prehled

POUZITI JEDNO-NUKLEOTIDOVYCH POLYMORFIZMU U ANALYZY

MNOHOCETNEHO MYELOMU

USE OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS IN MULTIPLE

MYELOMA ANALYSIS.

SLANY M.!, SVACHOVA H."?, HAJEK R.!3#

'UNIVERZITNI VYZKUMNE CENTRUM — CESKA MYELOMOVA SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO

2ODDELENI GENETIKY A MOLEKULARNI BIOLOGIE, USTAV EXPERIMENTALNI BIOLOGIE, PRF MU BRNO
3LABORATOR EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE A BUNECNE IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
+INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV

Souhrn

Klasifikace nadorovych onemocnéni a identifikace terapeutickych cilti pro jejich 1é¢bu vyzaduje ditkkladnou znalost a popis genetickych
zmén. Analyza single nukleotidovych polymorfizmi je cennym nastrojem pro detekci a charakterizaci genetickych variaci u
nadorovych onemocnéni. Uéelem této prace je podat souhrnny piehled o metodach detekce SNP aplikovatelnych na vyzkum MM.
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Summary

Tumor classification and identification of targets for therapeutic applications requires very good knowledge and description of genetic
changes connected to an illness. SNP analysis seems to be a valuable tool for detection and characterisation of genetic variations in
cancer. The aim of this review is to summarise methods usable for SNP detection and its applicabillity for MM research.

Keywords: genomics, single nucleotide polymorphisms, signalling pathways, multiple myeloma.

Uvod

Vznik nadorového onemocnéni je slozity, mnohastupnovy
proces. Pro vznik onemocnéni je nutné aby bunika prosla
procesem maligni transformace za iCasti mnoha faktori.
Nadorova butika se oproti normalni lisi pfedevsim nekon-
trolovanou schopnosti délit se. Na regulaci bunééného
cyklu se podili velké mnozstvi genli. Naruseni urcitych
genll mize “odblokovat” kontrolni mechanizmy bunéc-
ného cyklu a zplisobit nekontrolované déleni dané buiiky.
V nadorovych bunkach tudiz nachdzime mutace v urcitych
genech. Dal§im charakteristickym znakem nadorové bun-
ky je pfitomnost riznych chromozoémovych aberaci (27,
12, 27), pticemz nekteré mohou byt Gspésné vyuzity jako
prognostické znaky u nddorovych onemocnéni jako je
Chronicka myeloidni leukémie nebo Mnohocetny myelom
(8, 25). Genetické zmény probihajici v nadorové burce za-
hrnuji rGzné zmény jako je bodova mutace, malé delece/
inzerce, delece ¢asti chromozomt, translokace, zmény po-
¢tu kopii gend nebo ztrata heterozygozity (LOH). Jednou
z moznych aplikaci metod molekularni biologie pro studi-
um genetickych zmén u nddorovych onemocnéni je detek-
ce jednobodovych nukleotidovych polymorfizmu (SNP).
SNP analyza je nastroj, ktery byl primarné zamyslen vy-
uzivat pro detekci genetickych polymorfizmii asociova-
nych s nemoci (74). S rozvojem ¢ipovych technologii se
SNP analyza zacala pouzivat jako alternativni technika
ke komparativni genomové hybridizaci (CGH) pro defino-

vani LOH a po&tu zmén kopii genti (7, 30). Siroké aplika-
ce CGH na tém¢éft vSechny typy nadorti nam v poslednich
letech poskytla detailni znalost chromozomalni prestavby
u rozmanitych nadorovych onemocnéni (2, 1, 26). S defi-
nici LOH a zmén poctu kopii genti byla SNP analyza za-
hrnuta do oblasti patologie nadorovych onemocnéni jako
jsou chronickd myeloidni leukémie (CML) nebo mnoho-
Cetny myelom (MM) (18, 30). Moznost Pouziti polymor-
fizmu specifickych geni jako prognostickych znaki pro
predikci 1é¢ebné odpovédi v oblasti farmakogenomiky je
dalsi moznosti jak tuto oblast aplikovat do klinické pra-
xe (22, 29, 5). Ugelem této prace je poskytnout souhrnny
prehled metod SNP detekce a moznost jejich aplikace na
studium MM.

Teoretické zaklady SNP

SNP je sekvencni variace vyskytujici se pii zaméné né-
kterého z nukleotidti (A,T,C nebo G) v primarni sekvenci
DNA za nukleotid jiny. Jako SNP je povazovana takova
nukleotidova zaména, ktera se v populaci vyskytuje s Cet-
nosti vet$i nez 1%, jinak se jedna o jednobodovou muta-
ci (4). Témet 90 % variability lidského genomu je pravé
zpusobeno SNP. Jako nejcastéjsi zameéna byla popsana vy-
meéna cytosinu (C) za thymin (T), coz lze vysvétlit velmi
vysokou incidenci deaminace 5-metylcytosinu na tymin
v dinukleotidech CpG. SNP se muze vyskytnout jak na ko-
dujici (gen) tak nekddujici oblasti genomu. Vice jak 99 %
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Metoda Vyhody

soudasné omezeni reference

Cipové matrice (i) provéfeni velké §kély polymorfizma

Real-time PCR (i) uzaviena reakce
- eliminace kontaminace

- nevyZzaduje elektroforetickou separaci

(ii) amplifikace cilového mista
(iii) jednokrokovéa amplifikace a detekce

(i) Aplikovatelné pro MALDI-TOF,
NevyZzaduje pouziti znaeni

Extenze primeru

Invader essay (i) Izotermalni reakce nevyZzadujici PCR
(ii) uzaviena reakce
- eliminace kontaminace

(iii) jednokrokova amplifikace a detekce

Oligonukleotidova
ligdzova reakce

(i) Vysokokapacitni multilexni vlastnosti
(ii) Vysoka uroveri citlivosti a specifity
(iii) Detekce v8ech variant bodovych mutaci
a malych deleci a inzerci

Jietal., 2004
Dinas et al., 2005
Kors et al., 2006

(i) Specifita uréena hybridizaci
- neni mozno rozliit v8echny polymorfizmy
- problém detekovat SNP na nizké urovni
(i) Kazdy novy SNP vyzaduje pfipravu nové matrice
(iii) vyzaduje soucasné PCR amplifikaci

De La Vega et al., 2005
Vandsted et al., 2007
Hosono et al.,2008

(i) omezené pouziti multiplexnich reakci
(i) Specifika ur¢ena hybridizaci
- neni moZno rozlisit v§echny polymorfizmy

(iii) specifické podminky pro PCR reakci

(i) neni moZno detekovat jedno-nukleotidové Blondal et al.,2003

repetice, inzerce a delece
(i) omezené pouziti multiplexnich reakci Hosono et al., 2008
(ii) neschopna detekovat malé dalece a inzerce
(iii) vyZaduje velmi &isté sondy pro zamezeni
kontaminace
(i) nutnost provést PCR pfed nebo po ligaénim Zhang et al., 2008
kroku

Tabulka ¢. 1: Srovnani pouzivanych technik pro identifikaci znamych mutaci a polymorfizmi

Metoda Vyhody soucasné omezeni reference
Sekvenace (i) analyza vSech zmé&n primarni struktury (i) omezena detekce mutaci s malou Cetnosti Chadwick et al., 1996
DNA do velikosti 600 bp / reakce v populaci Lijavetzky et al., 2007
(ii) velmi pfesna (ii) citliva na kontaminujici DNA
SSCP (i) detekce mutaci s nizkou Eetnosti (i) nepostihne 30% moZnych mutaci Hayashi et al., 1991
(ii) rapidni, (ii) nespecifikuje umisténi polymorfizmu
(iii) nemusi detekovat mutaci blizko ¢astého
polymorfizmu
DGGE, DHPLC (i) detekce mutaci s nizkou Cetnosti (i) testovani velké skaly zmén nepostihne 13 % Hayes et al., 1999
(ii) rapidni polymorfizmu Underhill et al., 1997
(ii) nutno pouZit oligonukleotid s GC svorkou
(iii) technicky naroéné reprodukovat vysledky
(iv) nespecifikuje umisténi polymorfizmu
Sekvenéné (i) metodicky a finanéné nenaro¢né (i) omezené pouziti multiplexnich reakci
Specifickd PCR

Tabulka €. 2: Srovnani pouZivanych technik pro identifikaci neznamych mutaci a polymorfizmi

genomové DNA je v lidské populaci shodné. Ovsem, i tak
mala variabilita DNA hraje vyznamnou roli v celkové cha-
rakteristice lidského organismu, jak odpovida na nemoci,
lécbu nebo vliv prostredi. Pravé tato skutecnost déla SNP
cennymi pro biomedicincky vyzkum, vyvoj farmaceutic-
kych produktt nebo diagnostiku.

Geneticky fond kazdého ¢lovéka obsahuje jedine¢né SNP
vzory tvofené riznymi genetickymi variacemi. Bylo zjis-
téno, ze vétsina SNP neni odpovédna za vlastni onemoc-
néni. Namisto toho slouzi jako biologické markery pro
specifikaci mista na lidské genomové mapé asociované-
ho s nemoci, nebot’ jsou zpravidla umistény blizko genu
identifikovaného jako ptivodce onemocnéni. Tento postup,
Casto pouzivany v nepiimé diagnostice dédi¢nych chorob,
je zalozen na analyze vazebné nerovnovahy gent. Prilezi-
tostné muize byt pritomnost SNP vlastnim ptivodcem one-
mocnéni, coz ndam umozni vyhledat a izolovat odpovédny
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gen. V pfipadé onemocnéni, u kterého byl identifikovan
defektni gen, lze provéfit DNA izolovanou ze souboru
zdravych a postizenych pacientil na pfitomnost riznych
SNP vzorti a pomoci asociacni studie identifikovat SNP
vzor charakteristicky pro pfitomnost nemoci. Vétsina SNP
nema vliv na funkci buiky, ale nékteré mohou zptisobit
predispozici ¢loveéka k nemoci nebo ovlivnit jeho odpoved’
na podany lék. Pro ptehlednéjsi charakterizaci polymor-
fizmu v lidském genomu byla SNP konsorciem vytvorena
podrobna mapa (http://snp.cshl.org).

Metody detekce SNP

Pro detekci polymorfizmi jsou dostupné rizné metodiky.
V¢étsina technik pro detekci polymorfizmu je variaci hyb-
ridiza¢nich nebo enzymatickych technologii. V literatufe
lze nalézt nékolik souhrnnych praci popisujicich tyto me-
tody (19, 16). Klasickou metodou vyuzivanou v riznych
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obmeénach je polymerazova fetézova reakce (PCR), pfi-
¢emz nejcastéji pouzivanou modifikaci pro klinickou apli-
kaci je Real-Time PCR vyuzivajici fluorescen¢né znacené
sondy. V dnesni dobé se biomedicincky vyzkum v oblasti
klinickych aplikaci preferenéné zaméetuje na kvantitativni
analyzu SNP pomoci ¢ipovych technologii. Pouziti SNP
¢ipli umoziuje v jednom b&hu analyzovat vzorek na velké
mnozstvi polymorfizmti umisténych na raznych pozicich
v genomu, coz snizi spotiebu vstupniho materialu a dobu
analyzy. Nevyhodou jsou technické naroky na piipravu
matrice ¢ipd, drahé piistrojové vybaveni a hlavné moznost
analyzovat pouze identifikované polymorfizmy. Dalsi me-
tody pouzitelné pro analyzu zndmych polymorfizmi jsou
uvedeny v Tabulce €.1. Identifikace novych polymorfizmt
je mozna pomoci klasicky pouzivanych metodik moleku-
larni biologie (viz. tabulka ¢.2).

Specifické nastaveni u MM

Genomicka analyza ndm zatim v klinické praxi neumoz-
fluje predpoveédét vyvoj nemoci nebo reakci pacienta na
specifickou 1é¢bu. Pravé Aplikace SNP Cipovych techno-
logii by mohla byt jednou z moznosti, jak vyftesit problém
nevhodné 1é¢by u MM. Hlavnimi kritérii pro vybér vhod-
né metody pro detekci SNP jsou citlivost, specifita, poza-
davky metody na vzorek a cena. Pro klinické aplikace je
také dalsim kritériem rychlost metody. Jako vstupni mate-
rial pro klinickou analyzu polymorfizmt se pouziva geno-
mova DNA izolovana z periferni krve, kostni dfené nebo
specificky separovanych CD138+ bun¢k. Vidéim projek-
tem zaméfenym na charakterizaci polymorfizmi u MM
je Bank on a cure (http://myeloma.org/). SNP analyza
v tomto projektu je zaméfena na identifikaci predispozice
k MM, predikci 1é¢ebné nebo toxické odpoveédi u stavayji-
cich 1éka (Velcade, Thalidomid) a vybér vhodnych 1éka
a jejich kombinaci pro 1écbu MM.

Specifické problémy u MM

Vyuziti SNP analyzy u MM ma dozajista uplatnéni v ob-
lasti studia nadorovych onemocnéni. Pravé pfitomnost po-
lymorfizmu na genomu ¢lovéka je jednim z faktort, ktery
zpusobuje odlisnost lidskych jedincti. V dnesni dobé je
jista oblast genomické analyzy MM zaméfena na méteni
hladiny exprese vytypovanych genti, aby bylo mozno sta-
novit obecny model pro ptfedpoveéd vysledného efektu po
podani né&jakého 1é¢ebného piipravku. Z tohoto pohledu je
nutné vzit v potaz vliv polymorfizmu pfi studiu MM. Praveé
pfitomnost polymorfizmu v genu podilejicim se na meta-

bolické nebo signalni draze podaného 1éku mtize zptisobit
rozdilny efekt u jedinct zatazenych do stejné analytické
skupiny. Hlavnim omezenim pro Gspés$nou aplikaci SNP
do klinické praxe je zatim nedostatecna znalost interakci
v genech asociovanych s MM.

Vyznam metody u MM stavajici

Charakteristické nastaveni analyzy SNP u MM zavisi na
pozadavcich a stavbé studie. Obecné lze fici, ze Cipovou
platformu je vyhodnéjsi pouzit pro genomickou analyzu
u jiz znamych polymorfizmti asociovanych s onemocné-
nim. Tento pfistup pfispiva ke snizeni mnozstvi vstupniho
materidlu pro analyzu, coz je pro klinické aplikace pod-
statné. Je nutné si ovSem uvédomit, Ze zatim neni stanove-
no obecné schéma slouzici k predikci rozvoje nemoci a 1é-
¢ebné odpovédi. Je nutné vybrat skupinu polymorfizm
s prediktivnimi vlastnostmi, néz dojde k jejich aplikaci na
¢ipovou platformu. K tomuto procesu nam poslouzi pra-
v¢ nizko kapacitni metody pro detekci SNP jako je sek-
venace nebo Real-time PCR. Stavajici nastaveni detekce
polymorfizmii u MM je prozatim na experimentalni urov-
ni. Soucasné prace jsou zamétfeny na validaci SNP jako
prognostickych znakd u vybranych kandidatnich gend.
V Tabulce ¢.3. jsou uvedeny vybrané geny, u kterych byla
popsana asociace polymorfizmu s MM.

Geny opravy DNA Riziko vyvoje MM Odpovéd’ na 1é¢bu thalidomid
ATM GSTT1 CYP2CI9
MREI11A4 MTR CY345
XRCC4 TNF-1 TNF-1
NBSI HPSE CD3EAP
RADS50 MDRI1 XRCC3
ILIA ERCC2
ILIB

Tabulka ¢. 3: Polymorfizmy v genech asociovanych s prognézou u
MM. Vybrany soubor genti u kterych byla popsana asociace s MM.

Zavér

Pravé studium DNA polymorfizmi nam pomutze v bu-
doucnu pochopit rozdil mezi jednotlivei ve schopnosti ab-
sorbovat nebo odstranit specificky 1€k, ¢i specifikovat vliv
genetické predispozice na vedlejsi efekty 1éby. Z tohoto
davodu se dalsi studium SNP jevi, také jako schiidna cesta
pro vyvoj ruznych systému aplikovatelnych do preventiv-
ni a 1ééebné mediciny. Hlavni snahou je proto charakte-
rizovat dostatecné mnozstvi gent s klinicky vyznamnou
vypovédni hodnotou u MM.
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