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Retrospektivni studie

* diagndza myelodysplasticky syndrom (MDS) nebo
akutni myeloidni leukemie (AML)

* komplexni karyotypy

* nebalancované chromosomové aberace

Cil studie

* pfesna analyza komplexnich chromosomovych aberaci
amplifikace/ delece
* urceni zlomovych mist




Problémy

* Malo materidlu pro ¢ipovou analyzu

* Koncentrace a kvalita vstupni DNA

* Vysledna analyza je ovlivnéna

velikosti klonu nadorovych bunék

* vyskytem vice klontu v bunécné populaci
= polyploidii
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[zolace DNA Qiagen

Vychozi materidl pro analyzu
bunky kostni dfené (KD) nebo periferni krve (PK)

e kultivované
e fixované v metanolu a kyseliné octové (pomér 3:1)

* fixace je odstranéna
Komer¢ni kity pro izolaci DNA:
QIAamp DNA mini kit (Qiagen)
GenElute™ Blood Genomic DNA Kit (Sigma)

* celkovy objem 50 pl

vytéZek ~10 - 100 ng/pl




Izolace DNA z fixovanych bunék KD nebo PK
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100 a vice ng/pl

Rozsah koncentrace:
2,9-329,7 ng/pl

OD 260/280: 0,96 - 2,7
OD 260/230: 0,09 - 8,03




Pouzite platformy

* BAC ¢ipy
CytoChip Focus Hematology (BlueGnome)
BlueFuse Multi BlueGnome
vstupni mnozstvi DNA - 400 ng
Celogenomovd amplifikace WGA2 — dobré vysledky

« Oligonukleotidové ¢ipy
HG18 WG CGH Whole Genome Tiling Array (NimbleGen, Roche)

HG18 CHRS FT Chromosome 5 Tiling Array (NimbleGen, Roche)

Software:SignalMap Version 1.9

vstupni mnozstvi DNA - 1000 ng '

Celogenomova amplifikace WGA2 — dobré vysledky I B

i

« SNPs array — i

HumanCytoSNP-12 BeadChips (Illumina)

Karyo Studio Illumina

vstupni mnozstvi DNA - 200 ng '-" 3
Celogenomovd amplifikace zahrnuta v protokolu —




CELOGENOMOVA AMPLIFIKACE

Repli-g Kit Qiagen/ MDA systém

* vhodné pro nepurifikovanou DNA fragmentovanou na <2 kb
* Repli-g DNA polymerasa, vytézek 10 pg DNA

* 120 minut, produkty >10 kb

GE-Healthcare Genomi-Phi/ MDA systém
* GenomiPhi 29 DNA polymeraza,

* 4-7pg DNA z 10 ng purifikované DNA
* 90 minut, produkty >10 kb

Sigma WGA2

* WGA DNA polymeraza, OmniPlex knihovna,
* amplifikace ve 14 cyklech, 210 minut

* z10ng DNA >10pg DNA, produkty 200 - 2000 bp




, o neamplifikovana DNA
Celogenomouvda amplifikace

kultivované buriky kostni dfené/per. krve
fixované v methanolu-kyseliné octové (3:1)

amplifikovand DNA
100 - 200 pl suspenze

- VytéZek ~10 - 100 ng/pl (celkovy objem 50 pl)

2000 b Il mnozstvi a kvalita ziskané DNA Il g
1000 b

= 500 b DNA pouzita pro WGA amplifikaci 100-250 ng
200 b amplifikovand DNA: 150 - 400 ng/pl (50 pl)

kvalitni, ale fragmentovana DNA
>  OD 260/280 mezi 1.8-2.0
OD 260/230 >2.0

Ziskané fragmenty: 200-2000 bazi

GenomePlex®Complete Whole Genome Amplification (IWGA) Kit




Kit WGA2 (Sigma)

* pfiprava celogenové knihovny

(univerzalni primery, PCR)

Princip WGA amplifikace

Genomicka DNA

l fragmentace

* fragmentace + cyklicka amplifikace (14 cykld) = ———

* produkty 200 - 2000 kb

e >10 yg DNA

* 3.5 hodiny

*GenElute™ PCR Clean-Up Kit

2000 b

1000 b

500 b

NK negativni kontrola

M  marker

konverze do PCR-
amplifikovatelnych jednotek

—

OmniPlex knihovna

Vytézek z 250 ng DNA
1. 344.2 pg/ml; 1.93
2. 345.7 pg/ml;1.93
3. 247.1 pg/ml;1.93
4. 282.5pg/ml;1.92
5. 269,8 pg/ml;1.93




Pacientka AML
22x 46,XX rozsahlé chromosomové aberace
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CytoChip Focus Hematology (BlueGnome)




Log2 Ratio Ch1/Ch2

MDS RAEB II.
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Kvalita DNA: 19.7 ng/nl; 1.77
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Dg. anémie, k vylouceni MDS CHROMOZOM5

Kvalita DNA: 47.9 ng/pl; 1.93
po WGA: 282.5ng/pl; 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

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

arr cgh

del(3)(p11.1p26.3), +8,
del(16)(q12q13),del(16)(q21g22.1),del(16)(q23.2q24.3),del(17)(p11.1p13.3),
del(17)(q11.2q12),+21




VYSLEDEK ARRAY CGH - NIMBLEGEN (ROCHE)
Full service

Chromosome 5 Specific Tiling Set: median probe spacing 425 bp

arr cgh del(5)(q12.3933.2)
1.9 Mb nepokryta oblast oligonukleotidy

Segmentation for 19934502537 vs. 19934502_635 (19934502_4000bp)
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Zaver

* diky celogenomové amplifikaci lze i z velmi malého poctu fixovanych
bunék (napt. 500) provest kvalitni vySetfeni pomoci microarray technik

* DNA o koncentraci <10 ng/pl
1ze pouzit pro ¢ipovou analyzu diky WGA

* celkovy vysledek aCGH/SNP array zdsadné ovliviiuje

kvalita tzn. stupen degradace vstupni DNA

* nutnd validace vysledka - FISH, mFISH, mBAND, MLPA, sekvenace
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