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DNA ®p.10

Agilent Pathology Solutions

O nosso DNA é dividido em cromossomos — ao total sao 46

Aqui estao posando para foto Mas normalmente o DNA pode ser encontrado
como cadeias longas dentro do nucleo da célula.
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O DNA é composto por dois esqueletos que
sao mantidos juntos por quatro bases
diferentes:

AT GeC.
O comprimento acumulado de todo o DNA

em NnosSsSo corpo pode chegar até o sol e
voltar outra vez .....600 vezes!
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O DNA influéncia o nosso QL
dese nVO|V| mento . Agilent Pathology Solutions

O DNA ¢ o cddigo da vida.
Cada uma das nossas células contém um conjunto completo de DNA.

Este conjunto de DNA influéncia o nosso desenvolvimento.

' Agilent Technologies
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O cancer é uma doenga genética Agilent Pathology Solutions
&)

4 -

cell prepares 4
O cancer é uma divisdo descontrolada das célul ‘, b N

W \
e Tornar-se imortal (continua dividindo) - benigno

* Invade tecidos circundantes - benigno / maligno ' @

e Espalha para locais distantes (metastases) — malignos : d £ "
replication i cell decides

of DNA — whether to
continue

cell division
{mitosis)

A célula cancerosa é descontrolada devido a erros no DNA

(Erros podem ser hereditarios ou induzidos por fatores
ambientais)
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O ue é Céncer? Neoplasias
1 : (',Dako

Agilent Pathology Solutions

Neoplasias
Neoplasias |, V' Malignas
Benignas CANCER

Endométrio

Tuba uterina (de Falopio)

BENIGNO b MALIGNO
(Leiomioma) - 5= . (Leiomiossarcoma)
-/  Grande
Efuenc N&o invasivo Mal delimitado Localmente invasivo
delimitado N&o metastatico Crescimento rapido com Metastatico
‘Escimento lento Bem diferenciado hemorragia e necrose Pouco diferenciado

5] Comparacdo entre um tumor benigno do miométrio (leiomioma) e um tumor maligno de mesma origem (leiomiossarcoma).
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Fluxo de trabalho da célula ("Dako

A construcao do fluxo de trabalho em nossas células significa: Agilent Pathology Solutions

Caodigo do DNA para

RNA, que codificam 1

Proteina

Alteracdes no DNA sao transmitidas para o RNA e transcritas em proteinas:
- Quer por alteracdes na quantidade de RNA ou proteina

- Ou por alteragdes no cddigo de RNA ou proteina de estrutura

Consequentemente, o diagnéstico de cancer pode ocorrer em todos os trés niveis

DNA RNA PROTEINA
| | >
Ex : FISH ou Ex. Array ou outros tipos EX. IHC ou medicdo do
analise de mutacao de analise de expressao nivel de atividades

Agilent Technologies
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Tipos de erros genéticos

Anormalidade

cromossdmica Amplificacao Eliminacao Translocacao Ponto de mutacao
Y )t ) e ) (a)
IS £ . VA

"I_"j Wal ¥ { . g \/ \ '=

"y % 3 L § Lo

B ou ni :

Muitos tipos de erros genéticos

Tecnologias diferentes, dependendo do tipo de erro

Agilent Technologies



Investigacéo e Tratamento L QI
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Paciente Medico Biopsia
apresenta busca uma ou

Coloraciao Coloracao
Primaria secundaria Tratamento

(H & E) (IHC)

sintomas resposta cirurgia

O Paciente O Clinico SRR O tecido & Beas chhins O diagnéstico
apresenta solicita e removido e séao histolégico &
algum exames ou AR, testado para ey encaminhado
sintoma ou encaminha o paclel'ltf! e determinar se sao feitos ao Oncologista
anormalidade paciente a um ?Utfmf!t_ldﬂ . testes para —
e procura um especialista. a hlﬂ_‘PE‘ﬂﬂ_ R GR. determinar P ——
clinico geral. ou cirurgia. qual o tipo opcoes de
de tumor. tratamento.
IHQ: (Quimio,
Diagnostico Radio etc)

diferencial.
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Entendendo o Tratamento de L QN
Cé n Ce r Agilent Pathology Solutions

Quimioterapicos tradicionais:
* Agem em todas as células de divisdo rapida
- Citotoxicas

- Maioria endovenosas

Temé)é?ﬁgl\é%g% ara todos

- Agem em alvo eculares especificos associados com o cancer
- Normalmente citostaticos

- Biomarcadores preditivos para eleicido de pacientes

- Uma droga, um alvo

2% Agilent Technologies
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Te ra p i a a IVO Agilent Pathology Solutions

E um tipo de tratamento que surgiu através do melhor entendimento da acéo
dos genes, das proteinas e de outras moléculas presentes nas células
tumorais, criando o conceito da terapia personalizada.

Esses medicamentos s&do compostos de substancias que foram desenvolvidas
para identificar e atacar caracteristicas especificas das células cancerigenas,
blogueando assim o crescimento e a disseminacao do cancer.

2% Agilent Technologies
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Terapia alvo

A grande vantagem da Terapia Alvo é proporcionar uma forma melhor de

iIndividualizar o tratamento, em especial quando o alvo € presente em alguns,
mas nao em todos os tumores de um tipo particular.

Esta modalidade de terapia proporciona seletividade para células cancerosas,

prejudicando menos as células normais, reduzindo possiveis efeitos colaterais
e melhorando a vida do paciente.

2% Agilent Technologies




Um exemplo recente L QI
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O PD-1 (programmed death 1) € um receptor expresso
em ceélulas T citotoxicas que detectam o ligante PD-LA1,

gquando a célula T nao encontra esse ligante presente em
07 15 | P 1 =

atac:

Fig 01: Célula T ativa eliminando uma célula anormal.

. Agilent Technologies
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PD-L1 € um ligante transmembranico expresso em
células normais.

Fig 02: Célula normal expressa o ligante PD-L1

“3;%- Agilent Technologies




PD-L1 em Células Anormais .10
Algumas ceélulas tumorais também expressam o ligante

PD-L1 dessa forma inativando a célula T e escapando do
sistema imune.

Fig 03: Interacao entre ligante/receptor levando a inativagéo da célula T

“3;%- Agilent Technologies




Expresséo tumoral de PD-L1 QL
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Melanoma (MEL)
Renal Cell Carcinoma (RCC)
Non-small-cel Lung Cancer (NSCLC




Como a terapia anti-PD-1 L QN
fu n CI O n a ’? Agilent Pathology Solutions

Ao identificar pacientes com expressao de PD-L1 tumoral
a terapia anti-PD-1 bloqueia a interacao PD-L1/PD-1.

- As celulas T do sistema imune permanecem ativas ajudando no
combate ao cancer.

- A utilizacao de biomarcadores como o anti-PD-L1
(farmacodiagnostico) nos ajuda a selecionar os pacientes que
melhor se enquadram nas terapias anti-PD-1, que
consequentemente terao uma melhor resposta a essas drogas.

2% Agilent Technologies




Tipos de terapia alvo ®paio

Agilent Pathology Solutions

Moduladores da expressao génica:
Os tumores resultam da expressao de um gene alterado por mutacao.

O crescimento desses tumores pode ser controlado ao bloquear a expressao
dessas proteinas.

. Agilent Technologies




Tipos de terapia alvo ®paio

Agilent Pathology Solutions

Hormonioterapia:
Alguns tumores crescem a partir do estimulo de hormaonios.

A hormonioterapia impede a producao ou atuacao desses hormonios e €
usada no tratamento de ¢ \

. Agilent Technologies



Tipos de terapia alvo @p.io
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Inibidores de sinais celulares:
Algumas células tumorais possuem receptor para fatores de crescimento.

Drogas que interferem nesse processo bloqueiam o aumento do cancer.

Y
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Tipos de terapia alvo ®paio

Agilent Pathology Solutions

Indutores de morte celular:
Células cancerosas possuem estratégias para evitar os processos do corpo
para se livrar de células defeituosas. (terapia anti-PD-1)

Algumas drogas cont~"--=" ~~--~ ~~*=**~"=- 3 —~gtam as celulas
cancerosas.

~#i%- Agilent Technologies




Tipos de terapia alvo @p.io
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Imunoterapias:

Por meio da imunoterapia, o sistema de defesa do corpo € estimulado a
destruir células do cancer.

Ela pode ser feita pel~ =t~ ~%~ ""ﬁ.““"""‘"“ ~*2 reconhecem celulas
cancerosas.

D>
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Tipos de terapia alvo ®paio
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Inibidores da angiogénese:
O surgimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) na regiao do tumor
garante o seu crescimento.

Inibidores de angiogénece intarfaram accing nn crescimento do tumor.

. Agilent Technologies



Existem dois grupos principais de drogas usadas em (v)Dako
terapia alvo: Agilent Patholooy Solutions

Anticorpos Monoclonais:

Substancias produzidas em laboratorio para bloquear um alvo especifico
das células cancerigenas ou no tecido adjacente ao tumor.

Os anticorpos monoclonais também podem fornecer substancias toxicas,
como quimioterapia e substancias radioativas, diretamente nas células
cancerosas. =

Essas drogas sdo geralmente administradas por vi ﬂ\(
_4{\\\‘“

sao compostos grandes que nao sao bem absorvic N v




Existem dois grupos principais de drogas usadas em (v)Dako
terapia alvo: Agilent Pathalogy Solutons

Medicamentos Orais:

Como o nome indica normalmente sao administrados por via oral. Eles
contém componentes quimicos menores do que 0s anticorpos
monoclonais, o corpo consegue absorve-los melhor.

Estes medicamentos geralmente bloqueiam g
cancerosas que as estimulam a se multiplica




LimitagOes da terapia alvo @10
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Embora a ideia de um medicamento alvo para um tumor pareca simples,
esta abordagem € complexa e nem sempre eficaz.

O alvo na célula cancerigena pode nao ser tao importante quanto se
acreditava, e o medicamento nao fornecera muitos beneficios..

O cancer pode se tornar resistente ao tratamento, o que significa que nao
responde mais.

Estes medicamentos podem causar efeitos colaterais importantes, embora
esses efeitos sejam geralmente diferentes do que os observados com a
guimioterapia convencional.

Apenas alguns tipos de cancer podem ser tratados com estas drogas.

~n
1 |
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Quando e para quem é indicada? “Yp.10
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O principio basico da utilizacao da terapia alvo consiste na identificacdo de
um bom alvo molecular.

Os tumores precisam ter a presenca do alvo molecular no tecido tumoral
para existir beneficio do uso do medicamento

Esses alvos podem ser genes mutados, proteinas expressas
exclusivamente no tumor, proteinas alteradas devido mutagcdes ou mesmo
guando essas estao presentes em maior quantidade na celula doente
gquando comparada a celula normal, sugerindo acao dessa via no
desenvolvimento do tumor.

Para tudo isso € essencial a realizacoes de exames especificos que
identificam a presenca desses alvos que podem estar presentes ou nao,

: Agilent Technologies



Farmacodiagnosticos L Q.
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Sao ensaios completos de diagnostico que permitem a identificacdo de
pacientes que sao susceptiveis em se beneficiar de uma terapia especifica
dirigida.

Breast Cancer Cell

ﬂ%“ﬁcﬁ
“‘l‘ﬁﬁv

0 de exames cham




Farmacodiagnésticos ajudam o médico a escolher@Yp_.,;,

corretamente ns Agilent Pathology Solutions
I B
pabl_%![;rlr.]gn% F!;lrg):]gﬁzal(;o%;amel IIjr\e’v'eng:éo, deteccéo e Diagnostico torna possivel
cancer é o presente e o futuro tratamento do cancer vai se selecionar os pacientes
da medicina. Quanto mais rapido tornar ainda mais precisa elegiveis para um
nés podemos desenvolver como identificar alteracdes tratamento especifico de
genéticas através do forma confiavel.

tratamentos contra o cancer, que

s30 adaptados as caracteristicas conhecimento acumulado e

individuais de cada paciente, o tecnologias cada vez mais

melhor que podemos concentrar sofisticadas.

as intervengdes sobre aqueles

que vai beneficiar a maioria O tratamento certo para o

deles e evitar a despesa, efeitos paciente certo, na hora

colaterais. certa.

. Agilent Technologies



Farmacodiagnosticos L Q.
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Eles podem identificar:

A expressao do gene — proteina de interesse, geralmente possuem
marcacgao cromogénica semelhante a IHQ.

Alteracoes no DNA que podem ser amplificacao ou supressao de genes
translocacoes e mutacoes

Essas alteracoes podem ser detectadas por métodos diferentes:
~ FISH (Hibridizacio In Situ Fluorescéncia)

~ PCR (Reacao em cadeia de Polimerase)

: Agilent Technologies



Principais farmacodiagndsticos CQ T
C-Kit pharmDx Kit (c6d:K1906/K1907) Agilant. Patticlogy Salifions

Sistema de kit imuno-histoquimico qualitativo para a identificacao da expressao
da proteina c-kit (CD117) em tecidos normais e neoplasicos indicado como um
auxiliar no diagndstico diferencial de tumores estromais gastrointestinais (GIST).

A avaliacao exata da expressao da proteina c-kit € agora um fator Crltlco no
diagnostico de GIST e esta se tornando cada vez mais i --
as decisdes sobre o manejo clinico, incluindo o uso de (
(mesilato de imatinib)




Principais farmacodiagnosticos .10
EGFR pharmDx Kit (c6d:K1492 or K1494)

Sistema imuno-histoquimico qualitativo para identificar a expressao da proteina
do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) na superficie de células
normais e neoplasicas.

A proteina EGFR também é chamada de proteina HER1 esta indicado como um
auxiliar na identificacao de doentes com cancer colorec
tratamento com Erbitux® (cetuximab) ou Vectibix ™ (pe




Principais farmacodiagndsticos L QN
ER / PR pharmDx Kit (c6d:K4071)

Sistemas imuno-histoquimicos semi-quantitativos para identificar a expressao da

proteina a do receptor de estrogénio (ER) e proteina do receptor de progesterona
(PR) em tecidos normais e neoplasicos.

Indicado como um auxilio na identificagcao de pacientes elegiveis para tratamento
com terapias anti-hormonais . atase, | T 0
prognostico e no manejo do « | ' '

e,
gt




Principais farmacodiagndsticos .10
HercepTest pharmDx Kit (cod:K5204) Auilent Pathology Solutions
Ensaio imuno-histoquimico semi-quantitativo para a determinacao da

sobreexpressao da proteina HER2 (oncoproteina c-erbB-2) em tecidos de cancer
da mama e adenocarcinoma do estbmago

HercepTest esta mdlmdn co
quais esta a ser cc

m almllar na avalia ~

Bre_ast car_cinoma (FFPE) Gastric adenocarcinoma (FFPE)
stained with HercepTest stained with HercepTest




Principais farmacodiagnosticos .10

HER2 IQFISH pharmDx (c6d: K5731)

Projetado para determinar quantitativamente a amplificagao do gene HER?2
em especimes de tecido de cancer de mama e adenocarcinoma do

estdmago.A amplificacao do gene € determinada a partir da relacao entre o
numero de sinais da hibridagao da sonda do gene HERZ2 (sinais vermelhos)
e 0 numero de sinais da hibridacao da sonda de referéncia do cromossomo
CEN-17 (sinais verdes).

HER2 IQFISH pharmDx esta indicado como um aux
doentes para os quais esta ser considerado o tratar

Breast carcinoma (FFPE) stained with HERZ IQFISH pharmDx, Code K5731. Tumor cells
show HERZgene amplification (HERZ/CEN-17 ratio ? 2).

: Agilent Technologies




Principais farmacodiagnosticos .10
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HER2 IQFISH pharmDx é um sistema completo que fornece todos os
reagentes necessarios para realizar 20 ensaios FISH. Isto inclui reagentes
de pré-tratamento, mistura de sondas HER2 e CEN-17 em tampéao de
hibridizacao IQISH, tampdes e meio de montagem. Um procedlmento
padrao validado e diretrizes de interpretacadg ' -
fornecidos.

Avaliacao por microscopio de fluorescéncia

-: Agilent Technologies



HERZ2 IQFISH PharmDx ®b.10
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Resultados de FISH em 3h30

Tempo de hibridizagdo reduzido de 12-18 horas a 1%z horas (1-2 horas)

O
L O
&.;9@ 0CJ
ANES
§ &8
L 2@ N &
K S& § S
A N ©
FISH WL [T
IQFiIsH CCIT T 111
>
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo (Horas)
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Principais farmacodiagnosticos ®p.io
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HER2 CISH pharmDx Kit (c6d:SK109)

Ensaio cromogénico de dupla cor desenhado para determinar quantitativamente as amplificacbes
do gene HERZ2 em amostras FFPE de cancer de mama utilizando microscopia de campo claro. A
amplificacao do gene € determinada a partir da relacao entre o numero de sinais da visualizagcao

da sonda do gene HER2 (sinais vermelhos) e o numero de sinais da sonda de referéncia do

cromossomo 17 (sinais azuis).

HER2 CISH pharmDx Kit € indicado como um auxiliar na avaliacido de pacientes para os quais

esta sendo considere '~ ~ *rotomoanis 2~ Herceptin ™ P
- g -

o

HER2 CISH pharmDx Kit, Code HER2 CISH pharmDx Kit, Code SK109; ‘-
SK109, stained breast cancer tissue stained breast cancer tissue specimép§ . ...'
specimens with Non-amplified. with Amplified I". e = B

' Agilent Technologies




Principais farmacodiagnosticos ®p.io
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HER2 CISH pharmDx Kit € um sistema completo que fornece todos os reagentes necessarios
para realizar 20 ensaios CISH. Isto inclui reagentes de pré-tratamento, mistura de sonda HER2 e
CEN-17, mistura de peroxidase, mistura de anticorpos CISH, cromogénios vermelho e azul,
tampdes de substrato e meios de montagem. Também é fornecido um procedimento padrao

validado e um manual de interpretacao validado.

Laminas permanentes.

: Tl
HER2 CISH pharmDx Kit, Code SK109, | "ﬂ :
stained breast cancer tissue ||' "
specimens with Amplified. \ "“L

Avaliacao por microscopio de campo claro

: Agilent Technologies




Dot-to-dot - conversdo L QN
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Sinais do FISH verdes se convertem CISH azuis
Sinais FISH vermelhas se convertem CISH vermelhas

FISH CISH

Alto nivel de concordancia entre FISH e CISH

: Agilent Technologies



Farmacodiagnostico e o histotecnologo L QN
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Kits completos, validados e com |aminas controle inclusas — facilitam e padronizam os exames
gerando resultados confiaveis e facilitando o trabalho do técnico;

Possibilidade de automacao para a hibridizagao e visualizacao — conforto e segurancga para o
uso;

Rapidez nos resultados — IQFISH

A participacao do técnico € extremamente importante para o resultado final ser preciso e com
qualidade beneficiando o paciente.

: Agilent Technologies



Perspectivas para o futuro @p.10
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O tratamento do cancer tem avancado muito gracas ao robusto volume de
pesquisas na area.

Mais de 90% dos medicamentos oncoldgicos em desenvolvimento pela industria
farmacéutica se referem as chamadas terapias-alvo.

Pesquisas cientificas tém permitido que os médicos conhecam cada vez melhor
os diferentes tipos de tumores. Quanto mais se estuda sobre eles mais se
avanca na obtencao de drogas com bons resultados.

O diagnostico evolui na mesma velocidade que o tratamento e com as drogas
individualizadas se torna cada vez mais importante exames que identifiquem
pacientes que podem se beneficiar dessas terapias.

: Agilent Technologies




Perspectivas para o futuro

Non-Small Cell Lung Cancer, PD-L1, and the Pathologist

Keith M. Kerr, BSc, MB, ChB, FRCPath, FRCPE; Marianne C. Nicolson, MD, FRCF

® Confext.—Although most primary cancers of the lung  PD-1 or anti-PD-L1 therapies. Given that there are 4 such
carry a heavy mutational load and will potentially present  drugs rapidly approaching regulatory approval, each with
many “nonself” anlig[ens to the immune system, therearea  its own independent PD-L1 immunchistochemistry bio-

wide range of possible mechanisms for tumors to avoid so-  marker test, both oncologists and pathologists face some
called immune surveillance. One such mechanism is the significant challenges.
adoption of immune checkpoints to inhibit the host [ R S i B sl

immune response. Immun
i;raat promise in the treatm |-
ung cancer.

Objective.—To discuss
selection of patients for th
a much debated issue, a
detection of Programmed ..o
ligand for the inhibitory F |
(PD-1) checkpoint, is one |

Contents lists available at ScienceDiract

Cancer Treatment Reviews

journal homepage: www.elsavierhealth.com/journals/fetrv

("Da ko
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CTLA4 blockade and GM-CSF combination
immunotherapy alters the intratumor balance
of effector and regulatory T cells

Sergio A. Quezada, Karl S. Peggs, Michael A. Curran, and James P. Allison

Howard Hughes Medical Institute, Depariment of Immunology, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, New York, USA.

available show some ca
immunohistochemistry loal

clinical use for selecting p: Anti-Tumour Treatment

ditionatly the neame PrEdICtive biomarkers in PD-1/PD-L1 checkpoint blockade
T lung cancer (NSCLC) immunotherapy

chemotherapy, or a combi

tumor stage and patient fitn . as . v : 3 . .

targeted tﬁimpief have pres AlaNgjiao Meng?, Zhaogin Huang b Feifei Teng?, Ligang Xing>*, Jinming Yu **
approach for patients whos * Depertmient of Rodiction Oncology and Shandong Key Laborerory of Badiarion Oncology, Shandong Cancer Hospital and Institute, Jinan,

BT
alterations. Ir‘ at@mpls b Nepartment of Kadiology, Provincisl Hospital Affiticred to Shandong University, linan, Shandong, Ching
lung cancers were disappo

BCG; cytokines, such as int
tions.*+*

Now, recognition of the ARTICLE INFO
Death receptor 1 (FD-1) an

ABSTRACT

Ligand 1 (PD-L1), and th Article history:

éﬂ" PHARMACODIAGNOSTICS Sintesi della relazione

Project ID: 36591
Finanziato nell'ambito di: EP&-MOBILITY
Paese: Denmark

Checkpoint blockades turn on a new paradigm shift in immunother:

CTL-associated antigen 4 (CTLA4) blockade releases inhibitory controls on T cell activation and proliferarion,
inducing antitumor immunity in both preclinical and early clinical trials. We examined the mechanisms of
action of anti-CTLA4 and a GM-CSF-transduced tumor cell vaccine (Gvax) and their impact on the balance of
effector T cells (Teffs) and Tregs in an in vivo model of B16/BL6 melanoma. Tumor challenge increased the
@ CrossMark frequency of Tregs inlymph nodes, and untreated rumors became infiltrared by CD4'Foxp3- and CD4'Foxp3*
- | I L AR ERNE - .

I | B SO S L T | R RERCR L, o W IE LT (PSRRI NS PR USRS —— | ——_ak —_r e bea_ a3

Pharmacodiagnoestics and Targeted Therapies--A Rational Approach for

Individualizing Medical Anticancer Therapy in Breast Cancer
Jan Trest Jargensen, Kirsten Vang Nielsen and Bent Ejlertsen

slogist 2007, 12:397-405.
J4/theoncologist.12-4-397

Final Activity Report Summary - PHARMACODIAGNOSTICS (Pharmacodiagnostics for prediction of

breast cancer treatment)
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A qualidade de vida do paciente com cancer € o alvo principal de todos esses
esforcos em pesquisa de novas drogas e diagnosticos.

Prova disso € a acensao da Medicina Personalizada cujos testes diagnosticos sao
especificos para identificagcao de tratamentos individualizados e,

consequentemente, aumente a sobrevida do paciente.
s =
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