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SOUHRN

Akutni leukemie (AL) predstavuji heterogenni skupinu malignich onemocnéni krvetvorby s réiznou prognézou. Diky
této rliznorodosti AL nelze s jistotou predikovat odpovéd pacienta na lé¢bu. Proto je velmi dilezité sledovat mnozstvi
zbytkové maligni populace bunék po 1é¢be, tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN). K detekci MRN se bézné vyuzivaji
rekurentni cytogenetické abnormality a mutace v hematologicky vyznamnych genech, které jsou rutinnim screenin-
gem identifikovany u naprosté vétsiny dospélych pacientd s akutni lymfoblastickou leukemii a priblizné u poloviny
dospélych pacientl s akutni myeloidni leukemii. Z tohoto ddvodu je velmi zadouci identifikovat nové specifické
markery leukemickych blastd, které budou slouzit ke sledovani MRN u pacient(, u nichz nebyla nalezena zadna ze
standardné vySetrovanych aberaci.

Nasim cilem bylo vyvinout zcela novy technicky pfistup k identifikaci a mapovani unikatnich klonalné specifickych
chromozomovych abnormalit az na Uroven jednotlivych nukleotidd, a to pomoci modernich technik molekularni cyto-
genetiky, zejména mnohobarevné fluorescencni in situ hybridizace, mnohobarevného pruhovani chromozom( (mFISH,
mBAND) a multiplexni hybridizace fluorescencné znacenych sond (BAC-FISH). Pro vyssirozliseni byly fluorescencné
znacené sondy aplikovany na linearizovana vlidkna DNA (molecular combing, fiber-FISH). DalSim ndstrojem, ktery byl
vyuzit k presné identifikaci zZlomovych mist aberovanych chromozom byla mikrodisekce derivovanych chromozomd
a nasledné sekvenovani disekovaného materidlu pomoci technologie sekvenovani nové generace (NGS). Poslednim
krokem byla konstrukce specifické molekularni PCR eseje v redlném case pro monitorovani MRN, kterd umoznuje
sledovat odpovéd pacienta na lécbu, prip. véas zachytit poc¢inajici molekularni relaps onemocnéni.

Moderni technologie umoznuji detekovat a identifikovat unikatni klonalné specifické abnormality u pacientd s AL.
Predlozend prace jasné ukazuje, Zze mapovani chromozomovych aberaci az na Uroven nukleotid( je pro vybrané
pacienty s AL realizovatelné a vhodné pro standardni klinickou praxi. Jedna se o laboratorni pfistup ,,$ity na miru®
nemocnych s AL, ktery napliuje nasi predstavu o personalizované mediciné.
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SUMMARY

Janc¢uskova T, Plachy R, Stika J , Krutilkova L, Hardekopf DW, Liehr T, Kosyakova N, €mejla R, Zejskova L,
Kozék T, Zak P, Karas M, Pekova S
Identification of new molecular markers for minimal residual disease assessment in acute leukemia patients

Acute leukaemia (AL) comprises a heterogeneous group of haematological malignancies with varying prognoses. In light
of this heterogeneity, individual patient response to treatment can be difficult to predict. Sensitive monitoring of residual
leukemic cell populations (minimal residual disease - MRD) is thus very important and holds great potential for improving
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treatment strategies. Commonly used MRD targets include recurrent cytogenetic abnormalities and mutations in important
haematological genes. Unfortunately, such targets are identified in a majority of adult ALL patients but only in about 50%
of adult AML patients. Identification of new specific leukemic blast molecular markers for MRD assessment is therefore
highly desirable. Our goal was to develop a unique technical approach for the identification and mapping of clone-specific
chromosomal abnormalities down to the single nucleotide level using current molecular cytogenetic techniques, particularly
multicolour fluorescence in situ hybridization, multicolour chromosome banding (mFISH, mBAND) and multiplex hybridization
of fluorescently labelled BAC clones (BAC-FISH). Higher resolution was achieved by hybridization of fluorescent probes to
combed DNA fibres (molecular combing, fibre-FISH). Another approach used for the precise identification of chromosomal
breakpoints was chromosome micro dissection followed by next-generation sequencing (NGS) of the dissected material.
Finally, a specific Real-Time PCR assay to monitor MRD was designed. Modern technologies open new vistas for the detec-
tion and identification of unique clone-specific abnormalities in AL patients. Our work clearly suggests that mapping from
the chromosomal level down to the nucleotide level is feasible and readily applicable in eligible AL patients, allowing its”
use in standard clinical practice and as a tool for personalized ,tailor-made” medicine.
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acute leukaemia, minimal residual disease, cytogenetics, molecular cytogenetics, chromosome microdissection, next-

generation sequencing, personalized medicine

uvobD

Akutni leukemie (AL) patfi mezi zadvazna hematoon-
kologick4 onemocnéni s riznou prognézou, kterd zavisi
na vcasné a spravné diagnéze. Diky velké biologické
diverzité AL bohuZzel nelze zcela predikovat odpovéd
pacienta na lécbu. Proto je nutné vyuzivat labora-
tornich technik, které pomoci klonalné specifickych
znakli umozni spravné diagnostikovat a stratifikovat
pacienty s AL.

Cytogeneticka analyza bunék kostni dfené, pfi-
padné periferni krve, je nedilnou soucasti vysetfeni
pfi zachytu onemocnéni. Umoznuje nejen upfesnéni
diagnézy, urceni stadia nemoci, ale je také dtlezitym
nezavislym prognostickym ukazatelem. Abnormality
karyotypu u de novo zjisténych akutnich leukemii jsou
sice prokazatelné priblizné u 50 % dospélych pacientil
s AML, resp. u 70 % dospélych pacientd s ALL (1), ale
jen nékteré z nich maji za nasledek vznik fizniho
produktu, jenz je mozné detekovat na molekularni
Urovni, a tedy s vyssi citlivosti nez je tomu u cytoge-
netického vysetfeni, pfipadné vysetfeni pomoci prii-
tokové cytometrie (2). K rutinné vySetfovanym fiznim
transkriptim, které 1ze monitorovat na RNA trovni
patii u pacientt s akutni myeloidni leukemii (AML)
zejména AMLI-ETO (RUNX1-RUNXIT1), PML-RARA,
DEK-CAN (DEK-NUP214), CBFB-MYHI11 (3). U pacientt
s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL) jsou to fizni
transkripty BCR-ABL, MLL-AF4 (MLL-AFF1), E2A-PBX1
(TCF3-PBX1), TEL-AMLI1 (ETV6-RUNX]1) (4, 5). U nékte-
rych pacientd jsou pomoci metod molekularni biologie
identifikovany nejriznéjsi mutace v hematologicky

vyznamnych genech - NPM1, CEBP«, FLT3, c-KIT, WT1
(6,7, 8). Upacienti s ALL jsou Casté prestavby tézkych
fetézcll imunoglobulinu (IGH) a T-bunécného receptoru
(TCR) (9).

Zminéné chromozomové abnormality, genové
mutace a pfestavby mohou byt v pribéhu 1écby pa-
cientll s AL pouzity jako molekuldrni markery k mo-
nitorovani minimalni rezidualni nemoci (MRN).
Detekce MRN je v soucasné dobé rozhodujicim na-
strojem ke zhodnoceni kvality odpovédi pacienta
na lécbu, jelikoz umoznuje predikovat jeji selhani,
pripadné u pacientli po transplantaci kostni dfené
dovoluje vcas predpovédét blizici se relaps onemoc-
néni. Molekularni technologie, zaloZené na PCR
v redlném case (Real-Time PCR), vyuzivajici speci-
fickych genetickych znak® malignich bunék, maji
vysokou senzitivitu i specifitu, a jsou proto v moderni
mediciné povazovany za zlaty standard v diagnostice
AL a sledovani MRN. Proto je velmi zadouci identifi-
kovat nové klonalné specifické znaky leukemickych
bunék, a umoznit tak monitorovani MRN i pacien-
tim, u nichz nebyla nalezena Zadna ze standardné
vySetfovanych aberaci.

Cilem nasi soucasné prace bylo vyvinout postup,
ktery slouzi nejen k identifikaci novych unikatnich
klonalné specifickych markerti, ale také k jejich pre-
vedeni z cytogenetické tirovné (chromozomové) na
molekularni troven (nukleotidovou). Finalnim krokem
je priprava PCR eseje v redlném case pro specifické
sledovani MRN, kterd umozni s vysokou specifitou
a citlivosti sledovat dynamiku maligni populace bunék
v odpovédi na 1é¢bu pacienta.
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MATERIAL A METODIKA
Pilotni studie

V ramci pilotni studie byly testovany dva piistupy
identifikace nukleotidové sekvence zlomu derivova-
nych chromozom. Pro oba pfistupy byla nutna identi-
fikace derivovaného chromozomu pomoci molekularné

cytogenetickych metod. Prvni zptisob spoc¢ival v mapo-
vani aberovaného chromozomu pomoci fluorescenc¢né
znacenych BAC (umély bakteridlni chromozom) sond.
Druhym pfistupem byla mikrodisekce chromozomi
snaslednou sekvenaci disekovaného materidlu. Pro ty-
to experimenty byla pouzita bunécna linie K562 (ATCC,
USA) nesouci derivovany chromozom 10 a buriky kostni
drené pacientti s AL.

Tab. 1. AcutePlexX. Seznam rekurentnich chromozomovych abnormalit detekovanych u pacientd s AL.

Zkumavka Chromozomova aberace

Fuzni partnefi

Zkumavka Chromozomova aberace Fuzni partnefi

] t(5:17) PML/RARa (ber 1,2,3) t(4;m MLL/AF4
t(8:21) AMLI/ETO [{CAI)] MLL/AF9
t(9:22) BCR/ABL t(11,19) MLL/ENL

) t(3:21) QEH;EAESOM (EVIMDSY 6 t(6;m MLL/AF6
t(16;21) AMLI/MTGI6 t(m MLL/EPSI5
t(3;5) MLF1/NPMI t(11,19) MLL/ELL
t(10;1) NUP98/HHEX t(10;1) MLL/AF10
(71 NUP98/HOXA9 tO1 MLL/SEPT6
inv(1) NUP98/DDX10 t(11;17) MLL/AF17
t(11,20) NUP98/TOP1 [(QHID) MLL/AFIq
t(5;11) NUP98/NSDI t(1117) MLL/SEPT9
[{QHID) NUP98/PMXI1 v tOGI) MLL/AFX
(21 NUP98/HOXD13 t(11,19) MLL/EEN
t(31) NUP98/TOP2B t(11,19) MLL/MYOIF
t(11,18) NUP98/SETBPI t(10;1) MLL/TETI

’ t(1112) NUP98/HOXCTI t(11,22) MLL/p300
t(8:1m NUP98/NSD3 t(11,16) MLL/CBP
t(2;1m NUP98/HOXDTI dup(1) MLL-PTD
t(11,12) NUP98/RARG t(8:22) MOZ/EP300
tOG1) NUP98/HMGB3 8 inv(8) MOZ/TIF2
t(I117) NUP98/PHF23 t(8;16) MOZ/CBP
inv(1) NUP98/MLL t(16;21) TLS(FUS)/ERG
t(31 NUP98/LNP1 t(1,22) OTT/MAL
(9.1 NUP98/PMX2 t(3;3), inv(3) RPNI/EVIT

4 inv(16) CBFb/MYHTI (typ A - K) t(5;12) ETV6/PDGFRB
t(6;9) DEK/CAN t(12,22) ETV6/MNI
t(I117) NUMAT/RARa 9 t(3;12) ETV6/MECOM
der(17) PRKARIA/RARa t(12;,13) ETV6/CDX2

. tX17) BCOR/RARa t(12;21) ETV6/AMLI
t(4,17) FIPIL1/RARa t(12;15) ETV6/NTRK3
t(5:17) NPMI/RARa t(1;12) ETV6/ARG
der(17) STATSB/RARa t(1;19) E2A/PBXI

10 (ALL)

t(I117) PLZF/RARa del(h SIL/TALT
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Pacienti

V této praci byly analyzovany vzorky kostni dfené
dvou pacientdl se stanovenou diagnézou AL. Kostni
dfer byla odebirdna v zachytu onemocnéni a dale v pri-
béhu 1é¢by pacienta. Vzorky byly odebirany na zakladé
informovaného souhlasu pacienta.

Izolace DNA a RNA a reverzni transKripce

DNA i RNA byla izolovana z mononuklearni frakce kost-
ni dfené pacientl s ALv zachytu onemocnéni a v jednotli-
vych bodech sledovani MRN. DNA byla izolovana pomoci
automatického izolatoru MagNA Pure (Roche, Némecko);
RNA byla izolovana pomoci TRI Reagent (Sigma, Némecko),
podle navodu uvedeného vyrobcem. Reverzni transkripce
byla provedena systémem VersoRT Blend (AB-gene, UK),
podle navodu doporucovaného vyrobcem.

PCR v redlném case

Pro screening chromozomovych aberaci u pacientii
s nové diagnostikovanou AL byl vyuZzit multiplexni Real-
Time PCR systém AcutePlexX, vyvinuty nasi laboratoti
(10), ktery umoznuje detekovat vice nez 100 znamych
faznich transkriptd a jejich sestfihovych variant v 10 pa-
ralelnich PCR reakcich (tab. 1). Vlastni analyza probiha
na platformé Rotor-Gene Q (Qiagen, Némecko).

Kultivace a zpracovani vzorkii kostni diené

Vzorky kostni dfené byly separovany na hustotnim
gradientu Histopaque (Sigma, Némecko). 10M bunék
odebranych z mononukledrni frakce kostni dfené by-
lo kultivovano v kultivacnim médiu RPMI 1640 (PAA
Laboratories, Rakousko) za pritomnosti 10% fetalniho
séra (PAA Laboratories, Rakousko), antibiotik (Penicilin/
Streptomycin) a L-glutaminu (PAA Laboratories,
Rakousko) pfi 37 °C/5% CO, po dobu 24 hodin. Vzorek
byl déle zpracovan dle standardnich cytogenetickych
postupti - pridani kolcemidu (0,1 ug/ml) (Gibco, UK),
hypotonie a fixace smési metanol/kyselina octova.

Bunécna linie K562 byla kultivovana v RPMI 1640,
s ptidavkem 10% fetalniho séra, antibiotik (Penicilin/
Streptomycin) a glutaminu pro dosazeni exponencial-
niho rlistu, a poté zpracovana analogicky jako vzorky
kostni dfené pacientd s AL.

Molekularni cytogenetika

VySetfeni karyotypu pacientl s AL, resp. bunécné
linie K562, a upfesnéni zlomf na derivovanych chromo-

zomech bylo provedeno pomoci technik mnohobarevné
fluorescencni insitu hybridizace - mFISH a mnohobarev-
ného pruhovani chromozom - mBAND (MetaSystems,
Némecko). Ve§keré hybridiza¢ni a post-hybridizacni
kroky se tidily dle doporu¢eného manudlu vyrobce.
Analyza probihala s pouzitim fluorescencniho mikro-
skopu Axio Imager.Z2 (Zeiss, Némecko) a pocitacové-
ho softwaru Isis (verze 5.4, MetaSystems, Némecko).
U kazdého pacienta a bunéc¢né linie bylo analyzovano
20 metafazi.

Knihovna BAC

K experimentim byla vyuzita genomicka BAC
knihovna (GenomicSet 737, ImaGenes, Némecko),
obsahujici cca 25 000 viabilnich bakterialnich klont
nesoucich unikatni dlouhé inzerty lidské DNA (~150
kb) klonované ve vektoru BAC (pBACe3.6, pBeloBAC11,
PCYPAC2). Knihovna je vlastnictvim nasi laboratofe a je
po domluvé pristupna pro spolupracujici laboratofte.

Izolace DNA z BAC Klonii

DNA z kloni BAC byla izolovana z 50 ml bakteridlni
kultury kultivované pres noc v LB (Luria-Bertani) médiu
(Sigma, Némecko) s pfidanim 30 pg/ml chloramfeniko-
lu, prip. kanamycinu (findlni koncentrace - 1,5 mg/50
ml LB) pomoci kitu PhasePrep™ BAC DNA (Sigma,
Némecko) dle modifikovaného protokolu od vyrobce,
ktery byl doplnén o extrakci BAC DNA pomoci smési
fenol/chloroform.

Znaceni BAC DNA

K fluorescencnimu znaceni DNA izolované z BAC
klonu byla pouzita metoda ,nick-translace“ za po-
uziti komerc¢né dostupného kitu - Nick Translation
System (Invitrogen, UK) a komercnich fluorescencné
znacenych nukleotidd (Jena Bioscience, Némecko). Pro
znaceni BAC DNA byly pouzity nukleotidy s fluorofory
TexasRed-dUTP, Fluorescein-dUTP, Atto425-dUTP, Cy5-
dUTP a Cy3-dUTP. Fluorescencni znaceni probihalo
v 50 pl reakénim objemu dle standardniho protokolu
doporucovaného vyrobcem. Koncentrace a ¢istota DNA
byla stanovena spektrofotometricky. Do znacici reakce
byl vloZen 1 pg BAC DNA.

Fluorescenc¢né znacena DNA byla poté standardné
precipitovana pfidanim 1/10 objemu 3M octanu sodné-
ho (Sigma, Némecko) a 2,5x objemu 96% etanolu. K pre-
cipitatu byl pfidan 1 pg Cot-1 DNA (BlueGnome, UK)
k vyvazani repetitivnich sekvenci. Po srazeni byl DNA
precipitat rozpustén v 5 pl Hi-Di formamidu (Applied
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Biosystems, USA) a uchovavan pfi 4 °C. Pro naslednou
hybridizaci byl smichan 1 pl DNA/Hi-Di roztoku s 9 pl
hybridiza¢niho pufru (50% formamid, 10% dextran
sulfat, 10 mM Tris-HCl, 0,1% Tween20, 2xSSC).

Hybridizace BAC sond

Denaturace sondy a preparatu probihala zvlast.
Preparat byl denaturovan pomoci denaturacniho pufru
(70% formamid, 2xSSC, H,0O) po dobu 2 minut pii teploté
75 °C na vyhiivané ploténce. Poté byl preparat odvodnén
etanolovou fadou (70 %, 85 %, 96 %). Sonda byla denatu-
rovana 5 minut pii teploté 75 °C v termocycleru (Bio-Rad,
USA). Hybridizace probihala za standardnich podminek pfi
37 °C v hybridiza¢ni komirce (Boekel Scientific, USA).

Izolace celogenomové DNA

Kizolaci celogenomové DNA, pro tcely ,long-range“
PCR, byl pouzit automaticky izolator nukleovych kyse-
lin MagNA Pure Compact System (Roche, Némecko).
Vstupnim materidlem byla bunécna suspenze.

,Long-range“ PCR (LR-PCR)

Primery pro LR-PCR reakci byly navrzeny pomoci po-
¢itacového programu Vector NTI (Invitrogen, verze 11.5).
K amplifikaci LR-PCR produktli byl pouzit kit Expand
Long Range, dNTPack (Roche, Némecko). Postup pri
PCR reakci se fidil doporucenimi vyrobce. Reakéni smés
(celkovy objem 50 pl) obsahovala ptiblizné 200 ng DNA
5U Expand Long Range Enzyme Mix, DMSO ve finalni
koncentraci 5 %, 1x Expand Long Range Buffer s MgCl,,
smés nukleotidh ve findlni koncentraci 500 uyM a 0,4 uM
kazdého z navrzenych primerti. Po tvodni inkubaci
(8 min., 92 °C) nasledovalo 35 cykl amplifikace (denatu-
race 30s/92 °C, hybridizace primert 30s/58 °C a elongace
6 min./68 °C), pro kontrolu iispésnosti PCR reakce bylo
10 pl PCR produktu separovano na 0,7% agarozovém
gelu. Zbyly objem PCR reakce (40 pl) byl purifikovan
pomoci Gel Extraction Kitu (Qiagen, Némecko) a eluo-
van do 30 pl findlniho objemu. LR-PCR amplikony byly
fluorescencné znaceny ,nick-translaci“ analogickym
postupem jako BAC DNA (viz Znaceni BAC DNA). LR-PCR
sondy byly hybridizovany na metafazni chromozomy
spolecné s kontrolni centromerickou sondou pro kon-
krétni chromozom (MetaSystems, Némecko).

Izolace DNA pro ,fiber-FISH*

DNA byla izolovana z kultivovanych bunék, které
byly promyty roztokem PBS a lyzovany lyza¢nim pufrem
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- Tris-EDTA, Sarkosyl (Sigma, Némecko) a Proteinasa
K (Roche, Némecko), lyzat byl oSetfen RNazou (Sigma,
Némecko) a extrahovan smési fenol/chloroform. DNA
byla precipitovana pomoci roztoku 3M octanu sodného
(NaAc) (Sigma, Némecko) a 96% etanolem. Precipitat byl
oplachnut 80% etanolem a rozpustén v 0,5xTE pufru.

~DNA combing“ a ,fiber-FISH*

DNA ,,Cesani“ (,,DNA combing*) s hybridizaci fluo-
rescencné znacenych sond a naslednou imunodetekci
signal pomoci monoklonalnich protilatek bylo prove-
deno dle protokolu francouzské laboratofe (Institute of
Human Genetics Montpellier, France; osobné z labora-
tofe, prof. Pasero).

Vldkna DNA byla ,,Cesdna“ na silanizované kry-
ci sklo (Genomic Vision, Francie) pomoci pristroje,
ktery umoznuje tazeni skel konstantni rychlosti 300
pm/s (Dip Coater). Pouzity pristroj byl ve spolupraci
s nasi laboratofi navrhnut a vyroben Elektrotechnickou
fakultou Zapadoceské Univerzity v Plzni. Linearizovana
vlakna DNA byla vizualizovana cyaninovym barvivem
YOYO-1 (Invitrogen, UK).

Imunodetekce

LR-PCR produkty znacené fluorofory TexasRed-dUTP
a Fluorescein-dUTP byly denaturovany 5 minut pti 75 °C.
»Nacesana“ skla byla dehydratovana ve vzestupné eta-
nolové rfadé (70 %, 85 %, 96 %) a denaturovana v cerstvé
pripraveném 1M roztoku hydroxidu sodného s nasled-
nou neutralizaci pufrem PBS. Hybridizace probihala
pri 37 °C ptes noc. Nespecificky navazana sonda by-
la odstranéna odmytim pii 44 °C v 50% formamidu
a 2 x SSC. Preparaty byly nasledné vlozeny do roztoka
2 x SSC, PBS a oSetfeny 1% roztokem BSA (Albumin
zbovinniho séra, Sigma). Pro vizualizaci vlaken a sond
jsme vyuzili moznosti kombinace rizné znacenych
protilatek (IgG), které nam umoznily detekci tii ba-
rev a amplifikaci signal@. Proti jednovlaknové DNA
(ssDNA) jsme pouzili mysi protilatky proti ssDNA
(Millipore, USA), které slouzily jako antigen pro proti-
1atky krali¢i znacené Alexa Fluor 350 (Invitrogen, UK).
Signaly hybridizovanych sond byly zesileny dvéma vrst-
vami protilatek, proti TexasRed (krali¢i)/Fluorescein
(kozi), a vrstvou fluorescencné znacenych protilatek
proti krali¢cimu IgG (osli, Alexa Fluor 594)/kozimu IgG
(kuteci, Alexa Fluor 488) (Invitrogen, UK). Mezi jednot-
livymi vrstvami byly preparaty promyty v PBS/T (0,1%
Triton X 100 solution, Sigma, Némecko). Pofizeni ob-
razkl a analyza dat byla provedena pomoci fluorescenc-
niho mikroskopu Axio Imager.Z2 (Zeiss, Némecko).

3/27/13 2:04:29 PM
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Chromozomovad mikrodisekce

Mikrodisekce derivovanych chromozomi probihala
ve spolupraci s Institut fiir Human Genetik, Friedrich-
Schiller-Universitit Jena, Némecko. Bunécné suspenze
byly kapany na kryci skla (24 x 60 mm) oSetfena 10%
roztokem SDS. Cerstvé nakapana skla byla inkubovana
ve fosfatovém pufru (pH 6,88) po dobu 1 min, a poté tryp-
sinizovana (40-60 s). Skla byla barvena roztokem Giemsa
po dobu 2-3 min a oplachnuta destilovanou vodou.

Vlastni mikrodisekce byla provedena pomoci skle-
néné jehly (primér ~500 nm) pod invertovanym mik-
roskopem (Axiovert-135, Axiovert-10 Zeiss, Némecko)
vybavenym elektronickym mikromanipuldtorem. Po
mikrodisekci byly fragmenty chromozomi oSetfeny
roztokem proteinazy K (11).

PCR s degenerovanymi primery

K amplifikaci disekovanych produktli byla pou-
Zita metoda PCR s degenerovanymi primery (DOP-
PCR) s pouzitim komercné dostupného WGA - Whole
Genome Amplification - kitu (Sigma, Némecko), dle
navodu doporuceného vyrobcem. Specifita disekova-
nych chromozomovych fragmentdi byla ovéfena re-
verzni fluorescencni in situ hybridizaci na metafazni
chromozomy (12).

nasi laboratofi vyvinut software GeneAnalyzer, ktery
umoznuje jednotliva ¢teni (reads) mapovat na refe-
rencni sekvence chromozomi (NCBI sestava 37.3). Jako
hlavni algoritmus pro uréeni homologie software vyu-
Ziva BLAST+ verze 2.2.26. Hlavnim tkolem fidici apli-
kace je shromazdovat ziskané informace o homologii
a pozici jednotlivych mapovanych ¢teni na referen¢ni
sekvenci. Software umoznuje nastavit celou fadu para-
metr dlezitych pro srovnani cteni s referenci (napft.
procento homologie, minimalni délku pro pozitivni
prifazeni, minimalni diferenci v homologii) tak, aby
vyuzitelnost ziskanych ¢teni z ptistroje GS Junior byla
maximalni, ale pfi tom, aby nedochézelo k falesné
pozitivnim prifazenim.

VYSLEDKY

K vyfeSeni uvedenych cild byla klicova identifika-
ce derivovanych chromozomi v karyotypu pacientil
a bunécné linie K562 pomoci technik molekularni cy-
togenetiky - mFISH a mBAND. K pfesné identifikaci
chromozomovych zlom® byly navrhnuty dva rizné
pristupy. Prvnim piistupem bylo mapovani zlomi na
derivovaném chromozomu pomoci hybridizace fluo-
rescenc¢né znacenych BAC klondi. Pro tento experiment
jsme pouzili chromozomové preparaty vzorku kostni
drené pacienta s AML (pacient 1). Druhy pfistup spo-

Sekvenovani nové generace (Next
Generation Sequencing; NGS)

K sekvenaci byl vyuzit GS Junior
pyrosekvenacéni systém (Roche,
Némecko). V priibéhu celého proce-
su pripravy DNA knihovny, klonal-

%

Cytogenetickd
analyza

Linearizovana
vlakna DNA

Hybridizace naznaéenych
Long-range PCR produktd

Multiplexni zna&eni
BAC sond

Long-range PCR
8051

ni amplifikace i vlastniho sekveno-
vani bylo postupovano dle navodu

vyrobce, pouze s drobnou zménou
- pfed opravou koncti fragmenti bylo
500 ng produktii DOP-PCR nejprve ‘
precisténo pomoci Gel Extraction
Kitu (Qiagen, Némecko) a nasledné

pomoci MinElute PCR Purification \
Kitu (Qiagen, Némecko). Pro klo- B)
nalni amplifikaci fragmenta slouzil
GSJunior Titanium emPCR Lib-L Kit
(Roche, Némecko).

- ue
BN i

& J “'ﬁg{;" | | || |

i — Il —
2 s, ||| |||| e T T T T T z“l‘émt T

< ‘2’“;-_'3 | l
Identifikace sekvence zlomového mista Long-range PCR
——

Chromozomové

N " Sekvenace a analyza dat pomoci ,in-house” softwaru
mikrodisekce

DOP - PCR

TATT GAGTGTCAAATTGGAGGGGOGCATTG

R

GeneAnalyzer software
Obr. 1.
Mapovani

Pro identifikaci zlomovych mist a LR-PCR

na derivovanych chromozomech byl

Znazornéni dvou zpusobu identifikace nového markeru pro sledovéni MRN. A)

derivovaného chromozomu pomoci fluorescen¢né znac¢enych BAC klont
produktu. B) Mikrodisekce derivovaného chromozomu nésledovana

amplifikaci a sekvenaci disekovaného materialu.
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mFISH

- 6pter—6q21
‘ 6G24—6G25

5

Obr. 2. Molekuldrné cytogeneticka analyza karyotypu pacienta 1.
A) Mnohobarevna fluorescencni in situ hybridizace (mFISH).
B) Mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci
schopnosti (NBAND) pro chromozomy 5 a 6.

ival v mikrodisekci
asti derivovaného
chromozomu a na-
sledné sekvenaci dise-
kovaného materidlu.
Pro mikrodisekci byla
zvolena bunécéna linie
K562 a buriky kostni
dfené pacienta s ALL
(pacient 2). Hlavni
kroky obou strategii
jsou znazornény na
obrazku 1.

Molekularné cy-

Obr. 3. Analyza pomoci . .
fluorescenéné znacenych togenetickym vy-
BAC klond. Hybridizace Setfenim (mFISH

BAC klonu RP11-461G12 pro
chromozom 5q15. Sipka
oznacuje signal o ndpadné
slabsi intenzité.

a mBAND) jsme u pa-
cienta 1 nalezli kary-
otyp s komplexnimi
zménami a pro ucely
detekce MRN jsme dale analyzovali derivovany chro-
mozom 5 (obr. 2 A, B). Strategii pozi¢niho klonovani
jsme dale mapovali zlomové oblasti na der(5) pomo-
ci fluorescencné znacenych BAC sond. Pfi posledni
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vldkna LR PCR produkt znateny LR PCR produkt znaCeny
zelen& (Fluorescein) Cervené (Texas Red)
!
l goat anti-Fluorescein rabbit anti-Texas Red

donkey anti-rabbit
Alexa Fluor 594

chicken anti-goat
Alexa Fluor 488

mouse anti-ss DNA

!

rabbit anti-mouse
Alexa Fuor 350

Obr. 4.

A)
(<l

Schéma trojbarevné detekce pomoci znacenych protilatek.

"¢
/

mFISH

10
e
3

[ —

mBAND 10

L4

B 10423 B 3021

mBAND 3

[—

10 10

Obr. 5. Molekularné cytogeneticka analyza bunéc¢né linie K562.

A) Mnohobarevna fluorescencni in situ hybridizace (mFISH).
B) Mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci
schopnosti (MBAND) pro chromozomy 10 a 3.

hybridizaci jsme identifikovali BAC klon RP11-461G12
lezici pravdépodobné v misté zlomu chromozomu
5. Tento BAC mél napadné nizsi intenzitu signalu
ve srovnani se zdravym chromozomem 5 (obr. 3).
Pro upfesnéni polohy zlomu jsme sekvenci BAC klo-
nu RP11-461G12 pouzili k navrhu primerd pro LR-PCR
reakci. Amplifikovany materidl byl dale pouzit na
pripravu vlastnich fluorescen¢né znacenych LR-PCR
sond. Primérna délka produktdi, které jsme pomoci
LR-PCR amplifikovali, byla ~8 kb (6285 bp - 9088 bp).
Protoze citlivost metody FISH na metafaznich chro-
mozomech neumoznuje detekovat sondy o velikosti

3/27/13 2:04:49 PM
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°:‘a;“:fe’ej‘f‘ mnozstvi DNA byly diseko-
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mapuji cteni z GS Junior . L . mapuji cteni z GS Junior 2 P 2
vyskytu zlomu nemapuli vyskytu zlomu vany, a poté sekvenovany
P I 4 Iy ﬂ- pard (obr. 1B). Celkem bylo pro
der(10) ziskano 80 789 Cte-
zoom zoom L, R ven
ni, ktera byla pfifazena
w Pl k referenénim sekvencim
systémfonllva[d ?rimerﬂekvidis:amné svslémreve‘rzrll'crj primerd ekvidistantné z chromozomﬁ 3a10aana-
W W ! . { sof
zovana poImocl softwaru
ﬂ Y . 4
nalezeni kombinace primer(, kterd poskytuje nejkrati GeneAnalyzer, vyvmute-
produkt LR-PCR = > nejvétsi priblizeni k mistuzlomu, které vz
je naslednéuréenosekvenainé hO laboratorl Chambon
) ) ) (Plachy R., nepublikova-
reference, A reference B no) (tab. 2). Z takto zmapo-
ﬂ Wn ”MM“{\” !\NMW‘W ﬂ M ﬂ \ ﬂ vané sekvence byly vZdy po
1000 bp navrzeny sady pri-
[ —— T mera (obr. 6) pro LR-PCR,
mistozlomu 2 .
&Gmkratdi  Zadnyproduke- ktera vedla k zisku pro-
produkt, tim jedennebooba
blize lefiprimery  primeryjsouza duktu (" 4,5 1(b) (Obr. 7 A)
mistuziomu mistem zlomu Tento amplikon by]. pOté
sekvenovan z obou stran
Obr. 6. Schématické zobrazeni postupu pti identifikaci zliomového mista na derivovaném chromozomu.

amplifikovanych produktd (tj. ~8 kb), byly vzdy 3 az
4 LR-PCR amplikony spojeny, a sonda tudiz pokryvala
oblast ~25 kb. Signaly LR-PCR sond na metafaznich
chromozomech byly obtizné reprodukovatelné, proto
jsme k hybridizaci LR-PCR sond pouzili linearizovana
vlakna DNA (obr. 4).

Metodami mFISH a mBAND jsme u bunécné li-
nie K562 identifikovali hypotriploidni karyotyp s pfi-
tomnosti derivovaného chromozomu - der(10)t(3;10)
(p21.3;g23) (obr. 5). Cast derivovaného chromozomu 10
obsahujici material z chromozom 3 a 10 byla diseko-
vana pomoci sklenéné jehly. Pro zisk dostatecného

A)

Obr. 7. Bunécna linie K562. A) LR-PCR produkt.
B) Nukleotidova sekvence zlomu derivovaného chromozomu 10.

003_TH_0113.indd 15

standardni Sangerovou

mBAND 11

-

Obr. 8. Molekuldrné cytogeneticka analyza karyotypu pacienta 2.
A) Mnohobarevna fluorescenéni in situ hybridizace (mFISH).
B) Mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci
schopnosti (MBAND) pro chromozomy X, 4 a 11.
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Tab. 2. Zakladni informace o analyze jednotlivych zlomovych mist.

. + . <. Vyuzitelnost Median délky
Zdroj Chromozom Pocet cteni Eteni (%) Eteni (bp)
linie K562 | der(10) 80 789 67,2 279

i der(4) 122 279 59,6 390
pacient 2
der(11) 120 209 63,5 325

metodou. Sekvenacni analyza potvrdila pritomnost
sekvenci z chromozom 3 a 10 a identifikovala oba fuzni
partnery, gen CDC25A na chromozomu 3 (misto zlomu
v intronu 2) a GRID1 na chromozomu 10 (misto zlomu
v intronu 4) (obr. 7 B).

U pacienta 2 byla nalezena balancovana chromozo-
mova translokace zahrnujici gen MLL - 46,XX,t(X;4;11)
(g25;921;923) (obr. 8). Faze genti MLL-AF4 byla potvrze-
na i pomoci Real-Time PCR (AcutePlexX) a sekvenacni
analyzou (neuvedeno). Stejny postup jako u bunécné
linie byl aplikovan i na derivované chromozomy 4 a 11
pacienta 2. Zkazdého derivovaného chromozomu bylo
disekovano 10 fragmentd. Jejich specifita byla ovére-
na hybridizaci na metafazni chromozomy negativni
kontroly (obr. 9 A, B). Sekvenaci disekovanych chro-
mozomovych fragmentd bylo ziskano 122 279, resp.
120 209 ¢teni pro chromozomy der(4), resp. der(11)
(tab. 2). LR-PCR amplifikace vedla k zisku produkti
o velikostech ~ 0,5 kb pro derivovany chromozom 4,
resp. ~ 3 kb pro derivovany chromozom 11 (obr. 10).
Sekvenovanim téchto produktl jsme identifikovali

DNA sekvence chromozomovych zlomi a fazni part-
nery. Derivovany chromozom 4 vznikl fzi pseudoge-
nu LOC392539 z chromozomu X a genu AF4 na 4q21.
Derivovany chromozom 11 vznikl fazi gentt MLL (in-
tron 9) a AF4 (intron 5) (obr. 11). Navrh MRN eseje pro
kvantitativni PCR v redlném ¢ase poté umoznil kvanti-
fikaci nové identifikovanych cild (zlomy derivovanych
chromozom 4 a 11 - zlomova mista Xq25; 4q21, resp.
4q21; 11g23) a také srovnani s jiz zavedenym cilem pro
sledovani MRN (ftzni transkript MLL-AF4) (obr. 12).

Priklad mapovani zlomového mista (derivovany
chromozom 4, pacient 2) pomoci aplikace GeneAnalyzer
je uveden na obrazku 13.

DISKUSE

Specifické testy k detekci MRN umoznuji precizné
monitorovat osud maligni populace bunék v téle paci-
enta v pribéhu 1é¢by a vyhodnotit 1é¢ebnou odpovéd.
Proto ma sledovani MRN v prabéhu 1écby pacientl
s AL nesporny Kklinicky vyznam. Cilem nasi prace bylo
pomoci modernich technik molekularni cytogene-
tiky, celogenomového sekvenovani a standardniho
Sangerova sekvenovani pripravit flexibilni metodiku
pro identifikaci novych klonalné specifickych znakt
leukemickych bunék u pacient s AL, u kterych nelze
pomoci bézného screeningového panelu analyz v zachy-
tu onemocnéni nalézt molekuldrni marker pro sledo-
vani MRN. Nami pripravena metodologie pro detekci

a identifikaci unikatnich klonalné specific-

A)

chromozom 4

chromozom X

chromozom 4

chromozom 11

kych aberaci nasledné umoznuje pripravit
testy pro kvantitativni PCR v redlném case
ke sledovani MRN. Tato technika mtiZe pro
Klinického lékate predstavovat cenny nastroj
pro sledovani dynamiky vyvoje maligni po-
pulace bunék nesoucich konkrétni unikatni
Klonalni znak, a tudiz poskytnout moznost
zhodnoceni 1écebné odpovédi pacienta tam,
kde jiné techniky detekce MRN selhdvaji.
V kombinaci s dal§imi vySetfovacimi meto-
dami je molekuldarni informace ddlezitym
kaminkem v mozaice vySetfovacich moznosti
s potencialni navaznosti na 1é¢bu.

Neni bohuzel mozné tyto unikatni MRN
testy mezilaboratorné standardizovat, jelikoz
se jedna o unikatni abnormality. Pro testovani
funk¢nosti unikatnich MRN testd (specificita,
dynamicky rozsah detekce) jsou aplikovana
identicka pravidla jako pro testovani funk¢-

Obr. 9. Reverzni FISH. Ovéreni specifity disekovanych chromozomovych fragmentd
u pacienta 2. A) Derivovany chromozom 4. B) Derivovany chromozom 11.
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nosti MRN test1 zaloZenych na rekurentnich
genetickych abnormalitach. Proto 1ze s vyso-
kou mirou pravdépodobnosti povazovat vy-
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Ucely detekce MRN u pacientl s AL miize byt vyuziti
c 2 . . . 2 eqs . Relativni kvantifikace deri ého chr 11
prutokové cytometrie limitovano nestabilitou imu- (zlomove misto 11923;4q21)
nologickych profili leukemickych bunék v pribéhu g M - BMde11)
P e s c L, .. . 5
1é¢by. Senzitivita prutokové cytometrie je 107 az 10, )-
v zavislosti na typu leukemie, pouzitém pristrojovém g | .
vybaveni a detek¢nim panelu protilatek (13, 14, 15). 2 3 gese
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w ~0,5 kb Obr. 12. Kvantifika¢ni grafy.
A) Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(4).
B) Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(11).
C) Relativni kvantifikace fuzniho transkriptu MLL-AF4. BM
- kostni dren.
der(4) der(11)
5 w0 Cetnost
Obr. 10. LR-PCR produkty u pacienta 2. A) Derivovany chromozom 4. o 300
B) Derivovany chromozom 11. 22 %0
5§58 misto zlomm
> Q 200
;%—fé 150 j
g 2 10
B3 %0 chromcm)m 4
2 0 ———r— - . e
e@ @° & & @" &S
»PQQ @‘b@ é"& <o‘°°° @QQQ @“& %&@ o\ °'\“"30 s @"& Q,‘beo
Zamapovani &teni na referenci chromozomu 4 —usek dlouhy 5 Mbp
= 300 Cetnost
’% o 250
= £
g‘: 200 misto zlomu
IR
g‘g 100 \
g2 o |
o == chromozom X
B S & & é’
«@@« @:,@@@@@“&Q*& & o°°°°@ @°°&: «°°°°
AN FL S TP
Zamapovani &teni na referenci chromozomu X — usek dlouhy 5 Mbp
Obr. 11. Sekvence LR-PCR produktti A) derivovany chromozom 4;
flze genu AF4 (intron 5) a pseudogenu LOC392539 na
chromozomu X. B) derivovany chromozom 11; flize gent Obr. 13. Zlom na derivovaném chromozomu 4 urceny pomoci
MLL (intron 9) a AF4 (intron 5). softwaru GeneAnalyzer, vyvinutého laboratofi Chambon.
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Stanoveni MRN pomoci kvantitativni PCR v redlném ca-
se dosahuje obvykle senzitivity 10%-10"° (8, 15). VySetfeni
pomoci cytogenetickych metod je diagnosticky i pro-
gnosticky velmi uzite¢né, ale neni dostatecné senzitiv-
ni k detekci zbytkovych leukemickych bunék u pacient
s AL. Zakladni cytogenetické vysetfeni je ovlivnéno
ziskem adekvatniho poctu analyzovatelnych metafazi.
Molekularné cytogenetické vysetfeni pomoci FISH je
sice citlivéjsi, nezavislé na proliferacnim potencidlu
bunék a umozniuje analyzovat vétsi pocet bunék nez je
tomu u klasické cytogenetiky, nicméné, pro ticely sta-
noveni MRN je nesrovnatelné vhodnéjsi a citlivéjsi me-
todika PCR. Prognosticky vyznam detekce MRN pomoci
PCR byl potvrzen mnoha pracemi (15, 16, 17, 18, 19).
V nasi laboratofi slouzi jako cil pro monitorovani MRN
pacientd s akutnimi leukemiemi klonalni prestavby
tézkych fetézclt imunoglobulinu (IGH) a T-bunécného
receptoru (TCR), fazni transkripty a klonalné specifické
mutace prognostickych markerti asociovanych s leuke-
miemi identifikované pomoci konvencni PCR s nasled-
nym sekvenovanim. Fazni transkripty jsou zahrnuty
v unikatnim diagnostickém systému AcutePlexX, diky
kterému jsme schopni detekovat vice nez 100 zna-
mych flznich transkriptd a jejich sestfihovych variant
(tab. 1). Uvedenymi pfistupy identifikujeme cil pro
sledovani MRN pfiblizné u 50 % dospélych pacientil
s AML. Popsany postup identifikace novych klonal-
né specifickych markeri malignich bunék umoznuje
vyuzivat i dosud nepopsané chromozomové aberace
jako specificky cil pro detekci a kvantifikaci MRN na
molekularni drovni.

K dosazeni uvedeného cile byly navrzeny dva postu-
py vychazejici ze stanoveni karyotypu a identifikace
derivovaného chromozomu. Prvnim pfistupem je ma-
povani zlomovych oblasti derivovaného chromozomu
pomoci mFISH, mBAND a hybridizace fluorescencné
znacenych BAC sond. Druhym pfistupem je mikrodi-
sekce derivovaného chromozomu spojena s celogeno-
movym sekvenovanim.

Mapovani chromozomovych zlom lze povazovat za
konvenc¢ni metodu identifikace genomovych abnormalit
nejen u leukemickych pacienti, ale také u pacientd se
solidnimi tumory a jedinct s balancovanymi transloka-
cemi (20, 21, 22). Zakladnim predpokladem je sestaveni
karyotypu a presna identifikace derivovaného chro-
mozomu. Klasicka karyotypova analyza je limitovana
rozliSenim a morfologii chromozomu. Z uvedenych
dfivodd vyuzivame k identifikaci karyotypu pacientl
kromé Klasickych ,,pruhovacich technik navic i tech-
nik molekularni cytogenetiky - mFISH, resp. mBAND,
které umoznuji pfesné a velmi rychle charakterizovat
material aberovanych chromozomti. Uvedené metody
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dosahuji rozliSeni 2-3 Mb, resp. 1-1,5 Mb, zatimco kla-
sicka cytogeneticka analyza poskytuje rozliseni7-10 Mb
(23, 24). Nicméné, i po zavedeni metod molekularni
cytogenetiky do rutinni praxe neni troven rozliSeni
dostacujici k precizni identifikaci zlomovych oblasti
derivovanych chromozomf. Proto je velmi cennym
nastrojem dostupnost genomickych knihoven, napft.
knihovna BAC klonti, kterou mame k dispozici v nasi
laboratofi. Knihovna ¢it4 ~ 25 000 klonti a pokryva cely
lidsky genom. Mame tedy moznost ptipravy kvalitnich
BAC sond takika v neomezeném mnozstvi. Diky DNA
knihovné se mtizeme vyhnout limitujicim podminkam
komercné dodavanych sond, a to nejen casovym - dodani
vybranych sond do 14 dnf, ostatnich az za jeden mésic;
ale také kvalitativnim - komercné dostupné jen dva
fluorofory, kdy v nasi laboratofi dokdZzeme znacit az péti
riznymi fluorofory. Diky multiplexnimu znaceni BAC
klont je moZné v jedné hybridizaci pouZit aZ pét riznych
sond, tim se mapovani zlomi vyrazné urychluje. Pro
ovéfeni specifity BAC sond rehybridizujeme chromo-
zomovy preparat, na kterém byla aplikovana metoda
mFISH, pfip. mBAND, tudiZ neni nutné pouzivat kon-
trolni sondu. Navic diky spole¢né hybridizaci péti BAC
sond je velmi nepravdépodobné, Ze by vSechny sondy
nespecificky hybridizovaly ke stejnému chromozomu.
U pacienta 1 byl BAC klon lezici v misté zlomu rozpoznan
diky slabSimu signalu na derivovaném chromozomu ve
srovnani se zdravym chromozomem (obr. 3), coz bylo
dal potvrzeno mapovanim pomoci techniky NGS (neu-
vedeno). V pripadé mapovani reciproké translokace jsme
pozorovali ,,roz§tépeny* signal na obou translokovanych
chromozomech (neuvedeno). ProtoZze délka sekvence
tohoto BAC (RP11-461G12) neumoziiovala konstrukci
PCR testu, bylo nutné pouzit metodik pro jesSté vyssi
rozliSeni. Toho jsme dosahli pomoci LR-PCR. Ziskané
amplikony jsme fluorescencné oznacili a pouzili jako
sondy. Signaly na metafaznich chromozomech byly
jasné a specifické, ale casto byly pfitomny jen na jednom
z homologickych chromozomi. To mohlo byt zptisobeno
odlisnym stupném kondenzace obou homologt a také
epigenetickymi faktory (25, 26, 27). Pro lepsi reprodukci
signalli sond je proto vhodné aplikovat metodu s vy$sim
rozliSenim, napf. metodu , fiber-FISH“, kterd spociva
v uniformnim a rovnobézném natazeni vliken DNA
pomoci ustupujiciho menisku pfi konstantni rychlosti
300 pm/s, kde priblizné 1 um odpovida oblasti 2 kb.
K takto pfipravenym vlakntm DNA hybridizujeme flu-
orescencné znacené sondy (28, 29, 30). Cilova oblast,
kterou pokryvaji LR-PCR produkty, pfip. BAC sondy, je
vSak velmi mala vzhledem k templatové DNA na mikro-
skopickém skle. V takto pfipraveném preparatu je proto
velmi obtizné hybridizované cile najit (31).
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V nasi studii jsme pouzili pristup separace derivova-
ného chromozomu pomoci mikrodisekce. Tato metodika
se bézné vyuziva k pripravé chromozomové specifickych
knihoven DNA, malovacich sond, a také k identifikaci
marker chromozomi (32, 33). Pfedpokladem pro uspés-
nou disekci je dostatek dobfe rozptylenych chromozo-
mu a jejich rozliSeni na zakladé klasickych barvicich
technik (barveni Giemsou, G-pruhovani) (32), prip.
pouzitim fluorescencnich sond (osobni sdéleni, prof.
Thomas Liehr, Némecko). Laserova mikrodisekce sice
umoznuje rychlou a precizni disekci cilového chromo-
zomu bez kontaminace nebo poskozeni genetického
materidlu, nicméné pro ucely izolace intersticidlnich
casti chromozomu nemusi byt pfili§ vhodna (osobni
sdéleni, Dr. Anya Hunt, MMI, Svycarsko). Proto jsme
v nasi praci zvolili konven¢ni mikrodisekci s pouzitim
sklenéné mikrokapilary ovladané elektronicky fizenym
mikromanipuldtorem. Ve srovnani s laserovou mikrodi-
sekci je konvencni mikrodisekce finan¢né dostupné;jsi
alternativou pro rutinni vyuziti v laboratorni praxi (34).
K izolaci derivovanych chromozomi miZe byt pouzita
i priitokova cytometrie, ale tento pristup je zavisly na
velikosti chromozom1i, a proto nemusi byt vzdy s tispé-
chem vyuzit, navic neumoznuje studium invertovanych
chromozom (20). Podobné jako pii pouZiti laserového
mikrodisektoru, pritokovou cytometrii neni mozné
separovat specifické intersticidlni fragmenty derivova-
nych chromozomt. Potizeni pritokového cytometru
umoznujiciho separaci jednotlivych chromozomd je
velmi nakladnou investici, coz také limituje jeho pouziti
ve standardni laboratofi.

Disekované fragmenty chromozom byly dile am-
plifikovany a sekvenovany na platformé GS Junior
(Roche). Chen et al. ve studii popisuji pouziti celo-
genomového sekvenatoru Illumina 1G (Solexa), ktery
v pribéhu jedné analyzy dokaze ziskat az miliony ¢teni
o prameérné délce ~200 bp (20, 35). Nami pouZity systém
GS Junior sice poskytuje priblizné sto tisic cteni, ale
jejich median je priblizné 400 bp, coz umoznuje pre-
ciznéjs$i mapovani repetitivnich sekvenci, ¢imz stoupa
vyuzitelnost jednotlivych cteni.

Findlnim krokem je poté navrzeni MRN testu pro
kvantitativni PCR v redlném case pro konkrétni misto
zlomu derivovaného chromozomu. V pfipadé pacien-
ta 2 byly navrZeny testy pro chromozomové zlomy na
der(4) a der(11), jejich i¢innost byla ovéfena srovnanim
s jiz zavedenym testem k detekci fizniho transkriptu
MLL-AF4. Ovéteni specificity reakce pro kvantitativni
PCR v redlném case bylo provedeno pomoci smésné
DNA negativnich kontrol. Rozsah senzitivity testu byl
stanoven desitkovym fedénim DNA z obdobi diagnézy
leukemie.

Moznou limitaci popsané metody k identifikaci
novych molekularnich markert (obr. 1B) je nedostup-
nost referenc¢ni sekvence (NCBI, sestava 37.3) v misté
prechodu jednotlivych kontigi nékterych chromo-
zoml, zejména pak v subtelomerickych oblastech
a vrepetitivnich oblastech centromer, nebo molekular-
né komplikované aberace (napf. inzerce pod rozlisenim
molekularné cytogenetickych metod nebo paracent-
rické inverze). Dalsi mozZnou limitaci je stabilita nové
identifikovaného molekularniho markeru v pribéhu
onemocnéni. Z tohoto hlediska pro mikrodisekci volime
takovou chromozomovou aberaci, kterd je, v pfipadé
pritomnosti vice klont v karyotypu pacienta, zastou-
penavkazdém klonu. V ptipadé identifikace komplex-
nich zmén v karyotypu pacienta disekujeme vSechny
vhodné chromozomové aberace (viz der(4) a der(11)
u pacienta 2), ¢imz je zajiSténo monitorovani MRN
pomoci nékolika nezavislych cilti. U kazdého pacienta
miZe byt stabilita markeru (a to i jiZz zavedeného) ovliv-
néna klonalni evoluci. Z tohoto divodu je vzdy nutna
korelace takto ziskanych vysledkd s dal§imi klinickymi,
biochemickymi a hematologickymi parametry, prito-
kovou cytometrii a cytogenetickou analyzou.

Kombinace metod cytogenetiky a molekuldrni bio-
logie nam umoznila prevést cytogeneticky znak (deri-
vovany chromozom) leukemickych bunék pacientli s AL
azna molekularni (DNA sekvence) cil urceny k detekci
a kvantifikaci MRN. Diky zde popsanému pristupu je
mozné pouzit nové nalezenou chromozomovou trans-
lokaci k vytvoreni specifického MRN testu pro kvanti-
tativni PCR v redlném case, a umoznit tak senzitivni
sledovani ispésnosti 16¢by pacientii s AL.

ZAVER

Predlozend prace popisuje zcela unikatni zptisob
identifikace molekularniho markeru pro sledovani
MRN u pacientli s AL. Jedna se o laboratorni pfistup
,»Sity na miru“ nemocnych s AL, ktery napliiuje nasi
predstavu o personalizované mediciné. V optimalnim
pripadé je MRN test v redlném case na podkladé unikat-
niho klonalné specifického znaku leukemické populace
pripraven jiz za 6 tydnti od stanoveni diagndzy, coz je
zcela v souladu s potfebami rutinniho diagnostického
procesu u pacientl s AL, kdy prvni vzorky ke sledovani
MRN dostava laboratof po doznéni indukéni terapie,
coz je priblizné 1 mésic od zachytu onemocnéni.
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Seznam zKkratek a vysvétleni pojmii

AL - akutni leukemie

ALL - akutni lymfoblastova leukemie

AML - akutni myeloidni leukemie

BAC-umély bakteridlni chromozom (Bacterial Artificial
Chromosome) je DNA konstrukt nesouci rozsahlé tiseky
lidské DNA. Fluorescen¢né znacenych BAC konstruktt
je ve velké mife vyuzivano jako hybridiza¢nich sond
v molekularni cytogenetice pro mapovani chromozo-
malnich zloml a definovanych genomickych abnor-
malit

DNA - deoxyribonukleova kyselina

Degenerace primeru - proces, kdy pfi syntéze oligo-
nukleotidu jsou v definovaném misté zafazovany do
vznikajiciho fetézce kombinace bazi. Kompletni dege-
nerace v konkrétnim misté primeru naptiklad znamena
pritomnost vSech ¢tyt bazi A, T, C, G vdaném misté,
v takto vzniklé smési oligonukleotidi

emPCR - emulzni PCR, pfi které dochazi k individual-
nim PCR reakcim v jednotlivych tukovych kapi¢kach,
drobnych nanoreaktorech. Vysledna smés je potom
nanasena na pikotitra¢ni desticku, na které probiha
vlastni proces sekvenovani nové generace

Fiber-FISH - fluorescenc¢ni insitu hybridizace na linea-
rizovanych DNA vldknech

FISH - fluorescencni in situ hybridizace

mFISH - mnohobarevna fluorescenc¢ni in situ hybridi-
zace

Kontig - sada prekryvajicich se DNA fragmentti, které
spolecné reprezentuji konsenzni tsek konkrétniho
chromozomu
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LR-PCR - Long-range PCR; jedna z velmi naro¢nych
PCR aplikaci, kdy jsou za specifickych chemickych pod-
minek amplifikovany dlouhé fragmenty DNA v rozsahu
tisicti az desetitisict para bazi

mBAND - mnohobarevné fluorescencni pruhovani
chromozom

MRN - minimalni rezidualni nemoc

Molecular combing / DNA combing - ,,Cesani“ chro-
mozomi do podoby linearizovanych vldken DNA na
silanizovaném skle

NGS - next generation sequencing; sekvenovani nové
generace, kdy je v pribéhu jedné sekvenacni reakce
sekvenovano statisice i vice DNA vlaken najednou.
Pristroje s nejvétsi kapacitou umoznuji de novo sekve-
novani celych genomu

Nick-translace - metoda (v nasSem piipadé fluorescenc-
niho) znaceni DNA, pfi které jsou do jednoho z fetézcti
DNA enzymem DN-aza I zavedeny zlomy. Zlomy jsou
rozeznavany enzymem DNA Polymeraza I, ktery v prii-
béhu znacici reakce do nové vznikajicitho vlikna DNA
inkorporuje standardni i fluorescen¢né znacené nuk-
leotidy. Vysledkem je DNA fluorescen¢né naznacena
fluoroforem s definovanou vinovou délkou, ktera je
potom pouzivana jako specificka sonda pro FISH

PCR - polymerazova fetézova reakce

Real-Time PCR - PCR v redlném case

RNA - ribonukleova kyselina
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