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Abstrakt

Mnohocetny myelom (MM) je druhé nejcastéji se vyskytujici hematologické onemoc-
néni. Je charakterizovano klonalni proliferaci malignich B-bungk a jejich nekontrolova-
nou diferenciaci v myelomové buiiky Vv kostni dfeni. V patogenezi tohoto onemocnéni
hraji vyznamnou roli genetické abnormality, které ovliviiuji vyvoj onemocnéni, maji
vliv na prognoézu a také na terapeutickou odpoveéd’.

V soucasné dobé¢ jsou pro rutinni diagnostiku chromozomovych aberaci u mnohocet-
ného myelomu pouzivany tradi¢ni cytogenetické metody (stanoveni karyotypu, FISH
nebo arrayCGH). V této praci byla pro detekci chromozomovych zmén u MM testovana
nova metoda optického mapovani, kterd umoziiuje studium strukturnich a pocetnich va-
riant v celém genomu V podobé€ delect, inzerci, duplikaci, inverzi a translokaci vcetné
zmén V poctu kopii chromozomu V rozsahu stovek kbp, které¢ soucasné metody nejsou
schopny detekovat.

Prvni ¢ast experimentéalni prace byla vénovéana optimalizaci separace myelomovych
bunék s cilem nalézt vhodnou separaéni metodu pro ziskani populace plazmatickych
bunék v dostatecné Cistoté¢ a mnozZstvi pro metodu optického mapovani. V neposledni
fad¢ byla také optimalizovana izolace vysokomolekuldrni DNA z myelomovych bunék
kostni dfen¢ a srovnany metody fluorescencniho znaceni vysokomolekularni DNA.

V dalsi ¢asti byla vyuzitelnost metody optického mapovani pro detekci chromozo-
movych zmén prezentovana na analyze péti vybranych vzorkl kostni diené nové dia-

gnostikovanych pacientti s MM. Ze separovanych myelomovych bunék byla izolovana



vysokomolekularni DNA, ktera byla specificky fluorescenéné znacena pomoci DLS
chemie a vizualizovana systémem Saphyr (BionanoGenomics). Poté byly sestaveny ge-
nomové mapy a porovnany s referenénim genomem (hg38) na zakladé znacenych spe-
cifickych sekvencnich motivii. Nakonec byly nalezené strukturni variace (SV) porov-
nany s databazi zdravych jedincti a byly analyzovany pouze de novo SV.

Vysledky optického mapovani byly srovndny s nalezenymi chromozomovymi zmé-
nami pomoci cytogenetickych analyz. Metoda optického mapovani potvrdila vSechny
strukturni zmény detekované standardnimi cytogenetickymi metodami. Kromé téchto
zmén byly u vSech pacientd nalezeny dals$i de novo strukturni abnormality. Pfevazna
cast nalezenych SV byly delece (60 %), dale byly detekovany nové translokace, z nichz
vétSina byla intrachromozomalni (64 %) na chromozomech 3, 4, 6, 14, 16, 17 a 18.
Interchromozomalni translokace (36 %) zahrnovaly chromozomy 2, 8, 3, 6, 12, 17 a 22.
U vsech vzorku byly také nalezeny de novo SV na chromozomu 17.

Nase vysledky ukazuji, ze nova technologie optického mapovani ma potencial pro
detekci chromozomovych abnormalit v takovém rozsahu, ktery bézné dostupné metody
neumoziuji. Tyto noveé nalezené strukturni zmény by mohly vést k lepsimu pochopeni
variability genomu a také ovlivnit klinickou prognézu nebo odpoveéd’ na terapii u paci-

entu s MM.

Klicova slova Mnohocetny myelom, optické mapovani, strukturni
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Abstract

Multiple myeloma (MM) is the second most common haematological disease. It is cha-
racterized by clonal proliferation of malignant B cells and their uncontrolled differenti-
ation in myeloma cells in the bone marrow. The genetic abnormalities play a critical
role in the pathogenesis of this disease by affecting the progression of the desease, its
prognosis and the therapeutic response.

Nowadays, karyotype and FISH or arrayCGH have been standard diagnostic tools
for detection of chromosomal aberations in multiple myeloma. In diploma thesis, a new
method of optical mapping has been tested for the detection of chromosomal changes
in multiple myeloma, which allows the study of structural variants of the whole genome
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current methods are unable to detect.

The first part of the thesis was devoted to optimizing the myeloma cells separtion in
order to find a suitable separation method for obtaining a plasma cell population in suffi-
cient purity and amount for the optical mapping method. Last but not least, the isolation
from bone marrow myeloma cells was optimized, and the methods of the fluorescence
labeling of high molecular weight DNA were compared.

In the next part of the thesis, the useability of the optical mapping method for the
detection of chromosomal changes was presented on the analysis of five bone marrow

samples from newly diagnosed MM patients. High molecular weight DNA was isolated



from the separated myeloma cells, specifically labeled with DLS chemistry and visua-
lized using Saphyr system (BionanoGenomics). Genomic maps were then assembled as
compared to the reference genome (hg38) based on known labeled specific motifs. Fi-
nally, the found SVs were compared with the database of healthy individuals and ana-
lyzed only de novo SV.

The results of optical mapping were compared with the found chromosomal changes
by cytogenetic analyzes. The optical mapping method confirmed all structure changes
detected by standard cytogenetic methods. In addition to these changes, all de novo
structural abnormalities were found in all patients. The vast majority of SV were dele-
tions (60 %), new translocations were detected, most of which were intrachromosomal
(64 %) on chromosomes 3, 4, 6, 14, 16, 17 and 18. Interchromosomal translocation (36
%) included chromosomes 2, 8, 3, 6, 12, 17 and 22. De novo SV on chromosome 17
was also found in all samples.

Our results show that the new technology of optical mapping has the potential to detect
large SV unidentifiable by commonly used methods. These newly found structural chan-
ges could lead to a better understanding of genome variability and also affect clinical

prognosis or response to therapy in MM patients.
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Cile prace

V teoretické ¢asti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na studium
genetickych abnormalit u onemocnéni mnohocetného myelomu a dale byly diskutovany
moznosti detekce strukturnich zmén u tohoto onemocnéni. Dalsi ¢ast literarni reSerSe byla
vénovana nové metod¢ optického mapovani, kterd umoznuje komplexni analyzu celého ge-
nomu.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byla optimalizace postupu piipravy vysoko-
molekularni DNA ze separovanych myelomovych buné¢k kostni dien¢ pacientli s mnohocet-
nym myelomem a srovnani metod fluorescen¢niho znaceni specifickych motivi. Nasledné
byla provedena vizualizace vysokomolekularni DNA na optickém ¢ipu pomoci pfistroje
Saphyr, detekce molekul a sestaveni genomovych map (de novo assembly). V dalsi ¢asti této
prace bylo cilem porovnani vysledkti optického mapovani s cytogenetickymi analyzami a

identifikace novych strukturnich zmén detekovanych pouze optickym mapovanim.



1 UVOD

Mnohocetny myelom je zhoubné nadorové onemocnéni plazmatickych bunék zptsobené
maligni transformaci B lymfocytt, jejich nekontrolovanou proliferaci a diferenciaci. Patolo-
gické plazmatické buniky (myelomové buiky) produkuji monoklonalni imunoglobuliny
a dalsi cytokiny, které zpuisobujici pomérné pestré a rizné intenzivné vyjadiené projevy
nemoci. Transformace normalni B buiikky na maligni plazmatickou bunku se odehrava
v mnoha krocich, ve kterych dochdzi k ¢etnym zménam struktury chromozomi a dal§im
genetickym abnormalitdm. Genetické zmény jsou zakladem pro pochopeni patogeneze
tohoto onemocnéni a jeho vyvoj, ovliviiuji progndzu a maji také dopad na 1écebny postup
u pacientli s mnohocetnym myelomem (Corre et al., 2015).

V soucéasné dob¢ patii mezi rozhodujici diagnostické metody, pouzivané k detekci struk-
turnich zmén u mnohocetného myelomu, cytogeneticka vysetieni, a to zejména karyotypo-
vani, fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) a komparativni genomova hybridizace
(arrayCGH). S narustajicimi genetickymi poznatky u tohoto onemocnéni roste i vyznam
vySetieni strukturnich zmén ve vét§im rozsahu, neZ soucasné cytogenetické metody umoz-
nuji, a to diky svym limitacim v podob¢ nizS§iho mitotického potencidlu plazmatickych
bunck a zaméteni na detekci pouze klicovych chromozomovych aberaci béhem vySetieni
(Saxe et al., 2019).

Diplomova prace se zaméfuje na vyuZiti nové metody optického mapovani pro detekci
strukturnich zmén u mnohocetného myelomu. Tato metoda detekuje strukturni zmény,
predevsim v podobé deleci, inzerci, duplikaci, inverzi a translokaci v€etné zmén v poctu ko-
pii chromozomti, Z vysokomolekularni DNA v rozsahu stovek kbp a poskytuje efektivni
komplexni analyzu celého genomu v jediném experimentu (Pang et al., 2017).

Prvni studie ukdzaly, Ze metoda optické mapovani je schopna detekovat cetné genetické
abnormality, které mohou ovliviiovat progresi u pacientii s mnoho¢etnym myelomem a sou-
¢asné metody nejsou schopné tyto abnormality identifikovat (Gupta et al., 2015). Nova tech-
nologie optického mapovani by mohla pomoci detekovat dalsi dalezité genetické zmény,

zlepsit pochopeni piic¢in a rozvoje mnohocetného myelomu na molekularni urovni.



2 MNOHOCETNY MYELOM

Mnohocetny myelom (MM) nazyvany také Kahlerova nemoc je neoplastické onemocnéni
plazmatickych bun¢k (PB), charakterizované klonalni proliferaci malignich B-bunck
Vv kostni dieni (KD) a pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu (protein M) v Krvi nebo
v moc¢i (Obr. 1). Klonalni bunky potlacuji normalni populaci plazmatickych bun¢k, coz vede
k imunosupresi, poskozeni hematopoézy, pfitomnosti kostnich 1ézi a k dysfunkci organi
predev§im k porucham ledvin (Rajkumar et al., 2001).

Primérny vék u diagnézy MM je 69 let. S pfichodem efektivnéjsi 1écebné strategie
a zlepSeni podpiirné 1écby v poslednich dvou desetiletich se doba preziti zvysila ze 3 na 6
let, 1 pfesto zlistdva MM nevylécitelnou nemoci.

Mnohocetny myelom je druhé nejcastéji se vyskytujici hematologické onemocnéni.
Incidence MM je 6/100 000 obyvatel v USA a Evropé¢, naopak u Afroamericant se jedna o
nejcastéj$i hematologické onemocnéni (Landgren et al., 2006). Podle poslednich dat narod-
niho onkologického registru byla v roce 2014 incidence MM 4,8/100 000 obyvatel v Ceské
republice. Prevalence doséahla v tomto roce hodnoty 1982 osob a ve srovnani s rokem 2004

vzrostl pocet Zijicich osob s MM o 74,4 % (Maluskova et al., 2017).

Zdrava kostni d¥en Mnohocetny myelom
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Obr. 1 Rozdil mezi PB zdravého ¢lovéka a pacienta s MM. Normalni PB vytvaieji protilatky, zatimco
myelomoveé bunky produkuji M protein (Diseases conditions: https://diseasesandconditions.net/mul-
tiple-myeloma, upraveno).



2.1 Progrese u MM

Monoklonélni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a doutnajici myelom (SMM) jsou
stavy predchazejici vzniku MM. U SMM a MGUS chybi na rozdil od MM klinické ptiznaky.
Tyto formy MM ziistdvaji po n€kolik let stabilni a nevyzaduji zahajeni 1écby po urceni
diagnézy. SMM signalizuje vysoké riziko vzniku MM a mira transformace na MM je pii-
blizné 10 % v prvnich péti letech po diagnéze. Riziko progrese u MGUS je u 1 % pacientd.
Dulezité je opakované sledovani klinického stavu a stabilita laboratornich hodnot pacienta
(Kyle et al., 2002; Kyle et al., 2007).

Zakladnim piedpokladem iniciace a progrese myelomu jsou mnohocetné genetické mu-
tace. Béhem progrese onemocnéni vSak klonalni buiiky rozvijeji schopnost proliferovat na
mistech mimo KD a v koneéném stadiu se projevuji jako plazmocelularni leukémie
(PCL; Obr. 2). Tyto bunky tvofi koncové stavy ve vicestupnovém transformacnim procesu

od normalnich az po maligni PB (Chapman et al., 2011).

. Poges |

Germindlni centrum == K ostni diefl » Periferni krev

. | s | — | Doutnajici | —_—
B buitky k_m}'elom

Obr. 2 Iniciace a progrese u MM (Chapman et al., 2011, upraveno).



2.2 Klinické priznaky

Mezi nejcastéjsi klinické projevy u pacienti s MM patii hyperkalcémie, poSkozeni ledvin,
anémie a kostni abnormality (,,CRAB*; Tab. 1). Dalsimi pfiznaky jsou také Casté infekce a
periferni neuropatie.

Anémie je nejbeznéjs$i hematologickou poruchou a je pozorovana u 70 % pacientt. Kostni
choroby se projevuji jako kostni 1éze, zlomeniny nebo osteoporéza a jsou piitomny
u 60 % pacientti (Kyle et al., 2003b). Dalsi ¢astou metabolickou poruchou spojenou s MM
je hyperkalcémie, nastava z velké ¢asti v disledku ubytku kostni tkan¢ a resorpce kosti. Vy-
sledkem je zvysené uvoliiovani Ca?* (Kastritis et al., 2011). Porucha ledvin postihuje
20-30 % nemocnych v dobé diagnézy a vice nez 50 % pacientl v pribc¢hu onemocnéni

(Knudsen et al., 1994).

Tab. 1 Kritéria poskozeni organt u pacientii s MM (Kyle et al., 2003b, upraveno).

Kritérium poskozeni organti Definice poskozeni
C — Hyperkalcémie Vapnik > 2,75 mmol/l
R — Renalni selhani Kreatinin > 173 mmol/|
A — Anémie Hemoglobin < 10 g/dl nebo 2g/dl pod hladinou normalu
B — Kostni 1éze Lytické 1éze nebo osteopordza s kompresivnimi zlomeninami
Dalki Symptomaticka hyperviskozita, amyloidoza, opakujici se

bakteridlni infekce




2.3 Diagnostické hodnoceni

Diagnézu stanovuji 1ékati na zékladé biochemickych, rentgenologickych a cytologickych
nalezli v porovnani s diagnostickymi kritérii pro MM. K posouzeni progrese onemocnéni
a odpovédi na 1écbu se 1ékari nejvice spoléhaji na sledovani monoklonéalniho imunoglobu-
linu v krvi a mo¢i. U nékterych pacientt (1-3 %) se, ale vyskytuje nesekre¢ni myelom
a 10 % nov¢ diagnostikovanych pacientll vykazuje oligosekreéni onemocnéni a hladina
proteinu M je u nich p#ili$ nizka, aby mohla byt diagnostika spolehliva (Chawla et al., 2015).
Dalsi kritéria diagnostického hodnoceni progrese u MM jsou uvedena v Tab. 2.

Mnohocetny myelom je standardné klasifikovany dle Durieho a Salmola (1975), nicméné
v tomto systému existuji nedostatky. Ve snaze vyvinout objektivnéjsi systém, Mezinarodni
myelomova skupina (IMWG) zavedla v roce 2003 nové klasifika¢ni uspoiadani (Tab. 3).
Nova kritéria zjednodusila diagnozu, protoze vyuzivaji pouze dvou ukazateld
a to B2-mikroglobulinu a albuminu, coz jsou snadno reprodukovatelné a dostupné laboratorni
testy (Kyle et al., 2003a).

Tab. 2 Diagnosticka kritéria MGUS, doutnajiciho myelomu a MM (Rajkumar et al., 2001, upraveno).

MGUS Doutnajici myelom MM
M-protein < 3 g / 100 ml M-protein>3 g/100mi ' ritomnost M-proteinu v krvi
a moci
Klonalni PB v KD < 10 % Klonalni PB v KD > 10 % Klonélni PB v KD > 10 %
Chybi poskozeni organti a Chybi poskozeni organti a Poskozeni organt, kostni 1éze
dalsi symptomy dalsi symptomy a dal$i symptomy




Tab. 2 Klinicka stadia MM podle Mezinarodni myelomové skupiny (Kyle et al., 2003a, upraveno).

Klinické stadium  Durie-Salmon systém Mezinarodni systém
Stadium I Vsechny podminky musi byt splnény: B2-mikroglobulin < 3,5 mg/I
Hemoglobin > 10 g/dI Albumin > 350 mg/l

Vapnik v séru < 12 mg/dl
Zadné kostni 1éze spojené s myelomem

Nizka koncentrace M proteinu
(1gG < 5¢/dl, IgA < 3g/dI)

Stadium 11 Hodnoty jsou mezi stadii I a 111 Hodnoty jsou mezi stadii I a 111
Stadium IIT Musi byt splnéna jedna nebo vice B2-mikroglobulin > 5,5 mg/1
podminek:

Hemoglobin < 8,5 g/dI
Vépnik v séru > 12 mg/dl
Rozsahlé kostni 1éze

Vysoka koncentrace M proteinu

(1gG > 7 g/dl, 1IgA > 5 g/dI)

2.3.1 Vysetrovaci metody

Standardni screeningova vySetieni zahrnuji elektroforézu bilkovin v séru a mo¢i, imunofi-
xaci a dalsi metody (kompletni krevni obraz, sérovy kreatinin a elektrolyty véetné vapniku,
laktatdehydrogenasy a B2-mikroglobulinu). U pacienti s MM by mél byt dale proveden
kompletni rentgenovy skelet pro detekci lytickych 1ézi nebo patologickych zlomenin. Pokud
symptomatické oblasti nevykazuji zddné abnormality v rutinnim rentgenovém zobrazovani,
muze byt pouzito MRI nebo CT (Kyle et al., 2003a). Dalsi techniky jako je pratokova
cytometrie, fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) nebo PCR s pouzitim specifickych alel,
mohou pfispivat k dals$im informacim o MM (Puig et al., 2014). Diagnostické metody

pouzivané u pacientit s MM jsou shrnuty v Tab. 4.



Tab. 4 Diagnostické metody pouzivané u pacientu s MM (Kyle et al., 2003a, upraveno).

Krev Elektroforéza bilkovinného séra, imunofixace, celkovy sérovy protein,
sérovy albumin, kreatinin, vapnik, elektrolyty, laktatdehydrogenasa,
B2-mikroglobulin a hemoglobin

Moc¢ Elektroforéza proteinti, celkovy protein v moci
Kostni dien Aspirace a biopsie, FISH, morfologie
Kosti RTG, MRI, PET-CT

2.4 Lécba a prognéza MM

Mnohocetny myelom je v soucasnosti dostupnymi prostiedky nevylécitelny. Cilem 1éCby je
zni€it co nejveétsi mnozstvi myelomovych bunék, zmirnéni piiznaki nemoci a dosazeni re-
mise. Po dosazeni remise se 1é¢ba pierusi a opét se obnovuje pii relapsu (Obr. 3).

Volba 1é¢by zavisi na mnoha faktorech, jako je v€k pacienta, dostupnost 1éku, reakce na
piedchozi terapii, agresivita relapsu ¢i zptsobilost pro autologni transplantaci kmenovych

krvetvornych bun¢k (Sonneveld et al., 2018).

( ) )

Druhy
relaps

100 — Aktivni
myelom

2

&)

S’

=

2

-]

S Prvni

= ) Relaps/

=T o relaps s i

EI 50 = Doutnajici IE‘,flEllktm]]l

@ myelom nebo stadium

= MGUS .

E 20 Prvni

k) remise

o

= 1é¢bou 5

ﬁ L f >
Pocatecni Lécba prvniho  Lééba druhého

terapie relapsu relapsu

Obr. 3 Postup 1é¢by MM. Casova osa se u kazdého pacienta lisi a je zavisla na jednotlivych riziko-
vych faktorech v¢etné genetickych a fenotypovych zmén, odpovédi na 1é¢bu a perzistenci myelomo-
vych bunék (Myeloma reveales: https://www.myelomarevealed.com/multiple-myeloma-definition-
and-statistics, upraveno).



Pii 1é¢bé se jako ucinné latky pouzivaji predevsim Bortezomib nebo Thalidomid.
Bortezomib je selektivni inhibitor proteasomu 26S, zasahuje do proliferace bunééného cyklu
a apoptozy myelomovych bunék prostrednictvim modulace signalni transdukce. Zptisobuje
také inhibici nukledrniho faktoru NF-«B, ktery zvysuje transkripci proteinti, které¢ podporu;ji
preziti nadorovych bunék (Palombella et al., 1994). Thalidomid inhibuje tvorbu TNF-o,
inhibuje proliferaci, aktivitu T bun¢k a podporuje apoptézu myelomovych bunék (Deng et
al., 2003).

Urceni progndzy U pacientd s MM zalezi na mnoha faktorech, mezi které patii vék
pacienta, jeho zdravotni stav a stadium nemoci. Mezi dalsi silné prognostické faktory u nové
diagnostikovanych pacienti s MM patii také chromozomalni abnormality malignich PB

(Smadja et al., 2001).

2.5 Chromozomalni abnormality u pacienti s MM a jejich vyznam

V poslednim desetileti doslo k rozvoji technologii molekularni biologie umoznujici identi-
fikaci chromozomalnich a molekuldrnich abnormalit, které jsou zdkladem pro objasnéni
patogeneze MM. Chromozomalni abnormality u pacientti s MM byly identifikovany pomoci
cytogenetickych metod, jako je komparativni genomova hybridizace (arrayCGH), detekce
jednonukleotidovych polymorfismid (SNP) nebo metody FISH (Walker et al., 2006).
Pfitomnost pocetnich i strukturnich zmén (SV) v myelomovych buikéach je vyznamnym
prognostickym faktorem, ktery ovlivituje rozdéleni pacientli do jednotlivych podskupin
s odlisnym prib&éhem onemocnéni a ma také vliv na dalsi 1é¢ebny postup (Avet-Loiseau et
al., 2007). V Tab. 5 jsou uvedeny nejcastéjsi chromozomalni abnormality u pacientt s MM.
Tento vycet, ale neni uplny, dalsi abnormality se vyskytuji u pacientli v mensim zastoupeni

a jejich vyznam jesté neni zcela objasnén.



Tab. 5 Nejcéastéjsi pocetni i strukturni zmény u MM, progndza a procento zastoupeni u pacientl s
MM (Rajkumar 2016, upraveno).

Tvo zmen Postizené chromozomy/ Procento zastoupeni Proendza
yp zmeny lokalizace na chromozomu u pacientd s MM &
Trizomie 3,5,7,11,15,17,19 42 Piizniva

IgH translokace t(11;14)(913;932) 15
t(4;14)(p16;932) 10-15 Nepftizniva

t(14;16)(q32;923) 3-7

t(14;20)(q32;911) <1
Dalsi translokace 5 Nepftizniva
Kombinace IgH v,
translokaci a trizomie 15 Neprizniva
Delece 1p12, 1p32.3 30 Nepftizniva
Monozomie 13/delece 13914 50 Neptizniva
17913 10 Nepfizniva
Zisk 1921 30 Nepfizniva

2.5.1 Aneuploidie

Velmi ¢astym nélezem jsou pocetni zmény chromozomi oznacované jako aneuploidie, které
se vyskytuji u 2/3 pacienti. U MM existuji ¢tyfi hlavni skupiny aneuploidie, a to pseudodi-
ploidie (45-46 chromozomu), hypodiploidie (44 a mén¢ chromozomi), hyperdiploidie
(47 az 74 chromozomt) a tetraploidie (75 a vice chromozomt). Pokud chybi jeden z part
chromozomu jedna se o monozomii, pokud se v jadru nachézeji tfi homologni chromozomy
je tento jev oznaCovan jako trizomie. RUzné typy aneuploidie jsou spojeny s odliSnou
progndzou (Smadja et al., 2001).

Hyperdiploidie byla nalezena u 57 % pacienti s MM. Nejcastéji byvaji ptitomny trizomie
chromozomt 3, 5,7, 11, 15,17, 18, 19 a21. Zmnozeni dalSich chromozomt se miize objevit,
ale je mén¢ Casté napf. trizomie chromozomu 13 je velmi vzacna (< 2 %; Fonseca et al.,
2003a). Hyperdiploidie u pacienttl ptedstavuje lepSi prognézu a méné agresivnéjsi priubch
onemocnéni. Nékdy v§ak miize byt hyperdiploidie doprovazena dalsimi SV velmi ¢asto s ab-
normalitami v useku 13q, coz ma za nasledek zhorSeni prognozy (Debes-Marun et al., 2003).

Hypodiploidie byla nalezena u 40 % nemocnych MM. Nejvice se vyskytuje monozomie

chromozomu 2, 3, 13, 14 a 19, ale muze chybét i jiny chromozom (Fonseca et al., 2003a).
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Abnormality spojené s timto karyotypem zahrnuji chromozomalni inzerce, delece, translo-
kace nebo ztraty celého chromozomu. Nejcastéjsimi zménami jsou translokace na chromo-
zomu 14, které se vyskytuji u 60 % pacientl s hypodiploidii, zatimco tyto translokace jsou
mnohem méné ¢asté u pacienti s hyperdiploidii (10 %). Obecné je hypodiploidie u neoplas-
tickych onemocnéni PB jako je MM nebo akutni lymfocytarni leukémie spojena se Spatnou
progndzou, kratsi dobou pieziti a také Spatnou odezvou na terapii (Smadja et al., 2003;
Smadja et al., 2001).

2.5.2 Translokace

Castymi strukturnimi pfestavbami v karyotypu MM byvaji chromozomové translokace
postihujici lokus pro t€zky fetézec imunoglobulinu IgH na chromozomu 14 v oblasti 14032
(Avet-Loiseau et al., 2002). Translokace jsou obecné povazovany za nepiiznivy prognos-
ticky ukazatel, zatimco pacienti bez SV v oblasti 14q32 maji stfedni progndzu. Nejbézngjsi
jsou translokace t(4;14), t(14;16) a t(11;14), mén¢ Casté jsou t(6;14) a t(14;20). Translokace
IgH v myelomovych bunikach vzdy vedou ke zvySené transkripci onkogent (vétSinou proli-
feracni geny a transkripcni faktory; Tab. 6). Kromé vySe zminénych SV se objevuji také
dalsi translokace, které se vyskytuji s 1% a mensi prevalenci (Fonseca et al., 2003Db).

Translokace (11;14)(q13;q32) patii k nejcastéjSim prestavbam, které se nalézaji u 15 %
nemocnych. Podle nékterych studii je provdzena delSim pfeZitim a na rozdil od ostatnich
translokaci v oblasti 14q32 je povaZovéana spiSe za piiznivéjsi prognosticky ukazatel
(Moreau et al., 2002). Pokud je pfitomna tato translokace dochazi k nadmérné expresi on-
kogenu CCND1 (cyklin D1), ktery je regulatorem bunééného cyklu. CCNDL1 se podili na
prechodu G1-S bunécného cyklu fosforylaci a inaktivaci Rb proteinu (Hideshima et al.,
2004).

Tab. 6 Nejbéznéjsi translokace u pacientd s MM a jejich geny (Fonseca et al., 2003b, upraveno).

Translokace ZasaZeny gen
t(4;14) MMSET, FGFR3
t(14;16) c-maf
t(11;14) CCND1
t(6;14) CCND3, MUM1
t(14;20) MAFB
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Dalsi specifickou zménou je translokace (4;14)(p16;q32), ktera se objevuje asi
u 10-15 % pacientd. Tato zména je provazena agresivnéjSim pribéhem onemocnénim
a nepiiznivou prognézou (Obr. 4; Chang et al., 2004). U téchto pacientii dochazi k aktivaci
dvou genit FGFR3 (onkogenni fibroblastovy ristovy faktor 3) a MMSET (Multiple myeloma
SET), které jsou lokalizované v misté 4p16. Aktivace genu FGFR3 nésledné vede k zahajeni
mitogen-kinazové drahy ras, ktera se podili na apoptdze bunék (Chesi et al., 2001). Translo-
kace t(4;14) v kombinaci s del (17p) ma nejhors$i vliv na pteziti pacientti (Fonseca et al.,
20033).

Translokace (14;16)(q32;923) mé rovnéz nepiiznivou prognoédzu a vyskytuje se u 3-7 %
pacientli s MM a je spojena s agresivngjSim pribéhem onemocnéni a kratS$i dobou preziti
(Avet-Loiseau et al., 2011). Vysledkem této translokace je zvySeni exprese onkogenti c-maf
(Chesi et al., 1998).

Translokace (14;20)(q32;911) je méné cCasta. Studie ukazuji vyskyt u 1,5 % nemoc-
nych MM a 5% piitomnosti u pacientd s MGUS (Hanamura et al., 2001). Pfitomnost této
zmény vede k expresi onkogenu MAFB (Ross et al., 2010).
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Obr. 4 Kaplan-Meiertuv graf celkového preziti u pacienti S MM. Teckovana ¢ara oznacuje pacienty
s t(4;14) a medianem pieziti 644 dnt; plna ¢ara oznacuje udaje pro pacienty bez t(4;14) s predpokla-
danym medianem pieziti 1288 dni (Keats et al., 2003, upraveno).
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2.5.3 Delece chromozomu 13

Abnormality chromozomu 13 jsou pozorovany u poloviny pacientli s MM, z ¢ehoz v 85 %
zahrnuji monozomie, u zbyvajicich 15 % jsou to intersticialni delece, vétSinou lokalizované
Vv oblasti 13q14. Pti klasickém cytogenetickém vysetfeni byly zmény na chromozomu 13
nalezeny u 15 % nemocnych (Obr. 5) a s vyuzitim metody FISH az u 54 % nemocnych.
Pomoci této metody bylo také zjisténo, ze delece chromozomu 13 se vyskytuje ve vSech
fazich neoplazmatickych PB (MGUS i SMM; Fonseca et al., 2002). Abnormality chromo-
zomu 13 jsou casto doprovazeny dalSimi zménami, jako je translokace (4;14)(p16;q32)
nebo delece 17p13 (Gutiérrez et al., 2007). Studie ukazaly, Ze abnormality chromozomu 13
jsou spojeny s horsi prognozou, ktera ma také nepiimou souvislost s pfitomnymi transloka-
cemi (Chiecchio et al., 2006).

V oblasti 13q je umistény tumor supresorovy gen RB1. RB1 se podili na regulaci bunéc-
ného cyklu pii prechodu z faze G1 do S faze. Bylo zjisténo, ze u pacientl s deleci na chro-
mozomu 13 dochézi ke snizené expresi RB1 i dalSich genl nachazejicich se v této oblasti.

Za potencialni kandidatni gen je také povazovan D13S25 (Walker et al., 2010).
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Obr. 5 Vysetfeni chromozomovych abnormalit u pacienta s MM pomoci metody karyotypovani
(Kuglik et al., 2008).
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2.5.4 Abnormality chromozomu 1

Nejbéznéjsi aberace v oblasti dlouhych ramen chromozomu 1 jsou intersticidlni delece nebo
amplifikace v misté 1q21, které byly identifikovany u 20-50 % nové diagnostikovanych
pacientti S MM.

Zisk 1q je pozorovan u 35-40 % nemocnych. Pii amplifikaci dochazi k expresi genu
CKS1B, ktery se podili na ubiquitin-proteasomové kaskadeé degradace proteini regulujicich
bunécny cyklus a jeho zvySena exprese v myelomovych buiikach ovliviiuje jejich prolife-
racni aktivitu (Fonseca et al., 2006). Krom¢ CKS1B obsahuje oblast 1q21 mnoho dalsich
kandidatnich genti (ANP32E, BCL-9 a PDZK1). Pacienti s amplifikaci v misté 1q21 vykazuji
rezistenci na bortezomib. Zisky 1q21 by proto mély byt povazovany za vysoce rizikovy
prvek u MM lé¢eného bortezomibem (An et al., 2014). U pacient s amplifikaci v Gseku
1g21 se ptredpokladéd horsi progndza (Obr. 6). Toto riziko zhorSeni prognézy se zvysSuje
s pfitomnosti translokace (4;14) nebo delece 17p13 (Shah et al., 2017).

Intersticialni delece ramene chromozomu 1p jsou pozorovany u piiblizné€ 30 % pacientil
s MM a jsou spojeny se Spatnou prognozou. V patogenezi MM jsou dilleZité delece oblasti
1p12 a 1p32.3. V misté 1p12 se naléza tumor supresorovy gen FAM46C. Oblast 1p32.3
obsahuje dva cilové geny (FAF1 a CDKN2C). CDKN2C je inhibitor kinazy 4, ktery se podili
na negativni regulaci bunécného cyklu, zatimco FAF1 kdéduje protein zapojeny do iniciace

apoptozy (Boyd et al., 2011).
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Obr. 6 Kaplan-Meiertv graf celkového preziti u pacientd s MM. Teckovana ¢ara oznacuje pacienty
s amplifikaci v oblasti 1921 a medianem preziti 2,1 let; plna ¢ara oznacuje udaje pro pacienty bez
amplifikace v mist¢ 1q21 s medianem preziti 4,3 let (Shah et al., 2017, upraveno).
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2.5.5 Delece chromozomu 17

Delece na 17. chromozomu v oblasti p13 (Obr. 7) je pfitomna u nové diagnostikovanych
pacientl (8-10 %), ale jeji frekvence se zvySuje béhem progrese onemocnéni (70 %), proto
je tato zména povazovana za velmi dulezity prognosticky faktor u MM. Oblast 17p13 koduje
tumor supresorovy gen TP53, ktery lezi na kratkych ramenech chromozomu 17. TP53 se
podili na proliferaci, diferenciaci a apoptéze bunck. Jednd se o nejvyznamnéjSich tumor-
supresorovy gen, téZ nazyvany strazce genomu. Ma vyznamnou roli pii opravach DNA
a obran¢ bunék proti genotoxickému/onkogennimu stresu, hypoxii a dal§im kritickym zm¢-
nam. Funguje také jako transkripéni faktor, ktery spousti transkripci gent zapojenych do
mnoha bunéénych procest. Zastavuje bunéény cyklus a spousti opravy DNA, popiipade
apoptdzu (Lane 1992). Delece genu TP53 jsou spojeny s niz§im piezitim u pacientt lé¢enych
konvenéni chemoterapii. Nedavna studie potvrdila, ze delece 17p13 v kombinaci s t(4;14)

ukazuje také na hor$i prognézu (Chang et al., 2005).
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Obr. 7 Delece 17p13 u pacienta s MM (Herrero et. al., 2003, upraveno).
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2.6 Cytogenetické vySetiovaci metody u pacienti s MM

V soucasné dobé¢ tvoii cytogenetickd vySetfeni dilezitou soucast diagnostickych metod
u pacienti s MM. Diraz je kladen na pozadavek vysetfit u pacienti s MM vsechny klicové
chromozomové aberace. Mezi rutinni cytogenetické metody patii vySetieni karyotypu, me-

toda FISH a technika arrayCGH (Kuglik et al., 2008).

2.6.1 Vysetreni karyotypu

Karyotypovani je proces parovani a usporadani vSech chromozomi organismu. Karyotypy
jsou pfipraveny pouzitim standardizovanych postupt barveni, které odhaluji charakteristické
strukturni rysy kazdého chromozomu. Karyotypovani slouzi k detekci hrubych genetickych
zmén, jako jsou prestavby v po¢tu chromozomii spojenych s aneuploidnimi stavy. Karyo-
typy se pfipravuji z mitotickych bunék v metafazi nebo profazi (Gatler, 2006).

G-pruhovani je nejcastéji pouzivana metoda pii uréovani karyotypu. Chromozomy jsou
nejdiive kratce oSetfeny trypsinem a nasledné dochézi k obarveni Giemsovym roztokem.
Heterochromatické oblasti, které jsou bohat$i na adenin a thymin se barvi tmavé. Naproti
tomu mén¢ kondenzovany chromatin, ktery hojné obsahuje guanin a cytosin je svétlejsi.
Vyhodou této metody je zobrazeni celého genomu a vizualizace vSech chromozomil
(Obr. 8). Nevyhodou je rozliseni, které je omezeno pfiblizné na 5 Mb a ¢asova naro¢nost

(O’Connor, 2008).
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Obr. 8 Karyotyp zdravého muze (46, XY; Ponnuraj, 2011).
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2.6.2 FISH

Metoda FISH slouzi k detekci genti a chromozomovych abnormalit jako jsou translokace,
delece nebo pocty kopii chromozomi. Tato technika je zalozena na hybridizaci fluorescen-
¢né znacené specifické sekvenaéni DNA sondy s komplementarnimi tseky cilové DNA
pacienta. Nasledna detekce je provedena pomoci fluorescen¢niho mikroskopu, kdy je dete-
kovan pocet fluorescenénich signala v jadie (Obr. 9; Ponnuraj, 2011).

V porovnani s metodou G-pruhovani ma FISH mnohem vyssi rozliSeni pro identifikaci
deleci, inzerci a translokaci. K ¢astym zméndm u MM patii delece/monozomie 13. chromo-
zomu a pii vySetfeni karyotypu byla tato zména detekovana u 15-20 % pacientd, zatimco
metodou FISH az u 38-40 % nemocnych s MM (Fonseca et al., 2002).

Dalsi vyhodou této techniky je moznost pouziti bun€k v jakékoli fazi bunécného cyklu a
krats$i doba zpracovani. Nevyhodou techniky FISH je nutnd znalost a charakterizace posti-
zenych gent. Dalsi nevyhodou mize byt zobrazeni pouze regionu komplementarnimu k

pouzité sond¢ (Ronney, 2001).

Obr. 9 Abnormality nalezené ve vzorcich pacienti s MM pomoci metody FISH. A — zisk 1q; B —
trizomie 17; C - delece/monozomie 13; D —t(4;14); E — t(14;16), (Kishimoto et al., 2016).




2.6.3 Genomova komparativni hybridizace (arrayCGH)

Metoda arrayCGH vznikla vyvojem techniky FISH, umoziiuje detekovat a mapovat relativni
pocet kopii jednotlivych sekvenci mezi riznymi genomy a je u¢inna zejména pii vysetfovani
zmeén jako jsou delece, nebo amplifikace nekterych genti, avSak nelze ji vyuzit pfi vysetfo-
vani translokaci a inverzi, pfi kterych se neméni pomér pocétu kopii sekvenci DNA. Dulezitou
vyhodou arrayCGH je vySetieni celého genomu v jednom experimentu a potfeba pouze ma-
1ého mnozstvi DNA (Kuglik et al., 2008).

Izolovana a fragmentovana DNA od pacienta je fluorescencné oznacena a smichéna s re-
ferencni DNA, kterd je oznacena jinou fluorescen¢ni znackou. Tato smés DNA je hybridi-
zovédna s denaturovanou DNA sondou. Poté je fluorescencné analyzovan kazdy bod
a dochazi k identifikaci rozdilti mezi obéma genomy (Obr. 10; Ponnuraj, 2011).

ArrayCGH je uzite¢nou technologii pro identifikaci genetickych zmén DNA v naddorech
s nizkym proliferativnim indexem, jako je MM. Mezi opakujici se abnormality detekované
arrayCGH u MM pattily zisky v oblastech 1q, 5q, 9q, 11q, 3q a 7q zatimco ztraty se tykaly

predevsim chromozomi 13, 16, 6 a 8 (Gutiérrez et al., 2004).
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Obr. 10 Princip komparativni genomové hybridizace (arrayCGH, Karampetsou et al., 2014, upra-
Veno).
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3 OPTICKE MAPOVANI

Metoda optického mapovani se v poslednim desetileti objevila jako velmi silny nastroj pro
ziskani informaci z dlouhych molekul DNA v rozsahu stovky kbp. Viibec prvni optickou
mapou byla mapa jednoho z chromozom pivni kvasinky (Sacharomyces cerevisiae), kterou
sestavil v 90. letech prof. Schwartz se svymi spolupracovniky (Schwartz et al., 1993).
Na zacatku byl systém optického mapovani pouzivan predevsim k vytvoreni genomovych
restrikénich map bakterii, parazitii hub a rostlin. U ¢loveéka bylo optické mapovani pouzito
poprvé v roce 2008, kde se védci zaméfili pfedev§im na inzerce, delece a inverze. Objevili
525 novych inzerci, které nebyly pfitomny v lidském referenénim genomu. Tato data
poskytla podklady pro sestaveni prvni mapy s vysokym rozlisenim lidskych SV (Kidd et al.,
2008).

Strukturni variace vV podob¢ deleci, inzerci, duplikaci, inverzi a translokaci mohou vést
k fenotypové diverzité a ovliviiovat pribéh lidskych onemocnéni. U mnoha znamych
syndromii jsou klinicky vyznamné SV dobfte charakterizovany. Pfikladem mize byt delece
15g11-q13 zpuisobujici Prader-Williho syndrom nebo delece v oblasti 7q11.23 vyvolavaji
Williamsiv-Beurendv syndrom (Jurado et al. 1998, Amos-Landgraf et al., 1999).

Soucasné metody pro detekci SV se d€li na dvé skupiny, a to tradi¢ni cytogenetiku
a molekularni techniky. Metody tradi¢ni cytogenetiky, zejména karyotypovani, FISH
a arrayCGH byly popsany v kapitole cytogenetické metody. Molekularni metody zahrnuji
predev§im techniky NGS (next generation sequencing). Metoda NGS je sice schopna
poskytnout detailni informaci o potadi nukleotidi v sekvenované oblasti, jejim hlavnim
nedostatkem je vSak limitace délky ¢teciho ramce, coZ neumoziuje poskytovat jednoznacné
informace v pfitomnosti opakujicich se prvki delSich nez jednotliva ¢teni. Toto omezeni ma
za nasledek podstatné snizenou citlivost na abnormality, jako jsou inzerce, vétsi delece
a duplikace (Hastie et al., 2018).

Optické mapovani kombinuje vyhody rtiznych technik pii feseni jejich omezeni. Tato
metoda je vysoce pfesnd a citliva pro detekci SV > 500 bp a miize NGS vhodné dopliovat.
M¢la by také zlepsit standardni cytogenetické techniky, zejména zobrazit SV v genomu
pacientd, a to v takovém rozsahu, na ktery jiz cytogeneticka vySetieni nestac¢i (Hastie et al.,
2017). Nevyhodou optického mapovani mize byt delsi doba analyzy vzorku (5 dni) a vyssi

naklady, které zatim omezuji pouZiti pro bézné rutinni aplikace.
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3.1 Princip metody

Opticka mapa je mapa vyskytu kratkého sekvencniho motivu roztrousené¢ho v desitkach
az stovkach tisicti kopii podél dlouhych fragmentli molekuly DNA. Pro sestaveni optické
mapy s pouzitim nanofluidniho Cipu je potieba ziskat dlouhé fragmenty neporusené DNA
molekuly. Proto jsou nejprve izolovany celé buiky, které jsou zachyceny v agarosovém gelu
a nasledné je z nich izolovana vysokomolekuldrni DNA. Po rozpusténi gelu jsou fluorescen-
¢n¢ oznaceny specifické sekvencni motivy a zaroven obarvena cela molekula DNA. Znacena
DNA je nanesena na ¢ip a za pomoci pfistroje linearizovana v nanokandlcich a vizualizo-
vana. Ziskany obrazovy materidl se pfevede do souboru nesouciho informaci o délce mole-
kul a pozicich sekven¢nich motivli. Na ziklad¢ této informace je sestavena optickd mapa

(Obr. 11; Lam et al., 2012).

Pouzité vzorky
Krev Tkai

Buikky  Mikroby
4
Izolace Specifické znaden Pienos oznacené Linearizace, zobrazeni oznacené
Vysokomolekularni DNA pesticke znacent DNA na ¢ip DNA a skenovani celého genomu
! celého genomu
Hi
A\
e
=)
ﬁ _-_

Zobrazeni s vysokym rozlisenim poskytuje deteke1 molekul aZ do délky Mb

Pievod snimku pomoci Sestaveni genomoveé mapy (de novo assembly) Srovndni genomove
algoritmu na molekuly mapy vzorku s referenci
‘ eSm——————— T
IR
HOMNL WA WO e |
Wommn ImEm WiEEED ERE W
R R R R T IR T R T AR TR
L (I |
(VIR ATR T R MR st I
AUE KT AR GRRIE SV EULREY BN A“TO]].\H[IF}\H det.ekce
ULl Ry strukturnich variaci

MEUEEIE E UR

Obr. 11 Princip konstrukce optické mapy. 1zolace vysokomolekularni DNA — specifické znaceni
molekul DNA — naneseni znacené DNA na Cip pro méfeni — linearizace molekul v nanokanalcich
a vizualizace — ziskani informaci o molekulach DNA — sestaveni (de novo assembly) genomovych
map — porovnani s referencni mapou (Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/techno-
logy/platform-technology, upraveno).
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3.2 Irysa Saphyr — BionanoGenomics

Firma BionanoGenomics zalozena v roce 2003 pied sedmi lety piestavila novou technologii
Irys pro metodu optického mapovani, a to piedevsim jako doplikovy nastroj pro NGS.
V roce 2017 uvedla tato firma na trh nejnovéjsi technologii Saphyr (Obr.12), ktera nabizi
tekci SV s vyssi citlivosti, specifi¢nosti pfi vysokych rychlostech a vysokém vykonu, nez
tomu bylo u systému Irys (Tab. 7). Je také zna¢né sniZzena doba potiebna k adaptivnimu
nacitani, ktera optimalizuje podminky béhu pro kazdy vzorek. Zajist'uje dale bezproblémové
zpracovani obrazu a sniZzuje moznost manualniho zasahu, aby bylo maximalizovano mnoz-
stvi ziskanych dat.

Dulezitym parametrem je hodnota efektivniho pokryti, ktera je uzite¢na pro odhad
mnozstvi vstupnich dat a vypocitava se z predpokladané velikosti genomu (u clovéka 3,2
Gbp) a mnozstvi filtrovanych vstupnich dat. Pro detekci SV u ¢lovéka je minimalni doporu-
¢ené pokryti 70x; pro lidské hybridni skladani je to nejméné 50x. (Tab. 8; Bionanogenomics:
http://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2017/02/Bionano-Genomics-AGBT-
2017-Curtain-Raiser-FINAL-2-7-16.pdf).

bioncno

Obr. 12 Systém Irys a Saphyr pro metodu optického mapovani od firmy BionanoGenomics (Biona-
nogenomics:  https://bionanogenomics.com/support-page/irys-instrument/,  https://bionanogeno-
mics.com/products/saphyr).
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Tab. 7 Propustnost molekul a pocet prutokovych komirek u systému Irys a Saphyr (Bionanogeno-
mics:  https://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30173-Data-Collection-Guideli-
nes.pdf, upraveno).

Irys Saphyr

Propustnost filtrovanych mo-
lekul v pritokové komiirce v 36 Gbp 320 Ghp
jednom béhu

Pocet prutokovych komutirek
na ¢ipu
Propustnost filtrovanych mo-

lekul na ¢ipu v jednom b&hu 72 Gbp 640 Gbp

Tab. 8 Minimalni pocet dat, které je potieba shromazdit pro analyzu SV a pro hybridni skladani
(Bionanogenomics:  https://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30173-Data-Coll-
ection-Guidelines.pdf, upraveno).

Analyza SV Hybridni skladani
Irys Saphyr Irys Saphyr
Cilené pokryti genomu u prvotnich 120 100x 80x 70x
molekul
Cilené efektivni pokryti genomu 70x 70x 50x 50x
Filtrované molekuly DNA 384 Ghp 320 Ghp 256 Gbp 224 Ghp

3.3 Metody znaceni DNA

Sekven¢ni zna¢eni DNA se déli na dveé hlavni kategorie, a to enzymatické znaceni a znaceni
na zéklad¢ afinity. Enzymatické znaceni se pouzivalo predevs§im v lidské genetice a pro
sestaveni komplexnich genomi, zatimco metody zaloZené na afinit€ byly primarné apliko-
vané v bakteriologii naptiklad pro rychlou analyzu plazmida kodujici rezistenci viici antibi-
otikiim (Miiller a Westerlund, 2017). V soucasnosti Se zafind vyuzivat znaceni na zaklad¢

afinity i v lidské genetice.

3.3.1 Enzymatické znaceni DNA

Nejbéznéjsi zptisob enzymatického znaceni DNA pro optické mapovani je pouziti enzymu
nikas (z anglického nickase - EC 3.5.4.10). BionanoGenomics vyuziva pro znaceni enzym
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nikasa Nt.BspQI (GCTCTTC) a technologii NLRS (nicks, labels, repairs, stains), ktera se
sklada ze ctyt sekvencénich krokti. Nejdiive nikasy §tépi jedno vlakno dvouvldknové DNA
V mistech, které rozpoznavaji na zadklad¢ specifickych motivi nukleotidovych sekvenci. Poté
DNA polymerasa odstrani nukleotidy, a ty soucasn¢ nahradi pfidanim znac¢enych dNTPS
(spojeny s fluofory), které umozni vizualizaci §tépenych mist pomoci fluorescenc¢ni mikro-
skopie. DNA ligasa nasledné poSkozena mista v fetézci DNA opravi. Nakonec se barvi cela
molekula DNA fluorescenénim barvivem, typickym je bisinterkalator YOYO-1, pro usnad-
néni detekce (Obr. 13; Jo et al., 2007).

Analyza znacené DNA v nanokalcich byla poprvé demonstrovana v roce 2007, kde byl
pouzit enzym nikasa Nb.BbvCl (cilova sekvence je GCTGAGG) a byly vytvofeny
tzv. caroveé kody zaloZeného na relativni vzdalenosti oznacenych mist na uméle vytvotenych
bakterialnich chromozomech (BAC; Jo et al. 2007). Bylo analyzovano celkem 95 BAC,
které spolecné pokryvaji 4,7 Mb lidského hlavniho histokompatibilniho komplexu, coz
umoznilo rozlisit haplotypové rozdily mezi dvéma jednotlivci (Lam et al., 2012). V dalsich
letech doSlo ke kombinaci tradi¢nich sekvenac¢nich metod Illumina a SMRT (single molecule

real-time) s optickym mapovanim pro analyzu diploidniho lidského genomu (Pendelton et
al., 2015).

1. Rozpoznani mista Stépeni pomoci enzyimu nikasy (BspQi, BssSI)

IIIIIIIIIIIllllﬁllllllllllIIIIIIIIIIIIIIII

| Stepeni

2. Tag polymerasa vloH fluorescenéni nukleotidy do mista Stépend

T )T TS
@R

3.DNA ligasa opravi poskozené misto

T T T,

4. Barveni celé moleluly DNA

Obr. 13 Jednotlivé kroky znaceni DNA pomoci enzymu nikasy (Barseghyan et al., 2017 upraveno)
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3.3.2 Znaceni DNA na zakladé afinity

Dalsi moznosti znaceni DNA jsou metody zaloZené na afinité, kde je opticka mapa vytvo-
fend nekovalentnimi interakcemi. P¥i pfimém znaCeni a barveni (DLS — direct label and
stain) konjuguje fluorofor pfimo do enzymaticky definovaného mista nativni dvouvlaknové
gDNA rozpoznatelného na zékladé motivu specifické nukleotidové sekvence. Enzym
DLE-1 vyuzivany pii DLS znaceni (BionanoGenomics) rozpoznava specifickou sekvenci
CTTAAG a vykazuje velmi vysokou specifi¢nost a ucinnost reakce. Doporucena hustota
znac¢eni DLE-1 enzymem se pohybuje v rozmezi 8 az 25 znacek na 100 kbp dle pivodu
znacené DNA. Pfi znaceni DLS nejprve dochéazi k oznaceni fluorescencni znackou. Ta se
vaze na specifickou oblast v cilové molekule. Nasledné dochazi k odmyti nenavazané barvy
DL-green a nakonec se provede barveni celé molekuly DNA pro zvySeni kontrastu. Flu-
orescencni teCky se pak nachazi podél celé molekuly DNA za uéelem zaznamu carového
kodu (Obr. 14, Obr. 15; Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/wp-content/uplo-
ads/2018/04/30206-Bionano-Prep-Direct-Label-and-Stain-DLS-Protocol.pdf).

Tento zplsob znaeni se obecné uplatiiuje v bakteriologii, zejména pti identifikaci
riznych typt bakterialni DNA, naptiklad u plazmidt kodujicich rezistenci viici antibiotikiim
(Nilsson et al., 2014). DLE-1 je prvnim enzymem z nové tfidy enzymuti BionanoGenomics.
Tento enzym efektivné oznacuje vysokomolekuldrni genomovou DNA z rGznych orga-
nismi a pomaha vytvaret velmi rozsahlé genomové mapy (Bionanogenomics: https://biona-
nogenomics.com/wp-content/uploads/2018/02/AGBT-2018-Amy-Files.pdf).

Obr. 14 Fluorescenéni tecky (zelené) oznacuji mista, kde doslo k oznaceni specifickych
sekvenaénich motivi pomoci fluoroforu a celé molekula DNA je obarvena modfe.
DNA je detekovana pomoci systémi BionanoGenomics (Bionanogenomics: https://bionanogeno-
mics.com/wp-content/uploads/2018/02/AGBT-2018-Amy-Files.pdf).
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Obr. 15 Piimé znaceni a barveni DNA pomoci enzymu DLE-1 (Bionanogenomics: https://bio-
nanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30206-Bionano-Prep-Direct-Label-and-Stain-
DLS-Protocol.pdf, upraveno).

3.4 Nanokanalovy ¢ip

Zakladem metody optického mapovani je vizualizace zna¢enych molekul DNA pomoci na-
nofluidniho ¢ipu sloZeného z tisicii nanokanalkt, které udrzuji dlouhé molekuly DNA
rovnomérné V linearizovaném stavu. Fluorescenéné oznacené molekuly DNA jsou vtaZzeny
do nanokanalti, kde se rovnhomérné linearizuji na 85 % délky dokonale linearni DNA a poté
jsou automaticky zobrazeny pomoci systému BionanoGenomics (Das et al., 2010). Tento
proces se mnohokrat opakuje, dokud neni DNA vycerpana nebo jsou nanokanalky nepouZi-
telné, coz mize byt zpisobeno jejich ucpanim. V Tab. 9 je uvedeno srovnani ¢ipti u systému
Saphyr a Irys.

Nanofluidni ¢ip obsahuje tfi sady nanokanalkli, z nichz kazdd se sklada piiblizné
ze 4000 kanald, které jsou dlouhé 0,4 mm a maji primér 45 nm (Obr. 16). Molekuly DNA
se V téchto nanokandlcich nemiizou zpét sbalit do nativni formy a jsou nuceny zustat
Vv linearizovaném stavu. Pfed nanokanalky jsou umistény pilite, které vytvari dostate¢ne

husté fyzikalni omezeni a molekuly DNA jsou nuceny proudit kolem pilifi, kde dochazi
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K jejich rozvolnéni a ty poté proudi do nanokanalkti (Obr. 17). Systém BionanoGenomics
(Saphyr nebo Irys) poté elektroforeticky tfidi pohyb DNA (nukleova kyselina nese zaporny
naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporného po6lu ke kladnému) v prutokové

komirce (Lam et al., 2012).

Tab. 9 Srovnani dvou nanokanalovych ¢ipt systému Irys a Saphyr (Bionanogenomics: https://biona-
nogenomics.com/products/bionano-chips, upraveno).

Prvek Irys ¢ip Saphyr ¢ip

Prutokova komurka 2 2

Min/Max propustnost
(lidsky vzorek v jedné prittokové komiirce) 10Gbp/50 Gbp 320 Gbp/ 480 Gbp
Min/Max propustnost
(jiny nez lidsky vzorek/ pritokova komirka) 10 Gbp/ 50 Gbp 100 Gbpf 480 Gbp

Kompatibilni systém Irys Saphyr

120 000 kanali na
prutokové komurce

5 < Pilife pro rozvolnéni DNA
2 prutokové komurky na ¢ipu p

Obr. 16 Detail nanokanalového ¢ipu vyuzivany u systému Saphyr (Chan et al., 2018).

Nanokanaly

Obr. 17 Linearizace DNA v nanokanalovém ¢ipu (Lam et al., 2012, upraveno).
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3.5 Sestaveni genomovych map

Vyobrazené molekuly detekované fluorescenénim mikroskopem uvniti pfistroje jsou digita-
lizovany pomoci softwaru BionanoAccess v1.3 do soubori, které obsahuji informace o délce
znacenych DNA fragmentu, pozicich sekvenacnich znacek a kvalité vizualizace (na zakladé
relativni fluorescence porovnanim signall barviva a pozadi). Na zakladé téchto informaci je
provedeno (de novo assembly) vytvoieni nové genomové mapy, které je zalozeno na uspo-
fadani detekovanych fragmentit DNA a jejich vzajemnym piekrytim v misté shodného vzoru
(Obr. 18). Vizualizace se realizuje pomoci ,,circus plot“ schématu, kde jsou zobrazeny
nalezené SV spolu s dalsi informaci o zménach v poc¢tu kopii chromozomi (CNV). Systém
BionanoGenomics je schopen vytvofit genomovou mapu bez ohledu na to, zda existuje
referenéni genom, ktery napiiklad u rostlin ¢asto neni k dispozici (Chan et al., 2018).

Ke kazdé nové genomové mapé je vytvorena zprava o kvalité behu, kterou definuji pre-
dem uréené parametry BionanoGenomics. Nejdulezitéjsi je mira shody s referencnim geno-
mem (map rate), ostatni parametry a jejich popis je uveden v Tab. 10. Diky dnes jiz detail-
nimu zmapovani lidského referen¢niho genomu mize byt mira shody s nové vytvorenou
mapou u lidské DNA az 90 % (BionanoGenomics: https://bionanogenomics.com/wp-con-
tent/uploads/2018/04/30223-Saphyr-Molecule-Quality-Report-Guidelines.pdf).

400 500 600 700 800 900
Pozice (kbp)

Obr. 18 Digitalni zobrazeni dlouhych molekul DNA (vytvotfeni nové genomové mapy zalozené
na prekryti, uspofadani a shodného vzoru; Bionanogenomics.com: https://bionanogeno-
mics.com/technology/platform-technology, upraveno).
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Tab. 10 Parametry o kvalité b&hu, jejich popis a rozsah (BionanoGenomics: https://bionanogeno-
mics.com/wp-content/uploads/2018/04/30223-Saphyr-Molecule-Quality-Report-Guidelines.pdf,

upraveno).
Parametr Popis Znadeni Znaeni
NLRS DLS
Celkova DNA Celkové mnozstvi molekul DNA,
(> 150 kbp) které jsou > 150 kbp
N50 (stiedni délka) molekul DNA,
N30 (= 150 kbp) které jsou > 150 kbp
Pramérna hustota Primérny pocet znacek na 100 kbp 8-15 8-25
znaceni (> 150 kbp) u celkové DNA > 150 kbp
Mira shody s referenci Procento molekul DNA, které
Y jsou > 150 kbp a jsou srovnany 60-90 % 70-90 %
(map rate) s referen¢nim
genomem
Celkové mnozstvi srovnané DNA
Efektivni pokryti vztazené k velikosti referen¢niho 70x 70x
genomu
Pozitivni rozptyl Procento molekulovych znacek, 0 100
znaceni (PLV) které chybi v referencnim genomu <15% 3-10%
Negativni rozptvl Procento referen¢nich znacek,
gAIVIL TozPTy které chybi v oznadeném vzorku <20% 6-15 %
znaceni (NLV)

DNA

3.6 Detekce strukturnich zmén

Detekce SV jsou zasadni pro pochopeni genetiky onemocnéni. V prvni fazi dochazi

k porovnani vytvofené genomové mapy s referenénim genomem (hgl19 nebo hg38) a zachy-

ceni SV. Metoda optického mapovani mize detekovat az tisice inzerci, deleci, translokaci,

duplikaci a inverzi v jednom vzorku (Obr. 19), a to ve velikosti vétsi nez 1 kbp, kterou jiné
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Typy strukturnich variant
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Obr. 19 Strukturni zmény detekované metodou optického mapovani — delece, inzerce, duplikace,
translokace a inverze (zelené je vyznacen referen¢ni genom, modie genom pacienta, ¢arky oznacuji
fluorescenéni znacky; Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/technology/structural-varia-
tion, upraveno).

V dalsim kroku lze vyuzit nastroj Variant Annotation Pipeline (VAP), ktery je soucasti
softwaru BionanoAccess a automaticky analyzuje vSechny detekované SV. Nejdtive shro-
mazdi vSechna relevantni data, v€etné velikosti, zygozity a spolehlivosti pro kazdou SV.
Dale jsou tyto SV porovnany s databazi SV BionanoGenomics, ktera obsahuje vice nez 160
fenotypicky zdravych jedinct, aby se zjistila frekvence kazdé SV u kontrolni populace.

Jakmile jsou vSechna srovnani provedena. VAP uvadi seznam gend ovlivnénych
SV nebo nejblizsi geny a jejich vzdalenosti od SV. Uzivatelé mohou filtrovat pouze de novo
SV, vzacné SV nebo ty, které mohly ovlivnit nékteré kandidatni nebo zndmé onkogenni
geny. Kromé toho pomoci VAP mohou byt identifikovany jak vrozené, tak de novo SV.
VAP mize byt také pouzita pro identifikaci vzacnych a potencialné zdédénych de novo SV
mezi rodi¢i a potomky (Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/bionano-uni-
versity/articles/thousands-svs-genes/).

Kromé samotné detekce SV je mozné i prohloubit informaci o studované oblasti pomoci
tzv. hybridniho skladani (hybrid scaffolding; Obr. 20). Tento pfistup kombinuje data
z optického mapovani s informacemi z NGS. Optickd mapa slouzi k propojeni sekvenci,

které spolu sousedi, ale neptekryvaji se (Mostovoy et al., 2016).
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Obr. 20 Koncepce kombinovani optické mapy a metod sekvenovani pomoci hybridniho skladani
(Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30073-Bionano-
Solve-Theory-of-Operation-Hybrid-Scaffold.pdf, upraveno).

3.7 Vyuziti v klinické oblasti

U onemocnéni MM byla dosud publikovana pouze jedna studie, kde bylo vyuZito optické
mapovani pro detekci SV u pacienta v riznych stadiich progrese MM. V této studii byly
pomoci optického mapovani a SNP identifikovany ¢etné SV, pfedevsim delece a inzerce,
které se mohou podilet na patogenezi a pfispét k porozuméni genomové struktury u pacientii
s MM (Gupta et al., 2015).

Dale se Barseghyan et al. zabyvali schopnosti optického mapovani identifikovat pato-
genni SV u pacientll s Duchenneovou svalovou dystrofii (DMD). V DMD identifikovali
velké delece, duplikace a inverze zahrnujici gen CDMD1131. Metoda optického mapovani
vylepsila informaci o umisténi zlomovych bodi v intronech u ptipadl s deleci ve srovnani
S bézn¢ vyuzivanou metodou PCR. Metoda byla také schopna identifikovat 5,1 Mbp inverzi
(Barseghyan et al., 2017).

Dalsi studie s vyuzitim optického mapovani byla provedena u pacienta s karcinomem
prostaty. V této studii védci pouzili genomovou mapu vytvoienou z DNA nadoru prostaty a
porovnali ji s DNA ziskané z periferni krve stejného pacienta a pomoci optického mapovani
identifikovali 85 velkych SV piitomnych pouze v nadorové tkani. Pfevazna vétsina velkych
SV nebyla detekovatelnd pomoci NGS a tyto SV mély dopad na geny s onkogennim poten-
cialem a jsou pravdépodobné zodpoveédné za tumorogenezi (Jaratlerdsiri et al., 2017).

Utelem dalsi studie bylo charakterizovat rozsahlou tandemovou duplikaci zahrnujici
exony 1-19 genu BRCAL ve ¢tyfech nezavislych rodinach s dédi¢nym syndromem rakoviny
prsu a vaje¢nikt. Data odhalila tandemovou duplikaci na chromozomu 17, ktera zahrnovala
exony 1-19 genu BRCAL a dalsich kandidatnich gent. I kdyz je v soucasné dobé¢ tato zmeéna
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klasifikovana jako varianta nezndmého vyznamu, data naznacuji, ze tato duplikace mtize byt
benigni variaci (Du et. al., 2018).

V dal8ich publikacich, bylo zjisténo, Ze optické mapovani rozsifuje moznosti diagndzy
onemocnéni Facioskapulohumeralni svalové dystrofie 1 (FSHD1). Molekularni diagnoza
FSHD1 pomoci hybridiza¢ni metody Southern blot nebo FISH je obtizna a ¢asové naro¢na.
Ve studii pétigeneraéniho rodokmenu FSHDI, byli prostfednictvim optického mapovani
spravné diagnostikovani pacienti a zdravi jedinci (Dai et al. 2018; Zhang et al., 2019).

V nejnovéjsi publikaci védci pouzili kombinaci metod celogenomového sekvenovani a
optického mapovani u tady dospélych i détskych pacientd s akutni myeloidni leukémii
(AML). Metoda optického mapovani identifikovala 97 % SV dtive nalezenych karyotypo-
vou analyzou a odhalila dalsi SV, které nebyly rozpoznatelné soucasnymi technikami.
Nalezené SV opakované ovliviiovaly fadu genil asociovanych s AML. Tyto vysledky nazna-
¢uji, ze soucasné metody genomické analyzy nedokazi identifikovat vétSinu SV ve vzorcich
AML a toto omezeni mize branit diagnostice a dalsi prognoze (Xu et al., 2019).

Optické mapovani ma potencidl stat se novym nastrojem v diagnostice klinické genetiky
kvili své schopnosti citliveé detekovat velké SV. Na zakladé¢ tohoto zjisténi by optické ma-
povani mohlo byt spolehlivou a akumulaéni technikou vhodnou pro molekularni diagnostiku
riznych chorob véetn€ nadorovych onemocnéni, coz bylo prokézéano jiz v n€kolika studiich

(Jaratlerdsiri et al., 2017; Dai et al., 2018; Xu et al., 2019)
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

e 96-100 % Ethanol (Fagron, CR)

e Agarosa (Serva, Némecko)

e Agarasa (ThermoFischer Scientific, USA)
e EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

e HCI (Promega, USA)

e Heparin (Zentiva, CR)

e Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA)
e  KH2PO4 (Penta, Némecko)

e KCI (Promega, USA)

e NaCl (Promega, USA)

e NaHPO4 (Penta, Némecko)

e NaOH (Penta, Némecko)

e Nuclease free water (Sigma-Aldrich, USA)
e Proteinasa K (Qiagen, Némecko)

e RNAsa (Sigma-Aldrich, USA)

e RPMI (Sigma-Aldrich, USA)

e Tris (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.2 Pristroje

e BD FACSAria (BD Biosciences, USA)
e Bionano ¢ip (Bionano Genomics, USA)
e Centrifuga Z306 (Hermle, Némecko)
e Centrifuga Z 323 (Hermle, Némecko)
e Irys systém (Bionano Genomics, USA)

e Laminarni box (ThermoFischer Scientific, USA)
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4.1.4

Mini Dry bath (Miu Lab, Cina)

Orbital shaker inkubator ES-20 (Biosan, Lotyssko)

Quibit 2.0 (Invitrogen, USA)

Pratokovy cytometer NovoCyte (Acea Biosciences, USA)
Rotéator multi bio RS (Biosan, LotySsko)

Saphyr systém (Bionano Genomics, USA)

Sonifikator S 40H (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)
Termocycler (Seegene, Jizni Korea)

Thermoshaker TS 100C (Biosan. Loty$sko)
Thermomixer C (Eppendorf, Némecko)

Vortex Combi spin (Biosan, Loty$sko)

Komer¢ni soupravy

Blood and Cell Culture DNA lIsolation Kit (Bionano Genomics, USA)
DNA Labeling Kit-DLS (Bionano Genomics, USA)

DNA Labeling Kit-NLRS (Bionano Genomics, USA)

EasySep™ Human CD138 Positive Selection Kit Il (StemCell Technologies,
Kanada)

MACSprep™ Multiple Myeloma CD138 MicroBeads, human (Miltenyi Biotec,

Némecko)
Quibit dsDNA HS Assay kit (ThermoFischer Scientific, USA)
Quibit dsDNA BR Assay kit (ThermoFischer Scientific, USA)

StraightFrom Whole Blood CD138 MicroBeads, human (Miltenyi Biotec, Némecko)

Roztoky

1x PBS (fosfatovy pufr)

1,37 M NaCl
27 mM KCI
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e 18 mM KH2PO4
e 100 mM NaxHPOg4, pH =7,4

1x TE pufr

e 10 mM Tris
e 1mMEDTA, pH = 8 (upravit pomoci HCI)

4.2 Metody

4.2.1 lzolace mononuklearnich bunék z KD

Kostni dfen byla odebrana do média, které obsahovalo 8 ml RPMI a 5 kapek heparinu. Na
pratokovou cytometrii bylo odebrano 50 pl vzorku a 1200 pl bylo pouzito na mikroizolaci
DNA. Kostni dieri v EDTA byla nafedéna 1:1 s PBS. Na 2,5 ml Histopague-1077 byly na-
vrstveny maximaln€ 4 ml kostni dfené. Nasledné byla provedena centrifugace pii 400 g, 30
min, RT. Poté byl odebran prstenec do 15ml zkumavky a byly ptidany 4 ml PBS. Opét byla
provedena centrifugace pifi 300 g, 10 min, RT. Poté se odlil supernatant a pelet byl resuspen-
dovan v 1 ml PBS a 25 pl bylo odebrano na priitokovou cytometrii, kde byla zmétena infil-
trace a celkovy pocet bunék ve vzorku KD. Dle vysledki bylo pfepipetovano vSe nebo porce
miniméln& 1x108 bunék do Sml zkumavky. Néasledné byla provedena centrifugace pti 300 g,
10 min, RT. Supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovan v 1 ml (0,5 ml pii malé buné¢-
nosti) doporu¢eného média (RoboSep buffer nebo PBS s 2% FBS a1 mM EDTA).

4.2.2 Imunopozitivni magneticka selekce PB

Z diivodu nizké infiltrace u pacientd S MM byly myelomové buiiky ze vzorka KD izolovany
magnetickou separaci bunék. Pro selekci byly vyuzity protilatky CD138, které byly nava-
zany na magnetické kulicky a namifeny proti povrchovému antigenu CD138 na PB. Takto
separovan¢ bunky, byly vyuzity k dal§im analyzam.

K 1 ml bunék bylo ptidano 50 ul Selection Coctail a inkubace prob&hla 3 min p#i RT.
Magnetické kuli¢ky Rapid Spheres byly vortexovany 30 s, 50 ul bylo pfidano ke vzorku,
zamichano a inkubovano opét 3 min pii RT. Vzorek byl doporu¢enym médiem doplnén na
celkovy objem 2,5 ml a opatrné byl 3x propipetovan. Zkumavka bez vicka byla vlozena do
magnetu a inkubovana 10 min pii RT. Magnet se zkumavkou byl pfevracen a zkumavka byla

ponechana 2-3 s v pfevracené poloze a poté vracena do ptivodni polohy. Cely proces byl 2x
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opakovan. Poté byla zkumavka vyjmuta z magnetu a bunky byly resuspendovany v 1 ml
PBS. Nasledné bylo 25 ul odebrano na priitokovou cytometrii. Podle vysledkl bylo pouzito
1,5-2 miliony buné¢k na pfipravu jednoho plugu. Nejprve byl vzorek centrifugovan pii 300

g, 10 min, 4 °C. Poté byl odsan supernatant a suchy pelet byl zamrazen pti -80 °C.

4.2.3 Priprava plugu

Aliquot 2% agarosy byl rozpustén pti 70 °C po dobu 10 min a poté byla agarosa temperovana
10 min pti 43 °C. Buriky byly resuspendovany v 60 pl Cell bufferu (CB) a nasledné byly
temperovany pii 43 °C, 3 min. Pak bylo ihned ptidano 40 ul vytemperované agarosy K bun-
kam v CB. Vzorek byl 10x propipetovan a nanesen po stén¢ do komurky v drzaku na plugy,

ktery byl polozen na termobloku (70 °C). Kazeta s plugy byla umisténa do 4 °C na 15 min.

4.2.4 Degradace proteinii a RNA

Nejprve byl pfipraven roztok proteinasy (EC 3.4.21.62; 167 ul Proteinasy K + 2,5 ml lyzac-
niho pufru). Nasledné byly plugy (max 5) pfeneseny do roztoku a inkubovéany pti 50 °C 2h
na tfepacce (10 s, 450 rpm + 10 min bez tfepani). Poté byl pfipraven Cerstvy roztok
proteinasy a byl temperovan 5 min pii RT. Pfes sitko byla vylita tekutina a nalita nova pro-
teinasa a probéhla inkubace ptes noc pii 50 °C na tiepacce za stejnych podminek. Poté bylo
ptidano 50 pul RNAsy (EC 3.1.11.2) a probéhla inkubace pti 37 °C 1 hod bez tiepani.

4.2.5 Promyti plugi

Nejdiive byla zkumavka se vzorkem temperovana 5 min pii RT a poté byl roztok proteinasy
vylit pfes sitko. Nasledné bylo pies sitko nalito 10 ml 1x Wash pufru po dobu asi 10 s a
nakonec byla tekutina vylita pies sitko. Tento postup byl 3x opakovan. Posléze bylo pies
sitko nalito 10 ml 1x Wash pufru a smés byla tfepana v horizontalni poloze (180 rpm,
15 min). Opét byla tekutina vylita ptes sitko. Tento postup byl opakovan 4x. Plugy je mozno
skladovat v 1x Wash pufru pti 4 °C 2 tydny. Nebo se pokracuje nasledujicim krokem.

4.2.6 Lyze plugu

Nejdiive byly plugy odebrany do nové zkumavky. Po naliti 10 ml TE pufru ptes sitko byla
zkumavka 15 min tfepana v horizontalni poloze pii 180 rpm. Poté byla tekutina vylita ptes

sitko a tento postup byl 5x opakovan.
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4.2.7 Rozpusténi agarosy

TE pufr byl odlit, plugy byly pfeneseny do nové 1,5ml zkumavky (1 plug = 1 zkumavka) a
kratce stoceny. Poté byly plugy rozpustény v termobloku pii 70 °C, 2 min. Nésledné byly
pteneseny do termobloku pii 43 °C na 5 min a byly ptidany 2 ul enzymu agarasy (EC
3.2.1.158; 0,2U/ul). Nakonec probéhla inkubace v termobloku pti 43 °C 45 min.

4.2.8 Dialyza pro precisténi DNA

Do 6 cm Petriho misky bylo napipetovano 15 ml TE pufru (pro kazdy plug jedna Petriho
miska). Na hladinu byla polozena 0,1 pm dialyzaéni membrana. Po 10 minutich byla
vSechna DNA, kter4 byla propipetovava Sirokou $pickou, nabrana a pfenesena na stfed mem-
brany. Nasledné probéhla inkubace 1 hod pii RT. Po inkubaci byla DNA pienesena do nové
1,5ml zkumavky.

4.2.9 Homogenizace DNA

Viskozita DNA byla testovana tak, ze cely objem DNA byl nasavan do 200ul $picky, za-
timco byl pomalu uvoliiovan pipetovy pist. Pokud DNA nebyla viskozni dochazelo ke kon-
tinualnimu pipetovani. Pokud po uvolnéni pistu nedochazelo k nasavani DNA, opakované
byla DNA nasavana a zaroven dochazelo k michani $pickou, az se cely vzorek pipetoval
v kontinualnim toku. Tento postup byl opakovan maximalné 9x. Nakonec se DNA pro lepsi

homogenitu nechala ustalit pfes noc pii RT.

4.2.10 DNA kvantifikace

Standardy a Quibit BR a vzorek DNA byly temperovany 30 min pii RT. DNA byla 5x pro-
michana 200ul Sirokou Spi¢kou. Poté bylo do novych Quibit zkumavek napipetovano 18 pul
Quibit bufferu a byly pfidany 2 pl DNA z horni, stfedni a spodni pozice a nasledné prob¢hla
sonifikace 10 min. Pak bylo pfipraveno ¢inidlo (fedénim 200x) a poté standardy (10 ul Qui-
bit pufru + 10 ul standardu). Po sonifikaci bylo k DNA a standardtim pfidano 180 pl ¢inidla
a vSe bylo zvortexovano a kratce stoCeno. Koncentrace byla zmétena na piistroji Qubit
v ng/ul. Vysledna koncentrace DNA musela byt v rozmezi 36-150 ng/ul a CV muselo byt

mensi nez 25 %.
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4.2.11 Znacéeni DNA — NLRS

DNA byla vytemperovana na RT a bylo vypocitano mnozstvi DNA. Do jedné reakce bylo

potieba 300 ng DNA. Nasledn¢ byly piipraveny jednotlivé master mixy pro kazdy jednotlivy
krok NLRS.

42111  Stépeni DNA

Na ledu byl pfipraven master mix dle po¢tu vzorkt (Tab. 11). Poté bylo k master mixu pii-
dano vypocitané mnozstvi DNA a vzorek byl 3x propipetovan Sirokou Spickou. Nasledn¢
probéhla inkubace v termocycleru 2 h pti 37 °C a vicko bylo ptedehrano na 47 °C. Do dal-
Siho kroku byl vzorek udrZzovan pti 4 °C.

Tab. 11 Pfiprava master mixu na §tépeni DNA.

1 reakce Objem

DNA (300 ng) - ol

10x Buffer 3 1wl

Nt.BspQI (10U/ul) 1ul

H>O doplnit na celkovy objem
Celkovy objem 10 pl
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4.2.11.2 Znaceni, oprava a barveni celé molekuly DNA

Nejprve byl piipraven dalsi master mix pro zna¢eni DNA podle Tab. 12. Vzorek DNA byl
po vyjmuti z termocycleru kratce stocen a bylo pfidano 5 pl master mixu. Nakonec byl vzo-
rek DNA 2-3x propipetovan, inkubace probéhla v termocycleru 1h pti 72 °C a vicko bylo
ptedehrano na 82 °C.

Nasledn¢ byl na ledu pifipraven master mix pro opravu DNA podle poctu vzorkt (Tab.
13) a byl chranén pted svétlem. Vzorek DNA byl po vyjmuti z termocycleru kratce stocen a
bylo piidano 5 ul master mixu. Nakonec byl vzorek DNA pomalu propipetovan, inkubace
probéhla v termocycleru 30 min pti 37 °C a vicko bylo pfedehrano na 47 °C.

Nakonec byl pii laboratorni teploté pfipraven master mix pro barveni celé molekuly DNA
podle Tab. 14 a byl chranén pred svétlem. Vzorek DNA byl po vyjmuti z termocycleru kratce
stocen a ke vzorku bylo pfidano 40 pl master mixu. Nakonec byl vzorek DNA 3x pomalu

propipetovan a inkubace probé¢hla pies noc pii 4 °C pod alobalem.

Tab. 12 Piiprava master mixu pro znaceni DNA.

1 reakce Objem

10x Labeling Buffer 1,5u

10x Labeling Mix 1,5u

Taq DNA Polymerase 1,0 ul

H20 1,0 ul
Celkovy objem 5 ul

Tab. 13 Priprava master mixu pro opravu fetézce DNA.

1 reakce Objem
10x ThermoPol Rxn Buffer 0,5 ul
50x Repair Mix 0,4 ul
NAD* (50mM) 0,4 pl
Taq DNA Ligase (40U/ul) 1,0 ul
Ultrapure water 2,7 ul
Celkovy objem 5ul
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Tab. 14 Piiprava master mixu na barveni celé molekuly DNA.

1 reakce Objem
Stop Solution 1,0 pl
4x Flow Buffer 15,0 ul
5x DTT 12,0 ul
DNA Stain 3,0 pl
Ultrapure water 9,0 pul
Objem 40 pl

4,2.12 Znaéeni DNA — DLS

DNA byla vytemperovéna na RT 30 min a 5x propipetovana Sirokou $pickou. Do nové PCR

zkumavky bylo pfidano 750 ng DNA a Free nuclease water, aby byl celkovy objem 21 pl.

42121 DLE — 1 znaéeni

Na ledu byl pfipraven master mix Vv nepruhledné zkumavce dle poctu vzorka (Tab. 15). Na-
sledné bylo 9 pl master mixu piidano k fedéné DNA a ta byla 5x propipetovana. Poté pro-
behla inkubace v termocycleru 2 h pti 37 °C a vicko bylo pfedehrano na 47 °C. Do dalSiho
kroku byl vzorek udrzovan pii 4 °C.

Tab. 15 Pfiprava master mixu na DLE-1 znaceni DNA.

Latka 1 vzorek
gDNA (750 ng) + H20 21 pl
5x DLE-1 Buffer 6 ul
20x DL-Green 1,5 ul
20x DLE-1 Enzyme 1,5 pl
Kone¢ny reakéni objem 30 ul
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4.2.12.2 Odmyti nenavazané DL-green

Ke vzorku bylo pfipipetovano 5 ul proteinasy K do horni poloviny vzorku. Nasledné pro-
béhla inkubace v termocycleru 30 min pii 50 °C a vi¢ko bylo pfedehrano na 60 °C. Poté bylo
do stfedu mikrotitra¢ni desti¢ky napipetovano pro kazdy vzorek 25 pl 1x DLE Bufferu a na
n¢j byla pomoci pinzety poloZzena DLS membrana. Déle byla znacend DNA pienesena na
stted membrany, jamka byla pielepena PCR folii a desticka byla pfikryta, aby byla chranéna
pied svétlem. Inkubace probehla pii RT 1 hod. Pied koncem inkubace (10 min) byla pfipra-
vena druha DLS membrana stejnym zptisobem. Pak byl vzorek pfepipetovan na novou mem-
branu. Opét byla desticka ptelepena PCR folii a prikryta. Inkubace probéhla pti RT 30 min.

Poté byl vzorek prepipetovan do nové PCR zkumavky a propipetovan.

4.2.12.3 Barveni DNA a homogenizace

Nejdiive byl pfipraven master mix (Tab. 16) a do hnédé 1,5ml zkumavky napipetovano
20 ul DNA. Poté bylo napipetovano 40 pl master mixu na horni hladinu znacené DNA a
vzorek se nemichal. Potom byl vzorek umistén na rotator na 1 hod, 5 rpm, RT. Nakonec byl

kratce stocen a inkubovan pii RT ptes noc, chranény pred svétlem.

Tab. 16 Pfiprava master mixu na barveni DNA.

Latka 1 vzorek
Oznaceny vzorek 20 pl
4x Flow Buffer 15 ul
5x DTT 12 ul
DNA Stain 3,5 ul

Nuclease Free H.O 9,5 ul

Kone¢ny reakéni objem 60 pl
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42124 Kvantifikace znacené a barvené DNA

Standardy a Quibit HS a vzorek DNA byly temperovany 30 min pii RT. DNA byla pomalu
5x promichana 200ul sirokou Spickou. Poté bylo do novych Quibit zkumavek napipetovano
18 pl Quibit bufferu a byly pfidany 2 ul DNA ze dvou riznych pozic a nasledné probéhla
sonifikace 10 min. Pak bylo pfipraveno ¢inidlo (fedénim 200x) a poté standardy (10 pl Qui-
bit bufferu + 10 ul standardu). Po sonifikaci byla DNA kratce sto¢ena a kK DNA a standardiim
piidano 180 ul ¢inidla a vSe bylo zvortexovano a kratce stoceno. VSe bylo zméfeno na
Qubitu v ng/ul. Vysledna koncentrace DNA musela byt v rozmezi 4-12 ng/ul a CV muselo

byt mensi nez 25 %.

4.2.13 Naneseni vzorku na Bionano ¢ip a spusténi béhu

Saphyr ¢ip byl vytemperovan pii RT 30 min. V softwaru BionanoAcces byl vytvoien novy
experiment, byla vybrana pouzita chemie a referenéni mapa hg38. Napied bylo pomalu napi-
petovano 8,5 ul DNA do inlet jamky, tak aby se vzorek nasal do kandlk a inkubace probéhla
2 min. Poté byl napipetovan dalsi vzorek DNA do druhé inlet jamky. Po dvou minutach bylo
napipetovano 11 ul DNA do outlet jamek. Ve vSech jamkach musela byt rovna hladina.
Pokud doslo k odpateni ihned se musela jamka doplnit vodou, tak aby ve vSech jamkach
byla rovna hladina a ¢ip se ihned potom uzaviel klipem. Poté byl ¢ip vlozen do pfistroje, kde
probéhla vizualizace molekul DNA. Po ukonceni béhu byl ¢ip odebran z piistroje a byl vy-

¢istén ubrousky na optiku a 70% ethanolem.

4.2.14 Zpracovani vysledku

Pomoci Softwaru BionanoAccess bylo mozné sledovat vysledky béhu v redlném case (Obr.
21) a provadét rizné bioinformatické analyzy (Tab. 17). Konecna vizualizace byla realizo-
vana pomoci ,circus plot™ schématu, ktery usnadiuje identifikaci SV. Program umoznoval
také detailni zobrazeni kazdé SV. Pomoci funkce filtrovani bylo mozné nastavit vlastni kri-

téria jako byla délka molekul nebo hledané SV.
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Obr. 21 Pohled na fidici panel BionanoAccess pro monitorovani pribéhu béhu. Graf A popisuje
propustnost DNA molekul, graf B ukazuje miru shody s referenénim genomem. (Bionanogeno-
mics:  https://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30142-Bionano-Access-
Software-User-Guide.pdf, upraveno).

Tab. 17 Popis jednotlivych bioinformatickych operaci provadénych v softwaru BionanoAccess (Bi-
onanogenomics:  https://bionanogenomics.com/wp-content/uploads/2018/04/30142-Bionano-Ac-
cess-Software-User-Guide.pdf, upraveno).

Operace Popis

Transformuje soubory ve formatu fasta na format

Zpracovani datovych sekvenci .
P vy Bionano cmap

Tvofeni genomové mapy Sestaveni genomovych map pro detekci SV a hyb-
(de novo assembly) ridniho skladani

. Slouceni dvou a vice molekulovych dat do jediného
Slouceni dat (merge) objektu (Iry;/)y J

Filtrovani molekul Filtrovani molekul podle délky a celkového mnoz-

stvi molekul
VAP Analyza vSech detekovanych SV
Srovnani map Porovnani dvou map
Hybridni skladani Slouceni genomovych map se sekvena¢nimi daty
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace metody

Prvni ¢ast diplomové prace byla vénovana optimalizaci metody. Predevs§im feseni problémi
vznikajicich izolaci vysokomolekuldrni DNA s vysokou viskozitou, jeji upravé pro méteni

koncentrace a skladovani. V neposledni fad¢ také metodam separace myelomovych bun¢k.

5.1.1 Separace myelomovych bunék

Diplomova prace byla zaméfena na studium SV u pacientli s MM. Pravé u pacientti s MM
je hlavnim problémem pfi vySetfovani chromozomovych aberaci nizky podil myelomovych
bun¢k v KD (infiltrace) a také velmi nizka proliferac¢ni aktivita malignich plazmatickych
bun¢k. Jednou z moznosti, jak obejit tyto problémy je izolace myelomovych bun¢k,
u kterych pak nasledné byla izolovana vysokomolekularni DNA, pomoci separacnich
technik (Adam et al., 2008). Cilem bylo nalézt separaéni metodu pro ziskani populace
plazmatickych bunék v dostate¢né Cistoté (> 90 %) a mnozstvi (nejméné 500 000 bb)
pro optické mapovani.

Separace byla provedena pomoci metod dostupnych na skolicim pracovisti. Mezi tyto
metody patii imunomagneticka separace (MACS a StemCell) a fluorescenéni imunomagne-
ticka separace (FACS). Po jednotlivych separacnich krocich byla provedena kontrola infil-

trace a celkového pocétu bunék na pritokovém cytometru (Obr. 22).

Stav pred separaci Pozitivni frakce Negativni frakce

/ — 1 / — f
MM T MM = MM
(657 82 91% ‘ 067%

e

0

Obr. 22 Infiltrace myelomovych bunék a celkovy poéet bunék méfeny na pritokovém cytometru.
Separace myelomovych bun¢k byla provedena pomoci metody StemCell.
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Fluorescencné aktivované tfidéni bun¢k (FACS) je specializovany typ pritokové cyto-
metrie. Poskytuje zplsob tfidéni heterogenni smési bun¢k na zakladé specifického rozptylu
svétla a fluorescencnich charakteristik kazdé bunky. Suspenze bun€k je oznacena specific-
kou fluorescen¢né znacenou protilatkou, v ptipadé MM jsou to CD138. Buiiky nasledné pro-
chazeji laserovym paprskem a méfi se jejich fluorescence. Kazda burika nese kladny nebo
zaporny naboj na zakladé toho, zda je navazana fluorescenéné¢ znaéena protilatka. Prochaze-
jici bunky jsou poté detekovany pomoci elektrického pole do sbérnych zkumavek podle je-
jich naboje (Obr. 23). Vyhodou této metody je vysoka Cistota, nevyhodou je ¢asova naroc-

nost a také cena (Hodne a Weltzien, 2015).

Bunééna
suspenze

Obr. 23 Fluorescen¢né aktivované ttidéni bunék (FACS, Hodne a Weltzien, 2015, upraveno).
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Imunopozitivni magneticka separace (MACS) je dobte zavedena technologie tfidéni ci-
lovych bunék z heterogennich bunécnych populaci na zaklad¢ vazby antigent bunék ke spe-
cifickym protilatkim konjugovanymi s magnetickymi kuli¢kami. Po inkubaci kuli¢ek
a bunck se roztok prevede do kolony v silném magnetickém poli. Bunky se specificky anti-
genem zistavaji na kolon¢ a nasledné jsou eluovany z kolony (Obr. 24, Marques et al., 2014).

StemCell je metoda, kdy dochazi k separaci zalozené na podobném principu jako MACS.
Také dochazi k navazani magnetickych kulicek, na kterych je navazana protilatka a tyto
komplexy se separuji pomoci magnetu. Tento systém poskytuje separaci bez kolonky, zku-
mavka se znaCenymi bunikami je umisténa do magnetického stojanu (Obr. 25). Specifické
bunky jsou vychytany na sténu zkumavky, zatimco ostatni zistanou v kapalné suspenzi.
Vyhodou téchto metod je jednoduchost a rychlost. Limitem muze byt dostupnost a specifita

protilatky (Shin et al., 2012).

Magnetickeé Magneticka El“fe '
znaceni separace znacenych

oo
B

ve

Obr. 24 Kroky imunopozitivni magneticka separace (MACS, Marques et. al., 2014, upraveno).
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Pridani pozitivniho
selekéniho kokteilu CD138
\do bunééné suspenze

Pridani magnetickych
nanocastic EasySep

Komplex protilatel:

Umisténi
zkumavky
do magnetu

Pozitivni selekce: pozadované
bufiky zistanou ve zkumavce

Obr. 25 Schématické znazornéni magnetické izolace pomoci StemCell (Wartalski et al., 2016, upra-
veno).

Vyse uvedené separacni metody byly provedeny u pacienti pii ruznych infiltracich
myelomovych bunék. U kazdé separacni techniky byla zhodnocena dostupnost metody,
casovy limit, naro¢nost provedeni, konecna Cistota bunck, vytézek a také cena.

Metoda FACS byla vyuzivana u pacientll s velmi nizkou infiltraci z divodu Casové
naro¢nosti a cen¢, naopak vyhodou této metody byla vysoka ¢istota separovanych bunék.
Metoda MACS byla pouzita u vzorka s infiltraci < 6 %, pti vyssich infiltracich dochazelo
K ucpani kolonky. Vyhodou této metody je také moznost separace bunek ptimo ze vzorku
KD, kdy nedochazi k velkym ztratam bun¢k. Metoda StemCell byla aplikovana u pacientt
s vyssi infiltraci, protoze bylo dosazeno vétsi vytéznosti a tato technika je jednoducha
a rychla. Jeji nevyhodou je, ale nizsi Cistota bunék. Vyuzité separa¢ni metody jsou shrnuty

v Tab. 18.
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Tab. 18 Metody vyuzité pfi separaci myelomovych bunék. Jejich vyhody, nevyhody a pouziti pii
ruznych infiltracich myelomovych bunék.

Infiltrace u pacientti s

Metoda MM Vyhody Nevyhody
FACS <2% Vysoka Cistota bunek Casové naroénost, cena
Rychlost, jednoduchost,
A0 pridani zna¢enych magne-  Ucpani kolonky (pfi vyssich
MACS 2-6% tickych kulicek ptimo infiltracich), cena
do vzorku KD
StemCell >6 % Jednoduchost a rychlost, Nizi Gistota bunck

vysoky vytézek

5.1.2 Izolace vysokomolekularni DNA

Na zacatku diplomové prace byla provadéna experimentalni ¢ast na pfistroji Irys, ktery byl
vyvinuty predevsim pro mapovani DNA rostlinnych vzorki. Z tohoto diivodu byla nutna
optimalizace postupu pro izolaci vysokomolekularni DNA u hematoonkologickych pacientl
z krve nebo KD. Piehled téchto metod je shrnut v Tab. 19.

Pfi izolaci mononuklearnich bunék byl podle protokolu pouzivan lyzaéni pufr, ktery byl
soucasti dodavaného kitu, ale dochéazelo ke ztratam 2/3 bunék, proto byla vyuzita separace
krevnich bun€k na zakladé hustotniho gradientu s pouzitim flota¢nich roztoki (Ficoll, His-
topague), kdy nedochazelo k tak velkym ztratam. V dal$im kroku bylo potieba snizit visko-
zitu DNA u hematoonkologickych pacientt, ktera zptisobovala nemoznost pohybu DNA
v nanokanalech, pomoci Proteinasy K nebo RNAsy.

Dale bylo potieba zjistit mnozstvi bunék, aby vyslednd koncentrace DNA pro optické
mapovani byla 36-150 ng/ul. Pomoci pratokové cytometrie bylo zjisténo, Ze pfi zamraZeni
bunék je pro splnéni této podminky potfeba 1-2 miliony separovanych myelomovych bunék
a pii skladovani v agarosovém plugu pouze 500 000 - 600 000 bunék.

Nakonec byly vyzkou$eny riizné moznosti skladovani bunék. Podle doporuéeni protokolu
bylo mozné uchovavat DNA v agarosovém plugu 2 tydny pii 4 °C. Po delsi dobé dochazelo
k degradaci DNA. Z toho diivodu bylo vyzkouseno uchovavani bun¢k pii -80 °C. Tento zpii-
sob umoznoval dlouhodobéjsi skladovani bun€k a vytvaieni biobanky, nevyhodou byla
ztrata genetického materialu (napf. popraskani bun¢k) pfi opétovném rozmrazeni, i piesto
byl tento zptisob uchovavani bun¢k efektivné;si.
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Tab. 19 Piehled metod optimalizace pfi izolaci vysokomolekularni DNA.

Proces

Vyzkousené metody

Podle protokolu

Zmeéna

Vybrana metoda

Izolace mononuklear-
nich bunék

Koncentrace agarosy

Degradace proteinti

Degradace RNA

Degradace agarosy

Dialyza DNA

Homogenizace DNA

Uskladnéni bunék

Lyzaéni pufr

1,5%

167 ul Proteinasy
K + inkubace ptes
noc

Bez ptidani
RNAsy

2 ul gelasy + inku-
bace 45 min 43 °C

Inkubace 45 min
pfi RT

Propipetovani DNA
9x po dialyze

Pokud neni vzorek
po dialyze homo-
genni inkubace ptes
noc pii RT

V agarosovém

plugu

Histopague, Ficoll

1,2% a 2 % (Sigma
Aldrich a Thermo
Scientific)

167 ul Proteinasy K
+ inkubace 2 noci

200 pl Proteinasy K
+ inkubace pfes noc

50 pul RNAsy inku-
bace 1 hod 37 °C

2 pl agarasy +
inkubace 45 min
43 °C

4 pl agarasy +
inkubace 1 hod 43
°C

Inkubace 1-2 hod pfi
RT

Propipetovani DNA
10x pted i po dialyze
a inkubace DNA pfi
RT po dobu nékolika
dnu (3-8 dni)

V agarosovém

plugu
Buiiky v -80 °C

Histopague

2%

167 pl +
inkubace pfes
noc

50 ul RNAsy
inkubace 1 hod
37°C

2 ul agarasy +
inkubace 1 hod 43 °C

Inkubace 1 hod pfi
RT

Propipetovani DNA
10x pted a po dialyze

Po dialyze inkubace
DNA pii RT pres noc

Bunky v -80 °C
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5.1.3 Zobrazeni molekul DNA

PocateCni prace byla realizovana pomoci systému Irys a znaceni typu NLRS, ale béhem
kratkého obdobi doslo k uvedeni nov¢jsi technologie Saphyr a chemie DLS, tyto zmény vy-
zadovaly dalsi upravy v ptipravé vzorku a také technologie pfi analyze dat. Mezi vyznamna
pozitiva, ktera pfinesl prechod od systému Irys k systému Saphyr patfilo zejména zvyseni
kapacity ¢ipu, a tim ziskani mnohem vétsiho mnozstvi dat pro analyzu SV. Zatimco kapacita
¢ipu u systému Irys byla 36 Gbp u systému Saphyr se zvétsila na 320 Gbp. Z tohoto duvodu
je mozné analyzovat vzorek pacienta v jednom experimentu, nez tomu bylo u systému Irys.

S novym ptistrojem Saphyr byl vyvinut také software BionanoAccess, ktery funguje jako
webovy server a lze jej snadno naistalovat kdekoliv v siti a ptistupovat k nému prostiednic-
tvim libovolného webového prohlizece. Tento systém je vykonnéjsi, rychlejsi a snadnéjsi
pro ovladani nez ptedchozi verze IrysView. BionanoAccess také obsahuje nové vizualizacni
nastroje, které umoznuji vizualizovat mapy genomu a jsou blize popsany v kapitole zpraco-
vani vysledki (Bionanogenomics: https://bionanogenomics.com/bionano-university/ar-
ticles/bionano-access-software-perfect-companion-saphyr).

Béhem piechodu k systému Saphyr byla také vyvinuta nova technologie znaceni vysoko-
molekularni DNA (DLS). S pouzitim pfistroje Saphyr lze tedy vyuzit obou typt znaceni
(DLS, NLRS), dokonce je i kombinovat. U systému Irys je mozné pouzivat pouze techniku
NLRS, kde dochazi ke $tépeni jednoho vlakna DNA. Pokud jsou $tépici mista blizko sebe
na opacnych vlaknech vznikaji systematické dvouvldknové zlomy, coZ omezuje tvorbu
genomovych map. Technika znaceni DLS u nového systému Saphyr ponechava DNA vzorek
neporuseny a eliminuje systematické zlomy molekul. Protokol DLS sestava z jedné enzy-
matické reakce, nasledované €isténim a barvenim. Neni tieba opravovat poskozena mista,
coz umoznuje ziskani delSich nativnich fragmentd DNA s primérnou délkou > 2 Mbp.
Genomové mapy sestavené pomoci DLS jsou v praméru 50x delsi, coz zlepSuje vizualizaci-
genomu a vytvari presnéjsi sestavy. Pro doplnéni informaci z NGS miize byt DLS kombino-

vano s technikou NLRS. Dalsi vyhodou DLS je mapovani genomu za zlomek nakladu.

5.2 Studium nalezenych SV u pacientii s mnohoc¢etnym myelomem

V ramci diplomové prace bylo analyzovano pét vzorkii KD od nové diagnostikovanych
pacientd s MM (P1-P5). Vsichni pacienti byli odebrani na hematoonkologické klinice ve Fa-

kultni nemocnici Olomouc (FNOL).
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5.2.1 Klinicka charakteristika pacientii

U vsech pacientu byla k dispozici jejich klinicka charakteristika. Pacienti 2-5 byli diagnos-
tikovani ve stadiu MM pouze P1 ve stadiu SMM, a proto je zatim bez terapie. Klinické
stadium u vSech pacientii bylo uréeno podle standardni klasifikace MM dle Durieho a Sal-
mola. U pacienta P1 byl SMM v kombinaci s AML a u pacienta P2 s myelodysplastickym
syndromem (RCMD). Pacient P3 vykazoval typické piiznaky pro MM jako bylo rendlni se-
lhani, hyparkalcémie a extramedularni onemocnéni. Podrobna charakteristika pacientt je

uvedena v Tab. 20.

Tab. 20 Klinicka charakteristika vySetfovanych pacienti s MM.

Pacient Pohlavi Vek  Terapie Patum Khm_cke stddium  Pfiznaky/ d?1§1 one-
diagnozy (Durie a Salmol) mocnéni
y cerven
P1 Zena 86 NE 2018 I AML
. srpen
P2 Zena 76 ANO 2018 I RCMD
Renalni selhani, hy-
. srpen perkalcémie a ex-
P3 muz 4 ANO 2018 I tramedularnim one-
mocnéni
. fijen )
P4 muz 77 ANO 2018 i
y srpen i
P5 muz 74 ANO 2018 i
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5.2.2 Cytogeneticka vySetieni

Cytogenetickd vySetieni (karyotypovani, FISH, arrayCGH) byla realizovana Vv ramci

rutinniho vySetieni béznych chromozomalnich zmén vyskytujicich se u MM na hemato-on-

kologické klinice Vv laboratofi cytogenetiky ve FNOL.

Vysetieni FISH bylo provedeno na myelomovych buitkach zna¢enych imunofluorescen-

¢né pomoci anti-human kappa chain (AMCA), krom¢ pacienta P1, u kterého byla FISH pro-

vedena z plné KD, z diivodu Spatné morfologie chromozomt. Cytogenetické vysledky

neprokazaly u zadného pacienta translokaci na IgH lokusu ani deleci TP53. Monozomie

chromozomu 13 byla objevena u pacienti P1, P3 a P4. Zmény na chromozomu 1 byly dete-

kovany u pacientt P3 a P4. Vysledky FISH jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21 Vysledky cytogenetického vysetieni pacientti pomoci metody FISH.

Pacient Piestavba IgH Del 13914 Zmény chr 1 Del 17p13
P1 NE ANO (87 % bun¢k) NE NE
P2 NE ANO (85 % bungk) NE NE
ANO (3 kopie 1921 a
P3 NE NE delece 1932) NE
P4 NE ANO (93 % bungk) ANO (3 kopie 1921) NE
P5 NE NE NE NE
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Vysetieni arrayCGH bylo realizovano u vSech pacientl na separovanych CD138 buiikach
KD. Vysledky arrayCGH prokazaly trizomie chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15,17, 18, 19 a 21.
U pacientu P4 a P5 byla nalezena také tetrazomie chromozomu 15 a 21. Krom¢ téchto zmén
detekovanych na celych chromozomech metoda arrayCGH prokéazala zmnozeni a delece

pouze cCasti fady dalSich chromozomii. Podrobné jsou vysledky popsany v Tab. 22. a 23.

Tab. 22 Vysledky cytogenetického vysetieni pacienti pomoci metody arrayCGH. Zmény deteko-
vané na celych chromozomech.

Pacient Trizomie Tetrazomie Monozomie
P1 5,7,9,11, 15,19, 20 NE 13, 22, 23
P2 5,7,9,15,19 NE 13
P3 3,59,11,19,21 NE NE
P4 4,11, 18,19, 21 15 13
PS 3,5,9,11, 15, 18§, 19 21 NE

Tab. 23 Vysledky cytogenetického vysetfeni pacientii pomoci metody arrayCGH. Zisky a delece na
¢astech chromozomdi.

Pacient Delece Zisky

P1 del 1p31.3-1p12, 6q11.1-6¢12, 8p23.3- -
8p11.21, 16¢11.2-16¢24.3, 17p11.2,
17q11.1-17¢21.31

P2 16911.2-16924.3, 18p11.32 -

P3 1p35.1-1p32.1, 1p31-1p12, 16911.2-1693 1921.1g44, 9p24.3-9p11.2

P4 6913-6914.1, 6q15-6927, 20912 1921.1-1944, 3p13.2-3q13.31, 3913.33,

3021.3, 3922.1, 5p15.33-5p11, 6p25.3-
6p11.1, 60g11.1-6912, 60914.1,6014.3-
6q15

P5 1p22.3-1p11.2, 2936.1, 2936.1-20936.3, 5p15.33-5p11, 5g11.1-

4p16.3-4p16.2, 4p15.31, 4913.3-4921.1, 5g13.1,5922.2923.1,5931.1935.3,19p12,
4021.22-4922.1, 4922.3-4023, 4926-4927, 19912-19q13.2

4031.1-4q931.2, 8924.13-8q924.21, 12q12-
12913.13, 14021.1,16p12.3, 17922
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5.2.3 Vytvoreni optické mapy a analyza SV

Optické mapovani bylo realizovano u vSech pacientti pomoci systému Saphyr a chemie DLS.
Byly sestaveny genomové mapy pacientd a porovnany S referen¢nim genomem (hg38)
s primérnym efektivnim pokrytim 124x. Jednotlivé béhy u pacientii spliiovaly podminky
blize popsané Vv kapitole sestaveni genomovych map (Tab. 24).

U vsech pacientl byly identifikovany ¢etné SV vcetné deleci, inzerci, inverzi, duplikaci
a translokaci (Tab. 25 a Tab. 26), pficemz u nové detekovanych SV prevladaly delece
(priblizné 60 %). Kromé zmén, které byly nalezeny v rdmci cytogenetického rutinniho vy-
Setieni byly také detekovany dalsi SV vcetné intra a interchromozomalnich translokact, které
nebyly detekovany pomoci FISH nebo arrayCGH. VétSina translokaci byla intrachromozo-
malni (64 %) na chromozomech 3, 4, 6, 14, 16, 17 a 18. Dalsi nov¢ nalezené translokace
(36 %) byly interchromozomalni a byly detekovany na chromozomech 2, 3, 6, 8, 12, 17
az22.

Tab. 24 Zprava o kvalité béhu u jednotlivych pacientu.

Parametr Pacient1  Pacient2 Pacient3 Pacient4  Pacient5
Celkova DNA (Mbp) 5760,0 5840,5 5857,7 5810,2 5776,1
N50 (Mbp) 59,7 59,7 64,7 62,9 58,2
Efektivni pokryti vzhledem 123,9 107,3 131,1 124,7 120,5
k referenci (x)
Mira shody s referencnim 93.9 93,2 95.8 92,2 935
genomem (%)
Hustota znaceni (na 100 kbp) 15,2 15,6 16,5 16,5 14,9

Tab. 25 Souhrn nové nalezenych deleci, inverzi, inzerci a duplikaci pomoci optického mapovani.

Pacient Delece Inverze Inzerce Duplikace
P1 42 10 14 5
P2 44 6 12 19
P3 53 4 20 2
P4 47 14 16
P5 35 11 22
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Tab. 26 Souhrn nové nalezenych translokaci pomoci optického mapovani.

Translokace

Pacient
Interchromozomalni Intrachromozomalni
t(17;17)(g21.31;921.33),
p1 1(8:9)(p11.21:024.13) &17,1%‘(1(421_33%2 4_1))
t(8;22)(p12;924.21)
t(8;22)(p21.3;024.21)
P2 t(2;8)(g22.1;937.1) i
t(3;12)(q21.1;927.1)
t(6;17)(p24.3;914.1)
1(6;8)(p24.3;922.33)
P3 - t(16;16)(p13.3;12.1)
P4 t(3;6)(p12.2;913.32) t(3;3)(g13.33;021.3), 1(6;6)(q12;q14.1),
1(6;6)(g14.1;914.3)
t(3;3)(g13.13;021.1), t(4;4)(p16.1;p15.31),
PS5 i t(4;4)(928.1;931.21), t(4;4)(q21.1;922.3),

t(4;4)(913.1;913.3), t(4;4)(926;931.1),
t(14;14)(q22.1;931.1), t(18;18)(q12.3;22.2)

VSechny nalezené SV a pocetni zmény v ramci vSech chromozomi byly zobrazeny
pomoci ,circus plot* schématu. K vyhodnoceni SV byl vyuZzit nastroj VAP, kdy doslo ke
srovnani vSech nové detekovanych SV s databazi SV zdravych jedinct a nasledné k filtro-
vani pouze de novo SV. V Tab. 27 je uveden pocet v§ech nalezenych zmén pomoci optického
mapovani a pocet nove nalezenych zmén (de novo) nevyskytujicich se u kontrolni populace.

Obr. 26 zobrazuje vysledky vsech nalezenych SV a pouze de novo SV u pacienta P1.

Tab. 27 Pocet vSech nalezenych strukturnich zmén a pocet de novo SV pomoci metody optického
mapovani. Pismenem A je ozna¢en pocet vSech nalezenych SV a pismenem B pocet de novo SV.

Translokace Delece Inverze Inzerce Duplikace
Pacient
A B A B A B A B A B
P1 6 4 1657 42 136 10 3982 14 123 5
P2 6 6 1649 44 99 6 3997 12 151 19
P3 1 1 1756 53 130 4 4045 20 95 2
P4 7 4 1679 47 150 14 4058 16 314 4

PS5 19 19 1529 35 106 11 4059 22 81
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Obr. 26 Vysledek optického mapovani pacienta P1 zobrazeny pomoci ,,circos plot schématu. I —
vSechny nalezené SV. II — nové nalezené (de novo) SV. A — pozice na chromozomu, B — nalezené
SV, C - pocet kopii chromozomtl, D — nalezené translokace. Zelené te¢ky oznacuji nalezené in-
zerce, oranzové delece, modré inverze, fialové duplikace a rizové jsou zobrazeny translokace.
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5.2.4 Pridatné zmény detekované metodou optického mapovani

Kromé zmén detekovanych rutinnimi cytogenetickymi metodami byly nalezeny dalsi de
novo SV. Tyto vybrané¢ SV by mohly mit klinicky dopad u pacienti s MM, jelikoz jejich
vliv byl jiz prokazan u pacienti s jinymi chorobami. Mezi tyto nové nalezené zmény patii
predevsim translokace, delece na chromozomu 6 a 18 a také zmény v IgH lokusu a na chro-

mozomu 17.

5.2.4.1 Translokace

U pacientli s MM se velmi Casto vyskytuji translokace zasahujici lokus IgH na 14. chromo-
zomu Vv oblasti 14q32. které se nalézaji u 30 % pacientl a jsou zahrnuty v rutinnim vySetfeni.
Standardnimi cytogenetickymi metodami ani optickym mapovanim nebyly tyto translokace
IgH lokusu detekovany. OvSem u pacienti P2 a P4 byly nalezeny odlisné translokace, které
byly v literatuie popsany u pacientl s jinym onemocnénim nebo je jejich vyskyt u nemoc-
nych s MM velmi ojedinély (Fonseca et al., 2003b).

U pacienta P2 byla detekovana translokace t(8;22) (Obr. 27), ktera je nazyvana jako
Burkittova translokace t(8;22)(q24;911), protoze je pfitomna u pacientti s Burkittovym lym-
fomem. Burkittiv lymfom patii mezi rychle proliferujici a vysoce agresivni zrala B lymfo-
proliferativni onemocnéni. Vyskyt této translokace je u MM velmi vzéacny. V literatufe 1ze
nalézt nékolik pifipadi s MM, u kterych byla detekovédna tato translokace v pokrocilém
stadiu onemocnéni. Dalsi variantou Burkittovi translokace muze byt t(2;8)(p12924), které
byla také nalezena u pacienta P2 (Obr. 28; Kim et al., 2011).
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Obr. 27 Nalezena de novo interchromozomalni translokace u pacienta P2 mezi chromozomy 8 a 22.
Prekryvajici se geny CASC8, JX003867, MORC2. A — pozice na chromozomu. B — nalezené SV, C

— pocet kopii chromozomi, D — nalezené translokace. Zelené tecky oznacuji nalezené inzerce,
oranzové delece, modré inverze, fialové duplikace a riiZove jsou zobrazeny translokace.
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Obr. 28 Nalezena interchromozomalni translokace u pacienta P2 mezi chromozomy 8 a 2. Piekry-
vajici se geny NGEF a PTK2. Zelen¢ je vyznacen referenéni chromozom, modie chromozom paci-
enta, ¢arky oznacuji fluorescencni znacky.
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Odlisna translokace t(3;6) byla nalezena u pacienta P4 (Obr. 29). U pacientii s MM zatim
nebyl zaznamenam vyskyt této translokace, ale tato zména se ¢asto objevuje u pacient s kar-
cinomem ledvinovych bunék (RCC). Mezi znamé geny, které jsou nejblize t(3;6) patii
PPP2R3A, PCCB, STAG1, RNF184, EPHB1 a EPHA7. PPP2R3A je regula¢ni podjednotka
proteinové fosfatazy 2A (PP2A), ktera se podili na odstranovani fosfatovych skupin z Mcl-
1 a zptsobuje rezistenci vici lé¢iviim u nadorovych bunék (Foster et al., 2007; Nifoussi et
al., 2014).
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Obr. 29 Nalezena de novo interchromozomalni translokace u pacienta P4 mezi chromozomy 6 a 3.
A — pozice na chromozomu, B — nalezené SV, C — pocet kopii chromozomi, D — nalezené translo-
kace. Zelené teCky oznacuji nalezené inzerce, oranzové delece, modré inverze, fialové duplikace a
rtzove jsou zobrazeny translokace.

5.2.4.2 IgH lokus

Lokus pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH), je umistén na 14. chromozomu v oblasti
14932 na telomernim konci dlouhého ramene. Nejcastéji detekované piestavby ve 14932
jsou translokace (Rajkumar 2016). Translokace na 14. chromozomu nebyly detekovany u zad-

ného vySetiovaného pacienta.
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Dalsi abnormality v oblasti 14932 byly nalezeny u 5,5 % pacienti s MM z nichz nejvy-
znamngj$i jsou delece. Delece byla také detekovana pomoci optického mapovani u pacienta
P4 (20,5 kbp) v oblasti 14932.33 (Obr. 30). Klinicky vyznam téchto abnormalit jesté neni
zcela objasnén (Rajan a Rajkumar, 2015).

U dalsiho vzorku (P2) byla pomoci optického mapovani v oblasti IgH lokusu na 14. chro-
mozomu nalezena duplikace o velikosti 1,2 Mbp. Tato chromozomova zména zatim nebyla
V literatuie popsana u pacientd s MM, ale byla nalezena u pacienta s Infantilni hyperkalcé-
mii. Nalezena duplikace (7,1 Mbp) zahrnovala vice, nez 40 genti a byla detekovana v kom-
binaci s deleci 13q34 a proto neni zcela jasny jeji klinicky dopad (Pallister et al., 2011).
Duplikace nalezena u pacienta P2 byla také v rozsahu n¢kolika Mbp a zahrnovala 38 gent

(Obr. 31).
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Obr. 30 Nalezena de novo delece (20,5 kbp) u pacienta P4 na chromozomu 14 v misté 14q32.33.
Piekryvajici se gen abParts. Zelené je vyznacen referenéni chromozom, modie chromozom
pacienta, ¢arky oznacuji fluorescencni znacky.
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Obr. 31 Nalezena de novo duplikace (1,2 Mbp) u pacienta P2 na chromozomu 14 v misté 14q32.33.
Prekryvajici se geny DQ578550, DQ575296, DQ588545, JAG2, MIR6765, NUDT14, BRF1, BTBDS,
PACS2, TEX22, MTA1, CRIP2, HV555659, CRIP1, C140rf80, TME, M121, abParts, BC033241,
DQ596630, DQ596630, DKFZp686016217, IGHE, MIR8071-1, AY748447, MIR8071-1, ELK2AP,
Ig alpha 1-[alpha]2m, epsilon IgE, IGHG1, FLJ00385, DQ594820, MIR4507, KIAAQ125, ADAMS,
DQ578736, DQ593458, LINC00226. Zelen¢ je vyznacen referenéni chromozom, modie chromozom
pacienta, ¢arky oznacuji fluorescenéni znacky.
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5.2.4.3 Chromozom 17

K nejc¢astéj$im zménam na chromozomu 17 u MM patii delece 17p13, kde se nachazi tumor
supresorovy gen TP53 nazyvany také strazce genomu (Lane 1992).

Pti pouziti rutinnich cytogenetickych metod ani optického mapovani nebyla u zadného
pacienta nalezena delece TP53 v oblasti 17p13. Pii dal$im studiu chromozomu 17 pomoci
optického mapovani byly nalezeny u vSech pacientli nové SV na chromozomu 17, vCetné
dvou intrachromozomalnich translokaci (P1) a jedné interchromozomalni translokace (P2),
inzerci u Ctyf pacientd (P2-P5) a deleci u dvou (P4-P5). Z nalezenych de novo SV na chro-
mozomu 17 byla v oblasti 17p13.3 detekovana zména v podobé¢ inzerce u pacienta P5
(Obr. 32). Klinicky vliv této zmény u pacientd s MM dosud nebyl v v literatufe popsan, ale
u pacientu S kolorektalnim karcinomem (CRC) bylo zjisténo, ze oblast 17p13.3 zahrnuje
22 genu, véetné péti tumor supresorovych genti (HIC1, VPS53, RPAL, PFN1 a MYBBP1A,
Qi a Ding, 2017).
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Obr. 32 Nové nalezena inzerce (589 bp) u pacienta P5 na chromozomu 17 v misté p13.3. Piekryvajici
se gen VPS53. Zelené je vyznacen referen¢ni chromozom, modfe chromozom pacienta, ¢arky ozna-
¢uji fluorescencni znacky.
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5.2.4.4 Chromozom 18

U chromozomu 18 byva nej¢astéji detekovana trizomie dal$i vyznam SV nalezenych na 18.
chromozomu u MM je pfedmétem dal$ich studii.

Pomoci optického mapovani byla nalezena delece v oblasti 18921.2 (P1; Obr. 33)
o0 velikosti 2,1 kbp a delece v oblasti 18921.1 (P4, 697 bp; Obr. 34) V oblasti 18921 se na-
chazi tumor supresorovy gen MBD1. MBD1 je transkripcni represor a miize negativné regu-
lovat transkripcni aktivitu promotoru RNA polymerazy II. Pomoci diagnostickych testi

u pacienti s kolorektalnim karcinomem (CRC) bylo zjisténo, Ze delece 18q21 by mohla vést

podobn¢ piispiva k rustu nadort také u karcinomu pankreatu (Xu et al., 2013).
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Obr. 33 Nalezena de novo delece (8,1 kbp) u pacienta P1 na chromozomu 18 v pozici q21.1 A —
pozice na chromozomu, B — nalezené SV, C — pocet kopii chromozomii, D — nalezené translokace.
Zelené teCky oznacuji nalezené inzerce, oranzové delece, modré inverze, fialové duplikace a rizove
jsou zobrazeny translokace.
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Obr. 34 Nalezena de novo delece (697 kbp) u pacienta P4 na chromozomu 18 v misté 18g21.1. Pre-
kryvajici se gen T8SIAS. Zelené je vyznacen referencni chromozom, modie chromozom pacienta,
¢arky oznacuji fluorescencni znacky.

5.2.4.5 Chromozom 6

Metodou optického mapovani byla u pacienta P1 nalezena delece v oblasti 6921 (2,1 kbp;
Obr. 35). Zmeény v této pozici jsou charakteristické pro lymfoidni malignity jako je chro-
nicka lymfocytarni leukémie (CLL) nebo akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), ale u mye-
loidnich onemocnéni je tato delece vzacna. Molekularni mechanismus ani klinicky vyznam
této strukturni zmény nebyl dosud zcela objasnén. V literatufe je oblast 6q21 spojovana s vy-
skytem fady tumor supresorovych gentu (PRDM1, FOXO3A a HACEL). Strukturni zmény
V této oblasti zplsobuji ztratu jejich aktivity (Thelander et al., 2008).

sv

Obr. 35 Nalezena de novo delece (2,1 kbp) u pacienta P1 v mist¢ 6g21. Piekryvajici se gen
METTL24. Zeleng je vyznacen referencni chromozom, modie chromozom pacienta, ¢arky oznacuji
fluorescencni znacky.
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6 DISKUSE

Mnohocetny myelom se vyznacuje velkou variabilitou genetickych zmén ptitomnych v na-
dorovych buiikach. V této praci jsme se zaméfili na vyuziti nové metody optického mapo-
vani ke studiu strukturnich variant u tohoto onemocnéni. Technologie optického mapovani
umoziuje detekovat delece, inzerce, duplikace, inverze a translokace celého genomu, které
nejsou detekovatelné dostupnymi laboratornimi technikami.

V klinické praxi se pro detekci strukturnich zmén u MM vyuzivaji nejcastéji standardni
cytogenetické metody karyotypovani, FISH nebo arrayCGH. Mezi diagnosticky nejvyznam-
né&jsi chromozomalni aberace u MM patii translokace t(4;14) a t(14;16) nebo delece ¢asti
kratkého ramene chromozomu 17 (Avet-Loiseau et al., 2007, Tian et al., 2015). Ukazuje se
také, ze vyskyt strukturnich mutaci je u MM asociovan s progresi a jejich detekce by mohla
byt vyznamnym predikénim markrem (Corre et al., 2015; du Pont et al., 2017). Prvni studie
prokazaly, ze existuje celd fada dalSich genetickych zmén, které se mohou na vyvoji one-
mocnéni podilet (Gupta et al., 2015). Do soucasnosti vSak neexistovaly metody, jak tyto
strukturni genetické zmény prokazat a které by se diky své citlivosti mohly vyuZivat
vV nadorové problematice. Nova technologie optického mapovani predstavuje novou vyzvu
ke komplexni analyze variability lidského genomu.

V této diplomové praci jsme se proto zaméfili na vyuziti této technologie ke zptesnéni
genetické vybavy pacientli s MM. K sestaveni optickych map vizualizaci vysokomoleku-
larni DNA byly pouzity separované myelomové buiiky z KD pacientd. Separace neoplastic-
kych plazmatickych bunék je nezbytna pro specifickou detekci genetickych zmén u MM.
Myelomové bunky jsou nejéastéji separovany pomoci antigenu CD138 (Nilsson et al., 1994;
Tai et al., 2000; Shin et al., 2012; Smetana et al., 2014; Bolli et al., 2018). V prvni ¢asti
diplomové prace jsme optimalizovali metodu separace myelomovych bunék a testovali
komer¢ni kity dvou firem: MACS a StemCell pomoci magnetické separace na kulickach
pfi vyssich infiltracich kostni dfené myelomovymi bunkami (Shin et al., 2012; Marques et
al., 2014). Pii nizSich infiltracich jsme testovali pfimou separaci myelomovych bunék
pomoci prutokové cytometrie (FACS) a dvoukrokovou techniku s pozitivni selekci myelo-
movych bunék s naslednym vyuzitim FACS. V souladu s literaturou jsme prokazali
(Cumova et al., 2010), ze pti vyssich infiltracich ma magneticka separace vysoké vytézky
1 pozadovanou ¢istotu, u nizsich infiltraci je nutné pouzit separace pomoci pratokového cy-

tometru. U nékterych pacientl byla separace plazmatickych bunék natolik obtizné z davodu
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velmi nizké infiltrace (< 1 %), Ze je nebylo mozné pouzit pro optické mapovani. U n¢kterych
pacientt doslo ke skryti znaku CD138 v prub¢hu separace, jak jiz bylo v literatufe popsano
(Matsui et al., 2004). V téchto ptipadech se doporucuje pouzit jiné znaky k detekci myelo-
movych bunék (Flores-Montero et al., 2016).

Po separaci myelomovych bun¢k je nutné izolovat vysokomolekularni DNA. Izolace
takové DNA vyzaduje ulozeni bunék do agarosovych blockli a Setrnou izolaci piimo
Vv agarose. Setkavali jsme s problémy vysoké viskozity a nehomogenity vzorkli po rozpus-
téni agarosy. Tato DNA vSak nabizi moZnost detekovat strukturni zmény napftic celého ge-
nomu na jednotlivych vlaknech DNA s vys§im rozliSenim v¢etné automatické interpretace
dat. S ptichodem nového pfistroje Saphyr s dokonalej$im laserovym vybavenim a lep$i pro-
stupnosti nanokanalky ¢ipu byla problematika vysoké viskozity vysokomolekuldrni DNA
vyfeSena. Dale bylo v nasi studii pouZito fluorescen¢ni znaceni pomoci zcela nové DLS che-
mie, které nevyzaduje St€peni vlakna DNA a naslednou ligaci. Tato technika nahradila v mi-
nulém roce znac¢eni pomoci nikas (NLRS) a zvysila kvalitu optickych map diky vyssi denzité
fluorescenénich znaéek (Sadowski et al., 2018).

Optické mapovani bylo provedeno u péti vzorkl ziskanych u nové diagnostikovanych
pacientd s MM. Vysledky optického mapovani u vSech vzorki potvrdily nalezené strukturni
zmeény, které byly detekované pomoci standardnich cytogenetickych technik (karyotypo-
vani, FISH, arrayCGH). Podobn¢ jako v publikovanych studiich vysledky optického mapo-
vani u myelomovych pacienti nalezly velké mnoZzstvi dalSich SV na v§ech chromozomech,
ale u vétsiny z nich neni dosud znam jejich klinicky dopad (Gupta et al., 2015; Jaratlerdsiri
et al., 2017; Xu et al., 2019). Nejcastéji nalezenymi zménami u studovanych pacienti byly
delece. Delece byly dvakrat ¢astéjsi nez inzerce a dal$i aberace a dle nalezii u jinych onko-
logickych onemocnéni se predpoklada, ze delece pravdépodobné zplsobuji ztratu funkénosti
tumor supresorovych gent (Thelander et al., 2008).

U analyzovanych vzorkl byla nalezena velkd heterogenita genetickych zmén. Mezi tyto
zmény patii pfedevs§im translokace, které jsou obecné spojovany s horsi prognézou a vysky-
tuji se u 30 % pacientd s MM nejcastéji na chromozomu 14 v oblasti IgH lokusu (Fonseca
et al.,, 2003b). Tato translokace nebyla detekovana u zadného analyzovaného vzorku.
U jednoho studovaného pacienta byly nalezeny Burkittovy translokace t(8;22)(q24;q11)
a 1(2;8)(p12g24), které zptisobuji expresi onkogenu c-myc u Butkittova lymfomu (Kim et

al., 2011). Dalsi zajimavou translokaci, ktera byla detekovana optickym mapovanim, byla
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translokace t(3;6)(p12.2;q13.32), ktera se podili na patogenezi karcinomu ledvinovych bunék
(Foster et al., 2007). Dalsi detekované translokace zahrnovaly chromozomy 12, 16, 17 a 18,
které v literatufe u MM nejsou ¢asto zminiovany (Fonseca et al., 2003Db).

Déle byly studovany nalezené¢ zmény na chromozomu 17, kde nejCastéji dochazi
u pacienti s MM k deleci tumor supresorového genu TP53 (Chang et al., 2005), ktery je
povazovan za dulezity prognosticky faktor progrese MM (Fonseca et al., 2003b). Tato de-
lece nebyla u nami studovanych pacientti detekovana. V jednom ptipadé byla v této oblasti
nalezena inzerce, jejiz klinicky dopad v sou€asnosti neni zndm.

U dvou nami studovanych pacientll byla detekovana delece na chromozomu 18 v misté
18921, kde se nachazi tumor supresorovy gen MBD1. U pacientii s CRC bylo zjisténo, ze
tato delece vede k abnormalni aktivaci MBD1 a pfispiva také ke vzniku karcinomu pankreatu
(Qi a Ding, 2017; Bader et al., 2003). Dalsi vyznamnou zménou nalezenou pomoci optic-
kého mapovani mize byt delece v oblasti 6921, kde jsou lokalizovany tfi tumor supresorové
geny. Tato delece je charakteristicka pro lymfoidni malignity jako je CLL nebo ALL, ale
jeji klinicky vyznam neni dosud zcela objasnén (Thelander et al., 2008). Také byla nalezena
bou jsou zde translokace (Rajan a Rajkumar, 2015). U jiného pacienta byla v lokusu IgH
také nalezena rozsahla duplikace (1,2 Mbp). V této oblasti byla jiz duplikace popsana u pa-
cienta s infantilni hyperkalcémii, coz je jeden z hlavnich klinickych pfiznakti u pacientt
s MM (Pallister et al., 2011).

Piedmétem dalSiho studia bude ovéfeni SV nalezenych technikou optického mapovani
pomoci vhodné navrzenych sond a nasledna detekce metodou FISH. Dal§i moznosti mutize
byt metoda celogenomového sekvenovani (whole genome sequencing, WGS, technika cile-
ného NGS). Tato metoda umozinuje detekovat vSechny typy SV a identifikovat nové zmény
ve srovnani s referenénim genomem. Dalsi vyhodou WGS je detekce SV i v nekodujicich
oblastech genomu, které¢ mohou také ovliviiovat expresi genl spojenych s MM (Hoang et
al., 2018). Nicméné velké mnozstvi ziskanych dat pomoci WGS klade vysoké naroky na
jejich interpretaci a podobné jako dalsi techniky NGS je WGS limitovan délkou c¢teciho
ramce, coz snizuje citlivost pro detekci duplikaci a velkych strukturnich zmén (Kwong et
al., 2015; Hastie et al., 2018; Xu et al., 2019).

Dalsi moznosti ziskani detailni informace o strukturnich zménach celého genomu je kom-

binace optického mapovani s dal§imi metodami. U pacientd s AML byla pro detekci SV

64



vyuzita metoda optického mapovani a WGS. Tato kombinace metod identifikovala
v pruméru desitky diive nerozpoznatelnych inverzi a duplikaci a stovky inzerci a deleci.
Ukazuje se, ze kombinace metod WGS a optického mapovani detekuje dvakrat vice SV, nez
bylo zjisténo samotnym WGS a Ze tato kombinace by mohla byt vhodna k ziskani prevazné
vétSiny SV u nadorovych onemocnéni (Xu et al., 2019).

Ackoli se jedna o pilotni studii na malém souboru pacienti s MM, naSe vysledky ukazuji,
ze optické mapovani je metoda, ktera dokéze detekovat velké strukturni zmény, které bézné
dostupné metody nejsou schopné identifikovat. Tyto nové nalezené strukturni zmény by
k pochopeni tohoto zavazného onemocnéni.

Predmétem dalSiho studia bude sledovéani vyvoje pacientl V Case, jelikoz se frekvence
nékterych SV zvysuje béhem progrese onemocnéni a také rozsiteni souboru pacienti o je-
dince nereagujici na 1é¢bu nebo pacienty s asymptomatickym stadiem MGUS a SMM, pied-

chazejicim MM.
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7 ZAVER

Predkladana diplomova prace sestavala ze dvou Casti, teoretické a experimentalni. V ramci
teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na popis jiz znamych chromo-
zomovych abnormalit u onemocnéni mnohocetného myelomu. Soucasné byla v teoretické
¢asti popséana detekce strukturnich zmén pomoci nové metody optického mapovani.

Experimentalni ¢ast si kladla za cil optimalizovat postup pfipravy vysokomolekularni
DNA pro potieby optického mapovani, véetné separace myelomovych bun¢k kostni diené
a fluorescen¢niho zna¢eni DNA. Nasledn¢ byla izolovana DNA péti pacienta s MM vizua-
lizovéana na optickém ¢ipu pomoci ptistroje Saphyr. Poté byly sestaveny genomové mapy
a detekovany de novo strukturni zmény porovnanim optickych map pacientd s referen¢ni
mapou lidského genomu a kontrolni skupinou zdravych jedinci.

Vysledky optického mapovani u vSech pacientti potvrdily nalezené strukturni zmeény,
které byly detekované pomoci standardnich cytogenetickych technik (karyotypovani, FISH,
arrayCGH). Kromé téchto zmén byly u vSech pacienti nalezeny dalsi de novo strukturni
abnormality, mezi které patfily delece, inzerce, inverze, duplikace a translokace.

Z nalezenych de novo strukturnich zmén byly vybrané a blize popsané ty, které by mohly
mit klinicky dopad u pacientti s MM a jiz jsou popsany u jinych karcinomt. Mezi tyto zmény
patiily Burkittovi translokace 1(8;22)(q24;q11) a t(2;8)(pl2q24) a také translokace
(3;6)(p12.2;0913.32), ktera se ¢asto objevuje u pacientti s karcinomem ledvinovych bunék a muze
zpusobovat rezistenci vaci 1é¢ivam. Pomoci optického mapovani byla také detekovana v oblasti
14q32 delece a rozsahla duplikace. Dal$i nalezenou de novo strukturni zménou byla inzerce
Vv oblasti 17p13, kde se vyskytuje také tumor supresorovy gen TP53 nebo delece v oblasti
6921, ktera se objevuje predevsim u pacientl s lymfoidnimi malignitami.

V této diplomové praci bylo prokézano, ze je mozné metodou optického mapovani
detekovat velké strukturni zmény (> 1 kbp), které bézné dostupné metody nejsou schopné
identifikovat. Tyto nové nalezené strukturni zmény by mohly ovlivnit progndzu, odpoveéd
na 1écbu nebo piispét k objasnéni patogeneze u pacientti s MM. Do budoucna se tedy nabizi

moznost vyuziti této nové technologie k detekci strukturnich variant v klinické praxi.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AMCA — monokolonalni protilatky anti-human kappa chain
ALL — akutni lymfoblasticka leukémie

AML — Akutni myeloidni leukémie

arrayCGH — komparativni genomova hybridizace

BAC — uméle vytvotené bakteridlni chromozomy

CLL — chronicka lymfocytarni leukémie

CNV - pocet kopii chromozomi

CRC - kolorektalni karcinom

DLS — pfimé znaceni DNA (direct label and stain)

DMD - duchenneova svalova dystrofie

FACS — fluorescen¢ni imunomagneticka separace

FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

FNOL — Fakultni nemocnice Olomouc

FSHD1 — Facioskapulohumeralni svalova dystrofie 1

IMWG — mezinarodni myelomova skupina

KD - kostni dien

MACS — imunomagneticka separace

MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

MM — mnohocetny myelom

NGS — sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
NLRS — enzymatické znaceni DNA (nicks, labels, repairs, stains)
NLV — negativni rozptyl znaceni

PB — plazmatické buiky

PCL — plazmocytarni leukémie
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PLV — pozitivni rozptyl znaceni

RCMD — myelodysplasticky syndrom
SMM - doutnajici myelom

SMRT - single molecule real-time

SNP — jednonukleotidové polymorfismy
SV — strukturni zmény v genomu

VAP — variant annotation pipeline

WGS - Celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing)
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