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Retrospektivní studie

• diagnóza myelodysplastický syndrom (MDS) nebo 
akutní myeloidní leukemie (AML)

• komplexní karyotypy

• nebalancované chromosomové aberace

Cíl studie

• přesná analýza komplexních chromosomových aberací
amplifikace/delece

• určení zlomových míst



Problémy
• Málo materiálu pro čipovou analýzu

• Koncentrace a kvalita vstupní DNA

• Výsledná analýza je ovlivněna

velikostí klonu nádorových buněk  
výskytem více klonů v buněčné populaci
polyploidií



Izolace DNA                             
Výchozí materiál pro analýzu

buňky kostní dřeně (KD) nebo periferní krve (PK)

• kultivované
• fixované v metanolu a kyselině octové (poměr 3:1)

• fixace je odstraněna

Komerční kity pro izolaci DNA:
QIAamp DNA mini kit (Qiagen) 
GenEluteTM Blood Genomic DNA Kit (Sigma)

• celkový objem 50 μl

Qiagen

výtěžek ~10 – 100 ng/μl



Izolace DNA z fixovaných buněk KD nebo PK

123 vzorků

119 kostní dřeň

4 periferní krev

1     0-10 ng/μl

2   10-20 ng/μl

3    20-50 ng/μl

4 50-100 ng/μl

5 100 a více ng/μl

Rozsah koncentrace: 
2,9 - 329,7 ng/μl
OD 260/280: 0,96 - 2,7
OD 260/230: 0,09 – 8,03

amplifikujeme neamplifikujeme



• BAC čipy
CytoChip Focus Hematology (BlueGnome)
BlueFuse Multi BlueGnome
vstupní množství DNA – 400 ng
Celogenomová amplifikace WGA2 – dobré výsledky

• Oligonukleotidové čipy
HG18 WG CGH Whole Genome Tiling Array (NimbleGen, Roche)
HG18 CHR5 FT Chromosome 5 Tiling Array (NimbleGen, Roche)
Software:SignalMap Version 1.9
vstupní množství DNA – 1000 ng
Celogenomová amplifikace WGA2 – dobré výsledky

• SNPs array
HumanCytoSNP-12 BeadChips (Illumina) 
Karyo Studio Illumina
vstupní množství DNA – 200 ng
Celogenomová amplifikace zahrnuta v protokolu

Použité platformy



CELOGENOMOVÁ AMPLIFIKACE

Repli-g Kit Qiagen/MDA systém
• vhodné pro nepurifikovanou DNA fragmentovanou na <2 kb
• Repli-g DNA polymerasa, výtěžek 10 μg DNA
• 120 minut, produkty >10 kb

GE-Healthcare Genomi-Phi/MDA systém
• GenomiPhi 29 DNA polymeráza, 
• 4-7 μg DNA z 10 ng purifikované DNA
• 90 minut, produkty >10 kb

Sigma WGA2
• WGA DNA polymeráza, OmniPlex knihovna, 
• amplifikace ve 14 cyklech, 210 minut
• z 10 ng DNA > 10μg DNA, produkty 200 – 2000 bp



Celogenomová amplifikace

1000 b
2000 b

500 b
200 b

Získané fragmenty: 200-2000 bazí

kultivované buňky kostní dřeně/per. krve
fixované v methanolu-kyselině octové (3:1)

100 – 200 μl suspenze

výtěžek ~10 – 100 ng/μl (celkový objem 50 μl)

!!! množství a kvalita získané DNA !!!

DNA použita pro WGA amplifikaci 100-250 ng
amplifikovaná DNA: 150 - 400 ng/μl (50 μl)

kvalitní, ale fragmentovaná DNA
OD 260/280 mezi 1.8-2.0
OD 260/230 >2.0

amplifikovaná DNA

neamplifikovaná DNA

GenomePlex®Complete Whole Genome Amplification (WGA) Kit



• příprava celogenové knihovny

(univerzální primery, PCR)

• fragmentace + cyklická amplifikace (14 cyklů)

• produkty 200 - 2000 kb

• >10 μg DNA

• 3.5 hodiny

•GenEluteTM PCR Clean-Up Kit

Kit WGA2 (Sigma)

Výtěžek z 250 ng DNA

1. 344.2 μg/ml; 1.93

2. 345.7 μg/ml;1.93

3. 247.1 μg/ml;1.93

4. 282.5 μg/ml;1.92

5. 269,8 μg/ml;1.93

500 b

1000 b

2000 b

NK negativní kontrola

M   marker

konverze do PCR-
amplifikovatelných jednotek  

fragmentace

Genomická DNA

OmniPlex knihovna 

Princip WGA amplifikace



Pacientka AML
22x 46,XX rozsáhlé chromosomové aberace  
mFISH analýza: 3 klony

amplifikace

delece

CytoChip Focus Hematology (BlueGnome)

Koncentrace DNA: 7,6 ng/μl 1,42/0,91
Po WGA: 180,6 ng/μl 1,95/2,49

SD Autosome/Robust 0.10/0.03

% Included Clones 99.51



Kvalita DNA:       19.7 ng/μl; 1.77

po WGA:       321.6 ng/μl; 1.88/2.31

11,68 Mb

SD Autosome/Robust 0.15/0.06

% Included Clones 99.45
Genomová DNA

CytoChip Focus Hematology (BlueGnome)

add(13)(q33.1qter)

MDS RAEB II. 



Dg. anémie, k vyloučení MDS

Kvalita DNA:  47.9 ng/μl; 1.93
po WGA:          282.5 ng/μl; 1.92/2.27

cytogenetika
37-44,XY,der(3)t(3;4)(?;?),-4,-5,-7,+8,der(10)ins(10;4)(q21;?),der(16)t(16;17)(q12;?),
-17,+21 cp

X Y

VÝSLEDEK ARRAY CGH – NIMBLEGEN (ROCHE) - full service
CGH Whole Genome Tiling Array 385K 
385 000 oligonukleotidů – median probe spacing 6,270 bp

arr cgh
del(3)(p11.1p26.3),del(4)(q35.1),del(5)(p14p15.3),del(5)(q11.1q35.3), -7, +8,
del(16)(q12q13),del(16)(q21q22.1),del(16)(q23.2q24.3),del(17)(p11.1p13.3),
del(17)(q11.2q12),+21

CHROMOZOM 5



VÝSLEDEK ARRAY CGH - NIMBLEGEN (ROCHE) 
Full service

Chromosome 5 Specific Tiling Set: median probe spacing 425 bp

arr cgh del(5)(q12.3q33.2)
1.9 Mb nepokrytá oblast oligonukleotidy



Závěr
•
• díky celogenomové amplifikaci lze i z velmi malého počtu fixovaných 

buněk (např. 500) provést kvalitní vyšetření pomocí microarray technik

• DNA o koncentraci < 10 ng/μl
lze použít pro čipovou analýzu díky WGA

• celkový výsledek aCGH/SNP array zásadně ovlivňuje

kvalita tzn. stupeň degradace vstupní DNA

• nutná validace výsledků – FISH, mFISH, mBAND, MLPA, sekvenace
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