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Hotel TURIEC, Martin

PREDSEDA ORGANIZAéNéHq A VEDECKEHO VYBORU
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Informdcie/tirdz
Harmonogram

Stvrtok 4. jun 2015
8.30-10.00 | Registracia ucastnikov — lobby hotela Turiec

10.00 - 10.15 | Otvorenie podujatia

10.15-11.00 | Prednasky pozvanych hosti

11.00 - 1230 | Moderna patolégia pre klinickd prax
12.30-13.30 | Obedna prestavka

13.30 - 14.50 | Molekulova patolégia nadorovych ochoreni l.
Paralelna sekcia:

Martinské dni nelekarskych pracovnikov v (molekulovej) patoldgii
14.50 - 15.00 | Prestavka

Vyuzitie molekulovej patolégie v klinickej praxi .
15.00 - 1540 | Sympézium s podporou

Novartis Pharma s.r.o., Slovensko

1540-15.50 | Prestavka
15.50-17.15 | Molekulova patolégia nadorovych ochoreni ll.

13.30-14.30

17.15-17.30 | Posterova sekcia - diskusia pri posteroch
19.30 | Spolo¢na vecera a spolo¢ensky program (v priestoroch hotela Turiec)

Piatok 5. jun 2015
830-920 | Molekulova patolégia nadorovych ochoreni lll.
9.20-9.30 | Prestavka

Vyuzitie molekulovej patolégie v klinickej praxi Il.
Sympoézium s podporou generalneho sponzora AstraZeneca

1045 -11.00 | Prestavka

11.00 - 12.00 | Nové metddy v molekulovej patolégii

12.00 - 13.00 | Obedna prestavka

13.00 - 14.30 | Molekulova patolégia nadorovych ochoreni IV.

9.30-1045

1430 | Zaver konferencie

Spracovala a vydala spolo¢nost SOLEN, s.r.0.,
Adresa vydavatelstva: SOLEN, s.r.0.,, Ambrova 5, 831 01 Bratislava, S o L E N
www.solen.sk, e-mail: solen@solen.sk MEDICAL EDUCATION

Redaktorka: Mgr. Miroslava Doubkovd, doubkova@solen.sk
Graficka uprava a sadzba: Jan Kopcok, kopcok@solen.sk

Vydavatel nenesie zodpovednost za Udaje a ndzory autorov jednotlivych ¢lankov ¢iinzeratov.

Reprodukcia obsahu je povolenéd len s priamym sthlasom redakcie.
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Vdzeni hostia, milé kolegyne
a kolegovia, mili priatelia
[ S molekulovej patolégie,

— vitam vas na podujati Dni molekulovej patolégie — 11. sym-
pozium molekulovej patologie s medzinarodnou Ucastou a na

vyboru podujatia. Vitam vés rovnako aj v mene hlavného usporiadatela
44 podujatia — martinského univerzitného Ustavu patolégie, ktory
v tomto roku prevzal symbolicku stafetu od organizétora predoslych

* . Martinskych nelekarskych dhoch v mene vedeckého a organiza¢ného
4 ri
-

\ - e
desiatich Uspesnych ro¢nikov Dni molekulovej patoldgie — univerzitného Ustavu klinickej
a molekulovej patoldgie v Olomouci. Vdaka dlhoro¢nej spolupraci, v kontexte niekolko desatroci
trvajucich dobrych kolegidlnych a priatelskych vztahov sme prijali vyzvu nasich kolegov a priatelov
z Olomouca a preniesli sme tak toto podujatie z krdsnej sine¢nej rovinatej oblasti Hana do rovnako
krasnej hornatej Tur¢ianskej zahradky a do mesta Martin — mesta povazovaného za kulturne
centrum Slovenska, mesta s uz po niekolko rokov najlepsie hodnotenou lekarskou fakultou v rdmci
slovenského medicinskeho a zdravotnickeho vysokého Skolstva podla uznavanych ratingovych
hodnoteni a najnovsie aj najlepSou univerzitnou nemocnicou. Tuto vyzvu sme prijali aj preto, 7ze
hlavni usporiadatelia podujatia — nd$ martinsky univerzitny Ustav, jeho Jesseniova lekérska fakulta
Univerzity Komenského a Martinské bioptické centrum, s. r. 0., patria medzi uznavané pracoviska
rozvijajuce molekulovu patoldgiu a biolégiu tak na akademickej, ako aj praktickej realiza¢nej Urovni
pre potreby dennej klinickej praxe.

Dnes niet pochyb o tom, Ze rozvoj genetiky a molekulovej bioldgie je hlavnym tahurom roz-
voja modernej mediciny a jej jednotlivych sucasti vratane onkologickej mediciny, prinajmenej od
zaciatku nového milénia. My patoldégovia sme si uvedomili potrebu interdisciplindrnej az timovej
spoluprace klinickej patolégie s dalsimi medicinskymi odbormi a potrebu otvorenia nasich labo-
ratorif $pickovym odbornikom medicinskych a nemedicinskych odborov. V nasich laboratéridch
spracovavame tkanivové a bunkové vzorky pacientov s cielom urcenia diagnézy ochorenia, od-
hadu jeho progndzy a najnovsie, prave vdaka rozvoju molekulovej patoldgie, aj s bezprostrednym
dosahom na volbu a vhodnost indikovania adekvatnej cielenej ¢i biologickej lie¢by. Nasim heslom
je neraz konstatovanie, Ze ,the tissue is the issue”, kedZe zmyslom nasej prace je multidisciplindrna
a multiparametricka analyza vysetrovaného tkaniva, na vysledky ktorej ¢aka zainteresovany pacient
a proces jeho lie¢by manazujuci klinicky lekar. Vetko, ¢o v uvedenych procesoch zistime, je tak
v mene hesla ,the patient is the issue’, pretoZe vsetky zistené vysledky su aplikované v prospech
pacienta a pripadne aj jeho rodiny.

www.solen.sk | Martin 2015 | Dni molekulovej patolégie



n Editoridl

O to vacsia je zodpovednost vsetkych zainteresovanych pracovnikov v jednotlivych analyzach
uvedenych procesoch, a preto je dolezité o tychto procesoch a s nimi spojenych problémoch
diskutovat a vymienat si vzdjomne poznatky a skisenosti. To je hlavny zmysel vytvorenej diskusnej
platformy klinickych a molekulovych patoldgov, bioldgoy, klinickych a laboratérnych pracovnikov.

Predlozeny program sympdzia molekulovej patolégie poukazuje na neuveritend sirku celej
problematiky, ktora je z réznych aspektov skimana na zainteresovanych Ceskych a slovenskych
pracoviskach, a to jednak v rovine vedeckych akademickych analyz, ale rovnako aj v rovine aplikac-
nych vystupov pre klinickd prax. Méze nas tesdit, Ze medzi Ucastnikmi sympdzia previddaju mladf
pracovnici a mnohi doktorandi alebo mladi odbornici tesne po skonceni doktorandského studia.

Preto vas vsetkych vitam na naSom spolo¢nom podujati, prajem vam dobru a Ziclivd kongre-
sovu atmosféru, obohatenie o nové skusenosti, poznatky, o nové odborné kontakty a rovnako aj
prijemny pobyt v meste Martin.

Lukas Plank
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Odborny program

STVRTOK, 4.JUN 2015

10.00-10.15

Otvorenie

prof. MUDr. Lukas Plank, CSc. (Martin) za Gcasti ¢lenov predsednictva:
prof. MUDr. Jan Danko, CSc., dekan JLF UK v Martine

MUDr. Dusan Krkoska, PhD., MBA, riaditel UN v Martine

Mgr. art. Andrej Hrndiar, primator mesta Martin

prof. MUDr. Zdenék Kola¥, PhD, prednosta Ustavu klinickej a molekulovej
patolégie LF UP v Olomouci

10.15. - 11.00

PREDNASKY POZVANYCH HOSTI
Predsednictvo: Koldr Z. (Olomouc), Plank L. (Martin)

10.15-10.35
Sedlak J, Zeman M. (Ustav experimentalnej onkoldgie SAV, Bratislava)
Reguldcia signalnych drah v cirkadiannom kontexte - vyziadana prednaska

10.35-10.55
Hajduch M. (Ustav molekulovej a translacnej mediciny Univerzity Palackého, Olomouc)
Proteomické metody v klinické diagnostice — vyziadana prednaska

Diskusia (5 min.)

11.00-12.30
MODERNA PATOLOGIA PRE KLINICKU PRAX

Predsednictvo: Ehrmann J. (Olomouc), Kajo K. (Bratislava)

11.00-11.10
Kajo K, Balogovéd S., Machalekové K., Reis R, Biré C.,, Konecny M. (Bratislava)
Dilema zvana nadory neznameho primarneho p6vodu
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n Odborny program

11.10-11.20

Plank L. (Martin)

Pozitivita antigénu CD30+ v malignych lymfémoch je prognosticky a prediktivne
vyznamnym faktorom

11.20-11.30
Balharek T., Barthova M., Farkasova A, Jandkova L., Mi¢ék J., Szépe P, Plank L. (Martin)
Expresia TdT v agresivnych B-lymfémoch s viacerymi zasahmi

11.30-11.40
Micak J, Plank L., Farkasova A, Bartova M., Balharek T., Szépe P. (Martin)
Biopticka analyza velkobunkovych B-lymfémov mozgu a miechy

11.40-11.50

Adamicova K., Fetisovové Z. (Martin)
Genodermatdzy v diagnostickom prostredi molekularnej genetiky

11.50-12.00
Janega P, Janegova A, Celec P, Feketeova L., Babal P. (Bratislava)
Expresia sialyltransferaz ako potencialny marker chorobnych zmien Stitnej zlazy

12.00-12.10

Babdl P, Milcheva R, Feketeova L., Janegova A, Janega P. (Bratislava, Sofia)
Molekuldrne mechanizmy v procese invazie svalovej bunky parazitom
Trichinella spiralis

12.10-12.25
Favy D. (Biocartis, Mechelen) — prezentacna prednaska
Idylla™ Biocartis fully automated, real-time PCR-based molecular diagnostics system

Diskusia (5 min.)

12.30-13.30 Obedna prestavka
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Odborny program n

13.30-14.50
MOLEKULOVA PATOLOGIA NADOROVYCH OCHORENI I.

Predsednictvo: Cierna Z. (Bratislava), Bouchal J. (Olomouc)

13.30 - 13.40

Cierna Z, Janega P, Karaba M., Minarik G, Benca J, Sedlackova T, Gronesova P, Sieberova G,
Macuch J, Pindak D, §uﬂiarsky J, Danihel L, Mardiak J, Mego M. (Bratislava)

Asocidcia pritomnosti cirkulujucich nadorovych buniek s expresiou vybranych
proteinov v tkanive karcindmu prsnika

13.40-13.50

Mendelova A, Holubekové V, Katina S., ZUbor P, Plank L., Danko J, Lasabové Z. (Martin)
Incidencia vyskytu PIK3CA mutacii v nadorovom tkanive prsnika v korelacii

s histopatologickymi vlastnostami ochorenia

13.50-14.00

Bouchal J,, Simkova D,, Kharaishvili G., Ozdian T., Soukup T, Krupka M., Galandakova A.,
Dzubak P, Mickova A., Korinkova G. (Olomouc, Hradec Kralove)

Glycoprotein asporin is upregulated by three-dimensional growth and promotes
invasion of breast cancer cells

14.00—-14.10
Simkové D., Kharaishvili G., Bouchal J. (Olomouc)
Asporin ovliviiuje migracni a invazni schopnosti nadorovych bunék prsu

14.10-14.20

§i§ovsky V., Mindrik G, Straka L., Telkova M., Rychly B., Lasabova Z., Gemzova K,
Petrovi¢ R, Szemes T, Turfia J., Danihel L, Repiska V. (Bratislava, Martin, Presov)
Nadorovy supresorovy gén a protein tp53/P53 v normalnom endometriu
a karcindme endometria

14.20 - 14.30
Hatok J,, Stefanikova A, Caplékova V., Kudela E., Balharek T. (Martin)
Mikrofluidné profilovanie expresie apoptotickych génov endometridlneho karcinému
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Odborny program

14.30 - 14.40
Frohlichova L., Gmitter F, Torday T. (Kosice)
Vyuzitie FISH metédy v diagnostike trofoblastovej choroby

14.40 - 14.50
Diskusia (10 min.)

14.50 - 15.00 Prestavka

15.00 - 15.40

VYUZITIE MOLEKULOVEJ PATOLOGIE

V KLINICKEJ PRAXI I.

Sympdzium s podporou Novartis Pharma, s. r. 0., Slovensko
Predsednictvo: Plank L. (Martin), Hlavcdk P. (Bratislava)

15.00-15.15.

Plank L. (Martin)

Prognosticky a prediktivny vyznam testovania stavu ALK génu v bioptickom
materiali nemalobunkového plticneho karcinému (15 min.)

15.15-15.30
Hlavcak P. (Bratislava)
Maligny melaném - od mikroskopu k cielenej terapii (15 min)

Diskusia (10 min.)

1540 - 15.50 Prestavka

1550~ 17.15
MOLEKULOVA PATOLOGIA NADOROVYCH OCHORENI II.

Predsednictvo: Lasabovd Z. (Martin), Kalfusovd A. (Praha)

15.50-16.00

Holubekova V, Mendelové A, Mersakova S, Svecovd |, Kapustovd |, Zdbor P, Danko J, Lasabové Z.
Vyznam hypermetylacie prométora CDH1 génu ako potencialneho biomarkera

v skorej detekcii karcindmu kr¢ka maternice
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Odborny program

16.00-16.10
Kudela E, Farkasova A, Balharek T, Visriovsky J, Plank L, Danko J. (Martin)
Uloha telomerazy v rozvoji karcinému kréka maternice

16.10-16.20
Lasabové Z., Gemzova K, Buzalkova V., Minarik G, Stanclovd A, Szépe P, Plank L. (Martin)
Mutacie v géne BRAF u slovenskych pacientov s gastrointestinalnymi

stromalnymi nadormi

16.20-16.30

Kalfusova A., Hilska ., Kalinova M., Krskova L., Linke Z., Kodet R. (Praha)
Prediktivni vyznam molekularni diagnostiky pacientt s gastrointestinalnim
stromalnim nadorem

16.30-16.40
Krskova L., Galgonkova P, Hilska |, Fejfarkova J, Kokoskova A, Kalinové M., Kodet R. (Praha)
Detekce fuizniho genu NAB2-STAT6 u solitarnich fibréznich nadori

16.40-16.50
Leitnerova M., Copakova L. (Bratislava)
Moznosti genetickej diagnostiky pri sarkémoch na OLG NOU

16.50-17.00
Tomasova R, Pavlikova G, Kilidn M., Pavlik T, Hojsikova I. (Bratislava)
Osteosarkém z pohladu genetika - prvé skisenosti

Diskusia (15 min.)

17.15.—17.30
POSTEROVA SEKCIA - diskusia pri posteroch

1930  Spolo¢na vecera a spolo¢ensky program (v priestoroch hotela Turiec)
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Odborny program

PIATOK, 5.JUN 2015

8.30-9.20
MOLEKULOVA PATOLOGIA
NADOROVYCH OCHORENI Ill.

Predsednictvo: Halasovd E. (Martin), Skarda J. (Olomouc)

830-840

Fialova B., Smesny Trtkova K., Langova K., Kolaf Z. (Olomouc)

Exprese androgenového receptoru u normalnich a nddorovych bunék prostaty
ovlivnénych latkami indukujici epigenetické zmény

840-850

Gachechiladze M,, Skarda J,, Janikova M., Mgebrishvili G,, Kharaishvili G, Kolek V.,
Grygarkova 1., Klein J,, Poprachova A., Arabuli M., Kolar Z. (Olomouc, Tbilisi)

Expression levels of Filamin A protein predict survival outcomes in non-small cell
lung cancer patients treated with Carboplatin and Navelbine

850-9.00
Slovakova P, Matdkova T, Halasova E. (Martin)
Polymorfizmus mismatch repara¢nych génov hMLH1 a hMSH2 ariziko karcinému plic

9.00-9.10

Skarda J, Gachechiladze M, Tichy T, Kolek V., Grygarkova |, Klein J,, Mgebrishvili G, Kharaishvili G,
Janikova M, Pitson M., Gomez-Brouchet A, Cuvillier O. (Olomouc, Adelaide, Toulouse)

The prognostic role of sphingosine kinase-1 and S1P lyase protein expression in
patients with non-small cell lung cancer

Diskusia (10 min.)

9.20-9.30 Prestavka
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Odborny program

9.30-1045
VYUZITIE MOLEKULOVEJ PATOLOGIE

V KLINICKEJ PRAXI II.
Sympdzium s podporou generalneho sponzora AstraZeneca

Predsednictvo: Hlavédk P. (Bratislava), Scheerovd K. (Martin)

9.30-945

Plank L. (Martin)

Plucny karciném: od histologickej klasifikacie k diagnostike genetickych zmien
DNA v tkanive nadoru a volne cirkulujucej v plazme (15 min.)

9.45-10.00

Farkasova A., Scheerova K., Hutka Z., Plank L. (Martin)

Analyza mutaéného stavu génu EGFR v biopticky vysetrovanom tkanive nemalobun-
kového karcindmu plic v materiali Martinského bioptického centra, s.r. 0. (15 min))

10.00-10.15

Scheerovéa K., Farkasova A., Hutka Z,, Plank L. (Martin)

Analyza bioptickych vzoriek nemalobunkového karcinému plic so zameranim
na nové kurabilné mutacie v géne EGFR (15 min.)

10.15-10.30

Baluchovd K, Hlav¢ak P, Majer I. (Bratislava)

Genotypizacia klinicky vyznamnych EGFR mutacii z bronchialnych sterov
v materiali Histopatologie, a. s. (15 min.)

Diskusia (15 min.)

10.45-11.00 Prestavka
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Odborny program

11.00-12.00
NOVE METODY V MOLEKULOVEJ PATOLOGII

Predsednictvo: Plank L. (Martin), Ehrmann J. (Olomouc)

11.00-11.10

Mrozkowiak A, Jimmy J. (DAKO — An Agilent Technologies Company, Warszawa)
— prezenta¢nd prednaska

SureFISH and fast IQFISH technology — new perspectives in molecular
diagnostics

11.10-11.20

Kolmer D. (TissueGnostics, Vieden — zastUpené BIOTECH, s. 1. 0., Bratislava) — prezentac¢na
prednaska

New pathways in Digital Pathology — Contextual Image Analysis

11.20-11.25
Viytopilovd S. (BioTech, Praha) — prezentacna prednaska
Simultanni IHC barveni vice protilatkami — unikatni Multiplex technologie

11.25-11.35
Kubikova . (GeneTiCA, s.r. 0., Praha) — prezentacna prednaska
NGS diagnostika somatickych mutaci

11.35-11.45

Jankowski S. (Thermo Fisher Scientific, GSD, Paris) — prezenta¢na predndaska
Vyuzitie neinvazivnej met6dy Tekutej Biopsie v nadvaznosti na NGS analyzu
a analyzu pomocou digitalnej PCR

11.45-11.55
Uberall I, Balik V., Minatik J,, Flodr P, Kolaf Z. (Olomouc)
Vyuziti analyzy obrazu v patologii - praktické aplikace

Diskusia (5 min.)

12.00 - 13.00 Obednd prestavka
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Odborny program

13.00-14.30
MOLEKULOVA PATOLOGIA

NADOROVYCH OCHORENI IV.
Predsednictvo: Zdvodnd K. (Bratislava), Balhdrek T. (Martin)

13.00-13.10

Kalman M., Plank L. (Martin)

Karcinogenéza sporadickych kolorektalnych karcinémov z pohladu
histomorfolégie a molekulovej biolégie

13.10-13.20

Ticha |, Gnosa S., Xiao-Feng S. (Praha, Linkoping)

Expression but not genetic variations of the MTDH gene is correlated to clinical
outcome of colorectal cancer patients

13.20-13.30

Tilandyova P, Kalman M., Minarik G, Lasabova Z., Plank L. (Martin)

Nase skusenosti s detekciou mutacii génu RAS v DNA izolovanej z parafinovych
rezov biopticky vySetrovaného tkaniva pacientov s kolorektalnym karcinémom

13.40-13.50

Hajkova N., Ticha I, Dundr P. (Praha)

A single-centre experience with broader predictive testing for anti-EGFR therapy
in metastatic colorectal cancer patients

13.50-14.00
Zavodnad K, Markus J,, Bartosova Z., Kajo K, Kone¢ny M. (Bratislava)
Geneticka diagnostika pri nadoroch kolorekta na OLG OUSA

14.00-14.10

Kasubova I. (Martin)

Metody detekcie mikrosatelitnej instability a inaktivacie tumorsupresorovych
génov hypermetylaciou CpG ostrovov v DNA sekvencii
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Odborny program

14.10 - 14.20

Kasubova, |, Holubekova, V., Kalman M., Gemzova, K., Krsiakovd, J., Plank, L., Lasabova, Z.
Identifikacia pacienta s Lynchovym syndrdmom bez zaznamenanej rodinnej
anamnézy pomocou metédy MSI, MSP pre MLHT a BRAF mutacie a NGS analyzy

Diskusia (10 min.)

1430  Zdver konferencie

STVRTOK, 4. JUN 2015

13.30-14.30
MARTINSKE DNI NELEKARSKYCH PRACOVNIKOV

V (MOLEKULOVEJ) PATOLOGII
Predsednictvo: Szépe P. (Martin)

13.30-13.45

Balkova R, Szépe P, Plank L. (Martin)

Standardizacia a optimalizacia spracovania bioptického materialu ako
podmienka kvalitnych vysledkov molekulovo-patologickych analyz

13.45-14.05
Barthova M., Jandkova L. (Martin)
FISH metdédy v patoldgii

14.05 - 14.20

Gemzova K, Vanuchova A.ndrea (Martin)

Izolacia DNA z parafinovych rezov a jej spracovanie metédami molekulovej
biolégie ako sucast bioptickej diagnostiky

Diskusia (10 min.)
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Obrazok: Farebna fotografia pliicnej rakovinovej bunky
zo skenovacieho elektrénového mikroskopu (SEM).

Jeden ciel: spoloc¢ny zaujem o zlepSenie kvality Zivota
onkologickych pacientov vSade vo svete.

S radostou Vam predstavujeme spolo¢nost TAKEDA ONCOLOGY, ktora bola doteraz znama pod menom
MILLENIUM: THE TAKEDA ONCOLOGY COMPANY. Nasa misia je nemenna a nadalej sa usilujeme o vyvoj novych
liekov pre pacientov s rakovinou po celom svete, prostrednictvom na3ej oddanosti vede, prielomovym inovéaciam

a nad3eniu zo zlepSovania kvality ich Zivota.

Tento mimoriadny ciel pohaia nasu snahu objavovat, rozvijat a prinasat prielomov lie€bu v onkolégii.
Sastredovanim poprednych vedeckych kapacit a mimoriadnych zdrojov globalnej farmaceutickej spolo¢nosti
nachadzame inovativne spdsoby zlepSovania liecby rakoviny. Patrime medzi 3pi¢ku v onkologickom vyskume

a vybudovali sme portfélio terapii meniacich paradigmy. Aj ked sme v boji s rakovinou urobili velky krok vpred,
sme odhodlani dokazat viac - tvrdo pracovat a dosiahnut viac. To vietko budeme robit s rovhakym odhodlanim,
nadSenim a podnikavym duchom, na ktorom stoja zaklady nasej kultary a vdaka ktorym sme dnes na cele

onkologického vyskumu.

Vieme, Ze nasa misia nebude rychla a ani jednoducha, ale na3a tloha je jasna: chceme liecit rakovinu.

ONCOLOGY

Viac informacii sa dozviete
na nasej webovej stranke www.takedaoncology.com.

spoloenOSt, Ta keda je hrdym Takeda Pharmaceuticals Slovakia s.r.o., Plynarenska 7B, 821 09 Bratislava,

tel: +421(0)2206026 00, fax: +421(0)220602602,

sponzorom organizacie XYZ. www.takedz.com

ONC-15-03
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Posteré¢. 1
Blahovcova E., Racay P, Murin R, Dobrota D., Hatok J. (Martin)
Vplyv apoptotickych inhibitorov na bunky multiformného glioblastému in vitro

Poster ¢. 2
Latalova P, Pika T, Flodr P. (Olomouc)
Hevylite reagents — imunohistochemicka studie

Poster¢. 3

Steigerova J,, Rarova L., Oklestkova J,, Levkova M., Kolar Z,, Strnad M. (Olomouc)
Molecular mechanisms of brassinosteroid action and receptor interactions in
human hormone-(in)dependent carcinoma cells

Poster ¢. 4
Cizkova K., Steigerova J., Ehrmann J. (Olomouc)
The effect of fibrates on cell viability

Poster¢. 5
Sarlinova M., Halasové E. (Martin)
Analyza mikroRNA u pacientov s kolorektalnym karciné6mom

Poster . 6

Flodr P, Minarik J,, Pika T, Bacovsky J, Latalova P, Pusciznova P, Scudla V. (Olomouc)
Multiple myeloma and bone marrow microenvironment - immunohistochemical
study

Poster ¢. 7

Jaksa R. (Praha)

Sekundarni Epstein-Barrové virus asociovany velkobunéc¢ny B lymfom u pacienta
s angioimunoblastickym T lymfomem - kazuistika
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Poster ¢c. 8

Janikova M., Kratochvilova R, Synkova H., Godava M., Vodicka R, Slavkovsky R, Vrtél R.
(Olomouc)

Hodnotenie klinického dosahu variantov identifikovanych v génoch BRCA1

a BRCA2 pomocou MPS

Poster¢. 9
Janikova M., Zizkova V., Skarda J., Kharaishvili G., Kolat Z. (Olomouc)
Prognosticky vyznam miR-23b u pacientov s NSCLC

Poster ¢. 10

Kharaishvili G, Bouchal J,, Kral M., Mgebrishvili G, Kolar Z. (Olomouc)

Skp2 associates with Slug, androgen receptor and extracellular matrix proteins in
patients with high Gleason score and lymph node metastasis of prostate cancer

Poster¢. 11

Michalek J., Skarda J, Tichy T, Smakal O, Kral M., Kodet R. (Olomouc, Praha)
Neinvazivni high grade papilarni urotelidlni karcinom mocového méchyre
s kostni metaplazii u 3-letého chlapce

Poster¢. 12
Sopikova B, Tichy T, Prikryl T. (Olomouc, Pierov)
Obrovskobunéény tumor ledvinné panvicky

Poster¢. 13

Urbanovské |, Simova J., Uvirova M., Kubovd B., Konvalinka D., Méch R, Kaldbova L.,
Zebrakova |, Palecek T, Buzrla P, Tomanova R, Dvoréackova J. (Ostrava)

Somatické mutace v IDH1 a IDH2 genech u gliom(
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Abstrakty

Za obsahovti a formdlnu strdnku abstraktov zodpovedaju autori.

Predndsky pozvanych hosti

Regulacia signalnych drah
v cirkadiannom kontexte
Sedlak J.!, Zeman M.2
'Ustav experimentalnej onkologie SAV,
Bratislava
’Prirodovedecka fakulta UK, Bratislava
Epidemiologické Studie preukdzali, Ze naruse-
nie cirkadidanneho rytmu no¢nou pracou a pracou
na zmeny zvysuje riziko rakoviny prsnika, creva,
prostaty, plic, ovérii a pecene a dany typ prace je
klasifikovany v skupine 2A — ako pravdepodobny
karcinogén. Zaroven bolo dokédzané, ze delécia
alebo inhibicia expresie hodinovych génov zvy-
Suje progresiu nadorovych procesov in vitro aj in
vivo. Cirkadidnny systém riadi expresiu priblizne
10 % transkriptomu vratane transkripcie génov
regulujucich bunkovy cyklus --MYC, WEET, cyklin
D a p21.Vyznamnost cirkadidnnej regulacie pro-
-onkogénnych a tumor-supresorovych génov po-
tvrdzuje aj nasa najnovsia studia, ktord pomocou
analyzy expresnych profilov kandidatnych génov
v nadoroch kolorekta, v porovnani so zdravymi
Castami tkaniva, preukazala odlisny vzor expresie
vyjadreny na dominantny hodinovy gén per2 (1).

Bolo dokdzané, Ze na regulacii zakladnej cirkadi-
annej spatnovdzobnej slucky v centrdlnom, ako
aj v periférnych oscildtoroch sa podielaju viaceré
miRNA. Cirkadidnny systém zase ovplyvnuje tvor-
bu miRNA prostrednictvom reguldcie expresie
endonukledzy Dicer. Vzhladom na tieto poznatky
je redlny predpoklad, Ze analyza ,tekutej biopsie”
z periférnej krvi moze zodpovedat niektoré otazky
endokrinnej regulacie pomocou exozémov.

1. Storcelova M, Vician M, Reis R, Zeman M, Herichov4 I. Ex-
pression of cell cycle regulatory factors hus1, gadd45a, rbT,
cdkn2a and mrella correlates with expression of clock gene
per2 in human colorectal carcinoma tissue. Mol Biol Rep.
2013;40(11):6351-6361.

Proteomické metody v klinické
diagnostice - vyziadana prednaska
Hajduch M.
Ustav molekulovej a transla¢nej
mediciny Univerzity Palackého,
Olomouc

Abstrakt nebol dodany.
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Modernd patologia pre klinicku prax

Dilema zvana nadory neznameho
primarneho povodu

Kajo K.!, Balogova S.?, Machalekova K.',
Reis R.23, Biro C.', Kone¢ny M.

Ustav patolégie SZU a OUSA, Bratislava
2Klinika nukledrnej mediciny LF UK

a OUSA, Bratislava

31. chirurgicka klinika LF UK a UNB,
Bratislava

“Oddelenie lekérskej genetiky OUSA,
Bratislava

Nadory nezndmeho primarneho pévodu
(,cancers of unknown primary” — CUP) tvoria
3 -5 % vsetkych malignych nadorov. Z hladiska
histogenézy a klinickej prezentacie CUP pred-
stavuju velmi heterogénnu skupinu nadorov
(karcinémy, neuroendokrinné tumory, sarkdbmy,
melanémy, lymfémy), v ktorej su najviac zastUpe-
né adenokarcinémy.

Kld¢ovym momentom diagnostického
algoritmu CUP je bioptické vysetrenie, ktoré
je viacstupnové. Na prvej Urovni ide o dokaz
histogenetického pévodu naddoru, nasleduje
jeho dalsia subtypizacia a na tretej Urovni sa
ziskavaju informécie zamerané na identifika-
ciu orgdnového pévodu primarneho nadoru.
Zlatym Standardom v bioptickej diagnostike
CUP je imunohistochemicka analyza. Pomocou
nej je mozné hodnotit pritomnost niektorych
strukturdlnych bunkovych proteinov, respektive
roznych transkrip¢nych faktorov a bunkovych
produktov. Imunohistochemické vysetrenie je
zaloZené na stratégii algoritmov, pomocou kto-
rych sa stavia diagnéza formou dokazu alebo
absencie vybranych markerov na jednotlivych

Urovniach algoritmu. Menej sa vyuzivaju dalsie
techniky za Uc¢elom zhodnotenia ultrastruktury,
cytogenetickych abnormit a v buducnosti méze
byt prinosna aj molekulové analyza CUP.

Diagnostika CUP je extrémne tazkd, pretoze
nejde o hodnotenie jedného nadoru, ale celého
spektra histogeneticky a biologicky odlisnych
malignych nédorov so znac¢ne rozdielnymi pro-
gnostickymi charakteristikami a klinickou pre-
zentaciou. Preto samotna biopticka diagnostika
nie je schopna riesit tento problém, a patoldg
sa tak stdva zavislym od dodatocnych klinickych
informdcif a vysledkov zobrazovacich metdd.

Na prikladoch niekolkych kazuistik autori
prezentuju rézne scendre CUP a poukazuju na
nevyhnutnost spolupréce viacerych medicin-
skych disciplin pri jej riedent.

Pozitivita antigénu CD30+
v malignych lymfémoch je
prognosticky a prediktivne
vyznamnym faktorom
Plank L."2
'Ustav patologickej anatémie JLF UK
a UNM, Martin
2Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin

CD30 antigén je jednym z troch recepto-
rov — ¢lenov tzv. superrodiny faktora nadorovej
nekrozy (TNF — st to CD30, CD40 a RANK), ktory
je reguldtorom proliferacie a diferenciacie lym-
focytov (spolupodiela sa na aktivacii signdlnych
drah NF-kB a MAPK). Je to transmembrandzne
ulozeny protein s molekulovou hmotnostou 120
kDa. Primarne bol opfsany v 80. rokoch minulého
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storocia, ked bola proti nemu vyvinuta protilat-
ka BerH2, dodnes Uspesne pouZivana na jeho
IHC detekciu, najma v pripade diagnostikovania
roznych ML. Z nddorovych buniek pacientov
s CD30+ ML sa uvolfiuje do séra pacientov aj jeho
solubilny proteolyticky fragment (sCD30, hmot-
nost 85 kDa). UZ v minulosti existovali netspesné
snahy orientovat lie¢bu CD30+ ML na zablokova-
nie tohto antigénu, ktoré sa s rozvojom novych
technoldgif zmenili na Uspesnu onkologickd mo-
dalitu. IHC detekcia expresie CD30 antigénu je tak
nielen doélezitym prvkom diagnostiky viacerych
ML (a niektorych nadorov inej histogenézy), ale
sUcasne, kedZe jeho expresia je relativne obme-
dzen, aj velmi dolezitym prediktivnym faktorom.
Ukazuje sa, ze nové modality anti-CD30+ liecby
s Uspesné aj v pripadoch nizkej hladiny CD30
molekul v néddore. Preto stipa zodpovednost
diagnostickej patoldgie v zmysle Standardizacie
a optimalizacie IHC detekcie CD30 antigénu a jej
implementdcie do diagnostického panelu nielen
klasického Hodgkinovho lymfému, ale aj inych
CD30+ ML B- aj T-p6vodu. Sucastou tohto pro-
cesu je aj ur¢enie hodnoty hrani¢nej (,cut-off")
pozitivity, respektive gradingu CD30+ expresie
(do 5, 25,50 a nad 50 % buniek nadoru).

Expresia TdT v agresivnych
B-lymfémoch s viacerymi zasahmi
Balharek T."?, Barthova M.!, Farkasova A2,
Janakova L., Micak J.!, Szépe P2, Plank L.'?
Ustav patologickej anatémie JLF UK
a UNM, Martin
2Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin

Termin lymfémy s viacerymi zdsahmi sa
spravidla pouZiva na oznacenie zriedkavych

zrelych (periférnych) B-lymfémov s prestavbou
dvoch alebo viacerych onkogénov s agresiv-
nym klinickym priebehom a zvycajne velmi
zlou progndzou. Najzndmejsim a najcastejsim
typom tychto lymfémov st pripady kombinuju-
ce prestavby génov MYC a BCL2 alebo BCL6 (tzv.
lymfémy s dvomi zdsahmi, ,double-hit’, DHL)
alebo prestavby vo vietkych troch uvedenych
lokusoch (tzv. lymfémy s tromi zasahmi, ,triple-
-hit”, THL). Podla platnej SZO klasifikacie lym-
foidnych neoplazif z roku 2008 sa tieto lymfo-
my zaraduju do kategorie neklasifikovatelnych
B-lymfémov s ¢rtami medzi difznym vefko-
bunkovym B-lymfémom (DLBCL) a Burkittovym
lymfémom (BL).

V niektorych pripadoch DHL/THL bola
zaznamenand expresia terminalnej deoxy-
nukleotidylovej transferazy (TdT), ¢o spolu
s morfolégiou pripominajicou lymfoblasty
a/alebo leukemickym priebehom byva prici-
nou diagnostickych a terapeutickych rozpakov,
pretoze tieto pripady byvaju v kontexte defi-
nicii SZO klasifikacie zaradované do kategdrie
prekurzorovych neopldzif zo spektra akutnej
B-lymfoblastovej leukémie a B-lymfoblastového
lymfému (B-ALL/B-LBL). V skuto¢nosti vsak
pravdepodobne nejde o pravé prekurzorové
neoplézie, ale ide o unikdtnu podskupinu DHL/
THL, u ktorych méze byt reexpresia TdT dosled-
kom akumulacie somatickych hypermutdcif
B-buniek. Kedze ¢ast DHL/THL vznikd sekun-
dérne z folikulového lymfomu (FL), tieto pripady
by mohli zéroven objasnit v minulosti opisané
pripady tzv. lymfoblastovej” transformécie FL
do prekurzorovej neoplazie.

Podporené grantom MZ SR 2012/24-UKMA-1
a VEGA 1/0378/12.
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Biopticka analyza velkobunkovych
B-lymfémov mozgu a miechy

Mic¢ak J., Plank L., Farkasova A., Bartova
M., Balharek T., Szépe P.

Ustav patologickej JLF UK a UNM

a Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin

Uvod: Maligne lymfémy CNS (ML CNS) su
zriedkavé nadory — tvoria cca 2 — 3 % vietkych
nadorov CNS. Viac ako 95 % ML CNS patri do
spektra difuzneho velkobunkového B-lymfému
(DLBCL). Biologicky mdze ist o primarny ML vzni-
kajuci v mozgu, mieche alebo v oku — tzv. PCNSL
alebo o prejav systémovej disemindcie DLBCL iné-
ho ako CNS pévodu (systémovy ML CNS). PCNSL
predstavuje v klasifikacii ML podla SZO (2008)
samostatnu a klinicky agresivnu nozologicku jed-
notku s nepriaznivou prognézou.

Cielom prace je pilotna analyza velkého su-
boru pacientov s velkobunkovym B-lymfémom
CNS ako stcasti projektu zameraného na DLBCL
vieobecne.

Material a metédy: V nasom registri sme
v rokoch 2004 - 2015 identifikovali 92 pripadov
ML CNS, ktoré boli diagnostikované v neurochi-
rurgickych vzorkdch mozgu a miechy. Biopticky
materidl bol standardne vysetreny panelom his-
tologickych a imunohistochemickych (IHC) vyse-
treni. Zistené parametre morfoldgie a fenotypu
tychto nadorov boli korelované s dostupnymi
klinickymi ddajmi. V ¢asti pripadov (n = 56) boli
vysetrenia doplnené aj o FISH analyzu, predo-
vietkym na dokaz prestavby génov relevantnych
pre stratifikdciu DLBCL, a to GMYC, BCL2, BCLe,
IGH. Tato nie je mozna v pripadoch malej vzorky,
v ktorych bolo tkanivo ,spotrebované” bioptic-
kym vysetrenim.

Abstrakty

Vysledky: Zo suboru 92 pacientov 88 pri-
padov zodpovedalo B-ML typu DLBCL a 4 pri-
pady inym typom ML B- a T-poévodu.
Z 88 pripadov B-ML typu DLBCL v 10 islo
o disemindciu systémového DLBCL a 78 pri-
padov zodpovedalo definicii PCNSL. Ten bol
morfologicky tvoreny pruhmi a agregatmi
prevazne centroblastov, v casti pripadov
(n = 24) s angiocentrickym spdsobom rastu na-
dorovej lymfoproliferacie. IHC analyza tychto
78 pripadov dokazala vysoky vyskyt ,triple” po-
zitivnej expresie MUMT1, bcl-2 a bcl-6 proteinov
(98 %, 90,5 %, 75,5 %) pri zriedkavosti pozi-
tivity CD10 antigénu (14,5 %). Realizovanymi
FISH vySetreniami v 51 pripadov PCNSL sme
dokazali 3'deléciu v lokuse GMYC (n = 3), zZlom
v lokuse BCL2 (n= 1), zlom v lokuse BCL6 (n = 6),
5'deléciu v lokuse BCL6 (n = 3). Jeden pripad
vykazoval zlom a 5'deléciu BCL6 génu a jeden
pripad zlom v lokuse IGH. V jednom pripade
sme zistili 3'deléciu GMYC génu a sucasne 5de-
léciu BCL6 génu. Prestavba IGH/GMYC génov
nebola detegovana.

Zavery:V predlozenej praci boli v slade so
zndmymi udajmi identifikované:

a. jednoznacné prevaha primarnych velkobun-
kovych B-lymfémov mozgu a miechy typu
DLBCL (PCNSL);

b. diagnosticky, biologicky a prognosticky
relevantné parametre PCNSL: 1. ,typicky”
fenotyp PCNSL; 2. vysoky vyskyt pozitivnej
expresie c-myc a bcl-2 proteinu pri absencii
prestavby IGH/BCL2 génov; 3. Castejsi vyskyt
prestavby BCL6 a CGMYC génu, respektive
dvoch génov stcasne.

Prdca bola podporend: grantom Lymfémovej
skupiny SR a projektmi MBRKM a BioMed Martin
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(ITMS kod 26220220113, respektive 26220220187),
ktoré su riesené na JLF UK a spolufinancované
z prostriedkov EU.

Genodermatézy v diagnostickom
prostredi molekularnej genetiky
Adamicova K., Fetisovova 7.2

'Ustav patologickej anatémie JLF UK,

Martin

2Klinika dermatovenerolégie JLF UK,

Martin
Rozvoj molekuldrnej genetiky v poslednych

tridsiatich rokoch vyznamne ovplyvnil diagnos-

tiku genodermatdéz. Diagnostika genodermatéz
sa v stcasnosti opiera o tri zakladné smery, ktoré
sa vzdjomne doplhuju:

a) podrobnd anamnéza a klinické vysetrenie
pacienta;

b) dalsiu ¢ast predstavuje histologické vysetre-
nie, kde pri vac¢sine genodermatéz ostava
zlatym $tandardom elektrénova mikroskopia,
imunofluorescencné a imunohistochemické
metddy. Histopatologickymi postupmi moz-
no genodermatézy delit na tie, ktoré maju
specificky histologicky obraz (Epidermolysis
bullosa, Ichtydzy, Urticaria pigmentosa a iné)
a tie, ktoré maju histologické zmeny nespe-
cifické (Aplasia cutis congenita, Keratosis
palmaris et plantaris a iné);

C) posledna tretina diagnostiky sa opiera o dal-
Sie vysetrovacie metody, v ktorych dnes do-
minuju metddy molekulovej bioldgie (DNA,
RNA molekulové analyza).

Znalost jednotlivych priznakov pri geno-
dermatdzach, ich vc¢asna diagnostika a dis-
penzarizécia pacientov predchadza zavaznym
nasledkom ochorenia i trvalej invalidite pa-

cientov. V suc¢asnosti je znamych asi 400 geno-
dermatdz, ktoré sa delia do 6smich zékladnych
skupin: keratodermie, pluzgiernaté choroby,
neurokutanne choroby, poruchy pigmentacie,
ektodermalna dysplazia, metabolické poru-
chy, syndromy s koZznymi tumormi, ostatné
genodermatodzy (spojené s poruchou imunity,
fotosenzitivitou, pred¢asnym starnutim).

Incidencia genodermatéz je rbézna a Iisi sa
v jednotlivych castiach sveta. V Eurdpe je naj-
frekventovanejsou genodermatézou Ichtyosis
vulgaris 1 : 300, pri neurofibromatodze | je in-
cidencia 1 : 2 500. Incidencia genodermatdéz
sa Ii$i aj v ramci jednej skupiny ochoreni. Kym
Epidermolysis bullosa simplex ma u nés inci-
denciu 1:50 000, autozomalne recesivna dys-
trofickd Epidermolysis bullosa mé incidenciu
1:300 000 narodenych deti. Kedze diagndza
tychto choréb na modernej Urovni je draha,
a preto ¢asto nedostupna, vo vyspelych $tatoch
vznikaju Specializované centrd, ktoré sustredia
pacientov s urc¢itou genodermatézou. Pocet
centier sa riadi podla pocetnosti vyskytu vro-
denej chyby v danom teritériu. Odborné centra
navzajom spolupracuju. Ich nddejou su prvé
spravy o Uspesnych génovych terapidch, do
ktorych sa investuju stovky miliénov eur ro¢ne
a v ktorych pracuju pocetné timy skusenych
odbornikov.

Na naich pracoviskach patologie a mole-
kuldrnej genetiky je diagnostika genodermatoéz
zriedkava. O to vacsie praktické problémy im
prindsa ich presna diagnostika. Na kazuistickych
pripadoch dvoch genodermatoz si dovolujeme
prezentovat bezny diagnosticky postup pri nami
ur¢enych Inkontinencia pigmenti a Epidermolysis
bullosa congenita.
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Expresia sialyltransferaz ako
potencialny marker chorobnych
zmien Stitnej zlazy

Janega P.3, Janegova A.', Celec P.?,
Feketeova L.!, Babal P!

'Ustav patologickej anatéomie LF UK,
Bratislava

2Ustav molekularnej biomediciny LF
UK, Bratislava

3Ustav normalnej a patologickej
fyzioldgie, SAV, Bratislava

Uvod: Nadory stitnej Zlazy st zndme casto
tazkou diferencidlnou diagnostikou benignych
amalignych procesov. Ziadny samostatny marker
dosial nepreukézal jednoznac¢ny diferencidlno-
-diagnosticky potencidl s dostato¢nou Speci-
ficitou a senzitivitou. Prave rézna glykozylacia
vratane sialyzacie povrchovych glykokonjugatov
sa ukazuje ako zaujimavy diagnosticky marker
v mnohych nadorovych procesoch. Cielom préace
bolo zhodnotit zmeny sialyzécie glykokonjuga-
tov pri patologickych procesoch postihujtcich
tkanivo stitnej Zlazy so zameranim na moleku-
larne mechanizmy tychto zmien.

Material a metédy: Hodnoteny subor
tvorili pripady malignych nadorov stitnej Zlazy
(maligneho klasického a folikuldrneho varian-
tu papilarneho, folikuldrneho, onkocytarne-
ho, anaplastického a meduldrneho karcino-
mu), benignych nddorov (mikrofolikularneho
a onkocytarneho adenému), autoimunitnych
choréb (Hashimotovej a Graves-Basedowovej
tyreoiditidy) a pripady nenddorovych paren-
chymatdznych strim (po 10 pripadov z kazdej
diagndzy). Sialyzacia povrchovych glykokonju-
gatov bola hodnotena lektinovou histochémiou
pomocou lektinov viazucich kyselinu sialovd,

Abstrakty

a to: lektinom z Tritrichomonas mobilensis (TML)
vysokospecifickym pre kyselinu sialovi bez
preferencie jej vazby, aglutininom zo Sambucus
nigra (SNA) viazucim preferencne kyselinu sialovd
v jej 2,6-vazbe a leukoaglutininom z Maackia
amurensis (MAL) viazucim preferenc¢ne kyselinu
sialovd v jej 2,3-vazbe. Vysledky boli kvantifiko-
vané morfometricky a korelované s Western-
blottovou analyzou. Transkripcia sialyltransferaz
SIAT1, 4A, 4B, 4C, 6, 7B a 8B zodpovednych za
vazbu kyseliny sialovej a neuraminiddz NEUT a 2
zodpovednych za jej uvolfiovanie z vazby bola
analyzovana prostrednictvom realtime RT-PCR

Vysledky: Benigne adendmy a parenchy-
matdzne strumy vykazovali len slabu expresiu
sialyzovanych glykokonjugatov na folikularnych
bunkach. Signifikantny vzostup pozitivity sialy-
zovanych glykokonjugétov bol pozorovany v pri-
padoch folikuldrneho a papildrneho karcinému
(210,0 + 24,97 %, respektive 207,8 + 9,5 %) a onko-
cytarneho karcindmu (193,4 + 99 %) a koreloval
so vzostupom sialyzacie proteinov hodnotitel-
nou Western-blott analyzou. Sialyzéacia proteinov
v benignych adenémoch bola menej vyrazn,
ale bola zvysena v porovnani s parenchyma-
téznymi strumami. Sialyzacia glykokonjugétov
v pripadoch meduldrneho a anaplastického kar-
cindmu bola slaba a nepravidelna. Zaujimavy
je nélez vyssej expresie sialyltransferdzy SIAT4B
a4C so vzostupom expresie neuraminidaz NEU1,
respektive NEU2 v pripade medularneho a ana-
plastického karcindmu stitnej zfazy v porovnani
s benignymi procesmi. Naopak, vzostup expresie
SIATAC bez zmien, respektive s poklesom expre-
sie neuraminidéz bol zaznamenany v pripadoch
papildrneho, respektive folikuldrneho a folikular-
neho variantu papildrneho karcindomu.
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Zaver: Chorobné zmeny Stitnej Zlazy spre-
vadzaju zmeny v expresii kyseliny sialovej, sia-
lyltransferdz a neuraminiddz. Poukdzali sme na
zvysenu expresiu kyseliny sialovej v pripadoch
dobre diferencovanych karcinémov stitnej zlazy
v porovnani s benignymi adenémami a tkani-
vom $titnej Zlazy bez zndmok zépalového alebo
nadorového procesu. Vzhladom na ¢asto zloZitu
diferencidinu diagnostiku prave tychto ochore-
ni moze tato skutocnost prispiet k spresneniu
diagnostického procesu, méze byt zaujimavé aj
s ohladom na mozné nové terapeutické postupy
v buducnosti.

Podporené APVV-0282-11.

Molekuldarne mechanizmy v procese
invazie svalovej bunky parazitom
Trichinella spiralis
Babal P, Milcheva R.? Feketeovd L.,
Janegovda Al, Janega P.":3
Ustav patologickej anatémie LF UK,
Bratislava
2Bulharska akadémia vied, Sofia,
Bulharsko
3Ustav normalnej a patologickej
fyzioldgie, SAV, Bratislava

Uvod: Trichineldza je Zivot ohrozujuca para-
zitdrna choroba, pri ktorej sa larvy parazitického
Cerva zavftavaju do buniek priecne pruhovaného
svalu. Predkladand praca prindsa nové poznatky
o podrobnostiach mechanizmov podielajucich
sa na procese apoptdzy vldkien kostrovych sva-
lov, ktoré sa transformuju na Struktdru nazyvanu
Jnurse cell” po invazii parazitickymi nematédami
Trichinella spiralis.

Material a metody: Imunohistochemicky
hodnotime spdsob aktivacie, prejavu a subcelu-

larnu distribuciu apoptozu indukujuceho faktora
(AIF), apoptotické protedzy aktivujuceho faktora
1 (Apaf-1), Bcl-2 priradeného proteinu X (Bax ),
Bcl-2, kaspézy-3, hypoxiou indukovaného faktora
T-alfa (HIF-1a), poly (ADP-ribdza) polymerazy-1
(PARP-1), jadrového antigénu proliferujicich
buniek (PCNA) a survivinu v zasiahnutej ¢asti
prie¢ne pruhovanych myofibril v réznych ¢aso-
vych intervaloch po invazii T spiralis. Nasledne
sme kinetiku expresie AlF, kaspazy-3, PARP-1
a HIF-1a hodnotili semi-kvantitativne a pomo-
cou real time RT-PCR.

Vysledky: Ziskané vysledky ukazali, ze
zaciatok transforméacie buniek kostrovych
svalov po invézii T. spiralis je spojeny s aktiva-
ciou od kaspaz nezavislej apoptdzy sprostred-
kovanej AlF, ktord predchadza apoptotickej
drdhe sprostredkovanej kaspazou. Prejavy
AlF a kaspazy-3 su charakteristické pre po-
¢iato¢nu fazu vyvoja ,nurse cell” buniek, ich
aktivita v priebehu procesu postupne oslabuje
a v starsich bunkdch absentuje. Uvolnenie AIF
nie je vysledkom nadmernej aktivécie jadrové-
ho PARP-1, ale pravdepodobne je dosledkom
prechodnych ischemickych podmienok vytvo-
renych v postihnutom svalovom vlakne, ako
naznacuje zvysend reguldcia HIF-1a. Vyvinuta
,nurse cell”bunka ma jadra s morfolégiou ak-
tivovanych jadier, so zvySenou hladinou PCNA
a survivinu, ktorych expresia je ¢rtou prolife-
rujuceho tkaniva.

Zaver: Zda sa, Ze pociato¢ne zvysena
a nasledne znizena regulécia faktorov apopto-
zy v bunkach kostrovych svalov predstavuje
adaptacny mechanizmus umoznujuci zabyva-
nie a prezivanie parazitov v svalovych bunkach
hostitelského organizmu.
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Idylla™, Biocartis’ fully automated,
real-time PCR-based molecular
diagnostics system

Favy D.

Biocartis, Mechelen, Belgium

Idylla™, Biocartis’ fully automated, real-time
PCR-based molecular diagnostics system is de-
signed to offer fast access to clinical molecular
diagnostic information, anywhere and anytime.
The Idylla™ system works on-demand in virtually
any laboratory setting, allowing even de-centra-
lized laboratories to rapidly report results. Idylla™
covers the entire process from sample to result
in a time frame of 40 to 150 minutes.

This allows laboratories to report same-day
results, so physicians have the information ne-
eded to make timely decisions. The fully inte-
grated system enables clinical laboratories to
perform a broad range of applications, inclu-
ding oncology, infectious diseases and genetic
testing.

About 50 percent of all melanomas har-
bor mutations in the BRAF oncogene. Idylla™,
Biocartis' fully automated, real-time PCR, offers
fast and easy access to high-quality biomarker

Abstrakty

data. Idylla™ BRAF Mutation Test allows detection
of BRAF mutations directly from FFPE (1) tissue
sections in 90 minutes with less than 2 minutes
hands-on time. A game-changing technology
when time matters most.

About 50 % of all metastatic colorectal
tumors harbor mutations in exons 2, 3 and
4 of the KRAS oncogenel. Idylla™, Biocartis’ fully
automated, real-time PCR, offers fast and easy
access to high quality biomarker data. The Idylla™
KRAS Mutation Assay allows detection of KRAS
mutations directly from formalin-fixed paraffin-
-embedded (FFPE) tissue sections in approx.
2 hours with less than 2 minutes hands-on time.
The Idylla™ KRAS Mutation Assay is capable of
detecting 21 relevant KRAS mutations: 7 muta-
tions in codons 12 and 13 (exon 2), 9 mutations
in codons 59 and 61 (exon 3) and 5 mutations
in codons 117 and 146 (exon 4); at an average
sensitivity of 1 % based on research data. The
game-changing real-time PCR based technology
uses a unigue combination of ARC primers and
MNAzymes, which allows very high sensitivity
and specificity combined with high multiplexing
capability.
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Molekulovad patologia nadorovych

ochorenil.

Asociacia pritomnosti cirkulujtcich
nadorovych buniek s expresiou
vybranych proteinov v tkanive
karcinému prsnika
Cierna Z.2, Janega P.', Karaba M.2,
Minarik G.3, Benca J.2, Sedlackova T.3,
Gronesova P., Sieberova G., Macuch J,,
Pind4k D.2, Sufliarsky J.2, Danihel L.,
Mardiak J.2, Mego M.?
'Ustav patologickej anatémie LF UK,
Bratislava
22. onkologicka klinika LF UK a NOU,
Bratislava
3Ustav molekularnej biomediciny LF UK
Bratislava

Uvod: Karciném prsnika patri medzi naj¢astej-
Sie maligne nddorové ochorenia u Zien celosvetovo
aj na Slovensku. Primdrny karciném prsnika patrf
medzi relativne dobre liecitelné ochorenie, no kar-
cindm prsnika v stadiu vzdialenych metastaz je vo
vacsine pripadov nevyliecitelné ochorenie. Proces
metastdzovania predstavuje sled po sebe nasle-
dujucich dejov, do ktorych je zapojenych mnoz-
stvo mechanizmov, faktorov a signdlnych drah.
Cirkulujuce nddorové bunky predstavuju hetero-
génnu populdciu buniek priamo zodpovednych
za vznik vzdialenych hematogénnych metastaz.
Identifikacia markerov korelujtcich s pritomnostou
CTC mdZe pomdct k odhaleniu molekdl, ktoré by
mohli byt klticové v inicidcii nddorovej diseminacie
a ktoré by sa mohli stat cielovymi v protinado-
rovej lieCbe. Epitelovo-mezenchymalny prechod
predstavuje proces premeny epitelovej bunky na

bunku s mezenchymélnym fenotypom. Proteiny
urokindzového plazminogén aktivujiceho systému
sa podielaju na diseminacii nadorovej choroby
réznymi mechanizmami. Matrix metaloproteindzy
su skupinou enzymov schopnych Stiepit proteiny
extraceluldmej matrix, a tym napomahaju rozsev
primarneho nadoru.

Material a metédy: Do translacnej Studie
sme zaradili pacientky s primarnym karciné-
mom prsnika z databazy Jednotky translacné-
ho vyskumu Ndrodného onkologického Ustavu
v Bratislave, ktoré podstupili chirurgicku liecbu.
Od kazdej pacientky bola odobraté periférna krv
na detekciu cirkulujucich nddorovych buniek
a analyzu sledovanych plazmatickych proteinov
a nadorové tkanivo prsnika. Bioptické vzorky sme
spracovali metédou tissue microarray, zhodnotili
v zékladnom farbeni HE a imunohistochemicky
s pouzitim protildtok proti sledovanym proteinom
(TWISTT, SLUG, uPA, uPAR, PAI-1, MMP1). Expresiu
proteinov v primarnom nadore sme korelovali
s pritomnostou cirkulujucich nddorovych buniek
v periférnej krvi, s analyzovanymi plazmatickymi
faktormi (D-dimér, tkanivovy faktor) a s klinicko-
-patologickymi charakteristikami pacientok.

Vysledky: Expresia transkrip¢ného faktora
TWIST1 bola zvysend v nddoroch s vyssim T $té-
diom podla TNM klasifikdcie nadorov. Zvysené
hladiny plazmatického D-diméru boli asociované
s pritomnostou epitelovych aj mezenchymal-
nych cirkulujucich nddorovych buniek. Nezistili
sme koreldciu medzi expresiou proteinov uPA
systému v nddorovom tkanive a pritomnostou
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CTC v krvi pacientok. Ukazali sme korelaciu ex-
presie matrix metaloproteinazy 1 v nddorovom
tkanive s pritomnymi CTC s mezenchymalnym
fenotypom. Zvysenu expresiu MMP1 sme zistili
v nadoroch so zndmkami agresivity.

Zaver: Vysledky nasej studie naznacujy,
Ze molekula MMP1 by sa mohla stat cielovou
v protinddorovej lie¢be vyuzitim jej inhibitora.
Chybanie korelacie expresie proteinov uPA sys-
tému s CTC mdZe znamenat, Ze CTC by mohli byt
priamo zapojené do aktivacie koagulacie a zvy-
$ené mnozstvo CTC mdze byt markerom agresiv-
nejsej choroby so zvysenym rizikom venézneho
tromboembolizmu. Sledovanie pritomnosti CTC
v krvi pacientok s karcindmom prsnika by mohlo
vyselektovat skupinu pacientok vhodnych na
profylaktickd antikoagulacnu liecbu.

Podporené VEGA 1/0724/11 a 1/0044/15.

Incidencia vyskytu PIK3CA mutacii
v nadorovom tkanive prsnika
v korelacii s histopatologickymi
vlastnostami ochorenia
Mendelova A.', Holubekova V., Katina S/,
Zubor P2, Plank L3, Danko J.2, Lasabové Z.
'Ustav molekulovej biolégie JLF UK
a UNM, Martin
2Gynekologicko-pérodnicka klinika JLF
UK a UNM, Martin
3Ustav patologickej anatomie JLF UK
a UNM, Martin

PIK3CA je onkogén, ktory ma najvyssiu frek-
venciu gain of function mutdcif v nddore prsnika,
ale jeho prognosticky vyznam je stale kontroverz-
ny. Cielom tejto Studie je analyza ,hotspot” mutacif
v PIK3CA géne a ich koreldcia s histopatologickymi
vlastnostami ochorenia. Parafinové blocky boli

Abstrakty

ziskané od 135 pacientok s karcinémom prsnika
s charakterizovanymi histologickymi a imuno-
histochemickymi vlastnostami vratane stupna
diferencidcie nadoru (G), stavu regionalnych
miestnych uzlin (pN), estrogénového receptora,
progesterénového receptora a HER2 stavu. Exony
9 a 20, kddujuce helikdlnu a kindzovld doménu
PIK3CA génu, boli podrobené sekvencnejanalyze
v stbore 135 pacientok s malignym ochorenim
prsnika. V sledovanom stbore sme detegovali
spolu 39 (28,5 %) mutdcii v PIK3CA géne s priblizne
rovnakou frekvenciou vyskytu mutdcii v exéne
9a 20 (14 %, 14,6 %, respektive). V exdne 9 sme
detegovali mutécie E542K (6/19), E545K (10/19),
Q546K (2/19) a R555R (1/19). Pravdepodobnost
vyskytu tychto mutdcii bola vyznamne zvysena
v duktdlnom type karcindmu prsnika (p < 0,0001)
a v skupine pacientok s nizsim stupriom diferen-
cidcie (p = 0,0126). Mutacie v exéne 20 (H1047R,
H1047Y a G1049R) boli asociované s vyssim ve-
kom pacientok (p < 0,0001). Okrem toho, vyskyt
mutdacie E542K bol vyznamne zvyseny v skupine
pacientok s ER+ (p = 0,0059), PR+ (p = 0,0058)
a HER2- (p = 0,0058) nadorom a bez pritomnych
metastaz v axile (p = 0,0327). Tieto vysledky na-
znacujy, Ze mutacie v exéne 9 PIK3CA génu by
mohli byt priaznivym prognostickym faktorom.
PI3K signélna draha hra dolezitu Ulohu v rozvoji
[udského nadoru prsnika a prevalencia dysregu-
lacie tejto drahy podporuje jeho potencidl ako
mozného terapeutického ciela.

Tdto prdca bola podporend projektom
,Zvysenie moznosti kariérneho rastu vo vyskume
avyvojivoblastilekdrskych vied”, ITMS kdd projektu:
26110230067 spolufinancovanym zo zdrojov EU
a Eurdpskeho socidlneho fondu.
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Glycoprotein asporin is
upregulated by three-dimensional
growth and promotes invasion of
breast cancer cells
Bouchal J.!, Simkova D.!, Kharaishvili G.},
Ozdian T.2, Soukup T.2, Krupka M.#,
Galandakova A.*, Dzubak P.2, Mickova A,
Korinkova G.
'Department of Clinical and Molecular
Pathology, Institute of Molecular
and Translational Medicine, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc, Czech Republic
’Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic
3Department of Histology and
Embryology, Faculty of Medicine in
Hradec Kralove, Charles University,
Hradec Kralove, Czech Republic
‘Department of Immunology, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc, Czech Republic
*Department of Medical Chemistry and
Biochemistry, Institute of Molecular
and Translational Medicine, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc, Czech Republic
Asporin belongs to small leucine rich proteo-
glycans family and its crucial characteristic is ability
to bind collagens and initiate their mineralization.
Asporin plays important role in normal develop-
ment, in particular of cartilage, bone and teeth.
Although asporin can now be found in multiple
cancer related studies, its role in breast cancer is

not clear. We have performed in silico search and
found Hs578T breast cancer cell line with asporin
expression which we confirmed by quantitative RT-
PCR and western blotting. Human dental pulp stem
cells were used for validation of asporin antibodies.
Out of multiple testing, we found that asporin can
be downregulated by bone morphogenetic pro-
tein 4 (BMP4) while upregulation may be facilited
by serum-free cultivation or by three dimensional
growth in stiff Alvetex scaffold. Downregulation
by shRNA inhibited invasion of Hs578T through
collagen type I matrix while adhesion and spheroid
growth were not affected. Invasion of asporin-
-negative MDA-MB-231 and BT549 breast cancer
cells through collagen type | was enhanced by
recombinant asporin. In line with other studies, we
have confirmed asporin expression by RNA scope
in situ hybridization in cancer associated fibroblasts
in invasive breast cancer. We haven't found any
reliable antibody for immunohistochemistry. In
conclusion, asporin expression may be regulated
by different stimuli from tumor microenvironment,
such as 3D culture, starvation or BMP4, which may
in turn modulate extracellular matrix and invasion
of breast cancer.

Asporin ovliviiuje migraéni
a invazni schopnosti nadorovych
bunék prsu
Simkova D."3, Kharaishvili G."2, Bouchal ).
Ustav klinické a molekularni patologie,
Olomouc
2Ustav molekularni a translaéni
mediciny, Olomouc
3Ustav biologie, Olomouc

Uvod: Glykoprotein asporin, ¢len rodiny small
leucine rich repeat |, je intenzivné studovan v sou-
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vislosti s osteoartritidou. Asporin je zvysené ex-
primovan u rychle se remodelujicich tkanf a jeho
abnormalni exprese byla detekovana i u nékterych
typl nddor. Jeho konkrétnirole v progresi nadoru
a metastazovani nenizndma, ukazuje se ovéem, ze
je schopen aktivovat koordinovanou invazi bunék
nadoru s fibroblasty asociujici s nadorem.

Material a metody: Invazni bunécné [i-
nie izolované z nddoru prsu byly kultivovany
v béznych podminkdch a ve 3D kulture (matrice
Alvetex®). Jednotlivé knock-in a knock-out mo-
dely byly testovany pomoci kvantitativni PCR,
western blot analyzy a pfistroje RTCA na detekci
adheze/migrace/invazivity v redlném case. Jako
bariéra pfiinvaznich testech byla pouZita vrstva
kolagenu | a pro chemoatrakci bylo pouzito fe-
talni bovinni sérum.

Vysledky: V porovnani se standartnf kulti-
vaci byla exprese asporinu signifikantné zvysena
u bunék Hs578t kultivovanych na polystyreno-
vé matrici Alvetex®. U knock-in ani u knock-out
bunék jsme nepozorovali zddné morfologické
zmény. Invazni schopnost pres kolagenovou
zatku u knock-in modelu MDA MB 231 byla
snizena, stejné jako adheze a migrace. Adheze
knock-outmodelu HS578t byla signifikantné vys-
i v porovndni s netransfekovanymi burikami.
Invazivita vsech tfi klond tohoto modelu byla
snizena oproti kontrole.

Zaveér: Knock-in a knock-out modely ukdzaly
rozdilny efekt asporinu na invazni a migracni
chovani bunék. Abnormalni exprese asporinu
v ramci komplexni interakce nddoru s mikropro-
stfedim mdze mit vliv na zvysenou motilitu bu-
nék a tim pfispivat ke vzniku a progresi metastaz.

Podporeno grantem MZCR NT13573, NS9956
A 1960/11.

Abstrakty

Nadorovy supresorovy gén
a protein tp53/P53 v normalnom
endometriu a karcinéme
endometria
Sisovsky V.4, Minarik G.>*, Straka L',
Telkova M.%, Rychly B.2, Lasabova Z.5,
Gemzova K.> ¢, Petrovi¢ R.2, Szemes T.%,
Turnia J.4, Danihel L.', Repiska V.?
Ustav patologickej anatémie LF UK
a UNB, Bratislava
2Ustav lekarskej bioldgie, genetiky
a klinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava
3Ustav molekularnej biomediciny LF UK
a UNB, Bratislava
“Katedra molekuldrnej biologie,
Prirodovedecka fakulta UK a UNB,
Bratislava
sUstav molekulovej biolégie JLF UK,
Martin
éUstav patologickej anatémie JLF UK
a UNM, Martin
’Klinicka patoldgia Presov, s.r. 0.,
Presov
8Cytopathos, s. r. 0., Bratislava

Uvod: Karcindm endometria (CaE) je naj-
Castejsia neopldzia pohlavnej sustavy Zeny (1, 2).
Rozne histologické podtypy Cak (endometrioid-
ny, serézny, ...) boli identifikované do stc¢asnosti
(3). CaE sa delia na dva zakladné typy: endome-
trioidny (vznikd v hyperplazii endometria, ma
menej agresivne spravanie) a ne-endometrio-
idny (v atrofii endometria, agresivne spravanie)
(4). Tp53 je néddorovy supresorovy gén (17p13) (5)
kodujuci na deoxyribonukleovi kyselinu (DNA)
jadra bunky sa nadvazujuci (6 — 8) fosfoprotein
P53,53 kDa (9), strazca gendmu (10), transkripeny
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faktor génov (6 — 8, 11), ktory sprostredkovava
reakcie bunky na rozmanité druhy genotoxic-
kého stresu (12 — 14) zabranenim deleniu bunky
(13) a/alebo navodenim exciznej opravy DNA
alebo apoptdzy (15). Alterdcie tp53 maju za na-
sledok nenormalny P53 s dlh3im biologickym
pol¢asom, ktory sa hromadi v bunke (16) a straca
funkciu (14).

Ciel®: Hodnotit vztah medzi histomorfologic-
kym vzhladom normdlneho endometria a Cak
amedzi stupriom expresie tp53/P53 a alterdcif tp53.

Material a metody: 40 vo formaline fixo-
vanych a do parafinu zaliatych fudskych biop-
tickych hysterektomickych a kyretdznych tka-
nivovych vzoriek s normdlnym proliferacnym
endometriom (10 x), endometrioidnym stupna
G1 (10) a G3 (10) a seréznym (SC) (10) histologic-
kym podtypom CaE sme hodnotili imunohisto-
chemicky s monoklonovou myssou protilatkou
(Dako, Glostrup Denmark), svetelnym mikrosko-
pom semikvantitativne, na pritomnost expresie
tp53/P53 v jadrach epitelovych buniek endomet-
ria; a metddami molekulovej bioldgie s pouzitim
DNA oligonukleotidov (Sigma Genosys/Aldrich,
St. Louis, MO) a s pouzitim priamej sekvencnej
analyzy polymerazovej retazovej reakcie DNA
amplikénov na pritomnost alterécii sekvencie
DNA exénov 5 az 8 tp53.

Vysledky: Expresia tp53/P53 a mutacie (sub-
stitucie) tp53 mali vztah len k agresivnemu (SC)
typu Cak.

Zaver: V normalnom endometriu expresia
{p53/P53 nie je pritomna. Expresia tp53/P53 a mu-
tacie tp53 su zdruzené s agresivnym (seréznym)
typom cae.

Podporené 2007/28-UK-05-MZSR.

Mikrofluidné profilovanie
expresie apoptotickych génov
endometrialneho karcinému

Hatok J.!, Stefanikova A., Caplékova V.,
Kudela E.2, Balharek T.2

'Ustav lekarskej biochémie JLF UK

a UNM, Martin
2Gynekologicko-pérodnicka klinika JLF
UK a UNM, Martin

3Ustav patologickej anatémie JLF UK

a UNM, Martin

Uvod: Endometridlna sliznica je fyzio-
logicky pravidelne vystavovanad nadmernej
estrogénovej stimulacii, ¢im dochadza k pro-
liferacnym a hyperplastickym zmenam. Kym
simplexna hyperpldzia a komplexnd hyperpla-
zia (adenomatdzna bez atypif) velmi zriedka-
vo progreduju do karcindmu, adenomatdzna
hyperplazia endometria s atypiami je prekur-
zorom endometridlneho karcindmu (ECa).
Okrem po&sobenia estrogénov na endome-
trium (END), zohrdva délezitu tlohu aj apopté-
za, ktoré kontroluje bunkovu homeostdzu po-
¢as menstruacnych cyklov. Samotnd apoptéza
je regulovana viacerymi génmi, Specialne viak
Bcl-2 génovou rodinou, avsak ich dloha pri ECa
nie je presne definovana. Preto sme sa v nasej
studii zamerali na profilovanie apoptotickych
génov na rozdielnych skupindch endome-
tridlnych biopsif.

Material a metody: Vytvorili sme tri rozne
skupiny vzoriek: i) kontrolna_1 (prolifera¢né
END, n = 14); ii) kontrolnd_2 (sekre¢né END,
n = 2);iii) karcinémové (endometridlny adeno-
Ca endometroidného typu, n = 29). Po izolacii
celkovej RNA z bioptickych vzoriek sme vykonali
reverznu transkripciu a naslednd cDNA pouzili
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na kvantitativnu analyzu pomocou real-time
PCR v mikrofluidnom formate. Samotnou array
(Applied Biosystems TagMan Human Apoptosis
Array) dokdzeme stanovit 93 génov pre jednu
vzorku.

Vysledky: Na zaklade urcenia absolut-
nych hladin expresie mRNA pre apoptotické
protefny sme pri koreldcii dvoch skupin po-
vazovali za vyznamné zmeny v hodnotdch
nad 2 (nadregulované) alebo pod -2 (pod-
regulované). Medzi karcindmovou skupinou
a kontrolami sme detegovali 8 génov s nad-
expresiou, z toho bola polovica Bcl-2 rodiny
(Bcl-2L14, Bcl-2A1, BIK, Bcl-2L11). Podobné
vysledky sme zaznamenali, aj ked sme ako
kontroly pouzili iba prolifera¢né END. Pri se-
kre¢cnom endometriu sme okrem 6 nadex-
primovanych génov zaznamenali aj 4 podex-
primované (BIRC3, BIRC7, FASLG a Bcl-2L10).
Naopak, pri korelacii sekre¢ného END oproti
prolifera¢nému poukazujeme az na 42 dere-
gulovanych génov.

Zaver: 7da sa, ze molekuldrne zmeny génov
vnutornej aj vonkajsej apoptotickej drahy zo-
hravaju dolezitu ulohu pri cyklickom formovani
endometridlneho tkaniva. Ich vyznam v spojenf
s rozvojom karcinémového diferencovania sme
detegovali na minimalnej drovni. Dolezita viak
bude analyza samotnych proteinov pomocou
imunohistochemickej a Western blotovej me-
tody.

Tdto prdca bola podporend projektom
APVV-0224-12 a projektom ,Zvysenie mozZnos-
ti kariérneho rastu vo vyskume a vyvoji v oblasti
lekdrskych vied”, ITMS kéd projektu: 26110230067
spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho
socidlneho fondu.

Abstrakty

Vyuzitie FISH metédy v diagnostike
trofoblastovej choroby
Frohlichova L., Gmitter F,, Torday T.
Oddelenie patolégie, UN L. Pasteura,
Kosice

RozliSenie medzi hydatidéznymi molami
a nonmoldrnymi hydropickymi abortmi a dalsia
subklasifikdcia na kompletnd molu (CM) a par-
cidlnu molu (PM) vo FFPE vzorkdch ma vyznam
nielen pre klinicky manazment pacientok, ale aj
na sledovanie rizika vzniku perzistujicej trofob-
lastovej choroby (CM 15 -20% a PM 0,5 - 5 %),
ktord moze viest az k vzniku choriokarcino-
mu. Studiami bolo dokézané aj zvysené riziko
vzniku metastatickej gestacnej trofoblastovej
choroby a trofoblastovych tumorov.

Diagnostika a klasifikdcia moldrnych gravi-
dit je zataZzend velkou ,inter- a intraobserver”
variabilitou, ¢asto s komplikovanym morfolo-
gickym rozliSenim hlavne medzi parcidlnou
molou a hydropickym abortom vyskytujucimi
sa v beznej rutinnej praxi takmer kazdého pato-
l6ga. Dnes je okrem morfologickej diagnostiky
Standardom aj pouzivanie imunohistochemic-
kého stanovenia proteinu p57, ktoré relativne
spolahlivo odlisi kompletnd molu (strata expresie
p57 v cytotrofoblaste a stromalnych bunkéch
klkov) od parcidlnej moly (PM), kde je expresia
zachované podobne ako v hydropickom aborte
(HA). Morfologické rozlisenie parcidlnej moly
a hydropického abortu moéze byt niekedy zlo-
7ité aj pre skuseného patoldga, kedze v oboch
pripadoch je zachovand p57. Autori viacerych
studif preto hladali dalsiu optimalnu, efektivnu
a prakticky lahko aplikovatelnd metédu, ktord by
umoznila ich odlisenie. Ako uzito¢nou doplfiu-
jucou metdédou sa zda FISH, ktora je schopnd na
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Obrdzok 1. Silna jadrova pozitivita p57 v cytotrofob-
laste a stroméalnych bunkach klkov parcidlnej moly
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Obrdzok 2. Triploidné jadrd stromélnych buniek
klkov zna¢ené HER2 FISH sondou v parcidlnej mole

FFPE vzorkach dokézat ploidiu v trofoblastovych
Strukturach. Pre parcidlnu molu je vo vécsine
pripadov charakteristicka triploidia (dva krat pa-
terndlna a jeden krat materndlna zlozka genému,
69XXX alebo 69XXY) a pre hydropicky abort je vo

viac ako 80 % pripadov charakteristicka diploidia.
Prave tieto zistenia viedli autorov réznych studif
k pouzitiu FISH metddy. Samozrejme, v dnesnych
podmienkach a kvalitdch molekulovo genetic-
kych laboratorii je moznost dokazu ploidie aj
inymi metodami, napriklad PCR short tandem
repeat, avsak nie je mozné ich vykonat rutinne
na oddeleniach patoldgie pod dohladom pato-
l6ga v korelécii s morfologickym obrazom a su
technicky aj finan¢ne naro¢né.

Na nasom pracovisku sme sa inspirovali
$tudiou, ktord pouzila HER2 FISH sondu na potvr-
denie ploidie v CM, PM aj HA. Pocas rokov 2013 -
2015 sme vysetrili 13 pripadov s nejednoznacnou
diagndzou a klasifikaciou, pricom vysledky z FISH
vysetrenia ploidie pomohli v koreldcii s histomor-
folégiou a imunohistochemickym dékazom p57
k definitivnemu zaveru patoldga.

Udaje viacerych studif a nase skisenosti uka-
zuju, ze kombindacia morfologického zaveru, imu-
nohistochemického dékazu p57 a FISH dokazu
ploidie HER2 FISH sondou (s moznostou pouZzitia
aj inych sond) sa zda efektivnou a dostupnou
vysetrovacou stratégiou pri nejednoznacnych
pripadoch. FISH metdda, ktord je vo viacerych
patologickych laboratéridch zavedens, rutinne
pouzivana a zostandardizovang, tak méze sluzit
patolégovi aj ako pomocna metédda pri identifi-
kécii CM, PM a HA.
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Vyuzitie molekulovej patologie

v klinickej praxi I.

Sympézium s podporou Novartis Pharma, s. r. 0., Slovensko

Prognosticky a prediktivny
vyznam testovania stavu ALK
génu v bioptickom materiali
nemalobunkového plicneho
karcinému
Plank L."2
'Ustav patologickej anatéomie JLF UK
a UNM, Martin
2Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin

Karciném pltc patri medzi zhubné nadory
s najvyssou incidenciou a mortalitou v nasej po-
puldcii. Prognoza a lie¢ebné vysledky pacientov
s tymto nddorom patrili doneddvna v onkolégii
medzi tie horsie. Termin ,karcindm pluc” pred-
stavuje v skuto¢nosti skupinu etiologicky, pa-
togeneticky, klinicky — a dnes uz vieme, Ze aj
geneticky, heterogénnych ochorent.V bioptickej
patoldgii sa zauZivalo tradi¢né delenie karciné-
mov plic na malo- a nemalobunkové (dalej
NSCLC), tvorené nddormi typu adenokarciném,
skvamoceluldreho a velkobunkovy karciném,
pricom recentne — v oc¢akdvani novej klasifikacie
SZ0, bola publikovana nova klasifikacia pficnych
adenokarcindmov. Sucasne doslo k nahromade-
niu novych poznatkov z genetiky a molekulovej
bioldgie tychto nadorov a boli identifikované
mutdcie, respektive prestavby viacerych génov
vo funkcii tzv. genetickych ,pohdnacov” (drivers)
karcinogenézy NSCLC.

Medzi najddleZitejSie gény v tomto zmysle
pre NSCLC patria gény EGFR, ALK a KRAS. Tento

vyvoj vyustil do moznosti indikovania novej tzv.
cielenej lie¢by zameranej na blokadu geneticky
aktivovanej signélnej drahy, ktord udrzuje nado-
rovu proliferaciu. Nové terapeutické modality
dostupné aj pacientom v SR (a CR) viedli k po-
trebe rozvoja molekulovej diagnostickej pato-
l6gie NSCLC v tesnej vazbe na jeho biopticku
diagnostiku. Na zaklade pévodnych klinickych
$tudif sa na indikovanie biologickej lie¢by blo-
kujucej ALK gén vyZaduje doékaz zlomu tohto
génu, ktory je sucastou jeho pomerne zlozitej
prestavby. Sucasne sa v praxi overili dalsie me-
tédy verifikdcie stavu ALK génu v NSCLC, a to
najma imunohistochemicky (IHC) dokaz expresie
dosledku uvedenej prestavby — ALK proteinu.
V prezentacii prace predkladdme vlastné
vysledky testovania stavu ALK génu v bioptic-
kych vzorkach takmer 700 pacientov s EGFR
nemutovanym NSCLC a diskutujeme o potrebe
paralelného testovania tohto stavu metddou
FISH s pouzitim zlomovej aj ALK/EML4 fuznej
sondy, IHC expresie ALK proteinu (s protilatkou
D5F3 na platforme BenchMark Ventana) a o kon-
kordancii, respektive diskordancii vysledkov FISH
verzus IHC analyzy. Zistené vysledky poukazuju
na skutocnost, Ze v pripade aplikacie IHC analyzy
ako skriningovej metddy existuje nezanedba-
telné riziko nespoznania prestavby ALK génu
u Casti pacientov. Aj preto, nehovoriac o potrebe
identifikacie tzv. rezistentnych foriem prestavby
ALK génu, vznikd potreba overovania niektorych
vysledkov daldimi diagnostickymi modalitami.
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Tdto studia bola podporend grantovym proje-
ktom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,, Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinomu hrubého
Creva a pluc” a projektom financovanym zo Struk-
turdinych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)", [TMS kéd 262202201787.

Maligny melaném - od mikroskopu
k cielenej terapii
Hlavcak P.
Histopatoldgia, a. s., Bratislava

Maligny melaném je maligny tumor derivo-
vany z melanocytov. Jeho incidencia v belos-
skej populdcii dramaticky rastie tak celosveto-
vo, ako aj v rdmci Slovenskej republiky. V¢asna
diagnostika je pre lie¢bu rozhodujica - 95 %
pacientov diagnostikovanych v 1. 5tadiu preZiva
5 rokov, naproti tomu, percento preZzivania v 4.
$tadiu sa pohybuje medzi 5 a 22 %. Kriticka ulo-
ha patolégie v multidisciplindrnej starostlivosti
0 pacientov s melanémom, v ére dynamicky sa
meniacej personalizovanej, precizne cielenej
terapie, je Coraz zjavnejsia. Klasickd mikroskopicka

diagnostika stale predstavuje zakladhu, na ktorej
stavaju sofistikovanejsie molekuldrne metodiky.
Tie umoznuju spresnit klasifikaciu, prognézu
a vyber pacientov na cielenu terapiu. Prezentécia
ponuka v stru¢nom prehlade zakladné aspekty
morfologickej diagnostiky s dérazom na rozho-
dujuce prognostikdtory. Demonstruje jednak
dostupné imunohistochemické farbenia, ale aj
naroc¢nejsie metodiky — napriklad FISH, CGH aich
vyznam v klasifikacii a diferencidlnej diagnostike
problematickych melanocytérnych proliferdci.
Nanajvys aktudlnou sucastou diagnostiky sa sté-
va molekuldrne testovanie melanému, najma
dvoch délezitych signdlnych drah zapojenych
do genézy melanému — drdhy MAPK a drdhy
AKT/PI3K. Aktivécia oboch drah vedie k pro-
liferdcii podmienenej kltucovymi aktivacnymi
mutaciami, medzi inymi v génoch BRAF, RAS,
MEK, GNAQ, GNATT, KIT. Kazda z tychto mutacii ma
v niec¢om odlisnu klinickd prezentaciu, s prognos-
tickym a prediktivnym vyznamom pre lie¢bu.
Dramaticku, hoci prevazne prechodnd, klinicku
odpoved zaznamenala cielend terapia zamerana
Specificky na BRAF V60OE mutovany melaném.
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Molekulova patolégia nadorovych

ochorenill.

Vyznam hypermetylacie prométora
CDH1 génu ako potencialneho
biomarkera v skorej detekcii
karcinému krcka maternice
Holubekova V.!, Mendelova A,
Merakova S."2, Svecova 1.2, Kapustova 1.2,
Zubor P.2, Danko J.2, Lasabova Z.
'Ustav molekulovej biolégie JLF UK
a UNM, Martin
2Gynekologicko-pérodnicka klinika JLF
UK a UNM, Martin

E-cadherin je transmembranovy glykoprotein
koddovany CDHT génom a zohréva klicovd Ulohu
v bunkovej adhézii, potlaca invazivitu nadorov,
tvorbu metastdz a ma Ucast na bunkovej sig-
nalizacii. Intenzivnou Studiou mnohych typov
[udskych nddorov bola zistend znizen3, respektive
Ziadna expresia E-cadherinu, ¢o méze byt asoci-
ované s epitelidlno-mezenchyméalnou tranziciou
(EMT), ked sa epitelidine bunky mézu menit na
mezenchymalne cez mnohokrokovy proces. Nasa
hypotéza bola zalozend na fakte, ¢i je metylacia
CDH1 génu detegovatelna v cervikdlnych vzor-
kéch, a tak by potencidlne mohla byt vyuzitelna
v skriningu rakoviny kr¢ka maternice. Vysetrovali
sme hypermetylaciu promotorovej oblasti COHT
génu v réznych typoch cervikalnych vzoriek
vratane cervikdlneho epitelu bez abnormalit
(n =47), nizkostupnovych (LSIL, n = 34) a vysoko-
stupriovych skvamdznych intraepitelidinych |ézif
(HSIL, n = 46) a invazivnych karcinémov (n = 13).
Pritomnost hypermetylacie prométorovej oblasti
CDHI génu bola vysetrend pomocou metylacne

$pecifickej PCR (MSP-PCR) a vplyv na transkripciu
CDH1 génu bol hodnoteny pomocou relativnej
kvantifikacie. Zistili sme pritomnost hypermetyla-
cie CDHI1 génu pri 20,6 % (7/34) LSIL, 21,7 % (10/46)
HSIL a46,2 % (6/13) karcindmoch. Potvrdili sme, Ze
pritomnost hypermetylacie promaétorovej oblasti
CDH1 génu bola vyznamne asociovana s formo-
vanim cervikélnej |ézie, respektive karcindmu
(p = 0,0005) a expresia tohto génu bola vyrazne
znizend privzorkach s metyldciou CDHT prométora
(p=0,048).Tieto vysledky naznacuju, Ze E-cadherin
by mohol byt vhodnym biomarkerom v skorej de-
tekcii a Specifickej diagnostike karcinému kreka
maternice, a tiez by mohol vylepsit manazment
pacientok s karcindmom kr¢ka maternice.

Podakovanie: Tdto studia bola podpore-
nd projektmi Naddcia Vyskum Rakoviny, ITMS
26110230067 ,Zvysenie moZnosti kariérneho rastu
vo vyskume a vyvojiv oblasti lekdrskych vied” a [TMS
26220220113 ,Molekulovd diagnostika rakoviny
kréka maternice”, ktoré st spolufinancované zo
zdrojov EU.

Uloha telomerazy v rozvoji
karcinomu kréka maternice
Kudela E.', Farkasova A.?, Balharek T.2,
Visnovsky J.', Plank L.2, Danko J.
'Gynekologicko-poérodnicka klinika JLF
UK a UNM, Martin
?Ustav patologickej anatomie JLF UK
a UNM, Martin

Uvod: Integracia fudského papillomavirusu
do genému epitelovych buniek kr¢ka maternice
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je kld¢ovym krokom v indukcii malignych zmien.
Multikrokovéd povaha karcinogenézy obsahuje
v sebe sekvencné akumuldcie genetickych zmien,
ktoré vedu k progresii a invazivnemu rastu.

Ciele: Cielom tejto Studie bolo vyhodnotit
a korelovat amplifikéciu chromozomalnych ob-
lastf 3926 a 5p15 kodujucich enzym telomerdzu
v jednotlivych cytologickych a histologickych
podskupindch pacientok a porovnat senzitivitu
a Specificitu amplifikacnych testov s cytoldgiou,
kolposkopickym vysetrenim a HPV DNA statusom.

Metody: Praca prebiehala na Gynekologicko-
-porodnickej klinike v spolupréci s Ustavom pa-
tologickej anatomie JLF UK a UNM v Martine
v rokoch 2011 - 2014. Prospektivna longitudi-
nélna kontrolou podlozena studia zahinala 131
pacientok. V praci sme sa zamerali na FISH dia-
gnostiku amplifikacie oblasti kodujtcich sucas-
ti enzymu telomerazy (sonda FHACT — 3926,
5p15) v cytologickom materidli. Na cytologickych
preparatoch bolo manudlne hodnotenych 100
atypickych buniek, pricom sme analyzovali a ko-
relovali amplifikacny vzor buniek. Statistické vy-
pocty boli prevedené pomocou programu PASW
statistics 18 (IBM ©) software. Korelacie medzi
cytologickym, histologickym obrazom, HPV DNA
statusom a FISH amplifika¢nym vzorom chromo-
zomdlnych oblasti 326 a 5p15 boli hodnotené
pomocou chi-squared testu a neparametrického
Man-Whitney U-testu.

Vysledky: Vysledky ukézali, ze amplifika-
cia telomerdzovych génov rastie so stupfiom
dysplazie smerom k invazivnemu ochoreniu
(p < 0,001). Zatial ¢o narast amplifikicie 3g26 je
badatelny uz pri CIN 2 Iézidch (p < 0,01), ampli-
fikacia 5p15 je posunutéd az smerom k CIN 3/CIS
(p <0,001). Samotné amplifikacie chromozomal-

nych oblastf vykazali vzéjomnu korelaciu, ako aj
korelaciu s pozitivitou hrHPV (p < 0,01).

Zaver: Analyza amplifikdcie oblasti 3926
a 5p15 médze v buducnosti sluzit na diferenci-
alnu diagnostiku cervikélnych 1ézif a na urcenie
ich maligneho potencidlu. Vysoka Specificita
testov mdze navysit excelentnu senzitivitu HPV
DNA testu, a tak vytvorit idedlnu kombinaciu
pre sekundarny skrining. Sprdvny manazment
a diagnostické postupy, dalej tzv. ,cost effecti-
veness” a selekcia pacientok, u ktorych je po-
trebny chirurgicky zékrok, su zakladnym kame-
nom spolahlivého preventivneho a lie¢ebného
programu.

Mutécie v géne BRAF u slovenskych
pacientov s gastrointestinalnymi
stromalnymi nadormi
Lasabova Z.!, Gemzova K.?3, Buzalkova V.3,
Minarik G.%, Stanclova A.3, Szépe P23,
Plank L.2
'Martinské centrum pre biomedicinu
BioMed, divizia Onkolégia, Martin
2Ustav molekulovej bioldgie JLF UK
a UNM, Martin
3Ustav patologickej anatéomie JLF UK
a UNM, Martin
*Ustav molekulovej biomediciny JLF
a UNM, Martin

Uvod: Gastrointestinalne stromalne nado-
ry (GIST) su vysokorezistentné na konvenénu
chemoterapiu a radioterapiu, ale, naopak, su
senzitivne na inhibitory tyrozinkindzovych (TK)
receptorov. Priblizne 10 az 15 % GIST-ov bez mu-
tacie v KIT a PDGFRa génoch sa oznacuje ako
tzv. wild-type” GIST-y (WT GISTy), ktoré su me-
nej citlivé na inhibiciu TK receptorov. Jednym
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z ddvodov zniZengj citlivosti méZe byt aktivacia
signélnej dréhy RAS-BRAF.

Material a metédy: V martinskom UPA, kto-
ré je v SR v pozicii Ndrodného centra bioptickej
diagnostiky GIST-ov, sme v rokoch 2004 - 2014
diagnostikovali GIST-y 705 pacientov v pred-
terapeutickej faze. Vzorky nddorovej DNA boli
izolované z formalinom fixovanych a do parafinu
zaliatych tkanivovych rezov a nasledne vysetrené
pomocou dideoxysekvenécie na pritomnost mu-
tacii génov KIT (v exdbnoch 7,9, 11, 13) a PDGFRa
(v exénoch 12, 14 a 18). Do nasej studie sme
zaradili vzorky 150 pacientov zaradenych do sku-
piny WT GIST-ov a 150 pacientov s KIT/PDGFRa
pozitivnymi GIST-ami. Na detekciu mutacie génu
BRAF V600E sme vyuzili alelovo-specifickd PCR
a dideoxysekvendciu.

Vysledky: Podiel BRAF pozitivnych pa-
cientov (V600E a K601N) v subore vietkych
vySetrenych pacientov je 4,33 % (13/300), v su-
bore pacientov s WT GIST-om 6,67 % (10/150)
a v subore pacientov v predoslych analyzach
potvrdenou KIT/PDGFRa mutéciou 2 % (3/150).
Dideoxysekvenaciou bola BRAF mutdcia potvr-
dend iba v 5 pripadoch, ¢o poukazuje na niz-
ky pocet BRAF pozitivnych buniek v nddorovej
mase.

Zaver: BRAF mutéacie mézu ovplyvnit odpo-
ved na lie¢bu imatinib-mesyldtom u pacientov
s WT GIST-ami, ale pravdepodobne aj v istej Casti
tych, u ktorych bola dokdzana aktivujica mu-
tacia v géne KIT citlivd na imatinib. Preto sa do-
mnievame, Ze je Ziaduce zvazit zaradenie analyzy
mutdcii BRAF génu do diagnostického algoritmu
bioptického vysetrenia pacientov s GIST-om.

Podporené edukacnym grantom Novartis
Oncology Slovensko.

Abstrakty

Prediktivni vyznam molekularni
diagnostiky pacienti
s gastrointestinalnim stromalnim
nadorem
Kalfusova A, Hilska I.!, Kalinova M.,
Krskova L., Linke Z.2, Kodet R
'Ustav patologie a molekularni
mediciny, 2. LF UK a FN Motol, Praha
2Onkologicka klinika, 2. LF UK a FN
Motol, Praha

Uvod: Gastrointestinalni stromalni tumory
(GIST) tvofi nejpocetnéjsi skupinu mesenchy-
malnich nadord gastrointestinalniho traktu.
Charakterizovéany jsou aktivacnimi mutacemi
genl KIT a PDGFRA. U pacientd s nemutovany-
mi geny KIT a PDGFRA se v mensim zastoupeni
(3 -20%) vyskytuji mutace v genu BRAF. V 1é¢bé
pacientd s metastazujicim, neresekovatelnym
nebo recidivujicim GIST je terapeuticky indikovan
inhibitor aktivovanych receptorovych tyrosin-
kindz, imatinib mesylat (IM). Odezvu na Ié¢bu
ovliviuje rozvoj ziskané rezistence. Rezistence
vznikd u ¢asti pacientl v pribéhu terapie IM, ze-
jména na podkladé vzniku sekundarnich mutaci.

Metodika: Mutacni analyzu primarnich
a sekundarnich mutaci gend KIT a PDGFRA jsme
stanovovali prostfednictvim sekvenovani DNA
Sangerovou metodou. Konkrétné jsme vysetio-
vali exony 9, 11, 13,a 17 genu KIT a exony 12, 14,
a 18 genu PDGFRA. Mutace v genu BRAF jsme
rovnéz vysetfovali pomoci sekvena¢ni PCR a ur-
¢enim poradi nukleotidd v exonu 15.

Vysledky: V obdobi rok 2007 - dosud jsme
piftomnost primérnich a sekundérnich mutaci vy-
Setfovali v souboru 191 pacientl. Primarni mutace
jsme detekovali u 155 pacientd (81 %). Sekundarni
mutace jsme prokazali u 8 pacientd (z celkového

www.solen.sk | Martin 2015 | Dni molekulovej patolégie



Abstrakty

mnozstvi 99 analyzovanych pacientl |é¢enych
IM =8 %). Pfitomnost mutace (V60OE) genu BRAF
jsme zjistili u 2 pacientd (6,5 %) z 31 analyzovanych
pacientl bez mutaci v genech KIT a PDGFRA.

Zavér: Molekularni diagnostika primarnich
mutaci umozniuje pfedpovedét citlivost/rezis-
tenci nadoru na terapii. Mutacni analyza sekun-
darnich mutaci umozriuje vysvétlit vznik ziskané
rezistence a selhavani terapie IM. Pacienti s GIST
s vyskytem mutace v genu BRAF mohou profito-
vat z terapie inhibitory BRAF.

Projekt podporovdn: Projektem (Ministerstva
zdravotnictvi) koncepcniho rozvoje vyzkumné orga-
nizace 00064203 (FN Motol) IG 6006, GAUK 198 213
a OPPK CZ.2.16/3.1.00/24022

Detekce flizniho genu NAB2-STAT6
u solitarnich fibréznich nadora
Krskova L., Galgonkova P., Hilska I.,
Fejfarkova J., Kokoskova A., Kalinova M.,
Kodet R.
Ustav patologie a molekularni
mediciny, 2. LF UK a FN Motol, Praha
Solitérni fibrozni nddor (SFT) je vzacny vieteno-
bunécny naddor dospélych. Nejcastéji se vyskytuje
vdutiné hrudnfav 10—30 % pfipadt se mize chovat
maligné. Obvykle vychdzi z pleury, mlZe se také vy-
skytovat i na peritoneu, ale i ve tkanich bez pritomnos-
ti seréz. Histologicky obraz je ¢asto variabilni, nicméné
histologicky obraz spolu s imunohistochemickym
vysetfenim vétsinou umoznuji pfesnou diagnozu.
Na zékladé histopatologického vysetfeni nelze vzdy
predvidat klinické chovéni, coz zlstava problémem.
Vliv fuzniho genu NAB2/STAT6, vzniklého inverzi
chromozdmu 12, na patogenezi onemocnéni, loka-
lizaci nddoru a na biologické chovani nadoru nenf
dosud dobre prozkouman. V této studii jsme se

zaméili na detekci fuzniho transkriptu NAB2/STAT6
a jeho zlomovych variant s cilem zjistit, zda ma typ
fuzniho transkriptu vliv na patogenezi a prognézu
SFT. Vy3etfili jsme 20 pacientd se SFT (16 zen, 4 muzi)
ve vékovém rozmezi 21 - 81 let (median veku 59
let). Kvalitni RNA z FFPE blokd vhodnou pro dalsi
molekuldrni zpracovani se podafilo vyizolovat u 18
pacientd (90 %). Pomoci RT-PCR a metodou piimého
sekvenovanijsme prokazali fuzi NAB2/STAT6 u 17 18
pacientl. U 13 pacientl s pleurdni/plicni lokalizac
SFT jsme prokézali fuzi exonu 4 genu NAB2 s exonem
2 genu STAT6 (2 x maligniforma SFT). Variantni misto
Zlomu jsme identifikovali u 4 pacientl (2 x extra-
pleurdinf lokalizace — SFT s Useky lipomatdzniho
hemangiopericytomu; 2 x plicni lokalizace SFT).
U jednoho nadoru klasifikovaného jako SFT malé
panve se fuzni transkript nepodafilo prokézat.

Nase vysledky ukazuji, ze RT-PCR detekce fuz-
niho genu NAB2/STAT6 je vhodnym vysetfenim
zvIasté u pacientd s atypickou lokalizaci SFT, kde
mUZe byt histopatologickd diagnostika obtizna.
K zjisténi prognostického dopadu jednotlivych
variant fuzniho transkriptu budeme soubor pa-
cientll se SFT dale rozsifovat.

Podpofeno projektem (Ministerstva zdra-
votnictvi) koncepcniho rozvoje vyzkumné
organizace 00064203 (FN MOTOL) a ,OPPK
(CZ.2.16/3.1.00/24022".

Moznosti genetickej diagnostiky
pri sarkémoch na OLG NOU
Leitnerova M., Copdkova L.
Oddelenie lekarskej genetiky NOU,
Bratislava

Sarkémy predstavuju heterogénnu skupinu
malignych mezenchymalnych tumorov so zloZitou
histologickou klasifikdciou a silnou genetickou pre-
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dispoziciou. Bunkovy pévod mnohych sarkémov
je viak stéle nejasny. Metédy molekulovej genetiky
nielen pomahaju pri pochopeni molekuldrneho me-
chanizmu patogenézy sarkdbmoy, ale aj demonstruju
nové vztahy medzi rozli¢cnymi typmi. Molekuldrna
klasifikdcia zalozend na genetickych zmenéch roz-
deluje sarkémy do dvoch hlavnych skupin. Prvd
skupinu predstavuju sarkomy s relativne jednodu-
chym karyotypom a $pecifickou translokaciou, ktorej
vysledkom je najcastejsie aberantny transkripcny
faktor (napriklad EWS/FLI pri Ewingovom sarkéme)
alebo s bodovou mutéciou (napriklad mutacia gé-
nu KIT pri gastrointestinalnych tumoroch). Druhu
skupinu predstavuju sarkdmy bez Specifickej ge-
netickej aberdcie, avsak s komplexnymi zmenami
karyotypu (napriklad pri leomyosarkémoch). Patria
sem zmeny poctu chromozémov a mutécie typu
nebalansovanych translokacif, delécie a amplifikacie.
Zaujimavostou je, Ze tumory s translokdciami sa ¢as-
to objavuju u deti a mladistvych, teda u pacientov,
u ktorych tumorigenéza nastala z relativne malého
poctu genetickych udalosti. Zatial ¢o u starsich pa-
cientov je prednostny vyskyt tumorov, pri ktorych
chyba Specificka geneticka udalost, teda doslo k aku-
mulacii genetickych udalosti (mnozstvo zmien v r6z-
nych signalnych drahach pocas dlhého obdobia).
Medzi Standardne pouzivané metddy detekcie
genetickych zmien pri tejto skupine ochorent patrf
metdda FISH. Metéda umoziuje identifikovat Spe-
cificky zmeny v konkrétnych oblastiach (napriklad
amplifikacie oblasti 12q13-15 u WD/DD liposarké-
mov) alebo prestavby konkrétnych génov (napriklad
FOXO1 pre rabdomyosarkémoch). Rovnako na nasom
oddeleni pouzivame metddu FISH. Diagnostiku viak
pokryvame aj na molekulérnej trovni identifikaciou
fuznych transkriptov metddou RT-PCR. Citlivost me-
tody umozriuje nielen inicidlne stanovenie markerov,

Abstrakty

ale aj ndslednu detekciu minimalneho rezidualneho
ochorenia pri podozreni na relaps ochorenia alebo
pri podozreni na infiltrdciu kostnej drene primarnym
ochorenim. KedZze Cerstvé tumorové tkanivo mdme
k dispozicii na vysetrenie len sporadicky, zaviedli sme
izolaciu a ndsledné vysetrenie RNA z parafinového
bloku.Vzhladom na metodické limity oboch metodik
a aj na zaklade nasich skusenosti sa ako optimalne
javiich vzajomnd kombindcia.

Osteosarkom z pohladu genetika -
prvé skusenosti
Tomasova R\, Pavlikova G.', Kilidn M.2,
Pavlik T.2, Hojsikova I.!
'Oddelenie lekarskej genetiky,
Medirex, a. s., Bratislava
21I. ortopedicko-traumatologicka
klinika LF UK a UNB, Bratislava

Z aspektu cytogenetiky su osteosarkomy ty-
pom nadorov s komplexnymi zmenami gendmu,
atoina urovnijednotlivych buniek. V takmer 70 %
pripadov boli pozorované genetické zmeny s pri-
tomnostou viacerych klonov a réznou mierou
heterogenity, ktord sa odraza v pestrom zastupeni
chromozémovych aberacii. Tieto nddory vykazuju
mnozstvo struktdrnych a numerickych zmien
vzmysle straty alebo zisku genetického materilu.
Typické su kruhové, tzv. ring chromozédmy s am-
plifikdciami dolezitych génov, ktoré su spojené
s progresiou ochorenia a zvysenym metastatic-
kym potencidlom. Okrem ring chromozémov sa
pri osteosarkdbmoch vyskytuju aj double-minut
a marker chromozomy, ale aj mnoZstvo nebalan-
sovanych translokacif a inverzil.

Prezentujeme pripad 48-ro¢ného muza s di-
ferencidlnou diagnézou parosteélny osteosarkém
(POS) so zaujimavym genetickym pribehom.
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Molekulova patolégia nadorovych

ochorenilll.

Exprese androgenového receptoru
u normalnich a nadorovych bunék
prostaty ovlivnénych latkami
indukujici epigenetické zmény
Fialova B."2, Smesny Trtkova K."2,
Langova K.3, Kolar 2.2
'Laboratof molekuldrni patologie, Ustav
klinické a molekularni patologie LF
Univerzity Palackého, Olomouc
2Ustav molekulérni a transla¢ni
mediciny LF Univerzity Palackého,
Olomouc
sUstav lékafské biofyziky Lékafské
fakulty Univerzity Palackého, Olomouc
Uvod: Androgenovy receptor (AR) hraje kli-
Covou roli pfi vzniku a progresi karcinomu pro-
staty (KP). Ddsledkem androgenové deprivacni
terapie vznikd ¢asto obtizné Iécitelny kastracné-
-rezistenti karcinom prostaty (KRKP). Metylace
DNA a acetylace histonl jsou epigenetickymi
modifikacemi, které mohou ovliviiovat signalnf
drahy AR. U nékterych KRKP byla zjisténa snizend
exprese AR v dUsledku metylacnich zmén uUsekd
genu androgenového receptoru, které mohou
vést k jeho inaktivaci — umicenti (silencing). Cilem
nasi prace bylo zjistit, zda-li Ucinky inhibitoru
DNA metyltransferdz — 5-Aza-2"-deoxycytidinu
(Aza-dC) a inhibitoru histonovych deacetyldz —
butyrdtu sodného (NaB), mohou ovlivnit expresi
metylovaného genu AR u bunék na androgeny
necitlivé prostatické nddorové linie DU145, re-
prezentujici KRKP. Z nasich vysledkd vyplyva,
Ze Aza-dC a NaB mohou ve vhodné kombinaci

ptispivat k epigenetickym zméndm vedoucim
k regulaci exprese androgenového receptoru.

Metody: Buniky nenadorové linie RWPET
a nadorové bunky linie DU145 byly ovlivnény
Aza-dC, NaB a jejich kombinacemi s cilem ovliv-
nit expresi AR mechanismem demetylace DNA
a reacetylace histon(. Podstatou experiment
bylo na Urovni cDNA potvrdit epigeneticky in-
dukovanou expresi AR. Chromatinova imuno-
precipitace kombinovana s kvantitativnim real-
-time PCR slouzila k analyze ddsledkd acetylaci/
deacetylaci na Urovni histon H3 a H4.

Vysledky: U nadorovych bunék linie DU145,
nejvétsi efekt na demetylaci genu AR spojenou
se zvydenou acetylacf histond méla kombina-
ce obou pouzitych inhibitort. Normalnf buriky
prostaty, v porovnan{ s burikami nddorovymi,
reagovaly na ovlivnénfinhibitory s mensi intenzi-
tou. Nase vysledky by mohly pomoci k objasnénf
mechanismu pdsobeni inhibitord histonovych
deacetylaz a inhibitorll DNA metyltransferdz jako
soucast doplnujici epigenetické terapie pacient(
s KRPK.

Tato prdce byla podporena grantem
LF_2015_008.

Expression levels of Filamin

A protein predict survival outcomes
in non-small cell lung cancer
patients treated with Carboplatin
and Navelbine

Gachechiladze M., Skarda J.', Janikova M,
Mgebrishvili G, Kharaishvili G, Kolek V.2,
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Grygarkova 1.2, Klein J.3, Poprachova A.%,
Arabuli M.>, Kolar Z.
'Department of Clinical and Molecular
Pathology, Institute of Molecular
and Tranlational Medicine, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky
University Olomouc, Czech Republic
’Department of Tuberculosis and
Respiratory Diseases, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky
University Olomouc and University
Hospital Olomouc
3Laboratory of Experimental Medicine,
Departments of Pediatrics and
Oncology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University Olomouc
and University Hospital Olomouc
‘Department of Normal Anatomy,
Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University Olomouc
*Department of Normal Anatomy,
Thilisi State Medical University, Thilisi,
Georgia

Objective: Resistance to cytotoxic chemo-
therapeutic drugs represent the major impedi-
ment for the successful treatment of non-small
cell lung cancer patients. Recently, it has been
shown that cytoskeletal protein Filamin A is
required for efficient DNA damage repair and
modulates cisplatin sensitivity in vitro. We investi-
gated the relationship between the expression
levels of filamin A protein and survival outcomes
in non-small cell lung cancer patients, treated
with adjuvant Carboplatin and Navelbine.

Methods: We analysed filamin A protein
expression in resection specimens from 135
non-small cell lung cancer patients, from which

Abstrakty

73 patients were treated with adjuvant Carboplatin
and Navelbine, and 62 patients did not receive
adjuvant treatment. Archived formalin-fixed and
paraffin-embedded (FFPE) tissue sections were
stained immunohistochemically using EP2405Y
antibody against G:terminus of filamin A.

Results: Cox regression analysis of survival
showed that increased expression of filamin
A protein (histoscore > 90) is significantly re-
lated with shorter overall survival (HR = 1,005,
95 % Cl (1,000; 1,010), p = 0,037) and disease
free survival (HR = 1,004, 95 % CI (1,001: 1,008),
p = 0,017) in patients with adjuvant platinum-
-based chemotherapy. Such relationship was
not seen in patients without adjuvant treatment.

Conclusion: Filamin A expression might re-
present a novel potential predictive marker of
platinum-based treatment outcome in patients
with non-small-cell lung cancer.

Polymorfizmus mismatch
reparaénych génov hMLHT a hMSH2
ariziko karcinému pl'ic
Slovakova P, Matakova T.2, Halasova E.!
'Ustav lekarskej bioldgie JLF UK, Martin
2Ustav lekarskej biochémie JLF UK,
Martin

Uvod: Karciném plic obsadzuje popredné
miesta v incidencii aj mortalite nddorovych
ochorenf vo svete, rovnako aj v Slovenskej re-
publike. Gény hMLHT a hMSH2 patria k hlavnym
¢lenom rodiny mismatch reparacnych génov.
Zmeny v mismatch reparacnych génoch su ¢as-
to spajané so vznikom spontannych aj dedic-
nych nadorov. V nasej studii typu case-control
sme sa zamerali na $tudium vybranych jed-
nonukleotidovych polymorfizmov rs1800734
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ars2303425 mismatch reparacnych génov a ich
vztahu k rozvoju karcinému pluc v Slovenskej
populacii.

Material a metédy: Do studie typu case-
-control bolo zahrnutych 483 pacientov s dia-
gnozou karcinému plic a 484 zdanlivo zdravych
jedincov kontrolnej skupiny. Genotypizacia bola
uskutocnena pomocou metédy PCR-RFLP.

Statisticka analyza bola vykonana pomocou
Fisherovho exaktného testu v dominantnom aj
recesivnom genetickom modeli. Rozdiely v distri-
bucii alel, genotypov a ich vzajomnych kombina-
cif boli stanovené Chi-kvadrat testom. Na urCenie
sily asocidcie medzi roznymi genotypmi (respek-
tive genotypovymi kombindciami) vybranych
reparacnych génov a sledovanym ochorenim bol
vypocitany stupen pravdepodobnosti (OR) a 95 %
interval spolahlivosti nameranych hodnot
(95 % Cl). Za Statisticky vyznamnu bola povazo-
vana hodnota p < 0,05.

Vysledky: Stanovenie populacnej frekvencie
vybranych polymorfizmov repara¢nych génov
hMLHT1 (rs1800734) a hMSH2 (rs2303425) bolo
uskutocnené u vsetkych sledovanych jedincov.
Medzi skupinou pacientov a kontrolnou skupi-
nou neboli signifikantné rozdiely vo frekvencii
alel. Riziko vzniku karcinému plic bolo v celkovej
skupine Statisticky vyznamne zmenené pri na-
sledujucich genotypoch vybranych reparac¢nych
génov: C_C hMSH2 (OR = 2,29; p = 0,021), G_A
génu hMLHT (OR = 0,67; p = 0,003). Pri preroz-
deleni pacientov podla pohlavia bolo tatisticky
vyznamne zmenené riziko vzniku karcindmu
pltc v skupine Zien pri nasledujucich genotypoch
polymorfizmov vybranych reparacnych génov:
C_CgénuhMSH2 (OR=5,04; p=0,01) a G_A po-
lymorfizmu génu hMLHT (OR = 0,5; p = 0,0017).

Pri $tatistickej analyze dvojkombinacii geno-
typov vybranych repara¢nych génov bolo rizi-
ko vzniku sledovaného ochorenia signifikantne
zmenené v nasledujucich pripadoch: v celkovej
skupine hAMLHT A_A + hMSH2 C_C (OR = 1,85,
p = 0,006), W\MLHT G_A +hMSH2T_C (OR=0,74;
p =0,002), "MLHT G_A + hMSH2 C_C(OR=0,78;
p = 0,003), v skupine muZov u dvojkombinacie
genotypov hMLHT G_A+ hMSH2T_C(OR=0,78;
p =0,04) a v skupine zien: \MLHT A_A + hMSH2
C_C(OR=230p=0,03), "(MLHT G_A + hMSH?2
T_T(OR=0,75p=0,05 a hMLHT G_A + hMSH2
C_C(OR=0,64; p = 0,04).

Zaver: Na zaklade uvedenych vysledkov mo-
Zeme usudzovat, Ze sledované polymorfizmy
vybranych repara¢nych génov mozu ovplyv-
novat zmenu rizika karcinogenézy plic, pricom
ich vysledny efekt poukazuje na medzipohlavnu
odlidnost. Na spresnenie a hodnovernost vysled-
kov je potrebné rozdirenie vyskumu vplyvu po-
lymorfizmov na vacsiu populdciu pri si¢asnom
zachovani jej homogenity.

Prdca bola podporend grantom Ministerstva
Skolstva SR APVV-0412-11.

The prognostic role of sphingosine
kinase-1 and S1P lyase protein
expression in patients with non-
small cell lung cancer

Skarda J.', Gachechiladze M.", Tichy T,
Kolek V.2, Grygarkova 1.2, Klein J.3,
Mgebrishvili G.", Kharaishvili G,
Janikova M.}, Pitson M.*, Gomez-
-Brouchet A.>%78, Cuvillier O.>%7
'Laboratory of Molecular Pathology
and Department Clinical and Molecular
Pathology, Faculty of Medicine and
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Background: Sphingosine 1-phosphate
(S1P) has emerged as a key lipid mediator that
promotes tumor cell proliferation, survival, mi-
gration and angiogenesis. Sphingosine kinase-1
(SphK1) and S1P lyase are the main enzymes that
control synthesis and degradation of STPHerein
we report for the first time the prognostic and
predictive value of both SphK1 and S1P lyase
expression in patients with non-small cell lung

Abstrakty

cancer (NSCLC) treated with adjuvant platinum-
-based chemotherapy.

Material and methods: Formalin-fixed, pa-
raffin-embedded (FFPE) tissue samples from 120
NSCLC patients were stained immunohistoche-
mically using antibodies against SphK1 and STP
lyase, and the results correlated with all available
clinicopathological factors.

Results: Cross-tabulation of SphK1 expression
and survival showed that the risk of relapse is
higher in patients with increased SphK1 expre-
ssion (histoscore > 75), irrespective of the stage
(Odds ratio = 3,333, overall accuracy = 68,8 %,
p=0,01). Univariate Cox regression model of survi-
val also showed the increase of the risk of relapse
in patients with SphK1 > 75 expression (p = 0,006,
HR = 1.004, 95 % CI [1,001; 1,006]). Multivariate sur-
vival analysis, using the Cox regression method
showed that SphK1 represents an additional risk
factor for NSCLC relapse, together with disease
grade, stage, tumor size (T) and nodal status (N)
(p=0,038,HR=2,048 95 % CI [1,039;4,037]). Increased
cytoplasmic expression of STP lyase was significantly
related to the increased risk of NSCLC progression in
patients with stage Il - IV NSCLC (p = 0,022).

Conclusion: Collectively, our data suggest
that the immunohistochemical detection of
sphingolipid metabolism pathway enzymes,
particularly SphK1 and S1P lyase might repre-
sent promising prognostic markers in NSCLC
patients treated with adjuvant platinum-based
chemotherapy.
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Vyuzitie molekulovej patologie

v klinickej praxi Il.

Sympdzium s podporou generdlneho sponzora AstraZeneca

Plucny karcinom: od histologickej
klasifikacie k diagnostike
genetickych zmien DNA v tkanive
nadoru a volne cirkulujicej v plazme
Plank L."?
'Ustav patologickej anatomie,
Jesseniova lekdrska fakulta Univerzity
Komenského a Univerzitnd nemocnica
v Martine,
2Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin, Slovensko

Bioptické vysetrenie tkaniva (zhubného) né-
doru veduce k stanoveniu diagndzy (urceniu typu
nadoru a podla moznosti aj gradingu, resp. stagingu
nadorového ochorenia) je ,conditio sine qua non”
pre volbu adekvatnej terapeutickej modality ako
sUcasti celkového terapeutického manazmentu on-
kologického pacienta.V poslednych 10— 15 rokoch
doslo k rozvoju novych lie¢ebnych moznosti, ktoré
su,cielené” na biologicky a prediktivne relevantné
genetické zmeny v DNA nddorovej bunky —tzv. mo-
lekulovo-biologické a genetické biomarkery. Tieto
zmeny je ziaduce verifikovat v predterapeutickom,
ako aj postterapeutickom obdobi — napr.v pripade
vzniku rezistencie na lie¢bu, metastatickej alebo lo-
kalnej progresie nddorového ochorenia, jeho relap-
suapod.V podstate doteraz plati (resp. donedavna
platilo), Ze pre vietky uvedené vysetrenia — po¢nuc
bioptickou diagnostikou az po identifikaciu biomar-
kerov je nevyhnutné ziskat dostato¢né mnozstvo
neposkodeného tkaniva nadoru (bioptické vysetrenie
tkaniva nddoru), alebo buniek nadoru (cytologické

vysetrenie buniek nddoru). Takto ziskané vzorky v op-
timalnom pripade umoziuju nasledné genetické
amolekulovo-biologické analyzy ,markerov” - oby-
¢ajne bud cestou analyzy DNA izolovanej z buniek/
tkaniva nadoru, alebo metédami in-situ hybridiza-
cie priamo v reze nadorového tkaniva (pripadne
v cytologickom preparéte). Splnenie podmienky
ziskania tkaniva nddoru pre komplexnu biopticku
aj geneticku analyzu pacientov s karcinomom pltic
nie je jednoduché ani v predterapeutickom obdobi,
a uz vobec nie v obdobf po predoslej liecbe. Plati
to pre vietky typy karcindmov, ale najmd pre kate-
gdriu nemalobunkovych karcinomov pltic (NSCLC)
a obzvI&st pre plucny adenokarciném. Jeho histo-
patologicka typizacia presla v poslednych 4-5 ro-
koch zdsadnymi zmenami a tieto uz maju aj priamy
vztah k identifikacii mutécif, resp. prestavby génov
vo funkdii tzv. genetickych ,pohanacov” (drivers)
karcinogenézy NSCLC.

Dnes prudko pribudaju poznatky o akti-
vacnych verzus rezistentnych mutéciach/pre-
stavbach génov EGFR, ALK, MET, ROST a dalsich
v bunkdch NSCLC. Stcasne pribudaju nové dia-
gnosticko-analytické moznosti komplexnejsej
genetickej analyzy nddorovej DNA metddami
analyzy panelu génov, exdmov alebo celych ge-
némov, moznosti sledovat nielen mutac¢nu evo-
liciu nddoru (identifikovat jednotlivé klony a evo-
liciu subklonov), ale urobit aj kvantitativnu analy-
zu somatickych mutdcif. Navyse dnesné metddy
umoznuju z krvi, resp. plazmy onkologického
pacienta izolovat cirkulujuce tumorové bunky
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(CTQ), alebo cirkulujucu nadorovu (tumorovu
— dalej ctDNA). Tieto postupy sa literdrne ozna-
¢uju ako ,tekutd biopsia” (z angl. ,liquid biop-
sy") ako protiklad klasickej ,tkanivovej biopsie”.
Nové diagnostické a analytické modality nado-
budaju obrovsky vyznam prave pre pacientov
s plicnym karcinbmom, u ktorych v priebehu lie¢-
by vznikaju bud nové terapeuticky ovplyvnitelné
mutécie, alebo mutacie spdsobujlice rezistenciu
na pouzivanu lie¢bu. Implementéciou vsetkych
uvedenych diagnostickych postupov za pod-
mienky optimalnej multidisciplinarnej spoluprace
sa patoldg stdva sucastou timu odbornikov, ktorf
mozu prispiet k snahe zmenit nddorové ochorenie
typu plicneho karcindmu na ked uz nie vyliecitel-
né, tak aspon na ,chronické” ochorenie.

Tdto Studia bola podporend grantovym projek-
tom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinomu hrubého
Creva a pltc” a projektom financovanym zo struk-
turdlnych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)*, ITMS kéd 262202201787.

Analyza mutaéného stavu génu
EGFR v biopticky vySetrovanom
tkanive nemalobunkového
karcinomu plic v materiali
Martinského bioptického centra, s.r. o.
Farkasova A."?, Scheerova K., Hutka Z."2,
Plank L."2
'Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin
?Ustav patologickej anatomie JLF UK
a UNM, Martin

Uvod: Celosvetovo je karciném plic jed-
nym z najcastejsich typov rakoviny. Navyse,

Abstrakty

v porovnani s inymi typmi rakoviny je aj jednou
z hlavnych pric¢in Umrtia onkologickych pa-
cientov. Primérne karcindm pltc rozlisujeme na
malobunkovy (SCLC) a nemalobunkovy (NSCLC)
karcinom plic. NSCLC predstavuje priblizne 80 %
az 85 % vsetkych pripadov karcinému plic a delf
sa na tri hlavné podtypy: adenokarcinom (AC),
epidermoidny (spinoceluldrny) karciném (SP)
a velkobunkovy karciném. AC je charakteristicky
odlisnymi genetickymi zmenami v nddorovych
bunkéch, ktoré stvisia so vznikom a s progresiou
ochorenia, a zaroven ovplyvnuju ich rozdielnu
citlivost na dnes klinicky vyznamnu cielent te-
rapiu. V tomto podtype NSCLC zohrdva v sucas-
nosti z hladiska terapie dolezitu Ulohu gén EGFR,
ktory definuje molekulovi podskupinu tohto
ochorenia.

Metody: Parafinové tkanivové rezy z 1 001
konzekutivnych biopsii NSCLC (april 2012 — m3j
2015) boli analyzované prostrednictvom alelovo-
-Specifickej PCR (systém Cobas 4800) primdrne za
Ucelom zistenia pritomnosti mutacif v géne £GFR.
Vzorky zahtnali 830 pripadov AC, 97 pripadov
SP, 47 pripadov bolo zaradenych do kategorie
NSCLC, NOS, 4 pripady predstavovali zmie$anu
formu NSCLC a 12 iny typ karcinému. V 11 vzor-
kach uz nebolo pritomné dostato¢né mnozstvo
nadorovych buniek na stanovenie histologické-
ho typu a identifikdciu stavu EGFR génu.

Vysledky: V 85 % vysetrovanych pripadoch
(839/990) nebola detegovana Ziadna mutacia
v géne EGFR. V 12 % vysetrovanych pripadoch
(119/990) sme identifikovali pritomnost mutacif
v géne EGFR.V 3 % vysetrovanych pripadov ne-
bolo mozné zhodnotit stav EGFR génu vplyvom
nedostato¢nej koncentracie alebo vyraznej alte-
racie vyizolovanej DNA.
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Zaver: Vydetrenie mutacného stavu £EGFR
génu v bioptickych vzorkéch pacientov s NSCLC
ma velky vyznam najmé z terapeutického hla-
diska. V zavislosti od terapeutického algoritmu
umoznuje takato genetickd analyza poskytnut
pacientom s NSCLC alternativu ku konvencnej
liecbe v podobe cielenej terapie. Z tohto pohla-
du, ale aj z hladiska kvantitativneho mnoZstva
odoberanych bioptickych vzoriek a faktu, ze
velkd cast pacientov s NSCLC je v ¢ase diagnoé-
zy iresekovatelnd, je nevyhnutné nastolit taky
algoritmus vysetrovania molekulovych podty-
pov NSCLC, ktory by umoznil spolahlivy a rychlo
dostupny vysledok.

Tdto Studia bola podporend grantovym proje-
ktom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinému hrubého
C¢reva a pluc” a projektom financovanym zo Struk-
turdlnych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)*, ITMS kéd 262202201787.

Analyza bioptickych vzoriek
nemalobunkového karcinému pltc
so zameranim na nové kurabilné
mutacie v géne EGFR
Scheerova K., Farkasova A.»2, Hutka Z."?,
Plank L."2
'Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin
2Ustav patologickej anatomie JLF UK
a UNM, Martin

Uvod: Nemalobunkovy karcinom pluc
(NSCLC) predstavuje priblizne 80 % az 85 %
vietkych pripadov plicnych karcindmov. Jeden
zjeho hlavnych podtypov, adenokarciném (AQ),
je charakteristicky réznymi genetickymi zme-

nami nddorovych buniek, ktorych identifikacia
je nevyhnutnd vo vztahu k indikacii prislusnej
cielenej terapie. Jednou z takychto genetickych
zmien je vyskyt mutdcii v géne EGFR, ktoré moézu
mat odlisny vplyv na efekt podavanej terapie.
PouZitie cielenej terapie umoznuje dramatické
ZlepSenie odpovede a klinicky prinos bez nut-
nosti pociatocnej lie¢by cytotoxickymi chemo-
terapeutikami. No napriek neddvnemu pokroku
v lie¢be tohto ochorenia predstavuje celkové
5-ro¢né prezivanie pacientov v USA len 15 %.

Metédy: Parafinové tkanivové rezy zz 1 001
konzekutivnych biopsif NSCLC (april 2012 — m3j
2015) boli analyzované prostrednictvom alelovo-
-Specifickej PCR (systém Cobas 4800) primdrne za
Ucelom zistenia pritomnosti mutécii v géne £GFR.
Tato metdda umoznuije identifikaciu 41 aj zriedka-
vych, mutdcii v exdnoch 18, 19,20 a 21 génu £GFR.

Vysledky: V 12 % vysetrovanych pripadoch
(119/990) sme identifikovali pritomnost mutdcif
v géne EGFR. 92 % (110/119) pripadov pozitivnych
na pritomnost mutacie v géne EGFR predstavo-
vali pripady s tzv. aktivacnymi mutdciami. Z toho
vacsinu, 63,6 % (70/110) tvorili pripady s identi-
fikovanou deléciou v exéne 19. 34,5 % (38/110)
tvorili pripady s bodovou mutaciou v exéne 21
(L858R) a 1,8 % (2/110) tvorili pripady s bodovou
mutaciou v exdne 18 (G719X). Len v 4 % (5/119)
vysetrovanych pripadov sme detegovali samo-
statny, tzv. rezistentnd mutdciu v géne £GFR
(exon 20ins). V' 3 % (4/119) pripadov sme iden-
tifikovali pritomnost viacerych mutdcif sicasne.
Konkrétne v troch pripadoch pritomnost
aktivujucej (exdn 18 — G719X) aj rezistentnej mu-
tacie (exdn 20 — S768I). V jednom pripade sme
detegovali ako deléciu exénu 19, tak aj bodovu
mutaciu v exéne 20 (T790M).
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Zaver:V poslednom obdobf pribudaju stéle
nové poznatky o viacerych typoch mutacif génu
EGFR v suvislosti s terapeutickym efektom u pa-
cientov s NSCLC. Rozdiely v odpovedi na terapiu
sU badatelné aj v rdmci skupiny tzv. aktivujucich
mutacii. Niektoré mutacie, ktoré boli doneddvna
oznacované ako rezistentné, v obdobf tyrozin-
kindzovych inhibitorov 2. generacie ziskavaju
kurabilny status. Z tohto pohladu je identifikacia
$pecifickych mutacii génu EGFR esencidlna na na-
stavenie adekvatnej terapie u pacientov s NSCLC.

Tdto studia bola podporend grantovym proje-
ktom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinému hrubého
Creva a pltc” a projektom financovanym zo struk-
turdinych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)”, [TMS kéd 262202201787.

Genotypizacia klinicky
vyznamnych EGFR mutacii
z bronchialnych sterov v materiali
Histopatologie, a. s.
Baluchova K.', Hlav¢ak P!, Majer 1.2
'Histopatoldgia, Inc., Bratislava
Klinika pneumolégie a ftizeoldgie Il. LF
UK a UNB, Bratislava

Plicne karcindmy (LC) su histologicky a mo-
lekuldrne heterogénne ochorenia, ktoré na
Slovensku dominuju v pocte novodiagnostiko-
vanych onkologickych ochorenf a vedu v pocte
asociovanych umrti. Diagnostika LC v poslednej
dekéde pokrocila najméa v molekuldrnej typizacii
nadorovej proliferdcie a naslednej cielenej mo-
lekuldrnej terapii (CMT) tyrozinkindzovymi inhi-
bitormi (TKI). TKI-terapia je vsak uc¢innd len pre
Uzku LC podskupinu prevazne adenokarcindmov

Abstrakty

a najmd s aktivacnymi mutaciami v intraceluldr-
nej doméne receptora pre epidermdlny rastovy
faktor (EGFR).

Selekcia pacientov vhodnych na CMT
standardne prebieha z opera¢nych resekatov
suspektného tkaniva, o predstavuje invazivny
odber vhodny len pre limitovanu skupinu pa-
cientov. Pre ostatnych pacientov preto opisujeme
vySetrenie z bronchidlnych sterov, ktorych menej
invazivny ambulantny odber umozriuje rozsirit
realizaciu molekularnych vysetreni indikujucich
CMT. Vo vysetrovanom stbore sme identifiko-
vali 32 adenokarcindmov, 40 skvamoceluldrnych
karcinémov, 12 velkobunkovych karcinémov
a 2 blizsie neurcené karcindmy. Po kontrole ce-
lularity, zastupenia nddorovych buniek a para-
metrov izolovanej genomickej DNA (GDNA) sme
pomocou kvantitativnej PCR vysetrili na klinicky
vyznamné somatické £GFR mutécie 86 pacientov,
zktorych sme 12 (13,95 %) odporucili na EGFR-TKI
terapiu. Naj¢astejsou EGFR HIT-a (hybné intervenc-
nou terapiou kontrolovatelné aberécie) v soma-
tozéme, pojmy, ktoré zavddzame a definujeme
v tejto Studii, boli dele¢né mutécie v exéne 19, pri-
¢om sa u jedného pacienta vyskytla v kombinacii
s TKlI rezistentnou p.T790M mutaciou v exdne 20.
Optimalizacia vstupnych parametrov cytologic-
kych odberov a izolovanej gDNA umoznila 100 %
Uspesnost £EGFR analyz.

V $tudii opisujeme metodiku vysetrenia
mutac¢ného statusu EGFR z bronchidlnych ste-
rov, ktoré je menej invazivna, spolahliva a spifa
vietky kritérid rutinnej molekuldrnej diagnostiky.
Multidisciplindrny pristup £GFR genotypizécie kli-
nicky relevantnych somatickych mutécii z bron-
chidlnych sterov umoznuje rozsirenie spektra
slovenskych pacientov s LC na CMT.
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Nové metody v molekulovej patolégii

SureFISH and fast IQFISH
technology - new perspectives in
molecular diagnostics
Mrozkowiak A., Jimmy J.

DAKO, An Agilent Technologies
Company

Cancer cells contain chromosomal rearran-
gements that result in oncogene activation.
Identification of genes’ structure alteration is
crucial in establishing proper diagnosis.

Agilent has developed a new generation
of fluorescently labeled in situ hybridization
(SureFISH) probes for the detection of these
rearrangements. SureFISH probes are comprised
of thousands of unique long oligonucleotides
that are tiled across the targeted chromosomal
specific regions. The oligonucleotides are syn-
thesized using Agilent’s Oligonucleotide Library
Synthesis (OLS) technology. SureFISH probes are
designed to detect the translocated sequences
using both break-apart and dual fusion strate-
gies. Custom designs can be generated that
target almost any genomic region, allowing for
the production of probes that are not possible
using other methods.

Another breakthrough invention is IQFISH
Fast Hybridization Buffer that facilitates the
fastest FISH testing on the market. Using
SureFISH probes in combination with IQFISH
Fast Hybridization Buffer allow the comple-
tion of FISH procedure in less than 4 working
hours.

Wide SureFISH portfolio of probes, possibility
of custom design and fast IQFISH testing opens
new perspectives in molecular diagnostics.

New pathways in Digital Pathology
- Contextual Image Analysis
Kolmer D.
TissueGnostics, Vieden - zastupené
BIOTECH, s. r . 0., Bratislava
Quantitative image analysis is a tool that has
proven itself in biomedical research, but still has to
make a larger contribution in diagnostics. There are
multiple reasons for this, one of them being hand-
ling the complex and large amounts of data created.
TissueGnostics has introduced a method of
handling this complexity by introducing the first
Tissue Cytometry Systems some ten years ago.
With immune scoring and related methods
looking like a promising prognostic method in onco-
logy, TissueGnostics has developed two new para-
digms and integrated them into its analysis software:
Contextual Image Analysis and Tissue Sociology.

Simultanni IHC barveni vice
protilatkami - unikatni Multiplex
technologie
Vytopilova S.
BioTech, Praha
Biocare Medical je osvédcenym lidrem v posky-
tovani Multiplex detekce, které umoznuji soubézné
IHC barvenf vice protildtek na jediném sklicku.
Inovativni micro-polymer technologie uzi-
vajici AP (alkalicka fosfataza) a HRP (kfenovou pe-
roxidazou) je ur¢ena pro rychlé multiplex barvenf.
Mikro-polymer umoznuje znacné zvyseni citlivosti
pii barvent a je optimalizovan pro lidskou tkan.
Multiplex IHC zjednodusuje interpretaci
a zvysuje produktivitu laboratofe, zatimco dra-
maticky snizuje ndklady na ¢inidla i na praci.
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NGS diagnostika somatickych
mutaci

Kubikova I.

GeneTiCA, s.r. 0.

Do diagnostiky somatickych mutaci se kromé
zavedenych technologii, jako je hybridizace nebo
RT-PCR, zacinajf prosazovat nové technologie. Kromé
digitalni PCR je to pak zejména NGS, kterd umozriuje
hluboké sekvenovani vybranych Usekd gend ¢i ce-
lych gend. Dostupna NGS feseni umozriuij provadét
rutinni diagnostiku a v pfipadé vyuZitf rozsitenych
panell i studie zaméfené na nové potencidlni cile.

lllumina feSeni nabizf panel Trusight Tumor,
ktery cili na vybrané mutace u 26 gent. Panel je
zalozen na sekvenovani amplikond pficemz pri-
mery jdou navrzeny tak, ze sekvenujeme kazdé
vldkno specifickou sadou primerdi.

Multiplicom nabizi panely pro diagnostiku
somatickych mutaci jak z biopsii, tak i z parafi-
novych fez(. Panel SOMATICT zahrnuje geny
KRAS, NRAS a BRAF. Jednd se o triplex, ale panel
Ize rozdélit a pak diagnostikovat zvlast plex 1
(KRAS, NRAS a E15 BRAF) a plexy 2 a 3 (BRAF). Pro
nemalobunécné karcinomy plic je pak urcen kit
EGFR (exony 18 — 21). Panel GIST pro diagnostiku
gastrointestindlniho tumoru pak cili na geny cKit
a PDGFR-a. Celé fedeni je zalozeno na dvou PCR
reakcich. Vyhodou je moznost panely kombino-
vat a sekvenovat vie v jednom béhu.

U diagnostiky somatickych mutacije ddlezita
citlivost metody. U technologie NGS dosahujeme
pozadované citlivosti pomoci vysokého poctu
¢teni. Kapacita sekvenatoru MiSeq ndm v kom-
binaci s volbou vhodného sekvenacniho cipu
umozni dosdhnout ekonomicky rozumné ceny
v zavislosti na poctu vzorkd a poctu a velikosti
sekvenovanych gen0.

Abstrakty

Vyuzitie neinvazivnej metody
Tekutej Biopsie v nadvdznosti na
NGS analyzu a analyzu pomocou
digitalnej PCR
Jankowski S.
Thermo Fisher Scientific, GSD, Pariz,
Francuzsko

Spracovanie a analyza vzoriek s vyuZitim ne-
invazivnych metdd, ako napriklad Liquid Biopsy,
ponuka viacero pozitivnych vplyvov nielen na
pacientov, a kedZe sa v praxi stretdvame s mnoz-
stvom vzoriek v podobe krvi, je pre vyskum,
rovnako ako pre klinickd prax, dolezité vyuzivat
pracovné postupy, ktoré umoznuju s tymito
vzorkami nardbat efektivne a spracovat ich bez
zbytocnej ¢asovej ndro¢nosti. Jednym zo spo-
sobov je spojenie platforiem pre Liquid Biopsy,
ktoré takéto vzorky spracovavaju a pripravuju na
analyzu so systémami NGS detekcie a systémami
pre digitdlnu PCR. Ci uz ide o detekciu zameranu
na cirkulujuce tumorové bunky, alebo cfDNA, tak
uplatnenie tychto metodik ma pred sebou este
velkd buducnost.

Vyuziti analyzy obrazu v patologii
- praktické aplikace
Uberall 1.7, Balik V.2, Minaftik J.23, Flodr P.,
Kolar Z.!
'Ustav klinické a molekularni patologie,
LF UP, Olomouc
2Neurochirurgicka klinika, FN Olomouc,
Olomouc
3Hematoonkologicka klinika, FN
Olomouc, Olomouc

Tématem prispévku bude stru¢ny tvod do
problematiky analyzy obrazu jako kvantifika¢ni
metody. Budou popsény vyhody a nevyhody
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analyzy obrazu a bude upozornéno na metodic-
ke limity pfi jejim pouZiti. Rovnéz bude komen-
tovdna moznost kombinace pocitacové analyzy
obrazu a virtudlni mikroskopie. Nastinéna bude
problematika méfeni fraktdInf dimenze jako moz-
ného diagnostického nastroje. V praktické ¢asti
prednasky budou akcentovany priklady klinic-
kého vyuziti analyzy obrazu a praktické aplikace

na Ustavu klinické a molekularni patologie, a to
jak na Ustavu samotném (IHC obrazova analyza),
tak pfi spolupraci s klinikami Fakultni nemocnice
v Olomouci (méfeni tloustky zilnich splavt dura
mater (Neurochirurgicka klinika) a mérenf histo-
morfologickych parametr( kostni hmoty u mno-
hocetného myelomu (Hematoonkologicka
a lll. interni klinika).
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Molekulovad patologia nadorovych

ochoreni lV.

Karcinogenéza sporadickych
kolorektalnych karcinémov
z pohladu histomorfolégie
a molekulovej bioldgie
Kalman M., Plank L.
Ustav anatomickej patologie JLF UK
a UNM, Martin
Konzulta¢né centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF
UK a UNM, Martin

Kolorektalny karciném je jednym z najcastej-
sich zhubnych epitelovych nddorov a jednou
z najcastejsich pricin Umrtia na malignitu vo
svete. Na zdklade poznatkov z histomorfoldgie
a molekularnej genetiky dnes pozname niekolko
sposobov, akymi vznikéd KRK, a méZzeme ich podla
toho rozdelit na skupinu sporadickych, heredi-
tarnych a IBD asociovanych. Najvacsiu skupinu
tvoria sporadické KRK, pri ktorych rozozndvame
dve hlavné cesty karcinogenézy. Priblizne 70 %
sporadickych KRKvznika z konven¢nych adeno-
mov a su asociované prevazne s mutaciou APC,
KRAS a p53 génov, ako aj s vyssou frekvenciou
chromozémovej nestability. Na druhej strane
je tu minoritnd, no o to heterogénnejsia skupina
sporadickych KRK vznikajuca z prekurzorovych
|ézif oznacovanych ako serdtne adendmy, ktora
je na molekulovo-genetickej Urovni asociovana
s metylaciou CpG ostrovéekov, mutaciou BRAF
alebo KRAS génu a ¢astou mikrosatelitovou ne-
stabilitou. Vyskum v tejto oblasti prindsa nové
poznatky o bioldgii tumoru a otvara nové moz-
nosti vo vztahu k progndéze a terapii.

Podporené grantovym projektom MZSR
2012/24-UKMA-1 ,Detekcia prediktivne relevantnych
parametrov v diagnostickom algoritme bioptického
vySetrenia karcindmu hrubého creva a pltic” a pro-
jektom financovanym zo Strukturdlnych fondov
EU ,Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed
Martin)’, ITMS kéd 262202201787,

Expression but not genetic
variations of the MTDH gene is
correlated to clinical outcome of
colorectal cancer patients
Tichal."? Gnosa S, Xiao-Feng S.
'Division of Oncology, Department of
Clinical and Experimental Medicine,
Faculty of Health Sciences, County
Council of Ostergétland, University of
Linkoping, Linkdping, Sweden
%Institute of Pathology, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague
and General University Hospital in
Prague, Prague, Czech Republic
Objective: Colorectal cancer (CRC) is the
third most common cancer in men and the se-
cond in women worldwide. The therapy of CRC
has been critically improved during the past
two decades, but the treatment response varies
significantly between different treatments and
patients. Therefore it is necessary to search for
biomarkers related to more suitable prognosis
and treatment. Metadherin (MTDH; MIM#610323),
also called Astrocyte elevated gene 1 (AEG-T),
is located at chromosome 822 and involved

www.solen.sk | Martin 2015 | Dni molekulovej patolégie



Abstrakty

in carcinogenesis. Amplification of loci 8g22
has been shown in CRC and other malignan-
cies. MTDH protein is markedly overexpressed
in many types of cancersThe MTDH polymor-
phisms have been related to breast or ovarian
cancer susceptibility.The aim of this study was
to analyze MTDH genetic alterations and ex-
pression and relationship to clinicopathological
variables in CRC.

Methods: We analysed variants and expres-
sion of MTDH by direct sequencing, gPCR, and/
or immunohistochemistry in 593 CRC tumors
(including 158 rectal cancer patients from the
Swedish clinical trial of preoperative radiothe-
rapy (preRT)).

Results: We described 29 novel exonic/
intronic variants in the MTDH gene. 4/8 exonic
variants were assessed pathogenic (in silico).
MTDH mRNA and protein was up-regulated
in primary tumors and metastases compared
with normal mucosa (p < 0,006). In rectal cancer
patients from the Swedish trial of preRT, high
MTDH expression correspond with higher risk
of distant recurrence and disease-free survival
(p = 0,009, p = 0,007 respectively) only in pa-
tients receiving preoperative RT, independently
of the tumor stage.

Conclusion: Expression of MTDH is an inde-
pendent prognostic factorfor distant recurrence
and disease-free survival in rectal cancer patients
after treatment with preoperative RT. We did not
find prognostic or predictive value of the MTDH
genetic variants in CRC.

The study was supported by grants from the
Swedish Cancer Foundation, Swedish Research
Council, the Health Research Council in South-East
Sweden, and the LiU cancer network.

Nase skusenosti s detekciou
mutacii génu RAS v DNA izolovanej
z parafinovych rezov biopticky
vysetrovaného tkaniva pacientov
s kolorektalnym karcinémom
Tilandyova P, Kalman M."?, Minarik G.3,
Lasabovd Z.4, Plank L."2
'Martinské bioptické centrum, s.r. 0.,
Martin
?Ustav patologickej anatomie JLF
a UNM, Martin
3Katedra molekulovej biolégie PriF UK,
Bratislava
*Ustav molekulovej biolégie JLF, Martin
Uvod: Kolorektélny karciném ¢asto a rychlo
metastazuje (MCRC) a patri medzi najcastejsie
zhubné nédorové ochorenia v nasej popula-
cii. V. manazmente pacientov sa vyuzivaju nové
modality tzv. cielenej lie¢by — blokady EGFR re-
ceptora anti-EGFR monoklonovymi protilatkami.
Ich indikovanie si sprvu vyzadovalo ,len” imu-
nohistochemicky dokaz expresie EGFR proteinu
v biopticky vysetrovanom tkanive CRC, neskor
sa ukdzal vyznamnejsi stav génov rodiny RAS,
a to KRAS a recentne aj NRAS. Stanovenie ich
mutacného stavu ma prediktivny vyznam, lebo
pripady s mutovanym stavom su rezistentné na
liecbu EGFR inhibitormi. Celkovo priblizne 40 %
pacientov s MCRC nesie mutacie v exéne 2 a 3
génu KRASv koddnoch 12,13 a 61, ktoré boli do-
teraz testované rutinne aj na nasom pracovisku.
Dalsich 10 - 15 % pacientov mdze mat iné novo
testované mutdcie, a to génu KRAS v exdne 4
v koddénoch 117 a 146, alebo génu NRAS v exd-
noch 2 — 4 v koddnoch 12, 13, 59, 61, 117 a 146.
Metédy: Na zdklade poziadaviek onkolo-
gickej praxe sme doplnili existujuce doterajsie
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moznosti detekcie mutéacie génu KRAS v DNA
izolovanej z parafinovych rezov biopticky vyse-
trovaného tkaniva o analyzu mutdcii v exéne 4
génu KRAS a o vo vietkych troch exénov génu
NRAS. Po testovani roznych analytickych modalit
a validacii novych analyz sme do rutinnej praxe
zaviedli uvedené doplnenie testov pomocou
analyzatora Cobas® Z 480, ktory uskutocriuje
detekciu mutécie analyzou krivky topenia Tm
pomocou hybridiza¢nych sond. V praci pred-
kladdme vysledky diskutovanych analyz DNA
zZiskanej pod kontrolou patoléga z biopsif mCRC
testovanych v obdobf 11/2008 — 04/2015.

Vysledky: Od novembra 2008 sme stano-
vili mutac¢ny status v géne KRAS a od konca ro-
ku 2013 mutacny status v géne NRAS v subore
3 234 pacientoy, pricom pacienti bez mutacie
predstavuju 54 % z celkového poctu pacien-
tov, pacienti s mutaciou 46 %. V sérii 503 pripa-
dov mCRC, v ktorych sme v priebehu obdobia
11/2013 - 04/2015 v sulade s doteraz existuju-
cimi normami testovania stavu KRAS zistili stav
tzv. KRAS exdn 2 a 3 ,wild-type”, sme dodatoc-
nou analyzou zmien ostéavajucich exdénov KRAS
a NRAS zistili: a) mutaciu génu KRAS v kodone
117 exénu 4 u 6 pacientov (1,2 % pripadov su-
boru), b) mutéciu KRAS v koddne 146 exdnu 4
u 24 pacientov (4,8 %), ¢) mutaciu génu NRAS
v koddne 12/13 exdnu 2 u 24 pacientov (4,8 %),
d) mutéciu génu NRAS v koddne 61 exdnu 3 u 15
pacientov (3 %), zatial ¢o e) v Zziadnom pripade
sme nezistili mutéciu v kodénoch 117 a 146 exo-
nu 4 génu NRAS.

Zaver: Zaviedli sme metddu komplexného
testovania somatickych mutacii génov RAS do-
stupnu kazdému pacientovi s mCRC, ktorého
biopticky materiél spiita akceptované standardy

Abstrakty

testovania. Frekvencia vyskytu zistenych mutdcif
v exénoch 4 génu KRAS a v exdbnoch 2 a 3 gé-
nu NRAS v naSom subore je porovnatelna s vy-
skytom mutdcii uddvanom v inych podobnych
prehladnych analyzach. Vysledky nami imple-
mentovanych testov sa stali délezitym predikto-
rom cielenej liecby pacientov s mCRC pomocou
anti-EGFR monoklonovych protildtok.

Tdto Studia bola podporend projektom MZ SR
2012/24-UKMA-1.

A single-centre experience with
broader predictive testing for
anti-EGFR therapy in metastatic
colorectal cancer patients
Hajkova N.,Ticha I., Dundr P.
Institute of Pathology, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague
and General University Hospital in
Prague, Prague, Czech Republic
Objective: Since late 2013 the evidence of
wild type KRAS and NRAS in exons 2 — 4 have
been required before initiating anti-EGFR
treatment (cetuximab and panitumumab) in
Czech metastatic colorectal cancer (mCRC)
patients. The aim of this report is to show the
importance of inclussion of exon 4 of KRAS and
NRAS exons 2 — 4 into predictive testing compare
with previous testing only in KRAS exons 2 — 3.
Methods: DNA from 231 formalin-fixed
paraffin-embedded tissue, collected between
January 2014 — March 2015, was isolated using
QlAamp DNA Mini Kit or cobas DNA Sample
Preparation Kit. Samples with > 10% of tumour
cells were examined. Macro-/micro-disection
was applied when needed. Techniques based
on real-time PCR and melting analysis (Diacarta;
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LightMix; Cobas) or multiplex PCR followed by
hybridization (Strip AssayVienna Lab) were
applied.

Results: KRAS mutations in exons 2 and 3
were in 35,1 % (81/231) patients. Broader tes-
ting identified additional 25,3 % (38/150) RAS
mutations: 10,7 % (16/150) in KRAS exon 4, 8,7 %
(13/150) and 6 % (9/150) in NRAS exon 2 and 3,
respectively.

Conclusion: Extension of RAS testing revea-
led another 16,5 % (38/231) of mCRC carriers of
RAS mutation who are unlikely to benefit from
anti-EGFR treatment. Inclusion of other genetic
factors related to prognosis and/or prediction is
necessary to improve targeted therapy.

This work was supported by Charles University
in Prague, project PRVOUK-P27/LF1/1.

Geneticka diagnostika pri
nadoroch kolorekta na OLG OUSA
Zavodna K.', Markus J.!, Bartosova Z.,
Kajo K.2, Kone¢ny M.!
'Oddelenie lekarskej genetiky, Ustav
laboratérnej mediciny, OUSA, Bratislava
2Ustav patoldgie SZU a OUSA, Bratislava
Vznik a vyvoj kolorektéineho karcinému suvi-
si s akumulaciou viacerych genetickych zmien.
Tieto zmeny, respektive mutacie mézu ovplyvrio-
vat biologické vlastnosti tumoru (napriklad rych-
lost rastu, schopnost tvorit metastazy, odpoved
na lie¢bu). Vzhladom na tento fakt sa mutacny
stav génov postupne zacina vyuzivat v klinickej
praxi ako prognosticky a prediktivny marker.
Na OLG OUSA sa vysetruju mutacie v génoch
RAS (KRAS/NRAS), ktoré predstavuju Standardny
prediktivny marker pri lie¢be kolorektélneho kar-
cindmu inhibitormi EGFR bunkového receptora.

Paralelne vysetrujeme mutdciu pV60OE v géne
BRAF s moZnostou vyuZitia ako doplnkového
prognostického a/alebo prediktivneho markera.

Daldou moznostou genetickej diagnostiky
pri nddoroch kolorekta je vysetrenie mikrosate-
litovej instability (MSI). MSI predstavuje pozitivny
prognosticky a negativny prediktivny marker pre
efekt 5-FU terapie u pacientov s kolorektalnym
n&dorom v $tadiu Il.

ViySetrenie MSI a imunohistochemickd ana-
lyza (IHC) MMR proteinov predstavuje aj vyso-
kosenzitivny skriningovy test na hereditarny
nepolypodzny karcindm kolorekta (Lynchov syn-
drém, HNPCC, LS) asociovany s defektom v MMR
reparacnom systéme DNA. VySe 90 % HNPCC
nadorov vykazuje MSI pozitivitu v porovnani
s 15 % sporadickych kolorektélnych nddorov.
Vhodnym markerom na odliSenie sporadického
MSI néddoru od HNPCC asociovaného nadoru je
vySetrenie mutacie pV600E v géne BRAF. U pa-
cientov s MSI pozitivnym ndlezom navrhujeme
realizovat genetickd konzultdciu zameranud na
posudenie osobnej a rodinnej anamnézy. Ciefom
nasledného vysetrenia je identifikovat kauzalnu
mutdaciu v MMR génoch veducu k vrodenej pre-
dispozicii na karciném kolorekta, pripadne iné
typy nddorov (najma endometria).

Na nasom pracovisku vysetrujeme zérodoc-
né mutécie v MMR génoch MLH1, MSH2, MSH6
u pacientov, ktori splhaju medzindrodné indi-
kacné kritéria na uvedené testovanie. V pripade,
ak sa u pacienta identifikuje kauzalna mutacia, je
mozZné vysetrit asymptomatickych jeho pribuz-
nych. U jedincov s mutdciou je ndsledne mozné
indikovat preventivne opatrenia veduce k od-
haleniu HNPCCasociovanej nadorovej choroby
v pociato¢nom $tadiu.
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Pacienti s kolorektdlnym karcinomom maju
takto k dispozicii komplexny balik genetickych
vysetreni, ktory klinikovi poskytne komplexnu
informéaciu o nadorovom ochoreni — od poten-
cidlnej odpovede na lie¢bu aZ po pripadné de-
di¢né pozadie ochorenia.

Metody detekcie mikrosatelitnej
instability a inaktivacie
tumorsupresorovych génov
hypermetylaciou CpG ostrovov

v DNA sekvencii

Kasubova I."2

'Ustav molekulovej biolégie JLF, Martin
2Ustav patologickej anatomie JLF

a UNM, Martin

Mikrosatelitnd instabilita je zmena dizky mi-
krosatelitov sposobend inzerciou alebo deléciou
repetitivnych sekvencii v nddorovom tkanive,
ktoré porovndvame s dizkou sekvencii mikro-
satelitov v zdravom tkanive toho istého jedinca.

Detekcia mikrosatelitnej instability je zalozena
na PCR analyze a ndslednej fragmentovej analyze.
Ciefom je zachytenie zmien v sledovanych marke-
roch, ktoré indikuju nestabilitu gendmu. Pre detek-
ciu mikrosatelitnej instability sa pouZiva niekolko
markerovych panelov. Po PCR reakcii realizovanej
pouzitim komercnych kitov je produkt analyzovany
fragmentovou analyzou, zaloZzenou na kapilarnej
elektroforéze a detekcii fluorescencne znacenych
fragmentov laserom. Vysledkom fragmentécie je
digitalizacia signalu a nasledné vyhodnotenie frag-
mentacie pomocou softwaru GenMapper.

Pre stratifikdciu pacientov s kolorektalnym
karcindmom a vysokym stupriom mikrosatelitnej
instability je zaroven potrebné sledovat mety-
ldciu v promaotorovej oblasti mismatch repair

Abstrakty

génov, najma v géne MLHI. Pripadnu inaktiva-
ciu tohto génu je mozné detegovat metylacne
$pecifickou PCR a néslednym vyhodnotenim
vysledkov v agarézovej elektroforéze.

Aplikdciou uvedenych metdd molekulovej
bioldgie pre klinickd diagnostiku je mozné pris-
piet k stratifikacii pacientov s Lynchovym syn-
drémom a sporadickym karcinémom.

Tdto studia bola podporend grantovym projek-
tom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinému hrubého
¢reva a plic” a projektom financovanym zo struk-
turdlnych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)’, ITMS kdd 262202201787,

Identifikacia pacienta s Lynchovym
syndromom bez zaznamenanej
rodinnej anamnézy pomocou
metody MSI, MSP pre MLH1 a BRAF
mutdcie a NGS analyzy
Kasubova I'., Holubekova V., Kalman M.?,
Gemzova K."?, Krsiakova J.3, Plank L.?,
Lasabovd Z."*
Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekarska fakulta
a Univerzitna nemocnica v Martine
'Ustav molekulovej biolégie JLF UK, Martin
2Ustav patologickej anatomie JLF UK
a UNM, Martin
30ddelenie lekarskej genetiky UNM,
Martin
“Martinské centrum pre biomedicinu
BioMed Martin, divizia Onkoldgia,
Martin

Uvod: Lynchov syndrém je jednym z naj-
Castejsich hereditarnych nadorovych syndromov
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sposobeny germinalnymi mutdciami v génoch
systému MMR (mismatch repair) — MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2. Jednym z diagnostickych kritérif
je detekcia mikrosatelitnej instability (MSI) v na-
dorovom tkanive pacientov so zaznamenanou
rodinnou anamnézou. Nasledne je indikovana
sekvendcia uvedenych génov. MSI je definovana
ako rozdiel vo velkosti Specifickych STR (short
tandem repeats) sekvencii v nddorovom tka-
nive v porovnani s ich velkostou v nenddorovom
tkanive u tej istej osoby. Okrem germinalnych
mutacii moze byt pricinou MSI aj somaticka
hypermetylacia CpG ostrovcekov v oblasti pro-
motoru MLHT ainych génov a vyskytuje sa v spo-
radickych kolorektalnych karcinémoch (KRK).
V sporadickych KRK s MSI je pozorovany aj ¢asty
vyskyt mutdcie V60OE génu BRAF. Stanovenie MSI
v tkanivach pacientov s KRK spolu s identifikaciou
proteinovej expresie pomocou imunohistoché-
mie (IHC), hypermetylacie MLHT a mutacie V60OE
BRAF predstavuju novy nastroj na stratifikdciu
pacientov so sporadickym a dedi¢nym KRK.
Material a metodika: Zatial sme analyzo-
vali vzorky DNA od 100 pacientov operovanych
v UNM s KRK diagnostikovanym na zéklade pred-
chadzajucich histopatologickych vysetreni. DNA
sme izolovali z parafinovych rezov a MSl analyza
bola uskuto¢nend pomocou MSI Analysis System,
Version 1 (Promega USA) s piatimi monunukleo-
tidovymi STR markermi v automatickom gene-
tickom analyzatore AB3500 podla protokolu vy-
robcu. Ako MSI-H boli vyhodnotené vzorky s viac
ako jednym nestabilnym markerom, MSI-L pred-
stavuju vzorky s jednym nestabilnym markerom
a MSS su vzorky bez nestabilného markera. BRAF
mutdcie V600E sme analyzovali pomocou ale-
lovo-$pecifickej PCR a verifikovali sekvenaciou

podla Sangera pomocou BDT v1.1 (Thermo
Fisher, USA). Na detekciu metylacie MLHT sme
vyuzili nested metyla¢ne-Specifickd PCR v pro-
métorovej oblasti génu. Na NGS analyzu sme
vyuzili TrueSight Cancer Panel (lllumina, USA),
kniznicu sme pripravili podla ndvodu vyrobcu
a NGS analyzu sme previedli na zariadeni MiSeq.
Bioninformatické vyhodnotenie bolo spracované
pomocou Variant Studio software za spoluprace
so spolo¢nostou Genetica.

Vysledky: Zo 100 vzoriek KRK sme zistili 17
s MSI-H, zktorych 10 bez V600E mutacie v géne
BRAF. Jeden pacient bol na zaklade tychto vy-
sledkov (vratane IHC) odporuceny na geneticku
konzultaciu. Z DNA izolovanej z krvi tohto pa-
cienta bola v pomocou NGS analyzy zistend mu-
tacia posunovéa mutacie, delécia 4 nukleotidoy,
ktord dosial nebola opisana — c. 1627_1630del
AAAG, p. (Glu544Lysfs*) v exdne 4 génu MSHe6.
KedZe pacient podstupil aj molekulovu diagnos-
tiku cez zazmluvneného poskytovatela, bola této
mutécia potvrdena aj Sangerovou sekvenaciou
a bola vylucend aj delécia pomocou metédy
MLPA.

Zaver: Stanovenie MSI, analyza pritomnosti
BRAF mutdcie a MLHT metylacie spolu s imuno-
histochemickym vysetrenim MMR proteinov
a v tkanivach pacientov s KRK ndm davaju nové
moznosti skriningu pacientov s dedi¢nym a spo-
radickym KRK.

Tdto studia bola podporend grantovym proje-
ktom MZSR 2012/24-UKMA-1 ,, Detekcia prediktivne
relevantnych parametrov v diagnostickom algo-
ritme bioptického vysetrenia karcinému hrubého
Creva a pluc” a projektom financovanym zo Struk-
turdinych fondov EU ,Martinské centrum pre bio-
medicinu (BioMed Martin)’, ITMS kdd 262202201787
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Vplyv apoptotickych inhibitorov
na bunky multiformného
glioblastomu in vitro
Blahovcova E., Racay P.,, Murin R.,
Dobrota D., Hatok J.
Ustav lekarskej biochémie JLF UK, Martin
Uvod: Multiformny glioblastém je biologicky
najagresivnejsim a najcastejsie sa vyskytujucim dru-
hom mozgového nadoru u dospelych. Klinickym
$tandardom v lie¢be glioblastému je operativne
odstranenie nadoru, radioterapia a chemoterapia,
pricom progndza pre pacientov je horsia v porovna-
nf'sinymi typmi nddorov mozgu. Apoptotické inhibi-
tory posobia selektivne ABT-737 (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl),
BH3I (Bcl-xI), MIM-1 (Mcl-1) a predstavuju potencialne
nové moznosti v terapii nadorovych ochorent.
Ciel: V nasej praci sme studovali prezivanie
[udskej glioblastomovej bunkovej linie (T98G) po
ovplyvnenf selektivnymi apoptotickymi inhibftor-
mi (ABT-737 BH3I, MIM-1) in vitro a sledovali kvanti-
tativne zmeny v hladinéch expresie apoptotickych
génov pri bunkdch multiformného glioblastému
po pbdsobeni apoptotickych inhibitorov.
Material a metody: PreZivanie glioblastémo-
vej bunkovej linie T98G sme hodnotili pomocou cy-
totoxického metyl-tiazol tetrazoliového (MTT) testu.
Zmenu v hladinach expresie génov asociovanych
s apoptdézou (n = 93) sme kvantifikovali pouzitim
TagMan®Human Apoptosis Array medzi skupinami
ovplyvnenymi apoptotickymi inhibitormi (indivi-
dudlne) a kontrolnou skupinou glioblastémovych
buniek kultivovanych za Standardnych podmienok.
Vysledky: Prezivanie buniek multiformné-
ho glioblastému in vitro poukazovalo na relativ-
nu rezistenciu proti apoptotickym inhibitorom

BH3I a MIM-1 (individudIne), zatial ¢o ABT-737
mal inhibi¢ny efekt aj v nizkych koncentraciach.
Identifikovali sme niekolko potencidlne apopto-
tickych génov, ktoré preukazovali viac ako 2,0-na-
sobnu zmenu v hladindch expresie pri glioblasto-
movych bunkach po ovplyvneni apoptotickymi
inhibftormi v porovnani s intaktnou kontrolou.

Zaver: Apoptdza je komplexny mechanizmus,
ktory zahffia mnozstvo vzajomne poprepéjanych
aovplyviujucich sa bunkovych drah. Monitorovanie
citlivosti bunkovych linif proti novym ldtkam s poten-
cidlne pozitivnym ucinkom umoziuje hladat nové
terapeutické postupy v liecbe nadorovych ochoren.
Urcenie odlisne exprimovanych fudskych génov aso-
ciovanych s apoptdzou moze prispiet k pochopeniu
mechanizmu apoptdzy v glioblastomovych bunkach.

Podakovanie: Prdca bola podporend grantom
APVV-0224-12.

Hevylite reagents -
imunohistochemicka studie
Latalova P!, Pika T.?, Flodr P!
'Ustav klinické a molekularni patologie
LF UP, Olomouc
2Hematoonkologicka klinika FN, Olomouc
Uvod: Hevy/light chain reagents jsou pri-
marni protilatky, které se vazi soucasné na tézky
a lehky fetézec imunoglobulinu. Oproti standard-
nimu samostatnému imunohistochemickému
stanoveni lehkych nebo tézkych fetézcl mize
tato metoda pfinést zvyseni senzitivity pfi vy-
Setfovani plazmocytoidni nadorové populace.
Material a metody: Pilotni studie zahrnovala
sedm pacientd s histologickou diagndzou plazmo-
cytdmi myelom (dva pacienti IgG lambda, jeden
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IgG kappa a jeden IgA kappa) a lymfoplazmocy-
tarni lymfom (LPL; dva pacientilgM kappa a jeden
IgM lambda). Imunohistochemicka analyza byla
provedena na fezech z parafinovych tkariovych
bloc¢kd standardné odvapnénych trepanobiop-
tickych vzorkd a u jednoho pacienta s LPL také na
vzorku lymfatické uzliny. Panel imunohistoche-
mického vysetfeni zahrnoval primdrni protilatky
anti-CD138, anti-kappa, anti-lambda, anti-CD79%,
anti-lgM, anti-IgG, anti-IgA a dudini protilatky proti
tézkému/lehkému fetezci (IgGkappa, lgGlambda,
lgMkappa, lgMlambda, IgA kappa). Kombinace du-
alnf protilatky proti tézkému/lehkému fetézci byla
vybrana pro konkrétni vzorky podle dffve diagnos-
tikovaného typu produkovaného lehkého fetézce.

Vysledky: CD138+ bunky byly ve vzorcich
zastoupeny v rozmezi 30 — 90 %. V poloviné
pfipadl jsme pozorovali pozitivitu viech tif du-
alnich protildtek, ve zbyvajicich ¢tyfech vzorcich
byly pozitivni dvé dualni protildtky (IgMkappa
nebo IgMlambda, IgGkappa nebo IgGlambda).
PYi vysetfeni protildtkami proti samostatnym téz-
kym fetézclim byly ve vsech vzorcich detekovéany
nadorové bunky s pozitivitou IgG, IgA pozitivita
se vyskytovala pouze u pfipadu IgA myelomu
a lgM pozitivni bunky byly zjistény pouze u lym-
foplazmocytarniho lymfomu.

Diskuze a zavér: V pilotni studii o pouzivani
dudlnich hevy/light chain primdarnich protilatek
jsme zjistili vysoké zastoupeni falesné pozitivnich
vysledkd. Vzorky od pacientl s IgG myelomem
byly pozitivni také v reakci s dudlnf protildtkou
s tézkym fetézcem IgM a IgA, ackoliv samostat-
né stanoveni anti-IgM a anti-IgA bylo negativni.
Soucasnou pozitivitu IgM/lehky fetézec a lgG/leh-
ky fetézec u vysetfenych LPL nelze spolehlivé hod-
notit, nebot v téchto neoplastickych bunkach je

exprese obou tézkych fetézcl popisovana. Jeden
trepanobiopticky vzorek s LPL viak byl pozitivn{
také s anti-lIgAlambda, pficemz vysetieni anti-IgA
bylo negativni. Z nasich vysledkd vyplyva, ze pou-
Zitt hevy/light chain protilatek u vzorkd kostnf dre-
né je zna¢né limitovano s pfedpokladem nedudlini
,single” vazby jedné soucasti dudlni protilatky.
Predpokladame i mozny vliv preanalytické faze
zpracovani vzorkd pfi procesu odvapnéni trea-
panobioptickych tkani. Tyto hypotézy je nutno
ovefit v pokracovani studie.

Molecular mechanisms of
brassinosteroid action and receptor
interactions in human hormone-(in)
dependent carcinoma cells
Steigerova J."?, Rarova L.3, Oklestkova J.4,
Levkova M.?, Kolar Z."2, Strnad M.>#
'Laboratory of Molecular Pathology,
Department of Clinical and Molecular
Pathology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc
’Institute of Molecular and Translation
Medicine, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University and
Faculty Hospital in Olomouc
3Centre of the Region Han4 for
Biotechnological and Agricultural
Research, Department of Growth
Regulators, Faculty of Science, Palacky
University, Olomouc
“‘Laboratory of Growth Regulators,
Palacky University & Institute of
Experimental Botany ASCR, Olomouc
The study of plant-derived compounds with
effect at the molecular level has become an impor-
tant approach in the selection of new agents with
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antitumour activity in humans. Brassinosteroids
(BRs) are plant growth regulators representing
a group of newly-discovered agents with rela-
tively wide-ranging effects in plants. Like steroid
hormones in animals, structurally BRs consist
of a cholesterol skeleton with various hydroxyl
substitutions and functional groups required for
biological activity. To date, over 70 BRs have been
identified in 50 plant species and currently over 40
brassinosteroid metabolites and their conjugates
are known. Natural BRs and their synthetic deriva-
tives caused growth inhibition, cell cycle arrest and
initiation of apoptosis in different human cancer
cell lines. Based on the structural motifs of these
agents, a possible explanation for their cytotoxic
effects is that they may bind to steroid receptors.
In hormone-sensitive cancer cells derived from
breast and prostate carcinomas, BR treatment re-
sulted in alterations of localization and expression
of the steroid hormone receptors (ER-q, ER-(3, AR).
The comparison of the effects of natural BRs and
their analogues on steroid receptors, and detailed
characterization of their influence on hormone-
-sensitive and hormone-insensitive human carci-
nomas, could both provide extend fundamental
knowledge of hormone-receptor interactions and
have valuable medical applications.

This work was supported by grant LF_2015_008,
LO1304 and LO1204.

The effect of fibrates on cell
viability

Cizkova K.', Steigerova J.2, Ehrmann J.":2
'Department of Histology and
Embryology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc
2Laboratory of Molecular Pathology &

Department of Clinical and Molecular
Pathology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc
Fibrates are clinically widely used drugs for
treatment of dislipidemias. Moreover, there are
a lot of studies describing their potential for can-
cer treatment and chemoprevention. That's why
we studied effect of fenofibrate, bezafibrate and
gemfibrozil on cell proliferation in three different
human cell lines: one nontumorous cell line HEK293
(human embryonic kidney), and two carcinoma cell
lines HepG2 (hepatocellular carcinoma), and HT-29
(human colorectal adenocarcinoma) by WST-1 cell
proliferation assay. Our results show that at lower
concentrations of all tested fibrates, viability of all
tested cell lines is increased, whereas at higher
concentrations, repression is apparent. Then we
studied changes in expression of cell cycle regula-
tory proteins by immunocytochemistry. Our results
shows increased number of cells expressing cyclin E
and decreased number of cells expressing Cdc25A
in all tested cell lines. Moreover, in HepG2 and HT-29
cell lines, cyclin A was elevated too. These effects
are concentration-dependent. Cyclin E and cyclin
A are regulators of late G1 and S phases of cell cycle.
Both of these cyclins bind to cyclin-dependent
kinase 2 (CDK?2). For activation of these complexes,
dephosporylation by Cdc25A is required. Although
it has been described that Cdc25A downregulati-
on is enough for cell cycle arresting, we suppose
that at maximum viability concentrations, Cdc25A
downregulation is not sufficient for this effect. We
suggest that fibrates could have benefical effects
only in treatment of certain types of tumours (as
described in literature) however these effects are
probably not general. Thus, their potential usage for
cancer treatment should be considered carefully.
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Analyza mikroRNA u pacientov
s kolorektalnym karcinomom
Sarlinova M., Halaova E.2
Ustav lekarskej biochémie JLF UK,
Martin
2Ustav lekarskej bioldgie JLF UK, Martin

Uvod: Predpokladom Uspesnej liecby na-
dorového ochorenia je v mnohych pripadoch
jeho ve¢asna diagnostika. Jednou z moznosti,
ako ndjst nové spdsoby molekuldrnej detekcie
nadorového ochorenia, je vyuzitie skupiny no-
voobjavenych kratkych molekdl RNA — mikroR-
NA (miRNA), ktoré su povaZované za novodobé
biomarkery onkologickych ochorent.

miRNA su vyznamné reguldtory génovej ex-
presie, ktoré kontroluju fyziologické i patologické
procesy v organizme. Tvoria skupinu nekédujucich
jednoretazcovych Usekov RNA, ktorych di?ka sa
pohybuje v rozmedz{ 19 — 25 nukleotidov. Rbzne
studie opisuju, Ze miRNA dokadzu pdsobit ako
onkogény alebo nadorové supresory. Podielaju
sa na riadeni proteosyntézy, s schopné regulo-
vat aktivdciu génov na posttranskripcnej Urovni
a zUcastnuju sa na regulacii bunkového cyklu.

Metodika a material: V rdmci Studie bola
analyzovana expresia mikroRNA u 35 pacientov
s diagnostikovanym kolorektdlnym karcindmom
a 30 kontrolnych, zdanlivo zdravych jedincov.
Zo vzoriek periférnej krvi bola vyizolovana cel-
kovd RNA a pomocou kvantitativnej Real-Time
PCR stanovena expresia 5 mikroRNA (miR-143,
miR-221, miR-21, let-7a, miR-155). Na stanovenie
vhodnej endogénnej kontroly a normalizaciu
dat boli testované tri referencné gény (RNUGB,
RNU44, RNU48).

Vysledky: Na zéklade vysledkov softvéru
GenEx sme na normalizéciu expresie studova-

nych mikroRNA pouzili ako vnutornd kontrolu
referenc¢ny gén RNU48. Hladiny miRNA sme tiez
korelovali s vybranymi klinicko-patologickymi
parametrami pacientov. Statistické hodnote-
nie sme realizovali pouzitim Mann-Whitney
a Kruskall-Wallis testu.

Zaver: Stanovenie expresnych profilov
miRNA z krvi pacienta patri medzi moderné sp6-
soby identifikdcie biomarkerov na skoru diagné-
zu nadorovych ochorenf a urcenia progndzy i
liecebnej odpovede pacientov.

Prdca bola podporend grantom Ministerstva
Skolstva SR APVV-0412-11.

Multiple myeloma and bone
marrow microenvironment -
immunohistochemical study
Flodr P, Minarik J.2, Pika T.2, Bacovsky J.2,
Latalova P!, Pusciznova P.?, Scudla V.2
'Department of Clinical and Molecular
Pathology, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic
2 Department of Hemato-oncology,
University Hospital, Olomouc, Czech
Republic

Objective: Neoplastic milieu is an integral
part of all malignant diseases including mul-
tiple myeloma and plays variable role in their
development, retention/adhesivity, resistency
or sensitivity to a therapeutic approach, ho-
ming and also paraneoplastic manifestations.
Relatively genetical stabile milieu may play
more important role in a new specific molecular
therapeutic approaches and therefore should
be contextually studied with neoplastic cells as
complex neoplastic tissues. The expressions of
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11 proteins were analysed in consecutives mul-
tiple myeloma specimens.

Methods: Bone marrow trephine biopsy
specimens with multiple myeloma were inclu-
ded in our prospective study. FFPE tissues were
processed in app. 5microm sections and placed
on charged slides. The indirect immunohisto-
chemical staining was applicated after antigen
retrieval and commercial primary antibodies
were used for a detection of observed proteins.
Standard secondary antibody and ABC method
were included in visualisation. The expression of
MIP1alfa, Annexin A2, TRAP, DKK-1, RANK, RANKL,
OPG, Sclerotisin, Activin A, NFkappaB proteins
(P50, P52, p65), P62 (sequestosome 1), and MMP9
was analysed.

Results: Bone marrow multiple myeloma
specimens showed variable positivity of MIP1alfa
in 61 % (cut-off point 20 %), Annexin A2 in 28 %
(myeloma cells, cut-off point 30 %) and in 40 %
(stromal cells, cut-off point 5 %), TRAP in 64 %
(cut-off point 5 %), DKK-1 in 20 % (cut-off point 30
%), RANK in 44 % (cut-off point 30 %), RANKL in
66 %, OPG in 3,6 % (cut-off point 5 %), Sclerotisin
in 100 % (cut-off point 90 %), Activin A in 36 %
(cut-off point 30 %), cytoplasmic positivity of p50
in 24 %, p52 in 84 % (cut-off point 10 %), p62 in
100 % (cut-off point 10 %), p65 in 76 % (cut-off
point 10 %) and positivity of MMP9 in 56 % (cut-
-off point 30 %).

Conclusion: Our preliminary study showed
variable expression of observed proteins in mul-
tiple myeloma and its bone marrow microen-
vironment that implicate different biological
,Stage”, development and/or stromal plasticity in
this complex hemato-oncological disease inclu-
ding myeloma cells itself and myeloma bone

disease. The knowledge of engaged signaling
pathways may suggest more specific or tailored
therapeutic approches in a particular patient
and also in his stabile or progressive multiple
myeloma disease.

Supported by NT 14393.

Sekundarni Epstein-Barrové virus
asociovany velkobunéény B lymfom
u pacienta s angioimunoblastickym
T lymfomem - kazuistika
JaksaR.
Ustav patologie 1. |ékaFské fakulty
Univerzity Karlovy a VFN, Praha

Angioimunoblasticky T lymfom (AITL) je
jednim z nejcastéji se vyskytujicich non-Hodg-
kinskych T lymfomd, obvykle se manifestuje
generalizovanou lymfadenopatif, hepatosple-
nomegalii, hore¢kou, koznimi zménami a fa-
dou jinych systémovych pfiznakd. Vzacné se
mUze u téchto nemocnych vyvinout sekun-
darni Eptein-Barrové virus asociovany velko-
bunécny B lymfom ddsledkem imunodeficitu
a nasledné klonaInf proliferace B imunoblast{
infikovanych EBV. Vznik sekundéarni B lymfopro-
liferace je vseobecné povazovan za znak horsi
progndzy onemocnéni se zkracenym celko-
vym prezitim.

My prezentujeme pfipad 47-letého muze
s generalizovanou lymfadenopatii a spleno-
megalif, u kterého byl diagnostikovan AITL
z biopsie tfiselné uzliny. Pacient podstoupil
4 cykly chemoterapie s CHOP (cyklofosfamid,
doxorubicin, vincristin, prednison), avsak choroba
progredovala. Dvacet pét mésicll po stanoveni
primarni diagndzy lymfadenopatie pretrvavala,
navic doslo k vysevu koznich eflorescenci. Proto
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byla provedena biopsie axilarni uzliny soucasné
s biosif kozni. V uzliné byl potvrzen AITL, v k-
Zi pak sekundérni EBV pozitivni velkobunécny
B lymfom. Dle literdrnich udaji bylo doposud
popsano 23 pripadl tohoto typu.

Hodnotenie klinického dosahu
variantov identifikovanych
v génoch BRCAT a BRCA2 pomocou
MPS
Janikova M."?, Kratochvilova R.',
Synkova H.!, Godava M.!, Vodicka R.',
Slavkovsky R.%, Vrtél R."-2
'Ustav lékafské genetiky a fetalni
mediciny FN a LF Univerzity Palackého,
Olomouc
2Ustav molekuldrni a transla¢ni
mediciny FN a LF Univerzity Palackého,
Olomouc

Jednym z najcastejsie diagnostikovanych
malignych ochoreni u Zien je karcindm prsni-
kov. V niektorych rodindch sa vyskytuje v nie-
kolkych generdcidch, a vtedy sa oznacuje ako
dedi¢ny syndrom nadoru prsnikov a/alebo ovarii.
U priblizne 5 — 10 % pacientok hovorime o ge-
netickej predispozicii na toto ochorenie, ktora
je dand pritomnostou mutdcii v génoch BRCAT
a BRCA2. Na identifikdciu mutécii vyuzivame
v nasom laboratériu sekvenacné metddy, kon-
krétne priame sekvenovanie a masfvne paralelné
sekvenovanie (MPS). Velkou vyhodou pristupu
MPS je rychlost analyzy, aviak vdaka mnozstvu
ziskanych vysledkov méze byt ich samotnd inter-
pretécia problematickd. Na pripravu kniznice na
sekvenovanie génov BRCAT a BRCA2 vyuzivame
BRCA MASTR™ Dx kit (Multiplicom). Samotné
sekvenovanie prebieha na platforme lllumina,

systém MiSeq. Na analyzu ziskanych vysledkov
vyuzivame lllumina BaseSpace a IGV softvér, pri-
¢om klinicky dosah variantov je posudzovany po-
mocou softvéru Variant Studio (Illumina). Okrem
nich mame k dispozicii aj softvéry NextGENe®
(Softgenetics) a Sophia DDM (Sophia Genetics).
V niektorych pripadoch sme vsak zaznamenali
urcité nezrovnalosti medzi jednotlivymi softvér-
mi, a to hlavne v ur¢ovanf klinického dosahu
ndjdenych variantov. Preto si klinicky dosah
vysledkov ziskanych pomocou spominanych
softvérov overujeme i vo verejne dostupnych
databazach (napriklad http://www.ncbi.nlm.nih.
gov, Ensembl, UMD, LOVD). Prikladom takejto ne-
zrovnalosti je synonymna mutdcia c.693G > A (p.
T231T) v géne BRCAI. Tato substitticia ovplyvnuje
zostrih a déva tak vzniknut transkriptu s deleto-
vanym exénom 11. Na zadklade tejto informéacie
bola tadto mutécia vo februari 2013 oznacena
ako patologickd, na ¢o jednoznacne odkazal aj
softvér Variant Studio s nadvdznostou na verejne
dostupné databdzy. Softvér Sophia DDM, ktory
vyuziva hlavne predikéné algoritmy, oznacil danu
mutaciu ako variant nejasného vyznamu. V aprili
2015 boli vo verejne dostupnych databdzach
aktualizované informdcie o mutacii c.693G > A,
pricom doslo k jej preklasifikovaniu na variant ne-
zndmeho vyznamu. Tento priklad teda ukazuje,
Ze naanalyzu a interpretaciu vysledkov ziskanych
pomocou pristupu MPS je vhodnejsie vyuZitie
viacerych softvérov umoznujucich presnejsiu
klinickd interpretaciu. Zaroven dokazuje, Ze je
nevyhnutné pravidelne sledovat aktualizacie
informécif obsiahnutych vo verejne pristupnych
databézach. Tento komplexny pristup potom
umozni kvalitnd diagnostiku pacientok s dedi¢-
nym syndréomom nadoru prsnikov a/alebo ovérif.
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Prognosticky vyznam miR-23b
u pacientov s NSCLC
Janikova M., Zizkova V., Skarda J.,
Kharaishvili G., Kolar Z.
Ustav klinické a molekularni patologie
a Laboratof molekularni patologie FN
a LF Univerzity Palackého, Olomouc
Ustav molekularni a transla¢ni mediciny
FN a LF Univerzity Palackého, Olomouc
Napriek ziskavaniu novych poznatkov z ob-
lasti biomarkerov a novych sfubnych terapeutic-
kych moznosti na poli karcinémov plic 5 rokov
od stanovenia diagndzy sa doZije menej nez 11 %
pacientov trpiacich nemalobunkovym karciné-
mom plic (NSCLC). Preto identifikdcia novych
biomarkerov u tychto pacientov predstavuje
v stuc¢asnosti velku vyzvu. Relativne nedavno boli
za vhodné biomarkery navrhnuté molekuly mik-
roRNA (miRNA). Su to pomerne stabilné, jedno-
vldknové RNA, o dizke priblizne 22 nukleotidov,
ktoré sa podielaju na post-transkripénej reguldcii
expresie génov. Uloha miR-23b bola $tudovana
pri réznych typoch nadorov, kde bol pozorovany
ako jej pozitivny, tak aj negativny prognosticky
vyznam, v zavislosti od typu nadoru. Pokial ndm
je zndme, jej vyznam u pacientov s NSCLC do-
teraz nebol urceny. Preto sme sa, v rdmdi tejto
retrospektivnej pilotnej studie, rozhodli kvan-
tifikovat hladiny miR-23b v tkanivach ziskanych
od 62 pacientov s NSCLC. Po izolacii celkovej RNA
z parafinovych blokov bola této reverzne tran-
skribovand do cDNA a hladiny miR-23b a endo-
génnej kontroly RNU6B boli stanovené pomocou
real-time PCR metddy s vyuzitim tzv. TagMan
sond. Relativna expresia miR-23b bola urcena
metddou 2724 oproti nenddorovym kontrolam.
Prognosticky vyznam miR-23b bol zistovany po-

mocou Kaplan-Meierovej analyzy. Nade vysledky
ukazali, Ze hladiny miR-23b boli u vac¢siny pa-
cientov znizené (57 pacientov), ¢o napoveda o jej
moznej Ulohe ako tumor-supresorovej miRNA.
Zaroven zvysena expresia miR-23b bola signifi-
kantne spojenad s dlhdim celkovym prezivanim
pacientov s NSCLC (OS) (p =0,048), a tieZ vykazo-
vala trend dlhsieho ¢asu do progresie ochorenia
(PFS) (p =0,065). Tieto vysledky teda naznacuju,
Ze miR-23b by mohla sluzit ako prognosticky
marker u pacientov s NSCLC.

Tdto prdca bola podporend grantami IGA MZCR
NTI13569, LF_2014_003 and NPU | LO1304.

Skp2 associates with Slug,
androgen receptor and
extracellular matrix proteins in
patients with high Gleason score
and lymph node metastasis of
prostate cancer
Kharaishvili G.!, Bouchal J.!, Kral M.,
Mgebrishvili G.!, Kolar Z.!
'Laboratory of Molecular Pathology,
Department of Clinical and Molecular
Pathology, Palacky University and
University Hospital, Olomouc, Czech
Republic
’Department of Urology, Faculty
of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital,
Olomouc, Czech Republic

Background: The Skp2 F-box protein is
the substrate recruiting component of the SCF
(Skp1-Cullin 1-F-box) type of E3 ubiqutin-li-
gase complexes. Skp2 plays important role in
prostate tumorigenesis which needs further
elucidation.
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Material and methods: Prostate cancer pa-
tients cohort (N = 101) was analyzed by immuno-
histochemistry for the following proteins (Skp2, AR,
Ki-67, Slug, E-cadherin, beta-catenin, CTHRC1, peri-
ostin and versican) and statistically evaluated with
clinico-pathological parameters. Coexpression stu-
dy was performed using Opal Multiplex method.

Results: High Gleason score (> 8, N = 30) was
significantly associated with higher nuclear Skp2
and lower E-cadherin expression (p < 0,001 and
0,011, respectively) and with a trend for higher
androgen receptor (p = 0,062). Patients with
metastasis in lymph nodes (N = 29) had lower
E-cadherin and cytoplasmic Skp2 (p < 0,001
and 0,018, respectively), while nuclear Skp2,
Slug (both nuclear and cytoplasmic), Ki-67 and
androgen receptor showed a trend (p = 0,176,
0,103,0,032,0,079 and 0,12, respectively) towards
higher expression in the prostate cancer cells.
Similar changes of the mentioned proteins were
observed also in risk categorization (based on
serum PSA, pT classification and Gleason score).

Nuclear Skp2 slightly correlated with AR, peri-
ostin, versican and CTHRC1 in the whole patients
cohort (Rs 0,37,0,34,0,21 and 0,35, respectively). In
patients with high Gleason score, nuclear Skp2 po-
tently correlated with AR, and nuclear Slug (Rs 0,53
and 0,56, respectively). In patients with metastasis
into lymph nodes, nuclear Skp2 similarly correlated
with nuclear Slug and AR (Rs 0,56 and 0,37, respecti-
vely) while androgen receptor further correlated
with Ki-67 (Rs 0,50). Althoulgh basal expression of
Slug and Skp2 colocalized in the same cells, their
increased expressions were mutually exclusive.

Conclusions: Skp2 correlates with androgen
receptor, CTHRC]1, periostin, versican and Slug
which might contribute to agressive prostate

cancer. Further mechanistical elucidation and
clinical validation is needed.
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Neinvazivni high grade papilarni
urotelialni karcinom mocového
méchyyie s kostni metaplazii
u 3-letého chlapce
Michalek J.!, Skarda J.!, Tichy T, Smakal 0.2,
Kral M.?, Kodet R.?
'Ustav klinické a molekularni patologie,
LF Univerzity Palackého Olomouc a FN,
Olomouc, Ceska republika
2Urologicka klinika FN, Olomouc, Ceska
republika
3Ustav patologie a molekularni
mediciny, FN Motol a 2. Iékafska fakulta
UK, Praha, Ceska republika

Karcinomy mocového méchyre z prechodné-
ho epitelu jsou u déti velice vzacné. Prezentujeme
piipad 3-letého chlapce s ndhle vzniklou atakou
makroskopické hematurie a nasledné s recidi-
vujici mikroskopickou hematurif. Ultrazvukové
vysetfeni mocového méchyre odhalilo na zadnf
sténé polypdzni stopkaty tumornejvétsi velikos-
ti 12 mm, ktery byl ndsledné cystoskopicky re-
sekovan. Histologicky byl diagnostikovan high
grade papildrni urotelidIni karcinom s Useky kost-
ni metaplazie benigniho vzhledu ve stromatu
nadorovych papil. Doposud se jednd o jediny
zndmy pfipad papildrmiho urotelidiniho karcinomu
s kostni metaplazil u déti. Bylo popsano jenom
nékolik malo kazuistik tohoto typu nadoru u do-
spélych jedincd. Diferencialni diagnostika nado-
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rd mocového méchyfe u déti zahrnuje zejména
2 jednotky — nefrogenni adenom a hamartom,
které mohou byt navzajem odliseny pomocf ur-
Citych histologickych znakd a imunohistochemie.

Obrovskobunéény tumor ledvinné
panvicky

Sopikova B., Tichy T., Prikryl T.2

Ustav klinické a molekularni patologie
LF Univerzity Palackého a FN, Olomouc,
Ceska republika

20ddéleni patologie, Nemocnice
Prerov, Pferov, Ceska republika

Uvod: Obrovskobuné¢né nadory (dale OBN) se
bézné nachdzeji v kostech, Slachovych pochvéch i
mekkych tkénich. Postizeni vnitfnich organt je velmi
vzacné.V oblasti ledvinné panvicky bylo v anglicky
psané literatufe dosud popsano pouze 14 pripadd.
Jejich plvod a biologické chovani zlstavaji stale
nejasné. Autofi jednotlivych sdélenf se pfiklanéjf
bud'k epitelovému, nebo mezenchymovému pU-
vodu, ¢i odvozuijf vznik nddoru z nediferencovanych
prekurzor(l a kmenovych bunék. Nejvétsi studie za-
hrnuje 6 pifpadl urotelovych OBN a dokumentuje
jejich maligni chovani i koincidenci s urotelovymi
karcinomy bézného typu.

Pfipad: Demonstrujeme pfipad 85-letého
muze s obrovskobunécnym tumorem ledvinné
panvicky, ktery zemrel 5 mésicll po stanoveni
diagnoézy na generalizaci nddorového onemoc-
néni. Extenzivnim vysetfenim ledvinné panvicky
byl prokdzan neinvazivni urotelovy papilarnf kar-
cinom a urotelovy karcinom in situ.

Zavér: Maligni chovani OBN ledvinné pan-
vicky a jeho asociace s urotelovym karcinomem
bézného typu podporuje domnénku o epitelo-
vém plvodu téchto nadord.

S e e

Somatické mutace vIDH1 a IDH2
genech u gliomi

Urbanovska 1.2, Simova J.2, Uvirova M."2,
Kubova B.!, Konvalinka D.!, Méch R},
Kaldbova L.!, Zebrakova 1!, Palecek T.3,
Buzrla P#, Tomanova R.#, Dvorackova J." 24
'CGB laborato¥, a. s., Ostrava

2L ékarska fakulta Ostravské univerzity,
Ostrava

3Neurochirurgicka klinika, FN Ostrava
*Ustav patologie, FN Ostrava

Uvod: Somatické mutace v IDH! a IDH2 ge-
nech jsou ¢asto pozorovany u nizkostupnovych
astrocytomd, oligodendrogliomd, oligoastrocy-
tom0 a sekundarnich glioblastomd. U jinych typt
glidInich tumorl - u pilocytarniho astrocytomu,
ependymomu a primarniho glioblastomu se
tyto mutace nevyskytuji, nebo se vyskytuji velmi
raritné.

IDHT a IDH2 geny koduji isocitrat dehydro-
gendzy, které katalyzuji oxidativni dekarboxy-
laci isocitratu na a — ketoglutardt za produkce
NADPH. Mutace v IDHT genu jsou lokalizovany
v kodonu 132 a pfiblizné v 90% pripadd se jedna
0 mutaci ¢.395G>A (p.R132H). Mutace v IDH2 ge-
nu jsou vzacné a témef exkluzivné se nachdazeji
v kodonu 172. Mutace v IDHT a IDH2 genech jsou
povazovany za ¢asnou udalost v gliomagenezi
a jsou spojovany s lepsi prognézou a delsim cel-
kovym pfezitim.

Material a metody: DNA z 80 vzorkd nativn{
nadorové tkdné byla izolovana kitem MagNA
Pure Compact Nucleic Acid Isolatin Kit (Roche),
pfipadné kitem NucleospinTissue XS (Macherey-
Nagel). Analyza mutaci v IDH1/2 genech byla
provedena pomoci primer extension analyzy
(SNaPshot Multiplex Kit, Life Technologies) a po-
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zitivni vysledky byly verifikovany pomoci sekve-
novani Sangerovou metodou.

Vysledky: V nasi laboratofi bylo vysetfeno
80 vzorkl nddorové tkdné pacientl s gliomem.
U 21 vzorkl (26,25%) byla prokdzéna mutace
v IDH1 genu, z toho u 18 vzorkd (85,7%) byla pro-
kazana mutace c.395G>A (p.R132H), u 1 vzorku
(4,8%) mutace c. 394C>T (p.R1320), u 1 vzorku
(4,8%) mutace c.394C>G (p.R132G) a u 1 vzorku

(4,8%) byla prokdzana mutace c.394C>A
(p.R132S). U Zddného z 80 vzorkd nebyla proka-
zdna mutace v IDH2 genu.

Zavér: Frekvence nalezenych mutaci v IDHI
genu u pacientl Moravskoslezkého kraje s glio-
mem jsou v souladu s publikovanymi udaji. Kromé
prognostického vyznamu maji mutace vyznam
diagnosticky pii diferencidlni diagnostice glioblas-
tomU a nizkostupriovych astrocytom.
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