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Osnova prednasky 1.
+ obecné rysy kancerogeneze

* regulace bunécného cyklu: vybrané onkogeny a
nddorové supresory: HER2/neu, TGF-B, Ras, Myc,
APC/ B-katenin

+ geneticka nestabilita

* p33

» vyvoj kolorektdlniho karcinomu: model kancerogeneze



Doporucenad literatura

+ Zdenék Adam, Jiri Vorlicek, Jana Koptikova:
,Obecnd onkologie a podpirna lé¢ba™

Kapitola 2: Jana Smardovd, Jitka Pacholikovd:
Molekuldrni podstata kancerogeneze

*+ Robert A. Weinberg:

,Jedina odrodila bunka"

* Robert A. Weinberg:

.The Biology of Cancer™ (Garland Science 2007)



Nador, tumor, neoplazma, novotvar

- geneticky podminény abnormdlni prirtstek bunééné tkdriové hmoty
klondlniho charakteru. Jeho rist neni v koordinaci s ristem
okolnich tkani a rovnovdznym stavem organismu

Kancerogeneze

- proces vzniku a vyvoje nadoru

- vicestupnovy proces

- podstatou kancerogeneze je postupné hromadéni genetickych (a
epigenetickych) zmén

Neoplasticka transformace

- preména somatické buriky v buriku nadorovou

a) b)

fibroblasty

Nador je
komplexni tkan

nadorové buriky nadorove bunky

bufiky imunitniho systému




Vicestupnova kancerogeneze: postupné
hromadéni genetickych zmén spojené s
kroky klondlni expanze

initiating mutation

000000F000000000000000

FIRST CLONAL EXPANSION

second mutation
OOOOOOOQGOOWEWWOGOOOOO
) g SECOND CLONAL EXPANSION

third mutation

OOOOGGGG@@G -------------- $$00000

~106 cells ———»4
THIRD CLONAL EXPANSION

fourth mutation

00006688866 - $600000

~106 cells ———i 7
/ FOURTH CLONAL EXPANSION

etc.




Sest ziskanych vlastnosti maligniho

V4
nadoru

ziskana schopnost priklad
Fal sobéstacnost v produkci ristovych signdlt aktivace H-ras
L1 necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrdta RB
EZ poskozeni apoptdzy produkce IGF
2] neomezeny replikacni potencidl aktivace telomeradzy
IEB posileni angiogeneze produkce VEGF
bl fvorba metastdz inaktivace E-Kadherinu

nestabilita genomu jako podminka akumulace vSech nutnych zmén



Kancerogeneze mad obecné rysy
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Kancerogeneze ma individudlni pribéh
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Individudlni je - pofadi zdsahil
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- konkrétni zasazené geny




Onkogeny

Protoonkogen je strukturni gen eukaryotické bunky,
ktery se svym translacnim produktem podili do
zna¢né miry na requlaci déleni bunék a jejich
diferenciace.

Onkogen je protoonkogen pozménény nebo aktivovany
tak, Ze vyvoldva neoplastickou transformaci bunky.

Mutace protoonkogent jsou:
- aktivujici
- dominantni

- vyskytuji se v somatickych butfikdch a jen
vyjimecéné v zdrodecnych burikach




Nadorové supresory

Produkty gent pro nddorové supresory

(antionkogeny) v norma

proliferaci, ale naopak j

ve stadiu klidu (6,). Jej

nich bunkach nevyvoldvaji
i potlacuji a udrzuji bunky
ich ztrata se projevuje

neregulovanou proliferaci.

Mutace nadorovych supresord jsou:

- inaktivujici

- recesivni (spojeno s LOH)
- vyskytuji se v somatickych a také v zdrodeclnych

bunkach




Sest ziskanych vlastnosti maligniho

V4
nadoru

ziskand schopnost priklad
W@l sobéstacnost v produkci ristovych signdlt aktivace H-ras
1 necitlivost k signdlim zastavujicim b.c.  ztrdta RB
EZ poskozeni apoptdzy produkce IGF
2] neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerazy
IEB posileni angiogeneze produkce VEGF
bl fvorba metastdz inaktivace E-Kadherinu

nestabilita genomu jako podminka akumulace vsech nutnych zmén




Sest ziskanych vlastnosti maligniho

V4
nadoru

ziskana schopnost priklad
i@ sobéstacnost v produkci rustovych signdlt aktivace H-ras
1 necitlivost k signdliim zastavujicim b.c. ztrata RB
EZ poskozeni apoptdzy produkce IGF
2] neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerazy
IEB posileni angiogeneze produkce VEGF
bl fvorba metastdz inaktivace E-Kadherinu

nestabilita genomu jako podminka akumulace vsech nutnych zmén



Je rakovina nemoc bunéénéeho
cyklu?

+ Ztrdta regulace bunécného
cyklu je kritickd soucast
bunééné transformace.

+ Ztrdta regulace bunécného
\» ~ cyklu neni jedinou soucadsti
postmitoticka “.ve
faze kancerogeneze, vétsinou
sama o sobé neni plné
1. transformujici.



Regulace bunécného cyklu - bod
restrikce - regulace fosforylace RB
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Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)
* nddorovy supresor p16™NK44 (melanom, ..)
* cykliny D (lymfomy, ..)

- periferni hraci" - souc¢dsti mitogennich a
antimitogennich drah



Priklady signalnich drah
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Rustové faktory a RTK receptory
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Typy mutaci postihujici rustové
faktory a RTK receptory

Produkce/nadprodukce (vlastnich) ristovych signdld (-
autokrinni stimulace).

Amplifikace receptoru: (1) neadekvatné efektivni
Vychytavani" extraceluldrniho signdlu - buriky s
koncentrovanym receptorem jsou pozitivné stimulovany k
bunécnému cyklu, i kdyz hladina extracelularniho signdlu je
nizkd a za normdlnich okolnosti by mitogenni drdhu
neaktivovala; (2) koncentrace receptorovych proteint na
povrchu buriky tak vysokd, Ze se molekuly nahodile setkdvaji
a dimerizuji i bez vazby ligandu.

Zména struktury receptoru: jeho aktivace nezdvisla na vazbé
ligandu (bodovymi mutacemi, kratkymi delecemi, zkrdcené
formy, v dusledku fdze s jinymi geny,...).




Priklad membranového receptoru:
HER2/neu

HER2/neu kédovdn genem c-erbB2

- vysokd hladina proteinu HER2/neu nebo amplifikace
genu c-erbB2 detekovdna u adenokarcinomi slinnych
zlaz, prsu, vajecniku, streva a zaludku

- amplifikace HERZ/neu je uzndvanym prognostickym
a prediktivnim faktorem u nddoru prsu; pacientky s
amplifikacti HERZ/neu podstupuji radikdlnéjsi terapii
a mohou byt [éCeny Herceptinem (trastuzumab)-

monoklondlni protilatkou rozpozndvajici protein
HER2/neu



Priklad cytoplazmatického proteinu: Ras

Proteiny H-Ras, N-Ras a K-Ras4A a K-Ras4B
(p21Rss) jsou lokalizovany na vnitrni strané
cytoplazmatické membrdny, kde funguji jako
prrepinale pri pfenosu extraceluldrnich signdlt do
cytoplazmy. Uéastni se rizeni bunééného cyklu,
diferenciace a apoptdzy.

Proteiny Ras maji GTPdzovou akftivitu: jsou inaktivni,
vaze-li se na né GDP, a aktivni, vaze-li se na né
GTP. Vlastni schopnost Ras-proteint vymériovat
GTP/GDP a hydrolyzovat GTP je nizkd, proto nutna
ucast dvou typl proteind:



GTPazovy cyklus proteinu Ras

Growth Factors and Other Signals

J' GEFs posiluji
Guanine nucleotid h fact pOSIIUJI Tvorbu
(e=sieapess) 6EF aktivniho Ras, ktery

/\ vaze GTP

Ras GDP —» Effectors
On

Off

GAPs aktivuji GTPazu,
posiluji tvorbu

GTPase activating protein GAP inCllevnihO STGVU RC(S,
ktery vaze GDP




Onkogenni aktivace ras

Onkogenni mutace posiluji aktivitu Ras (napr. v koddnu
12 poskozuje GTPazovou aktivitu, vysledny Ras je
rezistentni k plsobeni proteint GAP); u nékterych
nadord je zvySend exprese ras.

Pritomnost onkogenni mutace ras detekovana témér u
35% nadord.

Mutace H-ras hlavné u nddort kiZe a dlazdicobunéénych nadord
hlavy a krku.

Mutace K-ras hlavné u adenokarcinom, karcinomtl chrupavek,
kolorektdlnich nddort a nddort pankreatu.

Mutace N-ras jsou bézné u hematopoietickych malignit, hlavné u
AML a MDS



Protoonkoprotein Myc

Do rodiny proteinii Myc patri proteiny: c-Myc, N-Myc a L-Myc;
podobné svou strukturou a mechanismem dcinku, vyrazné se lisi
expresi behem vyvoje; lisi se také svou dlohou ve vyvoji
jednotlivych typl nddord.

Myc je jaderny fosfoprotein s mnoha znaky transkripéniho faktoru:

transaktivuje napr. geny pro cyklin D2 a CDK4 a Cull, jehoz
produkt aktivuje degradaci p27K?

reprimuje p15 a p21

zvysuje aktivitu telomerdzy transaktivaci katalytické podjednotky
hTERT




c-myc a nadory

Burkittuv lymfom:

Témer viechny pripady Burkittova lymfomu souvisi s
translokaci genu c-myc (na chromozomu 8) bud’ s
tézkym retézcem p nebo A nebo lehkym retézcem
K imunoglobulint (na chromozomech 14, 22 a 2).

Nékdy byva translokace doprovdzena i vyskytem
somatickych mutaci v genu c-myc. Tyto mutace
prispivaji vyznamné k fenotypu a progresi
onemocnéni.




N-myc a nadory

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 1/3 pripadt
neuroblastomu a je spojena s horsi progndzou
onemocnéni.

Zvysend exprese N-myc byla popsana u vyznamného
podilu pripadi malobunééného nadoru plic a u
mensiho poCtu pripadt meduldrniho thyroidniho
nddoru, retinoblastomu, rhabdomyosarkomu a
nddoru prsu.

L-myc a nadory

Amplifikace a zvySend exprese L-myc (a také c-myc
a N-myc) byla pozorovdna u nékterych pripadt
malobunécného karcinomu plic.




Signalni draha TGF-f3
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Signalni drdha Wnt-1/p-katenin

B-kateniny hraji v buikach dvé odlisné role a obé tyto role se
mohou podilet na kancerogenezi:

1. Molekuly B-kateninu jsou strukturdlni soué¢dsti cytoskeletonu a
adhezivnich komplexu (zprostredkovdvaji vztah mezi
kadheriny a aktinovymi slozkami cytoskeletonu).
Ztrata/zména bunééné adheze se uplatiiuje pri metastdzovani
nddoru.

2. Volny B-katenin funguje jako signdlni molekula drahy Wnt-1/(3-
katenin (¢astnici se requlace transkripce. Transkripce genl
zprostredkovand B-kateniny mlZe zapnout geny nutné k
bunééné proliferaci nebo geny s antiapoptotickou funkci.



Regulace B-katenint

Hladina volného (-kateninu je udrzovana pomoci tzv.
destrukcniho komplexu. Ten je tvoren proteiny: GSK-3, Axin,
APC a B-TrCP/Slimb.

GSK-3 serin/threoninova kindza, kterd fosforyluje B-katenin
(533, S37, T47 a S45). Tato fosforylace funguje jako signdl
k nasledné ubikvitinaci a degradaci B-kateninu.

Axin a APC funguji jako"leseni" celého komplexu a podminuji
jeho fungovani. Axin obsahuje vazebnd mista pro vsechny
soucdsti destrukéniho komplexu.

Pokud se zvysi hladina volného B-kateninu, vaze se na DNA
vazebné proteiny Tcf (. T cell factor") a/nebo Lef (..lymphoid
enhancer factor") a spole¢né aktivuji transkripci cilovych
gend. K nim patri napf. c-myc a gen pro cyklin D1, coz vede
ke zvysSeni bunécné proliferace.



Signalni drdha Wnt/[3-katenin

|i‘u:||'r:arem
junclicn

Prebytek volného B-kateninu je degradovan, coz
je zprostredkovdano destrukénim komplexem.

Traracription




Signdlni draha Wnt-1/B-katenin a
nadory

Mutace APC znemoznujici vazbu APC na B-katenin nebo vazbu
APC na axin zplsobuji konstitutivni aktivaci B-kateninu.
Mutace APC patri k Casnym genetickym zméndm pri vyvoji
kolorektalniho karcinomu (i vrozené mutace), ddvaji burikam
rdstovou vyhodu.

Mutace axinu, které znemoznuji vazbu axinu na 3-katenin, byly
nalezeny u nékterych hepatoceluldrnich nddord.

Mutace -kateninu bud’ odstranuji serin nebo méni serin na
jinou aminokyselinu, coZ vede ke zvyseni transkripcni aktivity a k
necitlivosti k APC zprostredkovanému odbouravadni B-kateninu.

Mutace (-kateninu se vyskytuji u kolorektdlniho nddoru, nikdy ne
zaroven s mutacemi APC (princip exkluzivity).




Sest ziskanych vlastnosti maligniho

V4
nadoru

ziskana schopnost priklad
Fal sobéstacnost v produkci ristovych signdlt aktivace H-ras
L1 necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrata RB
EZ poskozeni apoptdzy produkce IGF
2] neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerazy
IEB posileni angiogeneze produkce VEGF
bl fvorba metastdz inaktivace E-Kadherinu

nestabilita genomu jako podminka akumulace vsech nutnych zmén




Geneticka nestabilita nadoru

Nddory vznikaji postupnou akumulaci genetickych zmén.

Z vypoctu, ktery vychdzel ze zndmé mutacni rychlosti

v somatickych burikdch (10-7 na gen na generaci bunék), se
zddlo, Ze k takové akumulaci mutaci nemuze béhem lidského
zivota dojit. Jakym mechanismem dochdzi k této akumulaci?

K akumulaci sta¢i normdlni rychlost mutaci ve spojeni s vinami
klondlni expanze, které mohou byt zplsobeny pozitivni selekci
bunék "prenddorovych”.

Akumulace vsech nutnych mutaci umoZnéna genetickou
nestabilitou. Nestabilita je zdleZitost rychlosti, s jakou

k mutacim dochdzi, existence mutaci sama o sobé neposkytuje
zadnou informaci o fom, s jakou rychlosti se objevila.

Vétsina nadoru je geneticky nestabilnich.



Typy genetickych zmén v nddorech

1. Mensi zmény v sekvenci DNA - missense mutace, mensi delece a
inzerce (napt. missense mutace K-ras se vyskytuje u 80% nddord
pankreatu, prevdzné missense mutace p53 u témér poloviny vsech
nadord,..)

2. Zmény v po¢tu chromozom - ztrdty pripadné zisky celych
chromozomt (ztrata chromozomu 10 u glioblastomi spojena se
ztratou nadorového supresoru PTEN; ziskdni chromozomu 7 u
papillary renal karcinomt spojeno s duplikaci mutantniho onkogenu

MET)

3. Chromozomdlni translokace - fize ¢dsti odlisnych chromozomi nebo
normdlné nesouvisejicich ¢asti téhoz chromozomu (na molekuldrni
Urovni mize byt doprovdzeno fuzemi mezi dvéma odlisnymi geny)
(Philadelphsky chromozom a dalsi translokace typické pro radu
leukemit)

4. Amplifikace gent (amplifikace genu N-myc u 30% neuroblastomt)

Ke genetické nestabilité dochazi na vice drovnich.



1.

Nestabilita v sekvenci DNA

Napr. poskozeni nukleotidové excizni opravy
(.nucleotide-excision repair"). Vrozeny
(recesivni) nddorovy syndrom Xeroderma
pigmentosum (néktery ze 7 genl: XP-A az XP-
).

Nebo poskozeni opravy Spatného parovani
(.mismatch repair®) - s tim spojenad
mikrosatelitova nestabilita. Dédi¢ny nepolypdzni
kolorektdlni karcinom - HNPCC - Lynchiy
syndrom (néktery z gent MSHZ, MLHI, PMSI,
PMS2, MSH6).



Nestabilita v disledku nedostateénych
oprav dvouretézcovych zlomi DNA

Double-stranded breaks

modré Sipky:
fosforylace
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Tyto proteiny udrzuji integritu genomu, jejich mutace
predisponuji k vyvoji nadord.



Nestabilita v poétu chromozomu

» Ztrdaty nebo zmnoZzeni celych chromozomd
(aneuploidie) jsou mnohem béznéjsi a vyskytuji se
témér u vétsiny nddord: napr. 85% kolorektdlnich
nadord je vysoce aneuploidnich.

» Souvisi s poruchami kontrolniho bodu bunééného
cyklu/mitézy: kontrola mitotického vreténka (.spindle
check-point") zajist'uje, aby se sesterské chromatidy
nerozchazely drive, nez jsou vsechny chromozomy
spravné usporadany kolem mitotického vireténka.



Kontrola mitotickeho vreténka
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Jak je monitorovdno sestavovdni vieténka? Na nespravné
sestaveni vireténka reaguji proteiny typu Bub a Mad a
nedovoli aktivaci APC/C (kohesin, sekurin, separin).
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Mutace p53 a nadory

Asi u 50% vsech lidskych
nddorl Ize detekovat
somatickou mutaci/aberaci
nddorového supresoru p53.
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Vyvoj kolorektalniho karcinomu: model
kancerogeneze

Familialni adenomatozni polypoza - FAP

Autosomdlné dominantni dédi¢né onemocnéni.

U pacientl s FAP se vyvijeji stovky aZ tisice benignich
kolorektdlnich nddort, z nichZz nékteré progreduji do karcinomd,
nejéastéji béhem druhé a treti dekddy Zivota. Primérny vék
detekce nddoru u FAP pacienti je 40 let.

Polypy, které se objevuji u pacientl s FAP jsou totozné s polypy
sporadickymi a také nemaji vétsi riziko maligni progrese nez
sporadické polypy. Ale jejich velky pocet ,zajist'uje", Ze nékteré
se s jistotou v maligni vyvinou.

Pacienti s FAP maji zvy$ené riziko thyroidnich nddort, nddort
tenkého streva, Zaludku a mozku.




Familidlni adenomatozni polypoza

* FAP je spojena s vrozenymi mutacemi genu APC.

- Somatické mutace APC také hraji kli¢ovou dlohu
pri vyvoji sporadickych kolorektdlnich karcinomd,
jsou detekovany alespon u 80% vsech CRC.




Dvoji tloha proteinu APC v bunce:

A. Regulace hladiny volného [-kateninu

E-Cadherin

\ A
Plasma Membrane \Fz

E
rutenl ¥ smb

Nuclear Membrane




Dvoji tloha proteinu APC v bunce:

B. déast na tvorbée mitotického vreténka

a Wild-type cells
Centrosome APC EB1 Kinetochore

Microtubules —

APC je lokalizovano na kinetochorech metafazickych chromozomd.
Disledkem mutace APC je pogkozeni mitotického vireténka a tim zvy3eni
chromozomailni genetické nestability.



Dvoji dloha APC pri vyvoji CRC

+ APC se zrejmée uplatiiuje jak pri iniciaci vyvoje
nddoru (v dusledku selektivni vyhody ziskané
aktivaci Wnt-1/B-katenin drdhy), tak také v
pozdéjsich fdzich vyvoje nddoru tim, Ze je pricinou
chromozomdlni nestability.

* Mutace APCpredstavuje nejcastéjsi prvni krok v
kancerogenezi kolorektdlniho karcinomu




Vyvoj kolorektalniho */f\p Q %
karcinomu “‘ﬁ m J“‘ gu

: relativné ,standardni" pribéh
od malych adenomi (do 1 cm),
pres stredné pokrocilé (vice
nez 1 cm bez zndmek
transformace) a velké adenomy
az po plné rozvinuty maligni
CRC
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Vyvoj kolorektdlniho karcinomu

Kolorektdlni karcinomy predstavuji vyborny model pro
studium kancerogeneze:

- relativné ,standardni* prubéh od malych adenomt
(do 1 cm), pres stredné pokrocilé (vice nez 1 cm
bez znamek transformace) a velké adenomy az po
pIné rozvinuty maligni CRC

+ souvislost mezi morfologii jednotlivych stadii a
genetickymi zménami

- model kooperace onkogent a nddorovych supresort
béhem kancerogeneze



Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - aktivace ras

+ Specifické bodové mutace protoonkogenu K-ras
nebo N-ras jsou detekovdny alesponi u 50%
kolorektdlnich adenomt vétsich nez 1 cm a asi u
50% karcinomi.

* Mutace ras jsou jen vzdcné (do 10%) detekovany u
adenomi mensich nez lcm.

= mutace ras se typicky objevuji pri progresi
adenomt



Frekvence mutaci ras u
kolorektdlnich karcinomu

-J
(=]

]
o

50

40

30

20

10

Tumors with Mutation (%)

[~}

Early Intermediate Late

Adenomas Cancer



Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - ,LOH" 18q

+ Delece oblasti 18q detekovdny u 50% velkych
adenomt a 70% karcinomd.

* Na chromosomu 18q detekovan gen pro co- SMAD,
nekdy oznacovany jako DPC4 (.deleted in
pancreatic cancer").

*+ €c0-SMAD je soucasti signdini drdhy TGF-p.




Frekvence deleci oblasti 18q u
kolorektalnich karcinomu
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Dalsi stadia vyvoje kolorektalniho
karcinomu - inaktivace p53

+ Ztrdta 17p je detekovana u 75% kolorektalnich
karcinomd.

+ Ztrdta 17p je jen vzdcné detekovdna u
kolorektdlnich adenomd.

= inaktivace nddorového supresoru p53 je typicky

pozdni uddlost béhem vyvoje kolorektdlnich
karcinomd



Frekvence mutaci p53 u kolorektalnich
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Vyvoj kolorektalniho karcinomu:

model mnohostupnové kancerogeneze

f vely B
~adenom -'.;:' - .'_-:_;-_I‘_a"c'“““_"_:___i_s.

epitel adenom adenom

normalni I ACF maly ‘[ stredni

APC K-ras 18q LOH p53
SMAD4
DCC



Osnova prednasky 2.
+ Imunobloting

* Fluorescencni hybridizace /n situ

- PCR

*  Analyza nddorového supresoru p53

- Stanoveni chemorezistence /n vitro



Misto molekuldrné biologickych metod v patologii:
Schéma diagnostického postupu

ifab. 3.4 Schematické znazoméni diagnostického postupu

1. Diagnosticky krok

Panleukocytarni marker CD45 + : =

| Cytokeratiny AE1/AE3 CAMS.2 - - .
Vimentin -I+ -+ +/-

| Zavér 1. Kroku Lymfom Karcinom Sarkom

2. Diagnosticky krok u lymfomu
 BliZSi urbeni lymfomu, znazoméno zakladni odliSeni, po ném pak nasleduje klasifikaéni postup die WHO doporudeni

B-lymfom CD20,CD79a, imuneglobuliny (CD21,CD22, CD23
a dalsi markery k jednotkovému zafazeni)
T-lymfom CD3, CD45R0, CD7,CD8 (dalsi markery
k jednotkovému zafazeni)
Velkobunécny T/null cell anaplasticky lymfom, CD30 (k rozliseni slouZi dalsi upfesnujici markery)
Hodgkinova choroba,
Lymfomatoidni papuloza
Proliferalni frakce Ki-67

2. Diagnosticky krok u karcinomu
Po nasleduji daldi cylochemické reakce s cilem uréit vychozi tkan

“Karcinom s pozitivitou prukaz jednoduchych se Zlaznatym epitelem

| CAMS.2 AE1/AE3 asociovanych keratind 8 + 18 a nebo keratind
(neplati pro adrenokortikaini a hepatocelulami asociovanych s diaZdicobunéénym karcinomem,
karcinom) dalsi cytokeratiny

i 2 Diagmlickﬁruk u sarkomu
. Po nédm nasleduji také pfipadné dalsi reakce.

 5-100+ melanom, Schwannom, liposarkom, chondrosarkom,
| desmin+ leiomyosarkom, rabdomyosarkom,
| Neurcfilamenta+ synaptofysin + neuroblastom, paragangliom,

gangliocytom

| daiSi markery dalsi sarkomy




Imunobloting

Imunohistochemicka analyza
pritomnost /a hladina proteinu

lokalizace proteinu v burice (jadro, cytoplasma, vazba
ha membranu, ...)

poCet/podil pozitivnich bunék
+ vychozi materidl: formol-parafinovy blocek
Imunobloting

+ detekce aberantnich (napr. zkrdcenych) forem
proteint /hladiny proteint

» vychozi materidl: Cerstvé odebrand/zamrazend tkan




Provedeni imunoblotingu

- priprava proteinovych lyzdtt z vysetrované tkané

- zméreni koncentrace proteint (standardizace)
metodou Bradfordové, barvenim CBB

- elektroforetické rozdéleni proteinti metodou SDS-
PAGE

+ westernovy prenos

- detekce specifickych proteinl pomoci protilatek



Princip SDS-PAGE

Elektroforetické rozdéleni
proteint dle Laemmliho

- naruseni kvartérni struktury proteind
(- samostatné podjednotky)

- harusdeni tercidrni a sekundadrni
struktury proteint

- .neutralizace" ndboje proteint

= proteiny se déli pouze podle své
velikosti

protein s dvéma
podjednotkami Aa B

spojenymi disulfidovou samostatna
vazbou podjednotka

£Q =

zahtati s SDS a merkaptoetanolem

zdporné TN
nabita c
molekula SDS

'
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polyakrylamidovéa gelova elektroforéza

©
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desticka polyakrylamidového gelu




Elektroforetické rozdéleni proteint
dle Laemmliho

1. nanaseni vzorkd
2. separace proteinu




Westernovy prenos a detekce
proteinu pomoci protildtky

OO... smés protein
l . , _ navazani protilatky
pfenesené proteiny na cilovy protein

]
00O

o0 | 7 e

LA na it | oo RPN

pfenos
| protilatka
gelova elektroforéza inkubace filtru v roztoku detekce navazané
(SDS PAGE) protilatky specifické pro protilatky autoradiografii

studovany protein nebo barvenim




Westernovy prenos




Barveni proteini Comassie Brilliant Blue
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Imunobloting calpainu

Analyza aberantni exprese/exprese
aberantnich forem svalovych proteind

KO: kontrola

1,2, 3: vzorky
pacienti




Imunobloting dystrofinu

a2 C. .3 4 5 6 C 7 8 .98 10.C

C: kontrola

1-10: rdzné typy
mutaci dystrofinu




Fluorescencni in situ hybridizace
(FISH)

Hybridizace

tvorba dvouretézcovych hybridl ze dvou jednoretézcovych a
komplementdrnich molekul nukleovych kyselin

zaloZena na schopnosti denaturace a renaturace bdNA

vﬁ
NI INDP INP TN, ok <miS & pomats WWMW\
teplota ochlazenl
nebo nebo
vysoke snuenl
dvoj$roubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché fetézce dvojsroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidoveé pary)

para)



Fluorescencni hybridizace /n situ
FISH

Detekce DNA nebo RNA v intaktnich
bunkach radioaktivhimi nebo
fluorescenénimi sondami.



Postup FISH

priprava cytologického preparadtu:

1. tkariové rezy pripravené z formol-parafinovych blockd
2. fixované bunky izolované z krve nebo moce
(deparafinizace xylenem)

natrdveni protedzou, fixace, dehydratace

hybridizace se zna¢enou sondou

barveni preparatu (DAPT)
fluorescenéni mikroskopie

fluorescencni mikroskop Nikon



Vyuziti FISH

+ [Detekce pritomnosti cizorodé, napr. virové,
DNA v lidskych burikach]

- Detekce translokace chromozomu

+ Detekce amplifikace gend

- Detekce zmén v poctu celych chromozomt



FISH 1: Detekce translokace
chromozomu

R

translokace ﬁ ﬂ
™ BCR BCRabl|

abf | P

y.

-

abf _

Lo

Pro detekci se pouZiji dvé sondy znacené odlisnymi fluorescencnimi
barvami. Kazdd sonda se vdze k sekvenci Jednoho Z genl.

Pokud je pFitomny fizni gen, vznikne smésny signdl v disledku
fluorescence sond navdzanych v tésném sousedstvi.

Vétsinou je translokovdna pouze jedna alela, proto Ize vedle
pozitivniho signdlu zachytit i samostatné sugnaly obou sond.




Detekce translokace chromozomu

Translokace

[1(9:22) u chronické lymfoidni leukémie]
1(14;18) u folikuldrniho lymfomu

1(8:14) u Burkittova lymfomu

1(11;14) u lymfomu z bunék pldst'ové zony

fuzni gen BCR/IABL




FL, 1(14.18), translokace neprokazdna




- MCL; 1(11;14), translokace prokdzana

-

o




FISH 2: Detekce amplifikace genu

* Sonda specificka pro sledovany gen (hebo pro
sledovany gen spolu s centromerickou sondou
daného chromozomu).

+ Urluje se pocet signalt (nebo pomer sugnalu
sledovaného genu a sugnalu odpovidajicich poctu
centromer = chromozomu).

* Napf. amplifikace genu myc u neuroblastomd nebo
genhu c-erbB2 u nadord prsu.




FISH 2: Detekce amplifikace genu

o mye

myc
mye myc
i amplifikace e myc

-
myc

myc

myc /
4 ¥ |

Sonda specifickd pro sledovany gen a centromeru daného
chromozomu.

Urcuje se poCet / pomér signdli sledovaného genu a signdli
odpovidajicich po¢tu centromer = chromozomd.

Napr. amplifikace genu myc u heuroblastomi nebo genu c- erbB2
(HERZ2/neu) u nddori prsu.




Detekce amplifikace genu HER2/neu




bez amplifikace




HER-2/neu:
amplifikace



FISH 3: Detekce zmeén v poctu
celych chromozomu

Jako sondy se pouzivaji smési kratkych fragmentt pokryvajicich
celé chromozomy nebo fragmenty specifické pro dané
chromozomy, napriklad centromerické sondy.

Podle poctu signdlt stanovenych mikroskopii Ize uréit, kolik kopii
daného chromozomu se v bunkdch nachazi.




UroVysion: detekce polyploidie chromozomd
3°,7°al7

a delece lokusu 9p21 v

nadorovych uroteliich izolovanych z moci

Hm i ji

17

I

Chromosome 3

Chr 3: 4 copies
Chr 7: 1 copy
Chr 17: 4 copies
Locus 9p21: 3 copies

y
]

9p21

Chr 3: 3 copies
Chr 7: 2 copies
Chr 17: 2 copies
Locus 9p21: O copies

Chr 3: 3 copies

Chr 7: 4 copies

Chr 17: 3 copies
Locus 9p21: 3 copies

normal
FISH negative

tumor
FISH positive



UroVysion - U15 ¢.5
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UroVysion - U9 ¢.




Polymerazova retézovad reakce -
PCR

Podstatou je amplifikace krdtkého dseku DNA (fdadové stovky
az tisice bazi) ohrani¢eného syntetickymi oligonukleotidy
(primery) specifickymi pouze pro analyzovany Usek genu.
PouZivaji se termostabilni DNA polymerazy, které odoldvaji
teplotam, pri nichz DNA denaturuje.

Syntéza DNA probihd formou cyklt (v termocyklerech), pri
nichZ se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné
stridaji tri kroky:

denaturace dvouretézcovych molekul DNA (94 - 98°C)
pripojeni primert k oddélenym DNA retézctim (30 - 65°C)
polymeracni reakce (65 - 75°C)




Priklad jednoho cyklu PCR

Priklad jednoho cyklu;

5!

1. 94°CH min
Viakna DNA separuji {denabunji)
fwof| se jednofetézove malrice,

e
i

t

pfipojeni primenu g0 WL LIk
ke komplementamim sekvencim
na 3'a 5’ koncich amplifikované
casii DMNA,

3l

3. 72°CGM min
DNA polymeraza prodivZuje
3 konce primend a tvofi tak
komplementarni vidkna DMNA
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2. 55°CM min
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Exponencialni nardst produktu PCR
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Varianty PCR

RT-PCR: zpétnd (reverzni) PCR - je uréena k amplifikaci mRNA,
kterd se nejdrive prepise reverzni transkriptazou do
komplementarni DNA (cDNA)

Kvantitativni PCR - umoziuje primou kvantifikaci produktu PCR
(napr. pri detekci minimdlni zbytkové nemoci)

- kompetitivni PCR

- PCR sledovand v redlném case

PCR /n situ - |ze ndasledné kombinovat s FISH

Nested PCR - dvé kola PCR s dvéma sadami primerd (zvyseni
specifity, pripadné GCinnosti reakce)

Multiplex PCR - v jediném kroku vice sad primerl (napr.
soucasnd analyza vice exont téhoZ genu nebo sou¢asnd analyza
vice moznych typl fdznich partnert jednoho genu - napf. gen
MLL) - podminkou je podobnd teplota pripojeni primerd k jejich
specifickym sekvencim




Detekce DNA po elektroforéze
(EtBr - UV svetlo)
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(Komplexni) analyza nddorového
supresoru p53

* Vrozené mutace pd3 jsou velmi vzdcné, ale spojeny
s vysokym rizikem vyvoje nadord.

+ Asi 50% vdech nddort ma (somatickou) mutaci v
genu pro pb3.

* Mutace genu p53 je prognostickym / prediktivnim
markerem u nékterych diagnéz (CLL).




hypoxie
ubytek ribonukleotidu
zkraceni telomer
a dalsi

poskozeni DNA
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posttranslacni modifikace p53 a MDM2

aktivace a stabilizace p53 s ubikvitinace
f‘ ) a degradace p53

N S

kontrolni body inhibice

aktivace onkogenu

Funkce
pd3:
signalni
sit’

147RF
§ ?

bunééného cyklu apoptoza oprava DNA angiogeneze
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Gadd45 Bax p53R2 Maspin
Reprimo Scotin GD-AIF

KILLER/DR5

p53AIP1

Fas/Apo1/CD95

FasL

IGF-BP3

PIGs

PIDD



Metody uzivané k analyze statutu p53

1. Imunochemické metody
- detekce hladmy pro’remu p53 (IHC, WB)

56 55 50 49 48 33 40
L= e

4. Funk¢ni testy

2. Molekuldrni analyzy 3. FISH - del 17p13.3 (FASAY)
- SSCP, sekvenovani DNA —

CCCA GA ATGCC A GA G
F:ﬂ 70




Testovani chemorezistenci nadorua /in vitro

» Individualizace terapie se v mediciné jiz uplatfiuje
(baktérie - antibiotikum).

» Pozitivni odpovéd’ i na statisticky nejefektivnéjsi
lé¢bu nddort vykazuje pouze €ast nemocnych.

+ MoZnost testovani citlivosti/rezistence
nadorovych explantatu k cytostatikim /n vitro.
Smyslem je eliminace nedcinnych preparata.




Testovani

Cerstvé odebrany nador

jednotlivé bunky a agregaty
o ° (00)
OOOOOO 0800 o

!

bunécné kultury s
prislusnymi cytostatiky

<
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chemorezistenci /in vitro

mechanické
rozruseni
tkané

inkubace 2
az 3 dny

1 \

ELISA reader
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pocita

program: Chemorezist
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I”_

pridani WST-1
/MTT

méreni
absorbance pri
420-480 nm

vyhodnoceni
vysledk



.MTT test" - vyhodnoceni viability
kultivovanych bunék

» Podstatou je méreni celkové aktivity
mitochondrialnich dehydrogenaz. Ta koreluje s
poCtem metabolicky aktivnich bunék v kulture.

Ke kulture se prida néktery typ tetrazoliovych soli
(napr. MTT, WST-1), které jsou dehydrogendzami
$tépeny na barevny formazan.

* Mnozstvi formazanu lze vyhodnotit
spektrofotometricky.

Koncentrace formazanu je neprimo dmérnd
dc¢innosti cytostatika.



.MTT test" - vyhodnoceni viability
kultivovanych bunék

Preziti se pocita v procentech - oproti kontrole
rostouci bez cytostatika, s korekci na Cisté
rustové médium.

Na 96 jamkové desticce je
+ Cisté médium
* negativni kontrola

+ pro kazdé cytostatikum dvé sestupné rady
koncentraci od toxické pro zdravou tkan az po
koncentraci pro zdravou tkan viceméné neskodnou

+ pripadné barevna kontrola pro dané cytostatikum



.MTT test" - vyhodnoceni viability
kultivovanych bunék

Preziti se pocita v procentech - oproti kontrole
rostouci bez cytostatika, s korekci na Cisté
rustové médium.

Na 96 jamkové desticce je
+ Cisté médium
* negativni kontrola

+ pro kazdé cytostatikum dvé sestupné rady
koncentraci od toxické pro zdravou tkan az po
koncentraci pro zdravou tkan viceméné neskodnou

+ pripadné barevna kontrola pro dané cytostatikum



Chemorezistence /n vitro: vysledky
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Dékuji za pozornost!




