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Uplatnenie vysledkov projektu

1. Na molekularnu diagn6ézu najCastejSie sa vyskytujucich fuznych transkriptov asociovanych
s detskou akutnou lymfoblastovou leukémiou (ALL) sme navrhli nova metddu, ktora vznikla
kombinaciou multiplex a monoplex reverzne-transkripénej polymerazovej retazovej reakcie
(RT-PCR). Tato metdda predstavuje spolahlivu, Specificku, dostatoéne senzitivhu a rentabilnu
alternativu v porovnani s ovela komplexnejS$imi a finan&ne naro¢nejsSimi technikami ,real-
time* kvantitativnej PCR (R-T gPCR).
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2. Na izolaciu vysokokvalitnej RNA zo zmrazenej pupoc€nikovej krvi sme vyvinuli techniku,
ktora je vhodna na testovanie beznych fuznych transkriptov asociovanych s detskou akutnou
leukémiou.

3. Analyzou 500 vzoriek pupoénikovej krvi v slovenskej populacii sme zistili extrémne nizke
hladiny troch prognosticky najvyznamnejsich fuznych transkriptov asociovanych s detskou
ALL, ktoré v pripade pouzitia na alogénnu transplantaciu predstavuju uréité riziko vzniku DCL
(,donor cell leukemia®) u recipienta. Podla nasej hypotézy stupen tohto rizika bude zavisiet v
prvom rade od ¢asu vzniku primarneho zasahu a typu buniek, v ktorom primarna
chromozomalna translokacia bola indukovana.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Po prvykrat sme urobili skrining vzoriek pupo¢nikovej krvi novorodencov na pritomnost
najcastejSich ALL - Specifickych preleukemickych génovych fuzii (PGF: TEL-AML1, BCR-ABL
a MLL-AF4). Analyza 500 vzoriek ukazuje, Ze priblizne 5% novorodencov obsahuje bunky s
PGF o velmi nizkej frekvencii (cca 10-5). Nase udaje naznaduju, ze nizka hladina PGF v UCB
odraza ich relativne neskorsi povod a Zze budu pravdepodobne eliminované v priebehu
dalSieho vyvinu, zatial €o vysSie polty PGF odrazaju skorsiu dobu vzniku a mozu
predstavovat vySsie riziko vzniku leukémie. Okrem toho sme zaviedli moderné techniky
stanovenia DNA opravnych fokusov, ktoré sme vyuZili na analyzu DSB v hematopoetickych
kmenovych bunkach (HSC) a lymfocytoch z UCB. Endogénne YH2AX/53BP1 fokusy v
bunkach UCB nekorelovali s PGF s nizkou hladinou. Zistili sme, ze hladina konstitutivnych
yH2AX/53BP1 fokusov je signifikantne vysSia v bunkach pediatrickych pacientov s ALL nez u
zdravych jedincov. ZvySena hladina DSB v bunkach pediatrickych pacientov s ALL podporuje
model, podla ktorého BCR-ABL/TEL-AML1 indukuju nestabilitu DNA ufahéenim mutagenézy
a vzniku dalSich genetickych zmien, ktoré pohanaju leukemogenézu. Overili sme aplikaciu
multiplexnej RT-PCR pre molekularnu diagnostiku naj¢astejSich fuznych transkriptov
asociovanych s detskou ALL. Nade data ukazuju, Ze skrining kostnej drene a/alebo periférnej
krvi pomocou RT-PCR, pozostavajucej z multiplexnej a monoplexnej PCR, potvrdzuje
vysledky real-time quantitativnej PCR (R-T gPCR). Tento skrining mze poskytnut spolahlivu,
Specificku a citlivd metddu pristupnu Standardnej laboratérnej praxi a cenovo vyhodnu
alternativu ku komplexnejSim a nakladnejSim technikam R-T qPCR.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

For the first time, we have screened umbilical cord blood (UCB) samples from newborns for
the most frequent ALL specific preleukemic gene fusions (PGF: TEL-AML1, BCR-ABL, and
MLL-AF4). Our data from 500 samples have revealed that about 5% of newborns possess
cells with PGF at very low frequency (of about 10-5). Our data suggested that low UCB PGF
numbers reflect their relatively late origin and are likely to be eliminated in further
development while higher number of PGF may reflect earlier origination and represent higher
risk for leukemia. We have established state-of-the-art DNA repair foci techniques and used it
for analyzing DSB in UCB hematopoietic stem cells (HSC) and lymphocytes. Endogenous
yH2AX/53BP1 foci in UCB cells did not correlate with appearance of PGF at low levels. We
found that level of constitutive H2AX/53BP1 foci is significantly higher in cells of ALL patients
than in healthy subjects. Our data on increased DSB levels in the BCR-ABL/TEL-AML1 ALL
pediatric patient's cells support a model where BCR-ABL/TEL-AML1 induce DNA instability
through facilitating mutagenesis and appearance of additional genetic alterations driving
leukemogenesis. We validated the application of multiplex reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR) assay for molecular diagnosis of the most common pediatric acute
lymphoblastic leukemia-associated fusion transcripts. Our data show that screening of bone
marrow and/or peripheral blood by RT-PCR, consisting of multiplex and monoplex PCR,
confirmed results of real-time quantitative PCR (R-T gPCR). This screening may provide a
reliable, specific and sensitive method amenable to standard laboratory practice and a cost-
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effective alternative to more complex and expensive R-T qPCR techniques.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Doc. Ing. Beliaev Igor, DrSC RNDr. Jan Sedlak, DrSc

V Bratislave 27. 11. 2014 V Bratislave 27. 11.2014
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