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Cielom predlozeného ¢lanku je sumarizacia moznosti a uloh modernej patolégie pri analyze biopticky vysetrovaného nadorového
tkaniva v ramci rozhodovania o volbe jeho prislusnej cielenej biologickej lie¢by. Zakladom je samotna diagndza a urcenie typu nadoru,
ako nevyhnutna podmienka analyzovania prislusnej proteinovej alebo génovej strukttry, ktora moze byt cielom (,cielovou Struktu-
rou”) biologickej lie¢by. V praci sa uvadza prehlad metodickych moznosti molekulovo-biologickej analyzy aj vo formaline fixovaného
av parafine zaliateho tkaniva, ako aj prehlad potencialnych ,cielovych Struktur” najéastejsie analyzovanych skupin nadorov s uvedenim
prikladov narodnych centralizovanych programov tychto vysetreni v Slovenskej republike.

Klicové slova: typizacia nadoru, cielena biologicka liecba, molekulova patolégia, centralizované programy diagnostiky nadorovych ochoreni.

The pathologist’s contribution for a targeted biological therapy of neoplastic disorders

The aim of the review article is to summarize the possibilities and duties of the modern pathology by analyzing the bioptically exam-
ined tumor tissue within a process of consideration of an appropriate targeted therapy. The adequate and precise diagnosis and typing
of the tumor seems to be the first step of this process, followed by analyses of the protein or gene structures,which are considered to
represent possible targets of the therapy. The methodological possibilities of molecular biological analysis of the formalin-fixed and
paraffin-embedded tumor tissue are reviewed, together with an overview of the potential targets of the selected and most commonly
analyzed cancers. Also the examples of the national centralized programes of these examinations in Slovakia are referred.

Key words: typing of the tumor, targeted biological therapy, molecular pathology, centralized programs of the diagnosis of neoplastic disorders.

Uvod

Biologicka lie¢ba dnes nachddza uplatnenie
prilietbe nddorovych ochorent, ako aj niektorych
inych systémovych najma imunopatologickych
alebo zdpalovych ochoreni. Hoci ambiciou tohto
¢lanku neméze byt extenzivny vyklad pojmu bio-
logickd liecba, tak diskusia o Ulohe patoldga prijej
aplikacii si ziada aspon stru¢né Uvodné vyjadrenie
k tomuto pojmu z pohladu patoldga.

V onkolégii sa pod pojmom biologické lie¢ba
(odhliadnuc od imunoterapie) rozumeju najma
postupy tzv. cielenej protinddorovej (biologickej)
lie¢by. Pokroky v poznani bioldgie a molekulovej
biolégie, najma procesov kontroly rastu, delenia
a diferenciacie buniek fudského tela totiz umoznili
spoznat detailne signdlne drdhy tychto procesov.
Dnes je uz pomerne dobre zndme, aké zmeny ce-
lych signdlnych drdh, alebo ich sucasti nastavaju
v procese neoplastickej transformécie. Tak mozno
identifikovat potencidlne molekulové ciele v na-
dorovej bunke, zasiahnutim ktorych by malo byt
mozné kontrolovat jej rast, proliferaciu, vyZivu a pod.
Cielend liecba by tak mala selektivne zasiahnut do
patogenézy nadorovej choroby a tcinkovat len na
nadorové a nie na ostatné bunky tela, ¢o je spojené
s o¢akdvanim vyssieho Ucinku a zniZenia toxicity
protinddorovej liecby (1). KedZe dnes sa této terapia
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uplatiiuje aj v slovenskej onkologickej praxi (1 - 3),
tak st opravnene kladené aj ndm, patolégom, nové
otdzky: akad je Uloha patoléga v procese indikovania
cielenej biologickej lie¢by, aké metodické moznosti
ma dnesna patoldgia k dispozicii na riesenie tychto
problémov a aky je sicasny prinos modernej pa-
tolégie na Slovensku v tejto oblasti? V dalsom sa
pokusime na tieto otazky stru¢ne odpovedat.

Uloha patoléga v procese
indikovania cielenej biologickej
liecby nadorovych ochoreni

Vo vieobecnosti sa zda, ze hlavnou Ulohou
patoldga by malo byt spinit Ziadost onkoldga,
podla ktorej pouZitie cielenej liecby je pri niekto-
rych diagnézach podmienené dékazom ,cielovej
Struktury” (molekuly a pod.) v nddorovom tkanive
(bunke) konkrétneho pacienta (1). Patoldg sa tak
stava sucastou sirsSieho timu odbornikov a su-
Castou prace patoldga sa okrem ,samozrejmej”
diagnostiky stalo aj stanovovanie biologicky
a klinicky relevantnych nielen prognostickych,
ale aj terapeuticky prediktivnych faktorov pria-
mo v nadorovom tkanive (bunke).

V bioptickej diagnostickej patoldgii vsak v pr-
vom rade vZdy ide najprv o stanovenie sprdvnej
diagndzy, t. j. v pripade nddorového ochorenia
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0 urcenie typu, resp. podtypu nddoru, pripadne
dalsich parametrov (grading a staging). Nejde tu
len 0 to, Ze spravna diagndza je conditio sine qua
non pre lie¢bu kazdého ochorenia a nddorového
obzvlast. Dokaz ,cielovej Struktdry” v nddorovej
bunke nie je mozny bez splnenia prvotnej po-

Ziadavky spravnej typizacie, resp. subtypizacie

nadoru. Aj preto je doleZity proces Standardizdcie

a centralizdcie bioptickej diagnostiky vybranych

nadorovych ochorent, ¢i uz pre ich relativnu zried-

kavost, alebo jednoducho pre potrebu verifikacie
danej diagndzy konzultacnym vysetrenim (tzv.

,druhym ¢ftanim”). Tu mozno uviest niekolko pri-

kladov dokumentujucich, Ze spravna typizacia

nadoru je prvym krokom, ktory musf predchédzat
analyze (dokazu) cielovej Struktury, pricom neraz
umozni aj prejudikovat jej vysledok. Tak napr.:

B (CD20antigén je ubikvitdrnym antigénom viac
ako 95 % NHL B-povodu a Uspesne sa vyuZziva
ako ciel biologickej lie¢by CD20 pozitivnych
lymfémov (4). Avsak dokaz expresie antigénu
(D20 na nadorovej bunke imunohistochemic-
ky, alebo prietokovou cytometriou je sti¢astou
stanovenia diagndzy (obrazok 1 -2) a sicasne
aj odlidenia nadorov T-, resp. NK pbvodu,

B dysregulacia signéinej drahy JAK je vyznam-
nym faktorom Ph1 negativnych myeloprolife-



Obrdzok 1. Pozitivita CD20 antigénu v difuz-
nom velkobunkovom lymféome.

Obrdzok 2. Pozitivita CD20 antigénu vo foliku-
lovom lymféme.

MLy

rativnych neoplazi. Preto verifikdcia diagnézy
tychto nddorov v biopsii kostnej drene v sula-
de s principmiich klasifikacie podla WHO z .
2008 (5) je podmienkou indikovania analyzy
mutdcif JAK2 V617F, pripadne JAK2 exon12,
event. aj MPL W515L v rdmci procesu zvazo-

vania aplikacie biologickej liecby (6, 7),

B biopticka diagnostika metastazy karcinému,
napr. v lymfatickej uzline sa neraz uskutoc¢-
nuje v Case, ked primérny nador este nie
je diagnostikovany, alebo jeho diagnéza je
len na Urovni podozrenia. Dékladny rozbor
morfolégie nddoru, podporeny imunohisto-
chemickou analyzou (napr. expresie cytokera-
tinovych filament, TTF1, CDX2 a i. antigénov)
umozni identifikovat povod nddoru (napr.
v kolorektélnej oblasti, plticach, oblicke, prsnej
Zlaze apod.) a podla toho zvazovat aj pripad-

nu biologicku lie¢bu primarneho nadoru,

Prehladové cldnky n

Tabulka 1. Stru¢ny prehlad hlavnych objektov biologickej, resp. cielenej liecby nadorov.

Zameranie na

Mechanizmy posobenia cielenej liecby

imunitny systém:
- lokélne,
- alebo systémovo

stimuldcia lokélnej alebo celkovej imunologickej od-
povede organizmu na vznik nddoru, alebo navode-
nie (obnovenie porusenej) imunitnej reakcie proti na-
dorovym bunkdm s cielom zébrany vzniku recidivy

- tzv. nové ciele v bunke nadoru, napr.:
— rastové faktory a ich receptory
- protefnové kindzy
— deaktivacia inhibitorov apoptotickych faktorov,
- inhibicia ,heat shock” proteinu

- tzv. nové ciele v bunkéach mikroprostredia (stro-
me) nddoru, napr.:
— vaskularne endotelové faktory a ich receptory,
— receptory rastového faktora fibroblastov a i.

blokovanie signainej cesty:

a) bud'v nddorovej bunke,

b) alebo v endotelovej bunke cievy,

¢) alebo v stromélnej komponente nadoru.

inhibiciu DAC (deacetylazy) v nadorovej bunke

ucinok na epigeneticku reguldciu, prip. aj na mnoho-
pocetné onkogénne signélne drahy

blokovanie (CD) antigénov nddorovych buniek
pomocou monoklénovych protildtok

inhibicia rastu a Sirenia buniek nddoru vazbou na vy-
soko $pecializované ciele

somatostatinové receptory

inhibicia rastu a proliferacie nddorovych buniek blo-
kovanim receptorov somatostatinu

viaceré signalne dréhy (najma na tzv. nové ciele) v
nadorovej bunke sucasne

sUc¢asna inhibicia dvoch (duélna inhibicia) alebo via-
cerych signalnych drah

B nélez pozitivneho HER2 stavu mozno oca-
kdvat v cca ¥ pripadov duktélneho invaziv-
neho karcinému prsnika, najma G2, resp. G3,
ale je nepravdepodobny v lobuldrnom inva-
zivnom a meduldrnom karcinéme. To isté
plati pre zalidoc¢ny karcindm, ked pozitivita
HER2 je Castejsia v nddoroch gastroezofage-
alnej junkcie, pricom sa vyskytuje az v 30 %
intestindlneho a cca 5 — 15 % zmie$aného
a difizneho typu, ale je nepravdepodobna
v karcindme z prstencovitych buniek (8),

B pétranie po dokaze aktivujucej mutacie EGFR
génu (2,9) alebo pritomnosti fuzneho génu
EML-4-ALK génu (10) v plicnom karcinéme
vyzaduje splnit najprv podmienku diagndzy
karcinému nemalobunkového typu,

B poziadavka na urcenie typu mutdcie v na-
dore typu gastrointestindlneho stromélneho
nadoru (GIST-u) sa méze splnit az po verifika-
cii diagndzy GIST-u a diferencidlno-diagnos-
tického odliSenia inych nadorov GITu.
Urcovanie ,cielovej struktiry” je sicastou

analyzy tkaniva, ktoré v rdmci bioptického vy-

Setrenia mame v rukdch” my, patoldgovia. Zalezi

len od nés, ¢i tuto prilezitost v timovej spolupraci

s dalsimi Specialistami vieme vyuzit v prospech

pacienta. ldentifikdcia ,cielovej Struktury” sa tak

stava sUcastou analyzy bioptického materidlu,
alebo nasleduje po stanoveni bioptickej diagno-
zy. Zavisi to od ciela, ktory je potrebné identifikovat,
resp. od metddy ur¢ovania jeho stavu, ktord pouzi-
jeme. Cielena liecba nadorov moéze ovplyviovat
rézne bunkové a tkanivové prostredia nadoru,
napr. pdsobit na (pozri aj tabulku 1):

I. rast, proliferaciu a prezivanie nadorovych
buniek - t&to napriek mnohorakosti rasto-
vych a prolifera¢nych mechanizmov v zdsade
ovplyvriuje rovnaké patogenetické cesty kan-
cerogenézy, bud niektoré z nich alebo sucas-
ne viaceré ¢ivietky z nich. SU to najma:

1. zvy3end apoptodza,

.2. znizenie rastovej aktivity buniek nddoru,

|.3. skrdtenie preZivania nadorovych buniek,

|.4. zniZeny stuper invazivity nadorovych
buniek a schopnosti ich metastdzovania.

Il. rast a proliferaciu inych bunkovych
procesov tkanivového mikroprostredia
nadoru, resp. procesov prebiehajucich
v strome nadoru, ako napr.:

I1.1. angiogenézy, t. . rast a proliferaciu endotélif
ciev, ktoré zsobuju nador (t.j. nenddoro-
vych buniek v nddore) s predpokladom
obmedzenia prisunu Zivin do nddoru pri
blokovani cievnej proliferacie v jeho strome.
Mechanizmy Ucinky zahffaju blok endote-
lového rastového faktora a jeho receptorov,
integrinov, endotelinov a dalsich proteinov
potrebnych pre adherenciu nddorovych
buniek a ich metastézovanie (2).

I1.2. signalizdciu medzi mikroprostredim
a naddorovymi bunkami, receptory rasto-
vého faktora fibroblastov a pod.

Metédy, ktoré ma sacasna

moderna patoldgia k dispozicii

a interpretacia ich vysledkov
Patoldgia sa dnes z hladiska aplikacie mole-

kulovo-biologickych metéd nachadza priblizne
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Prehladové ¢ldnky

Obrdzok 3. Pozitivita HER2 proteinu 3+ v duk-
tadlnom invazivnom karcinéme prsnej zZlazy.

Obrdzok 4. FISH metodou verifikovana amplifi-
kdcia HER2 génu v duktalnom invazivnom karci-
néme prsnej zlazy.

Obrdzok 5. Pozitivita imunohistochemického
dékazu CD117 proteinu v bioptickom preparate

v rovnakom obdobf, ako tomu bolo pred cca 25

— 30 rokmi v ére aplikacie imunohistochemickych

metdd do patoldgie. Pociatocnu rezervovanost

¢i pesimizmus postupne strieda realistickd Uvaha

a uvedomovanie si moznostf analyzy nddorového

tkaniva. Hoci analyza zmien DNA v tkanive alebo

extrakcia DNA z tkaniva (aj fixovaného) je lahsia

a jednoduchsdia, nez analyza zmien RNA, resp. nez

extrakcia RNA, tak dnes su k dispozicii viaceré meté-

dy analyzy nukleovych kyselin, a to aj v archivnom
alebo rutinnom vo formole fixovanom a v parafine
zaliatom tkanive nadoru (11, 12). Sem patria napr.

a) metddy gélovej elektroforézy vratane metddy
SSCP (“single strand conformation polymor-
phism analysis”) a blotovych metéd,

b) metddy in situ hybridizdcie (fluorescenc¢na,
chromogénovs, i), so Specifickymi sondami
pre alely, ramienka alebo centroméry chromo-
zémov, resp. pre génové sekvencie a pod.,,
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Obrdzok 6. \/ysledok mutacnej analyzy GIST-u t.i. pacienta — dékaz dele¢nej mutécie exonu 11.
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¢) rézne PCR techniky (multiplexnd, ,nested’,
inverzna a kvantitativne PCR a pod.),

d) dalsie metédy ako komparativna genomic-
k& hybridizacia, ¢Cipové DNA (mikroerejoveé)
techniky, sekvenacné (mutacné) analyzy,
a dalSie recentné, napr. analyzy in situ (,vnutri
bunky”) — napr. amplifikacia nukleovych ky-
selin alebo PCR in situ hybridizacia a pod.
Dnesna moderna patoldgia sa tak stava

sUcastou timového a multidisciplinarneho pri-

stupu a intelektudlne, persondlne, metodicky

a ekonomicky naro¢nou. Volby metédy analyzy

nadorovych buniek, resp. tkaniva nadoru, pouzi-

telnej na detekciu ,cielovej struktury” a aplikacia,
resp. dostupnost zvolenych metdd zavisia od
viacerych a najma nasledovnych faktorov:

a) Cidetekcia ciela” terapie vyZaduje analyzu stavu
prislusného génu (napr. HER2 génu), alebo ¢i po-
staCuje dokaz proteinovej expresie (kddovanej
génom) metédou imunohistochemickej diagnos-
tiky. Tu mozno uviest niekolko prikladov:
| priindikovanf cielenej anti-HER2 terapie

sa pouziva identifikacia tkanivovej expre-
sie HER2 proteinu, algoritmicky doplnend
o dokaz amplifikdcie HER2 génu metd-
dou in situ hybridizacie (obrdzok 3 - 4),

m pri indikovani cieleného blokovania ty-
rozinovej kinazy v GIST-e (13) sa okrem
expresie antigénu CD117 v tkanive nadoru
vyZaduju aj mutacné analyzy génu c-KIT
(resp. PGDFRa) — pozri obrazok 5 — 6, pri-
¢om tieto umoznuju identifikovat pacien-
ta s rezistenciou ¢i citlivostou na jednotlivé
moZznosti zvazovanej cielenej liecby,

B prizvazovaniinhibitorov skupiny antiapo-
ptotickych bcl-2 proteinov sa méze pouzit
identifikicia expresie bcl-2 proteinu v tkani-
ve alebo analyza stavu BCL-2 génu, a pod.

Metddy analyzy imunohistochemickej expresie

sU dostupnejsie vo vacsine pracovisk patologie,

kym analyzy génovych struktdr ako metodicky,

persondlne a technologicky ndro¢nejsie sa neraz
realizuju v rdmci centralizovanych narodnych dia-
gnostickych programov (14). Pri vhodnej aplikécii
systémov kontroly kvality v nich mozno dosiahnut
pozadovany stupen zhody vysledkov jednak medzi
centrami, ako aj pri porovnani réznych metodik —

napr. medzi expresiou HER2 proteinu a génu (15),

b) ciide o nativny, alebo vo formole fixovany ma-
teridl. Prednost by mali mat analyzy nativneho
materialu, s moznostou analyzy otlackovych
preparaty, izolacie nefragmentovanej RNA aj
DNA, ako aj dlhodobej archivécie nukleovych
kyselin a buniek/tkaniva nddoru. Dnes sa
v SR odoberaju bunky a tkanivo nddoru na
bioptické vysetrenie v zariadeniach v spektre
od ,malych” ambulancif az po velké ,kon-
cové zdravotnicke zariadenia”, preto zvécsa
ide o vysetrenie tkaniva fixovaného vo for-
maline. Aj preto mozno len podporit Gvahy
o potrebe vytvorit dnes na Slovensku (napriek
ekonomickym obmedzeniam) aspor zaklady
narodnej tkanivovej banky zriadenim parcial-
nych bénk prinajmenej vo velkych koncovych
zdravotnickych zariadeniach (16),

c) ¢&iide o analyzu limitovaného materidlu bu-
niek ¢i tkaniva nddoru (bronchidlneho steru,
punkeného, alebo endoskopického materidlu
ai.), alebo rozsiahlejsieho resekcného materidlu.
Tu volbu analyzy ajej vysledok ovplyvriuju aj
faktory fixacie tkaniva, stav pacienta a ma-
nazment diagnostického procesu. Tak napr.
dnes sa analyzuje EGFR v plicnom karcino-
me v cytologickom materidli (9), alebo HER2
a K-ras v punk&nom, resp. endoskopickom
bioptickom materidli (8, 14). Pri dobre planova-
nom manazmente je vsak Zziaduce dohodnut
s patoldgom aj ¢as a miesto analyzy. Napr. ak
po pozitivnej core-cut biopsii je pldnovana
aj chirurgicka liecba nadoru, tak je vhodné
uprednostnit analyzu ,cielovej Struktury” v re-
sekate pred analyzou v punkénej vzorke (15),



Tabulka 2. Prehlad hodnotenia stavu HER 2 v tkanive karcindmu prsnika a zaludka (napr. podla 8, 15, 20).

Metéda Karcindm prsnika Karciném zaludka

hodnotenie kvantitativne kritéria: kvantitativne kritéria:

pozitivity core-cut biopsia aj resekat: od r. 2007 sa vy-  a. endoskopickd vzorka: pozitivita aspor 5
imunohisto- Zaduje pozitivita > 30 % buniek nadoru, kohezivnych ,vitdlnych” buniek nadoru
chemickej (predtym pozitivita len > 10 %). b. resekat: pozitivita > 10 % ,vitalnych” bu-
expresie HER2 niek nddoru

proteinu kvalitativne kritéria:

pozitivita je podla intenzity reakcie hodno-
tend na Urovni 2+ resp. 3+, pricom sa vyZa-
duje pozitivita celej bunkovej membrany
(obkruzenie celej bunky)

kvalitativne kritéria (oba druhy materidlu):
pozitivita je podla intenzity reakcie hodnote-
na na urovni 2+ resp. 3+, pricom sa nevyza-
duje kompletna pozitivita, hodnoti sa aj ne-
kompletnd, tzv. bazolaterdlna pozitivita, kto-
rd chyba v apikéinej (luminalnej) ¢asti bunky.

fluorescencnd

kvantitativne kritéria:

kvantitativne kritéria (oba druhy materialu):

in situ hybridi-  core-cut biopsia aj resekat: a) amplifikaciu definuje skore > 2,0
zacia: a) amplifikaciu definuje od r. 2007 skére > b) amplifikdcia mé byt vyznacend minim.
2,2 (predtym len > 2,0), v 20 kohezivnych bunkach s najvacsim
FISH skore = b) amplifikdcia ma byt vyznacena minim. poc¢tom signalov.
pomer sig- v 20 kohezivnych bunkéach s najvacsim
nélov HER2 : poc¢tom signélov,
CEP 17 ¢) ak je skére v rozmedzi 1,8 - 2,2 odporuca
sa retestovanie dalsich 20 buniek.
Pozn.: okrem toho md byt amplifikdcia pritomnd vo
> 50 % infiltrativnej komponenty nddoru, ak je vyzna-
cend v 5 - 50 % buniek infiltrativnej komponenty, ide
o tzv. heterogenitu (odporuca sa uviest v ndleze)
vyznam de- proteinova expresia je skriningom rozlise-  hoci vysledky oboch metdd maju rovnaky

tekcie expresie
proteinu, resp.
amplifikacie

génu rené in situ hybridizaciou

nia negativnych pripadov (0, 1+) a pozitiv-
nych pripadov (3+), pricom pripady s prote- ticky postup ako pri karcindme prsnika.
inovou expresiou HER2 2+ musia byt vyset-

prediktivny vyznam, tak sa odporuca iden-

d) ¢iide o vysetrenie primdrneho nddoru, alebo
jeho neskorsej metastdzy ¢i recidivy. Tato otéz-
ka je diskutovana aj z pohladu nékladov na
opakované analyzy. My v3ak suc si vedomf
otazok spojenych s heterogenitou vnutri na-
doru, s (ne-)stabilitou cielovej Struktury pred
a po cielengj liecbe, pri recidive a s rizikom
vzniku pridavnych genetickych zmien (napr.
sekundarnych mutdcif) suhlasime s posto-
jom, Ze test ,cielovej struktury” je potrebny
aj pri recidive ochorenia (17).

Samostatnou otdzkou je zabezpecenie kvality
vysetreni a Standardizacie nielen vlastnych vyset-
rent, ale aj interpretécie ich vysledkov. To je dalsi
argument pre centralizdciu bioptickej diagnostiky
vybranych nddorovych ochoreni, zabezpecenie
dostato¢nych ,technologickych” skiisenostf labo-
ratoria a rovnako aj kvality interpretacie vysledkov.
V ostatnych rokoch pod gesciou réznych odbor-
nych spolo¢nosti preto vznikaju medzindrodne
akceptované programy analyz ,cielovej Struktdry”,
napr. v kolorektdlnom a plicnom karcinéme, v me-
tastatickom karcinému z obli¢kovych buniek a pod.
(9, 14,18 - 19). Tieto programy overené klinickymi
studiami vedu k zmendm a spresrfiovaniu analyz.
Tak napr. nedavno doslo k spresneniu kritérii hod-
notenia stavu HER2, ked'sa prihliada na nadorovu
heterogenitu a pouzivaju sa rézne hodnotenia
podla typu nédoru (8, 20) — pozri tabulku 2.

Z&verom mozno zhrnut, Ze nasadenie cielenej
terapie by malo umoznit aj nastupit na cestu po-
stupnej individualizacie nddorovej liecby v ramci
splnenia poziadavky na identifikaciu ciefa (cielov)
v nadorovych bunkach individudlne hodnoteného
pacienta, proti ktorym mé byt tato lie¢ba oriento-
vana. Preto je iste potesujlce, ze mnohé z tychto
programov sa dnes uz redlne uplatiuju v spolu-
praci onkoldgov a patoldgov a dalsich odbornikov
aj v SR, ¢o plati najma pre oblast diagnostiky ma-
lignych lymfémov, myelodysplastickych syndré-
mov a myeloproliferativnych ochorent, karcindmu
prsnika, oblickovych buniek, plicneho, kolorektdl-
neho, zalidoc¢ného a plicneho karcinému a pod.
Ved napr. len v rdmci centralizovaného programu
testovania stavu HER2 v SR sme v . 2000 - 2009
vysetrili nddory takmer 15 000 pacientov.
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