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DNA damage response
(DDR)

Bartkova et al, Nature 2005

DNA damage response as a
candidate anti-cancer barier
in early human tumorigenesis.

Od premalignich lézi k rakoviné
je pékne dlouha cesta.....

Genotoxic stress
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Zakladni spolecné rysy nadorovych bunky

Deregulace bunééného cyklu (naruseni kontrolniho bodu G1/S)
Unik pred apoptézou (programovanou bunéénou smrti)
Mutace v genech pro opravy DNA

Zajisténi dostacujici opravy DNA (zejména v G2 /| M-fazi bunééného cyklu)

Invazivita v primarni tkani
Angiogeneze

Metastazovani

Selekce novych rezistentnich klont Ié¢bou



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Zakladni nalezitosti pro microarrays

*Originalita tématu (anticipace vysledkii)

*Solidni analyza vzorku (% nadorovych bunék)
Imunohistochemie, flow-cytometrie
(napr. ZAP-70/T-lymf. a B-CLL)

«Zpracovani vzorku
Brat v uvahu moznost nechténého ovlivhéni genové exprese
Sortovat €i nesortovat buniky? (hlavné ne oboiji .....)
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S Na problémy staci jeden gen...

(Prognosticky vyznam mutaci p53 u nadort)

Mumber of studies that show TPS3 mutation
— —
Mot associated with poor survival Associated with poor survival
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Prevzato od:
Robles Al, Harris CC: Clinical outcomes and correlates of TP53 mutations and cancer.
Cold Spring Harb Perspect Biol 2010; 2: a001016



p53 mutace: diametralnée rozdilny fenotyp
- LOF, DNE, GOF -
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p53 mutace a preziti CLL pacientu
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Fig. A: all mutations
Fig. B: mutation + del(17p)

A: wt-p53
MS: 69 months

B: nonmissense p53 mutations
MS: 36 months

C: p53 missense out of DBMs
MS: 41 months

D: p53 missense in DBMs
MS: 12 months

(D) vs. (C) P=0.009
(D) vs. (B) P=0.002

Trbusek et al., JCO 2011
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A lecba nam analyzu urcite

Kdeze jeden lék...

Misto nej mame ,,portfolio pismen a jejich kombinaci:*

A, AF

CLB, R-CLB
R, RF

F, MTX, Bend
FC, FCR
CHOP
R-CHOP
VAD

OFA

R-Dex
OFA-Dex
AlloSCT

Nazev prezentace - doplnit

neusnadni......

.....a pristi mésic budou jisté dalsi

8/celkem
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odpoveéd na fludarabin
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Malcikova et al.: Blood 2009
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Vyuziti I:
Zmena genoveé exprese
v maligni transformaci

Muzeme océekavat zménu GE u stovek az tisicli genu
Anticipace dle genetickych defektl

Inaktivace tumor-supresorovych genu
. Mutace v p53: transk. faktor, deregulace b.c., apoptoézy, oprav DNA
. Mutace v Rb, p16: deregulace bunécné faze G1/S
akcelerace proliferace
Amplifikace onkogenu

. Cyklin D1, MDM2, N-MYC; dominantni vliv na proliferaci
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Zvazit ,,cilenou informaci“ oproti
,maximalni informaci*

Predchudci microarrays to nemuseli reSit

« SAGE, differential display, fagové knihovny

My ano

« Selekcéni Cipy vs. Celogenomove Cipy
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Vyuziti ll:
Molekularni klasifikace nadoru

*,,Velké nadory“ maji své jasné (spolu)pachatele
Charakteristické translokace

Chronicka myeloidni leukémie t(9;22) BCR-ABL

Mantle cell lymfom t(11;14) Cyklin D1/IgH

Folikularni lymfom t(14;18) Bcl-2/IgH

Burkittiv lymfom t(8;14) c-Myc/igH

Charakteristické delece

Chronicka lymfocytarni leukémie del 13q, del 11q, del 17p

Prekryv CLL/MCL,; fenotyp dle flow-cytometrie (CLL = CD5+, CD19+)

Metastazy nejasného puvodu

Schvaleny komeréni kit (FDA) zalozeny na analyze genové exprese



Vyuziti Il

Analyza genové exprese ve vztahu ke
genomickym aberacim

Velmi dobra korelace

Gene dosage effect
Class predictor

Haslinger et al.,
JCO 2004

Chr 1
Chr 2
Chr3
Chr 4
Chr 5
Chr G
Chr7

Chr 9

Chr 11

Chr 12

Chr 14

Chr 15

Chr 17

Chr 22

Chr x

CLL

Del13qg14
Del11922-23
Del17p13
Trizomie 12



FAKULTNI
L oot o
Vyuziti IV:
Testovani léCiv na nadorovych bunkach

To uz muze byt o poznani prehlednéjsi situace — vétsSina Iéciv ma

,dobre Citelny” efekt na bunky

Nejvetsi svetovy skrinink — National Cancer Institute
60 dobre definovanych bunéénych linii, desitky tisic latek
Koncept tzv. synteticke letality

Nové moznosti pri vyuziti ,,next-generation sequencing”

Urcite existuje prostor pro cilené analyzy
Zakladem je dobra charakterizace linii / primarnich bunék
Je dobré mit korelaci s cytogenetikou (aCGH) a mutacemi

kliCovych gent (p53)
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Vyuziti V:
Testovani uc€inku léciv v klinické praxi

Metodicky extrémné narocné (rozdily v Iécbé mezi pracovisti,

kratkodobé vs. dlouhodobé ucinky apod.)

Rozhodovani, zda je vhodna adjuvantni chemoterapie u
pacientli s nadorem prsu, stadia ll a lll

(komeré€ni kit schvaleny FDA)

Van't Veer et al. Gene expression profiling predict outcome of breast

cancer. Nature 2002;415:530-6.
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Vyuziti VI:
Micro RNA v onkogenezi

Lagos-Quintana M et al. Identification of novel genes coding for small
expressed RNAs. Science 2001; 294:853-8

25 397 publikaci; regulace exrese kédujicich genu

Calin GA et al. A MicroRNA signature associated with prognosis and
progression in chronic lymphocytic leukemia.

NEJM 2005;353:1793-801.
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Vyuziti VII:
Studium nadorové transformace

CLL Lymfoblasticky relaps

°a .O.-- |

Tansformace nebude primarné zptisobena zménou genové exprese,
ale bude dusledkem novych genetickych abnormalit.
Vyvstava tak dulezitost genetické charakterizace vzorku.
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62 exonu
3 056 AK
~ 350 kDa

1 I

Vyuziti VIII:
Resekvenace velkych genu

Napr. ATM

MLS Fepetice HEAT  MLS FAT MLS FATC
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Leucinoy zip Pl 3-K
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Spektrum a lokalizace ATM mutaci
na IHOK, FN Brno

= delece

O sestfihova mutace
—* missense mutace

—e nonsense mutace

+ polymorfismy !!
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Korelace s funkcnim stavem

mutovaného proteinu

Expression of p21 gene (%)

2000

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 A
200 A

Wt

® Control
® Fludarabine
B Doxorubicin

Wt+ATM Wt Wt+ATM ATM mut ATM mut
inhibitor inhibitor

Navrkalova et al., Haematologica 2013
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Vyuziti IX:
Sekvenovani nové generace
s vysokou citlivosti

(Ultra-deep NGS)

Priklad: selekce mutaci v genu TP53 u pacient

s chronickou lymfocytarni leukémii v prubéhu terapie



Selekce mutaci TP53 v prubéhu

onemochneéni
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BRNO



Negativni dopad novych mutaci na preziti
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Vice a méne pravdepodobné scénare
selekce mutaci v TP53

Frequently observed events

FASAY/Sanger
detection limit ~~

Ultra-deep NGS5 _ _
detection limit

Pre-therapy Relapse 1 Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n

Rarely observed events

FASAY/Sanger
detection limit ==

Ultra-deep NGS
detection limit

Pre-therapy Relapse 1 Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n

FAKULTNi MalCikova et al., Leukemia 2015
: NEMOCNICE
BRNO
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BANG CLL jako model pro microarray analyzu

Mutacni status variabilni oblasti

tézkeho retezce Ig genu (IgVH)

nemutovany IgVH — 98-100% homologie se zarode€nou
linii — horsi prognéza — preziti 8-9 let

mutovany IgVH — < 98% homologie se zarode¢nou linii —
lepSi prognéza — preziti ~ 25 let

Pritomnost cytogenetickych abnormalit

del 13914 — nejlepsSi prognéza

trizomie 12 — stfedni prognéza

del 11922-23 (ATM lokus) — Spatna progndza
del 17p13 (TP53 lokus) — nejhorsi prognoéza

0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
months

(Hamblin et al., Blood 1999)

100

80+

Patients Surviving (%)

40

....................................

20+

0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180
Months

(Dohner et al., NEJM 2000)
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CLL jako model pro
microarray analyzu

Klein U et al. Gene expression profiling of B cell chronic lymphocytic
leukemia reveals a homogenenous phenotype related to memory B
cells.

J Exp Med 2001; 194:1625-38

Identifikace genu ZAP-70 asociovaného s nemutovanym IgVH

Letestu R et al. Evaluation of ZAP-70 expression by flow cytometry in
chronic lymphocytic leukemia: A multicentric international
harmonization process.

Cytometry B Clin Cytom 2006;70:309-14
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CD77+ CD77- naive memory CLL
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CLL jako model pro microarray analyzu
ATM-pS53

ionizing radiation

ATM
Od gen u k ¥ '
procesum.. . i Cluster 3 ;
! p53 i H
3 i
i
]
1 Cluster 1 Cluster 2 : Cluster 4
DNA Repair
Proapoptotic Prosurvival Transcription
responses responses regulation
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Cesta k uspéechu s microarrays - 1. cast

1) K témto metodikam pristoupit az po nekolika 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) Nenapadneé 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)

V' 4

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

7) Mit velmi dobre charakterizované vzorky
(mutace neni delece apod.)
8) Pred zapoc€etim 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 jej
precist co nejvice (relevantnim) lidem

11) Pripominky reviewers brat vazne



Takze dekuji za pozornost

mtrbusek@fnbrno.cz



