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» Obecné vyuziti ¢ipovych technologii
+ Ptiklady vyuZiti v riznych biologickych &

oborech

* Vyuziti v biomedicine a onkologii

« Konkreétni priklady z hematoonkologického
vyzkumu — lymfomy a leukémie

* Aplikace pfi studiu CLL a vyuziti na nasem
pracovisti
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profilovani genové exprese (GEP)
— porovnani odpovédi bunék na stres, :
vliv prostredi na organismy, identifikace urovne

rezistence, detekce koexprimovanych genu (mohou
spolu funk€éné souviset)

genotypizace — detekce mutaci, SNPs

analyzy CNVs, exprese mikroRNA, detekce
CpG metylaci

studium interakci DNA s bilkovinami
funkEni analyzy genu
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* Biomedicina: siroke vyuziti, hlavne v onkoloqii

» urceni spravné diagnozy, klasifikace nadoru,

nasazeni efektivni |IéCby, v€asna detekce markeru
onemocheni

* Biochemie: proteinove Cipy

o analyticke - detekce proteinu ve smesi
(SARS, Treponema pallidum)

o funkéni - studovani intermolekularnich interakci,
identifikace vazebnych mist pro léCiva
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* Mikrobiologie a virologie:

» detekce puvodcu onemocneéeni (hrozba terorismu-
Cip pro detekci 18 patogennich mikroorganismu,
napr. Bacillus antracis, Clostridium botulinum,
Ebola virus a dalsi (Wilson et al., 2002)

» komparativni genomika - porovnavani genomu
pribuznych organismdu, druhu, poddruhu a izolatu —
odhaleni faktoru virulence, genetické ruznorodosti
(pr. Mycobacterium avium)

» vyhledavani mutaci v genech
zodpovednych za vznik resistence
na antibiotika (Mycobacterium (AN
tuberculosis - genu proB a rifampicin)
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* Metagenomika:

o studium mikroorganismu bez jejich predchozi
Kultivace — lepsi pochopeni biologicke diverzity

o Vzorky jsou posbirany primo v danem prostredi —
izolace DNA — pfima analyza

o vyuziti v medicing, ekologii, zemedelstvi, atd.

* Farmacie: vyvoj novych leCiv, vyhledavani
potencialnich cilu terapie (genu, proteinu)
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* Forenzni genetika:
o SNParray (identifikace osob)

* Biologie rostlin:

o funkEni genomika - studium cirkadiannich rytmu,

odpovedi na stres, vyvoje semen, signalizacnich
drah, asimilace dusi¢nanu
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» detekce patogenu a studium vzniku rezistence
na antibiotika

* studium geneticky podminenych chorob:

> detekce mutaci; potvrzeni/vyvraceni diagndzy; vc€asné
odhaleni onemocneéni; sledovani vyskytu mutantnich alel u
rodinnych prislusnikt; prenatalni testovani u postizenych
matek

» pf. BRCA1l (nadory prsu a vajeCniku), CFTR (cysticka
fibroza), ATM (Ataxia telangiectasia), TP53 (Li-fraumeni sy.)
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« charakterizace nadorovych tkani:

» molekularni klasifikace nadoru
> odliseni nadorové tkané od normalni

> identifikace genovych profilu predikujicich metasta-
zovani a determinujicich prognozu
» navrzeni specifické leCby

> pr. nehodgkinské lymfomy
a leukémie, nadory prsu a
dalsi solidni nadory

Normal colon tissue Cancorous colon tissue
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Gene expression profiling predicts
clinical outcome of breast cancer

Laura J. van ’t Veer* T, Hongyue Daif, Marc J. van de Vijver~T,

Yudong D. He:, Augustinus A. M. Hart*, Mao Mao}, Hans L. Peterse”,

Karin van der Kooy*, Matthew J. Marton:, Anke T. Witteveen*,

George J. Schreiber::, Ron M. Kerkhoven*, Chris Roberts:, (N ature 2002)
Peter S. Linsley:, Rene Bemards* & Stephen H. Friend:

« profilovani genove exprese u pacientek s karcinomem
orsu

« pomoci GEP 70 genu byli schopni predikovat vznik
metastaz s 89% presnosti

L 4

« vyraznegjSi individualizace protinadorove IéCby (pacientky
s nizkym rizikem relapsu by tak nemusely vubec
podstupovat adjuvantni chemoterapii)
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Profilovani GE CasteCné odrazi druh bunky,
stadium diferenciace, aktivitu vnitrobunecnych

signalnich drah, rychlost proliferace

> Identifikace molekularnich markeru
(diagnosticke, prediktivni)

> klasifikace leukémii a lymfom( §
dle aberaci '

» vyvo] nadorove specificke,
individualizované terapie
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NejCasteji se pouzivaiji:

« expresni Cipy — studium odlisne exprimovanych
genu napr. pred/po lécbé

 aCGH - detekce chromozomovych aberaci;
srovnatelne s FISH (nizsi detekcni limit 25-30%

vs. 10%, ale vyssi rozliSovaci schopnost 100 kb
vs. 5-10 MDb)

 SNP Cipy — detekce SNPs a CNVs
* resekvenacni Cipy — mutacni analyzy
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Priklad aCGH

30,6 Mb delece v oblasti
5p15.33-13.3
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Diflizni velkobunéény B-lymfom
Profilovani GE vedlo k objevu 2 podskupin DLBCL
podle urovne diferenciace bunek:

 GCB typ - bunky germinalniho centra
« ABC typ - in vitro aktivované periferni B-

lymfocyty "‘ 0@ .r,h@:;é
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(Alizadeh et al., 2000)
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Folikularni lymfom

Expresni profil 191 vzorku rozlisil dvé skupiny FL,
ktere silné korelovaly s prezitim pacientu (Dave et
al., 2004)

GEP také umoznil rozliSseni FL pacientu s
indolentnim nebo agresivnim onemocnénim —
moznost nasazeni vhodnegjsi lécby (Glas et al.,
2005)
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Burkittuv lymfom

GEP je vhodny nastroj pro odliSeni BL a DLBCL
(lisi se agresivitou a IéCbou) (Dave et al., 2006)

Lymfom plast'ové zony

Stanoveni typickeho profilu pro MCL a jasneho
rozdilu mezi cyklin D1 pozitivni a negativni
skupinou MCL (Rosenwald et al., 2003)

Analyzou GE bylo identifikovano 300-400 genu s
odliSnou expresi pro MCL ve srovnani s
normalnimi B-lymfocyty (Sara et al, 2002)
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RozliSeni zakladnich 4 druhu leukémie podle genové
exprese - 49 genu reprezentujicich jednotlivé typy
leukemii (AML, ALL, CML, CLL) (Song et al., 2006)

Akutni myeloidni leukémie

RozliSeni pacientu s pfiznivou a nepfiznivou
progndzou (Yagi et al., 2003)

Pomoci aCGH zjisteny Casté amplifikace na chr.21
zahrnujici geny ERG, ETS2 a APP (Baldus et al.,

2004).
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Akutni lymfoblasticka leukémie

Rozdeleni ALL do sedmi podskupin na zaklade

profilu genové ex
karyotyp (do 50 c

orese - 1. T-ALL, 2. hyperploidni
nromozomu), 3. BCR/ABL, 4.

E2A-PBX1,5. TE
ALL (Yeoh et al.,

_-AML1, 6. MLL, 7.unspecified
2002)

Podle expresniho profilu 95 genu je mozné
stanovovat citlivost ALL bunek k inhibitoru tyrozin
kinaz STI571 (imatinib) pouzivaného pro léCbu
CML (Hofmann et al., 2002)
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Chronicka myeloidni leukemie jé
Odligné profily GE v rtznych fazich CML

(chronicka faze vs. blasticka krize) (Wu et al.,
2004)

Objasneni rezistence na TKiIs (imatinib) a
predikce odpovedi na leCbu (Tipping et al., 2003)
Pomoci tkanovych Cipu byla zjiSténa vySSi
exprese kinadzy Fyn ve stadiu blastického zvratu

nez v chronické fazi CML (onkogen BCR-ABL1
up-reguluje Fyn) (Ban et al., 2008)
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Analyza exprese CD antigenu ruznych
leukemickych bunék pomoci protilatkovych Cipu:
rozliseni normalnich a CLL bunek poskytuji
antigeny CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
CD24, CD25 a CD37 (Belov et al., 2001)

Stanoveni charakteristického profilu genové
exprese pro CLL: nezavisly na mutacnim stavu
IGHV, podobny pamétovym B-lymfocytum (Klein
et al., 2001, Rosenwald et al., 2001).
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Korelace nékolika genu s nemutovanym IGHV:
objev ZAP-70 patri k nejvyznamnejsim
prispévkum DNA Cipu do klinické praxe v oblasti
prediktivni diagnostiky (Rosenwald et al., 2001)

Pacienti s dell3q jako jedinou cytogenetickou
aberaci byly pomoci GEP rozdeleni na dveé
skupiny: 280% ztratou 13q prezivaji kratsi dobu a
maji kratsi Cas do prvni terapie nez pacienti se
ztratou < 80 %

(Hernandez et al., 2009) +

»

N




Pomoci array CGH byly u CLL nalezeny dalsi
chromozomove aberace: kromé rekurentnich
del13q, dell7p, delllq, tril2 take trizomie 19 a
amplifikace onkogenu MYCN na chrom. 2p24

(Schwaenen et al., 2004)

2:10978377 23508064, 12.5 Mb
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Korelace nejcastéjSich genomickych aberaci s
redukovanou expresi genu lezicich v téchto
oblastech (delllg-ATM, del 17p-TP53 aj.)
(Haslinger et al., 2004) — efekt dozy genu u CLL
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Studium DDR (DNA damage response) drahy

Analyza ATM-mut, TP53-mut a wt vzorku odhalila,
ze transkripcni odpoved na poskozeni DNA (IR) je

dvoji:

lonizing radiation

* p53 proapoptickad odpovéed v
(zahrnuje pouze cast ATM ATM
transkripCni odpovedi) '

 ATM odpoved smerujici k -
preziti bunek (nezavisle na
p53) 1t. | Lowmz | curs

v adle
DNA Repair

(Stankovic et al., 2004) rponees || resporsss. | | egutton
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MicroRNA a CLL

MikroCip pro profilovani exprese miRNA (245
lidskych a mysich genu): CLL specificky profil
MIRNA (Liu et al., 2004)

Profilovani exprese odhalilo unikatni miRNA profil
13 genu, které jsou specifické pro ZAP-70+ a
IGHV nemut pripady s progresi choroby (Calin
et al., 2005)
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Expresni Cipy: rozliseni nejcastejsich B-bunecnych
lymfomu (DLBCL, FL, MCL, BL)

aCGH: detekce nebalancovanych chromozomovych
aberaci u CLL

Resekvenacni Cipy: mutacni analyza nekolika
desitek genu zaroven — TP53, ATM, Rb1, geny
pro miIRNA, atd.

SNP Cipy: detekce CNVs u CLL
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Navrzen pro detekci mutaci v genech asociovanych
s patogenezi CLL: DDR geny, apoptické geny,
MIRNA, kontrola bunecného cyklu, proliferace a
diferenciace,

Kapacita 50kb dsDNA
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gDNA — long-range PCR — kvantifikace (PicoGreen) —
pooling — purifikace — fragmentace (20-200 bp) —»
znaceni — hybridizace (16 h) — barveni a promyvani —
skenovani — analyza dat
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Pricip

H b ri d iz ace C I’ I OV d C h TCGGTAGCCATG ! Al ATGAGTTACTAC probe 1 forward

y y TCGGTAGCCATG |C ATGAGTTACTAC probe 2 forward

’ o TCGGTAGCCATG! Gl ATGAGTTACTAC probe 3 forward

use ku D N A Nna TCGGTAGCCATG .T | ATGAGTTACTAC orobe 4 forward
ATCGGTAGCCA TG .c ATGAGTTACTACAGCT

OIIgOﬂUkIeOtIdOVé "\C('C*\’P(CT/\C'GnTACTCAATGATGTCGA genomic sequence of interest
SOon dy IMO b | | IZovan e AGCCATCGGTAG Al TACTCAATGATG probe 1 reverse

AGCCATCGGTAG | C TACTCAATGATG probe 2 reverse
n a CI u AGCCATCGGTAG! Gl TACTCAATGATG probe 3 reverse
p AGCCATCGGTAG|, T I'TACTCAATGATG probe 4 reverse
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GeneChip DRA Analysis Soltware - [Re<equence Anabysis]
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Vyhody a nevyhody

Robustnost, nizSi cena, mensi ¢casova narochost,
senzitivita (10% vs. 20% Sanger), paralelni
analyzy nékolika genu naraz, predbézna
mutacni/SNP analyza

Neschopost detekovat kratke inzerce a delece,
nutnost konfirmace vysledku jinymi metodami
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Nahrazovani Cipovych technologii sekvenovanim
nove generace (NGS)

Limity Cipu: spolehlivost a reprodukovatelnost
(nedostateCné homogennimi soubory pacientu,
rozdilna kvalita izolované RNA, variabilita
statistickych metod a ruzna kritéria statistické
vyznamnosti), problém s detekci inzerci/deleci

Vyhody NGS: flexibilita, snizovani ceny, citlivost,
robustnost
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