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RNA v diagnostice

e Detekce infekcnich agens

*Pfima RNA diagnostika - screenovani celé kodujici oblasti prislusného genu
(eliminace intrond, poskytuje informace o alternativnim sestfihu)

e Analyza genové exprese:
— diferenciacni diagnostika nékterych typt nadort (NB)
— detekce cirkulujicich nadorovych bunék v krvi, kostni dfeni
pacienta
— monitorovani pribéhu lécby a detekce rezidualni choroby
— kontrola stépu pred autologni transplantaci



RNA

savCi bunka:

e 10-30 pg celkové RNA
e rRNA (28S,18S, 5S) 80-85%
e tRNA, snRNA 15-20%
e mRNA 1-2%

360 000 mRNA molekul/buriku ,
tj. 12 000 rozdilnych transkript(
typicka délka 1 transkriptu cca 2kb



lzolace RNA

Pro selektivni izolaci mRNA se vyuziva zejména jeji polyadenylace
(sekvence An n ~ 10 — 200, ozn. polyA) na jejim 3" konci.
e pouziti pevného nosice, na ktery je kovalentné navazan oligonukleotid polyT,
jehoz délka se pohybuje v rozmezi 10 — 20 nukleotidd.
e dojde k hybridizaci mRNA k polyT na nosici pomoci sekvence polyA.
e po odmyti nenavazanych RNA jsou hybridizacné navazané molekuly
MRNA eluovany pomoci zvyseni teploty nebo iontové sily.



Nestabilita RNA

pritomnost ribonukleaz (RNazy) v burice
RNazy
— velmi stabilni

nevyzaduji kofaktory
ucinné v nizkych koncentracich
obtizna inaktivace
kontaminace RNazami : lidska pokozka
prachové ¢astice (bakterie,plisné)

izolace a analyza RNA : specialni pristup i techniky



Stabilizace RNA a ulozeni

Analyzovana RNA musi reprezentovat in vivo expresi a sekvenci vzorku

e komplikace béhem odbéru a zpracovani biologického vzorku:

— v okamziku odbéru RNA se stava extrémé nestabilni
— dva hlavni typy artefakt(:
1) redukce specifickych i nespecifickych druht mRNA

(downregulace genl a enzymaticka degradace RNA) isothiokyanat
2) indukce exprese urcitych genﬁ/\ (inhibitor RNaz)
\/

stabilizace RNA ve vzorku pri odbéru :
- okamzité zmrazeni v tekutém dusiku a ulozit pfi -80°C
- stabilizaCni roztoky: RNAlater (tkané), RNAprotect (bakterie),
PAXgene (krev, kostni dren)

ekontaminace DNA
— PCR primery prekryvajici hranici intron/exon
— Stépeni DNazami
— cilena izolace mRNA
e jzolovana RNA muzZe byt uloZzena pfi-20 nebo -70°C (bez degradace RNA
po 1 roce ulozeni)



Reverzni transkripce

1970 David Baltimore, Howard Temin a Satoschi Muzitani

David Baltimore in the 1970’s. Howard Temin in the 1.970'5- .
Image via the National Library of Medicine Image via via Nobelprize.org. Nobel Media
(image in public domain). AB 2013

Reverzni transkriptaza (RT)

RNA-dependentni DNA-polymeraza

katalyzuje transkripci jednovlaknové RNA (ssRNA) do jednovlaknové DNA (ssDNA)
patii do skupiny enzymu s polymerazovou aktivitou


https://norkinvirology.files.wordpress.com/2013/12/david_baltimore_nih.jpg

Reverzni transkripce

1970 David Baltimore, Howard Temin a Satoschi Muzitani

Retrosvet

Rozmanita kolekce sekvenci DNA vytvarenych reverzni transkripci



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Sch%C3%A9ma_exprese_virov%C3%BDch_genom%C5%AF_5.png

Reverzni transkripce

Reverzni transkriptazy

Moloneyho mysi
M-MulLV leukemicky virus do 10 kb
ptaci
myeloblasticky
AMV virus do 10 kb

bbakterialni
termostabilni
polymerasa

Tth do 2 kb

Pouzivaji se tfi typy primerQ:

37 C

42 C

65 C

nema3 aktivitu
RNasy H,
vyZaduje Mn
+2 kationty v
reakci

especifické oligonukleotidy pro syntézu vybrané urcité mRNA

*smés nahodnych hexanukleotid(l
*oligo(dT)

oligo(dT)20 homogenni mix 20-mer thymidin(
oligo(dT)12—18 mix od12-mer do 18-mer thymidina .



Reverzni transkripce

e R e ] AAA
E]

Reverse transcription:
M-MuLV or AMV or Tth

e ] AAA

S

RNA

] Primer: Oligo (dT)15 or hexamers
or site specific primer

cDNA

Primer: site specific Primers

Polymerase: Taq or Tth
from RT reaction

Amplified DNA

Figure 1: Schematic illustration
of the RT-PCR reaction.



EI dGTF, dATP or dCTP

|E any base

Anchored oligo dT

2 N
NV[TTTTTTTTTT
& mRNA AAAAAAMAAMA}—D

Random primers

+——%ij;;HNNN§ NNNNNN

s TR

Priming strategie pro cDNA syntézu
Kombinace oligo dT a random hexamer generuje
vice sensitivni a u¢inné RT-qPCR reakce.



Prima RNA diaghostika



Extrakce RNA

RNA - -Iiiiiii orimer oligo(dT)

RT-PCR l

cDNA [N e

— Y e
<« genove specificky primer

PCR l

-»> > > >
<+ 4 <«



Pfima DNA/RNA diagnostika

vzorek tkané / periferni krve

g W

izolace RNA .
izolace DNA
/
RT-PCR l
l nalez sekvenéni zmény —, | sekvenace DNA
sekvenace cDNA (substituce, delece, inzerce
negativni vysledek negativni vysledek
. , Sy Varianta v intonu
RNA-antisense decay nalez rozsahlé ce zptisobujici poruchu sestfihu,
00 l delece jednoho a vice exon(
7?7
“ synonymni varianta
MLPA ynomy
Varianta

zpUsobujici poruchu sestfihu
7??



Vyhody a nevyhody
RNA diagnostiky genu

jednodussi a rychlejsi skrining
multiexonického genu (10
segmentl cDNA misto 60
exonu), mRNA je bez intronl

zachyt sestfihovych mutaci v
intronech

zachyt synonymnich variant
zpUsobujicich poruchu
sestrihu

zachyt delece celého exonu na
jedné alele genu

nizSi ekonomické naklady

slozitéjsi odbér krve pro
izolaci RNA

nizsi stabilita RNA

dlouhé useky genu obtiznéjsi
elektroforeticka separace a
sekvenace

RNA-antisense decay



Vyhody a nevyhody
RNA diagnostiky genu

Analyza DNA Analyza cDNA

GTG>GTA

c.2709G>A c. 2707_2850del
p.vVo03V p.V903-Q950del48
Splice error

VTA

30681 AATTTATGEATCGECTGETT GTCCTTHRT@“GTHRCCHTGHGRHRGT FEEACTTCARD 3120
2678 AATTTATGGATCGECTETTGTCCTTAATGE TETGTARC CATGAGARAGTGGEACTTCAAD 2137

893 K——F=M-—=D-=Ro=le=l = 5T Me Sy oG o pe K Sy s e 912



Vyhody a nevyhody
RNA diagnostiky genu




Retl n0b|aStOm — metodou Sangerovo sekvenovani

RB1 gen: p.[R255X]+[=], c. [763C>T]+[=]

-

DNA izolovana z krve
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Froject Mame: Fokus2

Location: fhome/asjunior/Desktiop/Polkus/Folkus2

Overview [ Project [ Computations [ Variants [ Global Align [ Consensus Align

Clobal Align - Sample_2 x 1608/09_ex8

Alignment Data IEI “ariation %
&0

Sample_2 - | DNA izolovana z krve
1 selacted E 40 J |
Fead Type ﬁ 20 4 |
@ Consensus
_ Individual |

—— @ -
Feported Frequency

Feference Sequence Position

' Clobal N N N
1 Relative E |

_ _ ﬂuGCTGTT&T&CCC&TT&&TGGTTC&CCTCG&&C}*«CCC;{KGGCG.ﬁGGTCﬁGﬁ‘«.&CﬁGGﬁGT!
Read Orientation ACCTOGT TATACCCATTAAT CGT TCACCTCOAAC ACCCACGOGMCAGGT CAGAACAGCGCAGT
Ay AGCTGTTATACCCATTAATCGTTCACCTCGAACACCCAGG CACGCGTCAGCGAACACCAGT
' Forward ACGCTOT TATACCCATTAAT OO T TCACCTCOAAC ACCCACGGICAGCGGT CAGAACACCGAGT
)} Rewverse ACCTOT TATACCCATTAAT CGT T CACCTCOAACACCCACGMCACCGT CAGCGAACACCAGT

COM_2 (22) =16.67%, C@148="

Refposn: 148 C

=
C% =50
B
T% =50 -
M= 0
-% =0
# reacls: 12
Legend
A C DT M - # - [

| [ prihlaseni (~/Desktop) - gedit || B gsjunior@localhost:~ || - GS Amplicon Variant Analyzer |




G5 Amplicon Variant Analyzer

Project Mame: Pokus2

cDNA izolovana z krve

Location: fhome/gsjunior/Deskiop/Pokus/Fokus2

Ovarview [ Project [ Computations [ Variants [ Global Align [ | Consensus Align Flowgrams

Clobal Align - Sample_2 x c391/09_1J2

-
Alignment Data Yariation % Mumber of Reads N
L 4,000
1 Selected E 4 1
2 F 2,000
Read Type ﬁ
(® Consensus
D |ﬂd|\.|"|dua| D I-II rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrirrrrrrri T rTrrrrrrrrorrrT rrrrrrrrrrririt rrrrrrrri | U
ACCATATAAAALAGCT GTTATALCCATTAAT GGTTCALCT CGAACALCCAGLL GAGGT CAGAALAGLACT G- CACGG-ATA-G-CAAAAL - - AACT AGAAAA-TG
3964 Reference Sequence Position 4330
Reported Frequency - - - hd
® Global ‘] | 3|
) Relative

]
AT AAAACAGCTGTTATACCCATTAAT GGTTCACCTCGAACACCCAGGCGAGGT CAGAACAGGAGTG-CACGG-ATA- G- CAAAAC- -/

Fead Orientation

[ATAAAA- - - CTCTTATACCCATTAATCOTTCACCTCCAACACCCAGCS
@ Any AT AAAACAGCTOTTATACCCATTAATGGTTCACCTCCAACACCCAGGS
() Forward AT AAAACAGCTOTTATACCCATTAATCOTTCACCTCOAACACCCAGG]
() Reverse AT AAAACAGCT T TATACCCATTAATGCGOTTCACCTCCAACACCCAGGS

e

Refposn: 448 C (ATAAAACAGCTGTTATACCCATTAATGGTTCACCTCGAACACCCAGGE

ACOT M- # FAT A b b b b r T AT T AT A~ AT T A AT T T AT i b b A Al AT T C AT AT AT AT~ A hT h 7~ & b b b

CACCGTCAGAACAGCAGT G- CACGG-ATA-C-CAAAAC- -4~
CAGGTCAGAACAGGAGT G-CACGG-ATA-G-CAAAAC--
GAGGTCAGAACAGGAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC--
CACCGTCAGCAACAGCCAGT G- CACGG-ATA-GC-CAAAAC--

G,&GGTC,&G,&,&C,&GG,&GTG—C,&CGG—,&T,&—G—CAAAAC——

A% = O ATAAAACAGCTCTTATACCCATTAATGCTTCACCTCGAACACCCAGGMGAGCGT CAGAACAGGAGTG-CACGG-ATA-G-CAARAC- -
AT AAAACAGCT OTTATACCCATTAATGGTTCACCTCCAACACCCAGCCAGOT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

C%= 3332 AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGOTTCACCTCCAACACCCAGCCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
C%=10 AT AAAACACCT T TATACCCATTAATCOTTCACCTCCAACACCCACGCCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
T%= 273 AT AAAACAGCTCTTATACCCATTAATGGTTCACCTCGAACACCCAGOGAGGT CACGAACAGGAGT G- CACGG-ATA- G- CAAAAC--
N% = 0 AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGOTTCACCTCCAACACCCAGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
T AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGCOTTCACCTCCAACACCCACGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
o AT AAAACAGCT OTTATACCCATTAATGGTTCACCTCCAACACCCAGOMCAGOT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
#reads: 5,465 AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGOTTCACCTCCAACACCCAGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGCOTTCACCTCCAACACCCACGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

AT AAAACAGCT OTTATACCCATTAATGGTTCACCTCCAACACCCAGOMCAGOT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

Legend [ATAAAACAGCTOGTTATACCCATTAATGOGTTCACCTCGAACACCCACGIMGAGGT CAGAACAGGAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -
AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGOTTCACCTCCACCACCCACGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

AT AAAACAGCT OTTATACCCATTAATGGTTCOCCTCCAACACCCAGOMCAGOT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

AT AAAACAGCT GTTATACCCATTAATGOTTCACCTCCAACACCCAGCMCAGGT CAGAACAGCAGTG-CACGG-ATA-G-CAAAAC- -

FAT AAAACACCTCTTATACCCATTAATCGCTTCACCTCCAACACCCACG|GAGGT CAGAACAGGAGT G- CACGG-ATA-G- CAAAAC- -

A
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Neurofibromatoza typu 1

von Recklinhausen disease



NF1 priznaky

Skvrny bilé kavy

Nejcastéjsi projevem NF1 je vznik mnoha bezbolestnych, svétle hnédych skvrn na klizi,

které jsou zndmy pod ndzvem “café au lait spots” a které postihuji 95% pacient( s NF1.

Tyto skvrny mohou byt pfitomné jiz po porodu, nebo se objevi v prlibéhu prvnich tfi let Zivota.
Béhem détstvi se u vétSiny déti s NF1 vyskytne alespon Sest téchto flick( o velikosti cca 5 mm.
Béhem dospivani dané skvrny rostou a v dospélosti u vétsiny pacienttd dosahuji okolo 15 mm.

Pihy
DalSim obvyklym priznakem NF1 je seskupeni pih na neobvyklych mistech
jako je napt. podpazi, ve slabinach ¢i pod prsy.


http://www.neurofibromatoza.cz/wp-content/uploads/2012/06/kavove-skrvny.jpg

NF1 priznaky

Nezhoubné nadory na klzi nebo pod kazi —
neurofibromy

S pribyvajicim vékem, obvykle poté v dobé
dospivani ¢i na pocatku dospélosti, se osobam
s NF1 vytvori neurofibormy, coz jsou
nezhoubné nadory rostouci na povrchu
nervovych tkani pod klzi. V dobé détstvi
nabyvaji velikost hrasku, avSak s pribyvajicim
vékem se zvétsuji. Pocet neurofibromu se u
kazdé osoby lisi. Néktefi jich maji na téle pouze
nékolik, kdezto jinym pokryvaji celé télo.
Vétsina neurofibromd neni bolestiva, avsak
jejich vzhled se mUze jevit jako neatraktivni;
mohou se zachytit na obleceni a obcas také
mohou zpUsobit podrazdéni ¢i stiplavy pocit. U
nékterych osob mohou zplsobovat rozlehla
bolestiva opuchnuti. V nejhorsich pripadech
dochazi pobliz jejich vyskytu k poskozeni kosti



http://www.neurofibromatoza.cz/wp-content/uploads/2012/06/neurofibromy.jpg

NF1 priznaky

Oci

Okolo 14% déti s NF1 se vyvine nador uvnitr
optického nervu — tzv. gliom optiku. Tento
nador byva obvykle nezhoubny. Ukolem gliom
optiku, optického nervu umisténého v pozadi
kazdého oka, je odesilani informaci z oci do
mozku.

Nejvéjsi vyskyt tohoto typu nadoru je u déti ve
véku sedmi let. Mnohé z téchto nddorl jsou
malé, vyznacuji se pomalym ridstem a
nezplsobuji Zddné problémy. Nicméné u déti s
rychle rostoucim nadorem se brzy mohou
objevit potize se zrakem.

Dalsim frekventovanym priznakem jsou malé
hnédé skvrny na duhovkach, jez se oznacuji
jako Lisch uzliny. Ve vétsiné pripadl
nezpUsobuji Zadné potize se zrakem, ani jiné
neprijemnosti.




NF1 priznaky

Mozek a nervovy systém

Priznaky postihujici mozek a nervovy systém jsou u osob s NF1 pomérné bézné. Cca 20%
osob trpi migrénami, u 5% se objevi mozkovy nador. Tyto nadory jsou zpravidla malé,
nezhoubné a nezplsobuji Zadné viditelné symptomy.

Vyjimkou jsou vSak nadory, které se obcas vyskytnou v urcitych ¢astech mozku, a které
zpUsobuiji pfiznaky jako jsou:

Zmeény osobnosti

Slabost na jedné strané téla

Potize s rovnovahou a koordinaci

U cca 7% pacientl se vyvine epilepsie s opakovanymi zachvaty. Vétsinou se jednd o
mirnou formu epilepsie s nepravidelnymi zachvaty.

Maligni nador pochvy periferniho nervu (MPNST)

se objevuje u cca 10% osob s NF1 a to nejCastéji ve veku mezi 20-35 let.

Priznaky:

Neurofibromy se zméni z mékké tkané na tvrdou

Existujici neurofibromy se nahle zvétsi

Konstantni bolest delSi nez jeden mésic nebo bolest, ktera pacienta nuti vstavat

Nahlé problémy s nervovym systém, které se u pacienta nevyskytovaly v minulosti: napr.
slabost, necitlivost Ci pocit brnéni v rukou ¢i nohou

Ztrata kontroly moc¢ového méchyre Ci stfev



Neurofibromatoza typu 1

von Recklinhausen disease

Autosomalné dominantni

Frekvence 1:3000
Lokus 17q Lisch nodule
50% mutaci de novo

Predispozice k tumordm
nervovéeho systému

Neurofibromy
Café-au- lait spots



Neurofibromatoza typu 1

Molekularni diagnostika

Struktura NF1 genu

E E E E E = EcoRl restriction sites E
~ 5 oA 1.7 4.0 I 38 ' b
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8%
— | B || I || I B O Rl
433 341 203 193 141 282 216 62120 bp
-350 kb B. NF1 gene on chromosome 17
500 840 1200 2080 2485 Amino acid
NF1 peptide [ i e ) T
- 60 exonu Human GAPa .. 700 1047
{GTPase-activating .
protein) . e o7 Homelogous
1150 150 25 2938 gene products
-11-13 kb mRNA e 1150 1500 1880 2725 -

- protein neurofibromin

- 2818 aminokyselin
- zfejmé tumor supresor

GAP homt_ﬁibgy

C. NF1 gene product (neurofibromin)

i |



Neurofibromatoza typu

Molekularni diagnostika

Komplikace pri molekularni diagnostice NF1

- problematicka klinicka diagnostika

- az 50 % pripadl de novo

- vysoka mutacni rychlost

- velikost genu (350 kb, 60 exon)

- absence hot spot oblasti - nutnost vyhledavani v celém genu
- nejasna korelace mezi typem mutace a formou postizeni

- neurofibromin - znama funkce pouze jeho centralni domény

- rzné klinické projevy i u pacientl nesoucich stejnou mutaci



Neurofibromatoza typu 1

Molekularni diagnostika

cDNA analyza
celkova RNA

cDNA < .

PCR .

NF1 cDNA ( 60exonu)

P1 P3 P5 P7 P9
P2 P4 P6 P8 P10

. (~ 1000 - 1200bp)



Sekvenace cDNA segmentu P7 NF1 genu (exony 28 -32/33)

standardni cDNA

) _a_ T G C C A A 3’
cDNA NF1 pacienta, mt
A T GC CA A 4 C T G C 3

1@

AL& M‘ v “ ll T




Sekvenace DNA segmentu

GEN NF1 - exon 37

standard DNA

EE0, x T20 A TEL 2 SO : S0, =
h C c T g A C A C T T A C| A A C A G T C 'BA@
1200/01 mt 6789 delTTAC: Thr>Thr, delece Tyr, posun ct. ramce
S50, : E00, - Ea0, 5 == i =

T RO s s R YRR - T i NER] w R ' TR - T I = N < < N .
& @2




Analyza genové exprese



Analyza exprese v onkologii

Nadorové bunky se od normalnich zdravych bunék lisi na molekularni drovni svym
expresnim profilem

nadorova bunka exprimuje jiné geny ze své vybavy

projevi se zménou mnozstvi a spektra exprimované mRNA

vyuziti metody real-time RT-PCR £ studium genové exprese,

hledanym znakem epitelialnich nddorovych bunék je mRNA.



Onkomarkery

Nadorové markery jsou latky produkované malignimi bunkami, nebo
organismem jako odpovéd na nadorové bujeni.

Od latek produkovanych normalnimi bunkami se lisi kvalitativné —
normalni bunky je neprodukuiji, ¢i kvantitativné — produkované i
normalnimi bunkami.



Jaky maji onkomarkery
klinicky vyznam

Klinicky vyznam jednotlivych markeru je i u samotnych odbornikU, zabyvajicich
se problematikou onkomarkert znacné diskutovanym problémem. | jejich
stanoviska se postupem casu ménila. Od plvodniho precenovani az k uplnému
zatraceni a novému uznani. Verifikace vyznamu onkologickych markeru a jejich
vyuziti v ambulantni praxi neustale probiha.



Statistické pojmy pro klinické hodnoceni

1. Cut off — referencni hladina

je definovana jako hladina markeru, pod kterou lezi vétSina  hodnot zdravé
populace, ¢i pacientl s benignim onemocnénim, nebo hladina pod kterou lezi
vétSina hodnot pacientll v kompletni remisi
2. Senzitivita markeru

Udava procento spravné pozitivnich vysledkd z daného souboru
3. Specificita markeru

Udava procento spravné negativnich vysledkd z daného souboru

4. PV+
pozitivni prediktivni hodnota — udava v procentech s jakou
pravdépodobnosti bude mit pacient hledanou chorobu, bude-li test
pozitivni

5.PV -

negativni prediktivni hodnota - udava v procentech s jakou
pravdépodobnosti nebude mit pacient hledanou chorobu, bude-li test
negativni



Kritéria idealniho
onkomarkeru

e je produkovan pouze u malignich onemocnéni

e je organove specificky

e vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e hladina koreluje s velikosti nadoru

e hladina koreluje se stadiem onemocnéni

e hladina koreluje s prognozou

e hladina koreluje s efektem [éCby

e umoznuje prukaz zbytkové nadorové tkané



Rozdéleni onkomarkeru podle

chemickeé struktury, nebo biologické funkce

e onkofetalni antigeny

® enzymy

e hormony

e intracelularni onkomarkery

e ostatni blize nespecifikovatelné latky



Onkomarkery: indikace podle organu
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Zvyseni nékterych onkomarkeru za fyziologickych, nebo
nemalignich podminek

Podminka Fyziologicky zvysené onkomarkery
gravidita AFP, hCG, Cal25, TPS, TG
menstruacni cyklus Cal25

koureni CEA, TPS, TG

ethylismus CEA, TPS

katetrizace moc€. méch.  PAP, PSA

Podminka Zvyseni onkomarkert u jinych chorob

Chron. onemocnéni jater CEA, TPS, Ca 15-3, Ca 19-9, Ca 125

Endometridza Ca 125
Pankreatitida Ca 19-9, Ca 125
Hypertrofie prostaty PAP, PSA

cukrovka Ca 19-9



Co z toho plyne

Nadorové onkomarkery by se meély stanovovat jednou metodou v jediné
laboratofri. Hodnoty onkomarkert mohou byt ovlivnény celou radou procesu.

Pro kvalitni zhodnoceni je nutna uzka spoluprace laboratore a klinického
pracoviste.



ALE...

... diagnosticky prah onkomarker( umoznuje v priznivych pripadech odhalit
nador o hmotnosti 1 mg, tedy asi 10° malignich bunék, zatimco klinicka
diagndza byva urcena vétSinou az u nadoru, ktery obsahuje nejméné 10°
bunék, tedy nador v priméru 1 cm.



Aplikace a vyuziti v onkologické praxi

Screening

Primarni diagnostika
Diferencialni diagnostika
Staging

Sledovani ucinnosti terapie
Hodnoceni léCebné odpovedi

Sledovani pribéhu choroby

Autologni transplantace pri HD chemoterapii
Progndza

Predikce



Analyza exprese molekularnich
onkomarkeru

Biologicky material (tkan tumoru, kostni dfen, periferni krev)

!

Izolace RNA — RT- PCR (cDNA)

1

Relativni kvantifikace exprese k housekeeping genu
(LightCycler)

e Pozitivni exprese markeru (napf. TH, TrKC, c-myc...) mUze upresnit diagnozu
nebo poukaZe na remisi/ progresi ¢i na odpovidavost na lécbu.

e Odbéry chodi opakované umezni sledovat minimalni rezidualni nemoc v
case.



» standardni kfivka (fedéni standardu)

Kvantifikace absolutni vs. relativni

ABSOLUTNI

kvantifikace vzorku vzhledem ke
standardni krivce

RELATIVNI

uziti housekeepingovych gent
kvantifikace cilového genu
vzhledem k housekeepingovému u
stejného vzorku - normalizovany
pomér - relativni kvantifikace
AC, je konstantni (pomér je vidy
stejny)

lbrat v potaz ucinnost reakce —
nemusi byt pro vSechny stejna (2)!



4

Detekce minimalni reziudialni
choroby

Detekujeme pritomnost izolovanych nadorovych bunék
v krvi, kostni dreni a lymfatickém systému — mozné prekurzory metastaz

Detekce MRD (minimal residual disease) — detekce znaku epitelialnich bunék
v kompartmentech mesenchmalniho pivodu

Imunohistochemie — citlivost 1 : 10 000
Pratokova cytometrie — citlivost 1 : 100 000
PCR — citlivost 1:1 000 000

Real- time PCR — citlivost az 1 : 10 000 000



Princip detekce mimimalni rezidualni choroby metodou
RT-PCR — studium genoveé exprese

Epitelialni (nadorova) burika Mezenchymailni (nenadorova) burika

hledany mRNA znak

Izolace RNA-—mozna
jen ze zivych bunek

Reverzni transkripce s
nahodnymi (random) primery

PCR reakce se specifickymi
primery

=
L
L
|

detekce amplikonu na
gelu

Real time RT-PCR, detekce fluorescencné oznaceného amplikonu v realném ¢ase v prubéhu PCR
reakce, fluorescenéni znaceni je bud’ nespecifické (DNA interkalatory) nebo specifické (sondy),
diky standardiim je detekce kvantitativni
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% LightCycler, Data Analysis (Administrator) - [Quantification: 070917-TH; F2/F1; amplifikace seg 2]
z File Quantification Report  Window Help

Analyzi
= Fit Paints
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Z pribéznych vysledkl vyplyva detekce molekularniho relabsu onemocnéni s
meésicnim predstihem od klinicky diagnostikovaného relapsu

datum odbéru BM exprese TH genu FISH klinicky stav
1.3.07 KD pozitivni Nmyc - KD, metastazy
PK pozitivni 1p36 - v obratlech bederni patere
1.blok CHT
30.4.07 PK KD(PS,LS, sternum) 0 pred 2. Blokem CHT
slabé pozitivni
26.6.07 KD (LS,PS  slabé pozitivni) 0 pldnovana separace PBSC
17.10.07 PK, KD negativni lok. amp. N-myc pred 2. PBSC (1-4.11.01)
gainl7q - VGPR
5.11.07 0 N-myc -
16.11.07 0 N-myc -
22.11.07 ABCD stépy negativni 0
KD,PK negativni
25.1.08 PK negativni 0 pred vysoce davkovanou
CHT s transplantaci PBSC
27.2.08 PK negativni 0 kontrola po transplantaci
29.3.08 KD-LS negativni molekularni relabs

KD-PS pozitivni
26.4.08 klinicky relabs




Onkomarkery

Vysetfovani onkomarkerd je obrovskym pokrokem pfi diagndze a sledovani
efektu 1é¢by nadorovych onemocnéni, jejich? poéet se nejen v Ceské republice,
ale i v celé Evropé kazdorocné vyrazneé zvysuje. Vzhledem k vySe uvedenym
podminkam, pravidlim pouziti a znacné financni nakladnosti patfi jejich vyuziti
v klinické praxi spiSe do ordinaci odbornych |ékarl nez do ordinaci praktickych
|ékard. Vyjimku mohou tvofit skupiny s vysokym rizikem vzniku nadorového
onemocneéni, obecné skupiny s profesnim rizikem vzniku karcinomu,

nebo pripady familidrnich vyskytl nddorovych onemocnéni, tedy skupiny
kontrolované praktickymi lékafi.



Volnd cirkulujici DNA (,cell-free DNA“¢fDNA)

¢ je typ extracelularni DNA nachazejici se v krevnim obéhu

s vznika aktivnim uvolfnovanim Zivymi burikami, apoptdzou ¢i nekrézou

s detekované mnozstvi cfDNA se mUze liSit u zdravych a nemocnych jedinc( a tak v zavislosti
na typu a pripadné i stadiu onemocnéni.

s zvysené hladiny se vyskytuji u patologickych stav(, jako je zanét, stres i autoimunitni
onemocnéni

CfDNA je vyuzivana

R

% neinvazivni metody v prenatalni diagnostice k vysetreni fetalnich aneuploidii a genotypizaci

K/

** neinvazivni metody v diagndze a progndze nadorovych onemocnéni



Volnd cirkulujici DNA (,cell-free DNA“¢fDNA)

Zdroje cfDNA

1. Apoptoza je regulovany mechanismus zajistujici eliminaci poskozenych i
nepotrebnych bunék, kdy dochazi ke smrsténi bunky, fragmentaci jaderné DNA a

rozpadu na apopticka téliska, ktera jsou nasledné makrofagy fagocytdézou degradovana.
Fragmenty DNA vznikajici pfi apoptdze jsou pfriblizné 180 bp dlouhé

2. Nekréza je patologicky proces vyvolany mechanickymi, chemickymi Ci biologickymi vlivy.
Na rozdil od apoptdzy dochazi k prasknuti cytoplazmatické membrany, naruseni rovnovahy
vnitfniho prostredi buriky a nasledného vyliti bunééného obsahu

3. Aktivni uvoliovani zivymi bunkami, které prednostné uvolnuji nové

nasyntetizovanou DNA v nukleoproteinovém komplexu. Tento zpUsob uvolfiovani cfDNA
neni limitovan pouze na rakovinné burky, jelikoz nebyl pozorovan vyznamné;jsi rozdil

mezi onkologickymi pacienty a zdravymi jedinci (Stroun et al., 2001b).



”

Volné;cirkulujl'ci DNA (,, cell-free DNA”‘,;c'fDNA)

Apoptoza

Rozdil mezi apoptdzou a nekrdzou.

Ackoliv oba mechanismy konci smrti buriky, apoptdza je regulovany proces zajistujici eliminaci
poskozenych ¢i nepotfebnych bunék, kdy dochazii k rozpadu bunky na apopticka téliska,

zatimco u nekrdzy se jednd o patologicky proces vyvolany rliznymi vlivy koncici prasknutim burky
a vylitim bunécného obsahu (upraveno dle Meer et al., 2010).



Volnd cirkulujici DNA (,cell-free DNA“¢fDNA)

¢ je typ bezbunécné DNA, ktera se naléza v krevnim obéhu ve

formé fragment

¢ u zdravych jedinct ji mlGZzeme nalézt predevsim na povrchu krevnich bunék
¢ sekvenacni analyzou plazmové cfDNA zdravych jedinct bylo zjisténo,

Ze se jednd o dvouretézcovou molekulu s vyraznym zastoupenim CG paru.

5’ konec molekuly byl bohaty na cytosin, zatimco 3’ na guanin

Toto zastoupeni muze byt dulezité pro stabilitu cfDNA v plazmé.

¢ Pfi srovnani koncentrace cfDNA v plazmé a séru bylo zjisténo, Ze nejsou shodné
Ackoli byla v plazmé cfDNA v nizsi koncentraci, je stabilnéjsi,

a proto je i lepSim zdrojem pro analyzy .

V séru je koncentrace cfDNA vyrazné

vyssi, ale jeji stabilita v riznych ¢asovych intervalech velice kolisa.



Volna ci'rkulujl'ci DNA a jeji potencial v o--hkologii

vyrazné zvysené hodnoty cf-DNA jsou patrné u pacientd
s malignitami a to predevsim v pokrocilych stadiich nemoci.

V takovém to pripadé je nadoroveé specificka cf-DNA
uvolfiovana nekrdézou z bunék primarniho nadoru a metastaz
cf-DNA hodnocena jako vhodny neinvazivni molekularni
marker nadorovych onemocnéni.

kvantitativni stanoveni a detekce genetickych a epigenetickych
zmén v cf-DNA u pacientu

u rlznych malignit ma potencidlni vyuziti v molekularni
diagnostice, progndze, monitorovani priibéhu nemoci

a odpovédi na |écbu

vyuziti cf-DNA jako krevniho biomarkeru u vybranych solidnich
nadorld a hematologickych malignit



Volna ci'rkulujl'ci DNA a jeji potencial v o--hkologii
Biopsie

s odbér tkdné z Zivého organizmu, ktera se dale zkouma
histologickym vy$etifenim pod mikroskopem, aby mohlo byt stanoveno, zda se jedna
o maligni Ci benigni tkan a pripadné typ a stadium nadoru.
** muZe byt provedena rliznymi zpUsoby v zavislosti na odebirané tkani
- odbér vzorkd mlze byt proveden stérem pomoci kartacku, klistkami, dutou jehlou nebo
pfi chirurgickém zakroku.
+» délka samotného odbéru a pfipadna hospitalizace je individudlni v zavislosti na uloZeni loZiska

¢ Uskalim klasické biopsie je, Ze nemusi zachytit heterogenitu nadoru
Kazdy nador se mUze skladat z vice bunéénych subpopulaci, které
se mohou v genetickych zmeénach lisit.



Volna cirkulujici DNA a jeji potencial v onkologii
Tekuta biopsie

U pacientt s karcinomy mazZeme v krevnim obéhu nalézt dva rlizné zdroje
nadorove specifické DNA, které mohou byt neinvazivné hodnoceny.

1. nadorova cirkulujici volnd DNA (,,tumor circulating free DNA”, tcfDNA)
2. ndadorové cirkulujici buriky (,,tumor circulating cells“,TCCs)

Tekuta biopsie
Predstavuje neinvazivni vySetfeni nadorovych slozek vyskytujicich se v krevnim obéhu
Oproti biopsii klasické ma tekuta biopsie urcité vyhody
¢ je méné bolestiva
¢ predstavuje pro pacienta mensi riziko
* jerychla
¢ diky své citlivosti a specifité mlze byt pouzita pro identifikaci molekularnich zmén,
které jsou zodpovédné za onemocnéni pacientl
*¢* mohou byt zjistitelné genetické zmény jak u primarniho, tak u metastazujiciho karcinomu.



o

Volna cirkulujici DNA a jeji potencial Vo kologii

|

Aplikace tekuté biopsie

3 Detekce N\
v ‘] 1 Véasna detekee a rezistentnich mutaci %\A ’ /f’
U8 sledovani — " |
Py P Cilena lécba i

DNAz muzkﬂvo doru e
‘blokovana hematoencefalitickou
~bariérou

;
e
Rakovina tlustého stieva

Mnoho nadort uvoliuoji DNA
fragmenti cirkulujici v krvnim ob&hu

DNA obsahujici rezistentni
mutaci v krevnim obéhu

Aplikace tekuté biopsie, kdy je z periferni krve detekovana ctDNA, ktera nese stejné
zmeény na molekularni drovni jako primarni i metastazujici nador, ze kterych je odvozena.
Tekuta biopsie se da aplikovat i pfi detekci rezistentnich mutaci, avSak neni vhodna pro
detekci ctDNA z mozkového nadoru. Dlvodem je hematoencefaliticka bariéra blokujici
prichod bezbunééné DNA do krve
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AT
Volna cirkulujici DNA a jeji potencial v onkologii

Event Cancer screening  Localized cancer Matastalic cancer Refractory cancer
Treatment Early intervention  Risk of dissemination and  Treatment selection and  Mechanism of resistance.
Strategy detection of recurrence manitoring response and new treatment

/Eﬁb §8f

and delation
ﬂﬂﬂﬂﬂ ities

afe VW _Ji/g

Chromosomal abnormalities

Mutace, methylace, mikrostatelitni nestabilita, ztrata heterozygozyty
(,,lossofheterozygozity”, LOH), chromosomalni abnormality



Volnd cirkulujici DNA a jeji potencial v kolog
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PROMISKUITNIi DNA



ENDOSYMBIOTIC GENE TRANSFER:
ORGANELLE GENOMES FORGE
EUKARYOTIC CHROMOSOMES

Jeremy N. Timmis*, Michael A. Ayliffet, Chun Y. Huang* and William Martin®

Genome sequences reveal that a deluge of DNA from organelles has constantly been
bombarding the nucleus since the origin of organelles. Recent experiments have shown
that DNA is transferred from organelles to the nucleus at frequencies that were previously
unimaginable. Endosymbiotic gene transfer is a ubiquitous, continuing and natural process
that pervades nuclear DNA dynamics. This relentless influx of organelle DNA has abolished
organelle autonomy and increased nuclear complexity.

“Promiscuous DNA” (Ellis, 1982)

“Endosymbiotic gene transfer is ubiquitous...
... at frequencies that were previously unimaginable”.

Nature Reviews Genetics, 2004




Organelové genomy — pozustatky prokaryot

(a) chloroplast
20-200 kb
20-200 proteinu
progenitor - cyanobacteria (Synechocystis)
3.6 Mb
3000 proteinu

(b) mitochondrie
6-400 kb
3-67 proteinU
progenitor - alpha-proteobacteria (Mesorhizobium loti)
7 Mb
6 700 proteint



chloroplast?

rostlinna bunka

~ 150 kb D
. q

4000 kb
~%000 gen

e

Hromadéni cpDNA na
chromosomu Y u Silene
latifolia

BACTHS CCTTCGGGAACBCGGACACAGGTGGTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTGCCGTAAGETGTT 43358
CTY16 CT ) A---= 457

BACTHS5 GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGITGCCAACGTTGAGTTTGGAAC 43418

CTY16 -ACC-—— i-8--1 -- 397
BACTH5 CCTGAACAGACTGCCGGTGATAAGCC 'GAGGATGACGTCAAGTCATCATGC 43478
CTY16 TT-A-GGTA--C -----G 337
BACTHS CCCTTATGCCCTGGGCGACACACGTGCTACAATGGCEGEGAC: CGCGATCCCGC 43538
CTY16 ----—-f C T T----GI---CA--A-G-A--- 277
BACTHS GAGGGTGAGCTAACCCCAAAAACCCGTCCT CAGTTCGGAT TGCAGGCTGCAACTCGCCTG 43598
CTY16 =---T T-T-C e TTCT: AGA- 218

BACTH5 CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGG 43658
CTY16 G G-A- *===G-C: A ==A- 159

BACTHS5 GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCTTA 43718
CTY16 ATTCA- G GC-- 99

BACTH5 AC-CGCAAG-GAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTAGT GACTGGAGTGAAGTCGTAACARG 43776
CTY16 =--T------A----CA-GC-A~C-C--TG--TT--—C------G-=-===--==--==== 39

BACTHS5 GTAGCCGTACTGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT 43814
CTY16 CC: -1




Endosymbioticka evoluce a strom zivota
\Eukaryotes ".,"F‘Iants

Early diversification of
algal/plant linsages and

Anciert
protozocn

Early diversification of
aukaryotic lireages and

transfer to the host

Cingin of mitochondria
,Encimt ) The host
protecbactsium that acquired
rmitcchondnia
Cyanocbacteria Protecbactena Archasbactsria




Lidsky genom

Jaderny genom Mitochondrialni genom
3 000 Mb 16,6 kb
cca 22 000 gent 37 gent
| |
/ \ / | \
Intragenova Extragenova 2 rRNA | | 22 tRNA 13 strukturarnich
DNA DNA geny genud genu
I | \
Koéduyjici Nekoédujici | \
DNA DNA Unikatni Repetitivni
| sekvence sekvence
[ [ \ ]
Pseudogeny Genové Introny | N\
fragmenty Neprekladané Tandemové Roztrousené
oblasti sekvence sekvence

1% DNA koduje néjaké znaky




Lidsky genom

* mitochondrialni

* jaderny

Bunécné jadro obklopené mitichondriemi



Mitochondrialni genom

Many mitaochondria are found in
each cell, all containing mtDNA



Mitochondrialni genom

Mitochonrialni dvousroubovicova DNA tvori jednu kruhovou molekulu



Mitochondrialni genom

Mitochodrie maji svoji vlastni DNA, relikt z davné minulosti,
kdy oni byli volné zijici organismy.

Dokladem toho jsou mirné odlisné genetické kody nalezené v
nonplant mitochondriich. Napriklad:

All nonplant

species UGA Tryptophan (stop)

Mollusks AGA Serine (Arginine)

Yeast CUU | Threonine (Leucine)




Mitochondrial genome

The male mtDNA within
Ehe sperm’s tail is lost
as it enters the egg



Kontrolni region
.d-loop”

125 rRNA Cytochrom b

Podjednotky
NADH

165 rRNA
r dehydrogenazy

[] 22 genl kbdujicich tRNA

BN | | 13 regiond
kadujicich bilkoviny

Podjednotky
NADH

dehydrogenazy

Podjednotky
" NADH

dehydrogenazy

Podjednotky
cytochromoxidazy

- Podjednotky
Podjednotky "
cytochromoxidazy ATP syntazy


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/24/Mitochondrial_DNA_cs.svg

mtDNA vs. choroby

cyclic vomiting syndrome —prestavby rozahlych segmenti mtDNA

Leber hereditary optic neuropathy - mutace v genech MT-ND1, MT-ND4, MT-ND4L, and MT-
ND6

mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes- mutace v
genech MT-ND1, MT-ND5, MT-TH, MT-TL1, and MT-TV

myoclonic epilepsy with ragged-red fibers - mutace v genech MT-TK, MT-TL1, MT-TH, and
MT-TS1

neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa - mutace v genu MT-ATP6
nonsyndromic deafness- mutace v genech MT-RNR1 a

MT-TS1

cancer, including breast, colon, stomach, liver, and kidney tumors, cancer of blood-forming

tissue (leukemia) and cancer of immune system cells (lymphoma) — somatické mutace

age-related disorders: heart disease, Alzheimer disease, and Parkinson disease - somatické
mutace

Heteroplasmie,

dand bunka obsahuje urcité procento mutovanych a normalnich mitochondrii

od mnozstvi mutovanych mitochondrii a také od postizeného organu se odviji tzv. prahovy
efekt. To je pravé urcité mnozstvi mutovanych mitochondrii, které pravé zpisobi dany defekt.
Pravé z téchto divodl se mitochondridlni nemoci projevuji ve kterémkoli véku a klinicky se
projevuji onemocnénim zdanlivé nesouvisejicich organa.



mtDNA vs. choroby

DUvody, proc jsou mitochondrie asi 10 krat nachylnéjsi na
poskozeni DNA vice nez DNA jaderna, jsou tyto:

*mitochondrialni DNA nema takové mnozstvi opravnych
systému jako jaderna DNA,

*mitochondrii je v bunce mnoho, tudiz jejich DNA se musi délit
stejné Casto, ale ne jen jedné mitochondrie ale vsech
mitochondrii v bunce, tudiz je vetsi pravdépodobnost chyby, nez
u jednoho jadra

*mitochondrialni DNA nema histony,

*mitochondrialni DNA je velice blizko dychacimu retézci a tudiz i
radikalim, které se pfri reakcich v dychacim retézci tvori, tudiz je
mnohem castéjsi poskozeni jeji DNA témito radikaly



The human

nuclear and mitochondrial genomes

Nuclear genome

Mitochondrial genome

Size

No. of different DNA molecules
Total no. of DNA molecules per cell
Associated protein

No. of genes

Gene density

Repetitive DNA

Transcription

Introns

% of coding DNA

Codon usage

Recombination

Inheritance

3000 Mb
23 (in XX) or 24 (in XY) cells, all linear
23 in haploid cells; 46 in diploid cells
Several classes of histone and nonhistone protein
22 000
~1/40 kb
Large fraction, see Figure 7.1.
The great bulk of genes are transcribed individually
Found in most genes
1-2%
See Figure 1.22
At least once for each pair of homologs
at meiosis
Mendelian for sequences on X and autosomes;
paternal for sequences on Y

16.6 kb

One circular DNA molecule
Several x 10°

Largely free of protein

37

1/0.45 kb

Very little

Continuous transcription of multiple genes
Absent

~93%

See Figure 1.22

None

Exclusively maternal




Makak dvou matek. Jaderny genom
(chromozdmy) pochazi od jedné matky,
mitochondrialni (cytoplazma vajicka) od druhé.
Opicka ma dvé biologické matky a jednoho
otce. (Oregon National Primate Research)



