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PCR umoznuje detekovat jediny leukocyt infikovany HIV mezi 10°
neinfikovanych bilych krvinek. K tomu je tfeba onen jediny leukocyt,
obsahuijici sekvenci typickou pro HIV, pomoci PCR rozmnozit. Pfi 30
PCR cyklech se plvodni pocet Cllovych sekvenci znasobi 10° az 10°.



Vyvoj PCR metod

1st

PCR Real-time PCR Droplet Digital PCR
Qualitative Relative Quantification Absolute Quantification
Multiplex PCR

PCR-RFLP



Prubéh qPCR
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intenzita fluorescence

Absolutni kvantifikace

KALIBRACNI KRIVKA
“standard curve”

(C), (C), (Cp, Ppogetcykid

Pocet kopii (log N)



Relativni kvantifikace

Fluorescence

V pfipadé relativni kvantifikace je nejdfive provedena normalizace a ziskana tak hodnota AC;
definovana jako AC; = C; V (cilovy gen) — C;R (referencni gen). Nasledné je stanovena AAC; jako:
AAC; = AC; V - AC; K (kontrolni vzorek). Relativni kvantifikace vzorku vzhledem ke kontrolnimu
vzorku je ziskdna umocnénim 2-84¢T



Typy sond:

1. Nespecifické (napr. interkalaéni barviva)
2. Specifické (fluorescencné znacené sondy)
3. Fluorescenéné znacené primery
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a Denature \h\v Reporter fluorescence quenched

Primer Probe

Anneal \:; Reporter fluorescence quenched

Reporter fluorescence detected




FRET

3" donorovy fluorofor

Sonda 1 5" akceptorovy

fluorofor S
F'ﬂ Amplifikovana cilova DNA
Sonda 2
1. Probes in solution emit 2. Emission through fluorescence

low fluorescence resonance energy transfer



Princip molekularnich majaku

Amplikon

r SmycCka

* Vlasenka

Fluorescence



Mutacni analyza onkologickych onemocnéni

Kolorektdlni karcinom, ktery patfi k nejrozsirenéjsim nddorovym
ohemochenim v rozyinutych zemich, muze byt pri velmi Casne
diagnéze dspésné |ecitelny gv lokalizovaném stadiu az 90 %).

Existuji genetické abnormality, které vedou ne \lpr've k benigni
proliferaci bunék sliznice tlustého streva 1. k tvorbé polypu, ddle
pak adenomu a nakonec ke vzniku adenokarcinomu, popripadé
adenokarcinomu brzy metastazujicimu.

Asi 1/3 populace mivd po padesdtce adenomy tlustého streva; ale jen u
10 7% vznikne karcinom. Tyto adenomy mozno klasifikovat podle jejich
velikosti, patologie (makroskopickd struktura) a dysplazie
(mikroskopicka struktura) na mdlo a na vysoce rizikové.

Histopatologicka kritéria nejsou vsak dostatecné objektivni. Mnohem
lepsi je prikaz mutace genu K-ras, ktery patti k protoonkogeniim,
uplatriujicim se v kaskddé transdukce signdlu a je tedy ¢dstecné
odpovédny za preménu adenomu na adenokarcinom. Mutace genu K-ras
se vétsinou objevuji v exonu 1, a to bud’ na kodonu 12 (66T) nebo 13
(6GC). Oba triplety (66T i GGC) kdduji glycin. Vznikne-li mutace na
jedné z obou bazi (kupr. G6T->GCT), pak v sekvenci polypeptidu je
glycin nahrazen alaninem.



Ad7) Techniky zaloZzené na kvantifikaci DNA
PCR s alelové-specifickymi primery ARMS (Amplification Refractory
Mutation System) v kombinaci se systémem ,Scorpion”
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Templat Alelové specifické ,,scorpions*
Wildtype

S?Onoverﬁ mutaci oo IIRRRRRRRRRRRRNNN i _

, b f kv , h oo TIIIIIIITITTITIIII I & RO
pomoci bi-funkcnic T
molekul ,scorpions”

H Wildtype-specific
STTTTTTTTI

Nasedani alelové specifckych primeru a extenze

v
ﬂimmnmnnnn I &
o>>y Oyﬁmmlmmmm I

Denaturace a nésleéné intramolekularni
preskupeni oligonukleotidu

Kvantifikace fluorescence pomoci qPCR
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miRNA: ,mikromanazeri genové exprese"”
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MicroRNA seed region
- Bases 2-7

=15 nucleotides Bulge
MRNA [ ORF |-emcoemmeae- NNNNNIEREN
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- Imperfect base heteroduplexes
* Predicted to target several hundred genes each

* “60% mRNAs have at least 1 miRNA binding site in UTR
- many have far more

5'UTR and coding region targetting miRNAs
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In human cancer, miRNA expression profiles differ between normal tissues and
the tumours that are derived from them, and differ between tumour types

» Deletion or downregulation oncogene-targetting miRNAs in cancer
» Upregulation of ‘oncomiRs’ — miR-17-92 polycistron derived miRNAs increased in B
cell ymphomas (He Nature 2005)

miR-17-92 polycistron o —

Example of miRNA mutation responsible for a developmental defect in humans
(de Pontual Nat Genet. 2011)

Hemizygous deletion —
Short stature and digital abnormalities




Stanoveni hladiny miRNA

miRNA
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Ad 8) Princip
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Digitdini PCR

= Partition reagents and sample into 20,000 droplets
= Perform conventional PCR on thermal cycler

= Quantify target nucleic acid by counting sample partitions with a
positive PCR product (fluorescent) and a negative PCR product

= Digital readout provides absolute measure of target DNA
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= Target of interest
== Background DNA
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Simeon_Poisson.jpg

Analyza exprese u onkologickych onemocnéni

Rozdil v expresnich profilech zdrava x nadorova burika
Nejcastéjsi markery: MGB1, CEA, CK20, EGFR1, C-MYC, TH, TS, ...
Detekce MRD

Leukaemic Burden
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Epidemiologie nadort

Odvozeno z reckych slov epi (nad, mezi) a démos (lid) a logos
(slovo, véda, studium) volny preklad: ..studium toho, co je nad
lidmi".

Empirickd medicina --> .medicina zaloZend na dikazu"

Lékarsky védni obor, soucdst onkologie, zabyvajici se problematikou
vyskytu jednotlivych zhoubnych nddort v riznych oblastech, zemich a
kontinentech. Podle procenta jejich vyskytu lze usuzovat na mozné
priciny jejich vzniku a v rdmci prevence se snazit o snizeni vyskytu a
vcasnou depistaz urcitého typu nadoru.

- nemoc nikdy nevznikne ndhodné, vzdy determinanty pro
vyskyt onemocnéni

- distribuce onemocnéni neni ndhodnd, vzdy souvisi s rizikovymi
faktory, které je treba studovat

« Velkému procentu nddorl Ize preventivné predejit

« Béhem poslednich 20-ti let vyrazné vyssi (¢ innost 1€€by viech karcinomt
- Prevence nadord je jednodussi a levnéjsi nez lé¢ba

- Screeningové testy existuji pro vétsinu nddord



Zakladni epidemiologické principy (1)

- Populace, vzorek, ndhodnd chyba (statisticka vyznamnost ..p")

Systematickd chyba (bias) - vybér vzorku nebo ziskdvdni dat je
provddén odlidné pro skupinu cilovou a kontrolni, disledkem chybny
odhad vztahu mezi rizikovym faktorem a vznikem nemoci.

"Vybérovy (selekéni) bias X Observacni (informacni) bias

» Zavadéjici faktor (confounding) - faktor jenZ je nezdvisle na
expozici rizikovym faktorem pro sledovanou nemoc.

= vede k rozdilu tam, kde ve skutecnosti neni

= smazdva rozdil, ktery ve skutecnosti existuje

- Diagnostické testy - cilem odlisit normdlni od abnormalniho

Senzitivita = proporce nemocnych, kteri maji pozitivni test.
Specificita = proporce zdravych, kterfi maji negativni test.

m=)  kazdy test by mél byt jak vysoce senzitivni, tak i vysoce
specificky

Ne vzdy mozné (klinické Gdaje maji charakter kontinudlnich hodnot) -->
tzv. hrani¢ni bod (cut-off point). m=) Empiricky X ROC



Hledani diagnostického cut-off pomoci ROC krivek

Cile ROC analyzy:

1. Uréit, zda je spojitd proménnd vhodna pro diagnostické odlisovdni zdravych
a hemochych jedincd.

2. Nalezeni déliciho bodu (..cut-off point™) na skdle hodnot spojité proménné,
ktery nejlépe odliSuje zdravé a nemocné jedince.
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Analyza preziti

Délka sledovani a vyskyt udalosti
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Typy studii

Optimadlni experiment
osoby bez nemoci rozdélit na skupiny a jednu skupinu exponovat
rizikovému faktoru a ostatni ne. Rozdily frekvence nemoci v téchto
skupindch by se pak mohly prisuzovat vlivu rizikového faktoru (v Fadé
situact pri reseni zavaznych klinickych otdzek vsak neni mozno
experiment provddét z etickych i jinych divod).

1. Prirezova studie

Vybereme ndhodné N jedinct z celé populace a ptdme se na hemoc a
expozici.

- Jsme schopni odhadovat jak riziko onemocnént, tak i
pravdépodobnost expozice v populaci.

- Pokud je riziko onemocnéni a pravdépodobnost expozice mald ma
ziskand kontingencni tabulka malé polty

- Observacni bias



2. Kohortova studie

Vybér sestrojime zvldst’ pro skupinu exponovanych a
neexponovanych (rozsahy planujeme oddélené). Ve skupinach
budeme zjist'ovat nemocnost.

- Ziskdme tabulku s vétsimi poCty v jednotlivych
polickdch

- Odhadneme riziko v jednotlivych skupindch ale ne v
celé populaci

- Je mozno porovnat rizika obou skupin

3. Studie pripadi a kontrol (Case control study)

Vybér sestrojime zvldst’ pro skupinu zdravych a
nemocnych (rozsahy planujeme oddélené). V obou skupindch
zjistime zda osoby byly exponovdny Ci ne.

- Ziskdme opét tabulku s vétsimi poCty v jednotlivych
poli¢kdch

- Nejsme schopni odhadnout Zddné riziko, ale mtzeme
hodnotit pripadnou souvislost mezi nemoci a expozici
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Kriteria kauzality
1. Naslednost

Pri¢ina musi predchdzet ndsledku, tedy expozice nemoci. Casové
hledisko se z obecného pohledu posuzuje jednoduseji u
kohortovych studii nez u studii pripadt a kontrol i prirezovych,
které zkoumaji expozici i ndsledek ve stejné dobé.

Mnohdy se jesté uvazuje Casové prodleni (jako interval mezi expozici a
nemoci) Napriklad u vétsiny typl rakoviny se predpoklddd, Zze nemohou
vzniknout drive nez za 10 let od za¢atku expozice. Nekdy je
problémem, Ze nemoc mize zfejmé zpétné ovlivnit expozici, napf. osoby
s pocinajicim srdeénim onemocnénim maji tendenci méné se pohybovat.

2. Koherence

Pokud je faktor pri¢inou nemoci, mély by dalsi epidemiologické
argumenty byt v souladu s timto oéekdvanim a nemélo by byt
zrejmé zadné alternativni vysvétleni.



3. Sila asociace

Pokud se po maximdlné zodpovédném vylouéeni vech zdroju
zkresleni a zavddéjicich faktord a po zohlednéni rozsahu
vybéru jevi asociace (posuzovand predevsim podle velikosti
relativniho rizika (RR) ¢i poméru Sanci (OR))

4. Konzistence

Pokud (velmi) odlisné navrzené studie na riznych subjektech
dojdou k podobnym zdvérim, je vétsi Sance, Ze asociace je
kauzalni.

5. Vztah davky a Gcinku

pokud jsou vyssi hladiny expozice asociovdny s vyssi incidenci
nemoci (neboli pokud je vztah davky a d¢inku monoténni),
svedCi to Casto ve prospéch kauzality. POZOR na zavadéjici
faktory!
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Molekularni patologie
&
Koncept personalizované terapie

Van Leeuwenhoek microscope Olympus microscope,



Molekularni diagnostika nebo mikroskop?

Micro-scope Micro-array
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Hlavni vyzva molekularni patologie:
infegrace ,starého a nového
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Molekularni patologie

Vymezeni pojmu v onkologii:

Disciplina patologie, ktera vyuziva ndstroje molekularni biologie jako
dopinék ke konvencnim morfologickym, imunohistochemickym a
chemickym analyzam abnormalit tkdni a bunék s cilem lépe porozumét
etiologii a patogenezi tumori, upresnit jejich diagnostiku, prispét ke
stanoveni prognézy onemocnéni a navrhnout nejvhodnéjsi formu lécby.

Biopatologie:

Disciplina patologie, zamérena na identifikaci biomarkertu ve tkanich.

Molekularni medicina:

Studium dysfunkci molekularnich systému za uréitého chorobného
procesu, molekuldrnich systému, jejichz funkce za normadlniho stavu
je definovana (nebo by definovana méla byt v optimdlnim pripadé).



NCl definition - pepsonalizovand medicina

“A form of medicine that uses information about
a person’s genes, proteins, and environment to
prevent, diagnose, and treat disease.”

Molekularni patologie - hlavni vyzvy

©® N OO AW N

. Klinicky vyuzitelné biomarkery

. Laboratorni techniky

Ko-alterace a dysregulace signdlnich drah
.Decision making"

Pre-analytické vyzvy

Biomarkery v klinickych studiich

VyuZiti biomarkeri ve standardizované terapii

. Moznosti do budoucna



Biomarker: jakdkoli zména kterad se objevi mezi expozici a
rozvinutim onemocnéni

Nddorové biomarkery:

Diagnostika (patol. stavy, detekce, rizikové f.)
« Identifikace (podtypy)

* Predikce (citlivost)

* Progndza (progrese, rekurence)



Prognoza versus predikce

Prognosticky marker: Ié¢ba na zdkladé individudlnich
predpokladt (TNM)

Prediktivni marker: selekce terapie dle daného typu
nddoru (ER+ ca mammy, metylace MGMT ¢i BRCA1)

Velmi ¢asto kombinace obou: napr. ER je i progn. Faktor
(ER+ pomaleji rostou)

Nékteré neg. progn. faktory (erbB-2) mohou predikovat
lepSi odpovéd’ na vhodnou terapii (rezistence k
hormondlni terapii a alkylacnim agens X citlivost k
antracyklinim, Herceptinu)



Karcinom mlécné zlazy

Supraclavicular lymph nodes
Internal mammary lymph nodes

Ducts Axillary
lymph nodes

Areola
Nipple
Collecting ducts

Lobules

Fatty connective
tissue

lymph nodes
/




Karcinom mlécné zldzy - terapie

Terapie - neoadjuvantni x adjuvantni

Vzhledem k 1é¢bé: pritomnost steroidnich receptort, Her2 + dalsi
klinickopatologické parametry

Hormondlni terapie - tamoxifen / aromatazové inhibitory /
antiestrogeny

Biologickad terapie - inhibice membrdnovych receptori (trastuzumab)

Chemoterapie - obv. kombinace cytostatik (CMF, FEC, AC,
popr + taxol, ...)

RT, obv. omezend radiosenzitivita,
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Triple negative ductal Invasive lobulai

Carcinoma Carcinoma
PIK3CA

Mutation: 8% 40%

Response to
chemotherabpv: aood DOOr



Rutinné pouzivané Klinicko-
patologické parametry

age N\
tumor Size
lymph nodes > Clinico-pathological
lympho-vascular (tumor burden)

Invasion //../

ER, PR, HER2
Ki67

tumor grade
S

Biological
(Intrinsic characteristics)

I—> Proghéza onemochéni & predikce odpovédi ha 16¢bu

ER a PgR pozitivni - hormondlni [écba

ER a PgR negativni - chemo/radio-terapie

Her2/neu negativni - dle stavu ER/PgR (tzv. basal like ca)
Her2/neu pozitivni - trastuzumab, antracykliny



Are these routinely used parameters
sufficient for individualized therapy?

: !
NO, because Breast Cancer is
HETEROGENEOUS!

~ Clinically ‘Biologically | -
\ gilogicaly
N N




Vyuziti mikroskopie k predikci progndzy
nadorovéeho onemocneéni

« Grade 1  Grade 3

Low risk High risk

Histological grade



9, Survival

Histological Grade

8 crce s
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16 Figure 3. Relationship between
histological grade (O=1; & =II;
8 =[[1} and overall survival in
1830 patients with primary

carcinoma of the breast;
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=198.06, 2df: P=0.0001.

Elston and Ellis, Histopathology 1991



Reproducibility of histological
grade is suboptimal!
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Supplement to: Paik S et al. N Engl J Med 2004; 351:2817-26



Molekularni subtypy

letters to nature

Molecular portraits of
human breast tumours

Charles M. Perou~s, Therese Sarlier:, Michael B. Eisen”,

Matt van de Rijns, Stefanie S Jeffreyl, Christian A, Rees”,
Jonathan R. Pollack®; Douglas T. RossY, Hilde Johnsens,

Lars A. Bkslens, @ystzin Fluge -, Alexander Pergamenschikou™,
Cheryl Williams®, Shirley X. Zhut, Per E. Lonning™",

Anne-Lise Berresen-Dale:, Patrick 0. Brown €77 & David Bolstein®

Gene expression patterns of breast carcinomas
distinguish tumor subclasses with
clinical implications

Therese Sorlie™s, Charles M, Perou™d, Robert Tilshirani®, Turld fas', Stephanie Geisler?, Hilde Johnsen®, Trevor Hastie®,
Michael E. Eisen”, Matt van de Rijn!, Stefanie 5. Jeffrey!, Thor Thorsen®, Hanne GQuist!, John €. Matese®,
Patrick 0, Brown™, David Botstein®, Per Eystein Lonning®, and Anne-Lise Borresen-Dalet™
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Molecular Classification
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MammaPrint: stanoveni prognézy na
zakladé expresniho profilu 70 gent
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iene expression profiling predicts M amma p [l Nt

Blinil outcmne 0f bms|t cancer Table 1 Breast cancer patlents eliglble for adjuvant systemic therapy
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Grade x MammaPrint
Grade | Grade 2 Grade 3
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Why prognostic signatures?

« Unmet clinical need

— 70% of patients with early breast cancer
* Recelve chemotherapy
* <15% derive benefit from treatment

http:/igenomebiclogy.com/2000/1/3/reviews/1021.]

Minireview

Does massively parallel transcriptome analysis signify the end of
cancer histopathology as we know it?

Samuel AJR Aparicio, Carlos Caldas and Bruce Ponder

Transcriptional analysis of all the genes expressed by breast tumors has provided the first steps

towards defining a molecular signature for the disease, and might ultimately make conventional
diagnostic techniques obsolete.



Oncotype DX

(21-gene signature)
ER+/ LN -/ Tamoxifen treated patients
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Freedom from Distant Recurrence
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Recurrence score

Low risk — RS<18
Intermediate risk — 18>RS<31
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Use of Oncotype Dx

* Prognostic in patients with ER+ breast cancer
— Treated with Tamoxifen
— Treated with Aromatase Inhibitors

—LN- and LN+ 1-3 (?)

* Predictive of chemotherapy benefit

RS <18 >18 and <31 231
Prognosis Good Intermediate Poor
Endo benefit High Undetermined Low

Chemo benefit Negligible Undetermined High



Tumour profiling for treatment
decision-making
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Cilena terapie: efektivita vs. cena

J Natl Cancer Inst. 2009;10:1044-8

COMMENTARY |

How Much Is Life Worth: Cetuximab, Non-Small Cell Lung
Cancer, and the $440 Billion Question

Tito Fojo, Christine Grady

Table 1. Estimated drug costs for indications cited in the text*

Cost per milligram

Drug (brand name) Regimen Doset Amount neededt, ¥ or cost per tablet Total costt Increase in OS%
Cetuximab (Erbitux) Loading: 400 mg/ Loading: 600 mg; 6975 mg $11.52/mg $80352 1.2 mo (1)

m?; maintain: maintain: 375 mg

250 mg/m?wk NSELEC
Bevacizumab (Avastin) 10 mg/kg every 600 mg every 14 d 13200 mg $6.88/mg $90816 1.5 mo§ (13)

14d Breast
Erlotinib (Tarceva) 150 mg daily 150 mg/d; 1 tablet 112 tablets $140.64 per tablet $15752 10d (14)

per day Pancreas

Sorafenib (Nexavar) 400 mg twice a 800 mg/d; 4 tablets 692 tablets $49.67 per tablet $34373 2.7 mo (15)

day per day Renal

I=—)> vyznam individualizovaného pristupu



Efektivita konvencni protinadorové terapie?
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Personalized .

BC therapy h
In 2020... L
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Tailored and optimal breast cancer treatment



