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Rychly prehled zobrazovacich in vivo metod

Radiologické vysetreni * na zhoubny nador jater

¢ na zhoubny nador Zluéniku

e na zhoubny nador ledvin a mocovych cest

Ultrazvukové vysetreni (UZ)
Nebolestiva metoda, ktera vyuziva k vytvoreni obrazu vysSetrovaneho organu
ultrazvukove viny.

¢ na zhoubny nador slinivky brisni

* na zhoubny nador prsu

¢ na gynekologické zhoubné nadory

Rentgenové vysetreni (RTG)
Bezpecna a bezbolestna diagnosticka metoda, jejiz podstatou je prichod a pohlcovani na nadory nebo metastazy kosti, plic a zazivaciho traktu.
rentgenoveho zareni tkanémi. -

Vypocéetni tomografie (CT)
Specialni r(tantgevnov‘e Vysetrt::*mi’k'te’re zobra%l organvve vrstvach. Pl’ll CT‘Vysetvr’enl J? ha vet&inu zhoubnych nadord
rentgenovana vzdy jen tenka pri¢na vrstva téla ze vSech stran. Pacient je v pfistroji

pomalu posunovan a postupné jsou vysetreny dalsi vrstvy.

Magneticka rezonance (MRI)
Magneticka rezonance vyuziva k vytvoreni cbrazu magnetické pole. Provadi se pro

zjisteni nadorovych zmén ve vnitrnich organech. k zobrazeni nador( v oblasti mozku, michy, prsu, jater ¢i organt malé panve.

Mamografie

. . , .. . nazhoubny nador prsu
Bezpecny rentgen prs s velice nizkou davkou zareni.




Rychly prehled zobrazovacich in vivo metod

Radionuklidové vysSetreni

Pozitronova emisni tomografie (PET, PET/CT)

Pozitronova emisni tomografe je zobrazovaci vySetfeni umoznujici na tomografickych
rezech sledovat rozlozeni radiofarmaka ve tkanich, které potrebuji vice energie (tedy i v
nadorech a metastazach).

Endoskopické vysetreni

Endoskopické vysetreni jicnu a Zaludku (gastroskopie) Vysetreni tlustého streva (kolonoskopie)

Gastroskopie predstavuje endoskopickée vysetreni, pfi némz se pomoci tenkého Kolonoskopie je endoskopické vysetreni tlustého streva, jehoz pomoci Iékar
ohebneého pristroje (gastroskopu) vysetiuje horni Cast traviciho traktu. Lekari poskytuje ziskava realny obraz sliznice stfeva, a to od koneéniku az po konec tenkého stieva.
primy pohled do jicnu, zaludku a dvanacterniku a sou¢asné mu umoznuje odbér

materialu k histologickému vysetreni.

Endoskopické vysetreni dolnich dychacich cest

Endoskopicka vysetreni mocovych cest (cystoskopie) (bronchoskopie)

Cystoskopie predstavuje nezastupitelnou diagnostickou metodu, pfi které se pomoci Bronchoskopie je nenahraditelna jak v diagnostice, tak i v Ié¢bé& onemocnéni pridusnice,
cystoskopu zavedeného mocovou trubici zobrazi sliznice mocoveho méchyre, usti pradusek a plic. Za pomoci bronchoskopu Ize odhalit mimo jiné nadorové procesy v této
mocovodU i mocové trubice. Zaroven lze v prlibéhu vysetreni provadét odbér biopsie i oblasti, odebirat vzorky k histologickému ¢&i cytologickému vySetfeni a zaroven provadét
primo terapeutické vykony, jakymi jsou odstranéni polypt, kamen( ¢i oSetreni rizné typy terapeutickych vykont, nej¢astéji s cilem obnovit priichodnost dychacich

krvacejicich mist. cest.



Obsah

* FISH
 PCR a varianty

* |zotermalni amplifikacni metody

Sekvenovani

Detekce mutaci

Detekce DNA metylace
 Lateral flow assay
(Analyza proteinu snad jindy...metody IHC, WB, ELISA, MS,...)



FISH

* Fluorescence In situ hybridization

 Lokalizace specifickych
sekvencich na chromozomech
pomoci fluorescencniho
mikroskopu

Fluorescent
Signal \\

Fluorescent Labeling
of Probe DNA

- L}
‘
4 : 2 FISH Probe Attaching

to DNA Molecule

‘ = } 1"‘ s

Hybridization

* Geneticke poradenstvi, dedicne
onemocnéni, identifikace druhu
(evolucCni podobnost)




FISH

* Fuze genu na dvou ruznych
chromosomech

* BCR (chromosom 22) a ABL
(chromosom 9)

 BCR::ABL fuze — Filadelfsky -
chromosom

BCR-ABL—> »

€— ABL

BCR-ABL —> W

» Diagnostika chronické myeloidni
leukemie (CML) nebo specifického typu
akutni lymfoblastické leukemie (ALL)




Polymerazova retéezova reakce

PCR — exponencialni in vitro amplifikace kratkého useku DNA
1983 — Kari Mullis (Nobelova cena 1993)

Konecneé to Slo bez klonovani

Potfebujeme: dva primery (forward a reverse), termostabilni
polymeraza, deoxyribonukleotidy, termalni cykler

3 opakujici se kroky; 2" kopii pfi n cyklech (30 cyklt ~ 10° kopii)



Polymerazova retézova reakce

Cycl

S Ee
o Anneal oligonucleotide primers, e.g.,
55°C for 30 seconds

5'rm-rrrrrnﬂﬂ/ }nmm?mmii'

' HO*I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.P
Primer
S &AFTFTTTTTIT T 04 3 Primer

3Wﬂﬂﬁl/wm o)

S\ Ee
€© Extension of primers with Tag polymerase,

e.g., 70°C for 1.5 minutes

g:rm-mw /mwa'

Y

= 2 molecules




51
o Denature

5lle
¢ o Anneal oligonuclectide primers

5'rmmﬂﬂﬁﬁmm3'
3 HO B

. Primer o0 3 Primer
LTrTerTTTTTITTTIT
/ / FETTTTTETTIRTIINIT 3
SEFTTTTTTTITTITTTTTT
// 3" HO ~jelblblALLLLLLLLLLIPY ’
Primer

5lle
© Extension of primers with Tag polymerase

. .
3 ° / / Mg T
. 3 = 4 molecules
3 / / PRERRRTRREERSEEREE Y

Y

.I' 3 cycles—8 molecules
+ Repeat cycles 4 cycles-16 molecules
‘L of Steps 1-3

5 cycles-32 molecules

f

Y 10 cycles-1024 molecules

| l

30 cycles-1,073,741,766 molecules




Multiplex PCR

Varianty PCR
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Multiplex PCR

Varianty PCR

X0 = ==
f— Marker
Variant 2
DT B = —
Product 3
Variant 3 _— — k
W e — _— — S Product 1
— \ — Product 4
Vari | |
o mm A ) e
M —— in a single tube |
inti oy T Ty
Reverse-transcription T T
PCR (RT‘PCR) Gene-specific
P primers dNTP Mix 9
/
ryq. o - v \ / / Water
Templat: RNA g A K
E polymerase -
. o
Single-step vs two-step g R | |
I . RT-PCR
= 2 buffer
© Reverse W ).

transcriptase
Amplified cDNA

RNA template



Varianty PCR

Nested PCR
first outer primer set targeted
: sequence
—- I

—
X I
= — — — = 1*Amplicon -———d

1 enter 2" PCR
second inner primer set

#
X I
- = « 2™Amplicon = «

1



Varianty PCR

Nested PCR Asymmetric PCR
first outer primer set targeted ——-
sequence abundant q
primer sy
'_h_lt =I —- non-targeted strand
—
" I targeted strand
= — — — = 1*Amplicon -———d

s [imiting primer

1 enter 2" PCR / \
second inner primer set

; targeted single strand DNA double strand DNA
#
| |
- = « 2™Amplicon = «

1



Vyvoj PCR metod

1.

PCR
Kvalitativni

PR
bt
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Real-time PCR
Relativni kvantifikace

Droplet Digital PCR
Absolutni kvantifikace



Gelova elektroforéza — metoda detekce PCR produktu

Cathode (-)

Sample — — Longer
wells . - bands

* Direction
of
movement

Running
buffer

Shorter
bands

~ Anode (+)

« NejCastéjSi koncova detekce PCR produktu
« Jednoducha, ucinna, relativne levna

* Meéné citliva, semi-kvantitativni, limitujici
mnozstvi vzorku




Real-Time PCR

 Téz gPCR, citliva, sledovani v realném Case,
drazSi néz klasicka PCR

* Fluorescencni barvicka interkaluje do dsDNA
(SYBR Green)

Intercalation

Electrostatic
interaction

Groove-binding Major groove

Threading

Minor groove _ >
intercalation

Signal detection (Polymerization completed)

e W  We W Wk

Denature
e
" @
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Polymerization
@
s 2 ‘
»*_
@
&

We W W W W
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Real-Time PCR

a

Annealing

TagMan

Primer Probe

Primer

Polymerization & strand displacement

Primer \ Probe 9

Cleavage

Primer ~ 9




Real-Time PCR

ARN
2,000,000 -
Plateau
Sample
1,000,000 -
Exponential phase
Threshold
0
Baseline No template
| |
0 20 40

PCR cycle number



LightCycler (FRET) — vyuziti v qPCR

 FRET = fluorescence resonance energy transfer

FRET TRANSFER
- ACCEPTOR - ACCEPTOR
YFP
CFP
EMISSION EMISSION

ABSORPTION ABSORPTION

FLUORES CENCE

PECT RAL
OVERLAP \ —

T l
400 500

WAVELENGTH (NM)

600

BFP
CFP
Cy3
Alexadss
Alexad8s
FITC
Dabcyl
ABZ
DANSYL
DANSYL

C DONORS ACCEPTORS

GFP
dsRED
Cy5
Alexa555
Cy3
TRITC
EDANS
DNP
TYR(NO,)
FAM

3" Donor Fluorophore {(F,)
E

Oligo Probe 1 5" Acceptor

Fluorophore (F.)

F. ﬂ

Oligo Probe 2

1. Probes in solution emit
low fluorescence

Amplified Target DNA

2. Emission through fluorescence
resonance energy transfer



Molekularni majaky

* Vyuziti v Real-Time PCR

Molecular
beacon

Reporter
fluorophore

Quencher



ddPCR (Droplet digital PCR)

« Umoznuje absolutni kvantifikaci (pocCita molekuly DNA v malych kapiCkach s
presne definovanym objemem v nanolitrech) bez standardni krivky

« KapiCky — emulze voda/olej, jedna kapiCka ,nahrazuje” jednu zkumavku

 ddPCR systém rozdeli DNA vzorek na cca 20 000 kapicCek, v kazde probiha
nezavisla PCR reakce

« Analyza pomoci Poissonového rozdéleni (vypocet puvodniho mnozstvi DNA
na zakladé fluorescence)

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4
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ddPCR (Droplet digital PCR)

1) make droplets
PCR DNA °
in droplets

Read and
analyze results

e




dPCR (Digitalni PCR) 00000
00000 . I Target
@\2@%\(\% | QIAGEN - | I Background (gDNA, cDNA;

primers/probes; master mix)

@@O@Q@@ @ { roco O
@%@%@ gt PCR reaction partitioning into
/\&@\ %@% E:-:-:-:-: thousands individual reactions
7 X /\ 20 \
mikrocipy s tisici malych reakcnich komor misto kapek :'.'-'-'.-‘
PODOD!
POOOOE

soooe: ® Positive reactions
eeend @ Negative reactions

T

WU

|
v

WYY e e e e |

Absolute quantification

.‘ Instrument :
| Pipette reaction /[ Apply rubber plate [ automatically
| mixtures to dPCR @ +| seal to digital PCR@® ~+| partitions, thermal |
\ plate \ plate and place in/ \ cycles, and reads /

\_ instrument / plate /
N / N /



Aplikace
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DNA microarrays

« Umisténi tisici DNA sond na
destiCku, na kazdy spot jinou

« Cilova DNA/RNA je naznaCena
fluoroforem

* Po promyti hodnoti pocitac se
skenerem

* Vhodné pro mikroRNA analyzu,

genovou expresi (zdrava vs
nadorova tkan), SNP,...

Pathological cell

Healthy cell

‘ Cell types

- Culture -
SNLNSN NN . ) NSNS NSNS
ININTN: NN RNA isolation ANAN ANAN

l

VeV, WV, Reverse transcription VaVaV: IWAYAY:
ANy NN and fluorescenttagging AN/ VB

l

Hybridization
onto microarray




DNA microarrays

« Umisténi tisici DNA sond na
destiCku, na kazdy spot jinou

« Cilova DNA/RNA je naznaCena
fluoroforem

* Po promyti hodnoti pocitac se
skenerem

* Vhodné pro mikroRNA analyzu,

genovou expresi (zdrava vs
nadorova tkan), SNP,...

DNA Microarray

‘ Not present in cells O In normal cells only

O Present in both cells . In pathological cells only

Image By Sagar Aryal, created using biorender.com



Izotermalni amplifikacni techniky

* enzymatické reakce s
exponencialnim charakterem

* nevyzaduji cyklovani teplot,
reakce probiha pri jedne
teplote

 vysoka rychlost amplifikace
(20-30 min)

* toleruji PCR inhibitory



Izotermalni amplifikacni techniky

Loop-mediated
Amplification (LAMP)

Strand displacement
amplification (SDR)

Nucleic acid sequence-based
amplification (NRSBR)

Recombinase polymerase
amplification (RPA)

Self-sustained sequence
replication reaction (3SR)

Signal mediated amplification
of RNA technology (SMART)

Helicase-dependent
amplification (HAD)

4]

30-42

37-L2

4]

65

60
min

(120
min

120
min
min
60
min
min

90
min

Refolding
Nicking
Promoter
Strand
Invasion
Promoter

Promoter

Strand
unwinding

Bst DNA polymerase
(MMLV-RT)

Klenow exo-

T7 RNA po
and AMV RT

Bsu DNA polymerase

T7 RNA pol
and AMV RT

T7 RNA polc'nemse
and AMV RT

Bst DNR polymerase

N/RA

Restriction enzyme

RNase H

Rec A + SSB

RNase H

N/R

Helicase

DNA (RNA)

DNA

RNA, DNA

DNA

DNRA, RNA

RNA, DNA

DNRA (RNR)

4 - 6 primers

2 primers

2 primers



Izotermalni amplifikacni techniky

enzymatické reakce s

exponencialnim charakterem

nevyzaduji cyklovani teplot,
reakce probiha pri jedne

teplote

vysoka rychlost amplifikace

(20-30 min)
toleruji PCR inhibitory

LAMP

o z angl. loop-mediated
amplification

o probiha pri teploté (cca
55-70 °C)

o idealni pro detekci
patogenu

o RT-LAMP pro Covid-19

F3c F2c Fic B1 B2 B3

3 — —

s e o
F3 primer ;7 FIP primer l

F3 F2 F1 Bic B2c B3c

o —

-
o 5" B3 primer

l BIP primer ..
1 3 5 ‘
FIP l

Exponencialni amplifikace



Izotermalni amplifikacni techniky

* enzymatické reakce s
exponencialnim charakterem

* nevyzaduji cyklovani teplot,
reakce probiha pri jedne

teplote

 vysoka rychlost amplifikace

(20-30 min)

* toleruji PCR inhibitory

LAMP

o z angl. loop-mediated
amplification

o probiha pri teploté (cca
55-70 °C)

o idealni pro detekci
patogenu

o RT-LAMP pro Covid-19

F3c F2c Fic B1 B2 B3
Jir—t —_5
5 m—pp-

F3 primer 5,/ FIP primer l

F3 F2 F1 Bic B2c B3c

o —

5
o 5" B3 primer

l BIP primer ..
1 3 5 ‘
FIP l

Exponencialni amplifikace

RPA

* recombinase polymerase
amplification

» bézi pri teploté 25-42°C

» exponencialni, rychla (20 min)

* vhodna pro LFA



Izotermalni amplifikacni techniky

enzymatické reakce s

RCA

LAMP
exponencialnim charakterem _ , angl. loop-mediated
nevyzaduji cyklovani teplot, amplification
reakce probiha pfi jedné o glielollni (ol RIS (ee
teploté D) .

o idealni pro detekci
vysoka rychlost amplifikace patogent
(20-30 min) o RT-LAMP pro Covid-19
toleruji PCR inhibitory
cilova DNA S PN
rolling circle amplification S ‘(\ ) — {\ ¥
béZi pri teploté 23-60°C

vhodna pro mutacni analyzu INTPs @ - e

neni exponencialni S ()= () —

,_F%_F2x Flc BI B2 B3 _
F3prime?:; FIP primer l
" F3 F2 F1 B1C_BZC B3c '
- 5 B3 primer
l BIP primer ..
1 3 5 ‘
FIP l
Exponencialni amplifikace
RPA
* recombinase polymerase
amplification

» bézi pri teploté 25-42°C
» exponencialni, rychla (20 min)
* vhodna pro LFA



Izotermalni amplifikacni techniky

» Detekce vysoce rizikovych kmenu HPV
(zpusobujicich nadory délozniho hrdla):
HPV16 a HPV18

Al

—

HPV positive

)
@
CURRENT

‘j :f/%‘f{.., )
‘-:)C) 0
: \ HPV negative
@ 1. Boil, 5 min
4 > TIME TIME
@ | 2.LAMP,66°C 75 min

Ladder-like LAMP amplicons

CURRENT

Cervical sample
in lysis buffer

DIG-dUTP

STR-MB antiDIG-HRP

HRP conjugated

with antiDIG Ab
——

Izadi et al., Anal Chim Acta 2021



Sekvenovani |
VAVAVAVAN

l

5'-*2PCGTATGC-3'

Chemické (Maxam-Gilbertovo) sekvenovani

- rok 1976 Are o
- pfiprava koncove znacenych jednoretézcovych i ﬁ ﬁ i
fragmentu

i o ] i Dimetylsulfat Piperidin  Hydrazin  Hydrazin+NacCl
- 4 paralelni vzorky: modifikace jednoho typu baze,

kde je fragment Stépen 5-2PCGTAT 5-?PCGTAT 5-?PCGTATG 5-?PCGTATG

5-2PCGT 5-32pC 5-32PCGTA
51_32PC 5"32PCG
A+G G C+T C

G = > =G0




Sekvenovani

+dGTPs + dCTPs + dTTPs
Taq DNA polymerase

Enzymatické (Sangerovo) ET””I"SDENA
yr emplate
sekvencovani / \
1977 ddGTPs ddCTPs ddTTPs
- Syntéza komplementarniho vlakna
k sekvenci kterou identifikujeme
’ . v 3 CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG CCTATGCAGTTG
- 4 paralelni vzorky: do kazdého COTATGC COTATGCAGTTG CCTATGC CCTATGCAGTT
jeden znadeny dideoxyribonukleotid o i e GCTAT
ktery zastavuje amplifikaci l ocT
- Osekvenovan prvni lidsky genom G, g g

(1990-2003), 3 mid. USD

Dideoxyribose —

HO-CH, _—

Traditional Sanger sequencing method




Sekvenovani

Pyrosekvenovani
- 1993

- Pfidava se vzdy po jednom dNTP,
pokud se inkorporuje, vyzari se svetlo
diky pritomnosti luciferazy

- Neintegrované dNTP jsou odstranény
apyrazou

| | | | | | | | | I | | I |
A GCCA AAGGA AAAC
T C @66
L1 =l
DNA
Polymerase oxyluciferin Luciferin

CO® ‘L Sulfurylase
adenosin fosfosulfat ‘-\

dNTP, dNMP,
Phosphate

dNTP
Apyrase

r\ ADP, AMP,

ATP Phosphate GTT > Time




Sekvenovani

Nova generace sekvenovani (NGS)
©100.000.000

- levngjSi a robustnéjsi (,high-throughput®)
technologie (masivni paralelni sekvenovani) $10.000.000

Sanger sequencing ” Moore's Law

- miliony sekvenci jsou Cteny najednou

o . o $1.000.000
- umoznuje objev genu a regulacnich elementu, NGS
identifikaci mutaci, ... $100.000
- RNA sekvenovani — analyza celého
transkriptomu $10.000
Third generation sequencing
$1.000 -

Limitace:

)4 4 Ve 4 . v 4 $1OD T L | T - T T rrre
- Znacna porizovaci cena, relativné drahe | & B ok = Y o A &

’ v s . ’ v L] O 0 L% %) P m m M e
analyzy pro mensi rutinni laboratore S F L F §F S L S L P

- Méné presné ¢Cteni templatu (homopolymery),
kratSi délky sekvenovanych oblasti (cca 150-500
nukleotidu)

- NaroCna analyza dat
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Four types of NGS applications

0 Whole Genome Sequencing (WGS)

e Exome Sequencing (Exome-Seq)

9 RNA Sequencing (RNA-Seq)



NGS Struény protokol

Hlumina Priprava knihovny
Vytvoreni clusterl
Sekvenovani

Analyza dat

NextSeq Series HiSeq Series HiSeq X Series

NovaSeq Series

i

MiniSeq System MiSeq Series

Power and simplicity Small genome and Everyday genome, exome Preduction-scale genome, Population- and production Population- and preduction-scale
for targeted sequencing. targeted sequencing. transcriptome seguencing, exome, transcriptome scale human whole-genome  genome, exome, transcriptome

and more. sequencing, and more. sequencing. seguencing, and more,



NGS

E— Fragmented _— === ___
_ input DNA
lllumina / [ \
Priprava knihovny End Repair
l
dA Tailing ——CD
|
Adaptor Ligation o ——
l
Size Selection I — I
l
Amplification i
|

Next Generation
Sequencing




NGS

Hlumina

Bridge amplifikace a
tvorba clustert

Adaptor

DNA

Oligo anchors

I I I Adaptor

Flow cell

Clonal copies of both forward
and reverse strand in a cluster

7.

Reverse Forward
strand strand

2. Adaptor

f DNA
Polymerase

Flow cell
Bridge \\
amplification \\
& ;
cluster /

/

\“\\formatiory

Complementary
strand is filled in

3. Adaptor
DNA
Adaptor
Flow cell
4,

DNA folds over
into a bridge-like
shape

5. ‘ Polymerase

Primer




NGS

lllumina ’g
Seqguence-by-synthesis (SBS) '

; 880806
P 000G Y

SR P

£ A AT

o~ L~
—— ) o @ 1

W W\ Sy

Sha B2
‘_....__....__.........._....._.... o®

| [aleleteloluae]

Obvykle fluorescenéné znaCeny ddNTP jako terminator reakce
Terminator se musi odstranit a syntéza pokracCuje dalSim nukleotidem



NGS

Hlumina

Bioinformaticka analyza

D. Alignment and Data Anaylsis

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Reads GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

neference  AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Genome

Heads are aligned to a reference sequence with bioinformatics
software, After alignment, differences between the reference
gencme and the newly sequenced reads can be identified.

Quality Control

Align reads to a reference

Alignment cleanup

Variant Calling

Variant Annotation and
Interpretation




NGS

Hlumina

v onkologii zejména TruSight Oncology 500 = sekvenace panelu cca 500 genu (523)
komplexni genomické profilovani nadoru (z FFPE vzorkd nebo krve)

Analyzuje DNA i RNA

stanovuje nadorovou mutacni naloz (TMB) a mikrosatelitovou nestabilitu (MSI) jako
imunoterapeutické markery

DNA VARIANTS |0 BIOMARKERS
SNVs MSI

INDELS e c e

CNVs



NGS

Oxford Nanopore
« Treti generace sekvenovani

« Zmeény elektrického potencialu pfi pruchodu nanoporem

« Délka cteni > 10 kb, vhodné na dlouhé ready
« Primeé real-time sekvenovani bez znaceni

« Bez nutnosti PCR

* MiInlION — kompaktni levny pfistroj

* GridION (stredne velky), PrometlON (velky
vysokokapacitni sekvenator)




Metody na detekci DNA mutaci

* Techniky zalozené na kvantifikaci DNA (QPCR)

* DNA sekvenovani

« pristupy zamérené na stanoveni délky DNA fragmentu (RFLP)
* MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)

 HRM (high-resolution melting analysis)



vzorek A vzorek B

Metody na detekci DNA mutaci

— GAATTC — — GTATTC —
— CTTAAG — — CATAAG—

* RFLP (restriction fragment length

1. restrikéni stépeni

polymorphism) — ATTC — —— GTATTC —

—CTTAA  G— = ATREE—

vzorek B vlivem polymorfizmu
vzorek A je Stepén restrikéniho mista neni $tépen

~

2. elektroforéza

A B




Metody na detekci DNA mutaci

ds DNA
° MLPA (MUltlpleX l DENATURACE (98°C)
. . ss DNA
Ligation-dependent o
Probe Amplification) l HYBRIDIZACE (98°C)
— _/-—' Dvé specialni sondy
hybridizujici vedle sebe
 Vhodné pro detekci l LIGACE (54°C) o
, , igaza
deleci, inzerci, CNV —
nebo aneuploidie l inaktivace ligazy pfi 98°C
§ F PCR
° Staéi jeden set l R Pouii}iuniverzélnicvhv
) i . ] primeru (fluorescencné
primeru na nekolik znacenych)
targetu
l fragmentova analyza

SEPARACE (kapilarni elektroforéza)



Metody na detekci DNA mutaci

« HRM (high resolution melting)

« Detekce mutaci, polymorfizmu nebo DNA metylace

* PIne komplementarni duplexy maiji vyssi teplotu tani nez SNP duplexy
« Real-time monitorovani separace duplexu zvySovanim teploty




DNA metylace — metody analyzy

 bisulfitova konverze + metyl-specificka PCR

A Cytosine Uracil
NH, O|
ﬁNH+ HSO, [l\NH
r\ll/gO Alkaline r;/lko
Sugar Sugar
NH,

H

3C S
| — No modification

H ITI O
Sugar

5-methylcytosine

B Original unmethylated DNA

After bisulfite treatment

After PCR amplification

Original methylated DNA

After bisulfite treatment

After PCR amplification

A-G-C-T-C-G-A-C-G-T-C-A

A-G-U-T-U-G-A-U-G-T-U-A
ALGAT-T-T-G-ATG-T-T-A

A-G-C-T-mC-G-A-mC-G-T-C-A

A-G-U-T-mC-G-A-mC-G-T-U-A
A:G-T-T-C-G-AC-G-T-T-A



DNA metylace — metody analyzy

 restrikéni Stépeni pomoci metyl-senzitivnich enzymu

nemetylovana metylovana

-

Hpall Msp! Hpall Mspl ‘

Y N ¥
: 4

v
5 [€CGG 3 5 CmMCGGE 3 o

& 4

‘/CGG .mscGG

4

dalSi analyza pomoci ruznych technik

A quick review of relevant DNA methylation restriction enzymes.

Product DNA Methylation Application Recognition Site
MspJi Identify 5-hmC and 5-mC 5..™CNNR(n), ¥..3'
3. GNNY(N),, .5’
LpnPI Identify 5-hmC and 5-mC 5. C"CDG(N),, V3
3..GGHC(N),,, -5’
FspEl Identify 5-hmC and 5-mC 5.C"C(N),,¥-.3
3. GG(N), o5
Dpnl Identify 5-mA; used with Dpnll CT‘
5. GA'TC...3'
3.CTAG.5Y
A
CH,
Dpnll Identify 5-mA; used with Dpnl 5. YGATC .3
3. C7AG,.5
McrBC Identify 5-mC STPUTC(N, ;3000 PU™C..3
Mspl Identify 5-mC; used with Hpall 5663
3. GGCL.5
Hpall Identify 5-mC: used with Mspl 5. CCGG .3
3..GGCL.5'




DNA metylace — metody analyzy

o afinitni purifikace pomoci protilatek nebo MBD proteinu

e
HRP-anti-mouse IgG

Strep-MBs



DNA metylace — metody analyzy

5m 5m

ORIGINALDNASEQUENCE: c C C CGGGCGGAAGCTGCGGGCGG

Treatment with
sodium bisulfite

DNA SEQUENCE AFTERBISULFITECONVERSION: U U U UGG GUGGAAGUTGCGGGCGG

PCR amplification
and sequencing

SEQUENCINGREADOUT: T T T TGGGTG GG GTTG G GG G G

* Methyl-seq (bisulfitové sekvenovani)
* Porovnani pred a po konverzi , :

UNMETHYLATED C




DNA metylace — metody analyzy

« Schvalené diagnosticke testy

Galleri test

* prvni multi-cancer early detection test (MCED test)

 detekce metylované DNA v krvi, analyza cirkulujici nadorové DNA metodou NGS a ,machine
learning®, vysledek do 10 dni

* nehrazeno v USA, doplrikové vySetfeni, u nékterych typu nadoru nizka presnost

50+ cancer types

The Galleri test detects a signal shared by 50+ cancer types. In clinical studies, the following
cancers were diagnosed after a Cancer Signal Detected result with the Galleri test.!

A B C E

Adrenal Cortical Carcinoma Bile Ducts, Distal Cervix Esophagus and
Esophagogastric Junction

Ampulla of Vater Bile Ducts, Intrahepatic Colon and Rectum
Anus Bile Ducts, Perihilar
Appendix, Carcinoma Bladder, Urinary . .
Bone https://grail.com/galleri-test/

Breast https://www.youtube.com/watch?v=ZgkuKb9yqVA&t=135s



DNA metylace — metody analyzy

« Schvalené diagnosticke testy

Epi proColon test

* prvni krevni test pro screening CRC schvalen FDA

* pro pacienty kteri nechtéji kolonoskopii

» test detekuje hypermetylaci promotoru genu septin9 metodou Real-Time PCR s bisulfitovou konverzi
 negativni test = neni pfitomny CRC (specificnosti testu: 94%)

* pozitivni test = 45,7% pravdépodobnost vyskytu CRC, doporucena kolonoskopie (nizka citlivost)

* neni hrazen ZP


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjA1K3WkMDXAhXJaxQKHVt8DsUQjRwIBw&url=http://globalbioclinical.com/2016/04/14/first-blood-test-crc/&psig=AOvVaw1mRsybIgs4AK3V3mGisry-&ust=1510819787414417

| ateral flow assays

* Rychlég, levné, jednoduché (tehotensky test, antigen Covid test,...)
« Paper-based, kvalitativni ale ne kvantitativni
« Pozitivni vysledek ve formé prouzku * Priklad v onkologii:

: o — PFitomnost onkovirt
* Pro detekci proteinu i DNA/RNA , ,
— Detekce bodovych mutaci

Flow direction — Detekce onkomarkeru (proteint)
_—

Positive test

Test line Test line Control line
Y Y 1 Control line
.

B Ll
Negative test
| 1

NC membrane Absorbent pad

l: ' Invalid test
I e
-
794 —
T e g -



Cas na hru
Kahoot.it
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