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VYUZITI MLPA TECHNIKY K PRUKAZU GENETICKYCH ZMEN
U NEUROBLASTOMU

UTILIZATION OF MLPA TO DETECTION OF GENETIC CHANGES
IN NEUROBLASTOMA

VICHA A., ECKSCHLAGERT.
KLINIKA DETSKE HEMATOLOGIE A ONKOLOGIE 2. LF UK A FAKULTNI NEMOCNICE V MOTOLE

Souhrn

Neuroblastom je nadorem détského veku, odvozenym z bunék neuralni listy. Jedna se o nador velmi variabilniho klinického
i biologického chovani. Priikaz nékterych genetickych zmén urcuje prognézu onemocnéni. U nadort vysokého rizika nalézame DNA
diploidii a strukturalni zmény zahrnujici také amplifikaci MYCN onkogenu. Naopak nadory nizkého rizika jsou DNA triploidni a
prokazujeme u nich pocetni zmény celych chromozémi. V soucasnosti je k prikazu téchto genetickych zmén pouzivano nékolik
postupti zahrnujicich klasické cytogenetické vySetfeni, komparativni geonomovou hybridizaci (CGH), fluorescencni in situ hybridizaci
(FISH) a array CGH. Nové zavadénou technikou je multiplexova, na ligaci zavisla, amplifikaéni metoda (MLPA). Technika je zaloZena
na principu polymerazové fetézové reakce (PCR) ligovanych sond, které jsou hybridizovany k cilovym DNA sekvencim. MLPA je
vysoce citliva, pfesna, spolehliva a levna technika. Evropska skupina biologie neuroblastomu (ENAQUA) zafadila Neuroblastoma
MLPA kit jako jeden ze standardnich vySetiovacich postupt pro prukaz genetickych zmén u neuroblastomu. Na naSem pracovisti
jsme prokazali vysokou shodu vysledkii vysetieni metodami FISH, CGH a MLPA.
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Summary

Neuroblastoma (NB) is a childhood cancer derived from neural crest cells, with a highly variable clinical course and biologic behavior.
Several genomic imbalances correlate to prognosis in NB, with structural rearrangements, including MYCN amplification, in a near-
diploid setting typically signifying high-risk tumours and numerical changes in a near-triploid setting signifying low-risk tumours. At
present, many different techniques are used for detection of these copy number changes including standard chromosome karyotyping,
comparative genomic hybridization (CGH), fluorescent in situ hybridization (FISH) and array CGH. Now, a new methodology called
multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA) has been developed. This new approach is based on polymerase chain
reaction (PCR) amplification of ligated probes hybridized to target DNA sequences. MLPA is a highly sensitive, a rapid, accurate,
reliable, and cost-effective. ENAQUA use neuroblastoma MLPA kit as a standard for detection genetic changes in neuroblastoma. We
found high level concordance in FISH, CGH and MLPA investigations.
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Uvod

Neuroblastom

Neuroblastom je maligni embryonalni nador détského
véku odvozeny z nezralych a nediferencovanych bunék
neuralni listy osidlujicich predevsim paravertebralni sym-
paticka ganglia nebo dfen nadledviny. Pfic¢ina jeho vzniku
neni jednoznacné prokazana.

Je druhym nejcastéj$im solidnim nadorem détského
véku (po nadorech CNS) s incidenci, ktera se, vzhledem
k ostatnim détskym nadoriim, nezvysuje a poslednich 40
let se udava v rozmezi 7-10%. V zemich Evropy a se-
verni Ameriky je nddor ro¢né diagnostikovan u 8-9 déti
na 1 milién déti mladSich patnacti let. V poméru 1,2:1
je Cast€jsi u chlapct nez u divek. Primérny vék v dobé
stanoveni diagnézy se pohybuje kolem dvou let (36%
pacientl je mladsich 1 roku, 79% mladsich 4 let a 97%
pacient onemocni do 10. roku zivota). Nekteré stu-
die prokazuji bifazickou distribuci v zédvislosti na véku

s prvnim vrcholem do 1 roku a druhym vrcholem mezi
2.-4. rokem zivota. VEk je 1 vyznamnym prognostickym
faktorem [1].

Vétsina, asi 70% primarnich nadort, vznika v retroperito-
neu, z nich polovina vychazi z dien¢ nadledviny a polovi-
na z paraganglii a visceralnich sympatickych ganglii biisni
nebo panevni oblasti. Zbyvajicich 25% vyrista z ganglii
kréni a hrudni oblasti. Neni vzacné zasazeni patetniho ka-
nalu prordstanim paravertebralniho nadoru skrz foramina
intervertebralia (nddor tvaru piesypacich hodin). Panevni
neuroblastomy nejsou Casté (5%).

Neuroblastom je charakterizovan znacnou biologickou
variabilitou. Od schopnosti samovolné regrese, pres
spontanni nebo indukovanou diferenciaci v semimalig-
ni ganglioneuroblastom nebo dokonce benigni ganglio-
neurom, az po mimoiadné agresivni prubch s neovliv-
nitelnou progresi a letalnim koncem. V typické maligni
formé roste vétSinou rychle a ma velkou tendenci me-
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tastazovat - predevsim do kosti, kostni diené, miznich
uzlin a u nejmensich déti (novorozenci a kojenctl) do
ktize a jater. V dobé stanoveni diagndzy maji dve tretiny
pacientl detekovatelné metastdzy (mnohdy jsou prvnim
pfl'znakem nadoru) a vice nez polovina z nich ma nepfi-
znivou prognézu [2, 3].

Pacienti s nejpiiznivejsi formou neuroblastomu jsou pou-
ze sledovani v pravidelnych intervalech po predchozi
biopsii nadoru (Cast téchto nadorti samovolné regreduje
nebo vyzraje v benigni formy) nebo léceni pouze chirur-
gicky - radikalnim odstranénim nadoru (bez adjuvantni
chemoterapie) a maji nejlepsi 1é¢ebné vysledky. U paci-
entll s neuroblastomem nejvyssiho rizika je indikovana
nejintenzivnéjs$i chemoterapie, chirurgicka 1é¢ba, mega-
chemoterapie s autologni transplantaci hematopoetickych
progenitorovych bunék, radioterapie a bioterapie, piesto
60-70% pacientli umira.

Proto jsou nezbytné dalsi kroky k nalezeni efektivngjsi
lécby a zlepseni preziti pacientd s agresivni formou neu-
roblastomu. K tomu je potfeba ptresného vyhodnoceni ri-
zika a stanoveni prognostického stagingu. Také pochopeni
genetickych zména a zménénych molekularnich cest pod-
porujicich onkogenezi neuroblastomu je nezbytné k vy-
tvofeni novych G¢innéjsich a méné toxickych lécebnych
postupt. K priikazu takovych zmén vyuzivame fadu mole-
kularné biologickych metod. [4]

Metody pouzZivané k prikazu genetickych zmén
u neuroblastomu

Neuroblastom je jednim z prvnich nadord, kde byla proka-
zana amplifikace proto-onkogenu a jeji prikaz byl vyuzit
ve stratifikaci 1écby [5, 6].

Cytogenetické nalezy ziskané u bunéénych linii odvoze-
nych od agresivnich neuroblastomii ukazaly pifitomnost
double minute chromatinovych télisek nebo homologné se
barvici oblasti. Molekularni analyza odhalila, Ze se jedna
o vysokou amplifikaci nového proto-onkogenu, ktery ma
vysoky stupenn homologie s diive popsanym myc genem.
Proto byl tento gen nazvadn N-myc [6, 7]. Vyznamnym
nalezem bylo, ze u neuroblastomovych bunck, které maji
amplifikaci N-myc onkogenu, Casto nalézame také deleci
1p nebo nebalancovanou translokaci, ktera rovnéz vede ke
ztrat¢ oblasti 1p [8, 9]. Dalsi vklad klasického cytogene-
tického vysetfeni byl omezeny, protoze bylo obtizné ziskat
kvalitni metafaze, a to predev§im u nadorti, které neampli-
fikovaly N-myc onkogen. Nadory bez amplifikace N-myc
reprezentuji dvé tfetiny vSech neuroblastomt.. Vyhodou
klasické cytogenetiky je moznost prokazat translokace,
vcéetné translokaci balancovanych. Pfes vSechna omezeni
je cytogenetické vysetfeni v soucasné dobé velice vyuzi-
vano, nejcastéji ve spojeni s dalSimi molekularné biologic-
kymi postupy.

S rozvojem 24-colour M-FISH a SKY technik se toto vy-
Setfeni jeste zpresnilo. Tato vysetfeni prokazala gain 17q
v cetnych bunéénych liniich a ve vzorcich neuroblasto-
mu vysokého rizika, ¢asto jako soucast nebalancovanych
translokaci. Nejcastéj$imi partnery 17q byly oblasti 1p
allq[l0].

Zavedeni fluorescencni in situ hybridizace (FISH) vedlo
k presné€jsimu vySetfeni vétsiho mnozstvi neuroblastomu
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a k novym poznatkiim o genetickych zménach u tohoto
onemocnéni, protoze k této technice dostacuji interfazic-
ka jadra a neni tedy zé&visla na ziskani kvalitnich mitéz.
Uzite¢nost FISH je nejlépe mozno dokumentovat na pri-
kazu zmnozZeni celého chromozému 17 nebo 17q, které
jsou nejcastéjsi genetickou zménou u neuroblastomu [11,
12]. FISH vysetieni je podle souc¢asnych doporuceni Ev-
ropské biologické skupiny neuroblastomu (ENAQUA)
nezbytné pro prukaz amplifikace N-myc onkogenu, pro-
toze jako jediné z pouzivanych technik umoziuje piesné
posouzeni poctu kopii sledovaného znaku v kazdém ja-
dre. Pti takovémto postupu jsme schopni zachytit ampli-
fikaci N-myc onkogenu v ojedinéle amplifikujicich bun-
kach, at’ uz heterogenniho nebo fokalniho charakteru. Ty
mohou tvofit jen velmi malou populaci mezi nadorovy-
mi bunikami. Stejné tak je FISH vyuzivéna v piipadech
kdy nadorova populace tvoii méné jak 50% vSech bunék
nadoru.

Komparativni genomova hybridizace (CGH) pfinesla fadu
novych poznatkti u neuroblastomu. CGH umoznila rychle
vySetfit cely genom i tam, kde bylo netispésné cytogene-
tické vySetteni pro nesnadnost ziskat kvalitni mitozy. Vy-
hodou je moznost vyuzit k vySetfeni zmrazeny nebo do pa-
rafinu zality material. Dal$i analyza DNA ziskané z tkani
neuroblastomul vedla k objeveni vyznamnych genetickych
zmén, které se u n¢ho objevuji Castéji. Prokazaly se ztra-
ty v oblastech, 3p, 11q, 14q pfipadné 4p a zmnozeni 17q
[13-16].

Vysetienim velkého mnozstvi nadord byla ziskana data,
na jejichz zakladé bylo mozno rozdélit neuroblastomy
do tfi biologickych podskupin. Pfiznivé, do které fadime
aneuploidni (nejcastéji triploidni) neuroblastomy, typic-
ké jsou zmény celych chromozomt (ztrata chromozému
3,4,9,11,14 a zisk chromozému 6,7,17,18) (poskupina 1).
Dalsi dvé skupiny jsou nepfiznivé s deleci 11q a bez am-
plifikace N-myc onkogenu (podskupina 2A) nebo s am-
plifikaci N-myc a deleci 1p36 (podskupina 2B). Zmnoze-
ni 17q je nejcastéjsi zmeénou u podskupin 2A a 2B. Tato
klasifikace byla ustanovena Broderem (obrazek ¢. la)
[2]. Podobnou klasifikaci vytvofila Lastowska (obrazek
¢. 1b) [17].
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Obriazek ¢. 1.: Rozdéleni prognostickych skupin neuroblastomu na

zaklad¢é prokdzanych genetickych zmén Broduer (2003)1a. Lastowska
(2001) 1b.



prehled

Skupina 1

Skupina 2i3

Skupina 4

b

Ackoli je CGH velice dobra technika umoziujici prikaz
fady zmén ma také nékolik omezeni. Jedna se o metodu,
ktera je velice ndrocna Casove, protoze vyzaduje delsi hyb-
ridizaci a nasledné karyotypické zpracovani a vyhodnoce-
ni. RozliSovaci schopnost techniky je ptiblizné¢ 10Mb pro
rozliseni zmény jedné kopie. CGH také neumoznuje pri-
kaz balancovanych zmén. [11, 18, 19].

Dalsi technikou, ktera je v soucasnosti pouzivana je array
CGH (aCGH), jez mapuje genom pomoci hybridizace nado-
rové a kontrolni DNA k jednotlivym zndmym hybridiza¢nim
cilim, které tvori kratké useky DNA (reportér) pfichycené
ke sklicku (podle typu reportérti rozdélujeme metody na
BAC a oligonukleotidové). Tento postup odstranil karyoty-
povani, zvysil rozliSovaci schopnosti této techniky a umoz-
nil jeji vSestrannéjsi vyuziti. Rozliseni u aCGH je dano ve-
likosti a poctem reportért, které jsou pouzity pti konstrukei
metody. Celogenomové BAC metody maji rozlisSeni 1 Mb,
ale 1 100Kb. Miazeme vSak vybrat pouze nami sledovany
usek (napf. oblast 17q) a zde je mozno dosahnout podstatné
vyssiho rozliseni. Takto je napfiklad mozné zkoumat misto
zlomu u jednotlivych translokaci, nebo koamplifikace jed-
notlivych gend. Podobné lze také vyuzit oligonukleotidové
metody, kde se mnozstvi reportéri pohybuje od 40 do 500
tisic v jedné reakci, tak se dosahne vyssi hustoty reportér,
mirnou nevyhodou je vyssi Sum nez u BAC metod. Metoda
aCGH je rychld a miize pomérmné detailn¢ prokazat ampli-
fikace, gain nebo delece v celém genomu nebo podrobnéji
v jeho &asti. Sir§imu vyuziti této metody v klinické praxi
brani predevsim jeji finan¢ni narocnost [20, 21].

V soucasné dob¢ je nove zavadénym postupem MLPA (mul-
tiplex ligation-dependent probe amplification), ktera vyuzi-
va multiplexové PCR reakce k vySetfeni az 45 specifickych
sekvenci, jez jsou amplifikovany soucasné v jedné reakci
s pouzitim stejného paru primert. Jeji vyhodou je, ze vyza-
duje pouze malé mnozstvi DNA (asi 20-500 ng idealné pak
50-200 ng). Technika je zalozena na principu PCR. Specifita
je zajisténa dvéma sondami, které hybridizuji na DNA tésné
vedle sebe a na jejich konci je vzdy stejny par primerd, které
nejsou homologni s lidskou DNA. Nasleduje ligace sondy
a multiplex-PCR. Velikost kompletni sondy urcuje velikost
PCR produktu. (obrazek €. 2)

Produkty amplifikace jsou detekovany prostiednictvim
kapilarni elektroforézy. Velikost fragmentti je 130-490bp.
Porovnanim mnozstvi produktu zkoumanych a kontrol-

nich gent ziskame informaci o poctu kopii sledovaného
znaku. Tato analyza je provedena pomoci softwarového
zpracovani.
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Obrazek €. 2.: Schématické znazornéni MLPA techniky

MLPA nevyzaduje zkuSenost s mikroskopovanim, tak
jako FISH, ani znalost karyotypovani, které je nezbytné
u CGH. MLPA je multigenomickou technikou, a proto je
nutny vybér zkoumanych znaku.

Pomoci této techniky lze prokazat nejenom delece nebo
amplifikace, ale také znamé bodové mutace a metylace
gent [22, 23]. Metoda vSak stejn¢ jako CGH neumoziuje
prikaz balancovanych zmén. Rovnéz je na jejim zakladé
obtizné rozliseni delece a imbalance.

U neuroblastomu pouzivame 3x 45 gentl a jsme tak schopni
obsahnout oblast nékolika chromozomi. Toto vySetieni je
mozné uskutecnit béhem 2 dnii a jeho financni narocnost je
pouze 1500,-K¢. Je proto velice vhodné pro zatazeni do ru-
tinniho provozu. Souc¢asny kit umoziuje vysetieni nejéastéji
zménénych oblasti u neuroblastomd, které maji, nebo mohou
mit, prognosticky vyznam (1p;1q;2p;2q3p;3q;4p;7p;7q;11p;
11q;14p;14q;17p;17q). VySetieni umozni zaradit pacienty
do jednotlivych genetickych typd na nizké ( prikaz zmén
celych chromozomu), stiedni (pfitomnost segmentarnich
zmén napf. gain 17q, del 11q) a vysoké riziko (amplifikace
N-myc onkogenu a dalsi pfidatné zmény), tak, jak bylo po-
psano vyse. (obrazek ¢. 3)

Zavér a diskuse

Prace vyuzivajici MLPA, FISH, CGH ptipadn¢ aCGH
prokazaly dobrou shodu vysledkd pfi jejich soucasném
pouziti [24-26]. VSechny vyse popsané metody lze proto
s uspéchem vyuzit pro prukaz genetickych zmén u neu-
roblastomu. Pfedevsim proto, zZe prevazna vétSina gene-
tickych zmén (véetné zmeén urcujicich progndézu onemoc-
néni) je nebalancovanych, a to vetné nalézanych translo-
kaci. V soucasné dobé¢ neexistuje jedna technika, ktera by
spojovala v§echny vyhody. Mizeme porovnat tyto metody
z hlediska pracnosti, potiebného ¢asu, mnozstvi vyset-
fenych znakl a ceny vySetfeni. Pfi porovnani naroc¢nosti
na zpracovani, MLPA a aCGH je mén¢ pracnd nez FISH
a CGH. Podobn¢ je tomu u ¢asové narocnosti, kde nejdelsi
¢as je nutny k CGH vysetfeni, oproti tomu FISH, MLPA
a aCGH je mozno vyhodnotit za 2-3 dny. CGH a aCGH
umoznuji vySetfeni celého genomu, naproti tomu MLPA
pouze ¢asti chromozomt a FISH technika vysetii 2-4 zna-
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Obrazek €. 3.: Vysetieni MLPA nasich pacientt s neuroblastomem. Rozdéleni do prognostickych skupin podle Brodera (2003).
3a) Prognosticka skupina 1. Jsou pfitomny pouze zmény celych chromozémui. Zmnozeni chromozomu 1; 2; 9; 12; 17.
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3b) Prognosticka skupina 2A. Prokazali jsme segmentalni zmény bez amplifikace N-myc onkogenu, ale s deleci 11q. Delece 3p a 11q; zmnozeni 7q;
17 a17q.
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3¢) Prognosticka skupina 2B, kde jsme nalezli segmentalni zmény a amplifikaci N-myc onkogenu. Delece 1p36; 17p, amplifikace N-myc onkogenu
a zmnozeni 17q.

technika | ¢asova naro¢nost | smésna | mnozstvi znakli | cena ky (tabulka ¢. 1). Problémem MLPA a vSech smésnych me-
tod (tedy s vyjimkou FISH) je mnozstvi nddorovych bun¢k

FISH 2 dny ne 1-3 oblasti nizka | ve vzorku, kde hladinou spolehlivosti je 55-60% nadoro-
vych bungk. Je rovnéz obtizn&jsi vyhodnotit aneuploidni,
CGH 4-5 dni ano | pangenomickd | stfeni | predevSim pak triploidni, nddory (napf. obtizné rozliSeni
delece a imbalance). Pomoci CGH, aCGH a MLPA jsme
aCGH 2-3 dny ano | pangenomickd | vysokd| gschopni prokazovat pouze nebalancované zmény v geno-

mu, neprokazeme tak balancované translokace. FISH tech-
niku vyuzivame také tam, kde neni mozna jednoznacna
interpretace jinych metod (MLPA, CGH), nebo nam maly
Tabulka ¢&. 1.: Charakteristika metod pouZivanych k pritkazu genetickych ~ pocet nE’ldOI‘OV}'/Ch bunék v nadoru neumozni pouiiti smes-
zmén u neuroblastomu. nych technik.

MLPA 2 dny ano | multigenomickd | nizka
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Evropska biologicka skupina neuroblastomu (ENAQUA),
jejimiz jsme ¢leny, se podilela na vyvoji a stale spolupra-
cuje na zdokonaleni MLPA kitu, ktery bude pouzivan jako
standart této skupiny. Tato standardizace umozni jednotné
vySetfeni stovek nadorti ve vétsiné zemi Evropy. Jejich
statistické vyhodnoceni mtize pfinést jednoznaéné posou-
zeni vyznamu jednotlivych biologickych znakti u neuro-
blastomu.

Nase prvni zkusenosti s touto technikou u 10 neuroblas-
tomu jsou velmi povzbudivé a shoda mezi CGH a MLPA
vysledky je okolo 90-95%. Vysledky vySetfeni nejdile-
zit¢jSich znakt (del 1p36, amplifikace N-myc onkogenu
a gain 17q) pomoci FISH, CGH a MLPA byly ve vSech
ptipadech shodné.

Projekt byl podpoien VZ FNM 00064203
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