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Cilené pusobeni na urcity protein
monoklonalni protilatky
konjugaty ligand + toxin

nizkomolekularni latky inhibujici fosforylaci
intacelularni casti receptoru

— zastaveni patologickeé signalni drahy

Minimalni toxicita proti standardni chemo
a radioterapii

Nova leCcba = nove problemy




Karyotyp: 46, XY, 1%; 22](q34;911)
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SH3 5HZ SHI
Serine-Threonin- -G Tyrosinkinase-Doméne

i il NIED
Mal' BmINE

p190 kd [e1a2)
p210 kd (b2a2,b3a)

p2a0kd (p1%ad)

v’ tyrozinkinazova aktivita

v' nekontrolovana a konstitutivni
fosforylace

v' aktivuje fadu pfenasecu riznych
signalnich drah

iInhibice tyrozinkinazy Bcr/Abl




1) amplifikace BCR/ABL genu — zmnozeni Ph chr.,
tandemove duplikace

overexprese BCR/ABL genu
2) bodové mutace ATP vazebneé domény BCR/ABL genu
3) zamezeni vstupu imatinibu do bunky:
= overexprese P-glykoproteinu

= overexprese Bcl-X,
=overexprese o-1 acid glykoproteinu

=imatinibu zamezena vazba ke katalyticke Abl
domeéné proteinu Ber/Abl

= leukémie na Bcr/Abl kinaze nezavisla




ABL

ATP binding | activator loop
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bodové mutace v oblastech
Interakce k imatinibu

prime znemozneni vazby

bodove mutace v prilehlych
oblastech

zména konformace proteinu




gen. kod => Met ...

gen. kod => Leu ...

— zmena struktury kinazove
domény ABL




Head & neck 80-100%
Renal cell 50-90%
NSCLC 40-80%
Glioma 40-50%

Ovarian 35-70%
Pancreatic 30-50%
Colorectal 25-117%
Breast 14-91%
Gastric 40%

—» Proliferace
—--p Prezivani
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» Amplifikace genu egfrl
» Overexprese genu egfrl

TK inhibitory:
Iressa (gefitinib, ZD1839) ... NSCLC
Tarceva (erlotinib, OCI774) ... NSCLC
Humanizove protilatky:
Erbitux (cetuximab) ... metastazujici kolorektalni ca
Vectibix (panitumumab) ... metastazujici kolorektalni ca




Inhibitor

Cilova

tyrozinkinaza

ICso (nM] k inhibici
kindzowvé aktivity

Typ nadorového
onemocheéni

Klinicke
postaveni

Imatinib mesylat
(=TI 571, Glivec)

BerfAhl
- kit
Pduofr

100
100
100

Chil
GIET

Gefitinib
CFOI 839 lressa)

Egfri

33

MSCLE

Erlotinib
(05774 Tarceval

Egfr

2

MECLE

Lapatinib
(W 57 2016)

Egfri
HerZ

10
S

nadory prsu
daldi solidni nadary

Fazell

Canertinib
(C1033)

Enfr

(neselekt nil

17 (EGFR1)
5 (HER2)

nadory prsu

Faze 111

Semaxinib
(5L 54167

Wegfr
C- kit
Fit3

1040

AL

Faze 111

Vatalanih
(PTkF 87 Z 1222584,

Wegfrl
Wegfr

77
37

kolorektalni karcinomy
nadory prostaty a
ledvyin

Faze 111

Sutent
(S 11248)

egfr

Fdofr
Wit
Fti3

10
10

GIST
nadory ledvin

Faze 111

Sorafenih
(BAY 43-9005)

B-raf
“iegfrd

Ja
S0

nadory ledvin
tialigni melanormy

Faze 110l

Leflunomide

Fdofr

B4

nadory prostaty

Faze Il
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Tranzmemhbranoy 3

vZache hodove doména

mutace Tyrozin kinazova

doména

Fegulacni domena

+ delece 1-11as

(~ 50%)

Intracelularni cast

vZache delece 3
InZerce

b mtace 17901 » Pritomneé v tyrozinkinazove
[~ reziztence k inhibtorum v .
casti receptoru

hodovs > Bodové mutace
rutace LBSERE

(~ 40%) — zamena aminokyselin

» Delece (spojené s inzerci)
bez posunuti cteciho ramce

struktura tyrozinkinazové domény genu
egfrl a znazornéni popsanych aberaci




- odpovéd na lécbu u < 10% pacientu s NSCLC

piitomne mutace

ez istentni k inhibitor§m

Jeden z duvodu
pfitomné mutace

» mutace v genu k-ras

z enzitwnil k | nhibitorum

(v dalSich Clenech signalni drahy?)

» Velikost 21 kDa

» GTP-vazajici protein

» Tvorba ruznych isoforem v tkanich
» Soucast transdukCni kaskady

bunécna proliferace a
predivani

> Ugastni se pfenosu signalu




K. asparagova
Valin
Serin

Cystein

Arginin

Alanin

K. asparagova

Val Gly Ala
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT
GTT GGA GCT

kodon

12 13
Gly Gly

GGT GGC
GAT GGC
GTT GGC
AGT GGC
TGT GGC
CGT GGC
GCT GGC
GGT GAC

Val Gly

GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC
GTA GGC




znaceni radioaktivhé —
Jrucni” éteni

fluorescencni znaceni —»
automatické cteni

GG AAT
100 110 120




Codon Number 10 11 13 14 15 16 17 148

Reference AA Tr I_ | L E IE- 0 ofe ENO |

EGFR exon 21 RW A TTC TTT CTC TTC CGC ACC CAG CAG TTT GGC CAG

29 EX21-RW.BOS

71-EX 21 RW.H09

Differences 0

Consensus
2 L B R DO L :

Consensus AA Tr| F

aberantni
nukleotid (T)

wt nukleotid (A)




izolace RNA
reverzni transkripce

ligace plazmidu,

transformace bakterii

sekvenace pozitivnich kolonii

sekvenace PCR produktu

—p
C—

RT-PCR produkt 1327bp

Abl

Y] B B B, COooH

SH1 SH2 SH3

katalyticka doména




- zamrazena nadorova tkan
- parafinoveé blocCky
cytologicke preparaty

o XA

n po disekci uchyceni bunék na vicku

e natraveni bunék proteinazou K
uvolnéni DNA do roztoku
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