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Souhrn

Akutni leukémie (AL) pfedstavuji heterogenni skupinu malignich onemocnéni
krvetvorby sriznou prognézou. Diky této riznorodosti AL nelze s jistotou
predikovat odpovéd’ pacienta na 1é¢bu. Proto je velmi dilezité sledovat mnozstvi
zbytkové maligni populace bunék po 1é¢bé, tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN).
K detekci MRN se b&Zné vyuzivaji piestavby tézkého fetézce imunoglobulinu nebo
genil pro T-bunéény receptor, rekurentni cytogenetické abnormality a mutace
V hematologicky vyznamnych genech. Zatimco u naprosté vétSiny dospélych
pacientii s akutni lymfoblastickou leukémii je pomoci rutinniho screeningu
identifikovan cil pro sledovani MRN, u dospé€lych pacienti s akutni myeloidni
leukémii nalézame vhodny cil pouze u poloviny piipadd. Z tohoto divodu je velmi
zadouci identifikovat nové specifické markery leukemickych blasti, které budou
slouzit ke sledovani MRN u pacientl, u nichz nebyla nalezena z4dna ze standardné
vySetfovanych aberaci.

Cilem dizertaéni prace bylo vyvinout novou flexibilni strategii pro mapovani
zloml aberovanych chromozomid na nukleotidovou urovei a navrhnout klonalné
specificky PCR test pro sledovani MRN u pacientt s AL (resp. s akutni myeloidni
leukémii).

Kombinaci  cytogenetickych  (pruhovani  chromozomid, mikrodisekce
chromozomul), molekularné-cytogenetickych (MFISH, mBAND) a molekularné-
biologickych (sekvenovani DNA, long-range PCR, real-time PCR) metod jsme
v karyotypu pacienti s AL identifikovali unikatni chromozomové aberace
a charakterizovali nukleotidové sekvence zlomovych mist téchto aberaci. Finalnim
produktem je molekularni test pro real-time PCR, ktery umoZiuje senzitivné
sledovat MRN.

S pouzitim vyse uvedenych technik jsme zamapovali chromozomové zlomy
u5 pacientid s diagnézou AL. Piiprava testu pro real-time PCR poté umoznila
sledovat a kvantifikovat populaci bun€k nesoucich chromozomovou aberaci
identifikovanou Vv zachytu onemocnéni. Srovnani nové vytvofeného testu se
standardnim testem vyuzivanym V rutinni praxi ukazuje, ze popsanym postupem
nalezené molekularni markery mohou byt vyuzity ke sledovani MRN u pacienti
s AL.

Zde popsany pristup otevird nové moznosti charakterizace unikatnich
chromozomovych zlomt. Predlozenda prace jasné ukazuje, ze mapovani
chromozomovych aberaci az na troven nukleotidii je pro vybrané pacienty s AL
realizovatelné a vhodné pro standardni klinickou praxi.

Klic¢ova slova: Akutni leukémie, chromozomova mikrodisekce, molekularni marker,
minimalni rezidualni nemoc, personalizovand medicina



Summary

Acute leukemias (AL) comprise a heterogeneous group of hematologic
malignancies, and individual patient responses to treatment can be difficult to
predict. Monitoring of minimal residual disease (MRD) is thus very important and
holds great potential for improving treatment strategies. Common MRD targets
include immunoglobulin heavy chain or T-cell receptor gene rearrangements,
recurrent cytogenetic abnormalities and mutations in important hematological genes.
Whereas in the majority of adult acute lymphoblastic leukemia patients a suitable
MRD target can be identified, in adult acute myeloid leukemia patients well-
characterized targets are found in only half of cases. The identification of new
specific molecular markers of leukemic blasts for MRD assessment, particularly in
AML patients, is therefore highly desirable.

Our aim was to develop a flexible strategy for mapping of cytogenetically
identified unique clone-specific abnormalities down to the single nucleotide level
and, based on the sequence, design a specific real-time PCR assay for MRD
assessment in AL patients without any previously described MRD marker.

Using a combination of cytogenetic (chromosome banding, chromosome
microdissection), molecular cytogenetic (mFISH, mBAND) and molecular
biological (next-generation sequencing, long-range PCR, Sanger sequencing, real-
time PCR) techniques we were able to characterize the DNA sequence flanking
unique chromosomal breakpoints. Finally, we designed a specific real-time PCR
assays for sensitive MRD monitoring in AL patients.

With the use of above mentioned techniques, we mapped derivative
chromosomes in 5 AL patients and performed real-time PCR quantification of
unique MRD markers for each patient. A comparison of these newly-designed assays
to a standard assay used in clinical practice shows that our technical approach is
suitable for the identification of novel molecular MRD markers in AL patients.

The described approach opens new vistas in the characterization of unique
chromosomal breakpoints. Our work clearly shows that moving from the
chromosomal level to the nucleotide level is feasible and readily applicable for
eligible AL patients.

Keywords: Acute leukemia, chromosome microdissection, molecular marker,
minimal residual disease, personalized medicine



1 Uvod

Akutni leukémie (AL) patfi do skupiny zhoubnych onemocnéni krvetvorby
vychazejicich z hematopoetické kmenové buiky. Vyznacuji se nekontrolovanou
proliferaci leukemickych blastii v kostni dfeni. Dle pfislusnosti blastti k myeloidni ¢i
lymfoidni linii lze akutni leukémie rozdélit na dvé zakladni skupiny: jedna se
0 akutni myeloidni leukémii (AML), jejiz buiky odpovidaji vyvojovym stadiim
myeloidni hematopoetické fady a akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), jejiz
buiky nesou znaky lymfoidni linie. Podrobnéjsi klasifikace je zaloZzena na hodnoceni
imunofenotypu, cytogenetickych zmén a molekularné biologického profilu blasta.

Diky velké biologické diverzité AL nelze zcela predikovat odpovéd’ pacienta
na lécbu. Proto je nutné vyuzivat laboratornich technik, které pomoci klonalné
specifickych znakli umozni spravné diagnostikovat a stratifikovat pacienty s AL
asoucasné¢ sledovat mnozstvi zbytkové maligni populace bunék po 1écbé, tzv.

minimalni rezidualni nemoc (MRN).

1.1 Akutni myeloidni leukémie (AML)

AML predstavuje heterogenni nadorové onemocnéni krvetvorné tkang, které
postihuje buiiky myeloidni fady a tvoii ptiblizn¢ 80 % leukémii dospélého veku.

K zékladnim diagnostickym analyzam patfi vySetieni krevniho obrazu
s mikroskopicky hodnocenym diferencidlnim krevnim rozpoétem. Obvykle je
pritomna leukocytdza vyjimeéns piesahujici 100 x 10%/1, po&et leukocytii viak miize
byt normalni nebo i snizeny. Definitivni diagnéza AML je zjistitelna cytologickym
vySetfenim kostni diené ziskané sternalni punkci. Aspirovana kostni dfen je pouzita
nejen na klasické cytologické vySetfeni, ale také na dal$i vySetfeni vedouci
K uptesnéni diagnézy a prognézy (cytogenetické, molekularné-biologické
a imunofenotypizacéni vySetieni).

Abnormality karyotypu u de novo zjisténych AML jsou prokazatelné ptiblizné
u 50 - 60 % dospélych pacientd (Mrozek et al. 2004; Gregory et al. 2009; Bacher et
al. 2009) a obvykle jsou reprezentovany chromozomovymi translokacemi (napf.
t(15;17), t(8;21), t(16;16)...), monozomii, resp. deleci chromozomu 5 ¢i 7 a trizomii
chromozomu 8 (Vardimar et al. 2009; Martens et al. 2010). Komplexni zmény
karyotypu (tfi a vice chromozomovych abnormalit) se vyskytuji u 10 - 15 % pfipadd
(Mrézek 2008).



Piiblizn€é u 40 % dospélych pacientd s AML nalézame normalni karyotyp -
46,XX, resp. 46,XY (Gregory et al. 2009; Bacher et al. 2009). U téchto pacientti jsou
Casté mutace v hematologicky vyznamnych genech, které identifikujeme pomoci
analyz zaloZenych na pfimém sekvenovani. Jedna se napf. 0 mutace genu NPM1
(nukleofosmin 1), interni tandemovou duplikaci genu FLT3 (FLT3-ITD), mutace
postihujici gen pro CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) &i parcialni
tandemovou duplikaci genu KMT2A — KMT2A-PTD (Baldus et al. 2007; Gregory et
al. 2009).

Vyse uvedené chromozomové aberace a genové mutace jsou uzite¢né zejména
pro prognostickou stratifikaci pacientti, a také maji vyznam jako markery pro
sledovani MRN.

1.2 Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Podobné jako AML, je i ALL zna¢né heterogenni onemocnéni, které vznika
maligni transformaci kmenové hematopoietické buriky. Jsou-li postizeny progenitory
B-lymfocytarni fady, jedna se o tzv. B-ALL (B-bunétna ALL). ALL vychazejici
z progenitorti T-lymfocytarni fady se nazyva T-ALL (T-bun&éna ALL). V dospélosti
ptedstavuje ALL jen 1 % nadorovych onemocnéni a tvoii pfiblizné 20 % vSech
akutnich leukémii (Bassan et al. 2011).

Zasadni vyznam v diagnostice ALL ma vySetieni prutokovou cytometrii, které
na zakladé exprese povrchovych a cytoplazmatickych antigenti umoznuje Stanovit
diagnézu a typ ALL. Vyznamné je také cytogenetické vySetieni, piip. molekularné-
cytogenetické vySetieni a metody molekularni biologie, které umoznuji sledovat
MRN.

Konvenéni cytogenetické vySetfeni a molekularné-cytogenetické vySetfeni
pomoci FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) odhali az u 70 % pacientt
patologickou chromozomovou aberaci (Mréozek et al. 2004). Nejcast&j$im
a prognosticky nejvyznamngj§im néalezem je tzv. filadelfsky (Ph) chromozom — resp.
derivovany chromozom 22, ktery vznika reciprokou translokaci chromozomi 9
a22—1(9;22)(q34;q11). Vysledkem translokace je fuzni transkript BCR-ABL1, ktery
dava vznik trvale aktivované kinaze (Faderl et al. 2003). Tato aberace je pozorovana
priblizné u 25 % dospélych pacienti s B-ALL a je spojena se Spatnou prognézou
(Moorman et al. 2007).



Kli¢ovou charakteristikou pacientti s ALL je pfitomnost specifické klonalni
pfestavby gend pro tézky fetézec imunoglobulinu nebo T-bun&ény receptor
(IgH/TCR). Tato unikatni sekvence vznikd v prabéhu vyvoje lymfocytu
ptreskupovanim genovych segmentd (tzv. V, D, J segmenty) a je pro kazdého
pacienta specificka (van Dongen a Wolvers-Tettero 1991). Této charakteristiky se
uspé$né vyuzivad k detekci zbytkové populace leukemickych bunék a nasledné
kvantifikaci v ramci sledovani MRN (Briiggemann et al. 2012; Schrappe 2012).

1.3 Minimalni rezidualni nemoc (MRN)

MRN je definovana jako subklinicka Groven nemoci, kdy v prubéhu terapie jiz
maligni buriky nejsou b&Znymi cytologickymi metodami detekovany. Pacient je
v kompletni hematologické remisi, ale v jeho organismu miize byt ptitomno az 10
malignich bun€k. Toto mnozstvi je nadale vysoké, a pravé tyto prezivajici nadorové
buiiky mohou zpusobit relaps onemocnéni.

Principem laboratornich technik, kterymi je mozno detekovat MRN, je
nalezeni vhodného znaku maligni bufiky, ktery ponese cely klon a bude se jim lisit
od zdravych bunék. V soucasné dobé jsou preferovany zejména techniky s vysokou
senzitivitou, ktera by méla dosahovat alespoii 10, a s moznosti kvantifikace
zbytkové nadorové populace bunék. K témto technikam patii predevsim techniky
zalozené na PCR a pritokové cytometrii. Uvedené metody umoziuji velmi citlivé
a specificky monitorovat rezidudlni leukemickou populaci bunék a patii ke ,,zlatému
standardu‘ v rutinni diagnostice AL.

U dospélych pacienti s AML slouzi jako cil ke sledovani MRN pomoci PCR
chromozomové abnormality (resp. fizni transkripty, které z nich vznikaji) a genové
mutace (Kapitola 1.1) (Marcucci et al. 2004; Grimwade et al. 2010). Jako
alternativni cil pro sledovani MRN lze pfipadné vyuzit i zmény exprese nékterych
genu - napt. WT1, EVI1, BAALC... (Cilloni et al. 2009; Weisser et al. 2007; Weber
et al. 2014). K detekci MRN u dospélych pacientll s ALL se nejcast&ji vyuzivaji
klonalni pfestavby genil pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH) a pro T-bunéény
receptor (TCR) nebo fuzni transkripty BCR-ABL1 a KMT2A-AFF1 (Briiggemann et
al. 2012; Schrappe 2012).

Zatimco u naprosté vétSiny dospélych pacientll s ALL molekularni marker pro
sledovani MRN identifikujeme (Bacher et al. 2009), u dospélych pacienti s AML je


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Bu%C5%88ka
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Klon

vhodny marker nalezen pouze u poloviny ptipadd (Kern et al. 2010; Paietta 2012;
Buccisano et al., 2012).

Detekce a kvantifikace MRN je v soudasné dobé klicovym nastrojem ke
zhodnoceni kvality odpovédi pacienta na 1écbu, jelikoz umoziuje predikovat jeji
selhani, pfipadné u pacientl po transplantaci kostni dfené dovoluje v¢as pfedpovédét
blizici se relaps onemocnéni. V pifipadé selhani odpovédi na 1é¢bu se klinik
rozhoduje o vhodné tipravé 1é¢ebného protokolu. V piipadé molekularniho relapsu,
ktery predchazi plnému klinickému relapsu, klinik dokdze vcas terapeuticky
intervenovat a zabranit tak plnému rozvinuti relapsu onemocnéni. Prognosticky
vyznam detekce MRN byl potvrzen mnoha pracemi (Jorgensen a Chen 2011;
Abdelhamid et al. 2012; Buccisano et al., 2012; Hourigan a Karp 2013; Garand et al.
2013).



2 Cile prace

Modernimi molekularné-biologickymi technikami zalozenymi na PCR
identifikujeme vhodny molekularni marker pro sledovani minimalni rezidualni
nemoci pouze u poloviny dospélych pacienti s AML. Z tohoto diivodu je zadouci
navrhnout unikatni pfistup, ktery by umoznil identifikovat markery i u pacientt,
u kterych rutinnim screeningem (detekce faznich transkriptt a genovych mutac)

zadny cil pro sledovani MRN nenalezneme. Cilem této prace bylo:
e Charakterizovat abnormality karyotypu u dospé€lych pacienti s nové
diagnostikovanou akutni leukémii pomoci cytogenetickych a molekularné-

cytogenetickych technik

e Pomoci konven¢ni mikrodisekce izolovat zlomova mista derivovanych

chromozomu

e Mapovat zlomova mista az na uroveil jednotlivych nukleotidii pomoci
sekvenovani nové generace a long-range PCR

e Navrhnout a optimalizovat unikatni pacient-specifické testy zalozené na
real-time PCR pro sledovani MRN

e Zhodnotit vyznam screeningového vySetfeni zaméfeného na identifikaci

markerd pro senzitivni sledovani minimalni rezidualni nemoci
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3 Metodika
3.1 Analyzované vzorky

K navrhu a optimalizaci ptistupu K identifikaci novych molekularnich markert
byla pouzita bunééna linie K562 (American Type Culture Collection, USA).

Po otestovani na bunécné linii byl dale analyzovan vzorek kostni dfené pacienta
s akutni lymfoblastickou leukémii, u kterého byl pomoci screeningu fuznich
transkripti (AcutePlexX CE; Plachy et al. 2011) nalezen cil pro sledovani MRN.
Kvantifikace tohoto cile slouzila jako srovnani s kvantifikacemi nové
identifikovanych cilti pomoci optimalizovaného pfistupu.

Dale byly analyzovany vzorky kostni dfené Sesti pacientll se stanovenou
diagndzou akutni myeloidni leukémie, u kterych nebyl identifikovan vhodny cil pro
sledovani MRN. Kostni dieii byla odebirana v zachytu onemocnéni a déale v pribchu
1é¢by pacienta. Vzorky byly odebirany na zékladé informovaného souhlasu pacienta
a analyzovany v laboratofi synlab genetics s.r.o., Praha.

Primérny vek pacienti pti stanoveni diagndzy AL byl 57 let.

3.2 Pouzité metody

V dizerta¢ni praci byly pouzity nasledujici metody: kultivace buné€k, klasické
pruhovani chromozomut, mnohobarevna fluorescenéni in situ hybridizace (mFISH),
mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci schopnosti (MBAND),
chromozomova mikrodisekce, PCR s degenerovanymi primery (DOP-PCR),
sekvenovani nové generace (NGS; GS Junior), izolace DNA a RNA, long-range
PCR, Sangerovo sekvenovani a real-time PCR.

3.3 Obecny postup

Piistup k identifikaci novych molekularnich markeri pro sledovani MRN
spocival Vv nalezu derivovaného chromozomu v Karyotypu pacienta a V nasledné
mikrodisekci zlomovych oblasti tohoto chromozomu pomoci sklenéné jehly. Takto
izolované chromozomové fragmenty byly dale amplifikovany pomoci DOP-PCR
asekvenovany na platformé¢ NGS. Vznikla ¢teni byla pomoci pocitatového
programu BreakLoc (Plachy, nepublikovano) pfifazena k referenénim sekvencim

konkrétnich chromozomi. Do oblasti posledniho mapovaného &teni byla
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ekvidistantné (pfiblizné po 1,5 kbp) navrhnuta sada primert pro long-range PCR.
Vznikly amplikon byl poté sekvenovan z obou stran standardni Sangerovou metodou
na kapilarnim sekvenatoru. Sekvenacni analyza nasledné identifikovala sekvenci
DNA zlomovych oblasti konkrétni aberace. Na tuto sekvenci byly dale navrzeny
primery asonda pro real-time PCR, ¢imz bylo umoznéno kvantifikovat
chromozomovou aberaci nalezenou v zachytu onemocnéni.

12



4 Vysledky
4.1 Bunééna linie K562

Metodami mFISH a mBAND jsme u bunééné linie K562 identifikovali
hypotriploidni ~ karyotyp s pfitomnosti  derivovaného  chromozomu  —
der(10)t(3;10)(p21;q23). Cast derivovaného chromozomu 10 obsahujici material
chromozomti 3 a 10 byla disekovana. Celkem bylo disekovano 10 zlomovych
fragmentd der(10), které byly amplifikovany pomoci DOP-PCR. Pomoci NGS
sekvenovani bylo ziskano 80 789 &teni, ktera byla pfitazena k referenénim
sekvencim chromozomti 3 a 10. Nasledna long-range PCR vedla k zisku produktu
o velikosti ~ 4,5 kbp. Tento amplikon byl poté sekvenovan z obou stran standardni
Sangerovou metodou a byli identifikovani fizni partnefi, gen CDC25A na
chromozomu 3 (misto zlomu v intronu 2) a GRID1 na chromozomu 10 (misto zlomu
v intronu 4).

4.2 Pacienti s AL

Pro pacienty s AL byl pouzit postup optimalizovany u linie K562. Celkem
jsme analyzovali 7 pacientd (1 pacient s ALL, 6 pacientti s AML).

Pacient 1 byl analyzovan z divodu srovnani standardné pouzivaného cile pro
detekci MRN (fuzni transkript KMT2A-AFF1) a nové identifikovanych cili -
zlomova mista der(4) a der(11).

Zlomové misto a nasledné senzitivni (10-10°) sledovani MRN pomoci
pacient-specifického testu bylo umoznéno u 5 pacientll (pacienti 1-5). U zbylych 2
pacientd (pacienti 6 a 7) nebyla identifikace sekvence DNA chromozomovych zlomi
mozna.

Tabulka shrnuje charakteristiky pacienti a podava piehled o vysledcich
jednotlivych analyz, vcetné specifikace nové identifikovanych markerti pro
sledovani MRN.
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5 Diskuze

Specifické testy k detekci MRN umoziuji precizné monitorovat dynamiku
maligni populace bun&k v pribéhu 1é¢by pacienta a vyhodnotit 1é¢ebnou odpoved’.
Proto ma sledovani MRN v prubéhu 1écby pacientl s AL nesporny klinicky vyznam
(Jorgensen a Chen 2011; Abdelhamid et al. 2012; Buccisano et al., 2012; Hourigan
a Karp 2013; Garand et al. 2013). K detekci MRN se u dospélych pacienti s ALL
nejéastéji vyuzivaji klonalni pfestavby gend pro tézky imunoglobulinovy fetézec
nebo T-bun&ény receptor. Dale miizeme MRN detekovat pomoci fuznich transkripti,
napi. BCR-ABL1 nebo KMT2A-AFF1 (MLL-AF4). U dospélych pacientti s AML
slouzi jako cil pro sledovani MRN rekurentni cytogenetické aberace (resp. fuzni
transkripty, které znich vznikaji — napf. RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA...),
ataké klonalng specifické mutace prognostickych markeri asociovanych
S leukémiemi (napt. NPM1, CEBPA, FLT3-ITD...). Vnasi laboratofi slouzi
k detekci faznich transkripti unikatni diagnosticky systém AcutePlexX CE (Plachy
et al. 2011), diky kterému jsme schopni detekovat vice nez 100 znamych fuznich
transkripti a jejich sestfihovych variant. Mutace genli a genové piestavby
detekujeme pomoci konvenéni PCR s naslednym sekvenovanim vzniklého produktu.
Uvedenymi ptistupy identifikujeme cil pro sledovani MRN pfiblizné u 90 %
dospélych pacientti s ALL a pouze u 50 % dospélych pacientii s AML.

Nezbytnou soucasti vysetfeni pacientli s AL je analyza karyotypu. Umoziuje
urcit, pfip. zpfesnit diagndézu a prognézu nemocnych. Klasické cytogenetické
vySetfeni neni ale dostate¢né senzitivni k detekci zbytkovych leukemickych bunék,
anavic je ovlivnéno ziskem adekvatniho pocétu analyzovatelnych metafazi.
Molekularng-cytogenetické vysetteni pomoci FISH je sice citliv&jsi (10%), nezavislé
na proliferaénim potencialu bunék a umoziuje analyzovat vétsi pocet bunék nez je
tomu u klasické cytogenetiky, nicméné, pro ucely stanoveni MRN neni ani tato
senzitivita dostate¢na. Nedilnou souéasti diagnostického procesu u pacienti s AL je
také imunofenotypizacni analyza exprese CD antigenti na leukemickych blastech.
Vysetfeni pomoci prutokové cytometrie je dilezité nejen pii stanoveni diagnozy, ale
také k monitorovani ucinnosti 1écby a stanoveni prognoézy onemocnéni. Nicméné,
pro ucely senzitivni detekce MRN muize byt vyuzZiti pritokové cytometrie limitovano
jednak nestabilitou imunologickych profilti leukemickych bunék v pribéhu 1écby,
a také nizsi senzitivitou (ve srovnani s PCR technikami), kterd se pohybuje mezi

10% - 10 vzavislosti na typu leukémie, pouZitém pfistrojovém vybaveni
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a detekénim panelu protilatek (Szczepanski 2007; Jorgensen a Chen 2011;
Briiggemann et al. 2012). Z tohoto diivodu je nesrovnatelné vhodnéjsi a citlivéjsi
metodika zaloZena na real-time PCR, ktera obvykle dosahuje senzitivity 10 - 10®
(Hokland et al. 2011; Jorgensen a Chen 2011).

Z uvedenych davodi bylo cilem dizertaéni prace pfipravit flexibilni metodiku
k identifikaci novych klonaln¢ specifickych znakti leukemickych bunék, a to
zejména pro pacienty s AML, ukterych nelze pomoci b&ézného screeningového
panelu analyz v zdchytu onemocnéni (fazni transkripty, genové mutace a piestavby)
nalézt molekularni marker pro senzitivni sledovani MRN pomoci real-time PCR.
Svyuzitim  cytogenetickych, molekularné  cytogenetickych  a molekularné
biologickych technik (pruhovani chromozomti, mFISH a mBAND, mikrodisekce
chromozomtl, sekvenovani nové generace, Sangerovo sekvenovani, long-range PCR,
real-time PCR) jsme pfipravili pacient-specificky test pro real-time PCR, ktery
umoziiuje monitorovat chromozomovou aberaci diagnostikovanou V zachytu

onemocnéni s citlivosti az 1075

Zakladnim pfedpokladem k uspésné identifikaci sekvence DNA
chromozomového zlomu je pfesna charakterizace derivovaného chromozomu.
Klasicka karyotypova analyza je limitovana morfologii chromozomt a zejména
rozlisenim, které dosahuje 7-10 Mbp (Bickmore 2001). Proto se nam osvédcilo
analyzovat karyotyp, resp. derivovany chromozom pacientii nejen pomoci klasickych
pruhovacich technik, ale také pomoci technik molekularni cytogenetiky - mFISH,
mBAND, piip. BAC (Bacterial artificial chromosome) FISH, které poskytuji
rozli§eni 2-3 Mbp, resp. 1-1,5 Mbp, resp. ~ 100 kbp (Mundle a Koska 2006). Diky
témto metoddm mizeme vyloucit chromozomové aberace, které nejsou vhodné
k mikrodisekei. Naptiklad, u n€kterych pacienttl s AL maze dojit k fazi telomerické
oblasti jednoho chromozomu a ,non-telomerické“ oblasti druhého chromozomu.
Takto vznikly derivovany chromozom neni vhodné disekovat, protoZe repetitivni
povaha telomery neumoziiuje finalni navrh testu pro real-time PCR (Jones et al.
2012).

V praci byl pouzit ptistup izolace derivovaného chromozomu pomoci
mikrodisekce. Tato metodika se bézné vyuziva k ptipravé chromozomoveé

specifickych DNA knihoven, malovacich sond, a také k identifikaci marker
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chromozomu (Engelen et al. 1998; Shim et al. 2007). Pfedpokladem pro tspésnou
disekci je pfitomnost dobfe rozestoupenych metafaznich chromozomi a jejich
rozliSeni na zaklad¢ klasickych barvicich technik (barveni Giemsou, G-pruhovani),
ptip. pomoci fluorescen¢nich sond (Engelen et al. 1998; osobni sdéleni - prof.
Thomas Liehr, Universitdtsklinikum Jena, Némecko). Mikrodisekce probiha na
vzorcich nakapanych na kryci skla, ktera maji jiné vlastnosti neZ klasicka podlozni
skla pouzivana pro cytogenetické a molekularné-cytogenetické techniky. Navic jsou
chromozomy ziskané ze vzorkd kostni dfené obvykle v horsi kvalité¢ nez je tomu
nez na podloznich sklech. Z téchto divodii jsme aberované chromozomy vsech
pacientll rozliSovali pomoci fluorescencnich sond, které byly vzdy zvoleny tak,
abychom byli schopni jasn¢ poznat derivovany chromozom. Osvéd¢ilo se ndm
kombinovat komeréni centromerické sondy a ,,MCB“ (multicolor banding) sondy
z knihovny prof. Liehra.

Laserova mikrodisekce sice umoziiuje rychlou a precizni disekci cilového
chromozomu bez kontaminace nebo poskozeni genetického materialu, nicméné pro
ucely izolace intersticialnich ¢asti chromozomu nemusi byt pfili§ vhodna (osobni
sdéleni - Dr. Anya Hunt, MMI, Svycarsko). Proto jsme v nasi praci zvolili konvenéni
mikrodisekci s pouzitim sklenéné jehly ovladané elektronicky fizenym
mikromanipulatorem. Navic, ve srovnani s laserovou mikrodisekei je konvenéni
mikrodisekce finanéné dostupnéj§i pro rutinni vyuziti v laboratorni praxi
(Grossmann et al. 2010). K izolaci derivovanych chromozomi muize byt pouzita
i pritokova cytometrie, ale tento piistup je zavisly na velikosti chromozomi, a proto
nemusi byt vzdy suspéchem vyuzit, navic neumoziiuje studium invertovanych
chromozomt (Chen et al. 2008). Podobné jako pifi pouziti laserového
mikrodisektoru, prutokovou cytometrii neni mozné separovat specifické intersticialni
fragmenty derivovanych chromozomtl. Pofizeni pritokového cytometru vybaveného
tiidicem je velmi nakladnou investici, coz také limituje jeho pouziti ve standardni
laboratofi.

Disekované fragmenty chromozomu byly dale amplifikovany a sekvenovany
na platformé GS Junior (Roche). Chen et al. ve své studii popisuje pouZiti
celogenomového sekvenatoru Illumina 1G (Solexa), ktery v pribchu jedné analyzy
dokaze ziskat az miliony ¢teni o pramérné délce ~ 200 bp (Chen et al. 2008, Chen et

al. 2010). Nami pouzity systém GS Junior sice poskytuje pfiblizné sto tisic ¢teni, ale
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median jejich délky je ~ 400 bp, coz umoziuje preciznéjsi mapovani repetitivnich

sekvenci, ¢imz stoupa vyuzitelnost jednotlivych cteni.

Moznou limitaci zde popsané metody je nedostupnost referenéni sekvence
(verze sestaveni Genome Reference Consortium Human Build 38) v mist& ptechodu
jednotlivych kontigh nekterych chromozomtl, zejména pak v repetitivnich oblastech
centromer a v heterochromatinovych oblastech. To byl pfipad pacienta 6, u které¢ho
jsme identifikovali intersticidlni deleci dlouhého ramene chromozomu 9 -
del(9)(g12922). Misto zlomu v oblasti 9922 bylo domapovéano, ale zlom
V heterochromatinové oblasti 9q12, kterda neni pokryta referen¢nimi sekvencemi,
nebylo mozno pomoci naseho piistupu urcit.

Dal$i moznou limitaci jsou molekularné komplikované aberace, napf.
kryptické inzerce nebo nékteré komplexni pfestavby. Komplexni karyotyp jsme
nalezli u pacienta 7, u které¢ho jsme identifikovali dva derivované chromozomy —
der(2) a der(5). Mikrodisekci jsme izolovali ¢ast derivovaného chromozomu 5 (zlom
mezi chromozomy 5 a 6). Analyzou dat ziskanych sekvenaci disekovanych
fragmentd der(5) byla nalezena c¢teni nejen z chromozomi 5 a 6, ale také
z chromozomu 4. Pravdépodobn¢ tedy doslo ke kryptické inzerci
materialu chromozomu 4 na der(5), ktera neumoznovala uréit zlomové misto

a navrhnout test pro real-time PCR.

Pomoci nové navrzeného pfistupu k identifikaci molekularnich markeri bylo
umoznéno senzitivng (10™*-10"°) monitorovat MRN u pacientti 1-5. U pacientii 1 a 2
byla timto zpGsobem zvySena senzitivita PCR testi k detekci fuzi KMT2A-AFF1
(MLL-AF4), resp. KMT2A-MLLT10 (MLL-AF10). U pacientd 1, 3-5 jsme
identifikovali nové unikatni markery, které umoznily senzitivné sledovat MRN.
Navic jsme upacientti 4 a 5 popsali dva dosud nepublikované
(http://atlasgeneticsoncology.org; stav k lednu 2015) fuzni partnery genu MECOM
(C100rf107 a LOC101928923).
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6 Zavér

Predlozena prace popisuje zcela unikatni zpisob identifikace molekularniho
markeru pro sledovani MRN u pacientt s AL. Jedna se o laboratorni pfistup ,,8ity na
miru“ nemocnych s AL, ktery napliiuje nasi pfedstavu o personalizované mediciné.

Zde popsany piistup kombinuje metody cytogenetiky, molekularni
cytogenetiky a molekularni biologie a umoziuje identifikovat nukleotidovou
sekvenci zlomit derivovanych chromozomid. V ptipadé, Ze u nemocného
nenalezneme vhodny marker pro kvantifikaci MRN, mame k dispozici precizni
postup, ktery umozni dosud nepopsanou chromozomovou aberaci vyuzit k vytvofeni
specifického PCR testu pro sledovani tspésnosti 1é¢by pacienta.

V optimalnim pfipadé je PCR test na podkladé¢ unikatniho klonalné
specifického znaku leukemické populace piipraven jiz za 6 tydni od stanoveni
diagnézy, coZz je zcela vsouladu s potiebami rutinniho diagnostického procesu
U pacientll s AL, kdy prvni vzorky ke sledovani MRN dostava laboratof po doznéni

indukéni terapie, coZ je pfiblizné 1 mésic od zachytu onemocnéni.
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