovanym H-ras a na linie odvozené od détskych
mozkovych nadori; 2/ zhodnotit moZnosti potenci-
ace Ucinku reoviru cytostatikem.

Metody: bunééné linie — MK-16, TC-1 — mysi
onkogenni bunécné linie pfipravené transfekci geny
E6/E7 lidského papiloma viru typu 16 (HPV 16) a ak-
tivovanym H-ras onkogenem. Od mozkovych nador(
odvozené linie — jedna v nasi laboratofi pfipravend
linie odvozend od glioblastoma multiforme a linie
odvozena meduloblastomu — ATCC HTB 186 (Da-
oy). Jako kontrolu jsme pouZili normaini lidské
fibroblasty. Uginek viru na buriky jsme hodnotili
mikrofotograficky a MTT testem.

Vysledky a diskuze: Mikrokinematgorafie
i MTT test prokazal, ze reovirus mél silny cytoto-
xicky acinek na vdechny testované linie s vyjimkou
normalnich lidskych fibroblastd. Morfologicky byly
patrné zmény typické pro apoptézu — kondenza-
ce chromatinu a vznik apoptotickych télisek. Bylo
prokdzano, Ze reovirus indukuje apoptézu aktivaci
NFkappaB

U bunék odvozenych od mozkovych nadord pro-
kazali synergistické plisobeni reoviru s testovanymi
cytostatiky- vinkristinem, cisplatinou a vepesidem.
Tyto dosud nepopsané nalezy poslouZi jako podklad
k testlm na zvifatech na jejichz zakladé by bylo
mozné zahdjit klinickou studii.

Prace vznikla za finanéni podpory grantd GA
CR 301/05/2240 a vyzkumnych zamérd MSMT
¢.0021620813

Protinddorové ucinky derivata
kyseliny betulinové jsou zpiisobeny
pFfimou interakci s cytochromem ¢
'Dzubék P., 'Hajduch M., 'Vydra D.,
2Anzenbacher P., *Sarek J., “Novak P.,
*Havlicek V.
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'Laboratof experimentalni mediciny, Détské
klinika, LF UP Olomouc

2Ustav farmakologie, LF UP Olomouc
®Katedra organické a jaderné chemie, PfF UK
Praha

“Ustav Mikrobiologie, Akademie véd CR.

Na nadem pracovisti se zabyvdme hodnoce-
nim cytotoxického Uuginku triterpenoidnich latek
odvozenych od kyseliny betulinové, které jsou syn-
tetizovany na Katedfe organické a jaderné chemie,
Pirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
Neju¢innéjsi z téchto sloucenin dosahuji v cytoto-
xickych testech hodnot IC, = 0,2 uM. Zajimavé je,
Ze tyto slou€eniny jsou U¢inné pro vétsinu testova-
nych nadorovych linii a to i p53 negativnich, pRb
negativnich, bez ohledu na jejich histogeneticky
puvod, pfi¢emz vykazuji vyrazné nizsi toxicitu vaci
nenadorovym buikdm. Molekularni mechanismy
uginku studujeme na jednom z nejucinnéjsich de-
rivatd B-ketobetulinové kyseliné (JS8) IC,, = 1 uM
pro CEM bunécnou linii. Pokud se na nami zjisténé
vysledky podivdme v ¢asové dynamice tak jiz po
30 min. plsobeni JS8 se uvolni cytochrom c, na-
sledné dochdzi k aktivaci kaspéaz 3,8 a ke tépeni
specifickych substrat(i PARPu a laminu B. Stépeni
je moZné zainhibovat jak pan-inhibitorem kaspaz
Z-VAD-fmk, tak i acetylcysteinem, coz je latka pou-
Zivand jako antioxidant. Inhibice aktivace apoptézy
pomoci acetylcysteinu nas vede k domnénce, Ze
klicovou roli bude hrat zvySena produkce kysliko-
vych radikald, pfipadné zmény v mitochondridlnim
respiranim fetézci. V této souvislosti pozorujeme
¢asny narlst produkce kyslikovych radikalli cca 10
min., zvySeni transmembranového mitochondrial-
niho potencidlu (10-20 min.) a nasledné (30 min.)
otevfeni mitochondridlnich pérli. Tato pozorovani
podporuje i fakt, ze indukce apoptdzy byla vyznam-
né inhibovana nejen po pusobeni acetylcysteinu,
ale jeji nastup byl opozdén i po plsobeni KCN,
ktery je inhibitorem komplexu IV mitochondridlniho
respiraéniho fetézce, pficemz inhibitory komplexu
I, Il a V nevykazovaly protektivni efekt.

Vysledky nasi stude naznaduji, ze molekuldrni
cil betulininu JS8 je lokalizovan mezi komplexy Il
a IV mitochondridiniho respiraéniho fetézce, kde
dochézi k ovlivnéni transportu elektrond. Mezi témi-
to komplexy je hlavnim pfenaSe¢em elektron( pravé
cytochrom c ktery se jevi cilovou molekulou nadeho
1é¢iva. Jeho roli v indukci apoptdzy jsme studovali
pomoci UV/VIS spektrofotometrie a hmotnostni
spektrometrie. Nade pozorovani zatim svéd¢i o ne-
kompetitivni inhibici funkce cytochromu c, v ddsled-
ku ¢ehoz dochazi k oxidaénimu vzplanuti v oSetfené
burice a nésledné apoptdze.

Publikované experimentéini udaje a i nase
zkuSenosti nas vedou k z&véru, Ze klasické mecha-
nismy mnohocetné Iékové rezistence se u derivatl
kyseliny betulinové neuplatiuiji. Vzhledem k tomu,
Ze se jednd také o novy cil protinadorové chemo-
terapie, je vysoce pravdépodobné, Ze tyto slouce-
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niny mohou byt pfinosem pro pacienty s chemo-
rezistentnim, na léCbu nereagujicim, zhoubnym
onemocnénim.

Tato prace byla financovand z grantd
MSM6198959216, GACR 301/03/1570 a MPO FT-
-TA/027.

Potenciondlni vyuziti naftochinont
v mediciné

'Babula P., 2°Mikelova R., 'Sladky Z., *Havel L.,
24Adam V., "Kizek R.

1Ustav pfirodnich lé&iv, Farmaceutické fakulta
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné
2Ustav chemie a biochemie

sUstav biologie rostlin, Agronomické fakulta
Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity

v Brné

“Katedra analytické chemie

SKatedra teoretické a fyzikalni chemie,
Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity
v Brné

Uvod:Naftochinony jsou latky pFirodniho péivodu,
predevsim se jednd o barevné pigmenty. V burikdch
jsou deponovény ve vakuoldch, kde jsou piitomny ve
formé glykosidu. Je zndmo, ze naftochinony se jako
skupina sekundarnich metabolitd vyskytuji v pfirodé
v ramci rdznych Celedi rostlin (Plumbaginaceae, Jug-
landaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Dioncophyl-
laceae, Ancistrocladaceae, Iridaceae, Verbenaceae,
Scrophulariaceae, Avicenniaceae, Balsaminceae,
Bignoniaceae, Gentianaceae, Droseraceae, Nepen-
thaceae, Lythraceae, Euphorbiaceag) a rovnéz u hub
a mikroorganismU (Streptomyces, Fusarium). Biosyn-
téza naftochinond probiha Sesti moznymi biosyntetic-
kymi cestami, nékteré jsou charakteristické pro urcité
¢eledi nebo rody rostlin. Bylo zjisténo, Ze zakladnim
prekurzorem biosyntézy vétSiny naftochinond je ky-
selina ikimova. Naftochinony maji pro své vyrazné
cytotoxické U¢inky nepochybné budoucnost v terapii
rlznych onemocnéni, zejména nadorovych. Je jen
otdzkou Casu, kdy budou vhodnou technologickou
Upravou omezeny jejich nezadouci U¢inky a naopak
se zvysi jejich terapeutickd Ucinnost a terapeuticky
index. Proto je velmi dlileZité vytvofit a optimalizovat
metody jejich izolace a identifikace, nebot se v rost-
lindch nikdy nevyskytuji samostatné, ale v komplexu
fady latek rizné povahy (flavonoidy, tfisloviny, orga-
nické kyseliny atd.).

VyuZiti naftochinond v tradi¢ni mediciné
Naftochinony se jiz dlouhou dobu pouziva-
ji v tradiénich medicinach rlznych narodd, a to
vétsinou ve formé extraktd. V Ciné a nékterych
dalSich asijskych zemich se pouzivaji rostliny ro-
du olovénec (Plumbago; P. zeylanica, P. rosea
a P. europaea) ve formé extraktl k 1é¢bé rakoviny,
revmatoidni artritidy a bolestivé menstruace, ze-
vné pak pfi lé¢bé otokli a zhmozdénin. Ve Francii
se dosud pouziva Plumbago europaea ke zmirnéni
bolesti zubl. Plumbago zeylanica se v lidovém lé-
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Citelstvi vyuziva pro své diaforetické Ucinky. Kon-
krétné v Indii mé& pouzivéani tohoto druhu Sirokou
tradici a jsou jim léCeny prdjmy, poruchy traveni
a rlizné kozni problémy; pouzivani této drogy mize
ov8em vést k trvalé sterilité a pouziva se i k vyvo-
lani potratu. Kiira z kmene bolivijské rostliny Pera
benensis je vyuZivana Indiény k Ié¢bé kozni formy
leishmaniézy (parazitdza zplsobena prvoky rodu
Leishmania). Kira a listy z ofeSaku (Juglans nig-
ra) se vyuZzivaji pro své sviravé, projimavé a de-
tergentni ucinky k 1é&bé koZnich chorob, zejména
ekzém0, oparl a koznich viedd. Tradiéni mediciny
doporuéuji kdru rovnéz k 1écbé syfilis a parazitoz.
Zevné se pouziva ve formé riznych extraktl jako
rubefaciens (latky drazdici pokozku a sliznice, kte-
ré zplsobuiji jejich pfekrveni; timto mechanismem
ohranicuji a urychluji z&nét). V ¢eskych zemich ma
dlouhou tradici (od 13. stoleti) pouzivani extraktd
z rosnatky Drosera rotundifolia proti infekénim ne-
mocem dychacich cest, jako je nachlazeni, bron-
chitida, kasel a astma. Pfipravky z této rostliny se
jesté dnes doporucuji pro prevenci aterosklerdzy,
pfi cukrovce a jako silny antibakterialni a antiviralni
prostfedek. Uvédi se rovnéz ucinek spasmolyticky
a sekretolyticky. V Americe jsou extrakty oblibeny
jako geriatrikum. V indické tradiéni mediciné se po-
uzivd Drosera burmannii jako U¢inné rubefaciens,
v Jizni Americe zase jiné druhy k 1é¢bé bradavic,
kufich ok, kerat6z a k odstranéni pih.

VyuZiti naftochinondi v univerzitni mediciné

Pfi kasli a nachlazeni se pouziva v CR schvé-
leny pfipravek Tussilen® kapky, ktery obsahuje
extrakt z druhu Drosera rotundifolia. Jiné zdroje
doporuéuji homeopatické zpracovani Drosera ro-
tundifolia na nemoci dychacich cest; schvélena
homeopatika z Drosera rotundifolia jsou dostup-
na v ¢etnych Iékovych formach — tablety, roztok,
globule, €ipky, masti v nékolika potencich — ho-
meopatickych fedénich. Mucholapka podivna (Di-
onaea muscipula) nemé v sou¢asnosti v CR tera-
peutické vyuziti. V Némecku se vyrabi pfipravek
Carnivora® - extrakt z mucholapky v lékovych
forméch kapky a injekce — pouziti jako imunomo-
dulans pfi malignitach, jako imunostimulans, pod-
plrna Ié¢ba Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitis.
Extrakt z mucholapky je také dostupny v USA,
kde je vyrabén firmou Vital Health Products jako
potravinovy doplnék.

Zaver

Naftochinony maji pro své vyrazné cytotoxické
Ucinky nepochybné budoucnost v terapii riznych
onemocnéni, véetné nadorovych. Lze tedy pfedpo-
kladat, Zze v pfistich letech bude rdst zajem nejen
o jejich dokonalej$i charakterizaci a popis U¢inku na
Zivé organismy ale také o vyvoj novych metod pro
jejich studium.

Podékovani. Tato prace byla podpofena granty:
IGA VFU 1/2005; GACR 525/04/P132 a INCHEM-
BIOL 0021622412.
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Sérovy N-termindlni propeptid
kolagenu typu | (P1NP) a kostni
metastazy karcinomu prsu
Nekulova M., 'Simi¢kova M., 2Petrakova K.,
*Pecen L., *Stanicek J., 'Pilny R., 'Frgala T.,
Valik D.

'Oddeéleni laboratorni mediciny Masarykiv
onkologicky ustav, Brno

2Klinika komplexni onkologické péce Masarykiv
onkologicky ustav, Brno

*0ddéleni nuklearni mediciny Masaryk(v
onkologicky ustav, Brno

“Ustav informatiky AV CR, Praha

Pro monitorovani procesu osteoformace je
v soucasnosti doporuéovan N-termindlni propep-
tid kolagenu typu | (PINP). Cilem nasi prace bylo
vyhodnotit sérovou hladinu PINP v souboru ne-
mocnych karcinomem prsu bez kostniho rozsevu
ve srovnani se souborem s kostnimi metastazami
a korelovat s vysledky scintigrafie kosti, ev. dalich
zobrazovacich vySetfeni. Hladiny PINP byly hodno-
ceny ve vztahu ke klinickym udajdm o typu terapie
(radioterapie a chemoterapii). Specidlni zaméfeni
patfilo terapii bisfosfonaty, které se podileji na inhi-
bici maligni osteolyzy.

V souboru 83 nemocnych primérmého véku 63
let (rozsah 40-86 let) Ié¢enych pro karcinom prsu
v MOU Brno (celkem 186 vzorkii krve) jsme vySetfil
PINP metodou elektrochemiluminiscence (na imu-
noanalyzétoru Elecsys 2010, firma ROCHE) a srov-
nali s vysledky scintigrafického vySetfeni kosti.

Byly hodnoceny parametry validity (senzitivita,
specifiénost, pozitivni a negativni prediktivni hod-
nota, relativni riziko a ROC kfivka). Bodové odhady
parametr( validity byly doprovazeny vypocétem 95 %
konfidencnich intervalil. Ke statistickému hodnoceni
jednotlivych proménnych byl uzit neparametricky
WilcoxonQv test.

Koncentrace PINP ve skupiné nemocnych
s prokazanymi kostnimi metastdzami se signi-
fikantné liSila od skupin s jinymi typy metastaz
nebo s neprokazanymi metastdzami. Stanoveni
vykazuje senzitivitu 46% pfi 90% specifiCnosti.
Metoda rovnéz vykazuje dynamické zmény pfi mo-
nitorovani efektu I&é¢by bisfosfonaty, proto nemoc-
né s kostnimi metastazami Ié¢ené Bonefosem dle
protokolu byly opakované vySetfovany vzhledem
k posouzeni efektu terapie. U 10 z nich nedoslo
po 6 mésicich k efektu terapie, nélez progredoval
a také u poloviny z nich doSlo ke zvySeni hodnoty
PINP i pfi terapii. U 12 nemocnych naopak do$lo
ke stabilizaci ¢i parciélni remisi a hladina PINP
klesala. K definitivnimu zhodnoceni vyznamu sé-
rového P1NP pro monitorovani vyvoje onemocnéni
a sledovani Uc¢inku specifické terapie bude tfeba
rozSifeni studie o daldi nemocné.

OLOMOUC / 9.-10. 12. 2005

Préce byla provedena s podporou Védecko vy-
zkumného zaméru MZ00020980501-5.

Vliv steroidnich latek na viabilitu
bunéénych linii mnohocéetného
myelomu

Malikova J., Nowakova M., Hlobilkova A.,
Kolar Z.

Laboratof molekularn{ patologie, Ustav patologie
LF UP a FN Olomouc

V posledni dobé byl zjiStén protinadorovy vliv
steroidni latky 2-methoxyestradiolu a retinoid( na
bunééné linie mnohodetného myelomu (MM). Ugi-
nek latek je uskutechovan aktivaci ¢lend superrodiny
jadernych receptord, se kterymi tvofi komplexy a pl-
sobi jako transkripéni regulaéni faktory. Také 17-p
-estradiol jevi ucinky na buiiky MM prostfednictvim
vazby na estrogenové receptory.

Méné prozkoumanou skupinou latek jsou bras-
sinosteroidy, polyhydroxylované derivaty sterolu,
které pfedstavuji jeden z typd reguldtord rdstu rost-
lin. O mechanismu brassinosteroidll je zndmo jen
velmi mélo, nékteré derivaty byly testovany in vitro
na nadorovych bunéénych liniich a u nékterych se
podafilo prokdzat velmi vyraznou cytotoxickou akti-
vitu. Cilem této studie bylo zjistit vliv derivatd bras-
sinosteroidtl na bunéénou viabilitu a proliferaci v po-
rovnani s latkami 2-methoxyestradiolem a all-trans
retinovou kyselinou. Déle vybrat I&tky s potenciondl-
né antiproliferani aktivitou a nasledné se zaméfit
na hodnoceni jejich vlivu na bunéény cyklus a geno-
vou expresi na proteinové urovni. V nai studii byly
pouzity bunécné linie RPMI 8226 a U-266 odvozené
od MM. Uginek téchto latek na bunéénou viabilitu
a proliferaci byl MTT-testem stanovovan po dobu 24
a 48 h a byla ur¢ena koncentrace IC, . Pomoci pri-
tokové cytometrie byl pozorovan vliv studovanych
latek na bunéény cyklus a na zékladé Western blot
analyzy byla sledovéna exprese proteint uplatfiu-
jicich se pfi regulaci bunééného cyklu a apoptézy.
Vysledky byly déle dopinény sledovanim inkorpora-
ce bromodeoxyuridinu do DNA proliferujicich bunék
a detekci apoptotickych bunék pomoci metody TU-
NEL a fragmentace DNA. Z testovanych steroidnich
latek byl vybran brassinosteroid kar3883, jehoz uci-
nek se projevil v koncentracich 8x10-5-8x10-6mol/I
po 24 a 48 h aplikaci u testovanych bunécnych linii.
Pr(itokovou cytometrii bylo zjisténo, ze kar3883 zpu-
soboval zvySeni podilu bunék v G2/M fazi bunééné-
ho cyklu u linie RPMI 8226 a mimé zvySeni podilu
bunék v G1 fazi bunééného cyklu u linie U-266. Déle
byla zji§téna indukce p53 a inhibitori cyklin-depen-
dentnich kindz p21WatCiet g p27%e!. U bunék U-266
byl po ovlivnéni testovanymi latkami zaznamenan
pokles hladin cyklind A, B, D1, E a cdk6. U obou bu-
nécnych linii také doslo ke zméné aktivity proteinu

regulujicich apoptézu (proteiny rodiny Bcl-2, caspé-
za-3, PARP). Nade vysledky by mohly pfispét k po-
tencidlnimu terapeutickému uziti studovanych latek.

Podékovani: Prace byla podpofena grantem
MSM 6198959216.

Studium ulohy genit BRCAT a BRCA2
u sporadického karcinomu prsu
Janatova M., Prokopcova J., Pohlreich P.
Ustav biochemie a experimentaini onkologie

1. LF UK, Praha

Karcinom prsu je nej¢astéjsim zhoubnym nado-
rem v nasi zenské populaci. Vyskytuje se v heredi-
tarni (5-10% pfipadd) a sporadické formé. PfiCinou
vétSiny dédi¢nych karcinomd jsou zarodeéné muta-
ce genll BRCA1 a BRCA2. Kromé inaktivujici mutace
Z&visi vyvoj nadoru i na ztraté druhé, intaktni alely.
U karcinomd prsu, které vznikaji v nepfitomnosti dé-
diéné mutace, neni dloha genli BRCA1/2 dostate¢-
né zndma. Ztraty alel v lokusech BRCAT a BRCA2
jsou sice ¢astym nalezem, somatické mutace téchto
gen0 se vSak podafilo prokazat jenom v ojedinélych
pfipadech. Dal$im zptsobem inaktivace téchto gen
by mohla byt hypermetylace promotorovych oblasti.

V nasi studii jsme se zaméfili na analyzu inak-
tivace genll BRCA1/2 u 40 neselektovanych vzorkd
karcinomu prsu. Ztrata heterozygosity intrageno-
vych nebo v blizkosti genu lezicich mikrosatelito-
vych markerd byla vyuzita k uréeni vypadku alel
BRCA1/2. U vzorkll se ztratou heterozygosity jsme
provedli mutaéni analyzu a analyzu metylace pro-
motorl. Prescreening mutaci byl provadén pomoci
PTT (protein truncation test) analyzy a pfimého
sekvenovani produktll RT-PCR. K potvrzeni a cha-
rakterizaci mutaci bylo pouzito sekvenovéni vhod-
nych fragmentd PCR. Analyza hypermetylace byla
provedena sekvenovanim promotorovych oblasti po
bisulfitové modifikaci.

Ztrata alely BRCA1 byla prokazana u 8 nadoro-
vych vzorkd (21 %), ztrata alely BRCAZ2 pak u 13 na-
dorl (33 %). Ve Ctyfech vzorcich (10%) patrné doslo
ke kompletni inaktivaci genu BRCA1. Ve dvou pfi-
padech byly pfi¢inou somatické mutace, zpisobu-
jici zkraceni genového produktu. Jednd se o zatim
nepopsané somatické mutace genu BRCAT. U dvou
nadord pak byla zjisténa hypermetylace promotoro-
vé oblasti genu BRCAT1.

Vysledky nasi studie potvrzuji dlohu genu BR-
CA1 v tumorogenezi sporadického karcinomu prsu
a naznaduji zplsoby genové inaktivace. Casté
vypadky BRCA1 alely mohou byt doprovazeny so-
matickymi mutacemi druhé alely nebo jeji inaktivaci
v dusledku metylace promotorové oblasti.

Tato studie byla podpofena grantem GAUK
& 37/2005 a vyzkumnym projektem MSMT ¢&.
MSM0021620808.
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Kvantitativni stanoveni matrix
metaloproteindz 2 a 7 (MMP-2

a MMP-7) a jejich inhibitora (TIMP-1
a TIMP-2) u tkanovych vzorku
kolorektdalniho karcinomu

Pesta M.!, Holubec L. jr.", Topol¢an O.!, Rupert
K.2, Cerna M., Holubec L. sen.?, Tieska V.2,
Finek J.5, Cerny R.*

", interni klinika

2Chirurgicka klinika

%Onkologické oddéleni, FN Plzen

“Ustav klinické biochemie LF UK Plzefi

Uvod: Matrix metaloproteindzy hraji dtleZitou
roli v procesu degradace extracelularni matrix. Cilem
nasi studie bylo stanoveni hladin MMP-2, MMP-7,
TIMP-2 a TIMP-1 mRNA exprese u tkanovych vzorkd
kolorektalniho karcinomu pomoci real-time RT PCR a
korelovat tyto hodnoty s klinickym stavem pacienta.

Metodika: Nadorova tkan byla vySetfena u 38
pacientl s histologicky ovéfenym kolorektélnim kar-
cinomem. Od 19 pacientd byla zaroven vySetfena
zdrava tkan stfeva z bezpec¢nostniho lemu (ovéfeno
histologicky). Déle byla vySetfena tkaf stfeva u 11
pacientll s benignim onemocnénim GIT (ulcerozni
kolitis, morbus Crohn). Exprese hladin mRNA stano-
vovanych metaloproteindz, jejich inhibitorli a GAP-
DH (housekeeping gen) byly kvantifikovany pomoci
metod real-time PCR.

Vysledky: Zjistili jsme, ze hodnoty mRNA ex-
prese MMP-2, MMP-7 a TIMP-1 byly signifikantné
vy$8i u nddorové tkané nez u tkané kontrolni
(p<0.0005, resp.<0.0007 a resp.<0.0004). Dale jsme
zjistili, Ze hodnoty mRNA exprese MMP-2, MMP-7 a
TIMP-2 a TIMP-1 nekorelovaly se stadiem nadoro-
vého onemocnéni ((p< 0.7129, resp.< 0.5334, resp.<
0.3648 aresp.<0.6068) , 5- letym piezitim (p< 0.5196,
resp.< 0.9197, resp.< 0.6997 a resp.< 0.6525) a vysky-
tem vzdalenych metastaz ((p< 0.4893, resp.< 0.6721,
resp.< 0.9752 and resp.< 0.4599 ).

Zavér: V pilotni studii jsme prokézali signifi-
kantni rozdil v expresi mMBRNA MMP-2, MMP-7 and
TIMP-1 kontrolni a nddorovou tkani kolorektalniho
karcinomu.

Podékovani: Préce byla podpofena vyzkumnym
zémérem MSM 0021620819

EM-G3 linie progenitorovych
bunék: novy experimentdlni model
studia vyvoje lidského mamérniho
karcinomu

Brozova M.', Kleibl Z.2, Zadinova M.},
Netikova I.%, Scholzova E.2, MatouSkova E.
'0ddéleni bun&éné biologie, UMG AVCR
2Ustav biochemie a experimentalni onkologie,
1. LF UK

sUstav biofyziky a informatiky, 1. LF UK
“Oddéleni pfipravy cytostatik, VFN v Praze

Stabilni bunécné linie jsou nepostradatelnym
modelovym systémem pro studium kancerogene-
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Tabulka 1.

Antigen Linie EM-G3
In vitro In vivo
(nu/nu mys)
K5 + +
K14 + +
K18 +
K19
SMA
p63 +a +a
ER -b
PR -b
EGFR + +

Puvodni vzorek nadoru od pacienta

Buriky duktélni- Nenadorové ma-
ho karcinomu  marni epitelidlni

bunky
Luminalni Myoepitelidlni
+
+
+ +
+ +
+
+a
+a +
+a +
N.S. N.S. N.S.

a) Pozitivita ve vétsiné jader; b) Nukledrni negativita, slabd membranova/cytoplasmaticka pozitivita; N.S. — nebylo

stanoveno

ze. Do soucdasnosti se podafilo ziskat a stabilizovat
méné nez 100 linii, avSak vétsina experimentalnich
studii byla provedena na tfech (T47D, MCF-7, MDA-
-MB-231), z metastatickych lozisek derivovanych li-
nii. Ustanoveni permanentni bunééné linie z primar-
niho loZiska karcinomu prsu je mimofadné vzécné.

Cilem préce bylo ziskani stabilni nadorové linie
z priméarniho loziska karcinomu prsu.

Nédorova bunééné linie byla ziskana z primarni
léze pacientky s infiltrujicim duktalnim karcinomem
pomoci feeder layer techniky. Od 10. pasaze byly
buriky schopné rist bez pfitomnosti letalné oza-
fenych 3T3 fibroblastli (feeder) a bylo dosaZeno
stabilni generaéni doby 34h. Ve 130. pasazi byla
provedena klonalni expanze EM-G3 klonu, ktery byl
podroben dal$i analyze. V sou¢asnosti bylo dosaze-
no mnozstvi vice nez 200 pasazi.

U nové bunééné linie byla provedena rozsahla
imunocytochemickd analyza, kterd umoznila srov-
nani EM-G3 bunék s bunéénou populaci v originl-
nim nédoru (tabulka 1).

Provedend cDNA-array analyza prokézala vy-
sokou expresi integrin(i, EGFR a CD44. Na zakladé
imunocytochemické analyzy a expresniho vzorce Ize
usuzovat, ze EM-G3 buriky pochazeji ze spoleéného
bazélniho prekurzoru lumindlnich a myoepiteliainich
bunék (K5*, K18*) imortalizovanych v ¢asném stédiu
tumorogeneze. Tyto bufiky v originalnim nédoru pa-
cientky reprezentuji minoritni populaci n&dorovych
progenitord. Bufiky EM-G3 se vyznaéuji schopnosti
ristu v imunodeficitnich nu/nu mysich, u nichz vy-
tvareji v pribéhu 3 tydnl nemetastazujici, lokalné
rostouci loZisko s imunofenotypem totoznym s in vit-
ro burikami. Buriky se v my$im nadoru uspofédavaji
do primitivnich duktalnich struktur.

Metodou vicebarevné FISH byl prokézan stabil-
ni diploidni genom s relativné malymi genetickymi
zménami [karyotyp 44, XX, s monosomii chromo-
somd 15 a 20 a translokacemi 3(9), 6(15), 12(12)
a 13(20)].

Soucasné dostupné bunécné linie prsnich né-
dorovych bunék vétsinou pochézeji z pokrocilého
stadia karcinomu se zna¢nou genomovou nestabi-
litou. Domnivdme se, Ze stabilni bunéénd linie EM-

-G3, ktera se vyznacluije relativné kratkou generacni
dobou a stabilnim karyotypem, mize slouzit jako
dulezity biologicky model mamarni karcinogeneze.
Unikatnost EM-G3 linie spo€iva v jeji schopnosti di-
ferenciace a plvodu v progenitorovych nadorovych
bunkach.

Podékovani: Prace byla finanéné podporovana
granty ¢. NR8145-3 a NR8345-4 udélenymi IGA
MZ CR a grantem &. 93/2005/C GAUK. Dalsi pod-
pora byla poskytnuta AV CR (VZ AVOZ50520514)
a MSMT CR (VZ MSM0021620808).

Vliv ndédorového mikroprostredi na
progresi maligniho melanomu.
'Fiuraskova M., 'Brychtova S., ?Tichy T. jr.,
Bene$ P.,*Hirnak J., ‘Zalesak B.

'aboratof molekuldrni patologie, Ustav patologie
LF UP a FN Olomouc

%Klinika chorob koznich a pohlavnich LF UP a FN
Olomouc

3Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc
*Klinika plastické chirurgie LF UP a FN Olomouc

Progrese nadoru je kromé genetickych a epi-
genetickych zmén samotnych nédorovych bunék
vyznamné ovliviiovdna mikroprostiedim, které na-
dorové bunky obklopuje a vzajemnymi interakcemi
mezi nadorovymi a stromalnimi elementy. Maligni
burky pusobi na stromalni slozky autokrinni a pa-
rakrinni produkci rlstovych faktord, jejich recepto-
rd, cytokinQ, regulaénich molekul a remodelujicich
enzym(. Takto ovlivnéné stroma reciproéné podpo-
ruje rast a diseminaci nadoru. Z bunék stromalniho
mikroprostiedi se zde nejvic uplatfiuji fibroblasty,
endotelie a zanétlivé bunky, zejména makrofagy.
V nasi préci jsme sledovali expresi onkoproteinu c-
-Myc, rlstového faktoru krevnich desti¢ek (PDGF),
bazického rlstového faktoru fibroblastl (bFGF)
a nestinu u malignich a benignich koznich melano-
cytarnich 1ézi s cilem posoudit rozdily proteinové
exprese zejména ve stromdlnich elementech. Vy-
Setfeni byla provedena na tkarnovych fezech meto-
dou nepiimé imunohistochemie na souboru ¢itajicim
78 piipadl superficialnich a noduldrnich melanomu
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a 43 koznich pigmentovych névl. Bylo prokazano,
Ze umalignich nador(i dochazi k signifikantnim zmé-
nam exprese c-Myc, PDGF, bFGF a nestinu nejen
v melanoblastech malignich melanomd, ale i v bun-
kéch nadorového stromatu. Jednalo se o fibrocyty/
fibroblasty, makrofdgy i endotelie. Kromé zvyseni
exprese sledovanych proteint jsme také pozorovali
zmnozeni jednotlivych typt bunék. Popsané zmény
byly zaznamenany jiz u ¢asnych stadii onemocnéni.
Ukazuje se, Ze stejné jako u jinych solidnich nador(,
tak i u maligniho melanomu by IéCba méla byt za-
méFena nejen proti viastnim nadorovym burikdm, ale
i proti buiikém stromatu.

Podékovani: Prace byla podpofena grantem
IGA MZ CR 1A8245-3/2004 a MSM 6198959216.

Angiogenni cytokiny u chronické
B-lymfocytdarni leukémie: souvislost
s modernimi prognostickymi faktory
'Smolej L., 2Andrys C., 174k P., 'Belada D.,
1Siroky 0.,2Krejsek J., 'Maly J.

"ILinterni klinika, Oddéleni klinické hematologie,
LF UK a FN, Hradec Kralové

2Ustav klinické imunologie a alergologie, LF UK

a FN, Hradec Kralové

Angiogeneze (AG), tedy novotvorba cév z jiz
existujici vaskulatury, hraje nezastupitelnou roli
v patogenezi a metastazovéani solidnich nadord.
V poslednich letech do$lo k mohutnému rozvoji vy-
zkumu AG také v oblasti hematologickych malignit.
ZvySend AG byla prokdzéna u akutnich i chronic-
kych leukémii, lymfom@, mnohocetného myelomu,
myelodysplazii i myeloproliferaci. Chronicka B-lym-
focytarni leukémie (B-CLL) je malignim lymfoprolife-
rativnim onemocnénim vznikajicich ze zralych lymfo-
cytl, projevujicim se hromadénim lymfocytl v kostni
dfeni, periferni krvi a lymfatickych orgénech.. Jejim
charakteristickym rysem je velmi vyraznd heteroge-
nita prognozy — tfetina nemocnych nikdy nevyZadu-
je 1é¢bu a délka jejich preziti je shodna se zdravymi
vrstevniky, naproti tomu néktefi nemocni s agresiv-
nim pribéhem choroby Ziji méné nez 2 roky. Proto
jsou intenzivné zkoumény nové prognostické faktory
(napf. stanoveni mutacniho stavu gend pro varia-
bilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinG — IgVH
a stanoveni genetickych aberaci metodou FISH)
s cilem zhodnotit individuéini riziko a optimalizovat
intenzitu léCby. Publikace z poslednich let vyzdvihuji
vyznam AG v patogenezi a progresi B-CLL. V nasi
préaci jsme hodnotili AG u 60 nemocnych s neléce-
nou B-CLL stanovenim koncentraci angiogennich
aktivatortl — ristového faktoru pro cévni endotelie
(VEGF), zasaditého rlstového faktoru pro fibroblas-
ty (bFGF) v plazmé periferni krve metodou ELISA.
Solubilni CD105 (sCD105) byl hodnocen u 42 ne-
mocnych. Prokazali jsme statisticky signifikantni
zvySeni bFGF, VEGF i sCD105 v porovnni s kon-
trolni skupinou zdravych dobrovolniki (p<0,0001,
p=0,002, p=0,0296). Jiz nemocni s ¢asnou B-CLL,
tedy ve stadiu 0 dle Raie, méli signifikantné vy3si
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bFGF a VEGF (p<0,0001, p=0,005). U podsku-
piny nemocnych, u kterych byla k dispozici data
tykajici se genetickych aberaci a mutaéniho stavu
IgVH, jsme provedli subanalyzu souvislosti koncen-
traci angiogennich faktord bFGF a VEGF s témito
prognostickymi faktory. Bylo zjisténo signifikantni
zvySeni bFGF u nemocnych s mutovanymi geny
pro IgVH (p=0,032). Tato pilotni data budou pouZita
jako zéklad pro dal$i vyzkum angiogeneze u B-CLL,
ktery je cenny diagnosticky, ale do budoucna ma
vyznam i pro |éEbu, protoZe se jiz nyni v klinickych
studiich u B-CLL zkou$eji antiangiogenni preparaty
(thalidomid, lenalidomid, bevacizumab).

Podékovani: Prace byla podpofena grantem
NR/8373-3 IGA MZ CR.

Quality Control Measurements of
PET System Siemens Ecat Accel
Havlicek M.", Bartl J.%, Petlakova V.

'Brno University of Technology, Brno

2Nuclear Medicine, Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno

*Hospital Pharmacy, Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno

Aim of this work is quality control measurements
of PET system Siemens Ecat Accel in practice.

Material and Methods: EC emission phantom
T43004 for PET and SPET (PTW Freiburg, Germany),
dose calibrator Curiementor 3 (PTW Freiburg, Germa-
ny), PET system Ecat Accel (Siemens, Germany). For
periodic quality tests of PET system is often selected
and at once recommended by manufacturer homo-
geneity test only. Other important information about
PET system quality as Spatial resolution capability,
Scatter fraction, Sensitivity (efficiency) and Dead time
are measured usually at acceptance test only or even
not at all. All mentioned quality tests match to NEMA
Standard NU 2-1994 or 2001 (Spatial resolution capa-
bility) and they can be made in both acquisition modes
(2 and 3-dimensional).

Results respond specifications mentioned by
manufacturer.

Conclusion: Benefit of all quality tests (except
Dead time) is short time of measurement and small
used activity of ®F-FDG. Therefore is possible to
do mentioned tests after each normalization of PET
scanner (usually each two or three months).

Karcinoembryondlni antigén (CEA)
u medularniho karcinomu stitné
zlazy (kasuistika).

Engli$ M.!, Zamrazil V.2, Jirkovska A.3,
Zeman J.%, Bélohlavek 0.5, Prasek J.°
'Katedra klinické biochemie IPVZ
2Endokrinologicky Ustav

*Klinika diabetologie IKEM

40dd. patol. anatomie Il.LFUK

0dd. nuklearni mediciny Nemocnice Na
Homolce, Praha

0dd. nuklearni mediciny FN Brno
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U nemocné D.V. (1944), sledované a léCené 24
let pro chronickou thyreoiditidu v nodézni strumé byl
v r. 1999 sonograficky prokézén v pravém laloku &t.
Zlazy cystoidni uzel o pfibl. priméru 2cm s nékolika
dutinami, které byly hodnoceny jako rozpadové. Vr.
2002 byly pfed planovanou operaci (uterus myoma-
tosus) zjistény velmi vysoké hladiny CEA (> 50 pg/l),
které pfetrvavaly na pfiblizné stejnych hodnotach po
18 mésicl. Jejich pfiCinu se pres veSkeré diagnos-
tické Usili nepodafilo zjistit.

V ervnu 2004 byla provedena totalni thyreide-
oektomie pro podezieni na medularni karcinom. Na
nasi zadost se operujici |ékaf Uspésné pokusil punk-
ci ziskat obsah uzlu, ve kterém byly zjiStény extrém-
né vysoké koncentrace CEA a kalcitoninu.

Po operaci doSlo k velmi rychlému poklesu jak
CEA na prakticky neprokazatelné hodnoty, tak i kal-
citoninu do oblasti fyziologickych koncentraci.

PET/CT? Diskrepancia ndlezov
Niznanska V.

Oddelenie nuklearni mediciny, PET pracovisko,
Masarykuv onkologicky ustav, Brno

Ciel': pfihodnoteni FDG PET/CT ob¢as vznikaju
problémy pfi interpretécii zaverov vySetreni a to na-
jma pfi vyrazne odliSnych nalezoch (resp. popisoch).
Na prikladoch niekol'kych kazuistik poukazujeme na
mozné priiny a suvislosti tychto diskrepancii.

Metdda: V priebehu Styroch mesiacov tohoto
roka beZnej pracovnej prevadzky PET pracoviska
sme vyclenili tieto pripady, zaradili do uréenych ka-
tegorii a pokusili sa ich analyzovat'.

Vysledky: Poznatky a skusenosti, ziskané touto
pracou su prinosné pre lekarov nukleérnej mediciny
a spolupracujucich klinikov a mozu pomoct pfi dife-
rencidlnej diagnostike ochoreni.

Studium flavonoidi pomoci
elektrochemické detekce na uhlikové
pastové elektrodé

'Hanustiak P., “2Mikelova R., 'Kfizkova S.,
3Adam V., *Hodek P., *Stiborova M.,

Beklova M., ¢Zeman L., "Kizek R.

"Ustav chemie a biochemie a ®Ustav vyzivy zvifat,
Agronomicka fakulta Mendelovy zemédélské

a lesnické univerzity v Brné

®Katedra teoretické a fyzikalni chemie a *Katedra
analytické chemie, Pfirodovédecka fakulta
Masarykovy univerzity v Brné

*Katedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy, Praha

sUstav veterinami ekologie a ochrany Zivotniho
prostiedi, Veterinarni a farmaceuticka univerzita
v Brné

Uvod

Jen mélokdo by oponoval tvrzeni, Ze latky pfi-
jimané v potravé ovliviiuji naSe zdravi. Prdmérmy
Clovék zapadniho typu nema problémy s nedosta-

43



ABSTRAKTA / POSTERY

te€nym pfijmem potravy a zivin, naopak zkonzumuje
bézné vice, nez je tieba. Je tedy nutné se podrobné
divat i na latky obsazené v potravinch v minoritnim
mnozstvi. Vylougi-li se z tohoto ,mnozstvi“ vechny
zn&mé esencialni latky jako napfiklad vitaminy & mi-
neralni prvky, stéle nam zbude velkd smés slouce-
nin, které bud pozitivné &i negativné ovliviiuji zdravi
konzumenta. V této souvislosti néktefi autofi mluvi
o0 potravindch, které se nazyvaji nutraceutika. Nutra-
ceutika jsou potraviny, které maji pozitivni fyziologic-
ké ucinky na lidsky organismus. Bylo prokazano, ze
maji vliv na celkovy zdravotni stav ¢lovéka a mohou
vyrazné podporovat fyziologicky vykon ¢i snizovat ri-
ziko vzniku nékterych nemoci. Mezi vyznamné Iatky,
které takto efektivné pisobi, patfi rozdilné skupiny
metabolitd rostlin, jako fenolové kyseliny, lignany,
fytosteroly, karotenoidy, glukosinoldty a mnoho
dal$ich skupin, mezi které ndlezi i flavonoidy. Fla-
vonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych
fenoll. V sou€asné dobé je znamo vice nez 4000
flavonoidnich latek a stale se nachazeji nové. Jsou
odvozeny od Kkyslikaté heterocyklické slouéeni-
ny flavanu, tvofeného dvéma benzenovymi kruhy
spojenymi heterocyklickym pyranem. Bézné byvaji
v8echny tfi kruhy substituovany hydroxyskupinami
nebo methoxyskupinami, a jednotlivé derivaty se lii
pouze stupném substituce a oxidace. Rozeznavame
nésledujici zakladni struktury flavonoidd: katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavo-
ny, flavonoly a anthokyanidiny. Pfirodni flavonoidy
se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidd, ob-
sahuji tedy ve své molekule necukernou soucést
(aglykon) a cukernou slozku. Volné aglykony se
vyskytuji pouze zfidka. V nékterych pfipadech (pfi
technologickém zpracovani pfi vy$Sich teplotach
a v kyselém prostfedi) mlze dochazet k hydrolyze
glykosid a vzrlistu koncentrace aglykond.

Cil

V nasi préci jsme se zaméfili na vypracovani
elektroanalytického stanoveni quercetinu, quercitri-
nu, rutinu, diosminu a chrysinu na uhlikové pastové
elektrodé.

Materiély a metody

NaH,PO,, Metanol, Diosmin, Chrysin, uhlikovy
prasek a mineraini olej byly dodany firmou Sigma
Aldrich Corp. (USA). Rutin trihydrat a Quercitrin
dihydrat byly dodany firmou Roth GmbH, Karlsru-
he (Ger). Na,HPO, byla dodana firmou Merck,
Darmstadt (Ger.). Quercetin dihydrat byl dodan fir-
mou Fluka chemie AG (USA). VSechny chemikélie
byly ACS Cistoty, stejné tak i voda (Sigma), ve které
byly pfipraveny pracovni roztoky.

Elektroanalytické stanoveni flavonoidti

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB
Analyser (EcoChemie, Netherlands) ve spojeni s VA-
-Stand 663 (Metrohm, Switzerland) v klasickém tfi-
elektrodovém uspofadani. Pracovni elektrodou byla
visici rtufova kapkova elektroda (HMDE) s plochou
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kapky 0,4 mm?, referencni elektrodou byla Ag/AgCl/
3M KCl a pomocnou grafitova elektroda. Square wave
voltametrické (SWV) experimenty byly provadény pii
laboratorni teploté. Méfeni bylo provadéno v potencia-
lovém rozsahu od -0,1 V do 1,2 V s témito parametry:
potencilovy krok 1,95 mV, pulzni amplituda 49,85 mV.
Jako zékladni elektrolyt jsme pouzili fosfatovy pufr
o0 pH = 7,0. Uhlikova pasta (asi 0.5¢) byla vyrobena
z uhlikového pradku a minerainiho oleje (bez DNaz,
RN4z a protedz). Pomér uhlikového prasku a mineral-
niho oleje byl 70/30 (w/w). Pasta byla viozena do tef-
lonového téla elektrody s primérem plochy elektrody
2,5 mm. Pfed kazdym méfenim byl povrch elektrody
vzdy obnoven. Pro Upravu ziskanych experimentalnich
dat bylo vyuzito GPES software EcoChemie.

Vysledky

V' nasich pfedeSlych experimentech bylo zjis-
téno, Ze vysoky podil organické slozky zhorSuje
elektrochemickou analyzu. Pfi studiu flavonoidd
rozpusténych v methanolu (96 %) byl vSak podil or-
ganické faze v zakladnim elektrolytu (2ml) jen 0,1 %.
Na ziskanych voltamogramech byly pozorovany ¢tyfi
oxidacni signaly, které byly oznageny jako pik 1, pik
2, pik 3 a pik 4. Brettova popisuje signaly i) pik 1 a i)
pik 2 jako oxidace hydroxylové skupiny v poloze 7
flavonoidniho skeletu. Pfedpokladame, ze dalsi dva
pozorované signaly iii) pik 3 a iv) pik 4 odpovidaji
oxidaci hydroxylové skupiny v poloze 5 flavonoidni-
ho skeletu. Navic byl pozorovan vliv cukerné sloz-
ky flavonoidli na vysledny elektrochemicky signal.
Pozorovali jsme, ze pik 1 quercetinu se obejvil pfi
potencidlu 0,15 V a signély rutinu a quercitrinu pfi
potencidlu 0,25 V. Potencialovy posun o 100 mV md-
Ze byt zapfi¢inén piitomnosti sacharidové skupiny
na flavonovém skeletu quercetinu. Elektrochemické
signdly u chrysinu a diosminu byly vyrazné nizsi.
Pozorovana elektrochemickd odezva bude pravdé-
podobné souviset s rozdilnou chemickou strukturou
studovanych flavonoidd. Nejvyssi vliv na elektroche-
mické signdly byly pozorovatelné u diosminu. | zde
Ize rozdil mezi potencidly signall flavonoidd vysvétlit
pfitomnosti disacharidové skupiny u diosminu.

Zaveér

Elektrochemickd detekce jako moznost sta-
noveni flavonoidli je malo diskutovanou oblasti.
Analytické stanoveni flavonoidii se v soucasné
dobé provédi pfedevsim metodami chromatogra-
fickymi a kapilarni elektroforézou. OvSem elektro-
chemické metody maji velkou vyhodu v miniaturi-
zaci a umoznuji detekci latek in vivo bez usmrceni
organismu.

Podékovani. Tato prace byla podpofena gran-
ty: GA CR 525/04/P132, RASO 8/2005, MSMT
6215712402 a INCHEMBIOL 0021622412.
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Stanoveni enzymatické aktivity
dihydropyrimidin dehydrogendzy
v krevnich leukocytech

jako prediktoru toxicity
fluoropyrimidinovych rezimu
'Hlidkova E., 2Lipert J., ?Drabkova V., 'Adam T.,
SCwiertka K., 2*Hajduch M.

'Laboratof dédi¢nych metabolickych poruch,
Oddéleni klinické biochemie FN Olomouc

%L aboratof experimentalni mediciny, Détska
klinika LF UP a FN Olomouc

*Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Nejpouzivangj§im pfedstavitelem fluoropyrimi-
dinovych chemoterapeutik je 5-fluorouracil (5-FU).
Uginek 5-FU je limitovan jeho degradaci dihydropy-
rimidin dehydrogenézou. Dihydropyrimidin dehydro-
genéza (DPD, EC 1.3.1.2) je pocate¢nim a limituji-
cim enzymem v katabolizmu pyrimidinovych bazi.

DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALN{ ONKOLOGIE



Vysoka aktivita DPD v nadorovych bufkach maze
zpUsobit inaktivaci 5-FU dFive nez by se mohl pro-
jevit cytotoxicky efekt chemoterapeutika. Naopak
deficit DPD v somatické nenddorové tkéni vede ke
vzniku vazné systémové toxicity, ¢asto s letalnim
nasledkem.

Aktivitu DPD stanovujeme v krevnich mono-
nukledrnich burikach, které se izoluji z piné krve
s pfidavkem EDTA. Z izolovanych bunék se pfipravi
lyzét, ve kterém se stanovi koncentrace celkovych
protein{. Po inkubaci leukocytarnich proteinG s re-
akéni smési obsahujici [4-*C]-thymin se provede
HPLC analyza s radiometrickou detekci, ve které
kvantitativné detekujeme 5,6-dihydrothymin.

Aktivita DPD byla vySetfena u souboru 50 vzor-
kd zdravych darcd krve a z nich byla stanoveno re-
ferenéni rozmezi pro norméalni populaci 22.3+12.1
nmol-mg-1-h". Déle byla analyzovéna stabilita DPD
v ¢ase 0, 12 a 24 hodin, ktera potvrdila dostate¢nou
stabilitu enzymu, kterd umozni dopravu materidlu do
laboratofe pfi pokojové teploté do 24 hodin.

Sledovani aktivity enzymu umoziuje optima-
lizaci terapie fluoropyrimidiny, vybér vhodného
prepardtu a jeho davkovéani. Detekce exprese
a aktivity enzymu perifernich leukocytech v nadoru
pfed zahdjenim terapie miiZe odhalit pacienty, ktefi
s velkou pravdépodobnosti na 1é&bu fluoropyrimi-
diny budou reagovat zavaznou toxicitou. V téchto
pfipadech by pak pacient nemusel byt vystavovan
znamému riziku toxicity a mohla by pro néj byt na-
vrzena jind forma terapie. Dihydropyrimidin dehyd-
rogendza je enzym, ktery katabolicky degraduje
vice neZz 80% pfijatého 5-fluorouracilu a limituje
tak jeho ucinnost.

Podékovani: Prace na projektu byla podporova-
na granty MSM6198959216 a IGA MZCR NC7495.

Vliv onkologické l1ééby na cirkulujici
markery srdeéniho poskozeni

v peritransplantaénim obdobi

u akutnich leukémii

““Horacek J. M., 2*Tichy M., "*Jebavy L.,
3Pudil R., 'Zak P., Maly J.

"Il. interni klinika — Oddéleni klinické hematologie
FN a LF UK Hradec Kralové

2Ustav Klinické biochemie a diagnostiky FN a LF
UK Hradec Kralové

3. interni klinika FN a LF UK Hradec Kralové
*Katedra véle¢ného vnitfniho lékafstvi FVZ UO
Hradec Kralové

Uvod: Kardiotoxicita je dobfe znamou a obé-
vanou komplikaci onkologické I1éEby. Antracykliny
a vysokoddvkovana chemoterapie pfedstavuji nej-
vetsi riziko. V posledni dobé se do popredi zajmu
diagnostiky kardiotoxicity dostévaji biochemické
markery poSkozeni struktury a funkce myokardu,
zatim v8ak chybi definitivni klinické vyhodnoceni.

Cil: Hodnoceni kardiotoxicity v peritransplan-
taénim obdobi u akutnich leukémii (AL) pomoci
cirkulujicich marker( srde¢niho poskozeni — N-ter-
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mindlni pro brain natriureticky peptid (NT-proBNP)
a srdeéni troponin T (cTnT). NT-proBNP je marke-
rem kardialni dysfunkce, hodnoty pod 125 pg/ml jsou
povazovény za normalni a umoznuji vyloucit srdeéni
selhani. Pozitivita ¢TnT svédCi pro poSkozeni struk-
tury kardiomyocytu.

Soubor a metodika: Ve studii bylo 19 pacientt
s AL (vék 42,8+10,0 let, 13 muzd), vSichni byli v mi-
nulosti Ié¢eni antracykliny v kumulativni dévce (KD)
446,4+91,6 mg/m?. Pfipravny pfedtransplantacni re-
Zim (PR) obsahoval vysokodavkovany cyklofosfamid
(HD-C) a busulfan u 13 pacienti, HD-C a celotélové
ozareni (TBI) 12 Gy u 6 pacientd. U 10 pacientd by-
la provedena alogenni transplantace krvetvornych
bunék (TKB), u 9 autologni TKB. Koncentrace NT-
-proBNP a cTnT byly méfeny den pfed PR, den po
PR, den po TKB a s odstupem 14 dni tj. v dobé re-
parace krvetvorby.

Vysledky: Vstupni hodnota NT-proBNP by-
la 106,3+55,7 pg/ml. Po PR doslo k vzestupu na
426,1+391,5 pg/ml. Po TKB do$lo k daldimu vze-
stupu na 847,6+780,6 pg/ml. Za 14 dni po TKB byla
koncentrace NT-proBNP 330,8+236,8 pg/ml, hod-
noty byly zvySené u 12 pacientd. Rozdily byly sta-
tisticky vyznamné v porovnani se vstupni hodnotou
(p<0,01). Vzestup NT-proBNP byl vy$si u pacientt
s KD antracyklinG nad 450 mg/m? (p<0,05), u paci-
entl s PR obsahujicim TBI (p<0,05) a u pacient(
s alogenni TKB (p<0,05). Koncentrace cTnT byly
negativni (<0,01 ng/ml) béhem studie u véech pa-
cientd.

Zaveéry: NaSe vysledky ukazuji, Ze podani PR
a TKB je u vétSiny pacientl s AL provazeno akutni
neurohumordlni aktivaci (vyznamny vzestupem NT-
-proBNP). Perzistujici elevace NT-proBNP, v naSem
souboru u 12 (63,2%) pacientl, naznaduji subk-
linickou kardiotoxicitu (riziko pro rozvoj srde¢niho
selhani) a vyZaduji dal$i sledovani. Vice vyjadfené
elevace NT-proBNP pfi podani vysich KD antracyk-
linG a pfi PR obsahujicim kombinaci vysokodavko-
vané chemoterapie s radioterapii potvrzuji, ze tyto
|é¢ebné postupy jsou vice kardiotoxické a nepfilis
vhodné pro pacienty s kumulaci rizikovych faktor(
kardiotoxicity. Negativni koncentrace cTnT ukazuiji,
Ze béhem PR a TKB nedochdzi k detekovatelnému
poSkozeni struktury kardiomyocytd.

Elektrokardiografické zmény

v souvislosti s onkologickou léébou
““Horacek J. M., ?Pudil R., *Jebavy L.,
3Pastorova J., 'Strasova A., 'Maly J.
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Uvod: Kardiotoxicita je zavaznou komplikaci
onkologické 1éEby. Nejvétsi riziko pfedstavuji an-
tracykliny. Vzhledem k riziku chronické a pozdni
kardiotoxicity je nutné sledovani kardialnich funkci
jak béhem I1é¢by antracykliny, tak po jejim ukonéeni.
Elektrokardiografie (EKG) je jednou z diagnostic-
kych moznosti kardiotoxicity. QT interval korigova-
ny na srdecni frekvenci — tzv. QTc interval — odrdzi
trvani komorové repolarizace a jeho prodlouzeni
predstavuije riziko pro rozvoj malignich komorovych
arytmii a nahlé smrti.

Cil: Sledovani EKG zmén v pribéhu Iécby an-
tracykliny a v obdobi po jejim ukonéeni u pacientd
s akutni leukémii (AL). Porovnani EKG zmén s néle-
zem na echokardiografickém (ECHO) vy3etfeni.

Soubor a metodika: Ve studii bylo 26 pacient(
s nové dg. AL (vék 46,2+12,4 let, 15 muzd). Pacienti
byli 1é¢eni 2-6 cykly chemoterapie (CHT) obsahuiji
antracyklinovy preparat (idarubicin, daunorubicin,
mitoxantron). Primérna kumulativni dévka antra-
cyklind Cinila 464,4+117,5mg/m?. U 16 pacientd byl
nasledné podan pfipravny rezim a provedena trans-
plantace krvetvornych bunék. Klidové 12svodové
EKG vysetfeni s posunem 50 mm/s bylo provedeno
pfed zahajenim 1é&by (pfed CHT), po prvni CHT
s antracykliny (po 1. CHT), po posledni CHT s an-
tracykliny (po posl. CHT) a s odstupem pfiblizné 6
mésict po ukonéeni lécby (1/2 R po CHT). Hodnoce-
ny byly EKG parametry ¢asové (srdecni frekvence,
RR interval, PQ interval, délka QRS, QT interval,
QTc interval), voltdZové (voltdZ QRS) a pfitomnost
repolarizaCnich zmén, poruch srde¢niho rytmu &i
jinych abnormalit. Celkem bylo vyhodnoceno 104
EKG kfivek.

Vysledky: Viysledky studie jsou pfehledné uve-
deny v tabulce 1 a 2.

Vysvétlivky: tachykardie — srde¢ni frekvence
nad 100/min; bradykardie — srde¢ni frekvence pod
60/min (pod 50/min); AV blok I. stupné — PQ in-
terval del8i nez 200 ms; iRBBB (inkompletni blok
pravého Tawarova raménka) - RSR™ V1 (V2), délka
QRS mensi nez 120 ms; LAH (levy pfedni hemi-
blok) — deviace srde¢ni osy doleva, osa méné nez

Tabulka 1. Zmény EKG parametri v pribéhu Iécby a sledovani AL (n=26)

EKG parametry pfed CHT po 1. CHT po posl. CHT 1/2 R po CHT
frekvence [/min] 83,2+ 15,8 76,3 + 15,1 702+8,8 81,7+ 15,6

RR interval [ms] 748,3 + 152,4 814,1 £150,3 866,8 + 150,3 762,0 + 157,4

PQ interval [ms] 156,2 + 20,2 160,4 + 25,1 165,8 + 25,5 158,8 + 20,1
délka QRS [ms] 84,6 +10,3 87,3+ 11,9 89,2+8,9 87,7+9,1

QT interval [ms] 357,5 +33,3 357,6 +21,8 397,5+22,9 3731+344

QTc interval [ms] 4147 + 16,0 419,6 + 21,6 428,0 + 16,2 430,1 + 18,4
voltdZ QRS [mV] 4,58 +1,31 4,57 £1,55 4,42 £1,15 4,22 +1,06
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Tabulka 2. Vyskyt patologickych EKG nélezii v pribéhu Iééby a sledovéni AL (n=26)

EKG patologie pred CHT po 1. CHT po posl. CHT 1/2 R po CHT
tachykardie 4 0 3
bradykardie 1(0) 0) 1(0) 1(1)

AV blok I. st. 0 5 2
iRBBB 1 8 3

LAH 0 2 3
nespec. repol. zmény 5 1 12
prodlouzeny QTc 6 (1) 3) 16 (7) 15 (9)
snizeni voltdze QRS 5 6

-30°; nespecifické repolarizaéni zmény — zmény
useku ST a viny T ve 2 a vice svodech; prodlouze-
ny QTc — QTc interval nad 420 ms pro muze, nad
430 ms pro zeny (nad 440 ms bez rozdilu pohlavi);
snizeni voltdZze QRS - snizeni 0 1,0 a vice mV v po-
rovnani s hodnotou pfed CHT.

Po posl. CHT a 1/2 R po CHT do$lo ke statisticky
vyznamnému prodlouzeni QTc intervalu ve srovnani
se vstupni hodnotou (p<0,01). Prodlouzeny QTc inter-
val nad 440 ms byl pfed CHT u 1, po 1. CHT u 3, po
posl. CHT u7 a 1/2 R po CHT u 9 pacientl. Ke snizeni
voltdze QRS o 1 a vice mV oproti hodnoté pfed CHT
doslopo 1. CHT u3, poposl. CHT u5a 1/2 R po CHT
u 6 pacientl. Prokazali jsme statisticky vyznamnou
korelaci mezi snizenou voltdzi QRS, prodlouzenym
QTc intervalem na EKG a poruchou systolické a dia-
stolické funkce LK na ECHO vy3etfeni. Repolarizatni
zmény v souvislosti s prodélanou Ié¢bou (nové vznik-
Ié nebo zhoreni jiz vstupné existujicich zmén) byly
1/2 R po CHT pfitomny u 9 pacient(.

Zavéry: V nadi studii jsme prokazali, Ze béhem
|é¢by antracykliny i v obdobi po 1é¢bé dochazi ke
zménam elektrické aktivity myokardu. Prodlouzeny
QTc interval, v naSem souboru u 9 (34,6 %) pacientd
1/2 R po CHT, pfedstavuije riziko pro vznik komoro-
vych arytmii a nghlé smrti. U téchto pacientd je nut-
né sledovani QTc intervalu v ¢ase, patrani po mine-
ralové dysbalanci s eventudini korekci a racionalni
preskripce €k prodiuzujicich QTc interval.

V nasi studii prodlouzeny QTc interval a snizend
voltdZ QRS po lé¢bé antracykliny dobfe korelovaly
s poruchou funkce LK na ECHO vySetieni. Pokud
bude toto zjisténi ovéfeno v dalSich studiich na
vétSim poctu pacientud, mohly by v budoucnosti ty-
to EKG zmény slouzit jako dostupna a neinvazivni
screeningovéd metoda naznacujici poruchu funkce
LK po 1é¢bé antracykliny.

Tumorové markery jako prediktivni
a diagnostické faktory

Kapustova M.!, Schneiderka P.!, Krej¢i E. 2,
Benes P.2, Cwiertka K.2

'OKB a 20nkologicka klinika, Fakultni nemocnice
Olomouc

Humoralni tumorové markery jsou jsou bézné
laboratorné dostupné molekularni prediktory, které
pomahaji v klinické praxi v€as hodnotit efekt daného
typu IéEby, u neléenych zase s predstihem predvi-
dat pravdépodobnost vzniku i lokalizaci metastaz.
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Jen vyjimeéné Ize nékteré markery pouzit také pro
primarni diagnostiku.

Nédorové markery jako prognostické faktory se
vyuZivaji pro individudlni vybér a predikci klinické
ucinnosti adjuvantni 1éCby.

Pocitatové matematicko-statistické programy
(BIANTA, CRACTES) nam pomahaiji hledat primarni
nador pfi prikazu metastaz nezndmého plivodu na
zékladé vySetfeni markerd, véku a pohlavi nemoc-
ného a epidemiologickych Udajd.

NaSe sdéleni uvadi nékolik kazuistik, které slou-
Zi jako pfiklady pfinosu vySetfeni cirkulujicich tumo-
rovych markerd.

ATM jako predispozicni faktor vzniku
karcinomu prsu

Prokopcova J., Janatova M., Pohlreich P.

Ustav biochemie a experimentalni onkologie,

1. LF UK, Praha

Uvod: Ataxia-telangiectasia (A-T) je autozomal-
né recesivni onemocnéni zptisobené mutacemi v ge-
nu ATM (A-T mutated). Pfiblizné 70% vSech mutaci
odpovédnych za A-T jsou mutace, které zplsobuiji
pfedCasné zkraceni proteinu. A-T je onemocnéni
charakterizované mozeckovou ataxii, okulokutannimi
telangiectasiemi, defekty imunitniho systému, zvyse-
nou citlivosti k ionizujicimu zafeni a predispozici ke
vzniku nador(. U nosi¢t mutace genu ATM, ktefi tvofi
0,5-1% bézné populace, bylo zjisténo vyssi riziko
vzniku karcinomu prsu. Cilem studie bylo analyzovat
vyskyt mutaci genu ATM u pacientd s dédicnou pre-
dispozici ke karcinomu prsu a/nebo ovaria.

Material a metody: Kddujici sekvence genu
ATM byla analyzovana u pacientek z rizikovych
rodin s vyskytem karcinomu prsu a/nebo ovaria
s negativnim vysledkem mutacni analyzy hlavnich
predispoziénich gend BRCA1/2. K analyze byla po-
uzita RNA izolovana z lymfocytl periferni krve. Jeji
sekvence byla zpétné pfepséna do cDNA a ampli-
fikovdna v sedmi pfekryvajicich se fragmentech.
Pre-screening mutaci zpUsobuijicich pfedCasné
zkraceni proteinu byl proveden pomoci PTT (Protein
Truncation Test). Mutace byly potvrzeny automatic-
kym sekvenovanim.

Vysledky: Bylo vySetieno 135 pacientek s kar-
cinomem prsu a byly nalezeny 3 inaktivujici muta-
ce — nonsense mutace ¢.5932G>T a dvé sestfiho-
vé mutace: IVS36+1G>A a 1VS43-9del5. Mutace
€.5932G>T vede k predCasné terminaci translace

v kodonu 1978. Tato mutace byla popsana jako pfici-
na A-T. Mutace IVS36+1G>A, ktera vede k poruseni
5'mista sestfihu a aberantnimu sestfihu exonu 36,
nebyla dosud popséana ani u A-T pacienta, ani jako
pfi¢ina vzniku nédoru. Druhd sestfihovd mutace,
IVS43-9del5, kterd porusuje polypyrimidinovy Usek
v intronu 43 a vede k sestfihu exonu 44, byla popsa-
na u A-T pacienta v heterozygotnim stavu. Obé mu-
tace vedou k sestfihu sousedicich exond (36, resp.
44) a zplsobuji posun &teciho ramce a pfedéasné
ukonceni translace.

Diskuze: Ve skupiné 135 pacientek s dédi¢nou
predispozici ke karcinomu prsu byly zachyceny 3
mutace zpusobujici pfedéasné ukonceni translace
(2,2%). Podobna ¢etnost mutaci ATM (2,6 %) byla
nalezena i v rakouskych vysoce rizikovych rodinach.
Obé studie shodné prokazuji zvySeny vyskyt ATM
mutaci v analyzovanych rodindch a naznacuiji tlohu
tohoto genu pfi vyvoji dédicného karcinomu prsu.
Cetnost dadiénych mutaci je ovéem vyrazng nizsi
nez ¢etnost mutaci hlavnich predispozi¢nich gend.
Analyza vysSiho poCtu rizikovych rodin bude nutnd
pro pfesné uréeni dlohy genu ATM v tumorogenezi.

Podékovani: Studie byla podpofena grantem
IGA MZ CR, & NC 7527-3 a Vlyzkumnym zamérem
MSMT & MSM0021620808

Kvalita zivota nemocnych po
transplantaci krvetvornych bunék
na Oddéleni klinické hematologie II.
interni kliniky FN Hradec Kralové:
transverzdlni, retrospektivni studie
.2 Slovacek L., ®Slovackova B, "?Jebavy L,
2Blazek M.

'Katedra vale¢ného vnitfniho Iékafstvi, Fakulta
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,
Hradec Krélové
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Fakultni nemocnice, Hradec Kralové
*Psychiatrickd klinika Fakultni nemocnice, Hradec
Kralové

Transplantace krvetvornych bunék je speci-
fickou 1é¢ebnou metodou uzivanou nejen v terapii
hematoonkologickych onemocnéni, ale i v terapii
solidnich tumor(i a v neposledni fadé i v terapii ne-
nadorovych onemocnéni. Podobné jako jiné Ié¢ebné
metody, transplantace krvetvornych bunék ovliviuje
dalSi pribéh onemocnéni, a tim i kvalitu Zivota ne-
mocného.

Kvalita Zivota je obecné definovana jako ,subjek-
tivni posouzeni vlastni Zivotni situace”. Pojem kvalita
Zivota zahrnuje Udaje o fyzickém, psychickém, soci-
alnim a spiritudinim stavu jedince. Hodnoceni kva-
lity Zivota je provadéno generickymi a specifickymi
dotazniky. Generické dotazniky vSeobecné hodnoti
celkovy stav nemocného bez ohledu na dané one-
mocnéni Specifické dotazniky jsou koncipovany pro
hodnoceni celkového stavu nemocného u konkrét-
niho typu onemocnéni nebo pro hodnoceni speci-
fického aspektu kvality zivota (napf. bolest, unava,
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apod.). Se specifickymi dotazniky jsou ¢asto uziva-
ny tzv. moduly zaméfené na specifické symptomy
a obtize u daného typu onemocnéni.

Na Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, probéhla v roce
2004 transverzalni, retrospektivni studie analyzujici
vybrané faktory ovliviujici kvalitu Zivota nemocnych
po transplantaci krvetvornych bunék. Celkovy pocet
nemocnych po transplantaci krvetvornych bunék na
Oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN
Hradec Krélové v letech 2001-2003 byl 171 (135 ne-
mocnych po autologni transplantaci, 36 nemocnych
po alogennitransplantaci), celkovy pocet respondentt
byl 95 (po odectu 60 exitl a 16 retransplantaci z cel-
kového poctu 171). PoCet respondentd transplantova-
nych v letech 2001-2003 byl nasledujici: rok 2001: 20
respondentd (10 muzd, 10 zen), vékovy median 55,5
roku, rok 2002: 20 respondentli (10 muzd, 10 Zen),
vékovy median 55,0 let, rok 2003: 31 respondentd
(19 muz0, 12 Zen), vékovy median 55,5 roku. Z celko-
vého poétu 71 respondenttl bylo 66 respondentd po
autologni transplantaci a 5 respondentt po alogenni
transplantaci (za rok 2001 zadny respondent, za rok
2002 2 respondenti a za rok 2003 3 respondenti).
Ve skupiné alogenné transplantovanych nemocnych
byli 3 nemocni s chronickou formou reakce Stépu
proti hostiteli I. stupné, jednalo se 0 nemocné s akutni
myeloidni leukémii.

K otestovani byla pouzita eska verze meziné-
rodniho generického dotazniku European Quality
of Life Questionnaire - Version EQ-5D. Dotaznik
hodnoti 2 ukazatele, objektivni a subjektivni. Ob-
jektivni ukazatel zahrnuje 5 dimenzi kvality Zivota:
pohyblivost, sebeobsluha, obvykla &innost, bolest
(obtize, uzkost) deprese. Vystupem je EQ-5D index
(dimenze kvality zivota) nabyvajici hodnot 0-1 (0 —
nejhorsi zdravotni stav, 1 — nejlepsi zdravotni stav).
Subjektivni ukazatel zahrnuje vizudlni analogovou
8kalu (hodnota 100 — nejlepsi zdravotni stav, hodnota
0 - nejhorsi stav). Vystupem je EQ-5D VAS (subjek-
tivni zdravotni stav) nabyvajici hodnot 0-100. Dotaznik
s osobnim privodnim dopisem vysvétlujici danou ak-
cia s zadosti o peclivé vyplnéni dotazniku byl zaslan
na adresu pacienta s ofrankovanou obélkou k zpétné-
mu zaslani. Navratnost dotazniki byla 72,1% (od 71
respondentd), hodnotitelnych dotaznikd bylo 100 %.

Sledovanymi faktory byly: vék, pohlavi, vzdé-
lani, rodinny stav, abusus koureni, religiozita,
polymorbidita, typ transplantace krvetvornych
bunék (autologni / alogenni), typ onemocnéni,
Casovy odstup od provedeni transplantace kr-
vetvornych bunék. Statistické zpracovani dat bylo
provedeno analyzou rozptylu.

Z vySe uvedenych faktord jsme prokdzali statis-
ticky vyznamnou zavislost EQ-5D indexu a EQ-5D
VAS na véku (v obou pfipadech p<0,01), poly-
morbidité (v obou pfipadech p<0,01), religiozité
(v obou pfipadech p<0,01) a typu onemocnéni
(v obou pfipadech p<0,05). EQ-5D index (dimenze
kvality Zivota) a EQ-5D VAS (subjektivni zdravotni
stav) s rostoucim vékem a vy$Sim poctem pfidru-
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Zenych onemocnéni signifikantné klesa. U véficich

nemocnych je signifikantné vy8si kvalita Zivota

v porovnani s nemocnymi bez nabozenské vyznani.

Signifikantné nejnizsi kvalita Zivota byla prokaza-

na u nemocnych s mnohogetnym myelomem. Viiv

ostatnich faktor(i na EQ-5D index a EQ-5D VAS se

jako statisticky vyznamny neprokazal.
Jsme si védomi, Zze naSe studie je limitovana
nékolika faktory:

1. transverzalni typ studie nds informuje pouze
o stavajicim stavu kvality Zivota nasich pacientd
po transplantaci krvetvornych bunék, neukazuje
vyvojovy trend. Transverzalni studii jsme volili
vzhledem k ¢asové omezenému trvani dokto-
randského studia.

2. studie se zabyva vlivem pouze vybranych faktor(
na kvalitu Zivota. Nékolik dalSich faktord by bylo
mozno doplnit. Volili jsme vSak ty faktory, které
byli pacienti schopni a ochotni v retrospektivné
a anonymné provadéné studii poskytnout.

3. maly soubor alogenné transplantovanych ne-
mocnych a zejména maly soubor alogenné
transplantovanych nemocnych s projevy chro-
nické reakce Stépu proti hostiteli (cGVHD).
Nem(Zeme tedy blize zhodnotit viiv ¢cGVHD
na kvalitu Zivota. Velikost a slozeni souboru re-
spondentl je dana spektrem pacientd lé¢enych
na nadem oddéleni.

V klinické praxi je béZzné posuzovat zdravot-
ni stav pacienta a uspésnost 1écby pouze v jedné
medicinské roviné, nejCastéji pomoci somatickych,
laboratornich a zobrazovacich markerd. Trendem
moderni mediciny vSak je posuzovat stav pacienta
komplexnéji, za pomoci i dalSich aspektd. Vice di-
menzionalni méfitko k posouzeni celé fady Zivotnich
aspektl pfedstavuje kvalita Zivota. Rlzné aspekty
mohou byt v rlizné fazi onemocnéni a léCby rozdilné
zasazeny. A pravé tyto informace obohacuji nade po-
znéni o potfebach pacienta a mohou tak vyznamné
pfispét ke zkvalitnéni péce. Také ndm mohou odhalit
mechanismy, které modifikuji vznik a pribéh one-
mocnéni. V zahrani¢i jsou velmi dobré zkuSenosti
s tzv. ,Quality of Life Team" persondlné obsazenych
oSetfujicim lékafem, v pfipadé transplantace krve-
tvornych bunék |ékaf — hematolog - transplantolog,
stfedni zdravotnicky persondl edukovany v proble-
matice kvality Zivota nemocnych, klinicky psycholog,
psychoterapeut, socidlni pracovnik a v neposledni
fadé datamanager. Dlvodem, pro¢ zfizovat tyto spe-
cialni tymy je, Ze péci o nemocného a jeho rodinu
je pfipravovano prostfedi, do kterého se nemocny
vraci po probéhlé transplantaci krvetvornych bunék
a které ovliviiuje jeho adaptaci.

Pokud je ndm zndmo, je naSe studie jednou
z méla eskych studii tykajici se kvality Zivota u he-
matoonkologickych nemocnych. Studie mapuije kva-
litu Zivota u téchto nemocnych, konkrétné u nemoc-
nych po transplantaci krvetvornych bunék. Prestoze
je transplantace krvetvornych bunék pro pacienty
velmi fyzicky i psychicky naro¢na, zachovava jejich
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kvalitu Zivota na velmi dobré Urovni. Do budoucna
bychom radi navazali na tuto studii longitudindini
studii zaméfenou na hodnoceni kvality Zivota ve
vztahu ke zdravi, ktera bude vice orientovana na
charakteristiky pfislusnych onemocnéni a zplsobu
pfedtransplantacni pfipravy a typu transplantace.
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Plasma concentrations of
angiogenic activators VEGF and
bFGF in patients with multiple
myeloma, follicular lymphoma,
diffuse large B-cell lymphoma, and
chronic myeloid leukemia

Smolej L., 2Andrys C., *Pour L., 'Zak P.,
'Belada D., 'Maisnar V., "Hrudkova M.,
2Novosad J., 'Siroky O.,2Krejsek J.,

'Woglova J., 'Maly J.

2nd Department of Internal Medicine, Department
of Clinical Hematology, Charles University
Hospital and Medical School, Hradec Kralové
%|nstitute of Clinical Immunology and Alergology,
Charles University Hospital and Medical School,
Hradec Krélové

%Internal Hematooncology Department, Masaryk
University Hospital and Medical School, Brno

Background: Angiogenesis, i.e. development of
new blood vessels from preexisting vasculature, has
been recently shown to be involved in pathogenesis
and progression of various hematological malignan-
cies. Angiogenic cytokines, e.g. vascular endothelial
growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth factor
(bFGF) can be detected in peripheral blood in virtually
all hematological malignancies. In our study, we me-
asured peripheral blood concentrations of VEGF and
bFGF in patients with newly diagnosed untreated multi-
ple myeloma. Comercially available sandwich enzyme-
-linked immunosorbent assay (ELISA) kits were used to
determine peripheral blood plasma levels of VEGF and
bFGF in patients with multiple myeloma (MM, n=45),
follicular lymphoma (FL, n=11), diffuse large B-cell lym-
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phoma (DLBCL, n=15), and chronic myeloid leukemia
(CML, n=9). Plasma specimens from 50 healthy donors
served as the control group.

Results: We found significant increased bFGF
in MM (p<0,0001) and FL (p=0,0119) whereas VEGF
was significantly elevated in MM (p=0,0386) and CML
(p<0,0001). Conclusions: We detected significant ele-
vation of peripheral blood plasma VEGF and bFGF in
patients with multiple myeloma and chronic myeloid leu-
kemia and significantly elevated bFGF (butnot VEGF)in
follicular lymphoma. Diffuse large B-cell lymphoma was
not significantly different from controls in both investiga-
ted cytokines. Our future study will include analysis of
prognostic significance on patients’ survival, especially
in those who undergo high dose chemotherapy with
autologous stem cell transplantation.

Acknowledgement: Supported by grants NR/
8076-3 and NR/8373-3 from Ministry of Health,
Czech Republic.

Analyza obsahu metalothioneinu

u pacientli s nadorovym
onemocnénim
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’Kukacka J., “Zitka O., “*Adam V., 'Petrlova J.,
Zehnalek J., "Kizek R

"Ustav chemie a biochemie, Agronomické fakulta
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Uvod: Kazdym rokem je ve svété diagnostiko-
vano vice nez 10 miliéni novych pfipadd nadoro-
vych onemocnéni. Zhoubné onemocnéni maji za
nasledek Umrti vice nez 6 miliond lidi v rozvinutych
zemich (prvni misto ZebriCku stale nalezi kardio-
vaskularnim onemocnénim). Ministerstvo zdravot-
nictvi CR a Ceska onkologicka spolecnost vyhlasili
program zaméfeny na pokles vyskytu zhoubnych
onemocnéni v ¢eské populaci. Zna¢na pozornost by
méla byt vénovéna pfedevsim (ve smyslu Narodniho
onkologického programu CR);

i) primarni prevenci a vychové k udrzeni zdravi

ii) ,screeningovym* programdm vyuzivajicim no-
vych modernich technologif

iii) zlepSeni Casné diagnostiky mezi néz nélezi i no-
vé potencionalni markery

iv) vytvoreni sité specializovanych pracovist

v) podpora vyzkumnych projektd.

Rada vyzkumnych skupin hledd vhodné marke-
ry pro nadorovou diagnostiku, anebo pro sledovani
efektivity pouzité protinddorové 1éEby. Nedavno bylo
publikovano, Ze mnozstvi metalothioneinu (MT) se
méni u fady zhoubnych néadort (nadory prsu, kize
a pankreatu a dalsi). Metalothioneiny patfi do sku-
piny intracelulrnich, nizkomolekulérnich, na cystein
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velmi bohatych protein( (obsah Cys az 30 % v mole-
kule proteinu) o molekulové hmotnosti od 6-10 kDa.
Je pravdépodobné, ze zmény v expresi MT mohou
byt pfipadnym prognostickym markerem u celé fady
zhoubnych nadorovych onemocnéni. Z tohoto di-
vodu je potfebné studovat zmény MT u pacientl se
zhoubnymi nadory pomoci jednoduchych a rychlych
analytickych postupd.

Cil. Prace je zaméfena na studium obsahu
metalothioneinu u pacientd s nadorovym onemoc-
nénim.

Materiély a metody

Klinicky materidl: V prdbéhu prvniho pololeti ro-
ku 2005 byla ziskana séra od pacientd lé¢enych pro
zhoubny nador na rliznych oddélenich FN Motol. Po-
kud to bylo mozné, byly sledovéany zakladni bioche-
mické ukazatele (ALP, AST, ALT, GMT a nadorovy
marker CA 15-3). Krevni séra byla ihned zmrazena
na -20 °C do doby jejich dalSiho zpracovani. Celkem
bylo analyzovano 70 sér pacientd.

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu pomoci
Brdickovy reakce metodou AdTS DPV

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB
Analyser (EcoChemie, Netherlands) ve spojeni s VA-
-Stand 663 (Metrohm, Switzerland) v klasickém tfi-
elektrodovém uspofadani. Pracovni elektrodou byla
visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou
kapky 0,4 mm?; referenéni elektrodou byla Ag/Ag-
Cl/3M KCl a pomocnou grafitova elektroda. Zéklad-
ni elektrolyt (1 mmol.dm* Co(NH,),Cl, a 1 mol.dm?
amonny pufr; NH,(aq) + NH,CI, pH = 9,6) byl po kaz-
dych 5 analyzach vyménén. AdTS DPV parametry
byly nésledujici: po¢ateéni potencidl -0,6 V, konecny
potencial -1,6 V, modulaéni ¢as 0,057 s, ¢asovy in-
terval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modulaéni
amplituda 250 mV, E,, =0V, teplota 0 °C.

Vysledky: Pfed vice nez sedmdeséti lety ob-
jevil Rudolf Brdicka katalytické vylu¢ovani vodiku
ze zakladniho elektrolytu v pfitomnosti protein.
V této préci jsou popsany prvotni experimentalni
vysledky stanoveni obsahu metalothioneinu u paci-
entd se zhoubnymi nadory (v rdzném stadiu a fazi
onemocnéni a Ié¢by) pomoci BrdiCkovy reakce.
Vzorky krevnich sér byly odebirany v priibéhu prv-
niho pololeti roku 2005, a pokud to bylo mozné, byly
charakterizovany z hlediska zékladnich biochemic-
kych ukazateld. Analyza MT byla provedena nami
modifikovanym elektroanalytickym postupem (dife-
renéni pulzni voltametrie v kombinaci s adsorptivni
pfenosovou voltametrii). Vzorek byl adsorbovan z 5
ul kapky na povrch pracovni elektrody, poté byl pre-
byteCny roztok z povrchu elektrody omyt a modifiko-
vand elektroda byla umisténa do méfici nadobky. Na
ziskanych voltamogramech byl pozorovan rozdilny
prlibéh zaznamu u pacientl s rdznymi zhoubnymi
nadory. Nejvyraznéjsi katalytické signaly byly pozo-
rovany u pacientl se zhoubnym nadorem tlustého
stfeva. V nasi pfedeslé préci jsme se pokusili urcit
primérnou hladinu MT u zdravych lidi, ktera kolisa

okolo 0,64+0,3 ymol.dm? MT. Zjistili jsme, Ze u pa-
cientl s nadory prsu byl primémy obsah MT 1,6
pmol.dm?3. V pfipadé pacientd s melanomem byla
pramérna hladina MT 1,97 pmol.dm3. U pacientu
se zhoubnym nadorem tlustého stfeva byla prdmér-
na hladina MT 3,2 ymol.dm?3, tedy 2krét vy$si nez
u pacientt s nadorem prsu. Vy3si hladina MT byla
pozorovana u vSech pacientl s vy$simi hodnotami
jaternich enzym(. Velmi zajimava shoda byla také
pozorovana mezi hodnotou nadorového markeru CA
15-3 a hladinou MT. Vztahu nadorového markeru
CA 15-3 a hladiny MT se bude vénovat nae dalsi
prace.

Zavér: Elektroanalytickych technik je mozné
vyuzit pro analyzu vyznamnych biologicky aktivnich
proteint u pacientll se zhoubnymi nadory. Ze ziska-
nych experimentalnich vysledki je zfejmé, ze hladi-
na sérového MT vyrazné stoupa u vétSiny pacientl
se zhoubnymi nadory. Navic u pacientd se zhoub-
nym nadorem tlustého stfeva a melanomem byl né-
rast hladiny MT vyrazné vy$Si ve srovnani s pacienty
se zhoubnym nadorem prsu.

Podékovani. Tato prace byla podpofena granty:
GA CR 525/04/P132 a RASO 8/2005.
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Relativni kvantifikace nadorové
specifickych antigenit MAGE

u mnohocéetného myelomu

2 Vigasova J., 2 Kadlecova J., 2 SpésnaR.,
2Gaillyova R., ® Penka M., "-*“Hajek R.
'Laboratof experimentalni hematologie a bunécné
imunoterapie pfi odd. klinické hematologie, FN
Brno

2Oddéleni lékafské genetiky, FN Brno
*0ddéleni klinické hematologie, FN Brno
“Interni hematoonkologické klinika, FN Brno

Geny MAGE (Melanoma Antigen Gene) rodiny
kéduiji antigenni peptidy, které jsou prezentovany HLA
molekulami tfidy | a rozpozndvény na lidskych nédo-
rech cytotoxickymi T lymfocyty. MAGE patii mezi tzv.
cancer/testis antigeny (CTA), které byvaji exprimova-
ny u mnoha typd solidnich nador(, avsak nikoliv ve
zdravé tkani. Jedinou zdravou tkéni exprimujici tyto
antigeny jsou muzské zérode¢né buriky (spermato-
gonie) a placentarni trofoblast. MAGE antigeny jsou
nadorové specifické, tudiz jsou vyuzivany jako onko-
logické markery a pfi nadorové imunoterapii. MAGE
se aktivuji v nadorovych burikach nasledkem deme-
tylace CpG dinukleotidi ve svych promotorech. Ex-
prese MAGE A rodiny byla prokdzéna u melanomu,
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karcinomu plic, vaje¢nikt, moCového méchyre, zalud-
ku, jicnu, kolorektalniho karcinomu, karcinomi hlavy
a krku, neuroblastomu, mnohocetného myelomu
(MM) a dalSich malignit. Casto byvaji koexprimovany
s jinymi rodinami cancer/testis antigend, napr. BAGE,
GAGE, NY-ESO-1/LAGE-1.

V' myelomovych burkach byla prokdzana pfi-
tomnost RNA transkriptd kédujicich nékteré geny
MAGE, nejCastéji MAGE A-1, MAGE A-3 a dale
NY-ESO-1 a CT-7/MAGE-C1. Cilem této prace bylo
zavedeni metody kvantitativniho stanoveni nado-
rovych antigen( u pacientll s MM, ktefi jsou rovnéz
prospektivné sledovéni po strdnce genetické, bio-
chemické a imunologické. Kvantitativni stanoveni
nadorovych antigeni MAGE A-1 a MAGE A-3 bylo
zavedeno pomoci metody Q-PCR v redlném ¢ase na
pfistroji LightCycler (Roche Diagnostics, Germany).
Toto vySetfeni umoziiuje vysoce specifickou, dob-
fe reprodukovatelnou a citlivou kvantifikaci mRNA
transkriptl v pribéhu nékolika hodin. Z kostni dfené
nebo periferni krve se metodou TRIzol (Invitrogen)
izoluje celkova RNA, kterd se nasledné prepiSe do
cDNA s pouZitim Transcriptor reverzni transkriptazy.
Pro Q-PCR se vyuziva systému dvojice fluorescen¢-
né znaCenych hybridizacnich sond (FRET), které
jsou komplementarni k vnitfni ¢asti amplifikované
sekvence. K relativni kvantifikaci se vyuziva fedici
fady externiho standardu, kterym je vhodné zvoleny
referenéni gen (G6PDH). Cilova koncentrace je vy-
jadfena v pomeéru ke koncentraci referen¢niho genu
méfené ve stejném vzorku. Optimalizace metody
byla provedena na myelomové linii U266, ktera ex-
primuje MAGE A-1 a MAGE A-3. Metoda je ovéfova-
na na souboru pacientl s diagnézou monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a mnoho-
Cetny myelom (stadium tzv. doutnajici myelom, I.A
a pokrocila stadia). Vysledky kvantitativniho stano-
veni antigend MAGE u pacientt s riznym stadiem
onemocnéni MM budou prezentovany.

Interpretace vysledkii nadorovych
markeru

*Zehleova J., Topoléan O., “Treska V.,
'Polivkova V., Bartos V., ° Safaréik K.,
1Svobodova S., °Finek J., *Holubec L.
Universita Karlova-Lékarska fakulta Plzen-
Centralni radioizotopova laboratof

2FN Plzen — Bory — oddéleni nuklearni mediciny-
usek imunodiagnostiky

°FN Plzen — Bory — RTO

*FN Plzen — Lochotin — chirurgickd klinika
SFNsP Ostrava — Poruba - klinika nuklearni
mediciny-usek imunoanalyzy

Cil studie: Zajistit optimalni vyhodnoceni nado-
rovych markérd v klinické praxi.

Vysledky: Autofi prezentuji rizné moznosti
interpretace vysledku nadorovych markerd. Prezen-
tuji ndvrh optimélniho stanoveni senzitivity, specifi-
city a ROC kfivek pro posouzeni jak pfedoperacnich
hodnot tak pfi follow up nédoru. Soucasné prezentu-
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ji nejcastéjsi chyby s kterymi se Ize setkat v rutinni
praxi. Vénuji se otdzce normalnich hodnot, vyhod-
noceni a interpretaci vysledkd a diskutuji optimaini
presentaci vysledku (poCitaCova, grafickd, slovni
komentar).

Zavéry: Interpretace nadorovych markerd musi
byt pojata interdisciplinarné (lizka spolupréce labo-
ratornich a klinickych pracovnikl). Vysledek (pfe-
devsim follow up) by mél mit obdobné jak je tomu
v doporu¢eni EGTM graficky vystup a soucasné
i slovni komentaF.

Vyuziti in vitro expandovanych tumor
infiltrujicich lymfocyti u pacienti

s metastazujicim melanomem
Vidlakova P.!, Smejkalova J.!, Oc¢adlikova D.",
Kovarova L.!, Hanak L.!, Zahradova L.!,

Hajek R.', Michalek J."-%, Penka M.'

'Laboratof experimentalni hematologie a bunééné
imunoterapie,Oddéleni klinické hematologie,
Fakultni nemocnice Brno

?|. détska interni klinika, Fakultni nemocnice Brno
Univerzitni onkologické centrum , Masarykova
univerzita Brno

Cil: Cilem této pilotni studie je vyuZiti protina-
dorového potencidlu expandovanych Tumor infiltru-
jicich lymfocytl (TIL) u pacientdl s metastatickym
melanomem. Uginnost adoptivniho prevodu T lym-
focytl pfi lé¢bé nadorového onemocnéni byla proka-
zéna u laboratornich zvifat a v soucasné dobé také
u pacientd s metastatickym melanomem.

Metodika: V nasi studii byla nejprve prospektiv-
né validovana expanze lymfocytu periferni krve péti
zdravych darcl a poté Ctyf pacientl s metastazuiji-
cim melanomem. Nejprve byly lymfocyty zdravych
darcl stimulovany in vitro nadorovym antigenem.
Stimulované aktivované klony T lymfocyt( exprimuji
celou fadu aktivaénich markerd, véetné interferonu
gama a lze je tudiz separovat pomoci imunomag-
netickych interferon gama pozitivnich kuli¢ek. Takto
separované aktivované T lymfocyty byly stimulova-
ny vysokymi dévkami IL-2 (1000U/ml) 2-3 x tydné
a jednorazové phytohemaglutininem (10 pg/ml) in
vitro za pfitomnosti tzv. ,feeder cells”.

Vysledky: Uvodni podet separovanych T bunék
¢inil 0,56+0,13 x 108 a po 4-tydenni expanzi dosahl
poCtu 214,00x108 + 103,46x10°. Na zékladé téchto
Uspésnych experiment bylo pfistoupeno k expanzi
TIL u 4 pacientd (3x lymfatickd uzlina, 1x primarni
lozZisko kozniho melanomu) pfimo z nddorové tkané.
V pfipadé vSech tii nadorovych uzlin byla expanze
TIL zahajovana s poétem bunék 5,2x10¢, 2,9x108,
15,8x108 po kultivaci doslo k narlstu na 27,0x10°,
56,0x10° a 3,4x10° TIL bunék. V pfipadé kultivace
TIL z primérniho loziska n&doru doslo pouze k mini-
malnimu narlstu z 2,2x10 na 12,1x10° TIL. Z tohoto
ddvodu je rovnéz v protokolu klinické studie navrho-
vano vyuZzivat pouze lymfatickych uzlin postizenych
nadorovym procesem a nikoliv primarnich lozisek
nadoru.

ABSTRAKTA / POSTERY

Zavér: Takto pfipraveny preparat expandova-
nych TIL Ize snadno pfipravit in vitro a je mozno jej
vyuZit klinicky jako bunéénd imunoterapie metasté-
zujiciho melanomu.

Podporovano grantem: GACR &.: 301/04/1387

Hypoxie, chemorezistence, invazi-
vita, angiogeneze. Postiehy z kon-
ference: 2" Annual International
Tumor Metabolism Summit, Genova,
October 7-8, 2005, Italy

Svoboda M.

Masarykuv onkologicky ustav, Brno

Mezinarodni konference byla zaméfena na vliv
hypoxickych stavli na chemorezistenci.

Z praci prezentovanych na konferenci jedno-
znacné vyplyva, Ze hypoxické stavy, indukuji che-
morezistenci a invazivni chovani populaci bunék
vzdalenych od krevnich vldseénic v rostoucim né-
doru.

Nékolika technikami bylo prokdzéno, ze v né-
doru vedle sebe koexistuji nejméné dvé populace
nadorovych bunék — jedna populace s dostate¢nym
poxickych podminek. Tyto dvé populace se lisi v ex-
presi desitek az stovek genl. Hypoxicka populace
bunék ma reprimovany mnohé proapoptotické geny,
naopak indukovany jsou geny odpovédné za inva-
zivni chovani jako napf. scattering faktory, metasta-
sis-associated protein MTA-1, indukovany jsou geny
angiogeneze.

Hypoxické oblasti zaroved produkuji chemoa-
traktanty pfitahujici makrofagy a indukuiji polarizaci
téchto makrofagd na populaci M1 - prozanétlivou
a cytotoxickou frakci. To vysvétiuje velky podil mak-
rofagd v nadorech a rovnéz uspésnou aplikaci Xe-
lody v mnoha nadorech, v€etné téch které neodpo-
vidaji na Ié¢bu 5-FU. Xeloda je totiz aktivovana thy-
midin fosforylazou a ta je ve zvy3ené mife v tumoru
produkovana pravé infiltrujicimi makrofagy.

S hypoxickymi stavy je vzdy spojena zvy$end
exprese HIF-1 <, ktery je kli€ovym transkripCnim
faktorem odpovédnym za indukci nebo represi gend
spojenych s adaptaci k hypoxii. Cilovymi indukova-
nymi geny jsou geny pro glykolyticky metabolismus,
ale také geny indukujici invazivni chovani naddorovych
bunék. To vysvétluje, pro¢ nadory produkuji velké
mnozstvi laktatu i v pfitomnosti kysliku (Wartburglv
efekt). ZvySené hladiny glykolytickych enzym(i zpUso-
buji vy83i produkei ribosy z glukosy v rdmci pentosa
fosfatové drahy. Ribosa je pak vyuZita pfi syntéze nuk-
leovych kyselin pfi d&leni nadorovych bunék.

Prezentované prace jednoznacné ukazuji ze
chemorezistence ma vzdy nezbytné dva aspekty:

1. nespecifickou rezistenci asociovanou s hypoxic-
kymi stavy

2. specifickou rezistenci asociovanou s pfitomnos-
ti urcitych proteinovych variant metabolizujicich
odlisné dané cytostatikum nebo ovliviiujicich
transport cytostatika.
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Tento fakt ma konkrétni zavér: az na vyjimec¢-
né pfipady nelze pfedpovédét rezistenci na dané
cytostatikum jen s vyuzitim marker( specifickych
pro metabolismus (deaktivaci nebo naopak akti-
vaci) daného cytostatika. Zaroven je zfejmé, ze
chemorezistence, hypoxické stavy, invazivita
a angiogeneze jsou navzajem velmi uzce prova-
zané jevy, které je tfeba hodnotit ve vzdjemném
kontextu.

Podékovani: Prace byla provedena s podporou
Védecko vyzkumného zdméru MZ00020980501 -5.

Prvni protinadorovda vakcina na bazi
dendritickych bunék p¥ipravené v CR
u détskych onkologickych pacientii:
predbézné vysledky klinické aplikace
'Smejkalova J., "-*Michalek J., 'Stejskalova A.,
Vidlakova P., 2-38térba J., 'Penka M., 'Hajek R.
Laboratof experimentalni hematologie a bunééné
imunoterapie, OKH, FN Brno

2Univerzitni onkologické centrum Masarykovy

univerzity, Brno
*Klinika détské onkologie, FN Brno

Cilem této probihajici studie, kterd byla zahdjena
v roce 2004, je testovani toxicity protinadorové vakci-
ny na bazi dendritickych bunék pro individuélni poda-
ni u terminainé nemocnych détskych pacientd. K pfi-
pravé protinddorové vakciny bylo vyuzito zavenych
laboratornich postupd. Byly ziskany nadorové burky
z nédorové tkdné a mononukleami burky periferni
krve, které obsahuji prekurzory dendritickych bunék
a lymfocyty. Prekurzory dendritickych bunék byly kul-
tivovany in vitro v pfitomnosti cytokind (IL-4, GM-CSF,
TNF-alfa) umozriujicich jejich vyzravani ve zralé formy
dendritickych bunék. Dendritické buriky byly nalozeny
autolognimi ozéfenymi nadorovymi burikami. Béhem
této inkubace dochdzi k tzv. ,primingu“ dendritickych
bunék nadorovymi antigeny. Takto pfipravend pro-
tinadorova vakcina byla rozdélena do 3-6 alikvotd,
uchovavana zmrazend az do doby podani pacientovi
soucasné s imunopotenciaéni latkou KLH (keyhole

limpet hemocyanin). Samotné ockovéni probihalo
ve 14-dennich intervalech a byla sledovana toxicita
podané vakciny. Dosud (Cervenec 2005) byla vakcina
podana 5 pacienttim, pfedpokladame aplikaci celkem
12 pacienttm s néslednym kone¢nym vyhodnocenim
vysledkd. Dosavadni vysledky ukazuji, Ze podani
vakeiny neni spojeno s toxicitou vy3Si nez stupné | dle
WHO Kklasifikace, vakcina je dobfe snasena. Lokalni
imunologickd odpovéd byla zaznamendna u vdech
5 pacientd. Klinicky benefit u terminalné nemocnych
pacient(i ved! ke stabilizaci choroby u 2 pacientek, 3
pacienti zemfeli na progresi choroby.

Dosavadni vysledky ukazuiji, ze pfiprava a apli-
kace individudlni vakciny na bézi dendritickych bu-
nék je bezpecnd bez vyraznych vedlejsich Géinku.
U terminalné nemocnych pacientlidochazi sice k lo-
kalni imunitni odpovédi aviak bez vyznamné celko-
vé odezvy, ktera by vedla ke klinicky signifikantni
léCebné odpovédi u téchto termindlné nemocnych
pacientd. Po dokonceni studie bude provedeno cel-
kové zhodnoceni dosazenych vysledku.
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