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1. Rutinni analyzy




Misto molekuldrné biologickych metod v patologii:
Schéma diagnostického postupu

Tab. 3.4 Schématické znazorméni diagnostického postupu

1. Diagnosticky krok

Panleukocytarni marker CD45 + - =
Cytokeratiny AE1/AE3,CAMS5.2 - + -
Vimentin -/+ I+ +-
Zavér 1. Kroku Lymfom Karcinom Sarkom

2. Diagnosticky krok u lymfomu _
BliZSi uréeni lymfomu, znazomeéno zakladni odliSeni, po ném pak nasleduje kiasifikaéni postup die WHO doporuéeni

B-lymfom CD20,CD79a, imunoglobuliny (CD21,CD22, CD23
a dalsi markery k jednotkovému zafazeni)
T-lymfom CD3, CD45R0, CD7,CD8 (dalsi markery
k jednotkovému zafazeni)
Velkobuné&cny T/null cell anaplasticky lymfom, CD30 (k rozliSeni slouZi dal$i upfesnujici markery)
Hodgkinova choroba,
Lymfomatoidni papuléza
Proliferacni frakce Ki-67

2. Diagnosticky krok u karcinomu
Po nasleduji dal$i cytochemické reakce s cilem uréit vychozi tkan

“Karcinom s pozitivitou prukaz jednoduchych se Zlaznatym epitelem
CAMS5.2, AE1/AE3 asociovanych keratinu 8 + 18 a nebo keratini
(neplati pro adrenokortikaini a hepatocelularni asociovanych s dlazdicobunéénym karcinomem,

 karcinom) dal$i cytokeratiny

. 2. Diagnosticky krok u sarkomu
Po ném nasleduji také pfipadné dalsi reakce.

- S-100+ melanom, Schwannom, liposarkom, chondrosarkom,
| desmin+ leiomyosarkom, rabdomyosarkom,
Neurofilamenta+ synaptofysin + neuroblastom, paragangliom,
gangliocytom

 dal§i markery dal$i sarkomy
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Zakladni vysetrovaci metody v patolog
morfologick




Zakladni vysetrovaci metody v patologii:
Imunohistochemickd analyza

pritomnost a hladina proteinu

lokalizace proteinu v bunce (jadro, cytoplasma, vazba na
membranu, ...)

poCet/podil pozitivnich bunék
vychozi materidl: formol-parafinovy bloek

'.’ \ /Q/\\/\

nddorovy supresor p53 svalovy protein dystrophin
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Prehled rutinnich analyz

fluorescencni hybridizace /n situ - FISH

uréeni klonality B- a T-receptort lymfocytt
(PCR)

imunobloting
funkcni analyza p53

Ucel analyz

- diagnosticky
* prognosticky
» prediktivni



1. Fluorescencni /n situ hybridizace
(FISH)

Hybridizace

tvorba dvouretézcovych hybridl ze dvou jednoretézcovych a
komplementdrnich molekul nukleovych kyselin

zaloZena na schopnosti denaturace a renaturace dDNA

AN
wwwm vysoké N //II[]““\\\ pomalé wwwm
teplota ochlazenl
nebo nebo
vysoke snuenl
dvojSroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché retézce dvojsroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidové pary)

parua)



Fluorescencni hybridizace /n situ
FISH

Detekce DNA nebo RNA v intaktnich
bunkdch radioaktivnimi nebo
fluorescencnimi sondami.
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FISH 1: Detekce amplifikace gent
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Sonda specificka pro sledovany gen a centromeru daného
chromozomu.

Urcuje se poCet / pomér signdli sledovaného genu a signdli
odpovidajicich poctu centromer = chromozomu.

Napr. amplifikace genu N-myc u neuroblastomi nebo genu c-
erbB2 (HERZ2/neu) u nadort prsu.



Analyza amplifikace genu HERZ/neu

FISH




Analyza amplifikace genu HERZ/neu
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Analyza amplifikace (FISH) a
exprese genu HERZ (IHC)




FISH 2: Detekce translokace
chromozomu

translokace
»
BCR BCR BCR BCR/abl

abf abl /, :

£

Pro detekci se pouZiji dvé sondy znacené odlisnymi fluorescencnimi
barvami. Kazdd sonda se vdze k sekvenci Jednoho z gen.

Pokud je pritomny fuzni gen, vznikne smésny signdl v dusledku
fluorescence sond navdzanych v tésném sousedstvi.

Vétsinou je translokovdna pouze jedna alela, proto Ize vedle
pozitivniho signdlu zachytit i samostatné sugnaly obou sond.




Detekce translokace chromozomu

translokace 1(14:18) u folikuldrniho lymfomu (FL)
translokace 1(8:14) u Burkittova lymfomu (BL)

prestavba genu c-myc u Burkittova lymfomu (BL)
translokace 1(11:14) u lymfomu z bunék pldst'ové zény (MCL)
prestavba genu MALT u MALT lymfomd

prestavba genu ALK u karcinomt plic

translokace ALK/ EML4 u karcinoma plic

.. a dalsi



Detekce translokace t(8.14)
c-myc/ IGH

= i4= CMYC

pozitivni jadra

negativni jddra



Detekce prestavby genu c-myc
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Detekce prestavby genu c-myc
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Detekce prestavby genu c-myc
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2. Uréeni klonality B- a T-receptora

2. chromosom— genové segmenty kédujici lehky Fetézec A

Organizace genovych segmentl kédujicich Fetézce BcR (Krejsek a Kopecky, 2004)




Uréeni klonality B- a T-receptort

PCR analyza preskupovdni subgent IGH

VH DH JH
VH-FRI VH-FRZ VH-FRB Jle"imel"y

Schématicky diagram preskupovdni subgent IgH se tfemi sadami
VH primert a jednim JH primerem tvorici 3 multiplex PCR reakce
(Prevzato z van Dongen et al., 2003)

Velikost produkti PCR:

- Reakce A (VH-FR1 + JH): 310-360 nt

- Reakce B (VH-FR2 + JH): 250-295 nt

* Reakce C (VH-FR3 + JH): 100-170 nt

* Reakce CF (vnitrni kontrola, ¢dst genu pro cystickou fibrozu): 500 nt




Uréeni klonality B- a T-receptord

Postup analyzy

izolace DNA (gDNA) z tkdné ve formol-parafinovém bloku
méreni koncentrace DNA na spektrometru
multiplex PCR

analyza produktt PCR elektroforézou v 8%
polyakrylamidovém gelu

detekce produktl PCR barvenim gelu pomoci GelRed
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3. Imunobloting

Imunohistochemicka analyza

pritomnost a hladina proteinu

lokalizace proteinu v bunce (jadro, cytoplasma, vazba na
membranu, ...)

poCet/podil pozitivnich bunék
vychozi materidl: formol-parafinovy bloéek

Imunobloting

detekce aberantnich (napf. zkrdcenych) forem proteint
/hladiny proteint

vychozi materidl: Cerstvé odebrand/zamrazena tkan




Porovnani IHC a IB
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Imunobloting

Imunobloting

detekce aberantnich (napr. zkrdacenych) forem proteint
/hladiny proteint

vychozi materidl: Cerstvé odebrand/zamrazend tkan
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4. Analyza nadorového supresoru
p53: metodou FASAY

 CLL

» détskd onkologie
» vySetreni mutace v zdrodecné linii




Funkcéni analyza p53 metodou FASAY
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Galerie mutantu p53:

R283C

L344R



Galerie mutantu p53: 7sa cs




2. Zapojeni do vyuky - PrF

kurs Molekuldrni biologie nadoru (2 hod/tydné; 1 semestr)

- uréeno predevsim studentlim PGS oboru Bunéénd a molekuldrni
biologie (PFF) a studentim 4. a 5. ro¢. magisterského studia
oboru Molekuldrni biologie a genetika (od 2001/2002)

- otevreno pro studenty PGS obort Onkologie (od 2002/2003) a
Lékarska biologie (LF) (od 2006/2007)

Specidlni_ semindr z biologie nddord (1 hod/tydné; 1 semestr)

kurs Biologie nadorl pro nebiology aneb bunééna filosofie (2
hod/tydné; 1 semestr)

- otevreno pro vsechny studenty MU




Zapojeni do vyuky: LF

predndska ..Molekularni patologie - 1" v ramci kursu Patologie
(Doc. Kren, Prof. Hermanova)

dcast pri vyuce bakaldrského studia (MUDr. Kyclovd; Mgr. K.
Liskova): Molekuldrné biologické metody v patologii
(praktikum)



3. Vyzkumny program

IGA MZ NT/13784-4/2012

Komplexni analyza mutantt p53 u lymfoproliferativnich
onemocnéni (2012-2015; hlavni resitelé)

IGA MZ NT/13519-4/2012

Casnd identifikace CLL gacien’rﬁ s dosud nevyselektovanymi
mutacemi v proteinu p53 (2012-2015; spoluresitelé)




Prdace studentu

Mgr. Lenka Pitrovd (disertacni prdce)

- komplexni analyza molekuldrnich markerd (p53, ATM, cyklin
D1) u lymfomi (MCL, DLBCL)

Mgr. Eva Kabdthova (disertacni prdce)

- analyza mutantl p53 s predéasné zarazenym terminaéhim
kodonem v kvasinkovych (a lidskych) burkdch

Bc. Johana Pich (diplomova prdce)

- analyza mutanti (teplotné senzitivnich a s pred¢asné
zarazenym terminaénim kodonem) nddorového supresoru p53




