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Abstrakt

Technologie sekvenovani nové generace vyrazné urychlily oblasti genomického
vyzkumu. Jejich vyuziti v analyze RNA transkriptd piekondvé a nahrazuje analyzu
riznymi microarray platformami.

Akutni lymfoblastickd leukemie je nejcastéji se vyskytujici maligni onemocnéni déti.
Celkové procento pieziti u déti dosahuje az 90 %. Stanoveni profili genové exprese
umoznuje stanovit molekularné-genetické vlastnosti onemocnéni a navrhnout cilenou
terapii.

V experimentalni ¢asti byly metodou DNA microarray identifikovany rizné splicingové
varianty geni PTPN14 a IGF2BP3 mezi pacienty vykazujicimi dobrou a $patnou

odpovéd’ na prednisolon.
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Abstract

Next generation sequencing technology has significantly accelerated the field of
genomic research. RNA sequencing is going to repeal and replace a different microarray
platforms.

Acute lymphoblastic leukemia is the most common childhood malignant disease. The
overall survival rate in children is up to 90 %. Gene expression profiles can determine
molecular-genetic characteristics of the disease and propose targeted therapy.

In the experimental different splicing variations of PTPN14 and IGF2BP3 genes
between patiens who had good and poor response to prednisolone were identified using
DNA microarray profiling.
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1. Uvod

Akutni lymfoblastickd leukemie je nejcastéji se vyskytujici maligni onemocnéni
détského veéku, nejcasteji pak postihuje déti mezi 2. a 5. rokem Zzivota. V soucasné dobé
je diagnostika ALL zaloZena na morfologickych, genetickych a imunofenotypickych
znacich, které umoznuji odliSit normalni hematopoetické buinky od bun¢k nadorovych.
Celkové pieziti u détské akutni lymfoblastické leukemie dosahuje az 90 % (Inaba et al.,
2013). U dospélych pacientt dosahuje celkového vyléceni 40-50 % piipadi (Gokbuget
et al., 2012). Dosazeni lepsich vysledkid 1é¢by souvisi s rozdélenim pacienti do
rizikovych skupin na zakladé prognostickych faktord zahrnujici v&k, pocet bilych
krvinek, odpovéd’ na 1écbu, postizeni centrdlni nervové soustavy a vyskyt genetickych
abnormalit a s naslednym rozdélenim do 1é¢ebnych skupin dle stanoveného rizika.
Nicméné riziko relapsu je znacné, vyskytuje se piiblizné u 20-25 % pacienti (Yeo,
2015).

Masivné paralelni sekvenovani (MPS) piedstavuje revoluci v genomovém vyzkumu.
Nejenze urychlilo n€které oblasti genomického vyzkumu, ale umoziiuje experimenty,
které diive nebyly technicky nebo cenové proveditelné. Technologie se vyznacuji
spoleénym znakem ato masivné paralelnim sekvenovanim az tisich molekul DNA
souCasn¢. Nabizeji také nové arychlé zpiisoby charakterizace celého genomu,
profilovani mRNA, malych RNA, regionl transkrip¢nich faktord, struktury chromatinu
a vzori DNA metylace (Ansorge, 2009).

Sekvenovani nové generace umoznuje charakterizaci rakoviny na genomovych,
transkriptomovych a epigenetickych urovnich. Identifikace znakii podilejicich se na
rozvoji akutni lymfoblastické leukemie se vyuziva ke stanoveni prognoézy a cilenéjsi
terapie. Ke stanoveni genovych profild leukemickych blasti se rovnéz vyuziva

technologie DNA microarray (Szczepanek et al., 2011).



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1. Leukemie
Leukemie, zastarale nazyvéana jako hemoblastéza, je krevni nadorové onemocnéni.
Tvoii 30 % zhoubnych nadorti u déti a predstavuje nejcastéjsi nadorové onemocnéni
détského veéku (1-15 let) (www.linkos.cz). Onemocnéni je zapii¢inéné genetickymi
zménami V hematopoetick¢é kmenové buiice, piipadné liniovych progenitorech.
Genetické zmény znemozni normalni diferenciaci bunék, znemozni odstranéni
mutované bunky apoptézou a podpoii proces proliferace a sebeobnovy. Dle klinického
prubéhu se leukemie klasifikuje na akutni a chronickou. Dale muZeme leukemii délit na
myeloidni a lymfoidni podle toho, jakou vyvojovou linii hematopoetickych bunék

postihuje.

2.2. Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblastickd leukemie (ALL) je hematologickd malignita vyskytujici se ve
vSech vékovych skupinach, avSak nejcastéji u déti do 15 let. Ve skupiné déti do 15 let
stoupa incidence o 0,8 % za rok a to nejvic ve skupin€ od 2 do 5 let (Mihal, 2011).

ALL pafi mezi velmi heterogenni onemocnéni. Podle charakteristickych genetickych
zmén rozdélujeme ALL na nékolik genetickych podtypu, které se liSi svou progndézou
a také druhem 1é¢by (Teuffel et al., 2004). Celkové procento pieziti u déti se blizi 90 %
(Salek, 2012).

2.2.1. Klasifikace
Existuje nekolik klasifikaci ALL. FAB (French-American-British) klasifikace patii
k zdkladnimu d¢leni, které rozliSuje jednotlivé skupiny na zakladé morfologickych
znakd a fadi je do téchto tii skupin:

1. L1- malé naddorové buiiky, uniformni populace

2. L2- malé i velké nadorové bunky, heterogenni populace

3. L3- velké nadorové bunky s basofilni cytoplazmou a vakuolizaci (Papajik et al.,

2005).

FAB rozdeleni se v dnesni dobé povazuje za zastaral¢ a prakticky se uz nevyuziva.
Ke stanoveni 1écby a nasledné prognézy se pouziva zakladni rozdéleni dle WHO, ktera

klasifikuje ALL na dvé skupiny:



1. B-lymfatické leukemie/lymfomy jsou castéj$i a nesou znaky prekurzort
B-lymfocyti
2. T-lymfatické leukemie/lymfomy jsou méné Casté a nesou znaky prekurzori
T-lymfocyti (Salek, 2012).
Z téchto dvou zakladnich skupin vychdzi i1 dalsi déleni podle evropské skupiny pro
imunologickou klasifikaci leukémii (EGIL). Zakladem je urcity imunofenotyp skupin,
ktery se rozliSuje pfitomnosti tzv. CD (z anglického ,.cluster of differentiation®)
antigent na povrchu bunék. Stanovenim vice znaku, 1ze 1épe zvolit individualni 1é¢bu

daného pacienta (Stary, 2010).

2.2.2. Klinické priznaky nemoci
Klinické ptiznaky se mezi jednotlivymi vékovymi skupinami neli$i. Objevuje se
maligni bujeni nadorovych bunck, tzv. blastli, a potlaCeni normalni hematopoézy.
Hyperleukocytéza (vyrazné vysoky pocet leukocytll) neni vzdy zjiSténa pii diagndze
z periferni  krve. Dtusledek potlaceni hematopoézy se projevuje jako anémie,
trombocytopenie a neutropenie, kterd se vyznaCuje zvySenou nachylnosti k infekcim
s febrilnim pribehem. Pievazuji infekce respira¢niho a urogenitalniho traktu a kize.
Anémie se vyskytuje az u 85 % pacientli a velmi ¢asto se projevuje zvySenou unavou
a bledosti. Trombocytopenii doprovazi casté krvacivé kozni a slizniéni projevy.
Infiltrace lymfoblasti do extrameduldrnich organii (slezina, jatra, ktze, lymfatické
uzliny, varlata) zpisobuji zvétSeni anasledné poruchy funkce téchto organd.
Lymfadenopatie miize zpisobit az obstrukci dychacich a utlak velkych cév. Dale se az
u 65 % pacientii objevuji bolesti kloubdi. U nékterych nemocnych se prokdze v Case
diagnézy leukemicka infiltrace centralni nervové soustavy (CNS). Projevuje se
neurologickymi symptomy, jako je bolest hlavy, zvraceni, nauzea, zména chovéani nebo

paréza hlavovych nervii (Mihal, 2011).
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Obr. 1. Vzorek kostni dien¢ s leukemickymi lymfoblasty klasifikovany dle FAB do
skupiny L3 obarven Giemsovym barvivem (Tsao et al., 2003)

2.2.3. Incidence

ALL pravdépodobné vznikéd jako abnormalni odpovéd’ organizmu nachylného jedince
na virovou infekci. Podle Knudsonovy teorie dvojiho zasahu doprovazi rozvoj nadoru
dvé nevyhnutelné genetické udalosti, prenatalni — in utero a postnatalni — v dusledku
virové infekce. U détské ALL postihuje prvni genetickd udalost predevSim zralejsi
lymfatické progenitorové buriky, zatimco u ALL dospélych dochazi k prvni genetické
udalosti v multipotentnich kmenovych buiikdch. ALL se u dospélych vyznacuje vyssim
poctem leukocytl, zvysenou incidenci T-fenotypu (20-25 % u dospélé vs. 15 % détské
ALL), Philadelphskym chromozomem (20-25 % u dospélé vs. 3-5 % détské ALL)
a také snizenym vyskytem hyperdiploidie (5 % u dosp€lé vs. 25 % u détské ALL).

Na rozvoji nemoci se podili fada faktord vnéjsiho i vnitiniho prostiedi. S ALL se spojuji
nékteré vrozené genetické choroby a to napt. Downilv syndrom, Wiskottiv-Aldrichiiv
syndrom, Bloomtv syndrom, ataxia teleangiektazia nebo Fanconiho syndrom. Faktory
vnéjsiho prostiedi ovliviiujici vznik onemocnéni jsou piedevsim ionizujici a neionizujici
zéateni. lonizujici zéfeni zahrnuje o, P, y a neutronové zafeni. Z neionizujiciho zatreni
plisobi negativné na Cloveka slozky elektromagnetického zateni a to hlavné ultrafialové
zafeni. K chemickym latkdm majici karcinogenni Uc¢inek patii benzen, pesticidy,
formaldehyd a dalsi. Mezi biologické faktory se fadi nékteré viry, jako je herpesvirus
Epsteina-Barrové, retroviry HTLV1 a HIV (Mihal, 2011).
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Obr. 2. ALL preziti muzi podle véku a doby pieziti v USA v letech 1988-2007

(www.medinfographics.com)
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Obr. 3. ALL pfeziti Zen podle véku a doby preziti v USA v letech 1988-2007
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2.2.4. Diagnosticky a prognosticky vyznamné geny
Na vyvoji ALL se znacné podili chromozomové zmény vcetné translokaci, které
zpusobuji fuzi genli, ale také hyperdiploidie citajici vice nez 50 chromozomi.
Chromozomalni numerické nebo strukturni zmény se vyskytuji u vice nez 90 % déti
s ALL. Nejcastéjsi chromozomalni aberace je u déti translokace t(12;21). Tento fzni
gen TEL/AMLI patii K prognosticky vyznamnym. Aberace vyskytujici se u 20-25 %
déti se spojuje s priznivou prognézou (Stiller et al., 2004). Pfevazné u dosp€lych s ALL
je casto detekovan Philadelphsky chromozom, ktery vznika translokaci t(9;22). Jejim
vysledkem je fuzni gen BCR/ABL. Pacienti s fiznim genem BCR/ABL se tadi do
skupiny vysokého rizika a podstupuji 1é¢bu chemoterapii. Prestavbou dlouhého
raménka chromozomu 11 vznikd fazni gen MLL/AF4, ktery se velmi Casto vyskytuje

U kojenctl. Jeho ptitomnost predpovida velmi Spatnou prognézu (Okamoto et al., 2010).

2.2.5. Diagnostika
Diagnostika ALL se opird piedev§im ozmény v krevnim obraze a kostni dieni,
0 genetické, cytogenetické, imunocytometrické a molekularné-genetické vysetfeni. Dale
mohou byt pfitomné rizné biochemické zmény vyplyvajici z postizeni tkani a organii
infiltraci nddorovych bunék. Diagnéza ALL v détském véku ve vétsSing piipadd nebyva
obtizna. Vyjimkou ale mohou byt tzv. ,doutnajici leukemie* nebo diagnostika
Vv preleukemickém stavu, kdy se mize vyskytovat fada nespecifickych ptiznakl. Dnes
maji své nezastupitelné misto ve stanoveni cytogenetickych abnormalit molekularné-
biologické metody. Nejvyznamngjsim prognostickym znakem je vSak stale vc€asna

a presna diagn6za (Mihal et al., 2005).

2.2.6. Lécba
V soucasné¢ dobé je lécba ALL vyhradné protokoldrni. Rozdily v 1éCebném postupu
castecné zaleZi na rozdilnych vlastnostech v jednotlivych podskupinach. Podle stupné
rizika jsou pacienti fazeni do skupiny s nizkym, stfednim nebo vysokym rizikem.
Vysoce rizikové podskupiny ALL se ve zvySené frekvenci vyskytuji v dospé€lé populaci.
Vysledky 1écby jsou statisticky méné ptiznivé nez u ALL déti a s kratsi dobou preziti az
0 30 %. U déti je prognosticky piiznivym faktorem vék 1 az 6 let, pocet leukocytli pod
20 000/ul pti zahajeni 1écby, dobra odpovéd na piedfazni terapii prednisolonem
a neptitomnost nddorové infiltrace v centralnim nervovém systému (CNS). Naopak

Spatné progndza se da predpokladat u pacientii kojeneckého veéku a déti starSich 10 let,
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pfi poctu leukocytd nad 50 000/ul, Spatné odpovédi na fazi s prednisolonem
a leukemickou infiltraci CNS (Mihal, 2011).

Zakladni prubéh je ve vSech protokolech stejny. Hlavni soucasti 1écby je chemoterapie.
Lécba zacind indukéni chemoterapii, pokracuje nckolika cykly konsolida¢ni
chemoterapie aje ukoncena udrzovaci lécbou, kterd trva az nékolik let. V 1éCbé se
uplatiiuji kombinace cytostatik béznych pro lymfoidni malignity: alkylaéni latky
(cyklofosfamid), antracykliny (doxorubicin), alkaloidy (vinkristin), purinové analogy
(cytarabin) a kortikosteroidy (prednisolon, dexametazon). Kortikoidy jsou dulezitou
soucasti lécby ALL. Podavaji se v prefazi za ucelem cytoredukce. Pro prevenci
leukemické infiltrace do CNS se intratekalné aplikuje napf. metotrexat nebo cytarabin
a pacienti podstupuji radioterapii. U pacientti s vysokym rizikem se voli alogenni
transplantace krvetvornych bunck. ZlepSeni 1écby umoznuje detekce minimalni
rezidudlni choroby (MRD), jejiz hladina se sleduje u pacientli po ukonceni indukéni

16&by (Stary, 2010; Doubek et al., 2012).

2.2.7. Prognoza
Na celkové preziti ma znacny vliv vék pacientll, kdy u déti preziva az 90 % pacientd,
zatimco u dospélych pacientl se celkové pieziti pohybuje pod 50 % (Salek, 2012).
Relaps ALL postihne témét polovinu pacientl. Jejich progndza je velmi Spatna, pétileté
preziti je niz8i nez 10 % (Fielding et al., 2007). Zna¢né riziko piedstavuje vznik
sekundarnich malignit po ukonceni 1é¢by ALL. Riziko jejich vzniku trvale stoupa
s odstupem chemoterapie. Nejcastéji se vyskytuji sekundarni malignity CNS (Kepak,
2009). Obecné vsak plati, ze ALL dnes patii i pfes vysoce toxickou 1écbu s velkym

mnozstvim nezadoucich u¢inki K dobie 1é¢itelné a asto vylécitelné nemoci.
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2.3. Sekvenovani

2.3.1. Historie sekvenovani
Na poc¢atku sedmdesatych let 20. stoleti bylo uréeni poradi nukleotidi obtizné. Obvykle
se provadélo nepiimo sekvenovanim RNA nebo proteint. Prvni sekvenovani provedl
roku 1970 Ray Wu. Jednalo se o sekvenci 12 bp okrajovych oblasti faga A a jeji
osekvenovani trvalo tfi roky.
Vyznamny prilom v sekvenovani znamenal rok 1977, kdy byly publikovany hned dvé
sekvena¢ni metody ato Sangerova a Maxam-Gilbertova. Obé metody umoznovaly
Z pocatku precist 100 bazi DNA v jednom béhu. Jejich postupnym zdokonalovanim se
dosahlo precteni az 1000 bazi. Pro svou jednoduchost a spolehlivost byla v laboratotich
bézn¢ pouzivana Sangerova metoda. Pomoci tohoto postupu byl roku 1995
osekvenovan prvni kompletni genom bakterie Haemophilus influenzae (Fleischmann et
al., 1995). Sangerova metoda se stala také zakladem pro sekvenovani lidského genomu
(Lander et al., 2001).
Jelikoz je Sangerova metoda Casové i finanéné nakladna, byla snaha objevit metody
levnéjsi, jednodu$si arychlejsi. Na pocatku 21. stoleti se proto zacaly vyvijet
technologie sekvenovani nové generace. Jejich zdkladnim znakem je masivné paralelni

sekvenovani az tisici molekul DNA soucasné.

2.3.2. Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani

Maxam-Gilbertova metoda je zaloZena na chemické modifikaci DNA a nasledném
Stépeni specifickych dNTPs. Kratké sekvence DNA at’ uz jednotetézcové Ci
dvoufetézcové jsou na 5" nebo 3 konci oznaceny radioaktivnim fosforem 32p_ Znagené
fragmenty DNA se v klasickém piipadé rozdé€li na pét ¢asti a kazda z nich je vystavena
pusobeni chemikalie, kterd modifikuje urcity typ baze. Mezi chemikalie, které navozuji
modifikace bazi, patii dimethylsulfat (modifikuje guanin), hydrazin (modifikuje cytosin
a thymin), hydrazin za pfitomnosti NaCl (modifikuje cytosin), hydroxid sodny
(modifikuje adenosin a cytosin) a piperidin (modifikuje adenosin a guanin). Podminky
reakce se nastavi tak, aby byla poskozena jen jedna béaze v fetézci. DNA je nasledné
vystavena pii vysoké teplot€¢ ptlisobeni piperidinu, coz vede k rozstépeni DNA
v modifikovanych mistech.

Fragmenty DNA z jednotlivych reakci jsou rozdéleny elektroforézou v denaturujicim
polyakrylamidovém gelu. Po ukonceni elektroforézy je gel vystaven piisobeni y-zéfeni,

¢imz jsou detekovany fragmenty DNA, které byly na zac¢atku oznaceny radioaktivnim
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2p_ podle pozice jednotlivych pruhli se stanovi sekvence DNA (Maxam et Giltert,
1977).
Metoda ma tadu nevyhod, jako je pouziti radioaktivniho znaceni, ovlivnéni reaktivity

chemickych ¢inidel riznymi necistotami nebo nejednoznacnost zjisténych dat.

2.3.3. Sangerova metoda sekvenovani
Sangerova metoda, oznaCovana taky jako enzymovad nebo dideoxy metoda, byla
vyvinuta z techniky sekvencovani +/-, u které bylo poprvé vyuzito prodlouzeni primeru
DNA-polymerazou a jeji specifické zakonceni. Metoda je zalozena na procesu replikace
DNA.
Experiment zalina pfipravou tzv. DNA knihovny, kdy je nami studovanda DNA
roz§tépena na krat$i Gseky aty jsou klonovany do vektorti. Amplifikace vektort pak
probiha in vivo v bakterialnich buiikach. Z nich jsou nasledné extrahovany plazmidy
nesouci klonované fragmenty.
Sekvenace probiha ve ¢tyfech oddélenych zkumavkach, do kterych je ptfidana reakcni
sm&s obsahujici radioaktivng znatené primery ([a->’P]JdATP), templat DNA, DNA-
polymerdzu, dNTPs a jejich analogy ddNTPs. Do kazdé reakce je ptidan jeden druh
ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP) vnizké koncentraci (pomér
ddNTP:dNTP vétsinou odpovida 1:100), aby mohla probihat 1 klasickd syntéza DNA.
Po inkorporaci ddNTP do rostouciho fetézce je ukoncena jeho elongace, jelikoz dANTP
neobsahuji 3’-OH skupinu a nemuze se tak pfipojit dalsi nukleotid. Vysledkem reakce
jsou fragmenty DNA o rtzné délce zacinajici radioaktivné znaenym primerem
a koncici danym ddNTP. Fragmenty jsou nésledné denaturovany a rozdéleny podle
velikosti elektroforézou na polyakrylamidovém gelu, kde ma kazda reakéni smés svou
drédhu. Po ozareni lze z prouzkii na gelu odvodit sekvenci DNA (Sanger et al., 1977).
Reakce muze taky probihat pouze v jedné zkumavce a to v pripadé, kdy jsou jednotlivé
ddNTPs znaceny riznymi fluorescenénimi barvivy (Prober et al., 1987). Nové metody
oproti této nevyzaduji klonovani DNA do bakteridlnich vektorii, pfi némz dochazi
k disproporcialnimu zastoupeni DNA fragmentd v DNA knihovné. Prakticky jde

V jedné reakci urcit sekvenci templatového vlakna o délce 400-800 bp.
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Obr. ¢. 4: Postup Sangerovy metody. Do kazdé ze ¢tyt zkumavek je ptidana templatova
DNA, DNA-polymeraza, radioaktivné znaceny primer, dNTPS a jeden typ ddNTP, ktery
ukon¢i syntézu DNA. Po sefazeni fragmentli na gelu, lze odecist sekvenci templatu

(www.zo.utexas.edu; pievzato a upraveno)

2.3.4. Technologie nové generace

Termin MPS (massive parallel sequencing) oznacuje technologie sekvenovani, které se
vyznacuji vysokou automatizaci. Platformy MPS sdileji spolecny technologicky znak
ato masivné paralelni sekvenovani klonalné amplifikovanych nebo jednotlivych
molekul DNA. Technologie vyrazné urychlily n€které oblasti genomického vyzkumu
aumoziuji experimenty, které¢ difive nebyly technicky proveditelné nebo cenové
dostupné (Voelkerding et al., 2009).

Metody MPS mizeme rozdélit podle dvou zakladnich kritérii. Podle vstupniho
materialu na genomové, RNA a amplikonové sekvenovani. Dale je mizeme rozdé€lit na
metody, které jsou zalozeny na PCR reakci. Mezi né miizeme zatadit platformy Roche

454 Genome Sequencer (Roche Diagnostics Corp., Branford, CT, USA), HiSeq 2000
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(Illumina Inc., San Diego, CA, USA), AB SOLiD™ System (Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA, USA) a lon Personal Genome Machine (Life Technologies, South San
Francisco, CA, USA). Dalsi skupinu tvoii tzv. ‘single-molecule’ sekvenacni (SMS)
technologie, do které patii systémy HeliScope (Helicos BioSciences Corp., Cambridge,
MA, USA) a PacBio RS SMRT system (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA).
Tato druhd skupina nezahrnuje pied samotnym sekvenovanim krok amplifikace

(Shokralla et al., 2012).

2.3.4.1. Pyrosekvenovani- metoda 454/Roche
Pyrosekvenovani patii mezi prvni sekvenacni metody nové generace. Jiz v roce 1987
popsali  P.Nyrén et al. enzymatickou metodu, ktera detekuje aktivitu
DNA-polymerazy. Vroce 2000 byla zaloZena spolecnost 454 Life Sciences.
Tato firma vyvinula prvni komeréné dostupnou platformu MPS. V kvétnu roku 2005
uzaviela spole¢nost dohodu s Roche Diagnostics, ktera méla zajistit distribuci
sekvenacnich pfistroji a Cinidel (Jarvie, 2005). Ve stejném roce uvedla firma Roche na
trh prvni zafizeni pro masivni paralelni sekvenovani Genome Sequencer System (GS
System). Pfistroj byl béhem né&kolika let nahrazen vykonnéjSim zatizenim Genome
Sequencer FLX+ System (GS FLX+ System) a nasledné se na trhu v roce 2010 objevil
sekvendtor Genome Sequencer Junior System (GS Junior System). V soucasnosti je
béhem jednoho béhu piecteno az 1 milion sekvenci (Www.454.com).
Technologie 454 zahrnuje tfi hlavni kroky: pfipravu ,.knihovny* jednofetézcové DNA
(sstDNA), PCR amplifikace vemulzi (emPCR) asamotné sekvenovani
(pyrosekvenovani).
Vzorek genomové DNA, produkti PCR, cDNA nebo kratkych RNA je na zacatku
roz§tépen na kratké fragmenty o délce 300-800 bp. St&peni probéhne pomoci vysoce
stlaten¢ho dusiku tzv. nebulizaci. Na 3" a 5'-konce jsou naligovany adaptory A a B.
Fragmenty jsou ndsledn€ zachyceny na kulicky pokryté streptavidinem. Zachyceni
umoziuje adaptor B obsahujici biotinovou znacku. Vyselektuji se tak fragmenty, které
obsahuji na jednom konci A ana druhém konci B adaptor, zbytek vzorku je odmyt.
V ptipadé, kdy je vstupni vzorek dvouretézcovd DNA, probehne krok denaturace. Pfi ni
je nebiotinylovany fetézec uvolnén a je pouzit jako jednotetézcova templatova DNA.
Timto zpiisobem je piipravena tzv. sstDNA knihovna (Torres et al., 2008).
Amplifikace probihd pomoci emulzni PCR. Knihovna sstDNA je navazédna na

agarozovych kulickach o velikosti 28 um. Fragmenty jsou pfipojovany ke kulickam za
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takovych podminek, aby se na jednu kulicku navazal jeden fragment. Ke kulickdm jsou
pridany reagencie pro PCR a olej. Nasledné je vytvorena emulze, kdy je kazda kulicka
s DNA zachycena Vv kapce reakéniho roztoku obklopeného olejem. Kazda kapka tvofi
tzv. mikroreaktor. Prob&hne paralelni amplifikace DNA, jejimz vysledkem je ptiblizné
10’ kopii templatu na kulicku. Po ukonceni PCR reakce dojde k rozbiti mikroreaktora
pomoci detergentu (Margulies et al., 2005).

Masivn¢ paralelni sekvenovani probiha na pikotitraéni destice tvorené optickymi
vladkny. Jamky jsou konstruovany tak, aby se do jedné jamky o primeéru 44 um vesla
prave jedna kulicka. Pfesto se v 2-5% jamek nachéazi dvé a vice kuli¢ek. Pikotitraéni
desticka je zaplnéna pouze z 35 %. Predchézi se tak optickym a chemickym interakcim
mezi jamkami. K vytvofeni jednotlivych sekvenacnich reaktortt jsou do jamek
pfidavany smési mensich kuli¢ek obsahujici nadbytek DNA-polymerazy, ATP
sulfuryldzy a luciferazy. Na jednovldknovou DNA se nahybridizuje primer. Desticka je
pak postupné promyvana jednotlivymi druhy nukleotidii (adenin, guanin, cytosin nebo
thymin). V piipad¢ inkorporace specifické baze je uvolnén pyrofosfat, ktery je ATP
sulfuryldzou pfeménén na ATP. ATP je spottebovano v dal§i reakci, v niz enzym
luciferaza preméni luciferin na oxyluciferin asvétlo. Pifed dalSim cyklem jsou
neinkorporované nukleotidy degradovany pomoci apyrasy (Rothberg et Leamon, 2008).
Svételné signaly jsou zachyceny CCD (z anglického ,.the charge-coupled device®)
kamerou. Z intenzity signalu lze odecist, kolik nukleotidii bylo zalenéno do fetézce
(Margulies at al., 2005). Vystupem je pyrogram, ze které¢ho se odecitd nukleotidova
sekvence dané DNA. Problém nastava pii pfesném urceni sekvence u homopolymerd.
Detektor je schopen rozeznat maximalné osminasobek signalu (Becker et al, 2012).
Touto technologii 1ze provést i paralelni analyzy vice vzorkii najednou. Kromé adaptoru
A je na kazdy vzorek pfipojena jedine¢na sekvence MID (z anglického Multiplex
Identifiers) (Sandberg et al., 2011).

19



A) (B)

Polymeraza

)
v 4  ARA IH
w APS A
» ) - ‘\\”{P Primer
) > : >» { v g = '
1. A ‘ . |Sulfuryliaza ‘
L 3 - 1 ATP  Luciferin

N

Svétlo + Oxyluciferin

NI E - |
Obr. ¢ 5: (A) Postup pyrosekvenovani: 1. Fragmentace vzorku, pfiprava DNA
knihovny; II. VloZeni mikrokulicek snavdzanym fragmentem do zkumavky
sreagenciemi pro emPCR, amplifikace useku DNA; III. Vlozeni mikrokuli¢ek
s amplifikovanymi useky na pikotitracni desticku; (B) Sekvenacni reakce
pyrosekvenovani pomoci pfistroje Roche Genome Sequencer (www.454.com; pievzato

a upraveno).

2.3.4.2. lllumina (Solexa) Genome Analyzer

V roce 2006 piedstavila spole¢nost Solexa sekvenacni zafizeni Genom Analyzer. O rok
pozd¢ji odkoupila Solexu firma Illumina. Jedna se o sekvenacni platformu, kterd cte
kratké iseky DNA (www.illumina.com®). Na po&atku byla &teci délka omezena na
35 bp, soucasné sekvenatory dokazou pieéist 75-150 bp (Chaisson et al., 2009).
Pivodné byla tato technologie urcena pro resekvenovani genomu. V dnes$ni dob¢ se
platformy firmy Illumina pouZivaji nejen pro sekvenovani celych genomd, ale i pro
analyzu transkiptomil, véetnd kratkych RNA (www.illumina.com?).

V prvnim kroku je ptipravena DNA knihovna pomoci nebulizace (35 psi, 6 minut).
DNA fetézec je vlivem stlaceného vzduchu rozstépen na kratsi fragmenty. K vytvofeni
tupych konct se pouziva T4 DNA-polymeraza, Klenowuv fragment a polynukleotid
kindza T4. Na 3" tupé konce fosforylovanych DNA fragmentl je ptidana baze adenin.
Vyuzivad se zde 3'-5" exopolymerazova aktivita Klenowova fragmentu. Adeninovy
pfesah umoznuje ligaci dvou rozdilnych oligonukleotidovych adaptérii, které maji na
svém 3’konci thyminovy piesah pro zvySeni Gcinnosti ligace. Prostfednictvim gelové

elektroforézy jsou vybrany fragmenty o délce 200-250 bp (Croucher et al., 2009).

20



Fragmenty dané délky jsou prostiednictvim adaptorti pfipojeny k oligonukleotidim na
pevném povrchu platformy. Déle je dosyntetizovano druhé vldkno ato pivodni je
odmyto. Na povrchu desticky se nachazeji oligonukleotidy komplementarni k obéma
typim adaptori a slouzi jako primery pro PCR reakci. Nasleduje izotermicka
amplifikace fragmentl, ktera probiha tzv. mitstkovou PCR (z anglického ,,bridge*
PCR). Piichyceny fragment se po pridani enzymii ohne, navaze se svym volnym
koncem k druhému typu oligonukleotidu na povrch desticky a dojde k dosyntetizovani
druhého vlakna. Nasledné probéhne denaturace aohnuti fragmentti k dalSim
oligonukleotidim (Voelkerding et al., 2009). Cely proces se né¢kolikrat opakuje
adochéazi pti ném ktzv. ,vytvafeni shluki®“ (zanglického ,.cluster generation®).
Jednotlivé ,,shluky“ obsahuji az 1000 kopii jednoho fragmentu (Delseny et al., 2010).
Amplifikace probiha proto, aby byl ziskan dostatecné intenzivni svételny signal pro
spolehlivou detekci jednotlivych bazi. Platforma je rozdé€lena na osm oddélenych linii,
coz umoznuje osekvenovat v jednom béhu az osm riznych vzorka (Boyle et al., 2012).
Reverse vldkna jsou zpovrchu desticky odmyta asamotna sekvenace probiha na
forward vlaknech. Nejprve je na vlakno nahybridizovan primer komplementarni
k sekvenci adaptéru. Dale je pfidavana polymeraza se smési Ctyf fluorescenéné
znacenych nukleotidii. Baze nesou na svych 3” koncich znacku, ktera zaroven slouzi
jako terminator polymerace. Béhem kazdého sekvenacniho cyklu se zacleni do fetézce
pouze jedna baze. Znacka je po detekci laserem enzymaticky odstépena a odmyta, coz
umozni zabudovani dalSiho nukleotidu. Typ zaclenéné bdze je rozpoznan podle
fluorescenéniho barviva charakteristického pro kazdou bazi. Proces se opakuje, az je
prectena cela sekvence (Voelkerding et al., 2009).

Sekvenovani 1ze provadét dvéma zpisoby. Sekvenci lze piecist v jednom sméru tzv.
»single long read* nebo se postupuje proti sobé z obou koncl tvz. ,,pair end read*
sekvenovani. Sekvenovani parovych koncli umoziuje zachytit inzerce, delece a je to

taky vhodny postup pro sekvenovani de novo (Sengupta et al., 2011).
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Obr. ¢ 6: 1. Priprava DNA knihovny; II. Proces amplifikace fragmenti z DNA

knihovny; I11. Proces vlastni sekvenace (Ansorge, 2009; pievzato a upraveno)

2.3.4.3. Applied Biosystems (AB) SOLIDTM System
Na podzim roku 2007 uvedla spolecnost Applied Biosystems na trh sekven¢ni systém
SOLID (z anglického ,,Sequencing by Oligo Ligation and Detection®). Technologie je
zalozena na principu ligace oligonukleotidii. V soucasnosti jsou dostupné dva sekvenéni
systémy této spoletnosti a to 5500 a 5500xI SOLiD™ System. AB SOLID™ deklaruje

sekvenaci s piesnosti 99,99% (www.lifetechnologies.com®).
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U technologie SOLiD lze pfipravit DNA knihovnu dvéma zpiisoby v zavislosti na druhu
experimentu. Prvni zplsob je piiprava tzv. fragmentové DNA knihovny, kdy je
izolovand DNA rozstépena na fragmenty o délce 60-90 bp. Na jejich 5’-konec se navaze
adaptor P1 a na 3'-konec se navaze adaptor P2. Oba adaptory maji délku 25 bp. Druhym
zpusobem se pfipravi tzv. ,,mate-paired* neboli parova DNA knihovna. Fragmenty jsou
od sebe oddéleny vyjmutim tseku 0 znamé délce a nasledné¢ dojde pomoci ligace
k zaclenéni interniho adaptoru. Dale se na 5°-konec a 3’-konec navazou adaptory P1
a P2 jako v piedchozim ptipadu. Tento druhy zplisob nam poskytuje informace nejen
o sekvenci DNA, ale iofyzické vzdalenosti mezi dvéma fragmenty v genomu.
Zptesnuje se tak sekvenovani repetitivnich oblasti aurceni strukturnich aberaci
(inverze, inzerce, delece) (Ansorge, 2009).

Amplifikace DNA fragmenti probiha podobné jako u metody 454/Roche. Fragmenty
DNA jsou navazany na magnetické kulicky o priméru 1 um. Dale prob&éhne klonalni
amplifikace pomoci emulzni PCR. Nasleduje denaturace amplifikovanych fragmentt
DNA. U vybranych mikrokulicek probéhne modifikace 3’-konce, aby se kovalentné
navazaly na povrch specidlné upraveného sklicka. Sklicko obsahujici mikrokulicky je
pak vlozeno do sekvenatoru (Shokralla et al., 2012).

V prvnim kroku sekvenovani dochazi k navazani univerzalnich primert na P1 adaptor.
Poté jsou pridany oktamerni oligonukleotidy obsahujici specifickou fluorescenéni
znaCku a DNA-ligaza. Specificitu oligonukleotidu zajistuji prvni dvé baze a ty urcuji
také jednu ze cCtyf fluorescencnich znafek. Zbytek sekvence je degenerovany. Po
navazani oktameru dojde k odstépeni poslednich tii bazi spole¢né s fluorescenéni
znackou a je tak umoZnén dalsi hybridizaéni a liga¢ni cyklus. V druhém cyklu se urcuji
baze v pozici 6 a7 za primerem, ve tietim baze v pozici 11 a 12, atd. Mnozstvi cyklu
zavisi na délce dané sekvence DNA (Ansorge, 2009).

Nasyntetizované vlakno se odstrani a cely cyklus se opakuje, ale tentokrat s primerem
0 jeden nukleotid krat$i nez ptivodni primer. Urcuji se tam baze na pozici 0 al, 5a 6,
atd. Sekvenovani probéhne celkem pétkrat, pokazdé s jinak dlouhym primerem. Kazda
baze je timto opakovanim osekvenovana dvakrat (www.appliedbiosystems.com).

K vyhodnoceni detekovanych signali vyuzivd SOLid System tzv. dvoubazového
dekodovani (anglicky ,,two base encoding®). Celkem existuje 16 moznych kombinaci
dvojic bazi. Pro detekci se pouzivaji cCtyfi fluorescencni barvy napf. modra
pro dvojici bazi AA, CC, GG aTT (viz. obr. ¢. 7). Aje to pravé dvojita detekce,
diky niZ vykazuje tato metoda vysokou piesnost (Voelkerding et al., 2009).
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Obr. ¢. 7: Dvoubazové dekddovani. V piipadé zameény jedné barvy oproti referencni
sekvenci se jedna o systémovou chybu, zdména dvou barev znamena jednonukleotidovy

polymorfizmus (Voelkerding et al., 2009; ptevzato a upraveno).

2.3.4.4. lon Torrent
Na konci roku 2010 ptedstavila spolecnost Life Technologies platformu lon Personal
Genome Machine (PGM). Technologie je zalozena na elektrochemické detekcei
vodikovych iontl, které jsou uvoliiovany po zaclenéni nukleotidu do rostouciho fetézce
DNA. Jedna se o prvni sekvenator DNA, ktery pro urceni bazi DNA nevyuziva svételny
signal vznikajici béhem sekvenacni reakce (Liu et al., 2012).
V soucasné dobé se na trhu objevuji tii druhy sekvenatoru: Ion PGM Sequencer,
lon Proton System | alon Proton System II. Prvni zminény sekvenator se pouZiva
pfi sekvenovani malych genomi. Ion Proton System I je vhodny pro zkoumadni
exomovych sekvenci a transkriptomd. Nejnovéjsi typ Ion Proton System II lze vyuzit
k sekvenovani celého lidského genomu (Shokralla et al., 2012).
Jako u pfedchozich metod je nejprve nutné piipravit DNA knihovnu. Konstrukce
knihovny probihd obdobné jako u technologie 454/Roche. Stejné jsou i naligovany
adaptory, pomoci nichz se jednofetézcova DNA navdze na hydrogelové kulicky
o velikosti 2 um. Nasledné probéhne klonalni amplifikace prostfednictvim emulzni
PCR. V dal$im kroku je vzorek nanesen na polovodicovy €ip obsahujici milion jamek
(Bragg et al., 2013). Centrifugaci jsou kulicky rozmistény do jamek, tak aby byla
V jednotlivych jamkéch nanejvys jedna kulicka (www.lifetechnologies.com?).
Pti zaClenéni ANTP do rostouciho vldkna DNA dojde ke vzniku kovalentni vazby,
uvolnéni pyrofosfatu a kladné nabitého iontu vodiku. Do jamek s kulickami, ke kterym
je pripojeno velké mnozstvi jednovldknové templatové DNA, je ptfidina DNA-
polymeraza. Cip je postupné promyvan jednotlivymi typy nukleotidi. Pokud dojde

k zaclenéni jednoho nukleotidu do rostouciho vlakna a uvolnéni vodikového iontu, tak

24



tento naboj zméni pH roztoku o 0,02 jednotky. Pod jamkami se nachdzi k iontim citliva
vrstva a senzor, ktery signal prevede do digitalni podoby (Bragg et al., 2013). Cipy jsou
vyrobeny pomoci tzv. CMOS procesu (z anglického complementary metal-oxide-
semiconductor), diky ¢emuz muze byt signal sniman a pifevadén (Merriman et al.,
2012).

Pokud se inkorporuji do rostouciho vldkna dvé a vice stejnych bazi, signal se zvetsi.
Problém nastdva u homopolymerti. Sekvenator dokaze piesné detekovat Ctyfi az pét po
sob¢ jdoucich stejnych bazi, pii delsim homopolymernim useku se zvySuje chybovost
(Bragg et al., 2013).

Mezi hlavni vyhody iontové polovodi¢ového sekvenovani patii nizké pocatecni

a provozni naklady a velka rychlost sekvenovani (Jiinemann et al., 2012).

2.3.4.5. Sekvenovani jednotlivych molekul DNA
Systémy, které jsou popsané vyse, vyuzivaji k ziskani dostate¢né silného svételného
signalu amplifikaci vzorku DNA. Béhem klonovani DNA pomoci PCR reakce muze
dojit k zdmeéné€ nékterych bazi nebo k uptednostnéni urcitych sekvenci pred jinymi. Ve
vysledku se tak zméni relativni ¢etnost a mnoZzstvi riznych fragmentii DNA, které se
vyskytovaly ve vzorku pred amplifikaci. Témto nepfesnostem lze predchéazet, pokud se
stanovi sekvence pfimo zjedné molekuly DNA. Metody sekvenace jednotlivych
molekul DNA vyzaduji velmi citlivy systém pro zachyceni svételného signalu

(Ansorge, 2009).

2.3.4.5.1. Helicos Biosciences HeliScopeTM

Braslavsky et al. popsali v roce 2003 postup pro sekvenovani jednotlivych molekul
DNA. V roce 2007 uvedla spolecnost Helicos Biosciences na trh prvni sekvenator pod
nazvem HeliScope, ktery pracuje na zaklad¢ této metody.

Vzorek DNA je rozstépen na fragmenty o délce 100-200 bp a 3 'konce jednotlivych
fragmentd jsou polyadenylovany. Posledni adenosin nese fluorescencni znacku.
Denaturované polyadenylované vldkna hybridizuji k poly(dT) oligonukleotidim
imobilizovanych na povrchu sklicka v pratokové cele (anglicky ,,flow-cell*). Na sklicku
je mozno zachytit az 100x10° templatovych vldken na centimetr ¢tvere¢ni. Umisténi
zachycenych fetézct zaznamenava CCD kamera (Voelkerding et al., 2009). Po detekci
je fluorescenéni znaceni odstépeno. Aby mohlo probéhnout samotné sekvenovani, prida

se na desticku DNA-polymeraza a jeden ze ¢tyi dNTP oznaceny cyaninovym barvivem
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Cy5. Pokud dojde k inkorporaci do fetézce, CCD kamera zaznamena v dané poloze
fluorescenci Cy5. Nasledné¢ dojde k promyti prutokové cely a odstépeni koncového
znaceni. Cely proces se znova opakuje pridanim dal$iho znaceného dNTP (Thompson et

Steinmann, 2010).

Brzy po svém zavedeni byla technologie pouzita k resekvenovani genomu viru M13

(Harris et al., 2008).
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Obr. ¢. 8: Postup sekvenace pomoci platformy firmy HeliScope™ ma nasledujici
kroky: syntéza (1), promyti (2), zobrazeni (3) a odstépeni (4). Po odstépeni je pfidana

dalsi baze a cely proces se opakuje (www.seqll.com; pievzato a upraveno).

2.3.4.5.2. Pacific Biosciences SMRT ™

Firma Pacific Biosciences vyvinula v roce 2009 technologii sekvenovani jednotlivych
molekul DNA v realném case (SMRT, zanglického ,,Single Molecule Real-Time
sequencing) (Eid et al., 2009). Prvni komer¢ni platforma byla uvedena na trh v roce
2010 a v dubnu roku 2013 ptedstavila spole¢nost novy produkt PacBio RS II. V zafi
2013 uzaviela firma partnerstvi s Roche Diagnostics za ucelem vyvoje diagnostickych
in vitro produkti (www.pacificbiosciences.com).

Technologie je zalozena na tzv. ,zero mode waveguides®“ (ZMWs). Jednd se
o0 fotonickou strukturu slozenou z kruhového otvoru a hlinikové folie na cirém
kfemenném podkladu. Otvor ma primér 70 nm a hloubku 100 nm (Metzker, 2010).
Velmi nizky objem (20x10%' 1) umoziuje detekci fluorescence inkorporovaného

nukleotidu do ftetézce rostouciho vlakna DNA v redlném c&ase. ZMWs také tlumi
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fluorescencni pozadi, diky ¢emuz lze piidavat vysoké koncentrace znacenych dNTPs
pottebnych k rychlému pribéhu sekvenovani (Voelkerding et al., 2009).

Na dn¢ ZMWs je imobilizovana jedna DNA-polymerazy, ke které je pfidan fragment
DNA a specificky znacené¢ dNTPs. Pokud dojde k zaclenéni fosfoznaceného nukleotidu,
odstépi se fluorofor od fosfatu nukleotidu. Signal je detekovan a barvivo pak difunduje
Z detek¢niho objemu. Poté miize byt pfipojen dalsi nukleotid. Tento postup umoziuje
¢teni az 10 bazi za sekundu a také pozorovat sekvenci az v né€kolika tisicich ZMWs

najednou (Korlach et al., 2010).

Fosfoznacené nukleotidy

Sklicko

Intenzita Fluorescen¢ni
pulz

Detekce epifluurescence

éas
Obr. ¢ 9: a2 ZMW simobilizovanou DNA-polymerazou, fragmentem DNA
a fosfoznacenymi nukleotidy; b: Prubéh sekvenacni reakce (Metzker, 2009; pievzato

a upraveno).

2.3.5. Transkriptomové sekvenovani

Technologie MPS poskytly Sirsi §kalu moznosti ve vySetieni bunéénych transkripomu
a zlepsily jejich pokryti. MPS umoziuji pfimo urcit identitu a mnoZstvi transkripti.
Ostatni metody jako Northern blot nebo microarraye odvozuji mnoZzstvi nepiimo
z intenzity hybridizace. Sekvenovani transriptomtit muze byt pouzito k detekci vSech
typt genomovych prestaveb a odliSnosti v subpopulacich bunék. Tento bod je zvlaste
dilezity u nddorové heterogenity, kde buniky nddoru mohou byt geneticky neidentické.
Vyizolovand mRNA je reverzni transkripci pfepsana do cDNA. Ta je nasledné
rozstépena a dale sekvenovéna dle zvolené metody. Sekvenacni technologie mély velky
vliv na vyzkum malych nekddujicich RNA (ncRNAs). Pomoci MPS byly objeveny
nové miRNA a SiRNA a detekovany varianty uz znamych miRNA (Morozova et al.,
2009).
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2.4. Vyuziti sekvenovani v genové analyze ALL
Podle bézné klinicky pouzivanych prognostickych faktorti nelze ptfesn¢ predikovat
vyvoj onemocnéni a jeho odpovéd’ na [éCbu. Genova analyza umoziuje urceni presnéjsi
diagnozy, prognozy, vcasné odhaleni progrese onemocnéni anavrhy novych
terapeutickych strategii (lacobucci et al., 2010).
Pre-B ALL ptedstavuje az 80 % piipadi déstké ALL. Cytogenetické analyzy odhalily
primarni chromozomové abnormality v 75 % ptipadi pre-B ALL. Busche et al.
studovali 46 pari vzorkli pre-B ALL déti v Case diagndzy a po remisi onemocnéni.
U vsech byl hodnocen jejich metylacni status. Profily DNA metylace umoziiuje rozdélit
pre-B ALL na hlavni podtypy a mapovat epigenetické biomarkery specifické pro
t(12;21). U vzorkd nesouci fazi ETV6-RUNXI, oba geny patii mezi regulatory
krvetvorby, identifikovali 119 subtypl specifickych marker CpG lokust. Také zjistili
vliv metylace na proces leukemogeneze. Detekovali gen SPSBI1, ktery byl u vzorki
nesouci t(12;21) hypermetylovany a downregulovany. Tento gen se stal novym
biomarkerem translokace (12;21) (Busche et al., 2013).
Ve studii Robert et al. provedli sekvenovani 15 ptipadi ALL s Philadelphskym
chromozomem. Identifikovali dva ptipady s pfestavbou NUP214-ABL1, jeden ptipad
S inzerci genu receptoru erytropoetinu (EPOR) do imunoglobulinového tézkého fetézce
(IGH@-EPOR) avzdy jeden pfipad s fizemi EBF1-PDGFRB, BCR-JAK2, STRN3-
JAK2, PAX5-JAK2, ETV6-ABL1, RANBP2-ABL1 a RCSD1-ABLI1. Dale detekovali
inverzi PAX5 a ptilehlého genu ZCCHC7, coz vede k vzajemné fizi, ktera narusuje
otevieny Cteci ramec PAXS. Gen PAXS je dilezity pro diferenciaci B-bunék. Delece,
translokace a sekvencni mutace PAXS se nachazi ptiblizné u 30 % pacienti (Roberts et
al., 2012).
U podtypu ALL nazvaném BCR-ABLI1 se ¢asto vyskytuje poskozeni aktivace tyrozin
kinazy a prestavby IKZF1. Ztrata funkce IKZF1 se spojuje s agresivnim typem B-ALL
a se Spatnou prognozou pokud jde o celkové preziti a Cetnost recidivy. Priblizné
polovina pacientl s timto podtypem méa genomové 1éze, coz vede k nadmérné expresi
CRLF2. Zvysena exprese CRLF2 vede ke zvySenému pieZziti a mnoZeni B-lymfoidnich
bunck. Polovina téchto ptipadii nese somatické mutace v Janus kindzach JAK1 a JAK2.
Vétsina JAK mutaci ALL se nachazi v JAK2 pseudokindzové doméné (nejCastéji
Vv blizkosti p.Arg683). Studie Loh et al. se zaméfila na sekvenaci tyrozin kindz u 45
pediatrickych piipadi ALL s podtypem BCR-ABLI1. Kromé JAK mutaci a 1 FLT3

mutace nebyly ve studii nalezeny somatické mutace jinych tyrozin kinaz. Toto zjisténi
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naznacuje, ze dané alternativni mechanismy jsou zodpovédné za aktivaci kinazové
signalizace u vysoce rizikovych piipadi ALL (Loh et al., 2013).

Mezi nejcastéj$i mutované drahy B-ALL patii NT5C2, CREBBP, WHSCI1, TP53,
USH2A, NRAS a v pfipad¢ relapsu mezi tyto drahy lze ptirfadit IKZF1 mutace. Ve
studii Ma et al. sledovali vyvoj 20 détskych ptipadti B-ALL od stanoveni diagnézy az
po relaps. Polovina vzorka v Case stanoveni diagndézy méla vice mutaci v genovych
drahéch. Specifickd mutace relapsu v NT5C2 byla zjisténa v deviti ptipadech. Celkem
75 % relabujicich nddortt ma ptivod v mensich subklonech vyskytujicich se jiz pii
diagnoze. Tato prace zdiraznuje, ze prevladajici klony piitomné pii diagndze nejsou ve

vétsing piipadi odstranény chemoterapii (Ma et al., 2015).

2.5. Technologie DNA ¢ipii

Technologie DNA ¢ipt byla uvedena na trh v polovingé 90. let 20. stoleti (Zhu et al.,
2011). Microarrays umoziuji v ramci jednoho experimentu a v pomérné kratkém case
analyzovat tisice gend. Diky tomu nasly wvyuziti v molekularnim profilovani,
identifikaci novych lécebnych postupli, objevu biomarkeri nebo v hledani genti
a urcovani jejich funkce. Vysledné vzory genové exprese umoziuji rozdéleni pacientli
podle molekularnich vlastnosti jejich nadort (Jayapal et Melendez, 2006).

Cip predstavuje pevny nosi¢ (sklicko, plast, nylon), na kterém jsou piichyceny stovky
az tisice cDNA nebo oligonukleotidovych sond. Vzorek zkoumanych nukleovych
kyselin s danymi sondami hybridizuje. Na ¢ipu lze najit vice mist se stejnou sekvenci.
Soubor identickych sond je oznacovan jako tzv. spot. Nejprve je cilova DNA nebo RNA
izolovana a amplifikovana. Aby mohlo dojit k posthybridiza¢ni detekci, musi byt
vzorky oznaceny fluorescen¢nimi nebo chemiluminiscenénimi znackami (Cretic et al.,
2012). Nukleové kyseliny po aplikaci na €ip kvantitativné hybridizuji s probami
komplementarni sekvence. Nasledn¢€ je zméfena intenzita signald, ktera znazoriiuje miru

hybridizace a neptimo urcuje mnozstvi sekvenci daného vzorku (Tjong et al., 2013).
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3. Cil prace

1. Provést reSersi na dané téma, zorientovat se v problematice transkriptomového
sekvenovani, ziskani teoretické a praktické znalosti NGS, naucit se pracovat
S patficnymi databazemi a softwarem.

2. Zoptimalizovat metodiky izolace RNA z archivovaného materialu, prace

s platformou Illumina.

3. Stanovit transkriptomové profily u pacientd s akutni lymfoblastickou leukemii.

30



4. Material a metodika

4.1. 1zolace RNA a DNA

Metoda profilovani genové exprese pomoci mikrocipti vyzaduje praci S izolovanou
RNA o vysoké Cistote¢ a kvalité. Zatimco pro ucely sekvenovani muize byt pouzita
I RNA s nizsi kvalitou.

Pro izolaci celkové RNA z bunécéného lyzatu byla pouzita fenol-chloroformova metoda,
komeréni chemikélie TRI reagent (MCR), coz je smés fenolu a guanidinu thiokyanéatu.
Ke smési vzorku a TRI reagentu se pfidd chloroform. Néslednou centrifugaci se smés
rozdéli do tii fazi. Horni vodna faze obsahuje RNA, interfaze obsahuje DNA a ve
spodni organické fazi jsou obsazeny proteiny. Rozpusténd RNA ve vodné fazi se
precipituje izopropanolem a rozpusti se ve vodé. Tento postup je vhodny pro izolaci
vSech typi RNA odélce 0,1-1,5kb. DNA je zinterfaze vysraZzena pusobenim
etanolu, separovana centrifugaci a p¥ipadné rozpusténa. Pro zvySeni efektivity srazeni se
ptidava citrat sodny.

Vzorky sniz§im poétem bunék byly izolovany miRNease Mini Kitem (QIAGEN).
Pomoci tohoto kitu lze ziskat frakce miRNA a celkové RNA (>200 nt) 0 vysoké Cistot¢.

4.1.1. Material a reagencie

TRI reagent (Molecular Research Center), RiboPure Kit (Ambion) popiipadé miRNease
Kit (QIAGEN), isopropanol (Sigma), chloroform a ethanol (Serva), DEPC
(diethylpyrocarbonate) Treated Water (Ambion), citrat sodny (Sigma), zkumavky typu
Eppendorf 15ml, 2ml, LoBind zkumavky (Eppendorf), epDualfilter T.I.P.S.
(Eppendorf), Random primers, RNAsin ribonuclease inhibitor, Deoxyribonucleotide
triphosphates (vS§e Promega) (pozn.: pfipraveno jako 10 mM dNTPs ze 100 mM dCTP,
dGTP, dTTP, dATP; piiprava: 4 X 0,1 ml jednotlivych zasobnich nukleotidii doplnéno
DEPC vodou do 1ml), RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase
(Fermentas), 0,2 ml Thermo-Tube (ABgene)

4.1.2. Pristroje a zarizeni
lamindrni box (BioAir), kombinovand chladnicka (Gorenje), vortex (Scientific
Industries, Genie), minicentrifuga (Eppendorf), termocykler TProfessional Basic

(Biometra), chlazend centrifuga (Hermle), termoblok (Major Science), vakuovy
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koncentrator SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf), Iml, 200ul, 10ul automatické
pipety (Eppendorf)

4.1.3. Piiprava roztoku

75% ethanol (31 ml 96% ethanolu + 9 ml DEPC vody)

4.1.4. Postup
A. Fenol-chloroformova metoda
Separace fazi

1. Vzorky TRI lyzath (pfipraveny izolaci leukocytti osmotickou lyzou) v 1,7ml
zkumavkach byly rozmrazeny na ledu cca 15 minut. Zkumavky se vzorky byly
ponechdny 5 minut pii laboratorni teploté¢, aby probéhla disociace
nukleoproteinu. Poté bylo do zkumavky pfidano 200 pul chloroformu. Vzorky
byly nésledné siln¢ zvortexovany cca 30 sekund anechany 10 minut pfi
pokojové teplote.

2. Vzorky byly zcenrifugovany 15 minut pii otac¢kach 12 000 g a pfi teploté 4 °C.

3. Po centrifugaci byly vzorky rozdé€leny do tii fazi. Vrchni vrstva obsahujici RNA
byla pienesena do cisté 1,7ml zkumavky tak, aby nebyl porusen mlécny
prstenec, ktery obsahuje DNA. V piipad€¢ izolace DNA byl prstenec DNA

odpipetovan do ¢isté 1,5ml zkumavky.

Izolace RNA
Precipitace RNA
4. Ke vzorku bylo pfidano stejné mnozstvi isopropanolu, jaké bylo odebrano
v predeslém kroku, tedy 400-500 pl. Vzorky byly inkubovany 5 minut pfi
laboratorni teplot¢.
5. Zkumavky se vzorky byly centrifugovany 10 minut pti otackach 12 000 g pfti

teploté¢ 4 °C. Na dn¢ zkumavky se objevila bila poptipadé prihlednd peletka
RNA.

Promyvani RNA
6. Supernatant byl odstranén a k RNA peletce bylo ptidano 1,5 ml 75% ethanolu.
Prevracenim zkumavky byla peletka jemné odlepena.

7. Opét byla provedena centrifugace 5 minut pii otdckéach 12 000 g a teploté 4 °C.
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Rozpusteni RNA
8. Supernatant byl odstranén a peletka RNA byla vysusena na vzduchu ve flow-
boxu dokud nedoslu k jejimu zpruhlednéni (3-10 minut).
9. KRNA peleté¢ bylo piidano 25 pl DEPC treated vody.
10. Koncentrace a ¢istota RNA byla zméfena na piistroji Nanodrop ND 1000.
11. RNA byla uchovéna pii teploté -70 °C az -80 °C.

Izolace DNA

4. Kodebrané DNA bylo ptidano 300 ul (na 1 ml pivodniho roztoku trizolu)
absolutniho etanolu.

5. Smés byla jemné zvortexovana a poté inkubovana 2 az 3 minuty pii pokojové
teplotg.

6. Nasledné probéhla centrifugace pii 2000 g po dobu 5 minut pii 4 °C a pak byl
odstranén supernatant.

7. Do zkumavky byl pfidan 1 ml 0,1M citratu sodného v 10 % etanolu. Smés byla
jemné vortexovana a inkubovéana pii pokojové teploté Vv termomixéru po dobu
30 minut pii 300-400 rpm.

8. Vzorek byl centrifugovan pii 2000 g po dobu 5 minut, pak byl odstranén
supernatant a znova byl proveden krok ¢. 7.

9. Vzorek byl centrifugovan pii 2000 g po dobu 5 minut, pak byl odstranén
supernatant a peletka byla resuspendovana v 1 ml 75 % etanolu.

10. Smés byla inkubovana 20 minut v termomixéru pii pokojové teploté a 300-
400 rpm.

11. Opét probéhla centrifugace pii 2000 g po dobu 5 minut, pak byl odstranén
supernatant a peletka byla vysuSena pii pokojové teploté.

12. DNA byla rozpusténa ve 100 - 300 ul vody (DEPCw) a vortexovana.

V ptipad¢ Spatného rozpusténi DNA, byla smés zahfivana na 50-55 °C. Pokud se
Vv roztoku stale nachéazela bila srazenina a roztok byl zna¢né viskézni, byla provedena
centrifugace pii 12000 g po dobu 10 minut apti 4 °C. Nasledn¢ byl supernatant

pfepipetovan do Cisté zkumavky a mohl byt dale fedén.
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. Izolace celkové RNA pomoci miRneasy Mini Kit (QIAGEN)

. Vzorky byly ponofeny v1 ml TriReagentu (sterilni RNase-free 1,5ml
ependorfka). Po rozmrazeni byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté. Poté
byly zvortexovany na maximalni vykon po dobu 30 sekund a opét inkubovany
5 minut pii pokojové teploté.

. Ke vzorkim bylo pfiddno 200 pl chloroformu a nasledné byly 15
sekund vortexovany pii maximalnim vykonu. Nasledn¢ byly inkubovany
5 minut pii pokojové teploté.

. Vzorky byly centrifugovany pti 12 000 g 15 minut pii 4 °C. Dale byla odebrana
svrchni vodnéa faze do 2ml ,,collection tube™ v mnozstvi okolo 400 - 800 pl.
Nasledné bylo pfidano 1,5 objemu absolutniho EtOH a smés byla n¢kolikrat
propipetovana.

. 700 pl smési bylo pfeneseno na kolonku se zkumavkou. Byla provedena
centrifugace pii 8 100 g po dobu 15 sekund. Poté byl odstranén filtrat a zbytek
smesi prosel stejnym procesem na stejné kolonce.

. Na kolonku bylo pfiddno 700 pl pufru RWT a opét probehla centrifugace pii
8 100 g 15 sekund. Filtrat byl odstranén.

. Na kolonku bylo ptidano 500 ul pufru RPE a probé&hla centrifugace pii 8 100 g
po dobu 15 sekund. Filtrat byl odstranén. Dale bylo pfidano dalsich 500 pl pufru
RPE a kolonka byla centrifugovana pii 8 100 g 2 minuty. Filtrat byl opét vylit.

. Kolonka byla ptenesena na novou 2ml ,,collection tube* a byla centrifugovana na
maximalni rychlost po dobu 1 minuty.

. Kolonka byla pfenesena na novou 1,5ml ,,collection tube* a bylo na ni pfidano
30 pl RNase-free vody. Probéhla centrifugace pii 8 100 g 1 minutu. Kolonka

byla vyhozena a filtrat s RNA uschovan v dané zkumavce.

4.2. Méreni koncentrace a Cistoty RNA spektrofotometricky

Po izolaci RNA byla méfena koncentrace spektrofotometricky pfistrojem NanoDrop
ND 1000 UV-VIS Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmignton, DE, USA). Z kazdého
vzorku total RNA byl pouzit 1 pl. Jako standard byla pouzita DEPC treated voda.

Koncentrace RNA byla méfena pti vinové délce 260 nm a byla uvedena v jednotkach

ng/ul. Pro ovéteni Cistoty byla pfistrojem zmétena také vinova délka pii 230 a 280 nm.
Cistota RNA byla hodnocena dle poméri absorbanci A(260)/A(230) a A(260)/A(280).
Pokud byl pomér A(260)/A(280) nizs$i nez hodnota 2, jednd se o zneCiSténou RNA
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proteiny. Pro bé&zné pouziti staci, kdyz se Ccistota vzorku vyjadiena pomérem
A260/A280 pohybuje v rozmezi 1,8 az 2,0. Vysoka absorbance v oblasti 230 nm nebo
nizkd hodnota poméru absorbanci A(260)/A(230) napovidd o zneciSténi

nizkomolekularnimi latkami (fenol, EDTA, chaotropni soli).

4.3. Kontroly kvality RNA prostiednictvim Agilent 2100 Bioanalyzer

RNA Nano LabChip firmy Agilent slouzi k ovéfeni kvality RNA. Malé mnozstvi RNA
bylo v kanalcich ¢ipu rozdéleno podle jeji molekulové hmotnosti a nasledné byla
pouzitim laseru detekovana jeji fluorescence. Vysledek separace byl vizualizovany
elektroforetogramem. Tzv. RNA integrity number (RIN) algoritmem byla vzorkiim
ptifazena hodnota integrity RNA v rozsahu 1-10. Pfislusna hodnota vyjadiuje kvalitu
RNA, kdy hodnota 1 poukazuje na to, Ze RNA byla degradovana, a hodnota 10 svéd¢i
0 nedegradované RNA vysoké kvality. Kontrola kvality RNA byla provedena na
ptistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA) s vyuzitim kitu
Agilent RNA 600 Nano Kit.

4.3.1. Material a reagencie
RNA 6000 Nano Kit (Agilent): RNaseZAP, RNase free voda, Ladder, ¢ip RNA 6000
Nano chip, 600 Nano gel matrix, RNase-free 0,5ml mikrozkumavek, RNA 6000 Nano
dye concentrate, Agilent RNA 6000 Nano Marker, RNase-free zkumavky

4.3.2. Pristroje a zarizeni
Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc.), vortex (Scientific Industries,
Genie), minicentrifuga (Eppendorf), pfipravna stanice (Agilent Technologies, Inc.),

Iml, 200ul, 10pul automatické pipety (Eppendorf)

4.3.3. Postup
Dekontaminace elektrod
Tento krok byl provadén pied kazdym pouzitim Cipu.
1. Byly pripraveny dva Ccistice elektrod, z nichz jeden byl naplnén 350 pul
RNaseZAP a druhy 350 pl RNase free vodou.
2. Do pfistroje byl vlozen ¢isti¢ elektrod s RNaseZAP. Poklop byl zavien po dobu
minimalné 10 sekund. Po vyjmuti prvniho éisti¢e elektrod byl postup opakovan

S druhym c¢isti¢em naplnénym RNase free vodou.
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Priprava ladderu

Ladder byl zahtat na 70 °C po dobu 2 minut. Pak byl okamzité zchlazen a rozdélen

po mensich mnozstvich do RNase-free zkumavek.

Priprava vzorki

1.

Pro ovéfeni kvality byla pouzita RNA o koncentraci 25-500 ng/ul. V ptipadé
vyssi koncentrace byla RNA zfedéna RNase-free vodou.
Pted aplikaci vzorku na ¢ip RNA 6000 byly vzorky zahiaty na teplotu 70 °C po

dobu 2 minut.

Priprava gelu

1.
2.

3.

Na filtr s kolonkou bylo napipetovano 550 ul RNA 600 Nano gel matrix.
Zkumavka byla centrifugovana pii otackach 1500 g po dobu 10 minut pfi
laboratorni teplot¢.

Prefiltrovany gel byl rozdélen po 65 ul do RNase-free 0,5ml mikrozkumavek.

Priprava smési gel-barva

1.

Barva RNA 6000 Nano dye concentrate byla ponechana pil hodiny pii
laboratorni teploté. Nasledné byla vortexovéana 10 sekund pii laboratorni teploté.
Do 65 pl predem pfichystaného gelu byl ptidan 1 ul barvy.

Roztok byl zvortexovan a pak centrifugovan pii otackach 13 000 g po dobu 10

minut za laboratorni teploty.

Nandseni smési gel-barva

1.
2.

Novy ¢ip RNA 6000 Nano chip byl vloZen do ptipravné stanice.

Do jamky oznafené¢ symbolem G v ¢erném kruhu bylo napipetovano 9 pl
gel-dye mix.

Pist byl nastaven na polohu 1 ml, pfipravna stanice byla uzaviena tlakem na pist,
az byl pfichycen tchytkou. Po 30 sekundach byla tichytka uvolnéna.

Po 5 sekundach byl pist pomalu vytahnut do pozice 1 ml.

Ptipravnad stanice byla oteviena. Do jamek oznacenych symbolem G bylo

napipetovano 9 ul smési gel-barva.
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Plneni Agilent RNA 6000 Nano Marker
1. Agilent RNA 6000 Nano Marker byl pipetovan po 5 pl do 12 jamek, které byly

urceny pro vzorky, a do jamky oznacené symbolem ,,zebiik".

Plnéni vzorkii a ladderu
1. Do jamky oznacené¢ symbolem ,zebiik“ byl napipetovan 1 upl predem
ptipraveného ladderu.
2. Do kazdé z 12 jamek urcenych pro vzorky byl napipetovan 1 pl RNA. Do kazdé
jamky urcené pro RNA, ktera nebyla vyuzita, byl napipetovan 1 pl RNA 6000

Nano Marker.

3. Cip byl horizontalné polozen na nadstavec vortexu a byl vortexovan 1 minutu
pii otackach 2 400 g.
4. Cip byl do 5 minut vloZen do piistroje Agilent 2100 bioanalyzer a byla spusténa

analyza.

4.4. Expresni ¢ipy GeneChip Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix)
Vyizolovand RNA s ovétenou kvalitou vyla pouzita pro syntézu prvniho vldkna cDNA
s pouzitim T7 promotoru. Nasledn¢ probehla syntéza druhého vldkna ¢cDNA. Béhem
této reakce bylo prostiednictvim RNasy H degradovano piivodni vlakno RNA. Po
ptidani T7 RNA polymerazy probéhla podle druhého vldkna cDNA in vitro transkripce
(IVT) ,antisence“ cRNA. Nasledn¢ bylo provedeno piecisténi cRNA
a spektrofotometrické ovéteni vytéznosti a distribuce. V dalsim kroku probéhla syntéza
cDNA s pouzitim ,,random* primerd a smési ANTP s dUTP. Do vlakna cDNA tak byla
vnesena baze uracilu, ktera se v DNA béZn€ nevyskytuje. Pro degradaci cRNA byla
op¢t pouzita RNasa H. Vznikla cDNA byla piecisténa a jeji vyt€znost a distribuce byla
opét ovefena spektrofotometricky. Po pfidani enzymu UDG (uracil DNA glykosylasa)
byl z jednovlaknové molekuly DNA odstranén uracil. Enzymem APE 1 byly $tépeny
fosfodiesterové vazby v mistech, kde se nachazel uracil. Vzniklé fragmenty DNA na
svych 3’koncich nesly hydroxylovou skupinu, ktera byla znacena biotinem (biotin
allonamid trifosfat). Fragmenty poté byly aplikovany na Cip, kde hybridizovaly se
svymi prébami. Po hybridizaci byl Cip promyt a nahybridizované fragmenty nesouci
biotin byly znaceny fluorescenénimi molekulami vazajicimi se na biotin. Nasledné
probéhlo skenovani fluorescenc¢nich signald a nakonec analyza obrazu

(www.affymetrix.com).
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Analyza profili genové exprese byla provedena podle tfidenniho protokolu

doporuc¢eného vyrobcem nésledujicim postupem.

4.4.1. Piiprava Poly-A RNA kontrol
Pouziti kitu Affymetrix GeneChip Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix, CA, USA)

1.

Poly-A RNA kontrola byla nafedéna v poméru 1:20, kdy 2 pl Poly-A RNA
Control Stock byly ptidany do 38 ul Poly-A control Dil Buffer. Roztok byl
promichan a kratce centrifugovan.

Bylo provedeno druhé fedéni v poméru 1:50, kdy 2 ul roztoku, ktery vznikl
Vv prvnim kroku, byly ptidany do 98 ul Poly-A Dil Buffer. Roztok byl promichan
a kratce centrifugovan.

Pro tfeti fedéni v poméru 1:25 byly 2 pl druhého fedéni ptidany do 48 pul Poly-A
Control Dil Buffer. Roztok byl promichan a kratce centrifugovan.

Ke 2 ul roztoku ze tietiho fedéni Poly-A RNA kontrol bylo pfidano 18 pl
Poly-A Control Dil Buffer (1:10). Roztok byl promichan a kratce centrifugovan.

Ke 2 pl ¢tvrtého fedéni bylo piidano 100 ng total RNA.

4.4.2. Syntéza prvniho vlakna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)

1.

Pti laboratorni teploté byl pfipraven First-Strand Master Mix o objemu 5 pl
smichanim 4 pl First-Strand Buffer Mix a 1 pl First-Strand Enzyme Mix.
Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.

Do kazdé zkumavky s 5 pl First-Strand Master Mix bylo pfidano 5 pl smési
RNA a Poly-A RNA kontrol. Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.
Nasledné byla smés inkubovédna v termocykléru 1 hodinu pfi teploté¢ 25 °C,
1 hodinu pfti 42 °C a 2 minuty pii 4 °C. Po inkubaci byly okamzité¢ provedeny
kroky syntézy druhého vldkna cDNA.

4.4.3. Syntéza druhého vlikna cDNA
Pouziti kitu Tre Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)

1.

Na ledé¢ byl piipraven Second-Strand Master Mix smichanim:
e 32,5 ul Nuclease-free vody
e 12,5 u Second-Strand Buffer Mix
e 5 ul Second-Strand Enzyme Mix.
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Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.

2. Do 10 pl cDNA zptedchoziho kroku bylo pfidano 50 pl pfipraveného
Second-Strand Master Mix. Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.

3. Roztok byl inkubovan v termycykléru 1 hodinu pti 16 °C, 10 minut pii 65 °C a 2
minuty pfi 4 °C. Po inkubaci byly okamzité provedeny dalsi kroky.

4.4.4. Syntéza cRNA In Vitro Transkripci (IVT)
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)
1. Piilaboratorni teploté byl pfipraven IVT Master Mix smichanim:
e 24 ul IVT Buffer Mix
e 6 ul IVT Enzyme Mix.
Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.
2. Do 60 pul vzorku druhého vldkna ¢cDNA piipraveného v predeslém kroku bylo
pridano 30 pl ptipravené¢ho IVT Master Mix.
3. Roztok byl inkubovan v termocykléru 16 hodin pfi teploté 40 °C a nasledné pies
noc pii 4 °C.

4.4.5. Purifikace cRNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)
1. cRNA Binding Mix byl pfipraven smichdnim:
e 10 pl Nucleic Acid Binding Beads
e 50 pl Nucleic Acid Binding Buffer Concentrate.
Roztok 60 pl cRNA Binding Mix byl pfidan do kazdého vzorku cRNA a cela
smé&s byla pfenesena na desti¢ku s jamkami ve tvaru U.

2. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 60 pl isopropanolu. Desticka byla piekryta
ochrannou fo6lii a mirn¢ ttepana 2 minuty.

3. Desti¢ka byla pfesunuta na magnetickou podlozku, aby doSlo k zachyceni
nukleovych kyselin navdzanych na magnetickych kulickdch. Néasledné byla
odstranéna folie a byl odstranén supernatant nad kuli¢kami.

4. Do jamek bylo pfiddno 100 pl Nucleic Acid Wah Slution, opét byla desticka
prekryta ochrannou folii a byla tfepana pii stfedni rychlosti (5 000 g) po dobu

1 minuty. Desti¢ka pak byla poloZena na magnetickou podlozku a byl odstranén
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supernatant nad kulickami. Do jamek bylo opét pfidano 100 ul Nucleic Acid
Wash Solution a cely postup byl znova opakovan.

5. Desti¢ka byla polozena na tfepacku a pii vysoké rychlosti (12 000 g) byla
tfepana 1 minutu bez ochranné folie.

6. Piecisténd cRNA byla eluovana s 40 ul Elution Solution zahtatého na teplotu
55°C. Po 2 minutdch po pfidani Elution Solution byla desticka ptelepena
ochrannou folii a byla tfepana pifi vysoké rychlosti po dobu 3 minut, dokud
uplné nezmizel prstenec vytvoieny kulickami.

7. Po umisténi na magnetickou podlozku byl supernatant obsahujici cRNA

ptfenesen na novou nukleasa-free desticku.

Nésledné byla kvalita a Cistota ziskané cRNA ovéfena spektrofotometricky pfistrojem
Nanodrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer. Podle vysledku méfeni byla cRNA
ziedéna na koncentraci 455 ng/ul, coz odpovidalo 10 ng cRNA v objemu 22 pl.

4.4.6. Syntéza druhého vlaikna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)
1. K22 ul cRNA byly pfidiny 2 pl Random primerti. Roztok byl kratce
zvortexovan a centrifugovan.
2. Pfti laboratorni teploté byl pfipraven 2nd-Cycle Master mix smichanim:
e 8 ul 2nd-Cycle Buffer Mix
e 8 ul 2nd-Cycle Enzyme Mix.
Po kratkém zvortexovani a centrifugovani bylo 16 pl 2nd-Cycle Master Mix
pfidano ke smési 24 pul cRNA a Random primerd.
Roztok byl inkubovan 10 minut pfi teploté 25 °C, 90 minut pti 42 °C, 10 minut
pii 70 °C a 2 minuty pii 4 °C. Po inkubaci byl roztok kratce zvortexovan

a centrifugovan.

4.4.7. Hydrolyza RNA s pouzitim RNasy H
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)
1. K syntetizovanému druhému vldknu cDNA byly pfidany 2 ul RNasy H, roztok
byl jemné& zvortexovan, kratce centrifugovan a nésledné inkubovan 45 minut pfi
37 °C, 5minut pii 95 °C a 2 minuty pii 4 °C. Po inkubaci byl roztok kratce

vortexovan a centrifugovan.
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4.4.8. Purifikace druhého vlakna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (Ambion, TX, USA)

1. cDNA Binding Mix byl pfipraven smichanim:
e 10 pl Nucleic Acid Binding Beads
e 50 pl Nucleic Acid Binding Buffer Concentrate.
Roztok 60 pl cDNA byl spoleéné s 18 pl nuklease-free vodou ptfidan ke
kazdému vzorku. Jednotlivé smési byly pfeneseny na desticku s jamkami ve
tvaru U.

2. Ke smési bylo pfidano 120 pl 100% ethanolu, desticka byla pfelepena
ochrannou f6lii a byla jemné¢ tfepana po dobu 2 minut.

3. Pfi odstranovani supernatantu bylo postupovano stejné jako v piipad¢ purifikace
CRNA.

4. Pak byla cDNA dvakrat promyta 100 pl Nucleic Acid Wash Solution stejné€ jako
u kroku purifikace cCRNA.

5. Precisténd cDNA byla eluovana 30 pl Elution Solution zahtatého na teplotu

55 °C a nasledoval stejny postup jako v kroku purifikaci cCRNA.

Cistota a mnozstvi purifikované cDNA byly ovéfeny spektrofotometricky piistrojem

Nanodrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer.

4.4.9. Fragmentace jednovlaknové DNA
Pouziti GeneChip WT Terminal Labeling Kit (Affymetrix, CA, USA)
Jednovlaknova DNA ziskana v piedes$lém kroku byla nafedéna RNase-free vodou, aby
vV objemu 31,2 ul bylo 5,5 pg této DNA.
1. Fragmenta¢ni Master Mix byl pfipraven smichanim:
e 10 pl RNase-free vody
e 438 ul 10x cDNA Fragmentation Buffer
e [ pulUDG 10U/ pl
e 1 ulAPE1,1000U/pl
Fragmentacni Master Mix byl pfidan ke vzorku ssDNA, nésledné byl kratce
vortexovan a centrifugovan a inkubovan 60 minut pfi teplot¢ 37 °C a 2 minuty
pii teploté 4 °C. Po inkubaci byl roztok promichan, centrifugovan. Pokud se dale

s fragmentovanou ssDNA nepokracuje, mize byt skladovana pii teploté — 20 °C.
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4.4.10. Znaceni fragmentované jednovlaknové DNA
Pouziti GeneChip WT Terminal Labeling Kit (Affymetrix, CA, USA)

1. K45 pl fragmentované ssDNA ziskané v predeslém kroku bylo pfidano:
e 12 ul 5x TdT Buffer
e 2ulTdT
e 1 ul DNA Labeling Reagent, 5 nM.

Po pfidani byl roztok kratce zvortexovan a centrifugovan.

2. Roztok byl inkubovdn 60 minut pfi teplot¢ 37 °C, 10 minut pii 70 °C

a 2 minuty pii 4 °C.

4.4.11. Hybridizace
Pouziti GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix, CA, USA)
1. Tti bloky byly zahtaty, jeden na 65 °C, druhy na 99 °C a tfeti na 45 °C.
2. Roztok 20x Eukaryotic Hybridization Controls byl pfed pfidanim do
hybridiza¢ni smési 5 minut inkubovan pfi teploté 65 °C.
3. Hybridizacni koktejl pro format 169 byl pfipraven smichdnim:
e 27 ul fragmentované znacené DNA
e 1,7 pl Control Oligonucleotide B2
e 5 ul 20x Eukaryotic Hybridization Controls
e 50 ul 2x Hybridization Mix
e 7 ul DMSO
e doplnéni na objem 100 pl Nuclease-free vodou.
Hybridiza¢ni smés byla po kratkém zvortexovani a centrifugovani inkubovéana
po dobu 5 minut pii teploté¢ 99 °C, pak byla ochlazena na teplotu 45 °C
a inkubovana 5 minut. Nakonec byla centrifugovana pfi maximalnich otac¢kach
1 minutu.
4. Mikrocipy byly pied pouzitim stabilizovany pfi laboratorni teploté. Do horniho
otvoru byla vsunuté ¢ista Spicka pipety a do dolniho otvoru bylo napipetovano

80 ul vzorku.

Cipy byly vlozeny do GeneChip Hybridization Oven 640 firmy Affymetrix, kde
nasledujicich 16 hodin probihala hybridizace pti 45 °C a pti otackach 16 rpm.
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Promyvani a barveni vzorkl prob&hlo na pfistroji GeneChip Fluidic Station 450 firmy
Affymetrix. Nasledné skenovéani bylo provedeno prostfednictvim pfistroje GeneChip
Scanner 3000 7G formy Affymetrix. Vysledkem skenovani byl obraz hybridiza¢ni
plochy ¢ipu, na které jednotlivé spoty odpovidaly danym proébam a jejich zbarveni mire

hybridizace.
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5. Vysledky

5.1. Izolace RNA a DNA
Izolace RNA a DNA byla provedena z bunéénych lyzati ziskanych z periferni krve.
Jednalo se o vzacné vzorky TRI lyzath rizné bunécnosti. Byla snaha ziskat ze vzorku
maximum vcéetné RNA a DNA. Pro izolaci byla pouzita fenol-chloroformova metoda
(postup viz kapitola 4.1.4. A) av piipadé izolace RNA také miRNease Mini Kit
(QIAGEN) (postup viz kapitola 4.1.4. B). Cistota vyizolovanych nukleovych kyselin
byla stanovena na zaklad¢ absorbanci A260/A280.

Tabulka ¢.1: Koncentrace a cistoty RNA jednotlivych vzorkii po izolaci fenol-
chloroformovou metodou, zméfeno na piistroji NanoDrop ND 1000 UV-VIS

Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmignton, DE, USA)

Koncentrace vzorku
Vzorek 260/280
[ng/mi]
1 502,25 1,87
2 141,81 1,82
3 179,86 1,77
4 438,25 1,86
5 96,61 1,49
6 1474,61 1,93
7 154,86 1,81
8 201,96 1,82
9 148,00 1,74
10 78,47 1,62
11 213,86 1,78
12 443,88 1,67
13 105,87 1,53
14 175,03 1,74
15 138,84 1,70
16 112,10 1,71
17 44,72 1,52
18 978,47 1,96
19 285,41 1,77
20 188,58 1,79
21 343,26 1,85
22 201,64 1,86
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23 84,04 1,75
24 80,92 1,58
25 97,89 1,56
26 51,09 1,79
27 78,39 1,54
28 878,43 1,90
29 62,55 1,61
30 732,80 1,80
31 88,21 1,58
32 283,82 1,79
33 146,93 1,60
34 67,15 1,81
35 318,04 1,85
36 19,26 1,72

Primérna koncentrace: T = X(c1-c36)/36 = 267,72 ug/ml
Primérna ¢istota: A260/A280 = X[(A260/A280)1 — (A260/A280)36]/36= 1,74

Tabulka ¢.2: Koncentrace a cistoty DNA jednotlivych vzorkii po izolaci fenol-
chloroformovou metodou, zméfeno na piistroji NanoDrop ND 1000 UV-VIS

Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmignton, DE, USA)

Koncentrace vzorku
Vzorek 260/280
[ng/ml]
17 99,82 1,47
18 1927,95 1,86
19 303,99 1,74
20 216,83 1,76
21 141,10 1,66
22 284,79 1,67
35a 44,77 1,82
35b 3,96 2,21
36a 4,96 1,49
36b 196,91 1,37

Cisla vzorkdh odpovidaji stejné oznaGenym vzorkim v piipadé izolace RNA
fenol-chloroformovou metodou. Symbol a oznacuje méteni ihned po izolaci a symbol b
oznacuje mefeni po zahiivani, vortexovani a staiceni DNA.

Primérna koncentrace: €T = X(c17-c36b)/10 = 322,51 pug/ml

Priimérma &istota: A260/A280 = S[(A260/A280)17 — (A260/A280)36b]/10= 1,71
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Tabulka €.3: Koncentrace a ¢istoty RNA po izolaci miRNease Mini Kit (QIAGEN)
U vzorkil s niz§im poctem bunck, zméfeno na pfistroji NanoDrop ND 1000 UV-VIS

Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmignton, DE, USA)

Koncentrace vzorku
Vzorek 260/280
[ng/ml]
1 51,44 1,73
2 92,64 1,80
3 53,23 1,75
4 53,99 1,92
5 73,04 1,54
6 20,26 1,93
7 81,25 1,73
8 41,60 1,89

Primérna koncentrace: T= X(c1-c8)/8 = 58,43 pg/ml
Pramérna Cistota: A260/A280 = X[(A260/A280)1 — (A260/A280)8]/8= 1,78

5.2. Kontrola kvality RNA pristrojem Agilent 2100 Bioanalyzer
Kontrola kvality vyizolované RNA byla provedena pfistrojem Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA).
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Obr. 6. Priklad elektroforetogramu RNA. Na ose x je zaznamenana délka fragmentu
RNA ana ose y intenzita fluorescence RNA. Pik v oblasti 25 nukleotidii pfedstavuje
RNA marker, v oblasti 1900 nukleotidii podjednotku 18S rRNA a v oblasti 4000
nukleotidi 28S rRNA. Hodnota RIN daného vzorku byla 9,5.
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Tabulka ¢. 2. Kvalita vzorki RNA vyizolovanych fenol-chloroformovou metodou

hodnocena dle RIN (RNA integrity number), méfeno na pristroji Agilent 2100

Bioanalyzer
Vzorek RIN
1 8,6
2 8,1
3 8,9
4 8,6
5 8,3
6 79
7 8,5
8 8,4
9 74
10 9,4
11 9,5
12 9,1
13 1,6
14 9,0
15 9,4
16 8,4
17 1,0
18 1,0
19 9,2
20 9,5
21 9,4
22 9,5
23 7,7
24 6.8
25 6,9
26 7,2
27 7,7
28 7,6
29 7,7
30 42
31 41
32 2,4
33 7,0
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34 8,7
35 9,4
36 1,0

Pramérna hodnota RIN: RIN = Z(RIN1-RIN36)/36 = 7,19

5.3. Human Exon 1.0 ST Array
V experimentu byly pouzity DNA microarrays Human Exon 1.0 ST Array firmy
Affymetrix. Pro analyzu byly pouzity vzorky vyizolované RNA z lymfoblasti kostni
diené. Celkem bylo provedeno 30 DNA ¢ipa u 30 vybranych pacienti bez treatmentu
dexametasonem nebo prednisolonem (10 pacientii s poklesem blasti po osmidenni
prednisolonové indukci menSim nez 95 % a 20 pacientl s blast clearance vys§i nez
95 %). Vzorky byly vybrany na zakladé dostate¢né kvality a koncentrace vyizolované
celkové RNA.
Primérna koncentrace vyizolované RNA byla 147,75 ul/ml aprimérna kvalita
vyjadiena hodnotou RIN byla 8,84. Izolaci i kontrolu kvality vzorkd pouzitych v této
analyze jsem provedla ve své bakalaiské praci.
Samotnému zpracovani dat pfedchazelo ovéfeni kvality microarrays. Intenzity signali
vSech setll prob a jejich maximalni a minimalni hodnoty byly porovnany krabicovymi
grafy. Normalizaci na téchto diagramech byly odhaleny redundantni poloZky, které byly
vyfazeny z dalich analyz. Kontrola kvality prob&hla pomoci programu Affymetrix
GeneChep Command Console (AGCC).
Hlavni komponenty (PCA) byly analyzovany programem Partek. Program pfevadi
pozorovand data matematickym postupem do souboru hodnot linedrné nekolerovanych
promé&nnych. Vysledna data vizualizuji podobnosti a odlehlosti ve zkoumaném souboru
dat.
Zpracovani a vyhodnoceni dat z microarray bylo provedeno softwarem R/Bioconductor
a jeho ptidavnymi baliky Heatplus (vizualizace skupin vyznamné odlisSnych genii), oligo
(prace s CFD soubory, které popisuji rozlozeni cipu) alimma (nalezeni
nejvyznamnéjsich exonl/gent ve sledovanych skupindch). Dané data byla zpracovéna
biostatistikem ve Statistice.
Porovnanim profilii genové exprese bylo identifikovano 145 rozdilné exprimovanych
exontl mezi pacienty s blast clearance vyssi nez 95 % mezi dny 0 a 8 a pacienty s nizsi

eliminaci blastu.
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mezi pacienty s vice nez 95% poklesem lymfoblasti po prednisolonové piedfazi (zlutd)
a pacienty s menSim poklesem (modra). Podminky statistické analyzy <0,001; logFC

<-2 nebo > 2.

Ve statistické analyze byly detekovany rizné splicingové varianty geni IGF2BP3
(Insuline-like growth factor 2, binding protein 3; NM_006547) a PTPN14 (Protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 14; NM_005401). U pacientd s niz§im
poklesem blastii (pod 95 %) po prednisolonové indukci byly detekovany kratké varianty

gentl.
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6. Diskuze

Izolace RNA a DNA z bunéénych lyzath ziskanych z periferni krve byla pomérné
slozita. Pravdépodobné z divodu Spatného rozpusténi bunécéné suspenze v trizolu.
Jednalo se o0 vzorky dlouhodobé archivovany, Sriznym poctem a biologii bungk.
Jelikoz Slo o velmi vzacné vzorky, byla snaha vytézit z nich maximum. Prob¢hla tedy
izolace RNA i DNA.

Vytézky RNA ziskané fenol-chloroformovou metodou se mezi jednotlivymi vzorky
znacné lisily. Vysledna koncentrace RNA by se méla pohybovat v rozmezi 200 —
1000 pg/ml. U vétSiny vzorkt byla ale niz§i nez 200 pg/ml. Pomér absorbanci
A260/A280 u zadného vzorku RNA nepiesahla hodnotu 2. Nejniz§i pomér této
absorbance byl uvzorku ¢. 5 ato 1,49. V pfipadé niz§iho poméru absorbance
A260/A280 je vzorek zneCistén proteiny, které diky pfitomnosti aromatickych
aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu vice absorbuji pii 280 nm.

Koncentrace vyizolovanych RNA miRNease mini kitem (QIAGEN) nepiesahovaly
Kit byl pouzit u vzorkl s niz§im poétem bunék. Vytézek téchto vzorku byl piesto
pomeérné nizky.

Ocekéavany pomeér absorbance A260/A280 uizolované DNA je 1,8. V piipad¢ nizsi
hodnoty nez 1,8 je DNA kontaminovana proteiny. Naopak vys$i hodnota nez 2 svédci
0 kontaminaci organickymi slou¢eninami (chloroform, fenol). Vzorek €. 35b s pomérem
absorbanci 2,21 byl znecistén organickymi slouceninami. Vzorky ¢. 17, 21, 22 36a

a 36b byly znecistény proteiny.

U intaktni total RNA ptevazuje 28S rRNA v poméru k 18S rRNA pfiblizné 2:1. Snizeny

pomér znamend degradaci. U vzorkd €. 13, 17, 31, 32 a 36 byla zméfend nizkd hodnota.

Microarrays analyzy byly provedeny u vzorkl s dobrou koncentraci, Cistotou a kvalitou
vyizolované RNA.

Citlivost a rezistence nadorovych bundk ALL se u détskych pacientd 1isi. Uginnost 18¢iv
zavisi na tfad¢ farmakokinetickych a farmakogenetickych faktorech. Spolecné s fadou

biologickych vlastnosti organismil urcuji vysledny terapeuticky efekt. Ve skupiné déti

.....
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kortikoidy. Soucasné studie se zaméfuji na stanoveni G¢inné terapie S minimalnimi
nezadoucimi ucinky agresivni cytotoxické 1éCby.

Rezistenci k terapii glukokortikoidy mtize zpusobit snizend permeabilita bunécné
membrany, snizeny vyskyt glukokortikoidnich receptori (GR) v cytoplazmé,
abnormalni glukokortikoidni receptor se sniZzenou kapacitou vazani glukokortikoida,
mutace ve vazebnych oblastech pro GR-GK komplex nebo také mira exprese gent napf.
v drahach NT5C2, CREBBP, WHSC1, TP53, USH2A, NRAS nebo IKZF1.

Stanovenim profill genové exprese technologii DNA microarrays lze predikovat
odpovéd’ déti s ALL na Iécbu glukokortikoidy. Geny s rozdilnou expresi mezi
chemosenzitivnimi a chemorezistentnimi pacienty mohou byt vyuzity v rutinni
diagnostice k urceni cilenéjsi terapie. Identifikace téchto genti mize byt dale provadéna
béznymi molekularnimi metodami (naptiklad PCR).

Profilovanim genové exprese byly detekovany rtizné splicingové varianty exonti v genu
IGF2BP3 a PTPN14. Protein kddovany genem IGF2BP3 se primdrné nachézi v jadérku,
kde se mize vazat na 5'UTR inzulin-like rustovy faktor II, vedouci mRNA a mize
potlacovat translaci inzulin-like rastového faktoru Il. Nachazi se na 7pll. O tomto
proteinu je znamo, ze je vysoce exprimovan v mnoha epitelidlnich malignitach.
Knockdown genu IGF2BP3 umysi zpasobil potlaceni rdstu leukocytd v B-ALL
bunéénych liniich. Zda je gen IGF2BP3 onkogenni nebo zda ptlisobi ve vyvoji B-bunék,
neni dosud znamo. Gen PTPN14 koduje enzym tyrozin fosfatazu typu non-receptor 14,
ktery pravdépodobné reguluje lymfaticky vyvoj u savcl. Predpoklada se, ze se gen
PTPN14 ucastni angiogeneze. Jeho ptesna funkce ale neni zndma. Nachdzi se na 1q32.
Znacna variabilita odpovédi ALL na terapii glukokortikoidy ve studii ukdzala, Ze 1éCba
prednisolonem nebo dexametasonem by se méla stanovit na zakladé novych

prediktivnich markerd.
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(. Zavér

V teoretické cCasti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe popisujici
soucCasnou problematikou akutni lymfoblastické leukemie a ddle moderni metody MPS.
Byly ukdzany moznosti vyuziti technologii sekvenovani nové generace ve stanoveni
progndzy a lécby ALL.

V experimentalni Casti byla provedena izolace RNA a DNA z kostni diené détskych
pacienti s ALL. U izolované RNA byla stanovena jeji koncentrace, Cistota a kvalita.
U vzorkd RNA o dostatecné kvalité byly stanoveny profily genové exprese.

Nasledn¢ byly identifikovany riizné varianty splicingovych gentt IGF2BP3 a PTPN14
s potencialem prediktivnich faktora

Profilovani genové exprese umoziuje detekovat markery, diky kterym by mohly byt

uréeny cilenéjsi terapie s mensimi vedlej§imi ucinky.
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9. Seznam pouzitych zkratek

2p radioaktivni fosfot

A adenin

A230 absorbance pii 230 nm

A260 absorbance pii 260 nm

A280 absorbance pii 280 nm

AB SOLID  Applied Biosystems Sequencing by Oligo Ligation and Detection
ABL Abelson murine leukemia viral oncogene

ABL1 Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 gene
AF4 ALL1-fused gene from chromosome 4

ALL akutni lymfoblasticka leukemie

APE1 Apurinic/apyrimidinic endonuclease

APS adenosin fosfosulfat

ATP adenosintrifosfat

B-ALL akutni lymfoblasticka leukémie B bunécné rady

BCR B-bunéény receptor

BCR/ABL  breakpoint cluster region/ c-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase

(Abelson murine leukemia)

bp base pair

C cytosin

CCD charge-coupled device

CD cluster of differentiation

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CMOS complementary metal-oxide-semiconductor
CNS centrdlni nervova soustava

CREBBP CREB binding protein

CRLF2 cytokine receptor-like factor 2

CRNA komplementarni ribonukleova kyselina

Cy5 barvivo odvozené od cyaninu (dye cyanine 5)
dATP deoxyadenintrifosfat

dCTP deoxycytosintrifosfat

ddATP dideoxyadenin trifosfat

ddCTP dideoxycytosin trifosfat
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ddGTP dideoxyguanin trifosfat

ddNTP dideoxynukleotid trifosfat
ddTTP dideoxythymin trifosfat

DEPC derthypyrocarbonate

dGTP deoxyguanintrifosfat

DMSO dimethyl sulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxynukleotid trifosfat

dTTP deoxythymintrifosfat

dUuTP deoxyuridin trifosfat

EBF1 early B-cell factor 1

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EGIL European Group for Immunological Classification of Leukemia
emPCR emulzni PCR

EPOR erytropoetin

EtOH etanol

ETV6 ets variant 6

FAB French-American-British

FLT3 Fms-like tyrosine kinase 3

G guanin

GK glukokortikoidy

GR glukokortikoidni receptor

GS System  Genome Sequencer System

HIV Human Immunodeficiency Virus
HTLV1 Human T-lymphotropic virus 1
IGF2BP3 Insuline-like growth factor 2, binding protein 3; NM_006547
IGH@ immunoglobulin heavy locus @
IKZF1 Ikaros family zinc finger 1 gene
IVT in vitro transkripce

JAK Janus kinase

log logaritmus

MID Multiplex Identifiers

miRNA mikroribonukleova kyselina
MLL linearni leukemicky gen
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MPS
MRD
MRNA
NaCl
NCBI
NcRNA
NGS
NRAS
nt
NT5C2
NUP214
P
PacBio
PAX5
PCA
PCR
PDGFRB
PGM
poly(dT)
PP;
pre-B ALL
PTPN14
q
RANBP2
RCSD1
RIN
RNA
rRNA
RUNX1
SiRNA
SMRT
SMS
SNP
SPSB1

masivni paralelni sekvenovani

minimalni rezidualni choroba

mediatorova ribonukleova kyselina

chlorid sodny

National Center for Biotechnology Information
nekodujici RNA

Next generation sequencing

neuroblastoma RNA viral (v-ras) oncogene homolog
nukleotid

5’-nucleotidase, cytosolic 11

Nucleoporin 214 kDa

kratké raménko chromozomu

Pacific Biosciences

paired box 5

analyza hlavnich komponent

polymerazova fetézcova reakce (polymerase chain reaction)
platelet-derived growth factor receptor beta polypeptide
Personal Genome Machine

polydeoxy thymin

anorganicky difosfat

precursor B acute lymphoblastic leukemia

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 14; NM_005401

dlouhé raménko chromozomu
RNA binding protein 2

RCSD domain containing 1
RNA integrity number
ribonukleova kyselina
ribozomalni RNA

runt-related transciption factor 1
small interfering RNA

Single Molecule Real-Time sequencing
single-molecule sequencing
single nucleotide polymorphism

splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 1
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sSDNA single-stranded DNA (jednovlaknova DNA)
sstDNA single-stranded template DNA

STRN3 striatin, kalmodulin binding protein 3

t translokace

T thymin

T-ALL akutni lymfoblasticka leukémie T bunécné fady
TEL/AML 1 ETV6/RUNX1

TP 53 tumor protein p53

UDG uracil DNA glykosylasa

USA United States of America

USH2A usher syndrome 2A
UV-VIS Ultraviolet—visible

WHO Word Health Organization
WHSC1 Wolf-Horschhorn syndrome candidate 1
ZMWs zero mode waveguides
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