Zakladni metodické pristupy v
experimentalni onkologii

&
Modelové systéemy




Experimentdlni modely v onkologii

Obecné zdsady pri vyzkumu:

» Snaha porozumét fundamentdlnim procesum funkce a vyvoje Zivych
organismu

* Formulace presné definovanych otdzek ve vymezené oblasti vyzkumu
* Vybér vhodného modelového systému (Mendel)

» Zjednoduseny, ale impaktni systém umoznujici testovat specifickou
hypotézu a zda se dosdhne vysledného fenotypu (CCLE)

* Bunécné linie

* Caenorhabditis elegans

* Drosophila melanogaster
* Kvasinky

* Danio rerio

» Mus musculus



Priprava bunéénych linii
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Establishing cell lines

Tissue

g — %fg Single cells
aisis N

Crememir—]

immortalisation

Most cancers do not form cell lines
Many cell lines are not what they say they are
Authentication now required



Prace s eukaryotickymi bunécénymi liniemi

Optimdlni podminky kultivace (5-10% CO,, 37°C, pH, glukéza, rustové
faktory, antibiotika)

Nebezpeci kontaminace jinou bunécnou kulturou [DSMZ, ATCC
(mikrosatelitni DNA fingerprinty)]

Bunky se deéli a rostou dokud neobsdhnou cely prostor, pak ndsleduje:
« Zastava b. deleni kontaktni inhibici
« Indukce bunecné diferenciace kontaktni inhibici
« Akumulace apoptotickych a nekrotickych bunék

« Deplece nutriénich faktoru

Vymena média (pH), pasazovani bunek, kryoprezervace



B Konfluence bunék, suspenzni vs. adherentni bunky

» Genové manipulace

, 2D vs. 3D kultivace

\l a O (NH4)HCOS particle 40-60 [l polystyrene
3-D cell culture dish
fabrication process [:I Polystyrene solution in
chloroform

J Castlng J

Air dry and vacuum

Polystyrene Glass cover slip dry
Glass bottom Petri
dish with a well in the

center ”
(NHg)HCO;, —.NH3+COZ+H20 Ba""‘g at 85°C
-—.
Cell seeding
Traditional 2-D

I cell culture I 3-D cell culture




Vyhody a nevyhody bunécnych linii

 Prakticky neomezena Zivotnost
« Kontinualni a rychla proliferace
« Snhadna prace

» MoZnost pripravit stabilni KO, transientni transfekce, a dalSi
genetické manipulace

<

 Atypické okoli nadorovych bunék

Transwell

* Nebezpedi kros-kontaminaci

Melanoma
cells
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« Kumulace dalSich zmén

Endothelial
cell line




Stanoveni poctu a viability bunék

laserovy

sbérné zkumavky

Schéma sorteru

M Formazan

MTT-ASSAY
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mp Messurement

MTT test

xCELLigence RTCA

The cell Ia the source of ATP In the
luciferase reaction, so the lumines-
cence produced |s proportional to
the number of vable cells.
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Metody studia bunécné migrace a invazivity

In vitro
| | | | |
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MIGRACE INVAZIVITA

horni komora

ECM gel

porézni membrana

dolni komora
s chemoatraktantem




hlelxvni kanal

Lid
Cells
Upper chamber
Gel layer
(user provided)
Microporous membrane —4
Microelectrodes
Adherent cell
Lower chamber
Chemoattractant

b

chemoatraktant



Studium metastazovani /n vivo

Nejcasteji mysi model:
- BALB/c (kmen inbrednich laboratornich mysi)
- transgenni mysi
- imunodeficientni kmeny

« Athymické Nu/Nu mysi (chybi brzlik, neprodukuji T-bunky)

« SCID mysi (autozomdlné recesivni mutace SCID = tézkd kombinovand

imunodeficience, chybi protilatkovad i T-bunécnad imunitu)




Typy mysich modelu v onkologickém vyzkumu

Subcutaneous Orthotopic
Syngeneic xenograft xenograft GEMM
—~Transplanted —Transplanted —~Transplanted —Spontaneous
~Immunodeficient 2 ~Immunocompetent

—lmmunocompeten% ~Immunodeficient %

Metastasis
Primary tumor

Nonmetastatic

Metastatic Nonmetastatic Metastatic

Katie Vicari



Mus musculus

Priprava inbrednich kmenu - moznost pokusu na geneticky uniformnich
organismech (vice jak 700 mutovanych kmenu).

Obvykle se provadi tzv. , gene knockkout”, tzn. funkéni geny jsou
nahrazeny nefunkcnimi nebo mirné pozmenénymi variantami jez odpovidaji
genetickym zmendm vzniklym v nddorové bunce.

Nejvyznamné jsi prispévek k pochopeni mechanismu lidskych nddorovych
onemocneni.



Mus musculus

Priprava inbrednich kmenu - moznost pokusu na geneticky uniformnich
organismech (vice jak 700 mutovanych kmenu).

Obvykle se provadi tzv. , gene knockkout”, tzn. funkéni geny jsou
nahrazeny nefunkcnimi nebo mirné pozmenénymi variantami jez odpovidaji
genetickym zmendm vzniklym v nddorové bunce.

Nejvyznamné jsi prispévek k pochopeni mechanismu lidskych nddorovych
onemocneni.

4 metody prenosu GI:

« Infekce bunék kostni drené rekombinantnim retrovirem umozni
expresi preneseného genu v infikovaném zvireti

« Infekce embrya pomoci rekombinantniho retrovirového vektoru

«  Transformace embryondlnich kmenovych bunék

« Klonovand DNA muze byt mikroinjikovdna do fertilizovanych
oocytu a prenesena do ndhradni matky
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Reimplantation 3 JREAN
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Normal mouse x Fy transgenic
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F» heterozygous transgenics Transgenic line
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*Poprvé gen pro elastdzu, nezbytnd 134 bp requlacni oblast pro sprdavnou funkci
*Ndhodny charakter integrace > pozicni efekt Il (YACs & BACs)




Blastocyst of dark
coat colour mouse

Embryonic stem cells (ES cells)

Select transformed clone
of ES cells

Grow on feader layer
and transform with
cloned DNA

implant in

pseudopragnant
surrogate m

\

Mosaic offspring detected
by spotted coat colour



.Hybridni transgen”

Regulatory sequences A Regulatory sequences B

. |

Coding sequences A Coding sequences B

Coding sequences B

HYBRID TRANSGENE O —

Regulatory sequences A

Identification of regulatory sequences Production of proteins of
with a reporter gene Immortalization biological or medical interest
1 4 g

\/

Toxigenetics: cell ablation

Functional studies and 3
physiopathological models
2




I(vasinky (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe)

Snadno kultivovatelné, 1. eukaryoticky organismus plné osekvenovany, celd

rada funkénich homologt se savéimi burikami = —— > 65
=—> Vhodny model pro screening No o, 6’5@
rotinddorovych 1€¢iv VA 1P

P v Candidate : @ @

cDNAs encoding | ¢ Normal growth

potential targets

Growth arrest

Table 1| Conservation between yeast and human pathways altered in cancer d d @j

Cancer-related pathway Human genes Yeast genes d Cj s
DNA-damage checkpoint ATM, ATR RADS3 i veastiodie o
Repiication checkpoint BLM, WRN SGS1 o ®| vt o traet
Mitotic-spindle-assembly checkpoint BUBT, BUBR1 BUB1
Mismatch repair MLH1 MLH1 @D @
Repair of DNA double-strand breaks BRCAT RADS0, RADS2 @ @
G1- to S-phase transition Cyclin D1, cyclin E CLN2 :gg't‘g'}g“n%f;ﬁ;?‘;tm -
Response to mitogenic stimul TOR TOR1 b
Addition
of inhibitor .
Pozitivni selekcni screening

Cancer cell Desired phenotype
expressing target e.g. apoptosis
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Priklad vyuziti kvasinek pri screeningu b.
signalnich drah pri testovdni novych latek

Deacetylated, silent
chromatin

No Ura3 expression
URA3- cells
No uradil in X RA3 |MN &6%? No uraci synthesis
growth medium \ @ = * | No growih

- Lra3 expression

Uracil synthesis
SOV vres RRR » [Restormicn of

Acetated, growth

Screen potential _
INhIEIOrs 0f Sir2  s———

active chromatin




Chemoterapie (jednoduchd aplikace, velké mnozstvi ryb, dlouhodobd I€¢ba x nespecifickad,
predominance jaternich tumord, potencidlni riziko pro vyzkumnika)

Transplantace savéich bunék (rychlost, prihlednd embrya, lidské nédory, fluorescence x, nizkd
penetrance tumord)

Genetické knockouty (Inaktivace jednoho specifického genu - N-ethyl-N-nitrosourea
mutageneze, ,Human-like cancer" mutace x slabd penetrance, genové duplikace, rozdilné
spektrum tumord, ,background" mutace)

Exprese transgenu (jednoduse generovatelné injikaci, pouZiti lidskych genu, pouZiti fluorescence,

tkdnové specifickd exprese x nedostatek specifickych promotori)

A genome instability B cancer growth C invasion/metastasis

‘‘‘‘‘



Odbér biologického materialu

Obecné zdsady pri odbéru klinického materidlu:
- logistika" zpracovdni

+ manipulace s odbérovymi ndstroji
 hacasovani

Krev (5-10 ml, chelataéni ¢inidla, vysetreni zanetlivych
determinant, hladiny cukru, hormonu, onkomarkeru, bilkovin
krevniho séra a dalsich.)

Separace krevnich bunek

- Centrifugace

« Imunoafinitni separace

« Imunomagnetickd separace
- Sortovani bunék



Zakladni separacni techniky

€— Sérum (55% celkové krve)

Leukocyty a trombocyty
(<1% celkové krve)

Erytrocyty (45% celkové krve)

Vstupni vzorek

Vysledna separace

Prabéh centrifugace



Separacni techniky vyuzivajici monoklonalni protilatky

S

Protilatka  Specificky antigen
Nosic



Dalsi biologicky material

- Kostni dren
- Moc
- Sliny
- Bukalni sliznice
- Plodovd voda (16-18 tyden) i
- Choriové klky (12-14 tyden) ‘,V |
- Fibroblasty (kozni biopsie) ¥ fﬂ
- Tkdne - N2 .
- FFPE
- Izolace NK




Prehled zpusobu odbéru tkané

C Principle of Trucut Biopsy

Jehla s prostorem pro vzorek
Mmﬂo’hm
/

Sheath
Pouzdro jehly
Kolosk i ii Ané
% ‘\’\s o Reaniknutijehly do tkane

Kamera

Lichtquelle

Posunem dra pres jehlu dochazi
p neodio o wocJ-mn

’ | muti whlyxs:e}gs pouzdra a vzork
jF. Klests
/
Dysplazie strevni sliznice
e




Izolace nukleovych kyselin

«  Umisteni bunek/tkani do extrakéniho pufru
. Dlouhodobé uchovavani (RNA later, chelatacni cinidla)

Fenol/chloroformova extrakce a nasledné etanolova nebo

isopropanolova precipitace
$8 > vodna faze (NK)
\ proteiny
fenol/chloroform (lipidy)

Metody adsorpcni

Adsorpce NK na silikagel v pritomnosti chaotropnich soli
(guanidin isothiokyanat, Nal), eluce pres kolonky

Metody vysolovaci

obchdzi Eouii’rj organickych roz?ou?redel, pri izolaci z krve
nejprve hemolyza, ndsleduje izolace DNA z leukocytu



Koncentrace, kontrola Cistoty a kvality DNA / RNA

A260=1,  c(dsDNA) =50 pg/ml
A260=1,  c(ssDNA) = 33 ug/ml
A260=1,  c(ssRNA) = 40 ug/ml

A260/A280 v rozmezi 1,7 -1.8 cista DNA
A260/A280 < 1,7 DNA znecisténa proteiny nebo organickymi latkami
A260/A280 > 1,9 DNA znecisténa RNA nebo organickymi latkami
A260/A280 =1,9-21 Cista RNA
A260/A280 < 1,9 RNA znecisténa proteiny nebo organickymi latkami
-

" g < FU] fragment 18s

S B E sod

gg §, g | fragment 28s

40—

<« 28S-rRNA

30—

* 18S-rRNA 20— marker
region 5s

T T >
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]



46 Molekulirni medicina

A)

[FU]
35

30 U

x

3
1

L] T
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Overall Results for sample 1 : sample

RNA Area 138,2 RNA Integnty Number (RIN) 9.4 (B.02.05)
RNA Concentration: 159 ng/pl Result Flagging Color: | |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 21 Result Flagging Label: RIN: 9.40

Fragment table for sample 1 : sample
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1534 2020 25,1 18,2
285 3164 4 308 52,1 37,7

(FU] B)
16+
144
12+
10+

8
6

2—.

e e e e i D s st i s et Ut

L] 1
25 200 1000 2000 4000 [nt]




Enzymy pouzivané k dpravé nukleovych kyselin

Enzymy syntetizujici:
- Polymerazy (DNA, RNA)
- Reverzni transkriptazy
- Terminalni transferaza

Enzymy odbouravajici:
- Dnazy
- Rnazy

Enzymy modifikujici: fosfatazy (alkalicka fosfataza E. coli), kinazy (T4-
polynukleotid kinaza), metylazy

Enzymy spojujici: DNA-ligazy (katalyzuji tvorbu fosfodiesterové vazby mezi 5P a
3'OH konci dsDNA)



Elektroforetické metody

+ «—— migrace

restrikéni A Barns
Stépeni . Restrikéni enzymy
Stépi DNA na
kratsi fragmenty
ruzné délky.

gelu snadnéji, a tedy rychleji
ey oproti delSim fragmentim
@-/ a v casovém intervalu

- urazi v gelu vétsi vzdalenost.

/ 4. Kratsi fragmenty migruji
v

LETETTTTTID
il
I
I

2. DNA fragmenty jsou pieneseny 3. DNA fragmenty migruji
do jamek gelu. Gel je umistén v elektrickém poli
mezi dvéma elektrodami ke kladné nabité anodé.
v elektroforetické vané, ktera je
naplinéna elektroforetickym
pufrem.



DGGE

vzorek A vzorek B

— GAATT — — GGGTT —
— CTTAA — — CCCAA —

dsDNA stejné
velikosti
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elektroforéza
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436,5
388,0
339,5

2910
2425
194
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Dalsi elektroforetické metody
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target DNA >
denaturation

probe
Magnified view
of nucleus with
Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate chromosomes

‘ , \
Tissue sample

Alkaline Phosphatase Gl 3 J

Streptavidin
Biotin
Amplified target

'
/ Magnified
DNA-probe FISH probe [ viewof [
portion of %
’ \ DNAin
\ chromosome

F‘Iuorescent .
signal FISH probe attaching

to section of DNA

Nitrocellulose strip molecule



Prenos NK a jejich detekce

RNA/DNA roztok je kapilarnimi silami nasavan
bunicinou skrz gela membranu
znaceny - - Elektroforéza
hmotnostni \ > . Bunicina
standard < '
- " Elektroforéza < 5 o £ i
¥
Gel
sond.a . ) Pufr membrana
hybridizovana ke
vizualizace komplementarnim
sekvencim
: ~:>" Gel
— . ¢ : '“_//" :
: "‘*«,_'._{ ‘3/ v
odmyti hybridizace se
Autoradiogram nenavazané sondy specifickou DNA/RNA

znacenou sondou prenesenana
- membranu



« Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

— Lokalizace vybranych nukleotidovych sekvenci primo v bunkach

— Schopnost jednoretezcové sondy vazat komplementarni usek
cilové DNA fixované na mikroskopickém skle

- TOP2A, EGFR, Her-2/neu

TOP2A normal TOP2A rozsahla amplifikace

i




« Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

— Lokalizace vybranych nukleotidovych sekvenci primo v bunkach

— Schopnost jednoretezcové sondy vazat komplementarni usek
cilové DNA fixované na mikroskopickém skle

- TOP2A, EGFR, Her-2/neu

TOP2A norma implifikace




Prukaz onkologickych markeru pomoci DNA-
mikroaray testu

Tato technika spocivd v umisténi tisicl imobilizovanych DNA
sekvenci oligonukleotidovych znacek v miniaturizovaném cipu.

Povrchy jako je sklo nebo plast umoznily vyuzit fluorescencni
signaly, zvySeni reproducibility a rychlosti hybr. kinetiky.

Velmi zjednodusené Ize princip
metody: Ne%rve se izoluje vzorek
DNA z bunek odebranych vysetrované
osobe a ten se oznaci fluorescencnim
cinidlem. Oznacena DNA se pak
hybridizuje se vzorky urcitych DNA
sekvenci (‘DNA array) na desticce. Po
promyti se meri fluorecence na ,DNA-
array” a hodnoti pomoci pocitace.

‘genova exprese

‘komparativni genomickd hybridizace
*SNP

-sekvenace




Komparativni genomova hybridizace

Souéasnd hybridizace dvou vzorku DNA znaéenych odlisnymi
fluorochromy na normdlni metafdzni chromozomy

DNA pacienta (nddorovd) znacena zelene (FITC)

konTroIni DNA (zdr. jedinec) znacena cervené (TRITC)

| extrakce DNA extrakce DNA
Normalni /w 2 :
77 X,é Nadorova
Sz &
— i

N

%

-t

1 Denaturace

- Hybridizace e
fc\\ Denaturace V‘\ ’ ‘,",;;,"s"l =
2| — " -
ae=D - %r\ s
% o

Metafaze normalnich chromozomu



Genomova array C6H

A) chromesome 8 N | N

(140 Mb): 8a21.1
7 /89 Mb\
8.2 Mb 78.
Sequence Contig: «--~- .
Genomic Clone - — —— e
Tiling Path: B S

espaisol . @ @ D 0P O

the Microarray:
Array onto ; glass slides

B) CGH: U+U i oo
= Q

Noral Tumwuw
genomic  genomic

DNA DNA
DNA Microarmray Detection
C) Array Spots: Mooooooooowmw
Copy Numbe XS é‘g & oé‘& &
opy Number -
Analysis: Icid S & 3 5



Identifikace mutaci

1) pristupy zamérené na stanoveni délky DNA fragmentu (RFLP),

2) techniky zalozené na hybridizaci (ASO = allele-specific oligonucleotide;
OLA = oligonucleotide ligation assay),

3) metody zalozené na principu heteroduplexni analyzy (DHPLC =
denaturing high-performance liquid chromatography),

4) PTT test (protein truncation test),

5) MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification),

6) DNA sekvenovadni, je popsdno v ramci kapitoly zameérené na sekvenovani,
7) techniky zalozené na kvantifikaci DNA (qPCR),

8) HRM (high resolution melting point)



ad1)
vzorek A vzorek B
— GAATTC — — GTATTC —
— CTTAAG— — CATAAG—
1. restrik€éni Stépeni
— G ATTC — I - GTATTC -
—CTTAA  G— —  CATAAG—

vzorek B vlivem polymorfizmu
restrikEniho mista neni $tépen

-

2. elektroforéza

vzorek A je Stepén

A B

ad2)
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1 2 3 4 5 6
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ad3)
vzorek A vzorek B
— GAATTC— — GGGTTC—
— CTTAAG— — CCCAAG—

dsDNA stejné velikosti,
odlisna sekvence

|
denaturace
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ads) Princip MLPA

(Mul'riplex Ligation-dependent Probe Amplification)

ds DNA
l DENATURACE (98°C)
ss DNA
ss DNA
l HYBRIDIZACE (98°C)
\_ _/-—-“‘
l LIGACE (54°C) Ligaza-65

\—/—-—_
o F PCR

inaktivace ligazy pri 98°C

4=

1 R pouziti univerzalnich
primeru
l’ fragmentova analyza

SEPARACE



Detekce deleci

A) NORMALNi HOMOZYGOT

sy 2/ _i/

A B C

2 — —_— —_—

B) DELETOVANY HOMOZYGOT

i 2/ )

—s/ —/

C) HETEROZYGOT
1 2 3 4

2/ 4/

\3_/



Chemické (Maxam-Gilbetovo) sekvencovani

- priprava koncové znacenych jednoretézcovych fragmenta

Sekvencovani

G GAAC C CT

- 4 paralelni vzorky - modifikace jednoho typu bdze, kde je fragment Stépen

Enzymatické (Sangerovo) sekvencovani
- Syntéza komplementdrniho vldkna k sekvenci kterou identifikujeme

- 4 paralelni vzorky - do kazdého jeden dideoxyribonukleotid

Template (original) DNA strand
3

5

[x7[s7
[T

| mimm

5

LA\ (T
[ /s

unlabeled dNTPs fluorescently labelled ddNTPs

\AATGGA




Pyrosekvencovani

SRR IIRE ~ 5ot et

DNA template

G
/ =
PPi
ARInse o Sulfurylase
ATP
£ Luciferase
light

CDD camera

Signal detection

| Pyrogram
~ Nucleotide added

A TA C T G Nucleotide sequence



$ per Mb DNA Sequence

Novad generace sekvencovani (NGS)

Vyhody:
« levné jSi a robustné jsi (..,high-throughput") technologie (masivni paralelni sekvencovani)

» high-throughput" sekvencovdni umoZzniuje ob jev gent a regulaénich elementl spojenych napr. se
studovanym onemocnénim

+ Cilené resekvencovani - identifikace mutaci

« RNA sekvencovdni - analyza celého transkriptomu

Limitace:

* Zna¢nd porizovaci cena, relativné drahé analyzy pro mensi rutinni laboratore

* Méné presné ¢ teni templatu (homopolymery), kratsidélky sekvencovanych oblasti (cca 150-500
nukleotidd)

* Ndroéné analyza dat

Cost per Human Genome

(a) 10000 (b) 20007 — prokaryotes
1800+ Eukaryotes ™
1000 " . 16004 e . 13 years
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NGS: postup
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directly on sequencing
slide
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454

a Roche/454, Life/APG, Polonator
Emulsion PCR
One DNA molecule per bead. Clonal amplification to thousands of copies cccurs in microreactors in an emulsion

3

100-200 million beads

Break Template
amphﬁcanon emulsion dissociation

Primer, template, / Chemically cross-

dNTPs and polymerase g linked to a glass slide
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Ion Torrent/Proton
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lllumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Cluster

Sample preparation
DNA (5 ug)
Template
dNTPs
and

Bridge amplification



Illumina

TTTTTTTCT .




Porovnani jednotlivych pristupu

: ; Chain
lon samiconductor Pyrosequencin Sequencing b soguencing by termination
Method (lon Torrent e 9 quencing by ligation (SOLID
. (454) synthesis (lllumina) 4 (Sanger
sequencing) sequencing) 5
sequencing)
Read length up to 400 bp 700 bp 50 to 250 bp RS ;’; 50+50 1 400 to 900 bp
Accuracy 98% 99.9% 98% 99.9% 99.9%
Reads per run up to 80 million 1 million up to 3 billion 1.2 to 1.4 billion N/A
1 to 10 days, depending
Time per run 2 hours 24 hours HpaR; seaueneer i 1 to 2 weeks 20 il 109
specified read length hours
Cost per 1 million bases
(in USS) $1 $10 $0.05 to $0.15 $0.13 $2400
Potential for high Long individual
Advantages Le;s expensive Long read size. Fast. sequence Yyield, depending Low cost per reads. Useful for
equipment. Fast. upon sequencer model base. many
and desired application. applications.

Disadvantages

Homopolymer errors.

Runs are expensive.

Homopolymer
errors.

Equipment can be very
expensive.

Slower than other
methods. Have
issue sequencing
palindromic
sequence.

More expensive
and impractical
for larger
sequencing
projects.




