Od megabazi k bazim, aneb kterak
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MOrm. Fora.,

Uvod

* Akutni leukémie — rozdilna progndza v zavislosti na fadé faktoru

* Sledovani MRN rutinnim molekularné-biologickym screeningem

- chromozomové aberace

- mutace v hematologicky vyznamnych genech

e Jen u 50 % pacientu s akutnimi leukémiemi

AMLI1/ETO jako cil pro monitorovani MRN
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Zadny cil pro monitorovani MRN
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Molekularni cytogenetika

* Bacterial Artificial Chromosome

e Bakteridlni vektor - inzert lidské DNA
(~100 - 300 kb)

* BAC knihovna (25 000 klon() — pokryti
prakticky celého genomu

* mFISH

SacB Promotor

P1 Lytic Replicon

pCYPAC2
18754 bp LoxP

* BAC-FISH

/ P1 Plasmid Replicon
CIl (10141) /




Pacientka K655

Rok narozeni 1943

Vék v dobé vysetreni — 67 let
Vysetrovany material: kostni dren
Dg. AML (C920)



1. krok — rutinni screening + mFISH




2. krok - mBAND
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3. krok — BAC klony

chr5 chr 6

. Jednotlivé fluorescencné

znacené BAC klony

/ ~ Sonda se rozdéli
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RP3-441J1 — FITC (6p24.1)
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Hybridizace BAC sond:
CTC-484P3 (5q15) TexasRed -
RP4-76112 (6p24.2)




Hybridizace BAC sond:
CTC-303L1 (5915) TexasRed -
RP11-1015H3 (5q15)




Hybridizace BAC sond.:
RP3-417M14 (6p24.2) TexasRed —
RP11-461G12 (5q15)




Priprava vlastnich sond pro chromozom 5
long range PCR

DNA sekvence (chr 5)
—> < Long range PCR

— Fluorescencni znaceni a
hybridizace na preparat

chr 5 chr 6
1

> <€ Navrh primert pro amplifikaci zlomu

Esej pro real-time PCR



Chromosome combing & FISH na vlakne DNA

 DNA v roztoku, silanizované kryci sklo
e Tah konstantni rychlosti 300 um/s

* Ireverzibilni zachyceni natazeného vlakna DNA na silanizovaném
krycim skle

* Signaly hybridizovanych sond jsou usporadany za sebou ("beads
on a string,,)

silanized coverslip

| |‘ | “ | stretched DNA molecules

dir-water meniscus

Fiber-FISH

buffered DNA solution

Labit et al. 2008



Relativni exprese AML1/ETO

Finalni vystup

Kvantifikace relativni exprese AML1/ETO
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Shrnuti

* |dentifikace unikatniho klon-specifického
znaku leukemickych blastu — konstrukce
molekularni real-time PCR eseje pro sledovani
MRN

 Personalizovana medicina — ,,Sita na miru”



Dékuji za pozornost



