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Temata prednasky

> Imunoanalyza a onkologie
> DNA a nadory
> Parametry molekularni biologie
> Metody stanoveni
> Vyuziti
>V diagnostice
> Volbé a monitoraci lIeécby
> Vyzkum x rutinni praxe
> Pespektivy



Vyuziti imunoanalytickych metod v onkologii
Soucasny stav

» Screening - ne

> Casna diagnostika — Ca prostaty

> Dif. diagnostika - Ca prostaty , Ca vajecniku ,
> chorioepiteliom, Ca varlat
> Follow up nadoru

Limitace vysetreni

> Senzitivita a specificita

> Konkurence zobrazovacich technik
> Genetika



> VSechna nddorova onemocnéni JSOU zptisobena abnormalitami
v sekvenci DNA

»B&hem zivota Je DNA v lidskych buiikach vystavena ucinku
mutagentim a také chybam pfti replikacl, které zpuisobuji zmény
v sekvenci DNA bunky

»Nahodn¢ muize jedna z téchto somatickych mutaci zménit funkcli
genu spjatych s kontrolou bunééné proliferace, diferenciace a
apoptozy

»Pokud jedinec zdédi mutaci v jedné alele kritickych genti od
rodi¢u, nastava nadorové onemocneni diive a S veétsi
pravdépodobnosti



» Genetické zmeny, zplisobujici expresi pozménénych
proteind, proteinli V jiném mnozstvi, Nebo téch, které
se jiz na tomto stupni ontogeneze neexprimuji, mohou
vest k vzniku nadorového onemocnéni

Imunoanalyza m¢ii proteiny
Molekularni biologie zejména DNA, RNA




Dominantni mutace protoonkogenu

Zmény ve strukture genu —
syntéza abnormalniho genového produktu (onkoproteinu)
e bodové mutace, delece
e genove translokace — vznik zkracenych nebo fiznich genu
s abnormalni funkci

Zmény ovliviiujici regulaci genové exprese —
neprimeérena produkce strukturné nezmeénéné formy normalniho
proteinu podporujici rust

® inzerce retroviru se silnymi retrovirovymi promotory

e genove amplifikace — abnormalni transkripci



Recesivni mutace antionkogenu

Dvouzasahova teorie —

» pro vyvoj nadoru je nutna ztrata funkce obou alel
prislusn¢ho tumor supresoroveho genu
» ztrata heterozygozity (LOH)



Metody molekularni biologie se vyuzivaji
Diagnostika

» Screeningova vysetieni - kolorektalniho karcinomu (K-Ras,
SEPTY9), karcinom prostaty (DD3)

» Potvrzeni nebo upresnéni diagnozy onkologickych
onemocnéni (karcinom prsu, HNPCC, FAP)

» Detekcl onemocnéni u asymptomatickych osob
umoznuje uréeni kauzalni mutace u hereditarnich
genetickych onemocnéni



Metody molekularni biologie se vyuzivaji
Diagnostika
» Detekce minimalni zbytkové choroby

> (hemotoonkologie)

» UrcCeni relapsu onemocnéni (hematoonkologicka
onemocnent)

» Predikce ucinnosti lecby (kolorektalni karcinom, Kras
NSCLC EGFR)

» Urc€eni progndzy (Karcinu prsu mamaprint, Oncoprint)

» Cirkuluji nadorove bunky, cirkulujici DNA



Techniky molekularni genetiky pouzivane k
diagnostice

Metody prime diagnostiky
»  SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism )

»  DGGE (Denaturing Gradient Gel Electroforesis)
»  PTT (Protein Truncation Test)

»  sekvenovani ds DNA

Metody neprime diagnostiky

»  PCR (Polymerase Chain Reaction)

»  PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphismus)



Screeningova vysetreni kolorektalniho karcinomu

multitarget assay panel (MTAP) - detekci mutaci v bufikach
strevni sliznice uvolnénych do stolice probandi

Chromosomal Instability Pathway to Colorectal Cancer

Genetic Model for Colorectal Cancer Mismatch Repair

Gene Inactivation
(MSI: BAT-26)

! ! |

Chromosome: 5q 12q 184 17p
Alteration: Mutation & Loss Mutation Loss Mutation & Loss
Gene:

Adapted with permission from Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colore Multitarget Assay Panel Mutations

Abbreviations: MSI = microsatellite instability; APC = adenomatous polyposis coli Mutation

K-ras | k12p.1, k12p.2, k13p.2

i 876-2, 1306-2, 1309, 1312-1, 1367,
Pc 1378, 1379-3,1450, 1465-8, 1554

175p.2, 245p.1, 245p.2, 248p.1,
p53 248p.2, 273p.1, 273p.2, 282p.1

Abbreviation: APC = adenomatous polyposis coli




Screeningove vysetireni karcinomu prostaty

» Detekce bunék karcinomu prostaty prostfednictvim mRNA
genu DD3PCA3 v moci

» InRNA obsahuje velké mnozstvi stop-codonti — nevznika
protein

> Funkce neni znama

» ZvySena exprese DD3 se vyskytuje u vice jak 95 %
pripadl primarniho karcinomu prostaty

» Neexprimuje se v normalni tkani a u jinych malignit



OSNA
(One Step Nucleic Acid Amplification)

Konvencni peroperacni analyza SNLN
Nevyhoda cca 15 -20 % falesna negativita
OSNA - rychla amplifikace mRNA CK 19
Vysetreni trva 15 -20 minut
Rozlisi makrometastazu, mikrometastazu a
uzlinu bez postizeni.
Ma 95,6 % senzitivitou

96,7 % specificitou.






Metody molekularni biologie se vyuzivaji
Lecba

Volba a optimalizaci lecby
Monitoraci |ecby

Predikce efektu lecby
Progndza onemoceni



Cilena lecba — blokace EGFR (produktu

onkogenu)

« EGFR (ErbB-1) receptor epidermalniho rustového faktoru
- Ligandy pro epidermalni rustovy faktor: EGF nebo TGFa — aktivuji
monomerni molekulu — dimer — aktivace intracelularni tyrosin
kinazové activity

- Patologicka aktivita: amplifikaci EGFR1 nebo vysokou
polyzomii chromozédmu 7 — preferencni odpovéd na EGFR1 inhibici

Blokace: anti-EGFR moAb cetuximabu, panitumumab

- lecba pokrocileho a metastatickeho kolorektalniho karcinomu

Prediktor ucCinnosti: wild type genu KRAS (vyzadovan)
wild type genu BRAF (doporucen)

znalost pritomnosti EGFR receptori (doporucena)
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Cilena léecba — Inaktivace VEGFR
neutralizaci VEGF

e Neutralizace ligandu anti-VEGF
humanizovanou MoAb bevacizumab (Avastin)

VEGF

f%;,

Avastin
VEGFR-2 VEGFR-2 Extracellular

Endothelial
cell

Intracellular

Prediktor ucinnosti: =L



Cilena lé¢ba — nizkomolekularni
Inhibitor TK - Sorafenib

e Sorafenib maly nizkomolekularni inhibitor molekul s
tyrosin kinazovou aktivitou:
VEGFR, PDGFR, Raf kinaz (C-Raf a B-Raf)

B-Raf inhibice :wild-type B-Raf i mutant B-Raf

Prediktor ucinnosti: neni



ADJUVANTNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU
TLUSTEHO STREVA

Strategie l1écby
TNM

| — operace
Il — operace (v pfipadé Nx nasleduje chemoterapie)
Il - operace + vzdy chemoterapie

IV — resekce, nebo indukCni terapie a pak resekce, nebo paliativni IéCba



ADJUVANTNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU
TLUSTEHO STREVA

Stadium lll (jakekoliv T, N1, N2, MO, Dukes"C)

* chirurgie: Siroka excize s anastomozou

« adjuvantni chemoterapie: (6 mésicu)

— kolon: 5-FU+/-LV n. kapecitabin* n. FOLFOX n. FLOX n. XELOX
— rektum: 5-FU+/-LV + RT n. kapecitabin + radioterapie

Testovani typu K-RAS onkogenu u resekatll s nadorem klinickeho stadia |l
automaticky, u ostatnich stadii (zejmena st. IV) na vyzadani onkologa.



ColoPrint

About ColoPrint

ColoPrint Ordering Information

symphony Profile
Why Symphony
TargetPrint
MammaPrint
BluePrint

TheraPrint

@7}/ coloprince

ColoPrint®: Enables Physicians and Patients to
Embrace their Treatment Decisions with
Confidence

Going Beyond Clinical Factors to Clearly Stratify ALL Stage |l
patients

A key challenge for colon cancer management is to determine the risk of
relapse for patients with stage 11 colon cancer and to decide if these
patients should get adjuvant treatment or not. Existing US guidelines
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Chronicka myeloidni leukemie (CML)
stanoveni fuzniho genu BCR-ABL

Vznika na podkladée fuzniho genu BCR-ABL
Filadelfsky chromozdm (Ph) - reciproka
translokace t(9;22)(g34;911) - molekularni
marker (95% pfipadu)



Diagnostickeé vysetreni transkriptu
BCR-ABL

» Provadi se z leukemickych bunék periferni krev nebo
kostni drenée

» RT-PCR: potvrzuje pritomnost fuzniho genu BCR-ABL
a urcuje typ prestavby: major, minor, mikro nebo
jiné raritni prestavby

Narodni referenéni laboratoF pro CR v ramci mezinarodniho
projektu EUTOS for CML (ELN - European LeukemiaNet)
vedouci Mgr. Katerina Machova Polakova, Ph.D.



Molekularni monitorovani hladiny
transkriptu BCR-ABL

OProvadi se v pravidelnych intervalech
z leukocytu periferni krve

Oreal-time RT-PCR transkriptu BCR-ABL

O Potvrzeni BCR-ABL negativity - nested RT-
PCR



Retinoblastom

Li-Fraumeni syndrom

Hereditarni karcinom prsu a ovarii
Neurofibromatoza typ 1 a 2
WilmsQv tumor

Familiarni adenomatézni polypoza

Hereditarni nepolyp. kolorektalni karcinom

Von Hippel-Lindau syndrom

MnohocCetna endokrinni neoplazie typ 1 a 2

Ataxia teleangiektasia

Rb1

TP53

BRCA1, BRCA2

NF1, NF2

WT1

APC
hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2

VHL
MEN1, MEN2
ATM




Familiarni forma karcinomu prsu

V roce 1994 gen BRCA1 (BREAST CANCER 1) locus: 17921
Gen koduje protein o velikosti 1863 AMK

Defekt vyznamne zvysuje pravdepodobnost onemocnenim
nadorem prsu a vajecniku

Ugastni regulaci bun&&ného cyklu, reparace DNA a udrZovani
stability genomu

Mutace v techto genech 10x zvysuji riziko onemocnéni proti
populacnimu pruméru

Vstupuje do interakce s fadou komplexnich proteinu ucastnicich
se reparace poskozené DNA (MRE11/RADS50/Nbs1, SWI/SNF,
BACHL1).



Familiarni forma karcinomu prsu

1995 objeven gen BRCA2 (BREAST CANCER 2)
locus:13q12.3 Gen koduje protein o velikosti 3418 AMK

Defekt vyznamne zvysuje pravdepodobnost onemocnenim
nadorem prsu a vajecniku

Ugasni regulaci buné&&ného cyklu, reparace DNA a udrzovani
stability genomu

Nadory prsu vzniklé na podklade zarodecné mutace v BRCA2
genu se fenotypicky neliSi od sporadickych forem onemocneéni,

LIV 40|

dobe diagndézy onemocnéni



Rizika vzniku nadoru onemocnéni u

nosicek a nosicu BRCA1/2 mutaci

BRCA1l + BRCA 2 +
Riziko vzniku U Riziko vzniku U

%0 %
Ca prsu do 40 let 19 40 -85
Ca prsu do 70 let Az 85 60 -85
Metachromni Ca 37 -52
prsu
Ca ovarii 40 - 60 Az 27
Ca délozniho 30
hrdla
Ca prsu muz 6 6



Rizika vzniku nadoru onemocnéni u

nosicek a nosicu BRCA1/2 mutaci

BRCA1l + BRCA 2 +
Riziko vzniku Riziko vzniku

Ca zaludku 2,6 X

Ca zlucniku a 5 X
zlucovych cest

Ca pankreatu 2,3 X 3,5 X

Ca kolorecta 4.0 X 4.0 X

Ca prostaty 3,3 X 4,5 x




Indikace ke genetickemu vysetreni
(podezdreni na hereditarni formu)

»Jakykoli lekar poslat pacienta na specializovane pr.
» Geneticka konzultace na odd. Iékarské genetiky
»\/ytvoren 4 generacni rodokmen

»Lekar se snazi potvrdit udaje z lekarske
dokumentace

»K testovani je nutny souhlas pacienta



Indikace ke genetickemu vysetreni
MOU Brno

o opakovany vyskyt nadoru prsu a/nebo
vajeéniku v rodiné (dva a vice pfipadu v primé
linii)

o opakovany vyskyt nddoru tlustého stieva a
délohy v rodiné (dva a vice pfipadu v linii)

o opakovany vyskyt jinych typu nadord,
kombinace ruznych nddorovych onemocnéni,
obzvlasté pokud se vyskytly v mladem véku

o vyskyt nadoru prsu u muze



Indikace ke genetickemu vysetreni
MOU Brno

o zeny s ojedinélym vyskytem nadoru prsu nebo
vaje¢niku prfed 35 rokem véku

o Zzeny s nddorem prsu a vajecniku v jakémkoliv véku

o nador streva nebo nador delohy pred 35 rokem
veku

o nador streva a delohy u pacientky v
kterémkoliv veku

o vicedetny vyskyt zhoubnych nadoru kuze,
alespon jednou pod 50 let



Indikace ke genetickemu vysetreni
MOU Brno

o vicedetny vyskyt zhoubnych nadoru
kuze, alespori jednou pod 50 let



Mikro RNA

miRNA reguluji aZ jednu tfetinu lidskych genu.
Geny regulované pomoci miRNA jsou nejen
soucasti procesu onkogeneze, podileji se takée
na nadoroveé invazivite, diseminaci nebo lékove
rezistenci

Malé (24nt) a stabilni molekuly

- casny zachyt
- predikce |écby
- Prognoza onemocneéni



Mikro RNA

Reguluji expresi genu na post-transkripéni Grovni a
uplatfiuji se v fadé bunéénych procesu.
Post-transkripCni regulace genové exprese vede
> bud k degradaci cilové mRNA,
> nebo k represi jeji translace a nasledné

poklesu hladin jejiho proteinového produktu
Charakter mikro RNA
= Onkogen miR-21 , mi-155
# Nadorovy supresor (miR-15a a miR 16-1), let-7



Iinnmnovative Medicines Initiative

IMI webinar on the 11t Call topic ‘Blood-
based biomarker assays for personalised
tumour therapy: value of latest circulating
biomarkers’.

Please note that the topic presentation can
be downloaded from


https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars
https://aura.fnplzen.cz/owa/redir.aspx?C=rHOL397Vr0ypAMARqPX9UY3H4GH779BIQMp59jHe5yiIqtx_bGSQJcXR6plIGc7gO6HHr_o9yzI.&URL=http%3a%2f%2fwww.imi.europa.eu%2fevents%2f2013%2f12%2f03%2fimis-11th-call-webinars

Dear Colleagues,

It is my pleasure to invite you to the third Up Close and
Personalized, International Congress on Personalized
Medicine, which will take place 26-29 June, 2014 in Prague,
Czech Republic.

Following the great success of the previous meetings in Florence
and Paris, the main focus of the third Up Close and Personalized
Congress is to examine the essential clinical, genomic, proteomic,
metabolomic, pharmacogenomic, biomarker data and imaging
necessary to predict, prevent and treat major medical conditions
concerning metabolism (diabetes and obesity), and cancer. We will
be to explore bio-informatic tools, algorithms, artificial intelligence
techniques, decision support systems and other new platforms for
disease diagnosis, prediction and better tailoring treatment
modeling to the individual patient. Furthermore, we will discuss
policy issues such as barriers for implementing Personalized
Medicine, health and quality assurance. On behalf of the Scientific
and Organizing Committee I look forward to welcoming you to
what promises to be an exciting and fruitful event.

Eddy Karnieli, MD
Congress Chairman WWW. 2014.upcp.org
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The 9th International Conference of
Anticancer Research
Porto Carras Grand Resort, Sithonia,
Halkidiki, Greece,
6 to 10 October, 2014.

www.llar-anticancer.org /conference



Dekuji za pozornost!



Kritéria k testovani genu BRCA1 a BRCA2

V rodokmenu:

U familiarniho vyskytu nadort
e Alespon 3 pribuzni s karcinomem prsu/ovaria,
bez vékove limitace
* 2 pfibuzni s nadorem prsu/ovaria, alespon jeden dg. pod 50 let.

U sporadickych forem

» Bilateralni nador prsu nebo bilateralni nador ovaria, prvni dg. pod
50 let

 Duplicita nadoru prsu a ovaria bez vékove limitace

» Unilateralni nador prsu nebo ovaria do 35—-40 let

* Nador prsu u muze bez vékove limitace

» Medularni karcinom

* ER-, PR-, ErbB2- karcinom prsu



Komercné dostupne analyticke sety

m APTIMA (Genprobe, USA) PROGENSA PCA3

Schvaleno FDA jako test umoziujici detekci DD3/PCA3 ve vzorku moci, na zakladé
kterého by méla byt v pripadé€ pozitivity indikovana opakovand biopsie v pripadé
negativni predesle.

http://www.gen-probe.com

Princip: amplifikace mMRNA DD3/PCAS3 a detekce amplikonu - Transcription Mediated
Amplification (TMA) a Hybridization Protection Assay (HPA)

m UPM3™ (DignoCure, Kanada)
Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)



ADJUVANTNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU
TLUSTEHO STREVA

Strategie l1écby

TNM

| — operace

Il — operace (v pfipadé Nx nasleduje chemoterapie);

|l - operace + vzdy chemoterapie

IV — resekce, nebo indukcni terapie a pak resekce, nebo paliativni IéCba

Stadium 0 (Tis, NO, MO)
 adjuvantni chemoterapie: neni indikovana

Stadium | (T1-2, NO, MO, Dukes’A)
 adjuvantni chemoterapie: neni indikovana

Stadium Il (T3-4, NO, MO, Dukes 'B)
* kolon pT3, NO, MO: adjuvantni chemoterapie:



ADJUVANTNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU
TLUSTEHO STREVA

Stadium Il (T3-4, NO, MO, Dukes 'B)
— rektum: pT3, NO, MO: adjuvantni chemoterapie: (6 mésicu)

— kolon: pT4, NO, MO a pT3, NO, MO high risk podskupina*: 5-FU+/-LV n. kapecitabin*
n. FOLFOX n. FLOX n. XELOX*

Pokud je zvazovana adjuvantni chemoterapie FUFA ve Il. klinickem stadiu, je vhodne
molekularni vysetreni
v nadorove tkani.

Pacienti Il. Klinickeho stadia s defektem MMR (dMMR , tedy MSI-high) nemaiji
prospéch z adjuvantni chemoterapie na bazi 5-FU

— rektum: chemoterapie 5-FU/LV n.kapecitabin + radioterapie
* neoadjuvantni chemoterapie + radioterapie:
— rektum: 5-FU nebo kapecitabin



