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Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Sedm ziskanych vlastnosti maligniho

4
nadoru

ziskana schopnost priklad
Bl Sobéstacnost v produkci ristovych signdli aktivace H-ras
EJ Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrata RB
EZ Poskozeni apoptozy produkce IGF
I3 Neomezeny replikaéni potencidl aktivace telomerazy
Il Posileni angiogeneze produkce VEGF
jul Tvorba metastdz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace vSech nutnych zmén



Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Prubéh bunééného cyklu

M-61-5-262

M - kopie DNA jsou separovany:
kondenzované chromozomy
G1 - obsah DNA: 2N

S - replikace DNA; inkorporace
znacenych nukleotidi

G2 - obsah DNA: 4N

GO0 - starnouci nebo dlouhodobé
se nedélici buriky

\ﬁostmitotické
faze
postmitoticky stav - bez

moznosti navratu do cyklu, © GO

spojen s termindlni
diferenciaci
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Rutinni stanoveni mitotickéeho indexu

Stanoveni poctu mitotickych figur na jednotku plochy

1mm2 nebo 1HPF (high power field = zorné pole pri velkém
zvétdeni - mlze se lisit podle pouzitého objektivu a okuldru)
Méri se v mistech s nejvyssi mitotickou aktivitou (hot spots),
obvykle jde o periferii nadoru

NejpouZivanéjsi vy jadreni mitotické aktivity je polet mitdz na
10HPF

Klinickd relevance - soué¢dst nékterych gradingovych systémd
- Neuroendokrinni tumory

- Karcinomy mlééné zlazy

- Sarkomy mékkych tkani

- GISTy



Zadouci vlastnosti idedlnich
proliferaénich markerd

(1) Antigen by mél byt neustdle pritomen béhem vsech aktivnich
fdzi bunééného cyklu véech bunék.

(2) Kazdé ukonceni nebo preruseni bunécného cyklu by mélo byt
spojeno s rychlou degradaci antigenu.

PCNA - .proliferating cell nuclear antigen®; protilatka PC10
vhodna pro IHC. Ale: PCNA se U¢astni nejenom replikace
DNA, ale také oprav DNA = detekovdn také u bunék v klidové
fazi.



Ki-67

Plvodné oznaceni prototypové monoklondlni protilatky, kterd byla
pripravena imunizaci mysi jadry bunécné linie L428 odvozené z
Hodgkinova lymfomu (1983).

Nazev odvozen od mista vzniku (Kiel, Némecko) a cisla klonu na
96 jamkové desticce (67).

Antigen nebyl dlouho znam, proto oznacovan jako ..protein Ki-67".

Specificky vzorec barveni

Reaktivni struktury pritomny v bunéénych jddrech ve fdzich 6,, S,
G, a M. Bunky v quiescenci a ve fazi 6, protein Ki-67 neexprimuji.

= Ki-67 je excelentni marker k detekci frakce proliferujicich bunék
nejriznéjéiho (nddorovych i nenddorovych) typul

MIB-1 - prvni antigen Ki-67 protilatka pouzitelnd na rezy z FPB




. . ~ L
Protein Ki-67 © ~c=¢<
\/&D D

cDNA kodujici antigen Ki-67 publikovana 1993:

2 isoformy proteinu 320 a 359 kDa (alternativné sestrizené
MRNA)

pravdépodobné vice isoforem
protein Ki-67 je jaderny protein, ktery je spojen s bunécnou
proliferaci; pravdépodobné je pro ni nezbytny

prokdzdno spojeni s transkripci rRNA (inaktivace Ki-67 vede k
inhibici syntézy rRNA).




Stanoveni mitotickéeho indexu vs.
Ki-67

obecné (statisticky) primd iméra, ale velky rozptyl
v daném pripadé nemusi byt Ki-67 index informativni

porovndni absolutnich hodnot mezi jednotlivymi typy nddord
neni relevantni

- NET ... »2/10HPF G1/2
- BC........<7/10HPF - 61, >16/10HPF - G3
- GIST....2 - 5/50HPF (risk group)

\ﬁ)stmitotické
faze

© GO




Priklady imunobarveni Ki-67
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Praktické vyuziti indexu Ki-67

Rutinneé:

Nezavisly prognosticky marker karcinomu prsu - nové prima
souvislost s indikaci chemoterapie (St. Gallen 2011)

Pomtcka v diff dg diagnostice preneopldzii (abs. hodnota a
zejména lokalizace v ramci epitelu)

Soucdst gradingu u neuroendokrinnich nddord (spolu s MI)
Pomocny znak pri dg. Burkittova lymfomu
Nddory mozku - pomocny znak gradingu (G 1-4)

Prokazané dalsSi souvislosti:
Nezdvisly prognosticky marker karcinomu prostaty

Statisticky prokazatelny vztah k prognéze u vétsiny tumord,
vétsinou neni nezdvisly.






Ki-67: prekancerdza kuze




Ki-67: NET GIT




Vysoky mitoticky index Nizky mitoticky index
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Nizky Ki67 Vysoky Ki67



Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Regulace bunécného cyklu

mitogenni
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Z Uvodni predndsky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Co je poskozeno pri transformaci?

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

» .periferni hraci" - sou¢dsti mitogennich a
antimitogennich drah



Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supreso retinoblastom, ..)
* nddorovy supresor pI6™Nk44 (melanom, ..)
- cykliny D

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



Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)
* nddorovy supreso @ melanom, ..)

- cykliny D

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



THC analyza pl16: detekce HPV viru

Moznosti detekce HPV viru

NucliSENS EasyQ amplifikuje a detekuje nukleove kyseliny
v redlném Case, je urcen ke kvalitativnimu stanoveni E6/E7 mRNA

5 HPV ve s’rer'ec hrdla déloZniho.

Test Aptima HPV cili HPV E6/E7 mRNA transkripty. Multiplex
PCR, kvalitativné detekuje 14 HPV typu v jedné reakcni zkumavce.

Hybrid Capture II systém (Digene) je zaloZend na prime
hybridizaci HPV DNA. Buriky cervikalniho stéru se prevedou do
formy bunécné suspenze, narusenim bunécnych sten se zpristupni
v burikdch potencidlné pritomna HPV DNA pro hybridizaci
specificke skupiny sond a vzniklé hybridy se detekuji pomoci
specifickych protildatek konjugovanych s detekcnim enzymem
(chemiluminiscenéni substrat). T m——

FISH
THC analyza p16




Z Uvodni piredndgky kurzu Molekuldrni biologie nddoru:

Podil proteini E6 a E7 papilomaviru na
transformaci bunky

E6 - inaktivuje p53 (blok G,, dep. apoptdza, gen. stabilita)
- interaguje s p300/CBP (naruseni homeostaze)
- aktivuje expresi hTERT (aktivace telomerazy)
- inaktivuje p16ik (naruseni udrzovani klidového stadia)
- interaguje s Bak (inhibice apoptdzy)
- interaguje s E6BP/ERC-55 (inhibice termindlni diferenciace)

- indukuje degmdaci’hblg (a daldi interakce s proteiny
obsahujicimi vazebny motiv PDZ) (zména morfologie, ziskani
invazivniho charakteru)

E7 - vaze se na RB (uvolnéni TF E2F)
- inaktivace p21¢P a p27%P (rozpojeni: diferenciace - proliferace)
- rudi inhibi¢ni ptisobeni TGF-B na rist bunék
- zplsobuje tvorbu ndsobnych centrozému



Uloha p16 v regulaci buné&ného cyklu

Normadlni regulace zastaveni
— o bunécného cyklu: vazbou pRB s
"""" TP e Neless - B2F je znemoznéna transkripce

genl nutnych pro progresi b.c. a
proliferaci, v€etné genu pro p16.

Normdlni regulace progrese

________ A @ bunééného cyklu: uvolnéni E2F
* @ zahajuje transkripci mnoha

cilovych gent véetné genu pro
pl6, ktery stimuluje interakci
E2F a pRB, coZ navodi zastaveni
bunééného cyklu (=
zpétnovazebni kli¢ka)




Uloha E7/p16 v bunééné transformaci

Proteiny E6 a E7 viru HPV zprostredkovdvaji bunéénou transformaci;
transformované bunky rychle proliferuji, maji porusenou diferenciaci
a jsou schopné invadovat okolni tkané.

V transformovanych burikdch protein
E7 poskozuje vazbu pRB a E2F. To
zplsobuje deregulaci bunééného cyklu
a vysokou expresi proteinu p16é, ktery
je detekovatelny imunohistochemicky.




Vyhody IHC stanoveni p16

Nddory ¢ipku jsou zplsobeny trvalou infekci vysoce rizikovych
HPV virt (HR-HPV).

Vétsina infekci HR-HPV je prechodnych a mizi typicky béhem 6
az 12 mésicl. Jen nékteré infekce pretrvdvaji a mohou zplsobit
onkogenni transformaci a podilet se na vyvoji karcinomu
déloZniho Cipku.

Vysokd aexprese pl6 je spojena s transformaci a tedy s trvalou
infekci HR-HPV. THC detekce p16 tak poukazuje na trvalou
infekci HR-HPV, zatimco primd detekce HR-HPV nerozlisi
prechodnou infekci od infekce pretrvavajici.



Prukaz p16- CIN II a adenoca
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Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)

. nédI ilvi supresor p16™NK44 (melanom, ..)

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



Cyklin D1

Amplifikace a/nebo zvysend exprese cyklinu D1

- témér 50% nddort prsu

- asi 1/3 pripadl dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku
(HNSCC) a jicnu

- karcinomy plic

Chromozomdlni translokace zahrnujici cyklin D
- u parathyroidnich adenomt
- lymfomd, napr. MCL: 1(11;14)




z predndsky Molekuldrni biologie nadoru

Amplifikace genu pro cyklin D1

Asi 1/3 pripadu dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku
(HNSCC) md amplifikaci CENDZ, Yomu odpovidajici zvysenou
expresi cyklinu D1 a tim rozvracenou regulaci fosforylace pRB.

Priklad detekce amplifikace genu CCND1I téchto nadort metodou
FISH. Zde 3 az 5 kopil na bunku.

» Amplifikace nebo zvysend
exprese cyklinu D1 u temer
507 karcmomu prsu (cyklin D1
v této tkani md i funkci
hesouvisejici s CDK: vaZe se ha
es’rr'ogenovy receptor a
zpusobu je jeho aktivaci
hezavisle na hormonu)




Cyklin D1 a lymfom z bunek
plast'ové zony (MCL)

Typickym znakem je translokace
1(11:14)(q13:932). Jejim
dusledkem je fuze transkripéniho
zesilovace genu IGH pro tézky
imunoglobulinovy retézec u na
chromozomu 14932 a genu CCNDI
(BCLI) kodujictho cyklin D1 na
chromozomu 11q13, a ndsledné
vysokd exprese cyklinu D1.




Metody uzivané k analyze statutu
cyklinu D1 u MCL

DNA replication Detekce translokace
DNA repair T(11}14) (DNA)
(genetic recombinatic? FISH, (PCR)
DNA
T T T FL L L L L L e 11
3 Ny Detekce vysoké hladiny
RNA syn.thfesis mRNA cyklinu D1
Afranerpiion] kompetitivni RT-PCR,
RNA (kvantitativni RT-PCR v
S SRRSO 3 rediném Case)
rotein synthesi
e I
T Detekce vys?.ke hl?di ny
ok A s proteinu cyklinu D
am{ino,ad de THC, imunobloting




1. Detekce translokace 1(11;14)
metodou FISH

Zplsob hodnoceni dle Remstein et al. 2000
negativni: 2R26G, 1F1IR1G
pozitivni: 2F1R16, 1F2R26G, 1F1R26, 1F2R16G

258 18

negativni jddra —— pozitivni jadra



2. Analyza hladiny mRNA cyklinu
D1 metodou kompetitivni RT-PCR

kompetice mezi geny pro cyklin D1 (CH 11), D2 (CH 12) a D3 (CH 6)
jeden spole¢ny primer, druhy primer vzdy genové specificky
odlignd velikost produkti

DTS DI1AS |

chromosom 11  =—— Cyklin D1 D1: 483Kb
DIS .D2As |

chromosom 12 cyklin B2 D2: 354Kb
DIS D3AS |

chromosom 6 —_ — cyklin B3 D3: 247Kb




Analyza hladiny mRNA cyklinu D1
metodou kompetitivni RT-PCR

500 kDa N
400 kDa — = :
300 kDa |

M: standardy molekulovych hmotnosti

D1, D2, D3: PCR s jednotlivymi primery specifickymi pro oznaceny cyklin D
Dc: kompetitivni PCR se véemi 3 primery

K-: negativni kontrola (bez templatu)




Analyza hladiny mRNA cyklinu D1
metodou kompetitivni RT-PCR

25A
25B

=

- «—cyclin D1
"”'""D"'"_ cyclin D2
cyclin D3

*  M: standardy molekulovych hmotnosti
+  K-: negativni kontrola (bez templatu)




3. Analyza hladiny mRNA cyklinu
D1 metodou real-time PCR

Obecné vyznam sledovani molekuldrnich markert z davodu:
diagnostickych, prognostickych a prediktivnich. Plus: sledovani
chovani, pribéhu, dynamiky onemocnéni.

Sledovam hladiny mRNA cyklinu D1 v kostni dfeni (BM) pacientt s MCL
(UPA 2. LF UK a FN Motol; BFizovd a Kodet):

sledovani zbytkové nemoci (RD)

PCR negativita v BM je spojena s dlouhodobéjsi klinickou remisi a
naopak molekuldrni relaps (tj. PCR pozitivita) je ndsledovan
klinickym relapsem

Molekuldrni monitorovani po transplantaci BM vypovida a klinickém
vysledku (outcome)

Hladina mRNA koreluje se statutem onemocnéni (stanoveni dg,
remise, parcidlni remise, relaps)




Analyza hladiny mRNA cyklinu D1
metodou real-time PCR

Zatim spise experimentdlni uspordddni: neexistuje standardni
protokol pro . timing" odebirdni aspirdtu BM, specifickych intervall
béhem IéCby.

Limitace pro odebirdni aspirdtt BM v dobé remise z etickych
divod...

Lze odebirat vzorky po zahdjeni |é¢by - jako kontrola odezvy na
|é¢bu a v dobé relapsu.




3. Analyza hladiny proteinu cyklinu
D1

Imunohistochemicka detekce cyklinu
D1 s vyuzitim protilatky SP4
0]

25B 3

negativni O pozitivni 3+



Porovnani IHC a IB

Imunobloting

detekce aberantnich (nhapr. zkrdcenych) forem proteint /hladiny
proteint

vychozi materidl: Cerstvé odebrand/zamrazend tkan

Imunohistochemicka analyza
pritomnost /a hladina proteinu
lokalizace proteinu v bunice (jadro, cytoplasma, vazba na membrdnu)
poCet/podil pozitivnich bunék, pripadné semikvantitativni stanoveni
vychozi materidl: formol-parafinovy blo¢ek

AR svalovy
Ly Y\ protein
> A \\ ¢ dystrophin




Porovnani IHC a IB

-5/0 pozitivnich jader ‘SOA pozmvmch jaden

(38) 39 40 41 (42) 46 48
—— S ———

« pS3

<~ PCNA




Detekce cyklinu D1 imunoblotingem
s vyuzitim protilatky SP4 a

< m
WO MNOOWO WO «™ (NN
a AN AN ANANANOMOM
36 kDa— — — — e ——<—cyclin D1
b
EETETESE
- -
(a) SP4

(c) celkovd frakce proteini - obarveno Coomassie Brilliant Blue




Detekce cyklinu D1 imunoblotingem
s vyuzitim protilatky SP4 a CD1.1

<C m
LN OOWLO ™M
a N AN ANANANOOOM
36 kDa— _——— — = «cyclin D1
b ==
36 kDa__ - - __cyclin D1
C

%kDa—IHI'I‘I

(a) SP4
(b) ¢D1.1
(c) celkova frakce proteint - obarveno Coomassie Brilliant Blue




Co je poskozeno pri transformaci?

* nddorovy supresor pRB (retinoblastom, ..)
* nddorovy supresor p16™Nk44 (melanom, ..)
- cykliny D

» (periferni hraci"> soucdsti mitogennich a
antirmi ich drah




z prednasky Molekuldrni biologie nadoru

c-erbB2/HER2/neu 2\’
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transmembrdnovy tyrozinkindzovy receptor z rodiny EGFR (HER 1 - 4)
aktivuje bunécnou proliferaci (i preziti a diferenciaci)

amplifikace c-erbB2 detekovdna u adenokarcinomi prsu, Zaludku, streva,
vajeénik, slinnych Zlaz




c-erbB2/HER2/neu a karcinomy
prsu a vajecniku

- amplifikace c-erbB2 a
zvySend exprese c-erbB2
(prognosticky faktor) Current BCIRG 006
kor‘e'uje s horsi ppognézou a Disease Free Survival — 3" Planned Analysis

rezistenci k terapii

- amplifikace HER2/neu téz
prediktivnim faktorem:
pacientky s amplifikaci

Patients Events HR(95% C.L)

HEI.QZ’/ n%u E)OdS'l’URUjI ) ZacTH 1074 185 3.‘&4{0.5}3-0.73) < 0.001

radikdlnési terapii a mohou SRR I dPEB R A
’ 7 v . 24 36 48

byt léceny Herceptinem - Time (months)

monoklondlni protilatkou
rozpozndvajici protein
HER2/neu



ISH (in-situ
hybridizace)

IHC
(imunohistochemie)




Algoritmus testovani HER2

Karcinom prsu

IHC

ISH Herceptin

CH, AU, SF

* |IHC3+ a/nebo ISH+ stanovené validni certifikovanou metodou v RL
* ISH - FISH, SISH, nebo CISH



> o v A TRERNRNR, e T

e 3+ (vysoce pozitivni) u p Fipadu, kde vice nez 30%
bun ék vykazuje silnou kompletni (kontinualni)
membranovou pozitivitu,



-~ u Ly .

o 2+ (pozitivni) u p Fipad‘s,bkde vice nez 30% bun ek
vykazuje slabou nebo st fedni kompletni
(kontinualni) membranovou pozitivitu,




e 1+ (negativni) u p Fipadu, kde vice nez 10% bun ék
vykazuje nekompletni (diskontinualni)
membranovou pozitivitu,



O~

0 (negativni) u p rlpad u, kde méné nez 10% bun ék
vykazuje jakoukoliv membranovou pozitivitu, nebo
vice nez 10% bun ék vykazuje aberantni
cytoplasmatickou, v étSinou granul arni pozitivitu.



Detekce amplifikace HER2/neu
metodou FISH

bez amplifikace

amplifikace

HER2/neu +

amplifikace




Amplifikace HER2/neu u nadoru prsu

diploidni stav |

Fotografie FISH byly ziskany ve spolupraci s
cytogenetickou laboratofi LEM v Olomouci




EGFR1, Ras




Myc




z predndsky Molekularni biologie nddoru

Vliv Myc na
bunécny cyklus

» Dimer Myc-Max indukuje expresi
cyklinu D2 a CDK4 - 1BC (61)

- Dimer Myc-Mac indukuje expresi
Cull, ktery zprostredkovdva
degradaci p27 - t1BC (61)

- Dimer Myc-Max indukuje expresi
E2Fs - t1BC (S)

- Dimer Myc-Miz-1 reprimuje

expresi p15, p21 a p27 - t1BC
(61)

activating promoters

early/mid G, of proliferation late G4
r fycmax 2
blocking inhibitors \

of proliferation




z predndsky Molekularni biologie nddoru

Myc a nadory

Do rodiny proteini Myc patri tFi odlisné proteiny:
c-Myc, N-Myc a L-Myc.

Jsou si podobné svou strukturou a mechanismem dcinku.

Vyrazné se lisi expresi béhem vyvoje a take se zda, Ze ovlivriuji
- i ve stejném bunécném kontextu - jiné sady gend,
participuji - i ve stejnych bunécnych typech - na jinych
bunéénych pr'ogramech

Lisi se vyznamné také svou Ulohou ve vyvoji jednotlivych typl
~ neoplastickych onemocnéni.




z predndsky Molekularni biologie nddoru

N-myc a neuroblastomy

Amplifikace N-myc se vyskytuje asi u 30% (az 40% pokrocilych)
prlpadu neuroblastomu (tumor periferniho NS) a je spojena s
horsi prognézou onemocnéni. Nékteré nadory maji 10 az 30 kopu

genu N-myc, jiné az 100-150 kopu (
Fadu

ZvySend exprese N-myc byla popsdna u vyznamného podilu pri
malobunééného nddoru plic a u mensiho poétu pripadt meduldrniho

tyroidniho nadoru, retinoblastomu, rhabdomyosarkomu a

astro cy’romu
1 <10 copies of N-myc
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c-myc a Burkittuv lymfom

témér vsechny pripady BL souvisi s translokaci genu c-myc

80% pripadt BL ma translokaci t(8;14)(q24.q32).

AeEaal Burkitt's heavy-chain immunoglobulin (IgH) gene

chromosomes  lymphoms R Ll
ymp Chromosome 14

t(8;14) &
8 14 8q- 149+ myc proto-oncogene

I o,
Chromosome 8
IgH myc

l reciprocal translocation

IgH myc oncogene
| } . —
| : m

pripadl s translokacemi 1(2:8)(p11;q24) a t(8;22)(q24:q11) je
asi po 10%




Detekce prestavby 1(8:14)

Tri-color, Dual Fusion Translocation Probe Set
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Detekce prestavby 1(8:14)

Tri-color, Dual Fusion Translocation Probe Set

Vysledek hybridizace:

Negativni buriky: dva modré, dva zelené a dva oranzové signdly
(2B + 2G + 20)

Pozitivni bunky s reciprokou translokaci t(8;14): jeden oranzovy,
jeden zeleny, dva fdzni a dva modré signdly (10 + 16+  + 2B)




Detekce prestavby genu c-myc

Dual Color, Break Apart Rearrangenmet Probe

dvé sondy (oranzova a zelend), které hybridizuji na opacnych
strandch 3° oblasti genu c-myc - oblasti, kterd byva zahrnuta
ve viech typech translokaci

Normadlni jadra: dva fdzni signdly ()

Pozitivni jddra s translokaci t(2;8), 1(8;14), t(8;22) - jeden
fdzni, jeden zeleny a jeden oranzovy signdl ( + 1Z + 10)
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Detekce prestavby genu c-myc

Dual Color, Break Apart Rearrangenmet Probe

negativni jadra: bez prestavby c-myc pozitivni jadra: detekce

prestavby c-myc
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