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Zakladni typy ,,microarrays*

* Expresni Cipy (mRNA, microRNA) GEP
e Genomické Cipy (CGH, SNP)
* Resekvenacni Cipy



A

CD77+ CD77-

naive memory

CLL

GCB GCB Becel Beal unmutated
| m— 10 v |

mutated IgV gene
11 |§

)
] L _‘ = | —cD3s
Bk I A-myb
it |y —— = o
4 :_ p—
h e i ‘“‘“;_Kie?
= B —CD10
=
. q_ BCL-6
CD44
CD3g
CDs&9
bel-2



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Prinést zasadni novy poznatek pomoci
,,Cipu““ neni jen tak

Na co vzdy pamatovat:
. Microarrays jsou technicky velmi narocné
. Casové velmi naroéné a pékné drahé

. Vyzaduji doprovodné metodiky pro ovéreni vysledku — napf. u expresnich
Cipu real-time PCR, Western blot atd.

(Cipem nic nekonci!)
. Musi stavét na silném intelektualnim zazemi vyzkumné skupiny

(velky problém — malokdy splnéno!)
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A dale....

Mely by stavét na originalnim usporadani experimentu
také malokdy splnéno, zkouma se vyzkoumane;

nas nejvétsi kamarad je PubMed! (www.pubmed.com)
Vyzaduji vedeckou uprimnost

neprikraslovat si vysledky, ,ani kdyz uz jsem do toho tolik
investoval...“, napf. vynechani nepohodinych vzorku.

Fujtajksil.



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Moderni technologie
velmi rychle starnou.....

« Microarrays — vrchol zhruba 2000-2005

Mezitim vyvoj ruznych platforem....Agilent vs. Affymetrix; aCGH vs.
SNP Cipy

« A pak prislo sekvenovani nové generace (NGS)

A mUzeme zacinat znovu......
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Cipy se nejéastéji pouzivaji v onkologii
Zakladni spolecné rysy nadorovych bunky

Deregulace bunééného cyklu (naruseni kontrolniho bodu G1/S)
Unik pfed apoptézou (programovanou bunéénou smrti)
Udrzovani ,,zivotaschopné“ délky telomér

Zajisténi ,,kvalitni“ opravy DNA (zejména v G2 / M-fazi bunééného cyklu)

Invazivita v primarni tkani
Angiogeneze

Metastazovani

Selekce novych rezistentnich klont Ié¢bou
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Nadorova bunka a bunécny cyklus

Gl - S - G2 —- M

Kontrolni body G1/S S G2/M

Univerzalni

inaktivace

v nadorovych bunkach
Mutace p53, Rb,
Atm,

p16 a jiné
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BHEgOCNICE telomere shortening
DNA damage etc.
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Nadory reaguji dobre na ,,low-dose RT*
(ovSem jen ty s wt-pS53)

In vivo p33 response and immune reaction underlie highly effective low-dose
radiotherapy in follicular lymphoma

Laurent Knoops,'? Rick Haas,* Sanne de Kemp,* Donné Majoor,! Annegien Broeks,? Eric Eldering,® Jan Paul de Boer,®
Marcel Verheij,® Conny van Ostrom,® Annemieke de Vries® Laura van't Veer,'4 and Daphne de Jong!

Department of Pathclogy, The Metherlands Cancer Ingtitute, Amsterdam, the Matherdands; 2Expermental Medicine and Hematology Units, Université
Catholique de Louvain, Brussals, Belgium; Departments of *Radiotherapy, *Experimental Therapy and Diagnostic Oncology, and *Hematology, The Metherands
Cancer Institute, Amsterdam, the Metherdands; sDepartment of Expenmental Immunology, Academical Medical Centre, Amsterdam, the Netherands;
SLaboratory of Toxicology, Pathology and Genetics, National Institute of Public Health and the Environment, Bilthoven, the Netharlands
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Blood 2007; 110: 1116-22.
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Analyza expresnich ¢€ipu profituje zejména z
dokonalé znalosti funkce studovanych genu

(to umoznuje prejit od gentl k procesuim)



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

A pak to stoji za to

lonizing radiation

¥

ATM
IR indukuje > 1 000 genti ,} :
PFiblizné 1/3 v draze p53 | Chitors) :
riblizne v draze p | p53 o _! %
' i
: ]
i
Cluster 1 Cluster 2 : Cluster 4
DNA Repair
Proapoptotic Prosurvival Transcription
responses responses regulation

Stankovic et al., Microarray analysis reveals that TP53- and ATM-mutant B-CLLs
share a defect in activating proapoptotic responses after DNA damage but are
distinguished by major differences in activating prosurvival responses. Blood 2004
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Procesy jsou fajn, ale ....
kam nas zavedou?

« Vysledkem GEP muze opravdu byt objeveni zajimavych genu, ale co
dal?

« Mame na to a chceme vubec zkoumat jevy vzdalené od naseho
hlavniho tématu?
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Vyrazna zmena genomu se da ocCekavat
pouze pri zasadnich jevech

CLL Lymfoblasticky relaps
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Prominentni amplifikace onkogenu MMYC-N
v bunkach z relapsu

Array CGH

2:10978377 23508064, 12.5 Mb

MYCN

23N
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Potvrzena pomoci real-time PCR.....

Delta Rn

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

Delta Bn vs Cycle
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Resekvenace na cipech

—
=

genomic DNA — long-range PCR — quantification (PicoGreen) — pooling
— purification — fragmentation (20-200 bp) — labelling — hybridization
(16 h) — staining and washing — scan — data analysis
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Resekvenace - vystup
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Doprovodna data: jsou esencialni
exon 9 - 735 C>Y (245 Val>Val)

association with skipping of exon 9 (Gronbeg et al., 2002)

Sample 1 (reverse) Sample 2 (forward)
170 180 190 70 8) 90
TTCG GTIHACLGCC G+ T1°C GACTTTG GCT|IGTMPACTTTCG

heterozygous mutation, both homozygous mutation, one
alleles of ATM gene are allele of ATM gene is
preserved deleted (98% of cells)
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...pro spravnou interpretaci...

RT- PCR — PCR with cDNA primers —
electrophoresis:

samples 1-3 with mutation, samples 4-7 without
mutation

Kode 23 4 o5 6 7 K

Il =

excision of bands — direct sequencing: the
skipping of exon 9 is confirmed!!
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A po cCipech: zadna nuda v Brne

110 CLL pacientti; sekvenace genu ATM; 62 exonu, 3056 aa, 9168 nt

Graf €. 1: Nalezené aberace genu ATM pomoci resekvenac¢nich
¢ipu

021%
837%

029%
B13%

0 Znamé mutace v genu ATM
B Polymorfismy asociované s predispozici k rakoviné
O Bézné polymorfismy

O Neznameé aberace
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Cesta k uspéechu s microarrays - 1. cast

1) K témto metodikam pristoupit az po nékolika letech prace v

laboratofi (min. 2-3 roky); to se tyka zejména GEP

2) Byt si jisty, ze opravdu chci délat microarrays

3) Dukladné projit PubMed pro studované téma a
anticipovat nejblizSi mozné vysledky!!!

4) Nenapadné zjistit, zda je nas vedouci ,v obraze® — jeho
pomoc budeme potrebovat!

5) Mit k dispozici doprovodné metodiky, které urcité budeme
potrebovat (real-time PCR, Western blot)

y

6) Mit k dispozici funkéni tym, kde kazdy néco opravdu UMI
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Cesta k uspéechu s microarrays — 2. cast

7) Mit velmi dobfe charakterizované vzorky
(mutace neni delece apod.)
8) Pred zapocetim experimentovani se spojit s velmi
dobrym statistikem (konzultovat mj. velikost souboru)
9) Neukvapovat se po prvnich pozitivnich vysledcich
10) Pokud se dostaneme az k psani manuskriptu, dat je;
precCist co nejvice (relevantnim) lidem

11) Pripominky reviewers brat vazné
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Takze dekuji za pozornost

....a uvidime se (asi) v prosinci
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