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LABORATORNI METODY V ONKOLOGII




V SirSim pojeti:
metody k vysSetreni onkol. pacienta:
(Biochemie, KO, koagulace, moc, punktaty, etc.)

AV A4

V uzSim pojeti:

METODYOVYUZI'VANY K VYSETRENI N. BUNEK @
MARKERU



Sedimentace, KO — cave: leukocytdza,
trombocytdza,

Biopsie kostni drené
MocC
Cave CRP

ZAkladni biochemie: nutrice, z meto
postizeni- jater, kosti, z Utlaku —ZC, KPS, z
rozpadu

NAadorové markery — neni univerzalni



hCG (30 leta minulého stoleti)

Onkofetdlni antigeny

(hCG, AFP, CEA, PLAP)

Tkanové a orgdnove specifické antfigeny

(PSA, NSE, protein S-100, rozpustné
fragmenty cytokeratinu (TPA, TPS, CYFRA 21-
1), vétsina CA antigenu, SCC, thyreoglobulin,
hormony a jejich prekursory (C-peptid U
insulinomu)

Nespecifické antigeny (LDH, TK, paraneo)



Solubilni markery - klasické nadorové
markery, roznd chemickd povaha

Cirkulujici bunécné elementy — cirkulujici
nddorove bunky, cirkulujici endotelovée
bunky a jejich prekurzory

Genetické abnormality — detekce
mutaci v onkogenech a tumor
supresorovych genech, proteinové
orodukty onkogenu, dalsi zmény
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Veétsinou imunochemickd analyza

Principem je vazba antigenu a specifické protilatky
Detekce komplexu- znaceni
ELISA,RIA,FIA,CLIA,IRMA.EMIT......

radioimunoanalyza — RIA, IRMA - enzymoimunoanalyza - ELISA, EIA, MEIA - fluorescencni
analyza - FPIA, TRACE - chemiluminiscence - CLIA

PouZivat stdle stejnou metodu a diagnostickou soupravu od jedné firmy! (event.
rebaselining)

Koncentrace markeru v séru se pohybuiji ve velice
nizkych hodnotach ug/I, ng/I



= KARYOT

© FISH (SKY)

- CGH

- PCR

- Real-time PCR
- SEKV AN




Cytogenetické vysetieni umozniuje prikaz
numerickych a hrubych strukturdalnich aberaci
chromosomu

Vyhody: Sirokd skala chrom. zmén

Nedostatky: mensi citlivost, Castd neuspésnost
Negativni vysledek hodnotit opatrné

Podminky: sterilni vzorek v kultivaénim mediu
Dostatek délicich bunek- hodnotitelné mitdzy
Bb. v metafdzi fixovany a obarveny



Obr. 1: karyotyp 46,XX, (9.22)
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Fluorescencni in situ hybridizace

Cytogenetickd metoda zalozend na vazbé
fluorescencné znacené sondy k NA pritomné ve
vzorku bunék fixovanych na podloznim skliCku @
jejich detekci fluorescencnim mikroskopem

Sondy: centromericke (numerické aberace),
specifické pro danou sekvenci (amplifikace,
delece), malovaci (painting)

Vyhody: Ize vysetffit i interfazické bb., bb. s
nedostateCné protazenymi chromozomy

Podminky: vzorek ve fyziol. roztoku






Metoda umoznuje oznacit €ast chromosomu o
velikosti 500 000- 10mil nukleotidu

Fibre FISH — 1000
Multiplex FISH- nékolik v jednom jadre
RNA FISH- sledovani transkripce

SKY FISH (spectral karyotyping)- barevnd

identifikace vsech lidskych chromosomU
24 malovacich sond, interferometr






Komparativhi genomova hybridizace
Modifikace FISH

Normalni a studovand DNA jsou oznaceny
fluorochromy a jsou hybridizovdny na normalni
chromosomy v metafazi

Fluorescence se snima kamerou a vyhodnocuje
pocitacem

ldedini metoda k zjistovani chybéni Ci zmnozeni

DNA, nelze pouzit k balancovanym franslokacim



Vyhoda: pouziva se izolovand DNA, neni nutno
ziskat délici se bunky, Ize pouzit archivni materidl,
parafinove rezy

Obr. 4: CGH metastaza rendlniho karcinomu u von Hippel Lindau syndromu
A) Nadorova DNA- mutace genu VHL (3p25), B) kontrolni DNA




Polymerdzovd retézova reakce

Umoznuje nékolikandsobné pomnozeni
specifickych UsekU DNA 2", kdy n je pocet cyklU
Stovky az fisice bdzi

Produkt ze prokazat elektroforézou po obarveni

Podstata je opakovand cyklickd enzymatickd
syntéza DNA o 3 fazich: denaturace DNA-
hybridizace s primery- syntéza

Stridanim teplot v cykleru 92°C-X-72°C

Polymerdza, deoxynukleotid trifosfaty, primery, pufr
s ionty



Obr. 5: Uréeni genotypu GSTM1 dle velikosti fragmenti z 3% agarézového gelu

¢ 1) divoky homozygot nebo heterozygot (GSTM I-plus):
pfitomnost fragmentu 275 bp (+ 175 bp GSTM?2)

e 3) variantni homozygot (GSTM I-null):
nepfitomnost fragmentu 275 bp (+ 175 bp GSTM2)
e MW - marker Phil 74/Haelll




PCR v redineém Case, kterd umoznuje kvantitativni
meéreni

PCR probihd ve specidlnich cyklerech, které jsou
pripojeny k pocitaci se specialnim hodnoticim
softwarem (ligh cycler, rotor gene, ...)

Umoznuji mérit fluorescenci po kazdém cyklu,
pricemz primery jsou znaceny fluorochromy, ktere
emituji svétlo pouze pokud jsou navdzany do
produktiu reakce



Obr. é: Urceni genotypu ADH1C- vystup
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UrCovani poradi bdzi DNA, které se provadi
Sangerovou metodou
Zalozena na PCR s jednim primerem ve Ctyrech

zkumavkdch, kdy v kazdé je jeden z nukleotidu
nahrazen dideoxynukleotidem- ukonci syntézu

Automatické analyzatory vyuzivdii kapildrni
elektroforézu a dideoxynukleotidy jsou
fluorescencné znacené kazdy jinym
fluorochromem

Klinicky vyznam dfive maly, nyni NGS v dusledku
cilené terapie



Obr.7: Stanoveni KRAS mutaci sekvenaci DNA

wild 12V
AGCTGCGGTGGCGTA AGCTGGIATGGCGTA

| ”Wn”

TRV

12R 12D
AGCTGI EGT GG CGTA AGCTGGATGGCGTA
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Sekvenovani nové generace- rada
metod, ale obecné ziednoduseni a
zlevnéni sekvenovadani pomoci kratsich
klicovych fragmentu, které po
namnozeni jsou sekvenovany paralelné

Vyuzivd se nepr. k celogenomovéemu
sekvenovani

V klinické onkologii pro cilenou terapii



Umoznuje prenést protein na membranu

Proteiny jsou izolovdny, elektroforeticky rozdéleny,
preneseny na membrdanu a na ni detekovany
specifickou profildtkou

Nevyhody: neni prilis citliva

Vyhody: levnd a specificka

Dalsi hybridizace na membrdané: Southern blotting-
DNA, Nothern blofting RNA

Hybridizace na bioCipu- microarray- hybridizace
probind na sklenéné desticce, na které je
ukotveno velké mnozstvi sond
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Histologickd metoda, pri niz se ve vysetrovaném vzorku
tkdné prokazuje pritomnost urcitych antigent pomoci
specifickych protildtek s navazanymi chemickymi
slouceninami, které umoznuji jejich prukaz napr.
imunoperoxiddzova reakce.

Prukaz riznych antigenu protildtkou

Antigeny: receptory, enzymy, franskripcni faktory

Po navazani protildtky na antigen je vznikly komplex
nutno zviditelnit pomoci dalsiho kroku. Pro tento krok je
uzivana fzv. sekundarni protildtka, navazand s
polymerem, dovolujici amplifikaci signdalu- napr.
diaminobenzidin- mé& hnédocernou barvu nebo

FastRed- mda Cervenou barvu, ev. fluorescencni barviva
(FITC, Cy3 apod.).



IMUNOHISTOCHEMIE |

Obr.?2: Imunohistochemie HER 2




Musi byt provadéna u vsech nové dg. Invazivnich
karcinomu patologem automaticky, NIKOLI NA
VYZADANI KLINIKA

Doporuceno sekvencni testovani: IHC-ovéreni ISH
U pozitivnich IHC
U pripadu se zvysenou diskordantnino fenotypu (IHC-/ISH+)
Karcinomy jiné nez tubuldarni, lobuldrni, mucindzni, které

[ V4

vykazuji ztratu exprese ER Ci PR (méné nez 5%)

IHC 2+ a 3+ z nereferencnich lab. automaticky
preposiladny do RL (nikoli na vyzadani onkologa)



Laboratorni metody se vyuzivai:

Diagnostiku maligniho onemocnéni, véetné
prognostickych markeru

Volbu nejefektivnéjsi I€Cby
Monitoraci pacienta béhem |eCby
Monitoraci efektu [ECby

Monitoraci pacienta po |ECbé, hodnoceni
léCebné odpovédi, eventudlniho relapsu

Vyzkumu a vyvoji




