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SOUHRN

Diplomova prace se zabyva chromozémovymi a genovymi zménami, které se
vyskytuji u myelodysplastického syndromu (MDS) a klinickym vyznamem téchto zmén.
Detailnéji popisuje zminéné aspekty u pacienti s50- syndromem a komplexnim

karyotypem.

Teoreticka ¢ast diplomové prace sumarizuje zakladni informace o MDS z dostupné
literatury. Praktickd cast popisuje zpracovani kostni diené, jeji cytogenetické
a molekularné cytogenetické vySetieni a uvadi vysledky téchto vySetieni u pacientd s 50-
syndromem a komplexnim karyotypem. Zaroven prakticka cast uvadi klinicka data
U pacientti z uvedenych dvou skupin. U pacientii s komplexnim karyotypem prace shrnuje,

které chromozomy jsou nejéastéji aberovany.



SUMMARY

The thesis is concerned with chromosomal and gene changes that occur in
myelodysplastic syndrome (MDS) and the clinical impact of these changes. Specifically,

this thesis describes these aspects in patients with 5g- syndrome and complex karyotype.

The literary review summarizes basic information about MDS from the available
literature. The practical part describes processing of bone marrow, its cytogenetic and
molecular cytogenetic analysis and it refers the results of this analysis in patients with 5q-
syndrome and complex karyotype. Moreover the practical part presents clinical data of
patients from the two chosen groups and in patients with complex karyotype shows which

chromosomes are the most often aberated.



1 UVOD

Rozvoj metod cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky predstavuje nesmirny
pokrok ve studiu nadorovych onemocnéni, ale také vyvojovych vad nebo v prenatalni
diagnostice (Michalova, 1999a). Nadory jsou definovany jako genetické onemocnéni, které
je vysledkem kumulace genetickych zmén (Snustad et Simmons, 2009c). Incidence
hematologickych malignich onemocnéni je podle WHO klasifikace 10 % vSech malignich

onemocnéni (Vardiman et al., 2002).

Myelodysplasticky syndrom je hematologické onemocnéni s klondlni poruchou
krvetvorby (Vondrakova, 2010). Zhruba polovina pacienti disponuje chromozémovymi
abnormalitami. Detekce téchto zmén metodou cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky
hraje klic¢ovou roli v diagnostice, stanoveni prognozy a 1é¢bé onemocnéni. Zaroven se
prohlubuji znalosti v patogenezi onemocnéni a ve studiu kandidatnich geni, které se na

rozvoji onemocnéni podileji (Haase, 2008).



2 KRVETVORBA

Hematologie je podobor vnitiniho Iékafstvi, ktery se zabyva krvi, krvetvornymi
organy a krvetvorbou za fyziologickych nebo patologickych stavi (Pecka, 2002a).
Samotnd hematopoéza (tvorba krve) je tak neuvéfitelné komplikovany proces, ze veskeré

jeho mechanizmy nejsou dosud zcela zndmy (Pecka, 2002b).

Za normalnich okolnosti probiha produkce krevnich bun¢k po narozeni v kostni
dfeni (KD) (Pecka, 2002b). V tomto krvetvorném organu dochazi od proliferace (déleni)
krevnich elementd az kjejich vyzravani (maturaci). Zralé¢ builky jsou nasledné
vyplavovany do periferni krve (PK). V zavislosti na tom, jaké krevni elementy jsou
produkovany, je krvetvorba rozdé€lena na myelopoézu a lymfopoézu. Nez dojde ke vzniku
zralé krevni bunky, piedchédzi tomuto proliferace mateiské buiilky, dale diferenciace
nasledovana maturaci, kdy se bunka od své pivodni matei'ské 1isi jak morfologicky, tak
| funkéné a strukturné. Nejdiive se jedna o pluripotentni kmenovou burniku (KB), ze které
se vyviji progenitorova kmenova buiika, dale prekurzorova kmenova buiika a nakonec jiz

bunka diferencovana, ktera se dale ned¢li, pouze vyzrava (Juranova et Faber, 2012).

Ptedporodni a poporodni krvetvorba se od sebe navzijem liSi. Ptredporodni
krvetvorba pocind jiz 14. az 19. dnem nitrodélozniho Zivota ve zloutkovém vaku a v jeho
krevnich ostriivcich. Tento cévni systém se ve 4. tydnu vyvoje spojuje s cévnim systémem
embrya. Nasleduje hepatolinedlni obdobi, kdy se krvetvorné bunky tvoii prevazné
Vv jatrech. Doposud se jednalo o hematopoézu vytvarejici pouze erytroidni elementy, odted’
se tvoii také matefské buiky bilych krvinek €i krevnich desticek. Po vzniku zakladi
sleziny ve 12. tydnu vyvoje slouzi 1 tento organ jako krvetvorny. Nicméné do poloviny
zarode¢ného Zivota jsou jatra dominujicim mistem krvetvorby. 20. tyden prenatalniho
vyvoje predstavuje okamzik, kdy se hematopoézy zaind Ucastnit 1 kostni dfef, a to
produkci vSech krevnich elementl. Diky tomu pomalu ustupuje mimodieiiova tvorba

krevnich elementd, kterd ve 2.-3. tydnu po narozeni zanika. (Pecka, 2002b)

Po narozeni dochazi ke krvetvorbé pievazné v kostni dieni. Nékteré buiiky jsou
ovSem tvofeny mimo KD, v lymfatickych tkdnich nebo v organech obsahujicich tuto tkan
(slezina, brzlik). Mala ¢ast trombocytli je dokonce tvotena V plicich. Pokud jsou krevni
elementy v dospélosti produkovany slezinou nebo jatry, jedna se o patologicky stav, kdy
KD neni schopna z né¢jakého diivodu svoji ulohu v krvetvorbé dostatecné plnit. Pti¢inou

mize byt nadmérna ztrata krve nebo nemoc krvetvorby (Pecka, 2002b).
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2.1 KOSTNI DREN (KD)

Kostni dien je jednim z nejvétSich organt lidského téla. Je velmi organizovana.
Sestava z krvetvorné tkané€, podptirné tkané€, cév, nervi, ale i lymfatické a tukové tkané.
V kosti vypliuje dietiovou dutinu. Hmotnost KD ¢lovéka je odhadovana na 1600-3700 g.
Cervena kostni dfefi, kterd je stale aktivni a vyskytuje se ve viech kostech novorozenéte, je
ve 4. roku véku z¢4sti nahrazena tukem a v 18. roku véku se aktivni krvetvorna kostni dfeii
vyskytuje, a hematopoéza tedy probiha, jen v hrudni kosti, obratlich, Zebrech, lopatkach,
klicnich kostech, lebce, koncich paznich a stehennich kosti a lopatach kycelnich kosti.
Nejdéle zastava svou funkci kostni dfeit v hrudni kosti a obratlich (Pecka, 1995a). Pti
zvySenych ndrocich na krvetvorbu se vSak muze inaktivni tukovd dfeil do jist¢ miry
pfeménit na aktivni. Krvetvornd tkan je tvofena kmenovymi buinikami, matefskymi
progenitorovymi buiikkami jednotlivych tad, dale prekurzory cervené, bil¢ a destickové
fady a zralymi krvinkami. Kostru KD tvofi podplrna tkan. Vyziva krvetvorné tkané je
zajiStovana cévami, které rovnéz slouzi jako transportni drdha krevnich elementi do
periferni krve (PK). Nezbytné nervy zajist'uji komunikaci mezi nervovym systémem a KD,
coz umoziiuje regulovat krvetvorbu dle momentalni potieby organizmu. Cervené krvinky
dokazou po vypuzeni jadra snadno piizpusobit svij tvar okoli, a tak ve stddiu nedozralého
erytrocytu (retikulocytu) migruji mezi endotelovymi buiikami drobnych cév. Bilym
krvinkdm je vlastni aktivni pohyb, tzv. diapedéza, kdy jadro bunky nasleduje vznikly
vybézek cytoplazmy mezi endotelovymi bunkami. VybéZky megakaryocyti mezi
endotelovymi bunkami jsou uvnitf cév omilany protékajici krvi, a tim dochazi

K uvoliiovani trombocyti (Pecka, 2002b).

MYELOPOEZA

Myelopoéza dava vzniknout buiikam vSech krevnich fad - erytroidnim bunikam
z Cervené tady, Casti bun€k z bilé fady - bunkdm myeloidnim (granulocyty, monocyty)
a buitkdm destickovym (megakaryocyty). Jmenovité se jednd o erytrocyty, granulocyty,
monocyty a trombocyty. Z pluripotentni kmenové buinky vznikd jejich matetfska
progenitorova bunka CFU-GEMM (Colony Forming Unit - Granulocyte Erytrocyte
Macrophage Megakaryocyte). V priubéhu diferenciace dochazi u bunék k morfologickym
zménam jak cytoplazmy (ztrata bazofilie), tak jadra (vypuzeni jadra, zahusténi jadra

u granulocytil, zména tvaru jadra) (Juranova et Faber, 2012).



LYMFOPOEZA

Lymfopoéza zajistuje vznik lymfocytl, plazmocyti, NK bunék a dalSich, které
vznikaji z matetské lymfoidni kmenové bunky. Jsou souéastmi podptrnych tkani a svoji

nezastupitelnou roli hraji v imunitni odpovédi organizmu (Pecka, 2002b).

2.2 KMENOVE BUNKY (KB)

\ Totipotent

'4 ®\

S G&Oe®

Blood Stem Cells l Other Stem Cells l
Muscle Nerve Bone Other Tissues
Red Blood White Blood
Cells Cells

Obr. 1 Hierarchie vyvoje kmenové bunky (Arizona pain stem cell institute, 2013)

Kmenové burniky byly poprvé popsany A. Maximovem roku 1909 na jeho piednasce
v Berliné. Maximov popisoval tyto bunky jako mononukledrni a tvrdil, Ze néckteré
lymfocyty se chovaji pravé jako kmenové bunky, tedy migruji tkanémi tak, aZ se usidli ve
vhodném mikroprostfedi. Intenzivni vyzkum KB probiha od 50. let 20. stoleti (Bun&cna
terapie, 2013b). Kmenova bunika je nediferencovand buiika, kterda méa schopnost
diferencovat se v jakoukoli jinou butiku organizmu. Kromé schopnosti diferenciace ma
I schopnost sebeobnovy. Muze byt proto povazovana za ,zasobni nahradni dil* pro

jakoukoli ¢ast organizmu (Bunééna terapie, 2013a).

Z kmenové buiiky vznikd bunéény klon. Morfologicky nejsou tyto buiky nijak
vyjimeéné, vypadaji jako lymfocyty s jemnou strukturou jaderného chromatinu. Pfitomna

jsou 1 jadérka, nukleocytoplazmaticky pomér je velky a cytoplazma je bez granulace
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(Bulikova, 2000). Z divodu nenapadné morfologie je velmi dualezitd pfitomnost
povrchového antigenu CD34 na téchto buiikach, diky kterému mohou byt jednoznacné
identifikovany. To je dilezité pro stanoveni jejich poctu v KD. A pravé v KD piipada asi
na 1000 jadernych bun¢k 1 buitka kmenova a malé mnozstvi Ize nalézt ve slezing, jatrech
nebo lymfatickych uzlinach. Dokonce jsou pfitomny 1 v PK, kdy 20 000 buné¢k bilé krevni
fady odpovida 1 buiika kmenova (Pecka, 2002b).

Vsem krvinkam je spole¢na jedna jedina hematopoeticka burika, tzv. pluripotentni
kmenova bufika, téZ oznaCovana jako totipotentni kmenova bunka (CFU-S - Colony
Forming Unit Spleen). V pribéhu hematopoézy je schopna vyvijet se jakymkoli smérem
a dat vzniknout veskerym krevnim elementim (Juranova et Faber, 2012; Pecka, 1995a).
Z této pluripotentni kmenové buiiky se ptes stddium progenitorovych a prekurzorovych
kmenovych bunék vyviji buiiky diferencované, kter¢ jiz plni svoji konkrétni funkci. Jelikoz
v kostni dieni i v jinych tkanich dochazi k opotiebovavani ptitomnych bunék, vyuziva se
pravé neustalé proliferacni aktivity nediferencovanych kmenovych bunék, které davaji
vzniknout bunkdm novym. Toto zajiStuje pocetné mala populace hematopoetickych

kmenovych bun¢k HSC (Hematopoetic Stem Cell) (Pecka, 2002b).

Pluripotentni kmenové burika

Jde o mononukledrni buiiku o velikosti 7-10 pum sjemné rozptylenym
chromatinem. V jadie se mohou vyskytovat 1-3 jadérka. Od diferencovanéjsich
progenitorovych bun¢k je lze rozlisit pfitomnosti nékterych antigent, které se na téch
progenitorovych nevyskytuji. Cast bundk vzniklych délenim dava vzniknout
progenitorovym bunkdm a ¢ast zachovava zasobu (,,pool*) kmenovych bunék (Juranova et

Faber, 2012; Pecka, 2002b).

Progenitorova kmenova buiika

Progenitorové kmenové buniky se od pluripotentnich vyznamné 1isi tim, ze ztratily
schopnost sebeobnovy. Mohou se diferencovat do vice krevnich fad, nicméné jsou jiz
predurceny pro tvorbu urcitého typu krevni buiky (Juranova et Faber, 2012; Pecka,
1995a). Jsou citlivé na ruastové faktory. Znamy jsou pod zkratkou CFU (Colony Forming
Unit) (Juranova et Faber, 2012). Vzhledem k ptedurceni pro jeden nebo vice typt krevnich
fad, jsou jednotlivé typy bunék oznacovany jako jako: CFU-E (Erytrocyte) a BFU-E (Burst
Forming Unit - Erythroid) - ty davaji vzniknout Cervené krevni tadé¢, CFU-GEMM
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(Granulocyte Erytrocyte Macrophage Megakaryocyte) - pro buniky myelopoézy, CFU-GM
(Granulocyte Macrophage) - pro granulocytarni a makrofagovou fadu, pro neutrofilni fadu
CFU-N (Neutrophile), eozinofilni fadu CFU-Eos (Eosinophile), bazofilni fadu CFU-Baso
(Basophile), monocytarni fadu CFU-M (Macrophage) a CFU-Meg (Megakaryocyte) pro
megakaryocytarni fadu (Juranova et Faber, 2012; Pecka, 2002b).

2.3 A) MYELOPOEZA

CERVENA KREVNI RADA = ERYTROPOEZA (Normoblastova vyvojova fada)

Pii erytropoéze dochazi ke vzniku cervenych krvinek. Nejdiive se
Z nediferencované kmenové buiiky vytvoii prekurzor pro tvorbu erytrocytii, ktery narozdil
od cervenych krvinek obsahuje jadro. Proerytroblast, bazofilni erytroblast, polychromni
erytroblast a ortochromni erytroblast jsou stadia pfed tim, nez dojde k vypuzeni jadra
z bunky, ¢imz dochazi ke vzniku tzv. retikulocytu. Tento retikulocyt se béhem 48 hodin
stava diky maturaci erytrocytem. Cely vyvoj Cervenych krvinek trvad piiblizne 7 dni.
Tvorba erytrocytd je ovliviiovana hormonem erytropoetinem (EPO), ktery je produkovan

Vv ledvinach (Juranova et Faber, 2012; Pecka, 2002Db).

Spole¢nymi ptedchiidci normoblastové vyvojové tady jsou kmenové bunky
erytroidni povahy, tzv. BFU-E a CFU-E, které po stimulaci hormonem erytropoetinem
davaji vzniknout diferencovanéj$im bunkdm (Pecka, 2002b). Mezi n¢ patii jiZ zminéna
stadia, kterd postupné vedou k tvorbé zralé cervené krvinky. Mezi jednotlivymi stadii
dochazi u bunék k ¢etnym morfologickym a biochemickym zménam. Velmi vyznamnou
zménou je vypuzeni jadra z buniky ven, a s tim souvisejici vznik retikulocytu, ktery je jiz
povazovan za mlady erytrocyt. Vyzravanim retikulocytu vznika zrald cervena krvinka

(erytrocyt), také nazyvany normocyt (Juranova et Faber, 2012).

Erytrocyty

Erytrocyty jsou bezjaderné krevni elementy bikonkavniho tvaru (Juranova et Faber,
2012). Pramér erytrocytu je 7,4 um, vyska 2,1 um (Vacha et al., 2010). Jedna se
0 nejpocetnéjsi skupinu krevnich bungk, které predstavuji 40-45 % krve (Pecka, 1995b).
V periferni krvi ,,ziji* zhruba 120 dni a k jejich zdniku dochazi zejména diky makrofagim

kostni dfen¢ a sleziny (Juranova et Faber, 2012). Metabolizmus erytrocytl je z divodu

o 24
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cervené krvinky je vazba a transport kysliku po organizmu zprostfedkovany krevnim
barvivem hemoglobinem. Primémy podet erytrocyti v krvi je uzeny 4,5x10™/1 krve,

u muze 5x10™/1 krve (Pecka, 1995b; Vécha et al., 2010).

BiLA KREVNI RADA = LEUKOPOEZA (Granulomonocytarni vyvojova fada)

Leukopoéza dava vzniknout ¢asti bilych krevnich elementi, leukocytim. Jedna se
0 granulocyty a monocyty. Matefskou buiitkou je progenitorova buitka CFU-GM.
Granulocyty mohou byt neutrofilni, eozinofilni a bazofilni. Monocyty mohou byt
rozdéleny na makrofagy a histiocyty. Vyvoj granulocyti zahrnuje opét nékolik stadii:
myeloblast, promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt, nesegmentovany granulocyt a nakonec
segmentovany granulocyt (neutrofil, eozinofil, bazofil) - od stddia myelocytu vcetné jsou
bunky jiz diferencovany na neutrofilni, eozinofilni nebo bazofilni. Stadia pfed vznikem
monocytu jsou monoblast a promonocyt. Pfitomnost myeloblastd, promyelocyti,
myelocytii nebo metamyleocytti v periferni krvi je patologicka, za normalnich podminek se

tyto bunky vyskytuji pouze v kostni dieni (Juranova et Faber, 2012; Pecka, 2002Db).

DESTICKOVA VYVOJOVA RADA = MEGAKARYOPOEZA (Megakaryocytova
vyvojova fada)

Tvorba megakarocytu z pluripotentni kmenové bunky trva 8-10 dni. Soucasti
vyvoje jsou bunécna stadia megakaryoblast, promegakaryocyt a nakonec megakaryocyt.
Ten vyzrava a po 10 dnech od zacatku samotné megakaryopoézy dochazi k odstépovani
cytoplazmy megakaryocytu, ¢imz dochazi k uvoliiovani samotnych trombocytii do ob&hu.
Tomuto procesu se fikd trombopoéza a trva asi 5 hodin. VeSkeré déni je pod kontrolou
hormonu trombopoetinu. Po 9-11 dnech jsou krevni desti¢ky ve slezing, jatrech a kostni

dfeni degradovany (Juranova et Faber, 2012).

2.4 B) LYMFOPOEZA = BILA KREVNI RADA

Lymfopoézou dochdzi ke vzniku druhé casti elementl bilé krevni fady, a to
lymfocytl. VSechny tyto buiky maji svoji matefskou lymfoidni kmenovou bunku.
V kostni dfeni se z ni stdva B-lymfocyt. Pokud piivodné matetska kmenova bunka v kostni
dfeni nevyzrava do B-lymfocytu, putuje ve stadiu tzv. prothymocytu z Kostni diené do
thymu, kde se z ni stava T-lymfocyt. Mezi lymfocyty patii i takzvané NK bunky (Pecka,
2002Db).
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Lymfocyty zabezpecuji imunitni ochranu organizmu. Bud’ produkci protilatek,
anebo naptiklad bunécnou imunitou. Délka jejich ptezivani je riznd, od 3-4 dnt, pies
4 roky, coz je typické pro vétSinu lymfocytii, az po nékteré buiky, které prezivaji i 10 let
(Bulikova, 2000). Kostni dien a thymus jsou primarni lymfatické organy. Do sekundarnich
lymfatickych orgédni, kterymi jsou uzliny, slezina nebo tonzily se lymfatické bunky
dostavaji az poté, co se dostaly do krve. Pocet lymfocytli v organizmu je regulovan kostni
dreni, ktera je neustale dopliuje, v sekundarnich organech stoupa totiz jejich mnozstvi az
po antigenni stimulaci (Pecka, 2002b). Identifikace jednotlivych typt nebo stadii
lymfocytl je obtiznd, jelikoz morfologicky se od sebe jednotlivé buiiky nijak zvlast nelisi.
Proto se K jejich typizaci vyuziva detekce antigent typickych pro jednotlivé typy (Juranova
et Faber, 2012).

B-lymfocyty

Pro tento druh lymfocyti je typicka produkce protilatek. B-lymfocyty jsou
charakterizovany antigeny, které nesou na svém povrchu. Podstupuji v pribéhu vyvoje
fadu procest a jejich koneénym stadiem, po stimulaci antigenem, je plazmaticka burika.
Plazmocyty se vyskytuji se v KD, kde vznikaji, v PK, lymfatickych uzlinach a slezing,
taktéz v lymfoidni tkdni zazivaciho Ustroji. VétSina preziva 10-20 dni (Pecka, 2002b).
Stadia v jejich vyvoji jsou: plazmoblast, proplazmocyt a plazmocyt (Juratiova et Faber,
2012).

T-lymfocyty

T-lymfocyty vznikaji modifikaci vySe zminénych prothymocytd v thymu.
Nalezneme je hlavné v mistech rozvétveni tepen, v lymfatické tkdni a pod obalem
lymfatickych uzlin. Zodpovidaji za buiikami zprostfedkovanou imunitu, a to pomoci

interakci umoznénych pfitomnymi receptory.

NK-bunky

NK-buiiky jsou lymfocyty bez moznosti identifikace B ¢i T subtypu. Cytotoxicky
pisobi na ,,podezielé* bunky v organizmu a snazi se je zniCit (napf. na bunky napadené
virem nebo nadorové buiky). Stejné¢ tak pasobi na buiky s neplnohodnotnymi
povrchovymi bilkovinami nebo na buiky s xenoantigeny (Caligiuri, 2008; Pecka, 2002b).
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3 CYTOGENETIKA

Cytogenetika je uzce specializovana védecka disciplina, kterd zkouma dédi¢nost
na trovni chromozému bunky (Krahulcova, 2000; Michalova, 1999a). Studuje jejich pocet
a strukturu v délicich se bunkach. Dé&je se tak pomoci tzv. karyotypovani, kdy jsou

metafazni chromozomy setazeny v parech a ve skupinach do karyotypu.

Pocatek cytogenetiky je v literatufe datovan jiz na polovinu 19. stoleti, kdy
se evropskym védclim podafilo pozorovat chromozémy v prubéhu bunééného déleni.
Avsak k pralomovym objeviim doSlo az v pribéhu 20. stoleti. K tomu bylo potieba
nekolika zasadnich objevi. Jednou ze stéZejnich informaci bylo, ze geny jsou umistény na
chromozomech. Dal§im pokrokem ve vyvoji cytogenetiky byly objevy technik
a technologii, které umoznily studovat jednotlivé geny. Jelikoz k t€émto udalostem doslo az
v prib¢hu 20. stoleti, je cytogenetika vSeobecné povazovana za védni disciplinu 20. stoleti

(Snustad et Simmons, 2009a).

Historickym meznikem byl pro cytogenetiku rok 1956, kdy Tjio a Levan
a nezavisle na nich Ford a Hamerton uréili piesny pocet lidskych chromozomu (Ford et
Hamerton, 1956; Tjio et Levan, 1956). Nasledovalo obdobi zdokonalovani kultiva¢nich
a barvicich technik. Do roku 1969 existovaly jen takové barvici techniky, které umoznily
pouze urcit poCet chromozomil a karyotyp byl sestaven na zakladé postaveni centromery
a velikosti chromozémul. Chromozdémy byly barveny Giemsovym barvivem nebo orceinem
(JaroSova, 2000a). Objev pruhovacich technik piedstavoval obrovsky pokrok pro studium
chromozomut (Michalova, 1999a). Caspersson et al. (1970) objevili jednu z pruhovacich
technik, tzv. Q-pruhovani (Q-banding). Q-pruhovani piedstavuje barveni chromozomu
fluorochromem quinacrine mustard nebo quinacrine dihydrochloride a hodnoceni ve
fluorescencnim mikroskopu. Pro rutinni vyuziti nebyla nicméné tato metoda vhodna a byla
nahrazena jinymi pruhovacimi technikami jako G-, R- nebo C-pruhovani. Nejuzivangjsi
pruhovaci technikou je G-pruhovani. Je ho docileno napiiklad pisobenim enzymi jako
trypsin, kdy dochazi k denaturaci bilkovin a naslednému barvenim v Giemsové barvivu
(Michalova, 1999c). Mechanizmus vzniku pruhti po aplikaci barviva neni ani v dne$ni
dob¢ zcela znam (Snustad et Simmons, 2009a). Tmavé pruhy vznikaji v oblasti s vysokou
pfitomnosti adeninu a tyminu. Témto pruhim se fika G-pozitivni. Také se predpoklada, Ze
se jedna o oblast s vysokym stupném kondenzace a k jeji replikaci dochazi az v pozdni

syntetické fazi bunécného cyklu. G-pruhy obsahuji hodné disulfidovych proteina. G-
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negativni pruhy obsahuji sulthydrylové proteiny (JaroSova, 2000a). Aby byly pruhy jasné
viditelné, musi dojit ke kondenzaci chromozomu. Pravé proto jsou chromozomy
pozorovany v metafazi. Od stupné kondenzace se odviji typicky sled pruhii. Dohromady
vznikne v metafazi na v§ech chromozémech 400-450 pruhi, coz je pocet pruht v haploidni

sad¢) (Michalova, 1999a).
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Obr. 4 Schematické znazornéni chromozému €. 1 po G-pruhovani (velké Cislice oznacuji

oblasti, malé ¢islice oznacuji pruhy) (ISCN, 2013)

Pfitomnost pruhi umoznuje identifikovat kazdy jednotlivy chromozémovy par
a diky tomu mohla vzniknout cytogeneticka nomenklatura (Michalova, 1999c). Zakladem
byla tzv. ,,Denverskd konference®, kdy se experti dohodli na nomenklatufe chromozomu
jiz vroce 1960. Nasledovala konference v Londyné (1963), Chicagu (1966) a Patizi
(1971). Vroce 1978 byl vydan prvni mezinarodni systém lidské cytogenetické
nomenklatury pod nazvem: ,,An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature® (ISCN 1978) (Michalova, 1999a). Tento systém uZz oznacoval kazdy
chromozém c¢islem, kratké raménko chromozému bylo oznaceno jako ,,p“, dlouhé jako
»q". Chromozémy byly popsany 1 z hlediska pfitomnosti pruhli a podpruhi, které jsou
Cislovany od centromery k teloméfe (ISCN, 1978). Nasledovalo dalsi upfesiiovani
nomenklatury a v soucasnosti je platna mezinarodni nomenklatura lidskych chromozomi
pod nazvem ISCN (2013). Nomenklatura identifikuje chromozémy podle vSech zndmych
typickych znakl (Snustad et Simmons, 2009a). Mezi ty zakladni patii poloha centromery,
pfitomnost sekundarni konstrikce a typicky sled pruht (relativni délka se diky moznosti

presné identifikace na zéklad¢ rozlozeni pruhii prakticky nevyuziva) (Michalova, 1999b).
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Pti sestavovani karyotypl se vychazi z toho, Ze existuji nenahodné chromozémové
zmény, které piimo souviseji s vyskytem nékterych onemocnéni. Jednd se o pocetni
a strukturni zmény, které jsou diky sestaveni karyotypu odhalitelné (Snustad et Simmons,
2009a). Diky tomu je mozno stanovit vrozené vyvojové vady jedincli, urCovat
chromozomové vybaveni nenarozen¢ho ditéte nebo zjistit zmény v genetické informaci
vyskytujici se unadorovych onemocnéni. VSechny tyto informace slouzi ke zpresnéni
diagnozy, urceni progndzy, a tim k u€inngjsi 1écbé (Michalova, 1999a). Nezastupitelnou
roli ma cytogenetika pro kontrolu Uc¢innosti 1€cby nebo pro detekci minimalni rezidualni

choroby (Kuglik et Oltova, 2008).

Ukolem cytogenetika je na zakladé pruhovaciho vzoru typického pro jednotlivé
chromozémy sefadit vSechny chromozémy do karyotypu, popiipad€ odhalit pfitomné
zmény. Karyotyp je jedna ze zésadnich charakteristik rostlinnych i1 Zivocisnych druhti

(Dolezel, 2011).

W
=
-
o

Obr. 5 Ideogram (schematické znazornéni G-pruhit) (Sandberg et Meloni-Ehrig, 2010)
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4 NADOROVA CYTOGENETIKA

Historie nadorové cytogenetiky saha do 60. let 20. stoleti, kdy Peter Nowell
a David Hungerford objevili prvni specifickou chromozémovou abnormalitu - marker
chromozém u pacienti s chronickou myeloidni leukémii. Pojmenovali ho ,,Filadelfsky
chromozom*. Piedpokladali, ze se jedna o chromozémovou deleci (Nowell et Hungerford,
1960). Az diky nové vynalezené metodé G-banding se zjistilo, Ze Filadelfsky chromozém
vznikd diky reciproké translokaci mezi chromozémy 9 a 22, kdy dochazi ke ,,zkraceni*
chromozému 22 a ,,prodlouzeni* chromozému 9 (Rowley, 1973). Pozd¢ji bylo zjisténo, ze
translokace zpusobuje vznik fuzniho genu, a tedy nového proteinu, ktery hraje negativni
roli vbunécném cyklu. Bunkam sexpresi tohoto proteinu umoziuje rychlé
nekontrolovatelné déleni a zabraniuje apoptéoze. Po tomto pielomovém objevu byly
nasledné pozorovany a objevovany dal§i chromozémové zmény, které souviseji
s vyskytem nadorG (Mitelman, 2005). VSechny objevy mohly byt ucinény diky vyvoji
novych metod. Chromozémové zmény poukazuji na deregulace gent, které vedou ke
vzniku genomové nestability, a podporuji tak vznik nadort (Albertson et al., 2003).
V dnesni dobé je popsano 55 000 karyotypt, které souviseji s leukémiemi nebo jinymi
nadory. Nadorova cytogenetika umoznuje karyotyp nejen popsat, ale v nékterych
pripadech také urcit spravné diagnézu, progndzu a pomuze stanovit typ 1é¢ebné strategie

(Sandberg et Meloni-Ehrig, 2010).
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5 MOLEKULARNI CYTOGENETIKA

Metody molekularni cytogenetiky jsou v ramci studia chromozému povazovany za
metody moderni. Podstatou je barevné znaceni tsekd nebo celych chromozomu, kdy
dochazi k vizualizaci specifické sekvence DNA pomoci barevné znacené sondy (Snustad et
Simmons, 2009a). Prilomovym u této metody je fakt, ze lze studovat i interfazni jadra
(Michalova, 1999d). Velkym benefitem je moznost vyuzit této metody jako dopliujiciho
vySetfeni pro potvrzeni/vylou¢eni chromozémové zmény, pro studium materidlu se
Spatnou morfologii nebo malym po¢tem mitéz, kdy je klasicka cytogenetika metodou
nedostacujici (Gohring et al., 2011; JaroSova, 2000b). Mezi jednotlivé metody molekularni
cytogenetiky patii: FISH (fluorescenéni in situ hybridizace), mFISH (mnohobarevna
fluorescenéni in situ hybridizace) a mBAND (mnohobarevné pruhovani) (JaroSova,
2000b). VSechny metody vyuzivaji jako znacku fluorochromy, které jsou vizualizovany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. A pravé vyuziti fluorescence v cytogenetickych in
situ hybridiza¢nich technikdch znamenalo pfevratny objev, ktery je vyuzivan jak pro

klinickou, tak nadorovou cytogenetiku (Speicher et Carter, 2005).

5.1 FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE (FISH)

Svoji historii zapocala hybridizace in situ jiz v roce 1969, kdy Mary Lou Pardueova
aJoseph Gall vyvinuli metodu znafeni chromozémi pomoci jednovlaknovych
radioaktivné znaCenych komplementarnich useki DNA (Pardue et Gall, 1969).
Hybridizace, jelikoZ dochazi ke vzniku hybridnich molekul. ,,In situ“ znamena ,,na svém
puvodnim misté“. V naSem pfipadé je pro oznafeni komplementarni jednovldknové
sekvence pouZita fluorescen¢ni znacka. Tato metoda je velmi citliva. Poprvé byla pouzita

v 80. letech 20. stoleti (Snustad et Simmons, 2009b; Weise, 2008).

FISH je vyuzivdna pro potvrzeni pfitomnosti urcit¢é nukleotidové sekvence
chromozémut v bunkach nebo tkanich. Principem je schopnost jednovldknové znacené
DNA sondy navézat se (hybridizovat) ke komplementarnimu useku jednovlédknové cilové
DNA. Podstatou je zahiat dvouvldknovou DNA na teplotu, kdy dojde k pferuseni
vodikovych miistki mezi jednotlivymi vlakny, a tim docasné ke vzniku jednovlaknovych
molekul. Aby vldkna zpét podstoupila renaturaci, je potfeba dodrZzovat urcité podminky.
Stejné tak je denaturovana barevné znacena sonda. Jakmile se setké cilova jednovldknova

DNA s jednovlaknovou komplementdrni sondou, dochazi ke vzniku dvouvldknové
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hybridni DNA. Tato molekula je oznaCena fluorochromem, je proto snadno detekovatelna
ve fluorescenénim mikroskopu (Jarosova, 2000b; Michalova, 1999d; Snustad et Simmons,
2009b). Cennym piinosem FISH je moznost simultdnn¢ detekovat vice oblasti nebo gent

za pouziti rizné barevnych fluorochromu (Kearney, 2006).

Pro FISH se vyuzivaji rizné typy sond. Prvni skupinou jsou sondy centromerickeé,
které jsou komplementarni k o a B-satelitni DNA chromozomu (JaroSova, 2000b). Tato
DNA je pro vétSinu lidskych chromozomii typickd. Jednd se o repetitivni tandemovou
oblast. Velikost této oblasti (okolo 4000 kb) umoznuje snadnou detekci bez potieby
amplifikace signalu (Michalova, 1999d). Dalsi skupinu tvofi celochromozémové sondy
(paintingové, malovaci), které jsou komplementarni k celému chromozému. Jsou vhodné
pro detekci chromozoémovych piestaveb (JaroSova, 2000b). Sondy, které hybridizuji
s jedine¢nymi sekvencemi DNA, tvofi tieti skupinu. Jedna se o genomické klony
a Vv zavislosti na jejich velikosti jsou mnozeny v piislusnych klonovacich vektorech
(Michalova, 1999d). Plazmid je pouzit pro klonovani sondy o velikosti 500-5000 bp,
bakteriofag A pro sondy o velikosti 8-15 kb, sondy o velikosti 20-50 kb jsou pomnozeny
vV kosmidech. Nejvétsi tuseky DNA o velikosti 50-100 kb jsou klonovany v klonovacich
vektorech kvasinkovych chromozémi - BAC (bacterial arteficial chromosome) (JaroSova,
2000Db).

52 MNOHOBAREVNA FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE
(MFISH)

Prvni zminka o ,,24 barevném karyotypovani“ pochazi z roku 1996. Metoda je

nazvana mnohobarevnou FISH, mFISH (Speicher et al., 1996). Jedna se o jeden
z nejvyznamngjSich objevli molekuldrni cytogenetiky. Stava se perfektni pro studium
komplexnich chromozémovych zmén a klonalnich vyvoji onemocnéni, které nejsou
jinymi technikami dobfe detekovatelné, at’ z diivodu jejich malého rozsahu, nebo diky
limitovanym moznostem jinych metod. Pravé proto je vyuzivdna i1 pro studium zdanlivé
normalnich karyotypli az po ty s komplexnimi zménami (Kearney, 2006). Diky mFISH
odpadl problém se soucasnym vyuzitim vétSitho mnozstvi fluorochromii na jednom

preparatu s rozdilnymi emisnimi spektry (Kuglik et Oltova, 2008).

Principem mFISH je kombinatorni znac¢eni celochromozémovych sond 5 riznymi

fluorochromy (JaroSova, 2000b). Jelikoz potiebujeme 24 rtiznych kombinaci (22 autozoému
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+ 2 gonozémy), je tfeba vyuzit kombinaci 5 fluorochromt. To Ize spocitat podle vzorce
N= 2"1, kdy N je po¢et moznych dosazenych barevnych kombinaci a n je podet
fluorochromti (Kearney, 2006). Kazdy chromozémovy par tim ziskava svoji specifickou
kombinaci barev. Lidské oko vSak neni schopno vSechny vzniklé barvy od sebe odlisit,
pocitaovym programem jsou proto pievedeny na tzv. pseudobarvy, pro nas jiz lehce
rozpoznatelné. Cely lidsky genom je tak mozno vysettit pouze jedinou hybridizaci (Kuglik

et Oltova, 2008).

mFISH dokéaze detekovat balancované i nebalancované translokace, komplexni
prestavby a marker chromozémy (Tosi et al., 1999; Veldman et al., 1997). Metoda ma
ovSem sva uskali. Jsou to neschopnost detekovat zmény v ramci jednoho chromozoému,
mezi které patii intrachromozémové prestavby jako duplikace, delece nebo inverze (Uhrig

etal., 1999).

Obr. 6 mFISH pacienta s akutni lymofoblastickou leukemii (ALL), A - chromozémy se
specifickou kombinaci barev po kombinatornim znaeni, B - chromozomy s pfidélenymi
pseudobarvami, C - karyotyp, ve kterém je pfitomna translokace mezi chromozémy 4 a 11:
t(4,11)(q21;923), izochromozom dlouhého ramene chromozomu 7: i(7q) a trizomie

chromozému 8: +8 (Kearney, 2006)
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5.3 MNOHOBAREVNE PRUHOVANI (mBAND)

Mnohobarevné pruhovani vyuziva tzv. parcialnich sond, které jsou vytvofeny
pomoci mikrodisekce. Jednd se o modifikaci metody mFISH, sondy jsou opét znaceny
kombinaci 5 fluorochromt a ke kombinacim jsou taktéz ptifazeny pseudobarvy (Kuglik et
Oltova, 2008). Sondy jsou komplementarni k urcitym ,,subregionim® chromozému
menS$im neZz chromozémové raménko (Liehr et al., 2006). Vznika tak obraz barevné
pruhovanych chromozomu. Diky tomu je mozno objevit intrachromozémové prestavby

(Kuglik et Oltova, 2008).

Obr. 7 mBAND - chromozém 5: obrazek znazorfuje intersticialni deleci chromozému
Vv oblasti 5q13q23.3 (obrazek byl ziskdn z Cytogenetické a molekularné cytogenetické
laboratore HOK)
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6 MYELODYSPLASTICKY SYNDROM (MDS)

6.1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA

Myelodysplasticky syndrom je chronické klonalni onemocnéni krvetvorby. Typicka
je pro né&j neefektivni krvetvorba, ktera se vyznacuje poruchou diferenciace, proliferace
a apoptdzy pluripotentni kmenové buiiky. Kostni dfen je hypercelularni a bunky vykazuji
dysplastické rysy. V periferni krvi je pfitomna cytopenie jedné nebo vice krevnich fad.
Jedna se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni vykazujici rizné klinické, morfologické
a cytogenetické znaky. U 20-30 % ptipadi progreduje do akutni myeloidni leukémie
(AML) (Krej¢i et al., 2008; Vondrakova, 2012). Z toho divodu je také oznaCovana jako

doutnajici leukémie, preleukémie nebo preleukemicka anémie (Mayer et Stary, 2002).

Studium patogeneze MDS ukézalo, Ze dochdzi k postiZzeni genetické informace
pluripotentni kmenové buniky. Takova buiika ma proliferaéni vyhodu a vzniké patologicky
klon (Cermak, 2010). To vede k utlumu normalni krvetvorné aktivity kostni dfend. Buiiky
vykazuji poruchu proliferace, a tim i diferenciace a mohou vést dokonce i k autoimunitnim
reakcim (Krejéi et al., 2008). Tehdy je vznikly patologicky klon vniman jako antigenni
podnét, na ktery imunitni systém reaguje aktivaci cytotoxickych T-lymfocytl. Nasledné
dochazi k apoptdze zralych bunék jednotlivych krevnich fad, coz vede ke vzniku cytopenii
v PK (Cermak, 2010). Myelodysplasticky syndrom je rozdélen na 2 zakladni typy,

primarni a sekundarni.

Primarni MDS (p-MDS) vznika z neznamé piiciny. Vyskytuje se u vékove starsi
populace. Hlavnim ukazatelem je cytopenie v periferni krvi, kterd miize postihnout vice
krevnich fad (pancytopenie). U 50-70 % ptipada jsou pfitomny cytogenetické abnormality
(Delforge, 2003; Garcia-Manero, 2010; Krahulcova, 2000; Vondrakova, 2012).

Sekundarni MDS (t-MDS) vznika v dusledku ptisobeni ptedchozich chemoterapii
nebo radioterapii, a také po expozici toxickym latkam. Cytogenetické zmény se vyskytuji
asi u90 % nemocnych a jednd se Casto o zmény komplexni, které maji neptiznivou
prognozu (Chen et al., 2001; Delforge, 2003; Garcia-Manero, 2010; Krahulcova, 2000;
Vondrakova, 2012).
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Etiologie

Pfi¢ina vzniku MDS neni jesté zcela znama. Fakt, ze se vyskytuje u starSich osob,
vypovidd o tom, Ze genetické zmény jsou podminény celozivotni expozici rizikovym
faktorim (chemické latky, emise, koufeni a jiné). Jednd se 0 komplexni zmény zahrnujici
regulaci proliferace, maturace a diferenciace bunék (Orazi et Czader, 2009). Genetické
zmény ziejm¢ negativné ovliviiyji také opravné mechanizmy poskozené DNA. Tim
k ptivodnim genetickym zménam ptibyvaji zmény nové. Tento fakt koreluje se zhorSenim
zdravotniho stavu pacienta, coz muze vést az k transformaci do AML (Krejci et al., 2008).
K mutaci dochézi jiz u kmenové buiky, kdy v poloviné ptipadd vznikd detekovatelnd
klonalni zména (Haase, 2008). Buiika s mutaci roste prednostné a jeji proliferacni aktivita

se zvySuje (Krahulcova, 2000).

Velkym pfedmétem zajmu védct je s pomoci riznych molekularné biologickych
technik (PCR, aCGH, SNP array a dalsich) detekovat konkrétni mutace, které podporuji
vznik MDS a rozlisit, které mutace jsou primarni a které vznikaji jako dusledek
pfitomnych zmén (Davids et Steensma, 2010). Existuji dokonce teorie o tom, Ze
cytogenetické zmény nejsou iniciatory vzniku onemocnéni, nybrz jen ziskanymi zménami
Vv jeho prub¢hu (Delforge, 2003). Zjistit, jaka je ta spravna etiologie onemocnéni, je velmi
dualezité z hlediska moznosti spravné diagnostiky, a tim efektivni 1écby pacienta (Masuda,

2011).

Incidence

Myelodysplasticky syndrom postihuje star$i ¢ast populace (Valent et al., 2009). Do
40. roku véku se vyskytuje vzacné, jedna se asi o 30-40 piipadii na 1 milion obyvatel
ro¢n€. U osob nad 70 let se vyskyt onemocnéni enormné zvysuje, objevuje se 200-400
novych pfipadli na 1 milion obyvatel za rok (Vondrakova, 2012). Stfedni vék pacientli je
mezi 70 a 75 lety (Garcia-Manero, 2010). Castgji se vyskytuje u muzi (Vondrakova, 2012).
U déti se MDS vyskytuje zfidka, incidence se uvadi na 0,53-3,4 novych pfipadi na
1 milién déti (Vallespi et al., 1998).

Diagnostika

Diagnostikovat MDS neni jednoduché, jelikoz se jednd o heterogenni onemocnéni

s ruznymi klinickymi, morfologickymi a laboratornimi projevy (Vallespi et al., 1998).

26



Subjektivné trpi pacienti rozlicnymi obtizemi v zavislosti na tom, jak moc a jaké buiky
urc¢ité krevni fady jsou postizeny. Obvykle jsou postizeny erytroidni bunky, dochazi tedy
k anemickym ptiznakim, jako inava a nevykonnost (80 % pacientit). 25-30 % pacientd ma
snizen pocet bilych krvinek, coz doprovazi Casté infekce. Krvacivé projevy jsou spojeny
s poklesem poc¢tu krevnich desticek (10 % pacientll). Nemoc mohou doprovazet

autoimunitni fenomény, jako artritida, horecka, neuropatie a jiné (Krej¢i et al., 2008).

MDS ma na mikroskopické urovni mnoho projevii, proto musi byt vyuzito riiznych
laboratornich vySetfeni a kombinaci téchto metod pro jeho detekci (Mayer et Stary, 2002).
Stézejnim je vySetfeni periferni krve a kostni dfené. Diagnoza je zalozena na pfitomnosti
dysplastickych rysi bun¢k tcastnicich se hematopoézy (Vallespi et al., 1998). V periferni
krvi jsou pfitomny hypogranulované neutrofily s hyposegmentovanymi jadry (pseudo-
Pelger-Huetova anomalie) a velké krevni desti¢ky. V kostni dfeni jsou zasazeny bunky
erytroidni, myeloidni nebo megakaryocytarni vyvojové fady a KD mutize byt normo nebo
hypercelularni. Jak jiz bylo feceno, nejtypi¢téjsim rysem jsou cytopenie v PK (Malcovati et
Nimer, 2008). Imunofenotypizace za pouziti pritokové cytometrie je taktéz jednim ze
zakladnich vySetfeni. Je vyuZito detekce piitomnosti povrchovych antigenli pomoci
monoklonalnich protilatek. V neposledni tadé hraje v diagnostice MDS nezastupitelnou
roli cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetieni bunék PK a KD. Umoziuje
zkoumat genetickou informaci jako takovou, detekovat genetické abnormality, a to
i uvelkého mnozstvi bunék, kdy je zachycena pfitomnost i malé populace bunék
s genetickou zménou. VSechny tyto a jesté dal§i metody potvrzuji nebo vyvraci klinickou
diagnozu, a to je nesmirné dulezité pro spravnou a efektivni 1é¢bu onemocnéni (Mayer et

Stary, 2002).

6.2 SOUCASNA CYTOGENETICKA KLASIFIKACE MDS

Klasifikovat spravné MDS a jeho subtyp je kli¢ovym pro spravnou diagndzu,
prognoézu a co nejefektivnéjsi terapii onemocnéni. Proto je velmi dulezité vytvaret
klasifikac¢ni systémy poskytujici co nejveétSi mnozstvi informaci, at’ uZ morfologickych,
cytogenetickych, klinickych i jinych. Ktomu je v dne$ni dobé potieba kombinaci
nékterych klasifikacnich systémii (Malcovati et Nimer, 2008).

V soucasné dobé existuji 2 klasifikace, podle kterych je MDS rozdélen na

jednotlivé subtypy. Tyto subtypy jsou charakterizovany morfologickymi nalezy v periferni

krvi a kostni dfeni. Jedna se o FAB (Francouzsko-americko-britskou) klasifikaci.
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Moderngjsi a v soucasnosti pouzivanou je WHO (World Health Organization) klasifikace.
Ke stanoveni prognézy nemocnych slouzi skorovaci systém IPSS (International Prognostic

Scoring System) opirajici se o data z WHO klasifikace (Vondrakova, 2012).

6.2.1 FAB klasifikace (French-American-British)

Francouzsko-americko-britska klasifikace byla vytvofena v roce 1976 a byla
zalozena na hodnoceni morfologie bun¢k. Tehdy klasifikovala 2  subtypy
»dysmyelopoetickych syndromi“ (RAEB a CMML). Vroce 1982 byla inovovéana
a definovala jiz nyné&jSich 5 subtypti (Steensma, 2009). Diky tomu mohla byt AML
rozliSena od MDS (Krahulcova, 2000). Je tou nejstarsi pro klasifikaci MDS (Malcovati et
Nimer, 2008). Myelodysplasticky syndrom diagnostikuje v ptitomnosti dysplastickych
hematopoetickych bunék v KD a/nebo za pfitomnosti myeloblastti od 5-30 % v KD (Mufti
et al., 2008). Jednotlivé subtypy jsou charakterizovany na zakladé mnozstvi blastt v PK,
pfitomnosti/neptitomnosti prstencitych sideroblasti, zvySeného mnozstvi cirkulujicich
monocytli. Omezeni této klasifikace predstavuje fakt, Ze v ramci subtypu neni klasifikace
homogenni. Navic se nezabyva biologii onemocnéni, tedy napiiklad tim, ve kterych
krvetvornych liniich se vyskytuje dysplazie (Malcovati et Nimer, 2008). Proto doslo v roce
1999 ke Korektufe dosavadni klasifikace a WHO dala vzniknout novym schématim
(Krahulcova, 2000). I piesto slouzi FAB klasifikace potad jako zdkladni schéma pro
rozdéleni pacientt s MDS (Mayer et Stary, 2002). Definuje tyto nasledujici subtypy:
refrakterni anémie, refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty, refrakterni anémie
s nadbytkem blastl, refrakterni anémie s nadbytkem blastli v transformaci, chronicka

myelomonocytarni leukémie.

Refrakterni anémie (RA)

Vyskytuje se u ni cytopenie jedné krevni fady v PK. KD je normo nebo
hypercelularni a vykazuje znamky dysplazie. Pocet blastli v PK je mensi nez 1 %, v KD

mensi nez 5 %.

Refrakterni anémie s prstenc¢itymi sideroblasty (RARS)

Je pfitomna cytopenie i dysplazie, pocet blastii v PK je mensi nez 1 %, v KD mensi

nez 5 %. V KD je ptitomno vice jak 15 % prstencitych sideroblasti.
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Refrakterni anémie s nadbytkem blasti (RAEB)

Cytopenie postihuje dvé nebo vice krevnich fad v PK, dysplastické bunky se
vyskytuji u vSech tii krevnich fad, v PK se vyskytuje 5 % blasti nebo méné. V KD je
ptitomno 5-20 % blastf.

Refrakterni anémie s nadbytkem blasti v transformaci (RAEB-t)

Cytopenie postihuje dvé nebo vice krevnich fad v PK, dysplastické bunky se
vyskytuji u vSech tii krevnich fad. V PK je vice jak 5 % blasti nebo v KD 21-30 % blasti

nebo jsou pfitomny blasty s auerovymi télisky.

Chronicka myelomonocytarni leukémie (CMML)

V PK se vyskytuje monocytdza, méné jak 5 % blastii a okolo 20 % blasti v KD
(Malcovati et Nimer, 2008).

6.2.2 WHO (World Health Organization) klasifikace

Cilem svétové zdravotnické organizace je vytvorit celosvétové uznavanou
klasifikaci tumorti (Vardiman et al., 2009). Prvni vydani nazvané ,,WHO Cancer
Classification* pochazi jiz z roku 1967. Prvni revize byla provedena v roce 1981 s nazvem
,»International Histological Classification of Tumours®. Tfeti edice pochazi z roku 1999,
nicméné oficidln¢ byla publikovéana v roce 2001. Ani prvni ani druhé vydéani neposkytuje
klasifikaci MDS (Steensma, 2009). K tomu dochdzi az ve tfetim vydani (Krahulcova,
2000). Dilezitou zménou ve tifetim vydani oproti FAB klasifikaci je zména poctu blasti,
kdy dochazi k transformaci do AML ze 30 % na 20 %. Také zanikly subtypy RAEB-T
a CMML. CMML je povazovana za myelodysplastické/myeloproliferativni onemocnéni
(Mufti et al., 2008). Posledni, ¢tvrté vydani snazvem ,,Classification of Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues® pochazi zroku 2008 (Steensma, 2009). Tato
revize pfedchoziho tfetiho vydani zroku 2001 byla nutna z divodu mnoha novych
védeckych a klinickych poznatkti (Vardiman et al., 2009). Klasifikace vyuziva pro typizaci
vSech doposud znamych onemocnéni vysledky morfologie, genetické analyzy, cytochemie,
imunofenotypizace a klinické znamky onemocnéni. MDS je dle WHO povazovan za
myeloidni neoplézii, kterd je obtizn¢ diagnostikovatelnd a klasifikovatelnd (Orazi et

Czader, 2009). WHO Kklasifikace MDS vychazi z FAB Klasifikace, ovsem Iépe definuje
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jednotlivé subtypy na zaklad¢€ specifickych kritérii a oproti FAB klasifikaci se zabyva tim,
jaké a kolik krvetvornych linii v KD je postizeno dysplazii (Malcovati et Nimer, 2008).
WHO Kklasifikace d€li MDS na tyto jednotlivé subtypy: refrakterni cytopenie s unilinearni
dysplazii, refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty, refrakterni cytopenie
s multilinearni dysplazii, refrakterni anémie s nadbytkem blastl-I, refrakterni anémie
s nadbytkem blastu-Il, myelodysplasticky syndrom - neklasifikovatelny, MDS asociovana
s izolovanou abnormalitou del(5q) (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al., 2007).
Nedostatkem WHO Kklasifikace je nepfitomnost specialniho doporuceni pro definici blasti

(Mufti et al., 2008).

Refrakterni anémie s unilinearni dysplazii (RCUD)

Dysplazie je pfitomna pouze v jedné vyvojové fadé. Refrakterni anémie (RA) by
meéla byt normocytickd nebo normochromickd, ale pfevazné je makrocyticka. V PK se
vyskytuje mén€ nez 1 % blastt, v KD méné nez 5 %. V hyperceluldrni KD je ptitomna
dyserytropoéza. Méné nez 15 % z erytroidnich bunék zaujimaji prstencité sideroblasty
(Orazi et Czader, 2009). V jedné myeloidni vyvojové fadé se vyskytuje vice jak 10 %
bun¢k vykazujicich dysplazii (Vardiman et al., 2009). Pro dalsi typ RCUD, Refrakteni
neutropenii  (RN) je pfiznacnd neutropenie a dysgranulopoéza. U refrakterni
trombocytopenie (RT) se vyskytuji dysplastické rysy v megakaryocytarni linii
a trombocytopenii. RN s RT tvofi ze v§ech MDS pouze 1-2 %. 5-10 % pacientl progreduje
do AML (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni anémie s prstenéitymi sideroblasty (RARS)

Pfitomna je anémie bez blasti v PK. VKD je neiméné 15 % erytroidnich
prekurzori tvofeno prstencitymi sideroblasty, dysplazie postihuje pouze erytroidni
elementy a mnozstvi blastll je mensi nez 5 % (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al.,
2007). Dysplazie granulocytarni a megakaryocytarni linie postihuje méné nez 10 % bunc¢k.
RARS patii mezi MDS s pfiznivou progndzou s prezitim 7-9 let. Pouze u 5 % pacientl

dojde k ptechodu do AML (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii (RCMD)

Cytopenie postihuje jednu nebo vice krevnich tad. Dysplazie v KD postihuje 10

a vice % bunc¢k dvou a vice bunéénych linii. Pfitomno je +/- 15 % prstencitych sideroblastii
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améné nez 5 % blastd v KD (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al., 2007). V PK je
mén¢ nez 1 % blastt (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni anémie s nadbytkem blasti-1 (RAEB-I)

V PK se vyskytuje cytopenie jedné nebo vice krevnich fad. Jsou ptitomny 2-4 %
blastii. KD postihuje dysplazie jedné nebo vice vyvojovych fad. Pocet blasti je 5-9 %.
Nejsou piitomna Auerova téliska (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al., 2007).
Diagnoza je neptizniva. Pieziti se udava kratsi nez 2 roky. 30-40 % pacientl progreduje do

AML. Pfevazné¢ vSak umiraji na komplikace (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni anémie s nadbytkem blasti-11 (RAEB-II)

V PK se taktéz vyskytuje cytopenie jedné nebo vice krevnich fad, pocet blastl je
ale vyssi (5-19 %). Dysplazie v KD taktéz postihuje jednu nebo vice vyvojovych fad,
piitomno je 10-19 % blastii a Auerova téliska (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al.,
2007). Diagnodza je o néco rizikovéjsi nez u RAEB-I, a to z hlediska transformace do AML
(Orazi et Czader, 2009).

Myelodysplasticky syndrom - neklasifikovatelny (MDS-U)

Do této skupiny jsou zahrnuti pacienti, ktefi na zéklad¢ vysledkii zcela nezapadaji
do jinych skupin (Orazi et Czader, 2009). V PK jsou pfitomny cytopenie. V KD se miize
nebo nemusi vyskytovat dysplazie, nicméné jsou pfitomny cytogenetické zmény typické
pro MDS. Pocet blasti v KD je mensi nez 5 % (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al.,
2007).

MDS asociovana s izolovanou abnormalitou del(5q)

U tohoto subtypu MDS je pfitomna anémie a normdlni nebo zvySeny pocet
krevnich desti¢ek. V KD se vyskytuje dysplazie erytroidnich bunck a pocet blastl je mensi
nez 5 % (Kantarjian et al., 2008; Malcovati et al., 2007). Typicky je cytogeneticky nalez
intersticidlni delece dlouhého ramene chromozomu 5. Pacienti dobfe odpovidaji na 1écbu

lenalidomidem (Orazi et Czader, 2009).
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Zadny klasifikaéni systém viak neni dokonaly. Existuji studie, které poukazuji na
to, ze RCUD by neméla byt rozdélovana na RA, RN a RT, jelikoz jejich prognoza je
stejna. Stejné tak, ze by MDS-U m¢la byt souc¢asti RCMD (Maassen et al., 2013).

Tab. | Charakteristika jednotlivych subtypid MDS dle WHO Kklasifikace (Vondrakova,

2010)

WHO 2008  Periferni krev Kostni den
RCUD mono nebo bicytopenie® dysplazie jen jeding fady (> 10% bunék dané fady)
HA blasty zadné nebo ojedinéle (< 1%) 1 < 5% blast(
RN < 15% prstencitych sideroblastd
AT
RARS anémie dysplazie jen ervené fady
blasty zidné = 15% prstencitych sideroblastd
< 5% blasth
RCMD cytopenie (bi- & pancytopenie) dysplazie ve = 10% bunék ve 2 a vice fadach
blasty #adné nebo ojedinéle (= 1%) © < 5% blast(
Auerovy tyle nepiitommny Auerovy tyce nepiitomny
< 1= 10%1 monocytd + 15% prstenditych sideroblast(
RAEE-1 cytopenie dysplazie jedné a vice fad
< 5% blasti 1 5-9% blastat
zadné Auerovy tyce Zzadné Auerowy tyce
< 1= 10%] monocytd
RAEB-2 cytopenie dysplazie jedné a vice fad
5-19% blasti + 10-19% blastit
Auerovy tyde +3 Auerovy tyce +3
< 1= 10%] monocytd
MDS-U cytopenie dysplazie < 10% bunék 1 nebo vice fad s typickou cytogenetickou zménou pro MOS
blasty (< 1%) t < 5% blastd
MDS anémie normalni nebo zvyseny podet megakaryocytd s hypolobulamim jadrem, zolovana del (5q)
sizolovanou  blasty Zadné nebo ojedinéle (< 1%) < 5% blastd
del (5g) trombocyty normalni nebo zvyiené Zzadné Auerowy tyce

6.2.3 IPSS (International Prognostic Scoring System)

IPSS byl navrzen v roce 1997. Pacienty fadi do jednotlivych kategorii na zakladé
mnozstvi blastt v KD a cytopenii v PK, a jako jediny systém pouziva jako nezavisly
prognosticky faktor i cytogeneticky nélez (karyotyp). Stanovuje rizikovost jednotlivych
skupin v zavislosti na pteziti a riziku progrese do AML (Malcovati et Nimer, 2008).
Vseobecné plati, ze ¢im vétsi mnozstvi blastil se u pacienta vyskytuje, tim je vétsi riziko
vzniku AML (Mufti et al., 2008). V roce 1997 rozdéloval pacienty s MDS dle rizikovosti
do 4 skupin: low (nizké), intermediate-1 (stfedni-1), intermediate-2 (stfedni-2) a high
(vysoké) (Malcovati et Nimer, 2008). Studie Schanze et al. (2012) se 2902 pacienty
poukéazala na nedostatek IPSS (86 % vSech cytogenetickych nalezii mohlo byt zatazeno do
jednotlivych prognostickych skupin a zbylych 14 % cytogenetickych abnormalit mélo
neznamy prognosticky vyznam). Dé&e se tak diky velké heterogenité cytogenetickych

zmén doprovazejicich MDS. Tento fakt vyzyval k tvorbé nového systému, ktery by

32



pfedpovidal prognosticky vyznam i méné se vyskytujicich zmén. V pribchu let bylo
ziskdno mnoho novych informaci o izolovanych zménach. Navic nedavné studie prokéazaly
dokonce existenci prognosticky rtiznych skupin u pacientli s komplexnim karyotypem.
Vyzvou je stale klasifikace vzacnych abnormalit. Studie Schanze et al. (2012) se snazila
poskytnout data pro revizi IPSS, piispéla i studie Greenberga et al. (2012) se 7012
pacienty. Nakonec v roce 2012 doslo ke vzniku revidovaného IPSS (R-IPSS). Oproti IPSS
zahrnuje do své klasifikace vétsi mnozstvi cytogenetickych abnormalit, coz umoziuje lepsi
zatazeni pacientu do jednotlivych prognostickych skupin (Tatic et al., 2013). R-IPSS
definuje na zaklad¢ vypocitani tzv. skore 5 prognostickych subtypt: very good/very low
(velmi dobra prognédza/velmi nizké riziko), good/low (dobra progndza/nizké riziko),
intermediate (stfedni prognoza/riziko), poor/high (Spatnd prognoza/vysoké riziko), very

poor/very high (velmi §patna prognéza/ velmi vysoké riziko) (Greenberg et al., 2012).

Progn6za onemocnéni:

Very good (velmi dobra)

Do této skupiny je zafazena ptitomnost téchto cytogenetickych zmén: -Y, del(11q).

Pocet blastii v KD je mensi nez 2 %. Median pieziti se udava 8,8 roku.

Good (dobra)

Dobrou prognézu piedznamenava normalni karyotyp nebo del(5q), del(12p),
del(20q) nebo dvé cytogenetické zmény, z nichZ jedna je del(5q). Pocet blasti v KD je 2-5

%. Median pieziti ¢ini 5,3 roku.

Intermediate (stiedni)

Pro stfedné rizikovou progndzu hovoii cytogenetické abnormality del(7q), +8, +19,
i(17q) nebo jiné samostatné dveé cytogenetické zmény ruznych klont. Pocet blasti v KD je

5-10 %. Median preziti se udava na 3 roky.

Poor (Spatnd)

Pro neptiznivou prognodzu hovoti karyotyp -7, inv(3)/t(9q)/del(3q) nebo dvé zmény,
z nichz jedna je -7 nebo del(7q) a komplexni abnormality obsahujici 3 cytogenetické

zmény. Pocet blastti v KD je vyssi nez 10 %. Median pteziti je 1,6 roku.
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Very poor (velmi $patnd)

Jedna se o vice jak tfi zmény karyotypu, tzv. komplexni karyotyp. Median

ptezivani ¢ini 0,8 roku (Greenberg et al., 2012).

Tab. II Udaje o pacientech na zakladé jejich zatazeni do rizikové skupiny dle R-IPSS
(Greenberg et al., 2012)

Rizikov4 kategorie | Blasty Medidn Medi4n transformace
(cytogeneticka vKD Cytogenetika piefiti | 25 o, nemocnych do AML
kategorie) (%) (roky) (roky)
Very low (very good) <2 Y, del(11)q 8,8 Nedochazi k transformaci

normalni karyotyp, del(5q),

del(12p), del(20q), dvé
Low (good) 2-5 ) 5,3 10,8
cytogenetické zmény (jedna je

del(5q)

del(7q), +8, +19, i(17q),
Intermediate 5-10 samostatné dvé cytogenetické 3,0 3,2

zmény riznych klont

7, inv(3)/t(9q)/del(3q) dve
) zmény (jedna je -7, nebo
High (poor) > 10 1,6 14
del(7q)), 3 cytogenetické

zmény

Very high (very poor) - vice jak 3 zmény 0,8 0,73

6.3 CHROMOZOMOVE A GENOVE ZMENY U MDS

6.3.1 Chromozomové zmény

Z hlediska chromozémovych zmén predstavuyje MDS velmi heterogenni
onemocnéni. Cytogenetické zmény se vyskytuji zhruba u 50 % pacienti. Haase (2008)
popsal ve studii se 2072 pacienty s MDS 684 riznych cytogenetickych abnormalit. Velkou
¢ast tvotily tzv. nebalancované abnormality, kdy dochéazi ke kvantitativni zméné mnozstvi
genetické informace v genomu. Nejcastéji dochazi ke ztrat¢ genetického materialu diky
deleci nebo monozomii (Haase, 2008). To obvykle zplsobi ztratu tumor-supresorového

genu (Delforge, 2003). Méné Castou zménou je zisk genetické informace prostiednictvim
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trizomie (Haase, 2008). Balancované abnormality, kdy dochazi ,,pouze* k pfemisténi
informace v ramci karyotypu patii k t¢ém vzacnéjSim (Haase, 2008). Ty zptsobuji vznik

chimérickych onkogennich gent (Delforge, 2003).

Zjistovat, jaky je karyotyp pacienta, je velmi dulezité z hlediska diagnozy,
klasifikace, a s tim souvisejicim zafazenim do prognostické skupiny s odpovidajici 1é€bou
(Valent et al., 2009).

Samostatné chromozémové zmeény jsou pozorovany spisSe u p-MDS a v zacatku
nemoci. Komplexni zmény jsou detekovany hlavné¢ u t-MDS a v pribéhu progrese
onemocnéni. Mnozstvi zmén u MDS koreluje s genomickou nestabilitou, kterd je
zpusobend piitomnosti genetickych defektii a/nebo nefunk¢nosti opravnych mechanizmi

DNA (Delforge, 2003).

U priméarnich MDS se nejcastéji vyskytuji tyto chromozémové zmény: delece
chromozému 5, trizomie chromozému 8 a delece chromozému 7 nebo monozomie
chromozomu 7. Daéle ztrata chromozému Y, delece chromozému 17, izochromozom 17q
a intersticialni delece chromozoma 3, 11, 12, 13 a 20. Sekundarni MDS doprovazi

nejcastéji delece nebo monozomie chromozému 7, delece nebo monozomie chromozému 5

(Malcovati et Nimer, 2008).

Delece dlouhého ramene chromozoému 5 (5g-)

Delece dlouhého ramene chromozému 5 patii mezi nejastéji se vyskytujici
cytogenetické abnormality u MDS. Je pfitomnd v 30 % piipadl abnormalnich karyotypt.
Velikost deletovaného tuseku je variabilni, ale témét vzdy postihuje oblast 5931. Tato
delece se vyskytuje bud’ jako izolovana zména, kdy hovoiime o tzv. 5q- syndromu (viz
kapitola 5g- syndrom) s dobrou prognézou, nebo jako souéast komplexnich zmén (viz
kapitola MDS s komplexnim karyotypem), kdy pfedznamenava prognézu nepiiznivou
(Haase, 2008).

Abnormality chromozdému 7

Chromozém 7 je druhy nejcastéji postizeny chromozom u pacientd s MDS. Jeho
zmény je mozno nalézt ve 25 % piipadi abnormalnich karyotypt. Casto je tomu tak u t-
MDS (Haase, 2008). Zmény postihujici chromozém 7 jsou monozomie, delece dlouhého

ramene nebo translokace (Cordoba et al., 2012). Delece mtze postihovat rizné velkou
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oblast. Doposud nebyl zjistén rozdilny prognosticky vyznam rizné velkych deleci. Mezi
deletované oblasti patii 7q22, 7q31-32 a 7936 (Haase, 2008). Dosavadni znalosti poukazuji
na to, ze pacienti s deleci maji lepsi prognézu nez pacienti s monozomii. Preziti se udava
na 19 mésict. Zatimco pacienti se samostatnou monozomii 7 maji primérné prezivani 14
meésicd, pokud se s monozomii 7 vyskytuje jesté jedna cytogeneticka zména, Cini pieziti 11
mesicl, v piipade, ze je monozomie 7 soucasti komplexniho karyotypu, pteziti je 8 mésici.
Pokud to zdravotni stav pacienta umozni, je jako léCba vyuZzivana alogenni transplantace

krvetvornych bunék. Chemoterapie nejsou dostacujici (Cordoba et al., 2012; Haase, 2008).

Trizomie chromozomu §

U primarni MDS se trizomie chromozdému 8 vyskytuje izolované nebo jako soucast
komplexnich zmén v 10-15 % ptipadi abnormalnich karyotypi. Pteziti se udava na 25-27
mésict (Vallespi et al., 1998). Sloand et al. (2007) publikovali praci, kde poukazuji na
skutecnost, ze CD34+ buniky MDS pacienti s izolovanou trizomii 8 se lisi od jinych MDS
bunck i od normalnich hematopoetickych buné€k, a to v expresi apoptotickych markera.
Bylo potvrzeno, ze buiiky s trizomii 8 podstupuji apoptdzu, ale jen ¢asteénou, diky ¢emuz

jsou schopné rust a tvofit kolonie (Vallespi et al., 1998).

Delece dlouhého ramene chromozoému 20 (20g-)

Byly popsany rizné velké a rizné lokalizované delece, jak intersticidlni
(vmezefené), tak terminalni. Molekularné-biologicka data podporuji tvrzeni o intersticialni
deleci. Obvykle se vyskytuje jako zména izolovana, v tom piipadé je spojena s dobrou
prognézou. Piedpoklada se, ze mezi lokusy D20S174 a D20S17, kde dochazi k deleci, se
vyskytuji tumor-supresorové geny, jejichz ztrata diky deleci by mohla podporovat vznik

MDS (Valesspi et al., 1998).

Chybéni chromozému Y muz

Ztrata chromozomu Y u muzd koreluje vétSinou s vékem pacientti (Wong et al.,
2008). Prognosticky je tato zména povazovana za dobrou, jelikoz u MDS s touto
chromozémovou zménou nebyla nikdy zaznamenana progrese do AML (Zhang et al.,
2007). Nicméné jesté dodnes neni jasn€ urCen klinicky vyznam ztrat chromozomu Y
(Wong et al., 2008). Existuji totiz i studie, které eviduji, Ze chybéni chromozdému nesouvisi

pouze svekem, ale je vyrazné vysSSi u hematologickych onemocnéni neZ u jinych
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onemocnéni, a ze souvisi s pfitomnymi neoplastickymi zménami (Zhang et al., 2007).
Prace Wiktora et al. (2000) potvrdila, ze ztrata Y chromozoému je spojena s klonalni
nadorovou bunécnou populaci u hematologickych malignit az v piipad¢ vyskytu ve vice

jak 75 % bunek.

6.3.2 Genové zmény

Genové zmény jsou zpusobovany jak diky chromozoémovym zménam, kdy dochézi
ke ztratdm gent, ke vzniku nadbyte¢nych kopii nebo ke zméené jejich funkce v dasledku
vzniku chimérickych gent ¢i K jejich inaktivaci, tak diky mutacim, které ovliviuji jejich
funkci (Davids et Steensma, 2010). Molekularni biologie prokazala piitomnost mutaci 43
gent vyskytujicich se u MDS. Tyto mutace ovliviiuji sestith RNA, modifikace DNA,
regulace chromatinu nebo bunécnou signalizaci (Papaemmanuil et al., 2013). Mezi
nejCastéji postizené geny patii: RUNX1(AML1), TET2, ASXL1, TP53, RPS14 nebo SPARC
(Davids et Steensma, 2010). Dalsi mutace postihuji geny EGR1, EZH2, ETV6, NPML1,
miR-145, miR-146, L(3)MBTL1 a jiné. Ukolem do budoucna bude zjistit, jaky je
mechanizmus pusobeni téchto mutaci, a zdali se jednd o fidici mutace, které¢ podnécuji

onkogenezi, nebo jedna-li se o tzv. ,,doprovodné* mutace (Masuda, 2011).

Nejnovéjsi pruzkumy poukazuji na to, Ze 78 % pacientli s MDS ma nejméné jednu
onkogenni mutaci. Bude proto velmi diilezité objevovat prave tyto mutace, které pomohou

pacienta spravné diagnostikovat, tedy i vhodné 1é¢it (Papaemmanuil et al., 2013).

Chromozoéom 4
TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2)

Jedna se o gen ze skupiny TET (Ten-eleven translocation protein). Tento gen je
lokalizovan na chromozému 4 (4q24). Vzniklé proteiny maji diky enzymatické aktivité
schopnost konvertovat 5-metylcytozin na 5-hydroxymetylcytozin (Abdel-Wahab et
Figueroa, 2012). Chemicka aktivita enzymi hraje dilezitou roli v demetylaci cytozinovych
rezidui, coz je dulezité pro genovou expresi (Davids et Steensma, 2010). Zatim nebyl
zjistén vliv mutace TET2 na pieziti u MDS (Graubert et Walter, 2011). Mutace ve forme
delece, nesmyslné nebo substitu¢ni mutace, ztrata heterozygozity ¢i posun ¢teciho rdmce

se vyskytuji u 19-26 % pacienti s MDS (Abdel-Wahab et Figueroa, 2012).
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Delece dlouhého ramene chromozdému 5

Pomoci metody umlceni (knock down) bylo studovéano 41 gent, které se vyskytuji
Vv deletované oblasti chromozému 5. Pozornost byla vénovana hlavné gentim, které jsou
exprimovany CD34+ hematopoetickymi bunikkami, napt.: SPARC, EGR1, NPM1 (vSechny
se nevyskytuji pfimo v deletované oblasti, nicméné stejn¢ se predpoklada jejich mozny
vliv na patogenezi onemocnéni). S 50- syndromem byla spojena delece, a tim snizena
exprese genu RPS14 (Ebert, 2009). Bylo prokazano, Zze haploinsuficience je
mechanizmem, ktery iniciuje vznik MDS a jeho progresi (Graubert et Walter, 2011).

cytokine cluster
5q23.3 —- / (IL3, IL4, IL5, IL13, GM-CSF)
< PPzA

]« mps/amL
(CTNNA1, EGRY, CDC250)

]*_ 5¢- syndrome
(RPS14, SPARC)

Obr. 7 Schéma 5q delece u MDS (Ebert, 2009)

RPS14 (Ribosomal protein S14)

Tento gen se vyskytuje v oblasti 5q33 (Davids et Steensma, 2010). Produkt genu je
komponentou 40S ribozomalni podjednotky. Pii deleci nedochézi ke spravnému sestaveni
ribozému (Ebert, 2009). Ribozém je ovSem kliCovym pro translaci mRNA do proteint
(Giagounidis et al., 2014). Knock down RPS14 zptisobuje inhibici ristu erytroidnich bunék
apodporuje rust kolonie megakaryocytii. Stejné tak indukuje apoptéozu bunék

a morfologické abnormality v erytroidni fadé (Davids et Steensma, 2010). Nedochézi vSak
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k ovlivnéni trombopoézy. Experimenty poukazuji na to, ze haploinsuficience tohoto genu
zvysuje aktivitu drahy p53, kterd je kliCovou pro zastaveni probihajicitho bunééného cyklu
a pro spusténi apoptozy. Dochdzi k tomu hlavné u erytroidnich bun€k, coz mé za nasledek
hypoplastickou anémi (Giagounidis et al., 2014). Jedna se o heterozygotni (monoalelické)
delece. U tohoto genu nedochdzi k mutaci nebo umlceni funkce pomoci hypermetylace.
Haploinsuficience mé tedy zfejmé v patogenezi MDS velky vyznam (Davids et Steensma,
2010). Je vsak jasné, ze haploinsuficience RPS14 nezptsobuje veskeré hematopoetické
projevy MDS. To napovida, ze se v CDR (common deleted region) budou vyskytovat jiné
geny, jejichz delece ma na onemocnéni svijj vliv. Jedna se naptiklad o gen EGR1 (Graubert
et Walter, 2011). Prognéza pii deleci RPS14 u MDS pacienti je piizniva (Davids et
Steensma, 2010). Delece genu RPS14 hraje stéZejni roli u 5q- syndromu (Ebert et al.,
2008).

SPARC (Secreted protein, acidic, cystein-rich)

Tento gen se taktéZ vyskytuje v CDR chromozému 5, v distalni ¢asti, jejiz delece
zpiisobuje 5q- syndrom. Jednd se o tumor-supresorovy gen. Produkt genu ovliviiuje
interakci cytoplazmatické membrany a stromatu bunky a podporuje apoptozu (Davids et
Steensma, 2010). Stejné tak ma antiangiogenni, antiproliferacni a antiadhezivni ucinky.
Exprese je sniZzena u CD34+ bunék s deleci 5q. Po 1éc¢bé lenalidomidem se exprese naopak
zvétsuje (Ebert, 2009) Je povaZovan za jeden z gent, ktery podporuje proliferaci bunck

s deleci 5q, a tedy jejich klonalni vyvoj (Giagounidis et al., 2014).

EGRL1 (Epidermal growth receptor 1)

Jednd se o tumor-supresorovy gen vyskytujici se v proximalnim CDR 5q. Je
transkripénim faktorem, ktery v buiice zprostfedkovava odezvu na pfitomnost mitogend,
stresovych stimulti a rastovych faktord (Joslin et al., 2007). Reguluje expresi dalSich
tumor-supresorovych gent (napi. TP53) a redukuje proliferaci (Giagounidis et al., 2014).
Gen je rozhodujicim pro regulaci zachovani ,klidového stavu® kmenovych bunék v KD.
Haploinsuficience genu pravdépodobné piispiva ke klondlnimu vyvoji kmenovych bunék
sdeleci 5q (Ebert, 2009). K tomu, aby doSlo k rozvoji onemocnéni, je zapotiebi
sekundarnich kooperujicich mutaci. Pocet nebo kombinace mutaci, které se musi

k heterozygotni/homozygotni ztrat¢ genu ptidat, zatim neni znam (Joslin et al., 2007).
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NPM1 (Nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)

Gen pro nukleofosmin je lokalizovan v oblasti 5q35.1 (Fuchs, 2012). Neni soucasti
CDR, avsak je postizen u pacientli s rozsdhlymi delecemi. Jednd se o tumor-supresorovy
gen, jehoz exprese je diky haploinsuficienci snizena (Ebert, 2009). Umlceni genu vede ke
vzniku genetické nestability. KD u mysi s touto mutaci je hypercelularni s dysplastickymi
rysy v erytroidni a megakaryocytarni linii. Nevyzralé bunky cervené krevni fady se
hromadi v KD. Jednd se o heterozygotni mutace, které u mysi postihuji lymfoidni
i myeloidni fadu (Fuchs, 2012). Tyto informace napovidaji o tom, ze haploinsuficience
ptispiva ke vzniku fenotypovych znakti doprovazejicich MDS (Ebert, 2009). Stejné jako
gen EGR1 nebo SPARC pravdépodobné podporuje proliferaéni vyhodu bun¢k s deleci,

a tim ptispiva ke klonalnimu vyvoji onemocnéni (Giagounidis et al., 2014).

miR-145 a miR-146a (MicroRNA-145, MicroRNA-146a)

Geny se vyskytuji v distalnim CDR chromozomu 5. Produkty téchto genli jsou
nekodujici RNA, které se vazi ke specifické mRNA a zpiisobuji tak genové umlceni. Jejich
exprese je pii deleci snizena. Ovliviiuji vrozenou imunitni signalizaci (Duong et al., 2012).
U pacientt s del(5q) dochazi u CD34+ bun¢k k umlceni téchto gent (Giagounidis et al.,
2014). To v mysi hematopoetické kmenové/progenitorové bufice  zpusobi

megakaryocytarni dysplazii. Dojde k trombocytoze a k neutropenii (Duong et al., 2012).

Chromozom 7 (delece dlouhého ramene/monozomie)

EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2)

V deletované oblasti byl lokalizovan gen EZH2 (Graubert et Walter, 2011). Jedna
se 0 katalytickou doménu skupiny Polycomb represivniho komplexu 2 (PRC2). Zodpovida
za metylace histond 3, coZ reprimuje transkripci. U MDS dochézi ke ztraté¢ funkce tohoto
genu. U pacientti s de novo MDS se vyskytuje mutace v 6,4-12 % ptipadt. Mutace je
indikatorem hors§i progndzy. Bejar et al. (2011) ve své studii prokazuji, Ze mutace EZH2
souvisi s niz§im piezitim nezavisle na IPSS a dalSich mutacich. U de novo AML se tato
mutace vyskytuje jen ziidka, dalo by se tedy pfedpokladat, Ze souvisi s dysplazii (Abdel-
Wahab et Figueroa, 2012).
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Chromozom 12

ETV6 (Ets variant 6)

Gen ETV6 se vyskytuje na kratkém rameni chromozému 12 (12p13) a kdéduje
transkrip¢ni faktor (Haferlach et al., 2012). Funkce genu muze byt ovlivnéna deleci,
somatickou mutaci nebo translokaci. U pacientit s MDS se delece vyskytuje zhruba v 0,6
% (Grimwade et al., 2010; Schanz et al., 2012). Nicmén¢ v ptitomnosti del(7q)/-7 je
mozny predpoklad vyssi Cetnosti deletovaného ETV6. Studie Walla et al. (2012) ovSem
poukazala na to, ze deleci neni mozné dobfe detekovat a na svém souboru pacientd ji

prokazali u pacientd s del(7q)/-7 v 18 % ptipadu.

Chromozém 17

TP53 (Tumor suppressor p53)

Jde o gen produkujici tumor-supresorovy protein. Jeho mutace je spojend s vyS$im
rizikem a vyskytuje se u 20 % MDS piipadd. MDS jsou v tomto piipadé sekundarni
a mutace TPS53 je soucasti komplexnich zmén karyotypu. Prognéza je neptizniva. Pokud
U tohoto genu dojde ke ztraté heterozygozity, prognoza je velmi Spatnd, proto je ,,nalez*
mutace genu TP53 nezavislym IPSS faktorem (Davids et Steensma, 2010). Pfedznamenava
progresi do AML. Mnozstvi postizenych bunék roste s progresi onemocnéni (Giagounidis

etal., 2014).

Delece dlouhého ramene chromozému 20 (20g-)

Zasadni geny vyskytujici se v deletovaném useku jesté¢ nejsou znamy. V CDR se
vyskytuji geny ze skupiny ,,polycomb®, napt. gen L(3)MBTL1 (homolog, ktery u drozofily
zpusobuje maligni tumor mozku - zfejmeé se jedna o tumor supresorovy gen) (Nimer, 2008)

a gen ASXL1 (Graubert et Walter, 2011).

L(3)MBTL1 (Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1)

Tento gen je exprimovan VvV CD34+ hematopoetickych progenitorovych buiikach.
Jednd se o represor. Zkompaktiiuje chromatin. Pfednostné rozpoznavd metylovana
a dimetylovand rezidua lyzinG u nékterych histon. Tento gen je potiebny pro spravné

probihajici mitézu (Nimer, 2008).
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ASXL1 (Additional sex comb like 1)

Je lokalizovan na chromozému 20 (20ql1.1). Vyskytuje se v oblasti, kterd je
u nekterych pacientti deletovana. Koduje ligand-dependentni koaktivacni protein, ktery se
vaze na chromatin receptoru pro retinovou kyselinu. Jak ovliviiuje tato mutace patogenezi
onemocnéni, neni zatim znamo. Uvazuje se, ze tento gen ovliviiuje spiSe proliferaci, nez
diferenciaci (Davids et Steensma, 2010). Mutace se vyskytuje u 14,4-20,7 % MDS
pacientd a je spojena s hor§im piezitim nezavisle na jinych parametrech, mezi které patii
veék, cytogeneticky nalez a pocet cytopenii. Mutace jsou somatické, nesmysiné nebo
dochdzi v ramci inzerce/delece k posunuti ¢teciho ramce. Nekteré studie piredpokladaji, ze
delece zpisobuje morfologickou dysplazii a vznik anémie a leukopenie, a to nejdiive 6

mésict po jejim vzniku (Abdel-Wahab et Figueroa, 2012).

Chromozom 21

RUNX1 (AML1) (Runt-related transcription factor), (Acute myeloid leukemia 1)

Vyskyt bodové mutace tohoto genu se odhaduje u zhruba 20 % pacientii s MDS.
Vyskytuje se spise u sekundarnich MDS. Gen je lokalizovan na chromozomu 21 (21q22)
a koduje podjednotku na DNA se vaziciho faktoru, ktery je transkripénim faktorem
nezbytnym pro normalni hematopoézu. Pacienti s touto mutaci se nalézaji v pokrocilejSim
stadiu onemocnéni a maji horsi prognézu. Byly nalezeny jak bialelni, tak heterozygotni

mutace genu (Davids et Steensma, 2010).

IDH1/IDH2 (Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+))/ lIsocitrate dehydrogenase 2
(NADP+) (chromozom 2/chromozom 15)

Produkty genil jsou izocitratydehydrogenazy, které zptsobuji konverzi izocitratu na
a-ketoglutarat. Vyskytuji se zde substitucni heterozygotni mutace. Tim dochazi ke zméné
specifity enzymu a neschopnosti konvertovat izocitrat. Mutace genu se vyskytuje u 4-12 %
MDS pacientt. Nebyl nalezen rozdil v tom, kdyZ je mutovan pouze gen IDH1, nebo oba
geny zaroven. Progndza je neptizniva. OS (overall survival - celkové pteziti) je sniZeno
a existuje zvySena pravdépodobnost transformace do AML (Abdel-Wahab et Figueroa,
2012).
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6.4 KLINICKY VYZNAM GENETICKYCH ZMEN (viz kapitola Genetické

a chromozomové zmény, Genetické zmény)

| z klinického hlediska predstavuje MDS velmi heterogenni onemocnéni. O tom
sveéd¢i fakt, ze pacienti, ktefi maji stejny cytogeneticky profil, disponuji raznymi
klinickymi projevy. Prognosticky skoérovaci systém IPSS v ramci progndézy bohuzel
nezohlediiuje jednotlivé genové mutace. Pfitom pravé tyto zmény budou pravdépodobné
témi klicovymi, které¢ ovlivituji klinicky projev onemocnéni a OS. Jakmile bude znédmo,
jaky vliv maji mutace genii na klinicky projev, bude moci byt pacientovi indikovana

individualizovana lé¢ba.

Vvyznamné mutace dle jejich klinického projevu

Delece genu SPARC zpusobuje zvySenou adhezi bungk, klinicky se projevuje
trombocytopenii a anémii. Delece genu EGR1 se u pacienta projevuje leukocytdzou,
anémii a trombocytopenii. Defekty v regulaci bunécného cyklu a naslednd apoptéza je
ovlivnéna deleci geni CDC25C a PP2A. Typickd makrocytdrni anémie souvisi
s haploinsuficienci genu RPS14. Stejné tak haploinsuficience miR-145 a miR-146a
ovliviiuje funkci téchto genl. Fenotypové se to projevi piitomnosti trombocytdzy,
neutropenic a megakaryocytarni dysplazie (Giagounidis et al., 2014). Somatické mutace
gend TP53, EZH2, ETV6, RUNX, ASXL1 jsou indikatory nizkého OS a jsou povazovany za

dilezité pro klinickou prognézu.

Na zéklad€¢ pozorovani byla zjiSténa asociace mezi trombocytopenii a mutacemi
geni RUNX1, TP53. Zaroven méli pacienti zvySeny pocet blastii (Bejar et al., 2011).
Vétsina pacientll s mutacemi gentit EZH2 nebo ASXL1 ma dle IPSS nizké nebo stiedni-1
riziko. Pfitomnost mutace EZH2 je spojena sniz§im OS. Mutace genu ASXL1
nepiedstavuje tak velké riziko. Mutace genu TP53 jsou pozorovany u pacientd s rizikem
sttednim-2 nebo vysokym. Jsou asociovany s trombocytopenii, zvySenym mnoZstvim

blastii a komplexnim karyotypem (Bejar et al., 2011).

Mutace TETZ2 nejsou tak striktné€ asociovany s cytopeniemi nebo mnozstvim blasti.
U 25 % pacienti s MDS byla ve studii Bejara et al. (2011) nalezena bialelicka delece.
Jelikoz se mutace nevyskytuje stou nejvétsi frekvenci, neni povazovéna za Casnou

genetickou udalost. Mutace genti ASXL1 a EZH2 maji podobny klinicky projev jako
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mutace TET2, délka pteziti se vSak lisi, coz napovida, Ze jejich mutace ovliviiuje jiné

aspekty bunééné transformace (Bejar et al., 2011).

Mutace genu TET2 ma zfejm¢ vyznamnou patogenni roli, jelikoz je alespon
castecn¢ nezavisld na ostatnich mutacich v genomu buiiky. Pravé mutace genu TET2
agenu TP53 tadi pacienta do specifické ,karyotypové* skupiny. TET2 je totiz mutovan
pfevazné u pacientd snormalnim karyotypem, naopak mutace TP53 je spojovana
s karyotypem komplexnim. Mutace TP53 je <c¢asto asociovana s abnormalitami
chromozému 17, u chromozému 7 tomu tak neni, mutace EZH2 neni s deleci 7q

asociovana (Bejar et al., 2011).

6.5 59- SYNDROM

Historie

5(0- syndrom byl poprvé popsan v roce 1974 Hermanem van den Berghem (Van den
Berghe et al., 1974). Jedna se o MDS s deleci dlouhého ramene chromozému 5 jako
jedinou zménou v karyotypu nemocnych (Ebert, 2009). Pacienti stouto genetickou
abnormalitou maji makrocytarni anémii s ovalnymi makrocyty, normalni nebo lehce
snizené mnozstvi bilych krvinek a normdlni nebo zvySené mnozstvi krevnich desticek.
V KD byla nalezena erytroidni hypoplazie, jddra megakaryocyti byla mala, kulatd nebo

ovalna a nelalo¢nata (Cazzola, 2008).

Delece dlouhého ramene chromozdému 5 byla po Filadelfském chromozému druhou
popsanou chromozémovou zménou u hematologickych malignit (Cazzola, 2008).
Boultwood a Wainscoat definovali 5g- syndrom takto: Primarni myelodysplasticky
syndrom (MDS) s del(5q) jako jedinou zménou karyotypu a se zvySenym mnozstvim
blastii (Boultwood et al., 1994).

Soucasnost

V soucasnosti je zndmo, Ze se tato delece vyskytuje i u jinych myeloidnich
onemocnéni. Proto bylo potfeba 5q- syndrom ptesné definovat (Cazzola, 2008). Na
zéklad¢ WHO klasifikace je 5g- syndrom povazovan za jeden ze sedmi subtypti MDS
(Malcovati et Nimer, 2008). Je pozorovan u 10 % nemocnych s MDS (Orazi et Czader,
2009). Charakteristickymi znaky jsou makrocytarni anémie, normalni nebo zvySené

mnozstvi krevnich desticek, hypolobuldrni mikromegakaryocyty a nizké riziko progrese do
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AML (5-16 %, jiné subtypy MDS 30-45 %) (Malcovati et Nimer, 2008). Myeloblasty tvofi
mén¢ jak 5 % jadernych buné€k KD a méné nez 1 % jadernych bunc¢k PK. Auerova téliska
nejsou pritomna (Orazi et Czader, 2009). Dysplazie v KD postihuje erytroidni nebo
granulocytarni linii, ovSem ne ve velké mife, nékdy neni pfitomna vibec. Buiniky Ucastnici
se megakaryopoézy vykazuji zna¢né dysplastické rysy (Haase, 2008). VétSina pacientt ale
konkrétnimi symptomy nedisponuje (Ebert, 2009). Cast&ji postihuje Zeny a prognodza je
oproti jinym subtyptim MDS ptizniva (Malcovati et Nimer, 2008).

Deletovana oblast

Delece dlouhého ramene chromozému 5 je intersticialni (Ebert, 2009). Pfedpoklada
se, ze genetickd zména vznika u 5q- syndromu velmi ¢asné a postihuje hematopoetické
kmenové buiiky (Boultwood et al., 2010). Byly nalezeny dvé oblasti, které jsou delecemi
postizeny (CDR = common deleted region). CDR, ktera lezi distalné na dlouhém rameni,
zpusobuje 5q- syndrom. Delece CDR, ktera se vyskytuje proximalné, je spojena s vys§im
rizikem transformace do AML a obvykle je jednou z vice cytogenetickych zmén. VétSina
pacientli ma velkou deleci, kterd zahrnuje oba tyto CDR soucasné. Naproti tomu pouze
mensi ¢ast pacientd ma deletovan jen jeden z CDR regioni. Diky tomu nelze jednoduse

ziskat informace vztahujici se ke konkrétnimu deletovanému tseku (Ebert, 2009).

Deletovana oblast 5q- syndromu ma velikost 1,5 Mb; zahrnuje lokusy 5q32-5933,
vyskytuje se oproti druhému CDR distalné. V této oblasti je lokalizovano 33 genil, které
jsou exprimovany CD34+ hematopoetickymi progenitorovymi bunikami. A pravé tyto

buiiky jsou u MDS transformovany (Ebert, 2009).

Druhé deletovana oblast orientovana proximalné zahrnuje oblast 5q31 velkou 1-1,5
Mb (Giagounidis et al., 2014). Vyskytuje se u pacienti s MDS a AML, ktefi nemaji 5q-
syndrom. Tento typ delece je rovnéZ piitomen u t-MDS. Je vétSinou jednou z vice
cytogenetickych zmén. V tomto useku se vyskytuji tumor-supresorové geny, napiiklad:

EGR1, CDC25C, PP2A (Ebert, 2009).

Kromé téchto dvou CDR se na dlouhém rameni chromozému 5 vyskytuji jeste dalsi
geny, jejichz produkty hraji roli pfi hematopoéze a nadorovém bujeni. Jedna se napft.
0 geny kodujici interleukiny 3, 4, 5, 9, 13 a 17p. Produktem dalSiho pfitomného genu je
granulo-monocytarni stimulujici faktor (GM-CSF). Tyto geny pro tvorbu cytokini se

vyskytuji v oblasti 5q31. Rovnéz jsou zde piitomny geny pro tvorbu receptori: CSF1R
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(colony stimulating factor 1 receptor), PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor-
a) a PDGFRB (platelet-derived growth factor receptor-f) (Ebert, 2009).

Dosavadni vyzkumy poukazuji na fakt, ze pfi¢inou podnécujici vznik MDS
u pacienti s 5¢g- syndromem, je haploinsuficience zapii¢inéna heterozygotni deleci
dlouhého ramene chromozému 5. V distalni oblasti deletovaného useku nebyla zjisténa
ptitomnost bodovych mutaci ani bialelické (homozygotni) delece nebo epigeneticka
umlceni (Duong et al., 2012). Po vySetfeni genti, vyskytujicich se v deletované oblasti,
pomoci RNA interference in vitro bylo zjisténo, ze stejny hematologicky fenotyp jako
pacienti s 50- syndromem vykazuji bunky, u nichz byla snizena exprese genu RPS14
(Ebert, 2009). Je vsak jasné, ze se na fenotypu jedinct podili vétsi mnozstvi gentl, a ze gen
RPS14 nezptsobuje veskeré klinické znaky onemocnéni, jako naptiklad klondlni vyhodu
transformovanych bunék nebo odezvu na 1écbu lenalidomidem. Za dalsi kandidatni geny,
jejichz haploinsuficience podporuje vznik 59- syndromu, jsou povazovany napi. geny:
SPARC, EGR1, NPM1, miR-145, miR-146 (viz kapitola: Chromozémové a genové zmény)
(Davids et Steensma, 2010).

Lécba 5g- syndromu

Transfize ¢ervenych krvinek

Diive byli pacienti s 50- syndromem léceni opakovanymi transfizemi Cervenych
krvinek. S ¢asem se vSak zavislost pacienta na transfuzich zvétSuje. Dochazi diky tomu
nedostatky. Lécba je nekomfortni a drahd. Mlze dochazet k zatizeni organizmu zelezem,

coz vyzaduje chelatacni 1é€bu. Mozné jsou i bakteridlni nebo virové infekce (Fenaux et
Kelaidi, 2006).

Rekombinantni erytropoetin, talidomid a retinoidy

Nevyhody transfuzi ¢ervenych krvinek ptivedly kliniky na 1é€bu erytropoetinem.
Odpovéd’ na tuto 1écbu je mensi nez u jinych typt MDS (Fenaux et Kelaidi, 2006). Dalsi
1écebny pfistup je 1écba talidomidem. Talidomid je imunomodulaéni latka (derivatem je
lenalidomid) pouzivana pro 1é¢bu anémie, ale pouze u cca 1/3 pacientd s del(5q) a na
kratky Cas (Ades et Fenaux, 2011). Podavani trans-retinové kyseliny ovliviiuje pfitomné

cytopenie, ale efektivnost 1é¢by u 5q- syndromu je limitovana (Fenaux et Kelaidi, 2006).
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Chemoterapie a hypometylac¢ni latky

Chemoterapie u pacientd s 50- syndromem neni tak UCinnd a je spojena se
vznikajici myelosupresi. Odezva na 1éébu hypometylaénimi latkami (5-azacitidin,

decitabin) je u pacienti s 50- syndromem mala (Fenaux et Kelaidi, 2006).

Lenalidomid

Jednd se o imunomodulaéni 1ék (Giagounidis et al., 2014). Inhibuje tumor-
nekrotizujici faktor-a a interleukin-6, angioenezi a stimuluje tvorbu T-bunék a NK bunék
prostiednictvim interleukinu-2 a interferonu-y. (Boultwood et al., 2010). U pacientt s 50-
syndromem je pusobeni lenalidomidu nejefektivnéjsi. Pouziva se ale i u jinych subtypt

MDS (Krejéi et al., 2008).

V poslednich letech byli pacienti s 50- syndromem lé€eni pouze podpirnou 1écbou.
Ukézalo se, ze lenalidomid mé& uc€inky u pacienti MDS s nizkym rizikem, ktefi
neodpovidaji na 1écbu erytropoetinem. Odezva na 1é¢bu byla vySs$i u pacientd s deleci
v oblasti 5q31. U téchto pacientli doSlo ke snizeni pozadavkl na transfiize a ke zméné
cytogenetickych a cytologickych abnormalit (jednalo se o pacienty s izolovanou deleci 5q

nebo s piidruzenymi zménami) (Boultwood et al., 2010).

Lenalidomid efektivné redukuje mnozstvi progenitortt v KD tak, Ze je zaméfen na
nékteré haploinsuficientni geny a jejich drahy. To vede k cytogenetické odpovédi na 1écbu.
Odezva na 1é¢bu se objevuje u 50-83 % pacientt s del(5q). V distalni oblasti, jejiz delece
zpusobuje 5q- syndrom, je jedinym genem, ktery je diky 1€cb¢ lenalidomidem exprimovan,
gen SPARC. Na ziklad¢ experimentli se predpoklada, Ze lenalidomid nejen Ze nici
poskozené buiiky, ale podporuje tvorbu populace normalnich prekurzord. Tim stimuluje
normalni erytropoézu a obnoveni linii vznikajicich ze zdravych CD34+ bunék. Ovliviiuje
dokonce hypercelularitu KD tim, Ze obnovuje Zadouci apoptdzu erytroidnich prekurzord.
Zlepsuje vlastnosti stromatu KD ve prospéch hematopoézy nebo zvysuje expresi adheznich
molekul na povrchu CD34+ bungk, 1 bunc¢k stromatu KD. Lenalidomid taktéZ zlepSuje
a obnovuje spravné funkce imunitniho systému pacienta, které jsou diky onemocnéni
naruseny. Chvili po zahdjeni 1é€by se u pacienta objevuji cytopenie, které reflektuji rapidni
eliminaci postizenych prekurzorovych bunék, kdy nésledné dochazi ke vzniku novych
zdravych bunék. Pacienti dosahnou normalizace karyotypu (45 % pacientll) a ptestanou byt

zavisli na transfuzich erytrocyti (67 % pacientl), coz snizuje riziko progrese do AML.
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Ovsem bohuzel, u 50 % léCenych dochazi po 2-3 letech krelapsu (Kklinicky
I cytogeneticky). Nékteré buniky se stavaji rezistentnimi. Je tedy dulezité pacienta
v pribé¢hu 1é¢by cytogeneticky monitorovat, aby bylo zavc¢as zjisténo, zda nedochézi
k progresi onemocnéni (Germing et al., 2009; Giagounidis et al., 2014; List et al., 2006;
Raza et al., 2008; Sekeres et al., 2010; Wei et al., 2007).

6.6 MDS S KOMPLEXNIM KARYOTYPEM

Definice komplexniho karyotypu (CK) neni vzdy jednoznacnd, avSak obecné je
komplexni karyotyp u hematologickych malignit definovan jako nélez tii a vice zmén
Vv karyotypu nemocného (Haase et al., 2007). Sviij vyznam uplatituje uréeni CK piedevsim

pfi stanovovani prognézy nddorovych onemocnéni. V ISCN (2013) neni CK definovéan.

Chromozémovou zménou se v definici CK rozumi jak strukturni, tak pocetni
zména. Balancované zmény, zisk nebo ztrata chromozomu a ring chromozémy tvorené
materialem z jednoho chromozému se obvykle pocitaji jako jedna zména. Nebalancované
aberace zahrnujici dva a vice chromozomu a invertované duplikace se mohou pocitat jako
vice zmén (podle poctu zahrnutych chromozomu) (Schoch et al., 2002). Nékteré prace
doporucuji kazdou aberaci v karyotypu, ktera je uvedena v ISCN zapisu mezi zédvorkami,

pocitat jako jednu zménu (Chun et al., 2010).

Komplexni karyotyp se vyskytuje u 15 % de novo MDS a u 50 % t-MDS (Barouk-
Simonet et al., 2005). Pravé znac¢na ¢ast téchto pacientl byla pied diagnoézou vystavena
expozici terapeutickych mutagent, alkylacnich latek nebo radiaci. Jeho vznik je ziejmé
Komplexni karyotyp mé nepfiznivou prognézu. Median pieziti se uddva nizsi neZ jeden
rok. Je stale pfedmétem studia, kolik zmén je ukazatelem neptiznivé prognozy (Haase,

2008). CK se znaci velkym rizikem progrese do AML (Trost et al., 2006).

Existuji nové studie, které predpokladaji, ze progndza vice jak tfi abnormalit je
horsi, nez pokud komplex tvoii pouze tfi genetické zmény. V ramci skupiny komplexni
karyotyp budeme ziejmeé moci naleznout jest¢ vice podskupin ovliviiujicich progndzu.
Existuji teorie, Ze prognoza je ptiznivéjsi, pokud neni soucasti komplexniho karyotypu
zména postihujici chromozom 5 nebo 7. V roce 2008 Breems et al. definovali novou
skupinu: monozomalni karyotyp (MK). O ném hovotime tehdy, jsou-li U pacienta pfitomny

nejméné¢ dveé autozomalni monozomie nebo jedna autozomdalni monozomie a nejméné
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jedna strukturni abnormalita. Bylo zjisténo, ze pacienti s CK bez monozomii maji lepsi
prognoézu nez ti s MK. Nebyl ovSem rozdil v jejich ptfezivani, coz nekoresponduje se studii
Schanze et al. (2011), ktery pfipisuje vé&tSi riziko pacientim s CK a aberacemi
chromozému 5/7, nez pacientim bez nich. VSechny tyto informace svéd¢i pro to, ze se
jedna o heterogenni podskupinu MDS. V ramci komplexniho karyotypu existuji zfejmeé
dal§i skupiny sriznymi kombinacemi cytogenetickych zmén, a tedy 1 rdznymi
progndézami. Do budoucna bude proto velmi diilezité shromézdit co nejvice informaci, aby
tyto podskupiny byly odhaleny, a diky tomu mohli byt pacienti 1épe diagnostikovani
aléceni. Je vysoce zadouci pacienty s komplexnimi karyotypy studovat a snazit se

nachazet veskeré souvislosti (Schlegerberger et al., 2012).

Soucastmi komplexnich karyotypli jsou Casto nebalancované strukturni zmény
chromozému 5 (59-) a chromozému 7 (7q-). Méné Casto dochazi ke ztratam genetického
materialu prostfednictvim delece u nésledujicich chromozémi: 3 (rameno p nebo q), 12
(12p), 13 (13q), 16 (16q), 17 (17p), 18 (18q) a 20 (20q). Zmnozeni genetického materialu
bylo zaznamenano u chromozémi 8 (8/8q), 11 (11q), 21 (21q). Byla téz nalezena
souvislost mezi pfitomnosti komplexniho karyotypu a zmnoZeni oblasti: 8q24, 9p24,

11923, 12p13, 13q12, 20q11 a 291922 (Haase, 2008).

Pacienti s komplexnim karyotypem jsou vys§iho stfedniho véku, remise byva
kratka, srizikem brzkého relapsu. Lécbou pro tyto pacienty je alogenni transplantace
kmenovych buncék. Novymi terapeutickymi strategiemi jsou léky zaméfujici se na

hypermetylaci, deacetylaci a imunomodulaci (Haase, 2008).

Lécba
Prioritou 1éCby je snaha pacientovi zajistit urcitou kvalitu Zivota, u pacientl
s vysokym rizikem je nejvétSim terapeutickym cilem ,,prodlouZeni® Zivota. Lécba je

vysoce individudlni (Germing et al., 2013).

Alogenni transplantace

Jedna se o jediny zpisob, ktery umoziuje potencialni vylééeni nemoci. Doporucuje
se pacientim do 70 let, u kterych nejsou pfitomna jind onemocnéni. U pacientl s vysokym
rizikem by mélo dojit k ¢asné transplantaci. Je znamo, Ze pro starsi pacienty je vhodné&jsim

darcem mladsi nepiibuzny jedinec nez starSi v ptibuzenském vztahu (Germing et al.,
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2013). U 30 % pacienti se vSak vyskytuji zavazné komplikace, které mohou zptisobit smrt.
U dalsich 30 % pacienti dochazi k relapsu onemocnéni (Sdruzeni diagnéza MDS, 2008).

Chemoterapie

Chemoterapie vétSinou predchézi transplantaci. Davky jsou urCovany na zaklade
véku a pritomnych komorbidit, mladSi pacienti podstupuji spise vysokodavkovou
chemoterapii (Germing et al., 2013). Cilem je dosahnout lep$iho efektu transplantace.
Chemoterapie sama o sobé& nezabrani navratu onemocnéni a je doprovazena nezadoucimi

ucinky (Sdruzeni diagnéza MDS, 2008).

Hypometyla¢ni latky (5-azacitidin - Vidaza)

Lécba 5-azacitidinem je prvni volbou u pacientd, ktefi nejsou vhodnymi kandidéty
pro transplantaci (Cuiik et al., 2012). Pokud buiiky pacienta vykazuji epigenetické zmény
(hypermetylace), je pacientovi indikovana 1écba 5-azacitidinem (Germing et al., 2013).
Tim dochazi k obnoveni funkce nékterych genii (Cuiik et al., 2012). Na tuto 1é¢bu reaguje
60 % pacientli. Délka piisobeni se udava na 14 mésici. Azacitidin zabranuje nebo oddaluje

progresi do AML (Silverman et Mufti, 2005).

50



7 CiL PRACE

Prvnim cilem experimentalni Casti diplomové prace bylo naucit se prakticky
provadét metody fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a mnohobarevna fluorescenéni
in situ hybridizace (mFISH), naucit se vysledky obou metod analyzovat a vyhodnocovat,
vyuzit téchto znalosti k vysetieni pacientii s MDS a zaméfit se na analyzu souboru pacienti
s 50- syndromem a s komplexnim karyotypem. Druhym cilem bylo vysledky pacientd

Z obou skupin sumarizovat a soubory pacientt detailnéji popsat.
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8 POUZITY MATERIAL A METODY

8.1 ZPRACOVANI BUNEK KD PRO CYTOGENETICKE
A MOLEKULARNE CYTOGENETICKE VYSETRENI

Biologicky material

Pro cytogenetické i1 molekularné cytogenetické vySetfeni jsou biologickym
materidlem buiikky kostni diené. Pro jednoho pacienta jsou pii odbéru KD idealné
pfipraveny dva vzorky (zéalezi na mnozstvi odebrané KD). Vzorky jsou nasledné
kultivovany, kazdy za drobné odlisnych podminek (viz 2. ¢ast piipravy vzorku). Jeden
vzorek je oznacen K, druhy K24col. S biologickym materidlem musi byt zachazeno podle

standardnich operac¢nich postupi (SOP).

Pfistroje a pomucky

- kombinovana chladnicka Philco FR 310/2T (Philco, Philadelphia, PA, USA), mrazni¢ka
Liebherr GN 2856-20 (Biberach an der Riss, SRN), flowbox MSC 1.2 Advantage (Thermo
Electron, Lagenselbold, SRN), CO, inkubator Function Line (Heracus Holding, Hanau,
SRN), centrifuga Heraeus Megafuge 16 R (Thermo Electron, Lagenselbold, SRN), stolni
minicentrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ, USA), tfepacka Heidolph Real
top (Heidolph, Schwabach, SRN), laboratorni sklo

Spotiebni material

- odbérové zkumavky s heparinem (3 ml) (Sarstedt, Niimbrecht, SRN), plastové kultivacni
lahve (40 ml) (Nunclon™ Delta Surface), centrifugaéni zkumavky Falcon (15 ml) (oboji
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), centrifuga¢ni zkumavky Falcon (50 ml)
(TPP®, Trasadingen, Svycarsko), Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma, Benatky, Italie),
sterilni injek¢ni jehly (B. Braun, Melsungen, SRN)

Reagencie

- Karyomax Kolcemid, Giemsovo barvivo (oboji Gibco®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), BM médium (bone marrow karyotyping medium) (Biological Industries,
Kibbutz Beit Haemek, Izrael), 0,075M KCI (Iékarna FNOL), metanol, kyselina octova
ledova (oboji Lach-Ner, Neratovice, CR)
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- presné slozeni médii je uvedeno na piiloZeném datasheetu vyrobku nebo je mozZné jej nalézt

na internetovych strankach vyrobce

1. PRVOTNI MANIPULACE S ODEBRANYM VZORKEM

Pii odbéru je od pacienta odebrana KD do dvou 3ml odbérovych zkumavek
s heparinem (v kazdé zkumavce cca 1-2 ml vzorku). Nasledné¢ dochazi k precisténi od
heparinu pienesenim cca 1 ml materialu z odbérové zkumavky do zkumavky s 15 ml
RPMI-1640 média. Po promichani Pasteurovou pipetou dochazi k centrifugaci (1000 rpm,

37°C, 10 min). Médium je odsato a supernatant je prenesen do dvou kultiva¢nich médii.

2. KULTIVACE

Pro kazdého pacienta jsou piipravovany dvé kultivace, jedna oznacovana jako K,
a druha jako K24col. Ob¢ kultivaéni lahve obsahuji 10 ml BM média, do kterych je
pfenesen biologicky materidl. Kultivace probihd po dobu 24 hodin. U kultivace oznacené
K24col je kolcemid ptidan ihned po smiseni média se vzorkem. Nasledné jsou obé
kultivace inkubovany pii 37°C po dobu 24 hodin. Dalsi den jsou do kultivace K ptidany
2 kapky kolcemidu 30 minut pfed ukon¢enim kultivace, a poté dochazi ke zpracovani obou

kultivaci.

3. ZPRACOVANI VZORKU

Kultivace jsou pfelity do 15ml centrifuga¢nich zkumavek a material je
centrifugovan (1000 rpm, 37°C, 10 min). Vznikly supernatant je odsat a ke vzorku je
ptidano cca 10 ml vytemperovaného 0,075M roztoku KCI. Nasleduje inkubace po dobu 25
minut pii 37°C. Déle jsou ke vzorku pfidany 3 kapky fixdZe (metanol:kys.octova, 3:1) a po
promichani dochdzi opét k centrifugaci (1000 rpm, 37°C, 10 min). Po odstranéni
supernatantu je pfidano cca 10 ml vychlazené fixani smési (-20°C), kdy prvni ml je
pfidavan po kapkach. Nasledné je biologicky material inkubovan 30 minut pii pokojové
teploté (RT). Po dalsi centrifugaci (1000 rpm, 4°C, 10 min) a po odsati supernatantu je
znova piidano cca 10 ml fixacni smési a opét nasleduje centrifugace (1000 rpm, 4°C, 10
min). Odsati supernatantu, piidani fixacni smési a centrifugace jsou opakovany tolikrat,
dokud nema bunécéna smés mlécné zbarveni. Nakonec je zhodnocena kvalita interfaznich

bunék a pritomnost mitdz. Vzorek kultivace K a K24col je nakapan na sklo a obarven
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Giemsovym barvivem (pro jednoho pacienta 5 podloznich skel zkazdé kultivace).

Suspenze je uskladnéna v lednici a pfipravena k dalSimu pouziti.

8.2 CYTOGENETICKE VYSETRENI

Biologicky material

- buné¢na suspenze pacientti s diagn6zou MDS

Piistroje, pomucky. software

- laboratorni sklo, laboratorni vahy Scaltec (Scaltec Instruments, Heiligenstadt, SRN),
magneticka michacka (Schott Instruments, Mainz, SRN), centrifuga Heraeus Megafuge 16
R (Thermo Electron, Lagenselbold, SRN), kombinovana chladni¢ka Philco FR 310/2T
(Philco, Philadelphia, PA, USA), digestof N/900 M2 (Merci, Brno, CR), kahan, svételny
mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko), CCD kamera (Metasystems,
Altlussheim, SRN), karyotypovaci software Ikaros, Metafer Axioplan 2 Imaging (oboji
MetaSystems, Altlussheim, SRN), software Axioplan 2 (Carl Zeiss Microlmaging, LLC,
Thornwood, NY, USA)

Spotiebni material

- Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma, Benatky, Italie), podlozni skla SuperFrost®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Reagencie

- EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) - oplachovaci roztok, Giemsa KaryoMAX,
Gurriv roztok (Gurr’s buffer solution pH 6,8) (vie Gibco®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), PBS pufr pH 7,4 (Iékarna FNOL), Na,HPO4.12H,0, kyselina citronova,
metanol (vie Lach-Ner, Neratovice, CR), dH,O (vyrabi si HOK), trypsin, Leishmannovo
¢inidlo (oboji Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Priprava roztoku

- 0,14M NayHPOQO4: 25 g Na;HPO4.12H,0 je rozpusténo v 500 ml dH,0
- 0,1M kyselina citronova: 10,5 g kys. citronové je rozpusténo v 500 ml dH,O

- Leishmannovo ¢inidlo: 0,6 g Leishmann’s stain je rozpusténo ve 400 ml metanolu (na
magnetické michaéce po dobu 4 hodin), ptelito do odmérné barniky a doplnéno metanolem

do objemu 500 ml, ¢inidlo musi pfed prvnim pouzitim 24 hodin zrat
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- roztok trypsinu: 0,04 g trypsinu rozpusténo v 1 ml PBS

- barvici roztok I: 75 ml 0,14M Na;HPO,4, 20 ml kyseliny citronové, 0,32 ml Giemsa

Karyomax a 0,5 ml roztoku trypsinu v PBS
- barvici roztok II: 15 ml Leishmannova ¢inidla, 45 ml Gurruova roztoku

Pracovni postup

Bunééna suspenze (2-3 kapky) je kapnuta na nadychnuté podlozni sklo z vySky cca
50 cm. Sklo je protdhnuto nad plamenem kahanu a do uschnuti je ponechano pii pokojové
teploté. Pro kazdého pacienta je piipraveno 10 vzorkt/10 podloZnich skel, 5 z kultivace K
a 5 z kultivace K24col. Podlozni sklo je vloZzeno na 2 minuty do barviciho roztoku I,
nasledné je oplachnuto v oplachovacim roztoku EBSS a na dal§i 3 minuty pfeneseno do
barviciho roztoku II. Poté je sklo oplachnuto destilovanou vodou a pozorovano ve
svételném mikroskopu. Kamera umisténa na mikroskopu pienasi obraz do pocitace, kde
pomoci softwarového programu na analyzu obrazu lkaros dochazi k analyze obrazu
a definovani pozadi a objektli - chromozému. Ty jsou nasledné sestavovany do karyotypu.

U kazdého pacienta se hodnoti 30 metafazi a 10 z nich se karyotypuje.

8.3 MOLEKULARNE CYTOGENETICKE VYSETRENI FISH
S LOKUSOVE SPECIFICKYMI (LSI), CENTROMERICKYMI (CEP)
A CELOCHROMOZOMOVYMI (WCP) SONDAMI

Biologicky material

- bunécna suspenze pacientli s diagné6zou MDS

Pristroje, pomucky, software

- kombinovana chladni¢ka Philco FR 310/2T (Philco, Philadelphia, PA, USA),
kombinovana chladnicka Liebherr Medline LCv4010, mraznic¢ka Liebherr Comfort G 2733
(oboji Liebherr, Biberach an der Riss, SRN), centrifuga Jouan CR4-22 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), pH metr Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA),
sklenéné kyvety, pipety (oboji Gilson, Middleton, WI, USA), vodni lazei Thermomix BM
(B. Braun Biotech International, Melsungen, SRN), inkubator Grant Boeckel [S020
(Boeckel Grant, Shepreth, UK), topna a suSici deska Medax (Nagel, Kiel, SRN), tfepacka
Heidolph Reax top (Heidolph, Schwabach, SRN), stolni minicentrifuga Labnet (Labnet
International, Edison, NJ, USA), digestof N/900 M2 (Merci, Brno, CR), mikroskop
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Olympus BX41, fluorescenéni lampa U-RFL-T (oboji Olympus, Tokyo, Japonsko), CCD
kamera, software ISIS (oboji MetaSystems, Altlussheim, SRN), ThermoBrite S500-24
(StatSpin, Westwood, MA, USA)

Spotfebni material

- centrifugacni zkumavky (15 ml), podlozni skla SuperFrOSt® (oboji Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), centrifugacni zkumavky Falcon (50 ml) (TPP®,
Trasadingen, Svycarsko), plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml) (Eppendorf, Hamburg,
SRN), Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma, Benatky, Italie), kryci skla (22x22 mm,
24x24 mm) (Menzel-Glaser, Braunschweig, SRN), $pic¢ky (Gilson, Middleton, WI, USA),
Fixogum Rubber Cement (Marabu, Tamm, SRN), Parafilm® (Bemis Company, Neenah,

WI, USA), imerzni olej (Olympus, Tokyo, Japonsko)

Reagencie

- dH,0 (vyrabi si HOK), metanol, kyselina octova (oboji Lach-Ner, Neratovice, CR), 20x
SSC (saline-sodium citrate buffer), DAPI, NP40 (oboji Abbott Molecular, Des Plaines, IL,
USA), Tween20 (Serva, Heidelberg, SRN), ultraisty formamid (Qbiogene, Montreal, QC,
Kanada), 70%, 80%, 90% a 96% etanol (EtOH) (Fagron, Nieuwerkerk a/d 1Jssel,
Nizozemi), fluorescencné znacena sonda (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA;

Kreatech, Amsterdam, Nizozemi)

Piiprava roztoku

- 20x SSC: 132 g 20x SSC je rozpusténo v 500 ml dH,0 a upraveno na pH 5,3; uchovava
se pi1 RT
- 2x SSC: nafedéni zasobniho roztoku 20x SSC dH,0

- 2x SSC/0,1% NP40:100 ml 20x SSC, 850 ml dH,O, 1 ml NP40, pH 7+0,2; doplnéno
dH,0 do 1 1, uchovavano pii RT

- 0,4x SSC/0,3% NP40: 20 ml 20x SSC, 950 ml dH,0, 3 ml NP40, pH 7-7,5; doplnéno
dH,0 do 1 1, uchovavano pii RT

- 70% denatura¢ni roztok: 49 ml formamidu, 7 ml 20xSSC, 14 ml dH,0, pH 7-8; smés je
rozdélena do dvou 50ml plastovych zkumavek a zamrazena, po rozmrazeni se ke smési

ptidava 5 ml 20x SSC a 10 ml dH,0

- 70%, 80%, 90% EtOH: natfedéni 96% EtOH, uchovéavano pii -20°C
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Ptiprava sond

Podle typu chromozémové aberace, jejiz pfitomnost chceme prokdzat/vyvratit, se
odviji typ pouzité sondy. Sondy jsou dodavany fedéné pufrem 1 nefedéné. Pokud neni
sonda fedéna z vyroby, je tak ucinéno pied jejim pouzitim. Sondy a pufry Abbott
Molecular se skladuji v mrazéku, sondy Kreatech v lednici. Pfed pouzitim je nutné sondy

Abbott Molecular rozmrazit, vortexovat a centrifugovat.
LSI (lokusové-specifické) + CEP (centromerické) sondy

U pacientti s diagnézou MDS je bézné vySetfovan tzv. ,,MDS panel®. Jedna se
0 vySetieni sondami pro chromozomy 5, 7, 8 a 20. Jsou k tomu vyuzity LSI sondy, které se
vazi na lokusové specificka mista (detekce strukturnich chromozémovych aberaci) nebo
CEP sondy komplementarni k DNA v oblasti centromer (priikaz aneuploidie, prukaz
dicentrickych chromozémii). Pouzité LSI a CEP sondy Abbott Molecular nejsou fedéné.
LSI sondy na chromozém 5 - (5031/5p15) a 7 - (7q31/CEP7) jsou piipravovany smisenim
7 ul LSI pufru, 2 ul dH,0 a 0,8 pul sondy. Tyto sondy jsou aplikovany samostatn¢, vazi se
totiZ na 2 odliSné oblasti znacené dvéma riznymi fluorochromy. LSI sonda na chromozém
20 se vaze pouze na 1 lokus (20q12), kombinuje se proto obvykle s CEP sondou na
chromozém 8 (CEPS8), ktera je znacend jinym fluorochromem, aby mohly byt od sebe
sondy rozliSeny. Kazda sonda je pfipravena zvlast, s polovicnim objemem vsech reagencii
(s ptislusnym pufrem LSI/CEP) a sondy jsou smichdny az po jejich denaturaci. Stejné tak
mohou byt kombinovany pouze CEP sondy znafené riznymi fluorochromy, ty mohou byt

denaturovany dohromady, polovi¢ni mnozstvi se aplikuje pouze u kazdé ze sond (0,4 pl).

Sondy od firmy Kreatech jsou jiz fedéné, vSechny jsou dvoubarevné, tedy
pouzivané samostatné. Na vzorek se aplikuje 8 ul sondy. Jednd se o LSI sondy na

chromozém 5 - (5q31/5q33), 7 - (7922/7q36)/SE 7 TC, 20 - (PTPRT 20q12)/20q11.

Na zéklad¢ toho, jaké sondy jsou k dispozici, zvolime takovou jejich kombinaci,
aby byly vySetfeny vSechny chromozomy z panelu, respektive, aby mohly byt urCeny
zmény vybranych chromozémi (delece dlouhého ramene chromozému 5/monozomie 5,
delece dlouhého ramene chromozému 7/monozomie 7, trizomie 8, delece dlouhého ramene

chromozému 20).
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WCP (celochromozomové) sondy

Celochromozémové sondy nejsou témi zakladnimi pro vySetfeni pacientd s MDS.
Jsou aplikovany v pfipadé, kdy sondy LSI, CEP nebo metoda m-FISH piinasi
nejednoznacny vysledek, ktery je tfeba ovétit. Pouzivaji se k detekci marker chromozomi,
k analyze strukturnich chromozémovych aberaci a slozitych komplexnich ptestaveb. Sonda
se vaze na cely chromozém. Vysledek hybridizace je mozné hodnotit pouze na
chromozémech. Sondy dodava Abbott Molecular a jsou jiz fedéné, pfipravuji se michanim

6,3 ul dvou razn€ znacenych celochromozémovych sond.

Sondy jsou denaturovany ve vodni lazni. Denaturace LSI a CEP sond od firmy
Abbott Molecular probiha 5 minut pii 73°C. LSI sondy od firmy Kreatech jsou
denaturovany 10 minut pii 90°C. Denaturace WCP sond od firmy Abbott Molecular
probiha 10 minut pfi 73°C ve vodni lazni a nasledné 10-15 minut ve vodni 1azni pii 37°C.
Skla, na ktera jsou sondy aplikovany, jsou denaturovana 5 minut v denatura¢nim roztoku
umisténym ve vodni lazni 73°C teplé (pfi aplikaci sondy od firmy Abbott Molecular) nebo
2 minuty (pfi aplikaci sond Kreatech nebo WCP sond).

Jinou mozZnosti je denaturace v zafizeni zvaném Thermobrite, jde o tzv.
kodenaturaci. Pripravené sondy jsou aplikovany na podlozni sklo se vzorkem a takto
dohromady je preparat denaturovan. U sond Abbott Molecular pti 75°C po dobu 5 minut,

u sond Kreatech pii 80°C po dobu 5 minut. Nepouziva se pii hybridizaci s WCP sondami.

Pracovni postup

Pted tim, neZ je bunécnad suspenze nakapana na podlozni sklo, je biologicky
materidl promyvan. Dé&e se tak po centrifugaci (1000 rpm, 4°C, 10 min) a odsati
supernatantu pomoci vyvévy v digestofi. Odsavani musi byt opatrné, aby nedoslo k nasati
usazenych bunck. Promyvacim roztokem (fixaéni smés) Carnoye (metanol:kyselina
octovd, 3:1) je zkumavka témét doplnéna, protfepana a opét centrifugovana (1000 rpm,
4°C, 10 min). Po odstati supernatantu je k buitkdm ptidavéana fixacni smés po kapkach tak
dlouho, dokud nedojde ke vzniku mlécného zabarveni suspenze. To sv€d¢i pro optimalni
hustotu bunék. Preparat je pfipraven nakdpnutim 2-3 kapek na nadychnuté a popsané
podlozni sklo. Po uschnuti je preparat zkontrolovan pod mikroskopem. Pfi dostatecném
poctu bunék a/nebo mitdéz muze byt vzorek promyvan v roztoku 2x SSC (pokud neni pocet
bunék/mitéz optimalni, je smes natfedéna nebo je na podlozni sklo suspenze dokapnuta).

Roztok 2x SSC je pfipraven nafedénim zasobniho roztoku a v ném jsou ve sklenéné kyveté
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preparaty po dobu 20 minut inkubovany pfi RT. Mezitim dochdzi k piipravé sond (viz
vyse: Ptiprava sond). Po uplynulych 20 minutidch je preparat odvodnén inkubaci ve
vzestupné alkoholové fadé (70%, 80%, 90% a 96% etanol), v kazdém alkoholu po dobu
2 minut (alkoholy jsou uchovavany pii -20°C, 96% etanol v lednici). Po oschnuti je
preparat denaturovan ve vytemperovaném denatura¢nim roztoku (73°C, 5 minut nebo
2 minuty, viz vyse: Piiprava sond). Po denaturaci projde sklo bez osuseni opét alkoholovou

fadou a po opétovném osuseni na n¢j mohou byt aplikovany sondy.

Pokud dochazi k tzv. kodenaturaci se sondou, konc¢i pfiprava podlozniho skla se
vzorkem prvnim kolem odvodiovaci alkoholové ftady, k denaturaci v denatura¢nim
roztoku nedochézi. Vzorek se denaturuje spolecné se sondou v Thermobritu (viz vyse:

Ptiprava sond).

Hybridizace a jeji ukonéeni

Denaturovana sonda je napipetovdna na suchy denaturovany preparat a ptikryta
krycim sklem (v pfipadé¢ kodenaturace dochazi nejdiive k aplikaci sondy na preparat,
Kk piikryti krycim sklem a ke spole¢né denaturaci v Thermobritu). Poté je kryci sklo
oblepeno rubber cementem, ktery zabrdni vyschnuti sondy v oblasti pod krycim sklem.
Timto je vzorek piipraven k hybridizaci, ktera probiha v hybridizaéni peci pii 37°C po
dobu 24 hodin. Druhy den je kryci sklo odstranéno a preparat je umistén do roztoku 0,4x
SSC/0,3% NP40, ktery je umistén ve vodni lazni pii 73°C. Inkubace trvd 2 minuty,
v pribéhu toho dochazi k odmyti nenavdzané sondy. Nasleduje inkubace 2 minuty
vroztoku 2x SSC/0,1% NP40 pii RT. Na vlhké sklo je napipetovano 10 pl DAPI
(podbarveni) a po ptekryti krycim sklem je preparat ptipraven k vyhodnoceni. Postup

zachazeni se vzorkem druhy den po hybridizaci je stejny i1 v ptipad¢ kodenaturace.

Vyhodnoceni

Preparat je hodnocen pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu s fluorescenénimi filtry,
které¢ odpovidaji fluorochromim pouzitych sond. Obraz je sniman pomoci CCD kamery
a ukladan v softwaru ISIS. U LSI nebo CEP sond je hodnoceno 300 interfaznich bunék
a 10 metafazi. U WCP sond jsou hodnoceny pouze metafaze, cca 30. Patologicky nalez je
takovy, kdyz se abnormalni signaly vyskytuji ve vice nez napt. 5 % vSech spocitanych
interfaznich jader, jedna se o tzv. cut off hodnotu sondy. Tato hodnota neni fixni,
u nekterych sond se jedna naptiklad o 10 %. Proto je tfeba mit pro spravné vyhodnocovani

zkuSenosti. Metafaze jsou kontrolovany zv1ast’.
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LSI sonda 5g31/5p15.2 (Abbott Molecular) hybridizuje na chromozém 5 ve dvou
oblastech. Prvni oblasti je 5p15.2 (lokusy D5S23, D5S721), je znacena zelenym
fluorochromem (Spectrum Green - SG), druhy signal se vyskytuje v oblasti 5931 (gen
EGR1), je oznaCen oranzovym fluorochromem (Spectrum Orange - SO). Normalni
interfazni jadra maji dva zelené a dva oranzové signaly. V ptitomnosti delece chybi jeden
oranzovy signal, monozomie se projevi pfitomnosti jednoho oranzového a jednoho

zeleného signalu.

A) B)

5p15.2
B’ D523, D5S721
SpectrumGreen

. 5031 LSI EGR1
SpectrumQOrange

o

Obr. 8 A) Ideogram chromozému 5 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda (Abbott
Molecular, 2014), B) FISH na metafaznim jadfe za pouzti sondy 5q31 (SO)/5p15.2 (SG) -
normalni nalez (obrazek ziskan z Cytogenetické a molekularné cytogenetické laboratoie

HOK)

LSI sonda 5g31/5g33 (Kreatech) hybridizuje ve dvou zminénych oblastech. SG
znaci oblasti 5q31 (gen CDC25, EGR1), SO znaci oblast 5933 (gen CSF1R, RPS14). Oba
lokusy se vyskytuji na q rameni chromozomu 5. Tato sonda tedy nemilZe prokézat
monozomii, ale slouzi k detekci delece a zaroven umoziuje zjistit rozsah delece

Vv zavislosti na tom, zda chybi oranzovy i zeleny signal nebo pouze jeden z nich.
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Obr. 9 Ideogram chromozému 5 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda (Kreatech,

2014)

LSI sonda 7q31/CEP 7 (Abbott Molecular) hybridizuje k chromozému 7 taktéz ve
dvou oblastech. SG reflektuje pfitomnost centromery (7pl1.1-q11.1, lokus D7Z1). Druha
oblast 7q31 (lokus D7S486) je znacena fluorochromem SO. Normadlni interfdzni jadra
vykazuji dva oranzové a dva zelené signaly. Delece oblasti 7q31 zapficini pfitomnost

jednoho oranzového signalu. Pfi monozomii je vidét jeden zeleny a jeden oranzovy signal.

A) B)

7pi11.1-g11.1
CcEp 7 (D777)

alpha satellite

SpectrumGreen

__7g31 LSI D7S486
SpectrumOrange

Obr. 10 A) Ideogram chromozému 7 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda (Abbott
Molecular, 2014); B) FISH na interfaznim jadie za pouziti sondy 7q31 (SO)/CEP 7 (SG) -
delece oblasti 7931 (obrazek ziskdn z Cytogenetické a molekularné cytogenetické
laboratote HOK)
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LSI sonda (7922/7q36)/SE 7 TC (Kreatech) se vaze na tfi oblasti chromozému 7.
Jednou z nich je centromera (lokus D7Z1), oblast je znatena modrym fluorochromem
(Spectrum Aqua - SA). Zeleny fluorochrom se vaze na oblast 7922 (gen CUX1) a oranZovy
fluorochrom na oblast 7q36 (lokusy D7S2419, D7S688, D7S2640). Tato sonda miize
prokazat jak monozomii (ztrata modrého signalu), tak deleci dlouhého ramene a mtize urcit

jeji rozsah (jeden Cerveny signdl, jeden zeleny signal, ani jeden ze signali).

p7z1 @ Control

520 KB

330 KB

DT5e40

Obr. 11 Ideogram chomrozomu 20 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda (Kreatech,

2014)

Kombinace sond LSI 20q12(SO)/CEP 8 (SG) (Abbott Molecular) se v normalnich
buiikach projevuje dvéma oranzovymi (lokus D20S108) a dvéma zelenymi signaly
(8p11.1-8g11.1). V piipadé delece dlouhého ramene chromozému 20 je pfitomen jeden
oranzovy signdl. Trizomie 8 se projevuje pfitomnosti tii zelenych signalti. Pokud neni
k dispozici sonda na chromozém 20, je nutno sondu CEP 8 kombinovat s n&jakou jinou

sondou, nejcastéji s jinou centromerickou sondou znacenou jinym fluorochromem.
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Obr. 12 A) Ideogramy chromozémii 20 a 8 a vizualizace oblasti, na které se vazi sondy
(Abbott Molecular, 2014); B) FISH na interfatnim jadfe za pouziti sond 20q12 (SO) + CEP
8 (SG) - trizomie chromozému 8 (obrazek ziskan z Cytogenetické a molekularné

cytogenetické laboratore HOK)

Sonda (PTPRT 20q12)/20g11 (Kreatech) se vaze na dlouhé rameno chromozomu
20. Zeleny signal je pfitomen v oblasti 20911 (gen MAPREL) a oranzovy signal v oblasti
200912 (gen PTPRT). Delece se projevi ztratou signalti piislusné barvy v zavislosti na
velikosti delece. Tato sonda nemuze slouzit k pritkazu monozomie.

I 20q11.21
RHS 7467

20q12

13108
I 360 KB

205499
PTPRT

20

Obr. 13 Ideogram chromozomu 20 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda (Kreatech,

2014)

WCP sondy hybridizuji s celymi chromozomy. Preparat se proto vyhodnocuje
pouze na mitdzach, kde jsou pozorovany marker chromozomy, strukturni chromozémové
aberace nebo prestavby. To se projevuje riznymi dvoubarevnymi kombinacemi dvou

rozli¢n€ znacenych sond nebo necelym zbarvenim konkrétnich chromozoma.
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8.4 MOLEKULARNE CYTOGENETICKE VYSETRENI mFISH

Biologicky material

- bunécna suspenze vzorku pacientt

Pristroje, pomucky, software

- kombinovana chladnicka Philco FR 310/2T (Philco, Philadelphia, PA, USA),
kombinovana chladnic¢ka Liebherr Medline LCv4010, mraznicka Liebherr Comfort G 2733
(oboji Liebherr, Biberach an der Riss, SRN), centrifuga Jouan CR4-22 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), pH metr Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA),
sklenéné kyvety, pipety (oboji Gilson, Middleton, WI, USA), inkubator Grant Boeckel
IS020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK), topna a suSici deska Medax (Nagel, Kiel, SRN),
ttepacka Heidolph Reax top (Heidolph, Schwabach, SRN), stolni minicentrifuga Labnet
(Labnet International, Edison, NJ, USA), digestof N/900 M2 (Merci, Brno, CR),
mikroskop Olympus BX41, fluorescenéni lampa U-RFL-T (oboji Olympus, Tokyo,
Japonsko), CCD kamera, software ISIS (oboji MetaSystems, Altlussheim, SRN), cycler
ProFlex™ (Life Technologies Corporation, CarlsBad, CA, USA), CO, inkubétor Function
Line (Heraeus Holding, Hanau, SRN), Metafer Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss
Microlmaging, LLC, Thornwood, NY, USA), CCD kamera metaferu a software Axioplan
2 (oboji MetaSystems, Altlussheim, SRN)

Spotfebni material

- centrifugaéni zkumavky (15 ml), podlozni skla SuperFrost® (oboji Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), centrifugaéni zkumavky Falcon (50 ml) (TPP®,
Trasadingen, Svycarsko), plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml) (Eppendorf, Hamburg,
SRN), Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma, Benatky, Italie), kryci skla (22x22 mm,
24x24 mm) (Menzel-Glaser, Braunschweig, SRN), $pic¢ky (Gilson, Middleton, WI, USA),
Fixogum Rubber Cement (Marabu, Tamm, SRN), Parafilm® (Bemis Company, Neenah,

WI, USA), imerzni olej (Olympus, Tokyo, Japonsko)

Reagencie

- dH,0 (vyrabi si HOK), metanol, kyselina octovéa (oboji Lach-Ner, Neratovice, CR), 20x
SSC (saline-sodium citrate buffer), DAPI, NP40 (oboji Abbott Molecular, Des Plaines, IL,
USA), Tween20 (Serva, Heidelberg, SRN), 70%, 80%, 90% a 96% etanol (Fagron,
Nieuwerkerk a/d Jssel, Nizozemi), 24-barevnd sonda (MetaSystems, Altlussheim, SRN)
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Pfiprava roztoku

- 20x SSC: 132 g 20x SSC je rozpusténo v 500 ml dH,0 a upraveno na pH 7, uchovava se
pti RT

- 2x SSC: natedéni zasobniho roztoku 20x SSC dH,0O

- 2x SSCT: 50 ml 20x SSC, 450 ml dH,0, 0,25 ml Tween

- 0,07M NaOH: nafedéni zasobniho roztoku 1M NaOH dH,0

- 0,4x SSC: nafedéni zasobniho roztoku 20x SSC dH,0

- 0,1x SSC: nafedéni zasobniho roztoku 20x SSC dH,O

- 70%, 80%, 90% EtOH: natedéni 96% EtOH, uchovavano pii -20°C

Priprava sondy

Sonda na mnohobarevnou fluorescenéni in situ hybridizaci je ulozena v mrazaku. Je
Jiz pfipravena z vyroby. Po rozmrazeni je pouze vortexovdna a centrifugovéna a 10 pl

sondy je ze zasobniho kitu piepipetovano do PCR zkumavky.

Pracovni postup

Nejdfive dochézi k piipravé roztoki, které mohou byt pouzity béhem jednoho dne
a maximalné dvakrat: 0,07M NaOH, 2x SSC a 0,1x SSC. Déle je piipravena alkoholova
fada (30%, 50%, 70%), alkoholy mohou byt uchovany v lednici pro dali pouZiti

(maximalné tfikrat).

Nejdiive je biologicky materidl promyvan, to zapocind centrifugaci (1000 rpm,
4°C, 10 min), nasleduje odsati supernatantu a doplnéni zkumavky fixa¢ni smési
(metanol:ledova kyselina octova, 3:1). Po protfepani je material opét centrifugovan (1000
rpm, 4°C, 10 min). Po odsati supernatantu je k buiitkdm ptiddvana fixa¢ni smés po kapkach
do té doby, nez dojde k mlécnému zabarveni suspenze, coz svéd¢i pro optimalni hustotu
bunék. Suspenze je nasita Pasteurovou pipetou a nez je kapnuta na nadychnuté podlozni
sklo, necha se material v pipeté chvili sedimentovat, aby se na podloZnim skle vyskytovalo
co nejvice mitéz. Po uschnuti je preparat zkontrolovan v mikroskopu. Je-li pfitomen
dostate¢ny pocet mitdz, je sklo umisténo do vlhké umélohmotné nadoby, ktera se vlozi na
20 minut do inkubétoru pfi 37°C. Po 20 minutach je preparat hydratovan Vv sestupné
alkoholové¢ tad¢, v kazdém alkoholu je po dobu 1 minuty (96%, 70%, 50% a 30% etanol).
Nasledné je podlozni sklo vlozeno do 0,1x SSC pii RT. Poté je vlozeno na 30 minut do 2x
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SSC pii 70°C. Mezitim je nachystdna sonda (viz vySe) a ponechana v lednici. Zhruba
6 minut pied tim, nez uplyne doba 30 minut, kdy je podlozni sklo ve 2x SSC pii 70°C, je
pripravena sonda vlozena do cycleru, kde je za doporu¢enych podminek denaturovana. Po
30 minutach je roztok 2x SSC i s podloznim sklem piemistén do lazné, kde se inkubuje pii
37°C po dobu 20 minut. Poté je podlozni sklo pfemisténo do roztoku 0,07M NaOH pfi
pokojové teploté, kde dochazi k denaturaci po dobu 1 minuty. Nasleduje 1 minuta v 0,1x
SSC a poté 2x SSC (roztoky maji 4°C). Nakonec prochazi preparat opét alkoholovou
fadou, tentokrat ve vzestupném potadi (30%, 50%, 70% a 96% etanol).

Hybridizace a jeji ukonéeni

Po uschnuti skla je na néj napipetovana denaturovand sonda, ptekryta krycim
sklem, zalepena rubber cementem (aby nedoslo k vysychani sondy) a preparat je pies noc
inkubovan pti 37°C v hybridiza¢ni peci. Druhy den je po odstranéni kryciho skla preparat
vlozen do 0,4x SSC pii 73°C na 2 minuty a nasleduje 30 vtefin v SSCT pii RT. Poté je na
vlhké sklo napipetovano 10 pl DAPI, ptekryto krycim sklem a prepardt mize byt

vyhodnocen.

Vyhodnoceni

Pro urychleni a zjednoduseni prace jsou mitdézy ve vzorku snimany pomoci
pristroje Metafer, ktery mitézy vyhleddva pomoci specidlniho softwarového programu.
Nasnimané metafaze jsou pak uloZeny v digitdlni podobé v programu ISIS pracovni
stanice. Pomoci ISIS programu s mFISH modulem je sestavovan karyotyp u cca 10 mitoz.
Kazdy chromozémovy par je znacen sondou s riznou kombinaci maximalné
5 fluorochromit a po sniméani 5 filtry ziskdvad kazdy chromozoémovy par specifickou
kombinaci barevnych spekter. JelikoZ v§echny vysledné barvy nejsou od sebe rozeznatelné
lidskym okem, poc¢ita¢ kazdému z chromozémovych part ptifazuje tzv. pseudobarvu. Diky
tomu lze detekovat translokace, komplexni piestavby a marker chromozomy (Tosi et al.,
1999; Veldman et al., 1997). Intrachromozémové piestavby (duplikace, delece, inverze)
ovsem neodhali (Uhrig et al., 1999).
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Obr. 14 mFISH, Kkaryotyp: 45,XX,-7 (obrazek ziskan z Cytogenetické a molekularné
cytogenetické laboratore HOK)
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9 VYSLEDKY

Pomoci cytogenetiky a FISH (panel MDS) bylo vysetieno 57 pacientd s diagnézou
MDS. Prace se detailnéji zabyva dvéma skupinami nemocnych, pacienty s diagnézou 5q-
syndrom (15 pacientll) a pacienty s komplexnimi zmeénami karyotypu (14 pacientd,

pacientka ¢. 47 se vyskytuje i v souboru 5g- syndrom).

Celkem 29 pacienti s diagnézou MDS bylo klasifikovano jako: RA (4 pacienti),
RC (1 pacient), RA/RARS (1 pacient), RARS (3 pacienti), RCMD (6 pacientli, u jednoho
znich se jednalo o sSRCMD, které piedchazela CML), RAEB-I (2 pacienti), RAEB-II (4
pacienti), AML (2 pacienti, u jednoho progrese z RAEB-I, u druhého z RCMD), 1 pacient
s hrani¢nim mnozstvim blasti byl diagnostikovan jako RAEB-II/AML, 2 pacienti byli
diagnostikovani jako CMML (subtyp MDS dle FAB klasifikace, WHO klasifikace
zatazuje CMML do myelodysplastickych/myeloproliferativnich neoplazii), 2 pacienti byli
diagnostikovani jako AA/hypoplastickd MDS a u 1 pacienta nebyl subtyp MDS uveden. U
vSech téchto 29 pacienti bylo alesponn jednou provedeno cytogenetické vysetfeni a
vysetfeni panelu MDS metodou FISH. Cytogenetika i metoda FISH prokézaly u vétSiny
pacienti normalni karyotyp. U 4 pacientll prokazala cytogenetika zmény chromozomi,
které korespondovaly s ndlezem z FISH: 1 pacient s trizomii chromozému 8, 1 pacient s
deleci dlouhého ramene chromozému 20, 1 pacient s deleci dlouhého ramene chromozému
5 a 1 pacient s monozomii chromozému 7 a trizomii chromozému 8 (u tohoto pacienta
cytogenetika prokazala krom¢ zminénych zmén i translokaci mezi chromozémy 9 a 22
v dobé dg. CML, tato zména byla prokazana metodou FISH pomoci piislusné sondy, ktera
se nepouziva pro vySetieni panelu MDS). U 3 pacientii prokézala cytogenetika pfitomnost
klonalnich zmén chromozoémd, které se nevysetiuji v panelu MDS sond. U jednoho z nich
byly zmény potvrzeny metodou mFISH. V souboru 29 nemocnych s MDS byly metodou
Klasické cytogenetiky a molekularni cytogenetiky nalezeny zmény u 7 (24,1 %)

nemocnych.
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9.1 SOUBOR PACIENTU S 5g- SYNDROMEM

Soubor byl reprezentovan 15 pacienty, u kterych byl na zakladé cytogenetiky
diagnostikovéan 5q- syndrom. Jednd se o 12 Zen a 3 muze. K datu 27. 2. 2014 10 pacientii
zije (8 zen, 2 muzi), 5 zemielo (4 Zeny, 1 muz). Vékovy medidn pacientl je 65,4 roki.

Median piezivani je 80 mésicu.

Cytogenetické vySetfeni

U vSech pacienti bylo provedeno cytogenetické a molekularn€ cytogenetické
vysetfeni KD. Ob¢ tato vySetfeni potvrdila u celého souboru vyskyt delece dlouhého
ramene chromozomu 5, na jehoz zdkladé 1ze soubor definovat. U 10 pacient byl pomoci
FISH vysSetien pouze chromozdém 5 (ovéteni piitomnosti delece). U 2 pacientd byl vySetien
cely panel, u dalSich 3 pacienti byl navic kromé chromozému 5 vysetfen i chromozém 7.
V 1 piipad¢ byla detekovana delece dlouhého ramene chromozomu 20 (viz Tab. 11, Tab.

IV: pacient ¢. 14), v dal§im monozomie 7 (viz Tab. I, Tab. IV: pacient ¢. 40).

Diagnoza

Vsichni pacienti byli primarné¢ diagnostikovani jako 5q- syndrom. U 2 pacientek
doslo k progresi z 5g- syndromu do akutni myeloidni leukémie (pacientka ¢. 38 a 47, u
druhé pacientky doSlo ke vzniku piidatnych zmén karyotypu). 1 pacientka byla
diagnostikovana jako RAEB-I-Il (vyvoj z 5¢- syndromu) (¢. 42), u 1 pacientky doslo
k vyvoji sekundarni myelofibrozy (€. 43). U 2 nemocnych doslo v pribéhu onemocnéni ke
klonalnimu vyvoji. U 1 nemocné byla potvrzena dal§i chromozémova zména, delece
dlouhého ramene chromozému 20 (¢. 14) a u 1 nemocného byla potvrzena monozomie
chromozoému 7 (€. 40). Kromé pacientky, u které vznikla pfidatnd zména delece dlouhého
ramene chromozému 20, vSichni pacienti, u nichZ doslo k progresi onemocnéni, zemfteli (4

zeny, 1 muz) (viz Tab. I, Tab. I1V).
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Velikost delece u pacientd ze souboru

Na zaklad¢ cytogenetiky byly u pacientl orientacné stanoveny 3 velikosti delece.
Velké delece, kdy je deletovano dlouhé rameno chromozému 5 v blizkosti centromery, se
vyskytovala u 7 pacientd. Stiedné velka delece, kdy se zlom nachazi asi v poloviné
dlouhého ramene, byla ur€ena u 6 pacienti a mala delece, kde je deletovana pouze
termindlni ¢ast dlouhého ramene, byla pozorovana u 2 pacientti. Mapovani oblasti delece

metodou FISH nebylo detailn¢ provedeno.

Lécba

U 5 pacientll byla indikovana podptrna 1écba (erytropoetin, transfize, chelatacni
1écba). U 6 pacientil byla indukovana podpiirné i paliativni 1écba, u 1 z téchto pacientek
byl indikovan lenalidomid, u 1 azacytidin, u dalSich 2 pacientd infliximab (bez efektu), 2
pacienti byli transplantovani, 2 pacienti byli v dané chvili pouze pozorovani bez substituce
(viz Tab. Ill). Pri¢ina Gmrti je znama pouze u pacientky ¢. 47, jednalo se o febrilni
neutropenii. U ostatnich pacientd nejsou data o pficiné Gmrti dohledatelnd (jedna se

0 pacienty ze spadovych ambulanci).

Vyhodnoceni

13 % pacientid progredovalo do AML (2 pacienti z 15). U dalSich 13 % doslo
Vv pribéhu onemocnéni ke vzniku pfidatné cytogenetické zmény. U 1 pacientky doSlo
k vyvoji sekundarni myelofibrozy a u 1 k vyvoji do RAEB-I-Il. Median ptezivani u

pacienti ¢inil 80 mésicu.
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Tab. III Zakladni udaje o pacientech s 5g- syndromem (uvedena data se vztahuji k 27. 2. 2014)

Poradi/

VEKk pri

Prezivani

Transformace

¢. pac. Pohlavi RO GED: dg. (mésice) (nové cytogenetické zmény) Lécba
1/14 7 1956 57 102 5q:£‘;‘£; fggzcgrgg’;geho EPO (s efektem), substituce erytrocyty
y infliximab (remise nedosazeno), pfechodné¢ EPO
21317 z 1927 86 152 X (bez efektu), chelatacni terapie
. (o o podptirna a paliativni 1écba (hydroxyurea +
3/38 7 1935+ 76 78 akutni myelomf&cﬁ’tam‘ leukémic, interferon) (pro 1é3bu azacytidinem nevhodny
pacient)
4/39 Z 1939 74 66 X chelata¢ni 1é¢ba
symptomaticka terapie, EPO (bez efektu),
5/40 M 1940% 72 120 5¢- syndrom + monozomie 7 substitu¢ni terapie, chelata¢ni 1é¢ba, infliximab
(studie - bez efektu)
6/41 s 1940 74 71 X EPO, transfizni dependence, chelatacni terapie
7142 7 1942+ 69 39 50- syndrom, vyvoj do RAEB-I-II transfiizni zavislost, azacytidin
8/43 7 1942% 68 130 sekundarni myelofibroza substituce erytrocyty
9/44 / 1944 69 139 X EPO
ESP, lenalidomid (transplantace odlozena -
10/45 7 1946 67 a1 X rozhodnuti na zakladé zhodnoceni efektu
imunomodulacni 1é¢by), dosazena transfuzni
nezavislost
EPO (bez efektu), zavislost na transfuzich erymasy,
11/46 7 1979 34 83 X chelatacni terapie — alogenni nepiibuzenska

transplantace (dosazeno remise - kompletni
chimerizmus)

71




ltoradll Pohlavi Rok nar. VEk pii Pregl\’/am ) Transfor.ma(’:e ) Lécba
¢. pac. dg. (mésice) (nové cytogenetické zmény)
12/47 7 1951+ 55 19 AML (+ vznik ptidatnych zmén EPO, (relap_s onen_locn_em), paliativni terapie
karyotypu) (cytozinarabinosid, hydroxyurea)
13/49 M 1962 51 8 X bez nutnosti substituce
14/56 V4 1948 65 47 X bez nutnosti substituce
zavislost na transfuzich — ptibuzenska alogenni
15/57 M 1949 64 107 X transplantace KB (remise), rejekce Stépu (relaps)—
2. alogenni pfibuzenska transplantace

7 - 7ena, M - muz, RAEB - refrakterni anémie s nadbytkem blasti, AML - akutni myeloidni leukémie, EPO - erytropoetin, ESP - erytropoézu stimulujici hormony, KB -
kmenové buiky, dg. - diagndza, X - bez klinické nebo cytogenetické zmény, T - Gmrti
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Tab. IV Vysledky cytogenetického a molekularné cytogenetického vySetieni pacientii s 59- syndromem (uvedena data se vztahuji k 27.

2014)
E.I;)(;iz;glil/ta Datum vySetieni Dg. v dobé vySetieni Cytogeneticky nalez . - FIsH 20 .
23. 8. 2005 50-sy 46,XX,del(5)(q?12q?33)[8]/46,XX[12] 2 ND ND ND
1/14 3.12. 2007 5g-sy 46,XX,del(59)[9] 2 ND ND ND
17.6. 2013 oAy, Vy(ggjq lf)ary"typu 46,XX,del(5q)[13]/46,XX[1] 2 1 2 1
23.2.2006 50-sy 46,XX,del(50)[4]/46,XX[16] 2 1 ND ND
2/37 8. 6. 2006 5g-sy neuspesna cytogenetika 2 ND ND ND
26. 9. 2006 50-sy 46,XX[23] 2 ND ND ND
2.7.2009 50-sy 46,XX,del(5)(g31)[18] 2 1 1 1
3% 17.10. 2011 akmﬁ;ﬂ‘ﬁgi‘ﬁ‘iﬁé‘mi 46,XX,del(5)(q31)[14] ND | ND | ND | ND
4/39 2. 3. 2009 50-sy 46,XX,del(59)[8]/46,XX[15] 2 ND ND ND
16. 7. 2002 5q-sy 46,XY ,del(5q)[4]/46,XY[2] 2 ND ND ND
4.11. 2003 5g-sy neuspésna cytogenetika 2 ND ND ND
26. 9. 2005 5q-sy 46,XY[12] 2 ND ND ND
5/40 17.1. 2006 5q-sy 46,XY[17] 2 ND ND ND
15. 1. 2007 50-sy jen FISH 2 ND ND ND
13. 2. 2007 50-sy bylo nalezeno pouze 7 mitéz s poctem 46 chromozomu ND ND ND ND
23.1.2012 50-sy, vyvoj karyotypu (-7) | 45,XY,del(5q),-7[10]/46,XY ,del(5q)[2]/46,XY[1] 2 3 ND ND
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FISH

é.l;)(:lf.c?glillta Datum vysetreni Dg. v dobé vySetieni Cytogeneticky nalez 5 : 20 ;
1. 10. 2009 50-sy 46,XX,del(5913)[25] 2 ND ND ND

oL 22.11. 2010 50-sy 46,XX,del(5q)[23]/46,XX[1] ND ND ND ND
3.11. 2009 RAEB-I-11 46,XX,del(50)[4]/46,XX[12] 2 ND ND ND

7142 29. 3. 2010 RAEB-I-11 46,XX,?del(5q)[2]/46,XX[5] 2 ND ND ND
2.8.2010 RAEB-I-I1I neuspésna cytogenetika 2 ND ND ND

27.8.2002 5g-sy 46,XX,del(59)[25] 2 ND ND ND

o 29. 10. 2007 50-sy 46,XX,del(5g)[21] ND ND ND ND
9/44 11. 2. 2002 50-sy 46,XXdel(5q)[24]/46,XX[6] 2 ND ND ND
22.11. 2010 5g-sy 46,XX,del(5)(g31)[11]/46,XX[10] 2 ND ND ND

17.10. 2011 50-sy 46,XX,del(5)(g31)[91/46,XX[2] ND ND ND ND

10745 25.7.2012 5g-sy 46,XX,del(59[11[/46,XX[7] ND ND ND ND
18. 3. 2013 50-sy 46,XX,del(59)[25] ND ND ND ND

12.11. 2007 50-sy 46,XX,del(5q) [cp19]/46,XX[1] 2 ND ND ND

11/46 3. 6.2008 50-sy 46,XX,del(5q)[3]/46,XX[1] 2 ND ND ND
312 2008 5q-sy Eﬁisnl;ler?zerﬁzcgvedena, molekul. biol. potvrdila 99 % darcovsky ND ND ND ND

22.12. 2005 50-sy 46,XX,del(5q)[8]/46,XX[19] 2 ND ND ND

12/47 21.11. 2006 AML 43,XX,?-5,7+7,7-8,7-9,7-13,?-14,+mar[cp16]/46,X X[14] 2 ND ND ND
5. 12. 2006 AML ‘1"2:fﬁé?fc'éss‘ﬁﬁ],/)‘("ié;('?'5’?+7’?'8’?'9’?'13’?' ND | ND | ND | ND
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é.l:)(::(.;grillta Datum vySetieni Dg. v dobé vySetieni Cytogeneticky nalez . - FIsH 2 5
13/49 1.7.2013 50-sy 46,XY,del(50)[9]/46,XY[2] 2 ND ND ND
14/56 19.5. 2011 50-sy 46,XX,?del(7q),?der(17)[3]/46,XX[24] 2 1 ND ND

23. 3. 2005 50-sy 46,XY,?del(50)[2]/46,XY[19] 2 ND ND ND

8. 12. 2005 5q-sy nehodnotitelné mitdzy ND ND ND ND

23.6.2008 50-sy neuspésna cytogenetika 2 ND ND ND

15/57 23.9.2008 5q-sy pouze FISH 2 ND ND ND
3. 11. 2008 5q-sy pouze FISH 1 ND ND ND

12.12. 2011 5q-sy pouze FISH 2 ND ND ND

2.2.2012 5q-sy pouze FISH 1 ND ND ND

1 - normalni nalez, 2 - delece, 3 - monozomie, ND - vySetfeni neprovedeno, AML - akutni myeloidni leukémie, RAEB - refrakterni anémie s nadbytkem blastt, 5g-Sy - 59-
syndrom, dg. - diagnoza
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9.2 SOUBOR PACIENTU S KOMPLEXNIM KARYOTYPEM

Soubor byl reprezentovan 14 pacienty s komplexnimi zménami karyotypu. Jedna se
0 10 Zzen a 4 muze. K datu 27. 2. 2014 3 pacientky ziji, 11 pacientl zemielo. Vékovy

median pacientil je 65,4 rokd. Median prezivani ¢ini 17 mésicu (viz Tab. XIII).

Diagndza

Pacienti ze souboru jsou zafazeni do ruznych subtypi MDS (viz Tab. V).
U 8 pacienti doslo v pribéhu onemocnéni k progresi do jiného hematologického
onemocnéni. Z nich 6 pacientd zemielo, U 5 doslo k transformaci do AML, u 1 pacientky

do akutni megakaryocytarni leukémie. 2 pacientky s akutni leukémii doposud ziji.
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Tab. V Zakladni udaje o pacientech s komplexnim karyotypem (uvedena data se vztahuji k 27. 2. 2014)

onradll Pohlavi Rok nar. Vékpri Pl‘veZ,ltl Diagnéza — vyvoj MK 1é¢ba
¢. pac. dg. (mésice)
1/5 7 1940+ 73 2 RAEB-I X CyA, azacytidin (ukonceno pro G+ sepsi)
2111 7 1948 65 11 RAEB-IT — AML ano azacytidin, paliativni symptomatické a
substitucni terapie
3/15 7 1938 75 12 RARS — RAEB-I — akutni ano azacytidip, §—> akutnlt hemoblast@za) —
hemoblast6za paliativni substitucni terapie
4/19 M 19491 63 3 RAEB-I ano transfizni zavislost
5/25 7 1948 65 5 RAEB-I s fibrézou X azacytidin
6/36 M 19487 64 7 AML (pted tim RAEB-II) X terapie azacytidinem kontraindikovana
2147 7 1951+ 55 19 5q-sy — AML ano EPO, (relaps _onem(_)cné_ni) — paliativni terapie
(cytozinarabinosid, hydroxyurea)
8/48 7 1931% 77 10 RAEB-II ano bez terapie
9/50 7 1937 77 8 AML ano paliativni terapie (hydroxyurea)
EPO (s efektem), zavislost na transfazich,
y 50-sy — RA/RARS — RAEB-I — kortikoterapie +G-CSF+ESP (s efektem),
10/51 z 19531 57 62 i AML X nepﬁbuzé)nské alogenni tran(splantace :
perifernich KB
11/52 7 1939+ 66 13 5q-sy X sledovani, pfi progresi pz_lliativni a substituéni
terapie
EPO, transfuzni zavislost, syngenni
, transplantace perifernich krvetvornych KB
12/53 V4 1964+ 48 74 RCMDk_) RAEB-¥11 —>ka}ku.tn1 X (relaps) — alogenni nepiibuzenska
megakatyocylamt feukemie transplantace perifernich KB, zvazovana
retransplantace
13/54 M 1949+ 59 13 RCMD — RAEB-I - AML X paliativni a substituéni terapie
14/55 M 1939} 72 3 RAEB-I/1I X transfizni zavislost

7 - 7ena, M - muz, RA - refrakterni anémie, RARS - refrakterni anémie s prstenditymi sideroblasty, RAEB - refrakterni anémie s nadbytkem blasti, RCMD - refrakterni

cytopenie s multilinearni dysplazii, AML - akutni myeloidni leukémie, 5q-sy - 5q- syndrom, EPO - erytropoetin, ESP - erytropoézu stimulujici hormony, X - bez klinické

zmény, KB - kmenové buiiky, MK - monozomalni karyotyp, dg. - diagnéza, CyA - cyklosporin A, CSF - kolonie stimulujici faktor, { - amrti
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Cytogenetické vySetfeni

U kazdého pacienta bylo alespon jednou provedeno cytogenetické vySetieni. Dale
bylo u vétSiny nemocnych provedeno vySetieni celého nebo jen ¢asti ,,panelu” MDS sond
pomoci FISH. mFISH vysetieni bylo provedeno u vSech pacientii (u pacientky ¢. 11 3,
U pacientky ¢. 53 2x), dohromady tedy bylo u 14 pacient provedeno 17 vySetfeni pomoci
metody mFISH. (viz Tab. VI).
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Tab. VI Vysledky cytogenetického a molekularné cytogenetického vysetfeni pacientti s komplexnim karyotypem (uvedena data se vztahuji

k 27.2.2014)
g FISH
Porady/ Datum Dg. Cytogeneticky nilez Zavér (mFISH + FISH)
C. pac. vySetreni 7 20 8
40-
43-46,XX komplexni 44, XX, der(7)t(7;21)(p?;?),+der(9)del(9)(p11pter)del(9)(qllqter),
1/5 23.7.2013 | RAEB-I | zmény[cpl6]/46,XX[4 2 2 1 | der(14)t(14;20)(p?;?),-16,-

] 18,der(19)t(19;21)(?;?),der(21)t(21;22)(?;?),-
21,der(22)t(20;22)(?;?),-22,+mar[cp5]
47,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—-5q?12::3q?13—3qter),t(7;
11)(q?31;?),der(10)?del(10)(p?)add(10)(?),-
14,der(17)t(14;17)(?;?),der(18)t(10;18)(q?;?)t(17;18)(?;?),+21,+

41-45,XX komplexni 21,+22[2]/46,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3g?13

19.11. 2012 RAEB-II | zmény[16]/46,XX,5q- 3 1 1 | —3qter),t(7;11)(q?31;?),der(10)?del(10)(p?)add(10)(?),-14,

[11/46,XX][3] der(17)t(14;17)(?;?),der(18)t(10;18)(q?;7)t(17;18)(?;?),+21,+22[
2]/44,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—>3q?27::
77q? —?q?),%(6;12)(q?;p?),-
7,1(7;11)(q?31;?),der(9)(3;9)(9?;q?31),72dic(12;18)(?;?),+mar[2]
45,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—3qter),der

2111 44-45 XX komplexni (Nt(7;11)(?g;?),der(10)t(1;10)(?q;?) [cp3]/46,XX,der(3;5) (3pter
15.7.2013 | RAEB-Il | prestavby[cpl1]/46,X 1 1 1 | >3q?12:5p11—>5q212::3q?13—3qter),der(7)t(7;11)(2q;?).-

X[9] 10,der(17)t(5;17)(?;p?12),der(18)t(17;18)(?;p?)t(10;18)(q?;q?23)
ins(18;14)(q?23;q?),+21,+22[cp3]/46,X X[8]
41,X,-X,der (3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—3qter),-

42-48, XX komplexni 7,der(10)t(10;18),der(11)t(7;11),-14,-

zmény[16]/ 16,der(17)t(14;17),der(18)t(17;18)(?;p?)t(10;18)(q?;q?23)ins(18;

80-88,XX komplexni 14)(q?23;9?),der(21)t(7;21)ins(21;16)[10]/45,XX,der(3;5)(3pter

21.10.2013 | AML | eny[31/46.XX[1]/ 3 | ND | ND | 5 012::5p11—50712+:3q213—3qter) t(7: 1 1)(q?31:2).i(8)(q10)
nalezeny &etné ,der(10)t(10;18),der(16)t(16;21),-

chromozoémové zlomy 14,der(17)t(14;17),der(18)t(17;18)
(?;pNt(10;18)(q?;q?23)ins(18;14)(q?23;q7?),+22[9]

pozn. nalez dle ISCN je zobrazen v ¢asti: Zavér (mFISH + FISH)
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FISH

Poradi/ Datum Dg. Cytogeneticky nalez Zavér (mFISH + FISH)
¢. pac. vysetreni 5 7 20 8
44-
44-48 chromozom, 49, XX o) 10 LOIS 4l 4SS e (L8P0
27.5.2013 | RARS t;rggle[z“;” 24 12 1 2 15 | 1510] der(16)t(11;1:16)(7:q7:9?)[6], der(L7)(3:17)(q?:2p)t(15:17)
viep (a?:7p)[5].der(20)t(15;20)(q?;0?)[5],+der(20)t(15;20)(q?:9?)[2],
3/15 +mar[8],+mar[4]
44-49,XX,-1,-3,-5,-7 -
10,-13,-15,-16,-17,-
5.11.2013 | RAEB-l | 20+8-13+tmar[ep30) | 5l \p | ND | ND ND
nalezeny 2 mitozy s
poctem 79 a 84
chromozoému
46,XY,del(5)(q31),der(12)del(12)(p?13)del(12)(g?13),der(?)t(?;1
45,XY del(5q),-7[5]/ . .
zmény[cpl5] 7.der(12)del(12)(p?13)del(12)(q?13),der(?)t(?:12)(p?:p?)[2]/44,
XY,del(5)(g31),-7,-12,der(?)t(?;12)(p?;p?)[2]
) . 42, XX,der(1)t(1;13)(g?;9?),dic(4;17)(q?;p?13?),der(5)t(4;5)(q?;q
5/25 23.9.2013 RfAbE,B s jg'x’[;%']c(m)[z]/ 2 | 3 | 1 | 1 |231)ins(5,20)(q?31q?31,q12q12),-7,-
torozou ' 13,2dic(17:20)(p?13:?),2dmin[6]/46,XX[10]
6/36 3 12 2012 AML | 4858 XY komplexni |\ o | \p | ND | ND | B8XY:*1+2.0el(5)(q?),+6,+8,+9,+10,+11,+13,+13 der(17)del(L

zmény[cpl5]

7)(p13.1)t(5;17)(q?;p?13),+19,+21,+22
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Poradi/

Datum

FISH

e VyEetteni Dg. Cytogeneticky nalez . . 20 5 Zavér (mFISH + FISH)
22.12.2005 | 5g-sy ;‘(6['1)8("’3'(5‘1)[8]/46'X 2 | ND | ND | ND ND
43,XX,?-5,?+7,7-8,7-
21. 11. 2006 AML 9,7-13,?-14,+mar 2 ND | ND | ND ND
7147 [cp16]/46,XX[14]
46,XX,del (5q)[2]/43,X
5.12. 2006 AML | Ri75247,2-872-9,%- ND | ND | ND | ND | 43,XX,-9,-13,-15[cp5]/46,XX[3
T 13,7-14,+mar XX,-9,-13,-15[cp5]/46,XX[3]
[cp5]/46,XX]3]
45,XX,del(5q),-7,-
%g]/;% XX del(5c) - 45, XX, del(5q),-7,1(18)/45,X X, del(50),-7/ 46,XX,del(5q).-
8/48 5. 8. 2008 RAEB-II | 2 der(iz)f @ 2 | 23 | ND | ND | 7,del(18q),+18/ 46,XX,del(5q),-
18 +2mar[2]/45,XX de 7,r(18),+18/46,XX,del(5q),der(7)t(7;16)(q?21;?q),+8,-16
1(50),der(12),-18 [6]
46,XX,der(1)t(1;10)(p?;?),der(1)t(1;17)(p?36;7?),del(3)(p?)(q?).d
er(4)t(1;4)(p?;?),del(5)(g31),der(10)t(4;10)(?;p?),del(7)(q31),der
43-45,XX,add(1q),?- (12)t(X;12)(?9;2q),der(14)t(14;16)(q?31;?p)ins(14;17)(q?31;?) d
3,del(5q),der(7)[cpll]/ er(17)t(14;17)(?;?),der(18)t(X;18)(?;p?),der(18)t(7;18)(?q;p?)[2]/
45,XX,add(1q),del(5q) 43,XX,der(1)t(1;17)(p?36;?),-3,del(5)(q31),-7,-

950 | 13.11.2013 | AML | - 2| 23 | ND I ND 1o Ger(14)t(14:16)(q?31:2p)ins(14;17)(q?31:2), der(L7)t(14:17)(2;
7,72der(16),?del(17p)[2] ?),der(18)t(X;18)(?;p?)[2]/45,XX,der(1)t(1;17)(p?36;?),del(3)(p?
146,XY[7] )(a?),del(5)(q31),del(7)(q22931),-

12,der(14)t(14;16)(q?31;?p)ins(14;17)(q?31;?),der(17)t(14;17)(?;
?),der(18)t(X;18)(?;p?)[2]
i 47,XX,?50-,- 47, XX ,1(5;11)(9?15;9?721),+der(5)t(5;11)(q?15;9?21[ 8]
9.3.2005 5q-sy 11,+2mar[8] 2 ND | ND | ND Prokazana amplifikace genu MLL (11g23).
RA/ 47,XX,?del(5q),der(11

10/51 4.2.2008 RARS | ),+mar[1]/46,XX [1] 24 | ND | ND | ND ND
47, XX ,t(5;11)(q?15;9?

27. 4. 2009 AML | 21),+der(5)t(5;11)(q?1 | 2,4 | ND | ND | ND ND

5,q721)[11]

81




Poradi/

Datum

FISH

o, L Dg. Cytogeneticky nalez c . 20 5 Zavér (mFISH + FISH)
47, XX,t(5;11)(9?15;9?
24.8.2009 AML 21),+der(5)t(5;11)(q?1 | 2,4 | ND | ND | ND ND
5;0?21)[12]
47, XXt(5;11)(9?15;9?
29. 10. 2009 AML 21),+der(5)t(5;11)(q?1 | ND | ND | ND | ND ND
5;0?21)[29]
10751 47, XX,1(5;11)(9?15;q9?
21),+der(5)t(5;11)(q?1
7.12.2009 AML 5:q221)[1] (pivodni ND | ND | ND | ND ND
klon)/46,XX[12]
11.1. 2010 AML | 46.XX[8] (darcovskd 1 | ND | ND | ND ND
dren)
i 46,XX,del(5q),der(9),d 46,XX,del(5)(g?),t(9;12)(p?22;q?15)
11/52 15.12.2004 5q-sy er(12)[15] 2 1 ND | ND V mitdzach byly nalezeny dmin.
44, XX,-4,-
44-46,XX,-4,del(7q),- 1Ny . . .
a1 1o 4 i 5,del(7)p(?)q(?),der(10)t(4;10)(g?;p?12),+der(10)t(4;10)
B LA RO e e 2 NP D eq)ins(10:5)(q2:2a)(5:10)(2q;p?) der(12)ins(12:18) 2:07) -
18,der(20)t(4,20)(?q;a?)t(5;20)(?q;p?)[10]
21. 6. 2007 RCMD | pouze FISH 1 1 ND | ND ND
19. 7. 2007 RCMD | pouze FISH 1 ND | ND | ND ND
2.10. 2007 RCMD pouze FISH 1 ND | ND | ND ND
12/53 nalezeny 3  mitozy
S poctem 41-45
13. 6. 2008 RAEB-II | chromozomu s 3 ND | ND | ND ND
komplexnim
karyotypem
47,XX,?dup(4p),-
47,XX,der(4),der(7),- 5,del(7)p(?)q(?),der(10)t(4;10)(g?;p?12),+der(10)t(4;10)(?q;q?)i
6. 10. 2008 RAEB-II | 10,-11,-12,-18,+19,- 3 ND | ND | ND | ns(10;5)(q?;?q)t(5;10)(?q;p?),der(12)ins(12;18)(q?;q?),-
20,+5mar[4]/46,XX[2] 18,+19,+der(20)t(4;20)(?q;g?)t(5;20)(?q;p?)[2]/46,XX[2]

Byla nalezena 1 mitéza s karyotypem ptivodniho klonu.
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Poradi/ Datum FISH

& pac VyEetteni Dg. Cytogeneticky nalez 5 . 20 g Zavér (mFISH + FISH)
14.1.2009 | RAEB-Il | nediagnosticky vzorek | ND | ND | ND | ND ND
12.3.2009 | RAEB-II | pouze FISH 1 | ND | ND | ND ND

12/53 10.12.2012 | RAEB-Il | 100% chimerizmus ND | ND | ND | ND ND
31.1.2013 | RAEB-II ﬁféﬁX)Y[zo] (dércovskd | \p | ND | ND | ND ND
14. 2. 2013 RAEB-II, | 46,XY[8] (darcovska nD | ND | ND | ND ND

AMegL dren)

46,XY,del(5),i(8q),der
(16),der(17),der(21)[7
13/54 10. 9. 2007 RAEB-I | ]/46,XY,del(5),der(17) | ND | ND | ND 5
[51/46,XY del(5),+8,-
16, der(17),der(21)[3]

46,XY,del(5)(q?),i(8)(q10),del(16)(q?),der(17)t(X;17)(q;p?),der
1)t(1;20)(?q;pMN)[71/46,XY ,del(5)(g?),der(16)t(1;16)(?q;q?),de
r(17)t(X;17)(q?;p?)[2]/46,XY ,del(5)(q?),der(17)t(X;17)(9?;p?)[
2]

43,X,-

Y ,der(5),?der(9),?-

16,7-18,7+19,?-20,- 47,XY,del(5)(g31?9?),der(18)t(18;22)(q?;?),+19,del(20)(q12),d
22 +2mar[cp7]/46,X, er(20)t(20;22)(?;?),der(22)t(20;22)(?;?))[2]/43,X,-

14/55 | 18.6.2012 | RABB-IHII |y Sheisg)+10der20 | 2 | T | 2 | 1 | v.del(5)(q3127).der(6)ins(6:Y)(q?21:7)ins(6:16)(q?22;7),-16.-
),der(22)[5]/47,XY ,de 18,del(20)(g12),der(20)t(20;22)(?;?),der(22)t(20;22)(?;?)[cp8]
r(5),?der(16),+19,?der
(22)[2]/46,XY[1]

1 - normalni nalez, 2 - delece, 3 - monozomie, 4 - zmnozeni oblasti 5p15, 5 - trizomie, RA - refrakterni anémie, RARS - refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty,
RAEB - refrakterni anémie s nadbytkem blasti, RCMD - refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii, AML - akutni myeloidni, 5q-Sy - 59- syndrom, AmegL - akutni
megakaryocytarni leukémie, dg. - diagndza
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Nejcastéisi cytogenetické zmény a nejlastéji postizené chromozdémy u pacientil ze souboru

pacientt s komplexnim karyotypem

Hodnoceni zafazeni jednotlivych chromozémt do komplexnich zmén ukézalo, ze

soucasti komplexnich zmén mohou byt v§echny chromozémy.

Mezi nejcastéji postizené chromozémy patii chromozém 5 (21 zmén = 10,3 %), 7
(21 zmén = 10,3 %), 18 (14 zmén = 6,9 %), 20 (13 zmén = 6,4 %), 16 a 17 (12 zmén = 5,9
%). Soucasti 11 zmén byly chromozomy 1 a 21 (5,4 %). Soucasti 10 zmén je chromozém
10 (4,9 %). Kazdy z chromozomu 4, 12 a 22 byly 8x soucasti zmén (3,9 %). Chromozomy
8 a 14 byly soucasti 7 zmén (3,4 %). 6 zmén postihlo chromozomy 3 a 11 (= 2,9 %).
Chromozémy 9 a 13 byly soucastmi 5 zmén (2,5 %). Nejméné Casto byly cytogeneticky
postizeny chromozémy 15, 19 a X (4 zmény = 2 %), chromozomy 6 a Y (3 zmény = 1,5
%) a chromozom 2 (1 zména = 0,5 %) (viz Tab. VI).

Tab. VII Udaje o &etnosti viech zmén postihujici konkrétni chromozém u 14 pacienti

S komplexnim karyotypem

Chromozéom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

cetnost 11 1 6 8 21 3 21 7 5 10 6 8
poradi 5 13 9 7 1 12 1 8 10 6 9 7
% 54 (0512939 |103| 15 |103| 34 | 25|49 | 29 | 39

Chromozém | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

¢etnost 5 7 4 12 12 14 4 13 11 8 4 3
poradi 10 8 11 4 4 2 11 3 5 7 11 12
% 25 134120595969 |20)|64|54]|39]|20]| 15

Cetnost = pocet, kolikrat je dany chromozom soucasti cytogenetické zmény, pofadi = potadi chromozomi
dle Cetnosti (1 - nejéasteji postizeny chromozém, 13 - nejméné Casto postizeny chromozom, % = Cetnost
vyjadiena procentualng)
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U pacientl s komplexnim karyotypem bylo zaznamenano 12 typt cytogenetickych
zmén:  translokace, inzerce, delece, monozomie, dicentrické chromozomy,
izochromozémy, ring chromozoém, zmnozené oblasti, duplikace, trizomie, marker

chromoz6émy a double minutes.

Graf 1 Cetnost vyskytu balancovanych a nebalancovanych aberaci u viech pacientt

S komplexnim karyotypem

B BALANCOVAME ABERACE
m NEBALANCOVANE ABERACE

Nejcastéjsi zmeénou byly translokace. Urcili jsme celkem 44 translokaci (30 %). 35
translokaci, do kterych byly zapojeny 2 chromozoémy, 4 reciproké translokace, do kterych
bylo zapojeno 8 chromozémi a 5 translokaci, do kterych byly zapojeny 3 chromozdémy.
Druhou nejcastéjsi zménou byla monozomie (29x = 20 %), nasledovala delece (27x = 18
%), trizomie (26x = 17 %), 15 chromozomu bylo soucasti inzerci (= 7 inzerci, do jedné
inzerce zapojeny 3 chromozémy = 5 %) 8 chromozdémi tvofilo dicentrické chromozomy (3
%), 3x byl pfitomen marker chromozoém, 2x byl pfitomen izochromozom, 2x double

minutes a jednou doslo ke vzniku ring chromozomu a duplikace (viz Graf 2).
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Graf 2 Udaje o procentualnim zastoupeni konkrétnich zmén u pacientd s komplexnim

karyotypem

Wtransloksce
Emanazomis
mdelace

Wtrizamie

Winzerce
mdicentricky chromozdm
Emarker chromaozam
Wizochromozdm
mzmnozeni

mdouble minutes
Wring chromozom

mduplikace
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Tab. VIII Udaje o tom, které chromozémy a jakou zménou byly postizeny

Cetnost

a

3

7

1]

3

4

3

2

1
& 1|2 3]la|s|e6]7|s|o|w|u]2]1a|1a]15]16

.. . 1

&izlo chromozomu 5
3 |

Monozome 4

marker chromozom 3

1]

7

B

9

10

11

12

13

14

M - marker, DM - double minutes
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17

18

19

20

21

22

Y

DM




A) Balancované abnormality

Inzerce

Bylo zaznamenano 7 inzerci, kterych se ucastnilo 15 chromozémi (v jednom
ptipad¢ 3 chromozdémy), 2x chromozémy 5, 14, 16 a 18, 1x chromozémy 3, 6, 12, 17, 20,
21a.

Reciproké translokace

U pacienti se dohromady vyskytovaly 4 repiproké translokace, kterych se ucastnilo

8 chromozémi, 2X chromozomyy 11 a 12, 1X chromozomy 5, 6, 7 a 9.

B) Nebalancované abnormality
Translokace

Souc¢asti nebalancované translokace byl nejcastéji chromozom 1 9x (9,7 %).
Nasledovaly chromozémy 7 a 17 8x (8,6 %), chromozém 10, 20 a 21 6x (6,5 %),
chromozémy 4, 5, 16, 18 a 22 5x (5,4 %). Chromozémy 11 a 14 byly 4x soucasti
translokace (4,3 %.) Dalsi v potadi byly chromozémy 3, 12 a X 3x (3,2 %). Chromozémy
9 a 15 byly soucasti dvou translokaci (2,2 %). Zbyvajici chromozémy (6, 8, 13, 19)
vstoupily do translokace pouze jednou (1 %). Chromozomy 2 a Y nebyly ani jednou
soucasti translokace.

(pozn. V kapitole Nebalancovné abnormality - Translokace i v Tab. IX je pocetni a procentualni

vyjadieni, kolikrat se chromozém zucastnil translokace, uvedeno pro balancované a nebalancované

translokace dohromady)
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Tab. 1X Udaje o tom, kolikrat byl konkrétni chromozém u pacientil ze souboru soucasti

translokace (balancované a nebalancované translokace dohromady)

Chromozom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
cetnost 9 0 3 5 5 1 8 1 2 6 4 3
poradi 1 9 6. 4 4 8. 2 8. 7 3 5. 6

% 9,7 0 32 | 54 |54 |10 |86 |10 | 22|65 | 43 | 32

Chromozéom | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
cetnost 1 4 2 5 8 5 1 6 6 5 3 0
poradi 8 5 7. 4 2 4. 8. 3 3 4. 6 9

% 10|43 |22 |54 |86 |54 | 10|65 |65 ]| 54 32 0

Tab. X Udaje o chromozémech vstupujicich do translokace

Derivovany Chrorm 0z6my, kter¢ Frekvence Poiadi (1-5) na zakladé
chromozom s chromozémem vstupovaly do translokace frekvence translokace
translokace
1 10, 13, 17 3 3
3 7 1 5
4 1 1 5
5 4,11 2 4
6 12 1 5
7 11, 16, 21,11 4 2
8 1,7 1 5
9 3,12 2 4
10 1,4,4,18 4 2
11 5,7, 3 3
12 6,9, X 3 3
14 16, 20 2 4
16 1,1,21 3 3
17 3,5,5,14, 14,15, X 6 1
18 7,10,17,22, X 4 2
19 21 1 5
20 4,5, 15,22 3 3
21 1,7,22 3 3
22 20, 20 2 4

Tucné zvyraznéné Cislo chromozému poukazuje na reciprokou translokaci (v tabulce je zapsana u obou
piislusnych chromozomi). Zluté oznatena ¢&isla chromozOémi znamenaji, e tyto chromozomy jsou
translokovany na konkrétni chromozom u jednoho pacienta v jednom klonu, tudiz ,,nositel* translokace je
povazovan za jednou translokovany (to se projevi v kolonce: kolikrat byl chromozém translokovan, kdy
soucet je o 1 jednotku nizs$i nez pocet chromozomu, které s konkrétnim chromozémem vstupovaly do
translokace).
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Monozomie

Nejcasteji monozomicky byl chromozém 7 (5x = 17,2 %), dale chromozém 16 (4x
= 13,8 %) a chromozom 18 (3x = 10,3 %). U 2 pacientii byla monozomie nalezena
U chromozomi 12, 13, 15a Y (6,9 %). Monozomie chromozomu 3, 4, 5, 9, 10, 14, 21, 22
a X byla u vSech pacienti dohromady pozorovana pouze 1x (3,4 %). Monozomie nebyla
nikdy pozorovana pro chromozéomy 1, 2, 6, 8, 11, 17, 19 a 20.

Tab. X1 Udaje o tom, jaké chromozomy a kolikrat byly monozomické

chromozom 3 4 5 7 9 10 12 13 14 15 16 18

éetnost 1 1 1 5 1 1 2 2 1 2 4 3
poradi 5 5 5 1 5 5 4 4 5 4 2 3
% 341|134 |34 |172| 34| 34|69 |69 | 34| 69 |138] 10,3
Chromozom | 21 22 X Y
¢etnost 1 1 1 2
poradi 5 5 5 4
% 34|34 | 34| 69
Delece

Delece byla pozorovana ve 27 ptipadech. V 11 piipadech se jednalo o deleci
chromozomu 5 (40,7 %). V 7 ptipadech o deleci chromozomu 7 (25,9 %), ve 3 piipadech
0 deleci chromozému 20 (11,1 %). Jednou byl deletovan chromozom 3, 10, 12, 16, 17 a 18
(3,7 %).

Tab. X1l Udaje o tom, které chromozomy a kolikrat byly deletovany

Chromozéom 3 5 7 10 12 16 17 18 20

éetnost 1 11 7 1 1 1 1 1 3
poradi 4 1 2 4 4 4 4 4 3
% 3,7 |140,7 259 3,7 | 3,7 | 3,7 | 37 | 3,7 | 111
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Trizomie

Trizomie byla potvrzena ve 26 ptipadech. Ve 4 ptipadech postihovala chromozém
8 (15,4 %), ve 3 ptipadech chromozém 19 a 21 (11,5 %). 2x byla nalezena u chromozému
9,10, 13, 20 a 22 (7,7 %). Jednou se vyskytovala trizomie chromozémi 1, 2,5, 6, 11 a 18
(3,8 %).

Tab. X111 Udaje o tom, jaké chromozémy a kolikrat byly nadpoéetné (trizomie)

Chromozéom | 1 2 5 6 8 9 10 | 11 | 13 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22

cetnost 1 1 1 1 4 2 2 1 2 1 3 2 3 2
poradi 4 4 4 4 1 3 3 4 3 4 2 3 2 3
% 38 (38|38 |38 (154 |77 |77 |38 |77 |38|115| 77 |115| 77

Dicentricky chromozom

Dicentricky chromozém byl tvofen ve 2 ptipadech chromozémem 17. Jednou byl

do tvorby dicentrického chromozdému zapojen chromozém: 1, 4, 7, 12, 18 a 20.
Izochromoz6m, zmnoZeni

Izochromozom byl pfitomen 2x, v obou pfipadech se jednalo o izochromozom
dlouhych ramen chromozému 8. Zmnozeni bylo taktéz ptitomno ve 2 ptipadech. Jednou se

jednalo o chromozém 5 (5p15), ve druhém piipad€ o chromozém 11 (11g23).
Ring chromozom, duplikace

Ring chromozém byl pfitomen v 1 ptipadé€, jednalo se o ring chromozom 18.
V 1 ptipadé také doslo k duplikaci u chromozomu 4 (oblast 4p).
U pacientl byly ve 3 pfipadech nalezeny marker chromozdémy, jejichZ ptivod nebyl uréen

a ve 2 ptipadech double minutes.

Monozomalni karyotyp

6 ze 14 pacientll disponovalo monozomalnim karyotypem, z toho 4 pacienti neziji

ey

(2 pacienti ziji, délka jejich pfezivani je z divodu nedavné diagnostiky zatim niZsi, nez
prumérna). Délka ptezivani 4 jiz nezijicich pacienti byla u 3 z nich vyrazné nizsi, nez je
pramérné piezivani u pacientll s komplexnimi zmeénami, u jednoho pacienta se délka

prezivani rovnala pfiblizné¢ primeéru. V souboru se vyskytovalo dalsich 5 pacientd, ktefi
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zemfeli, délka jejich ptezivani byla kratsi, nez je primér, ale monozomalnim karyotypem
nedisponovali. JelikoZ se jedna o maly soubor pacientti, nelze z n¢j vyvozovat dusledky,

zda MK ptedznamenava horsi prognozu nez pritomnost komplexnich zmén.

Lécba

U 2 pacienti byla indukovana pouze podpirna 1é¢ba (transfuze). 3 pacienti byli
1éCeni kombinaci podpurné a paliativni 1é¢by. U 4 pacienti byla indukovana pouze
paliativni 1é¢ba. U 1 muze neni 1é¢ba znama, u 2 Zen terapie neprobihala. 2 pacienti byli
z dGivodu zavislosti na transfuzich transplantovani. Jako paliativni 1é¢ba byla 4x zvolena

lécba azacytidinem, dale chemoterapeutiky cytozinarabinosidem, hydroxyureou

a imunosupresivem cyklosporin A.
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Progrese onemocnéni, amrti

5 pacientl, u kterych doslo k progresi do AML a 1 pacientka, u které doslo ke
vzniku akutni megakaryocytarni leukémie, zemieli, 2 pacientky s progresi do akutni
leukémie ziji. Pfi¢ina umrti je zndma u 3 pacientek, u 2 pacientek (¢. 51, 53) doslo
k multiorganovému selhani, u pacientky ¢. 47 byla piic¢inou febrilni neutropenie. U dalsich

pacientli ndm nejsou divody znamy (pacienti ze spadovych ambulanci).

Vyhodnoceni

Primérny vek pacienti s komplexnim karyotypem byl 65,4 roku. Piezivani ¢inilo
17 mésica. Literatura uvadi pfezivani pacienti s CK na zhruba 10 mésic. Rozdil mezi
hodnotami miize zptisobovat maly poéet analyzovanych pacientii. Cetnost balancovanych
vs. nebalancovanych zmén a typ nejastéji aberovanych chromozémi koreluji s daty

z literatury (Greenberg et al., 2012; Haase, 2008).

Ze 148 chromozémovych zmén bylo 93 % nebalancovanych abnormalit a 7 %
abnormalit balancovanych. Nejcastéji byly pfitomny translokace (30 %), poté monozomie
(20 %), nasledovaly delece (18 %), 17 % zmén byly trizomie a 5 % inzerce. 3 % zmén
tvofily dicentrické chromozémy, 2 % marker chromozémy a 1 % bylo zastoupeno

zménami: izochromozom, zmnozeni, double minutes, ring chromozém, duplikace.

Nejcastéji byly soucasti zmeén chromozémy 5 (10,3 %), 7 (10,3 %), 18 (6,9 %), 20
(6,4 %), 16 (5,9 %), 17 (5,9 %), 1 (5,4 %), 21 (5,4 %), 10 (4,9 %). Zbylé chromozoémy

byly soucasti zmén v méng¢ jak 4 %.

Chromozom 5 nejcastéji postihovala delece oblasti 531 (52 %) a translokace (24
%), poté inzerce (10 %). V5 % postihla chromozém 5 monozomie, také trizomie
a zmnozeni (oblast 5p15). Chromozém 7 byl nejcastéji soucasti translokaci (38 %) a deleci
(33 %) a byl postizen monozomii (24 %), v jednom piipad¢ tvofil dicentricky chromozém
(5 %). Chromozom 18 byl nejcastéji soucasti translokace (36 %), poté monozomie (21 %)
a inzerce (14 %). V 7 % byl chromozém soucasti dicentrického chromozému, tvofil ring
chromozém, byl deletovan anebo byl nadbyteény (trizomie). Chromozom 20 byl také
nejvice derivovan translokacemi (46 %) a deleci oblasti 20q12 (23 %), tfeti nejCastéjsi
zménou byla trizomie (15 %). V 8 % byl chromozom postizen inzerci a taktéz tvofil
1 dicentricky chromozém. Chromozém 16 byl nejvice soucasti translokace (42 %) nebo

byl postizen monozomii (33 %), v 17 % se ucastnil inzerce a v8 % byl deletovan.
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Chromozém 17 byl taktéZ nejvice postizen translokacemi (67 %), v 17 % byl soucasti
dicentrického chromozému a v 8 % byl soucasti inzerce a také delece. Translokace
postihovala chromozom 1 v82 %, v9 % byl chromozém soucésti dicentrického
chromozomu a byl nadbyteény (trizomie). Chromozom 21 byl soucasti translokace v 55 %,
ve 27 % byl soucasti trizomie a v9 % byl soucasti inzerce a rovnéz monozomie.
Chromozom 10 nejcastéji postihla translokace (60 %), ve 20 % monozomie a v 10 %

delece a stejné tak monozomie.

Nejcastéji byl soucasti translokace chromozéom 1, 7 a 17, poté chromozémy 10, 20
a 21. Delece nejvice postihovala chromozom 5 a 7. Monozomii byly postizeny nejcastéji

chromozomy 7, 16 a 18. Trizomie postihla nejcastéji chromozémy 8, 19, 21.

Dohromady u vSech pacientii bylo zaznamenano 148 zmén (44 translokaci, 29
monozomii, 27 deleci, 26 trizomii, 7 inzerci, 4 dicentrické chromozomy, 3 marker
chromozémy, 2 double minutes, 2 izochromozomy a 2 zmnozeni oblasti, 1 ring
chromozém a 1 duplikace). Celkem 23 chromozoémi bylo soucasti balancovanych
abnormalit (15 chromozomil - inzerce, 8 chromozomil - reciproké translokace) (= 7 %).
181 chromozému bylo souéasti nebalancovanych strukturnich abnormalit nebo aneuploidii
(85 chromozomu - nebalancované translokace, 29 monozomii, 27 deleci, 26 trizomii,
8 chromozomu - dicentrické chromozoémy, 2 izochromozoémy, 2 zmnozené oblasti, 1 ring
chromozom, 1 duplikace) + 3 marker chromozémy a 2 double minutes. (= 93 %). Jako

ptiklad nemocnych s komplexnim karyotypem uvadim vysledky nemocné €. 11.

Klonalni vyvoj - pacientka ¢. 11

Pacientka ¢. 11 byla vySetfovana na hematologii v Opavé, do Olomouce na HOK
byla odeslana k doSetfeni. V prubéhu 1 roku dochazelo postupné ke zméné klinického
stavu a nemocna byla tfikrat vySetfena v cytogenetické laboratofi. V prvnim a druhém
odbéru byl u pacientky vysetien cely MDS panel, v poslednim odbéru chromozém 5 a 7.
Pacientka v prubéhu roku (12 mésici) progredovala z RAEB-II do AML a zemfela.
Vysledky opakovaného vySetieni jsou piikladem klonalniho vyvoje, a proto je pacientka

uvadéna podrobnéji.
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1. odbér - dg. RAEB-I1

Cytogenetika

Cytogenetika prokazala pifitomnost 16 mitéz s komplexnimi zménami, 3
s normalnim karyotypem a 1 s deleci dlouhého ramene chromozoému:
1)41-45, XX komplexni zmény[16]

2)46,XX[3]
3)46,XX,50-[1]

FISH

Pomoci metody FISH byla detekovdna delece dlouhého ramene chromozému 5
(oblast 5031) v 50 % bunék. U 32 % bunék byla nalezena delece kratkého i dlouhého
ramene chromozému 5 soucasné (oblast 5p15.2 a 5q31). Stejné tak byla detekovana
monozomie chromozému 7 ve 21 % bunck a delece dlouhého ramene chromozému 7

v 7 % bunék (oblast 7q31), coz je hodnota na hranici cut off.

mFISH

Metoda mFISH odhalila pfitomnost 3 klont, které koresponduji se zminénymi
vysledky z cytogenetiky a FISH. V prvnim odbéru byly u pacientky nalezeny 3 klony. Ve
vSech klonech byla zjisténa delece oblasti kratkého 1 dlouhého ramene chromozému 5
a pritomnost inzerce chromozému 5 do chromozému 3. Soucasné se ve vSech klonech
vyskytovala reciproka translokace mezi chromozémy 7 a 11. Prvni a druhy klon se lisily
pfitomnosti nadpocetného chromozému 21. Ve tietim klonu se pak navic vyskytovaly

zmény, které se jiz v dalSich odbérech nevyskytovaly: t(6;12), -7, t(3;9) a dic(12;18).
1. klon:

47,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—3qter),t(7;11)(q?31;?),der(10)?del(1
0)(p?)add(10)(?).-
14,der(17)t(14;17)(?;?),der(18)t(10;18)(q?;2)t(17;18)(?;?),+21,+21,+22[ 2]

2. klon:

46,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—-5q?12::3q?13—3qter),t(7;11)(q?31;?),der(10)?del (1
0)(p?)add(10)(?),-14,der(17)t(14;17)(?;?),der(18)t(10;18)(9?;2)t(17;18)(?;?),+21,+22[2]

95



3. klon:

44, XX der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—-5q?12::3q?13—3q?27::77q?—?q?),t(6;12)(q?;p?),-
7,1(7;11)(9?31;?),der(9)t(3;9)(9?;q?31),7dic(12;18)(?;?),+mar[ 2]

Obr. 15 mFISH - 1. odbér, 2. klon (obrazek ziskan z Cytogenetické a molekularné
cytogenetické laboratofe HOK)

2. odbér - dg. RAEB-I, 1é¢ba azacytidinem

Cytogenetika

Cytogenetika opét potvrdila pfitomnost komplexnim zmén, ale 1 pfitomnost

normalnich karyotypt, které byly pfitomny ve vétsi mite, neZ v prvnim odbéru:
1)44-45 XX, komplexni piestavby[cp11]

2)46,XX[9]
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FISH

Metoda FISH detekovala deleci dlouhého ramene chromozému 5 v 72 % bun¢k
(oblast 5q31). Ve 2,6 % bunék byla nalezena delece obou ramen chromozému 5 (oblast
5pl15.2 a 5q31). Delece dlouhého ramene chromozomu 7 byla nalezena ve 4 % bunck, opé&t
se jednalo o hranici cut off (oblast 7q31). Oproti prvnimu odbéru nebyla monozomie

chromozému 7 prokdzana.

mFISH

Metoda mMFISH opét prokazala pritomnost 3 klond se zménami, které
korespondovaly s nalezy z cytogenetiky a FISH. Napadna mensi Cetnost a rtiznorodost
zmén poukazuje ziejmée na to, ze se jedna o dusledek 1é¢by azacytidinem, kterou pacientka
v dob& druhého odbéru prodélavala. Byl dokonce nalezen klon s normalnim karyotypem.
V prvnim a druhém klonu doslo k vyrazné minimalizaci poctu zmén. V zadném klonu
nebyla pfitomna monozomie chromozému 7 ani delece oblasti 7q31. V patologickych
klonech se nevyskytovala reciproka translokace mezi chromozémy 7 a 11, ale pouze
translokace chromozému 11 na chromozém 7. Nalez mize odpovidat ucinnosti 1éCby,

a tedy snizeni po¢tu komplexnich zmén v karyotypu.

1. klon:
45,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—-5q?12::3q?13—3qter),der(7)t(7;11)(?q;?),der(10)t(1
110)(?;?)[cp3]

2. klon:

46,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—-5q?12::3q?13—3qter),der(7)t(7;11)(?q;?),-
10,der(17)t(5;17)(?;p?12),der(18)t(17;18)(?;p?)t(10;18)(g?;q?23)ins(18;14)(q?23;9?),+21,
+22[cp3]

3. klon:

46,XX[8]
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3. odbér - dg. AML, paliativni symptomaticka a substitu¢ni terapie

Cytogenetika

Cytogenetika odhalila ptfitomnost komplexnich zmén a ¢etnych chromozémovych

zlom1, byl pfitomen pouze 1 normalni karyotyp:
1)42-48, XX, komplexni zmény[ 16]
2)80-88,XX ,komplexni zmény[3]

3)46,XX[1]

Nalezeny ¢etné chromozémové zlomy.

FISH

Vysetieni chromozému 5 prokazalo deleci dlouhého ramene v 74 % bun¢k (oblast
5q31). Delece kratkého ramene chromozomu 5 nebyla oproti piedchozim odbérim
pfitomna, chromozémy v metafdzi vSak odhalily translokaci oblasti 5p15.2 kratkého
ramene na jiny chromozom. 10 % bunék vykazovalo monozomii chromozému 7, kdy byly

ptfitomny 2 signaly pro oblast 7q31.

mFISH

Metoda mFISH prokazala pfitomnost 2 kloni se zménami pozorovanymi
Vv cytogenetice a FISH. Vysledky svéd¢i o opétovné progresi, kdy byla jiz pacientka
diagnostikovana jako AML. Ve vsech klonech byla opét ptitomna inzerce chromozomu 5
do chromozému 3, kdy bylo deletovano pouze dlouhé rameno chromozomu 5. FISH
odhalila pfitomnost kratkého ramene chromozému 5 (oblast 5p15.2) a jeho translokaci na
jiny chromozoém. Ani pfitomnost oblasti 5p15.2 ani lokalizaci translokace nebyla metoda
mFISH schopna zaznamenat, mohlo se jednat o malou oblast pod limitem detekce metody.
Oblast 5p15.2 byla pravdépodobné translokovana na chromozém 17, jako tomu bylo
Vv ptedchozim odbéru: der(17)t(5;17). V tomo odbéru metoda mFISH prokazala translokaci
chromozomu 14 na chromozém 17: der(17)t(14;17), to mohlo znemoznit detekci
pfitomnosti malé casti kratkého ramene chromozému 5 s oblasti 5p15.2. ,,Nadbytecna
oblast” 7q31 v klonu s monozomii chromozomu 7 byla translokovana na chromozéom 11.

Dale byly pfitomny zmény, které byly v pfedchozich odbérech nalezeny, i zmény nové.
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1.klon:

41,X,-X,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—3qter),-
y7,der(10)t(10;18),der(11)t(7;11),-14,-
16,der(17)t(14;17),der(18)t(17;18)(?;p?)t(10;18)(q?;9?23)ins(18;14)(q?23;q?),der(21)t(7;2
1)ins(21;16)[10]

2.klon:

45,XX,der(3;5)(3pter—3q?12::5p11—5q?12::3q?13—3qter),t(7;11)(q?31;?),i(8)(q10),der(
10)t(10;18),der(16)t(16;21),-
14,der(17)t(14;17),der(18)t(17;18)(?;p?)t(10;18)(q?;9?23)ins(18;14)(9?23;97?),+22[9]

Vyskyt nékolika klonl s rozsdhlymi piestavbami karyotypu svédci o klondlnim

Vyvoji a progresi onemocnéni.

der(3;5),

Diagllﬁza der(7),der(10),
der(11), -14,
der(17),der(18),
/ +21,+22 \
der(3;5), t(6;12)
S1E(711),der(9),
dic(12,18) ,+mar
Ly der(3;5),
Lecbﬂ der(7),der(10)
der(3;5)
der(7),
-10,der(17),
der(18)+21.422
der(3;5),
I,
Relaps der(10),dex(11),
-14, -16,
der(17),der(18),

der(2l)

der(3;5)
7i(8q)
der(10),der(11),
-14, der(16),
der(17),der(18),
+22

Obr. 16 Schematické zobrazeni klonalniho vyvoje v pribéhu onemocnéni pacientky €. 11
(Cervené jsou popsany zmény, které jsou spole¢né v klonu, ¢erné jsou zmény nové, spojené

S klonalnim vyvojem)
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10 DISKUZE

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemocnéni pluripotentni kmenové
bunky. Mutace v pluripotentni kmenové burice zptsobi chybnou diferenciaci bunék, a to
vede Kkneefektivni hematopoéze (Vondrakova, 2010). Riznorodost klinickych,
morfologickych 1 cytogenetickych znakti, kterymi se MDS vyznacuje, fadi toto
onemocnéni mezi zna¢n¢ heterogenni. 20-30 % pacientti progreduje do akutni myeloidni
leukémie (AML) (Krejéi et al., 2008). Pokud neni znama pii¢ina vzniku MDS, je
oznacovana jako primarni (p-MDS) (Vondrikova, 2010). U 50-70 % takovych pacientl
jsou pritomny cytogenetické zmény (Delforge, 2003). Sekundarni MDS (t-MDS) vznika po
predchozim vlivu mutacnich latek (benzen, pesticidy, organicka rozpoustédla aj.) nebo po
piedchozi radioterapii ¢i chemoterapii (Vondrakova, 2010). U 90 % pacienti s t-MDS jsou
taktéZ pritomny cytogenetické zmény (Delforge, 2003).

5g- syndrom

Charakteristika

WHO Kklasifikace rozdéluje MDS na 7 subtypt, jednim z nich je 5g- syndrom,
kterym se prace detailnéji zabyva (FAB klasifikace tento subtyp MDS nedefinuje)
(Malcovati et Nimer, 2008). 59- syndrom je pozorovan u 10 % nemocnych MDS (Orazi et
Czader, 2009). Je definovan jako: Primarni myelodysplasticky syndrom (MDS) s del(5q)
jako jedinou zménou karyotypu a se zvySenym mnozstvim blasti (Boultwood et al., 1994).
Prognéza je u tohoto subtypu MDS dle IPSS pfizniva, do AML progreduje ,,pouze* 5-
16 % pacientii (Malcovati et Nimer, 2008). Median ptezivani se udava na 5,3 roku (tj.

ptiblizné 64 mésici) (Greenberg et al., 2012).

Srovnéani naSich dat a vysledku s literaturou

Cytogeneticky, molekularné cytogeneticky a klinicky jsme hodnotili soubor celkem
15 nemocnych s diagnézou 5q- syndrom. Jednalo se 0 12 Zen a 3 muze. K datu 27. 2. 2014
10 pacientl Zilo (8 Zen, 2 muzi), 5 zemielo (4 Zeny, 1 muz). Nalezy jsme porovnali s Gdaji
V literatute. Zjistili jsme, Ze ve shod¢ s literdrnimi idaji nemocni s 50- syndromem maji
mirny pribéh onemocnéni a pouze u 4 doslo ke klinickému vyvoji, u 2 pacientd (13 %)
doslo k progresi do AML, coz se shoduje s daty v literatufe (Malcovati et Nimer, 2008),

u 1 pacientky se vyvinula sekunddrni myelofibr6za a u 1 pacientky doslo k vyvoji do
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RAEBI-II. U dalsich 13 % pacientl doslo ke klonalnimu vyvoji a ke vzniku jedné ptidatné
zmény. Kromé jedné pacientky s jednou piidatnou zménou (deleci dlouhého ramene

chromozdému 20), vSichni pacienti, u kterych doslo k progresi onemocnéni, zemieli.

Vékovy median pacientit byl 65,4 rokli. Median piezivani ¢inil 80 mésict. Tento
udaj zcela nekoresponduje s daty uvadénymi v literatuie (Greenberg et al., 2012), coz
pritomna delece dlouhého ramene chromozému 5. Na zakladé cytogenetiky byla velikost
delece stanovena u 7 pacientl jako velka, stiedné velka delece se vyskytovala u 6 pacienta
a mala delece u 2 pacientl. VySetieni FISH prokazalo, ze delece zahrnovala vzdy
miniméln¢ deletovanou oblast v pruhu 5q31. Velikost delece byla studovana v praci
Malloa et al. (2011), ktefi vztah velikosti delece a progndzy nemocnych nepotvrdili. Pfesto
je urCeni rozsahu delece vyznamné z hlediska velikosti deletované oblasti geni v ni

lokalizovanych (Jerez et al., 2012).

Komplexni karyotyp

Charakteristika

Druha skupina pacientli, kterd je v praci detailnéji popséna, jsou pacienti
s komplexnim karyotypem. Komplexni karyotyp (CK) je obecné definovan jako nalez 3
avice zmén v karyotypu nemocného (Haase et al., 2007). FAB klasifikace ani WHO
klasifikace nezarazuji pacienty s komplexnim karyotypem do konkrétniho subtypu MDS.
| pfesto je nezbytné nutné takovy karyotyp stanovit, jelikoZ ma rozhodujici vyznam pfii
urovani prognézy. Dle IPSS je prognoza v ptipadé CK velmi Spatna (Greenberg et al.,
2012). Median piezivani se udava na 0,8 roku (tj. pfiblizn¢ 10 mésict). Riziko progrese do
AML je velké (Trost et al., 2006). CK se vyskytuje u 15 % p-MDS a u 50 % t-MDS
(Barouk-Simonet et al., 2005).

Srovnani na8ich dat a vysledku s literaturou

Soubor nemocnych s CK byl reprezentovan 14 pacienty, 10 zenami a 4 muzi.
K datu 27. 2. 2014 3 pacientky zily, 11 pacientti zemielo. Vékovy median byl 65,4 roku.
Median piezivani byl 17 mésict, coz neodpovida udajum z literatury (Greenberg et al.,
2012), ale hodnoceny soubor je velmi maly. U 8 ze 14 pacientli doslo k progresi do jiného

hematologického onemocnéni, 6 ztéchto pacientl jiz zemielo (5 pacienti s AML, 1
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pacientka s akutni megakaryocytarni leukémiti), 2 pacientky s progresi do akutni leukémie
zily. U vsech pacienti dohromady bylo pozorovano 12 typa cytogenetickych zmén:
translokace, inzerce, delece, monozomie, dicentrick¢ chromozémy, izochromozoémy, ring
chromozém, zmnozené oblasti, duplikace, trizomie, marker chromozémy a double
minutes. Bylo nalezeno 93 % nebalancovanych a 7 % balancovanych abnormalit, coz se
shoduje se studii Martinez-Ramirez et al. (2004) i s daty uvadénymi v literatuie (Haase,
2008; Haase et al., 2007). V souboru se vyskytovalo 6 pacienti s monozomalnim
karyotypem, délka jejich pfezivani se od délky piezivani pacient, ktefti neméli
monozomalni karyotyp, neliSilo, ale jednalo se opét o maly pocet nemocnych. Nase
vysledky nelze tedy porovnat s pozorovanimi V literature (Breems et al., 2008; Schanz et
al., 2011).

Nejcastéji byly v chromozomovych aberacich u pacientt s CK zahrnuty tyto
chromozoémy: 5 (10,3 %), 7 (10,3 %), 18 (6,9 %), 20 (6,4 %), 16 (5,9 %), 17 (5,9 %), 1
(5,4 %), 21 (5,4 %), 10 (4,9 %). To koresponduje se studii Barouk-Simonet et al. (2005),
kde jsou uvadény jako nejCast€ji postizené chromozomy: 5, 17, 7, 20, 18. Stejné tak
koresponduje fakt, ze nejcastéji byl deletovan chromozém 5 nebo byl soucdsti translokace,
a ze pokud jsou pritomny zmény chromozému 17, téméf ve vSech ptipadech byla nalezena
také delece dlouhého ramene chromozomu 5. Oproti studii byl vnasem souboru
chromozém 5 postizen inzerci, monozomii, trizomii a zmnozenim oblasti 5pl15.2.
U jednoho pacienta byla pozorovana amplifikace oblasti 11q23 (gen MLL), kterd byla
ptitomna u 20 % ptipadit MDS (Barouk-Simonet et al., 2005). Se studii Martinez-Ramirez
et al. (2004) koresponduji nase vysledky, co se ty¢e nejcastéji postizenych chromozémd, tj.
chromozomu 5, 7 a 18. Ve studii byly vSak nejéastéji popsany jako monozomické, zatimco
v nasem souboru pacientll byl chromozom 5 nejéastéji deletovan, chromozomy 7 a 18 byly

nejCastéji soucasti translokaci.

Nalezy reciprokych translokaci odpovidaji literarnim udajim a zastupovaly
Vv nasem souboru 9 % vSech translokaci, ve studii Martinez-Ramirez et al. (2004) tvoii 8 %

translokaci.

Nejcasteji se u nemocnych s CK vyskytovaly: translokace (30 %), dale monozomie
(20 %), delece (18 %), 17 % zmén byly trizomie a 5 % inzerce. 3 % zmén tvoiily
dicentrické chromozomy, 2 % marker chromozomy a 1 % bylo zastoupeno zménami:

izochromozém, zmnozeni, double minutes, ring chromozom, duplikace. Tyto nalezy
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souhlasi s pozorovanim Martinez-Ramirez et al. (2004), Barouk-Simonet et al. (2005)

a Trost et al. (2006), které nejcastéji popisuji priromnost translokaci, monozomii a deleci.

Chromozom 5 byl nejcastéji deletovan, a to v oblasti 5q31 (52 %), do translokace
byl zahrnut ve 24 %, inzerce byla pozorovéana v 10 %, v 5 % byla pfitomna monozomie
chromozému. Barouk-Simonet et al. (2005) pozorovali ve své analyze MDS nemocnych
ve 41 % delece, 55 % translokace, 3 % monozomie, inzerce chromozému popsana nebyla.
Dalsim cCasto aberovanym chromozomem byl chromozém 7. Byl nejastéji soucasti
translokaci (38 %) a deleci (33 %) a byl postizen 1 monozomii (24 %), v jednom ptipadé
tvoril dicentricky chromozom (5 %). Studie Barouk-Simonet et al. (2005) nejcastéji
popisuje jako zmény chromozomu 7 delece (63 %), poté translokace (31 %) a monozomie
(6 %), dicentricky chromozom popsan nebyl. Co se ty¢e Cetnosti zmén, trochu 1épe s daty
z naseho souboru koresponduji data ze studie Trost et al. (2006), ktefi popisuji monozomie
a nebalancované translokace postihujici chromozém 7, oboje ve 44 % a delece v 11 %,
dicentricky chromozom studie rovnéz nepopisuje. Chromozém 18 byl nejcastéji soucasti
translokace (36 %), poté monozomie (21 %) a inzerce (14 %) V 7 % byl chromozém
soucasti dicentrického chromozému, tvofil ring chromozém, byl deletovan, anebo byl
nadbytec¢ny (trizomie). Studie Barouk-Simonet et al. (2005) taktéz popisuje jako nejcastéjsi
zmény pro chromozom 18 translokace (55 %), nasledné monozomie (36 %). Inzerce,
dicentricky chromozom, deleci nebo trizomii nepopisuje, tyto zmény nepopisuje ani studie
Trost et al. (2006). Obé zminéné studie vSak popisuji pfitomnost 1 ring chromozému 18,
ktery byl také v nasem souboru pacientll jednou ptitomen. Chromozém 20 byl nejvice
derivovan translokacemi (46 %) a deleci oblasti 20q12 (23 %), tfeti nejCastéjSi zménou
byla trizomie (15 %). Studie Barouk-Simonet et al. (2005) popisuje také jako nejcastéjsi
zménu chromozoému 20 translokace (64 %), delece (27 %), trizomii nepopisuje, v9 %
navic popisuje pritomnost duplikace, kterd se v naSem souboru nevyskytovala. Podobné
zmény pozorovali i Trost et al. (2006), translokace, monozomii a delece, ov§em ne trizomii
chromozému nebo duplikace. Studie Barouk-Simonet et al. (2005) zmény chromozému 16
popisuje pouze v 1 piipadé (translokace), v nasem souboru se vyskytovaly nejcastéji
translokace (42 %), monozomie (33 %), inzerce (17 %) a delece (8 %). Trost et al. (2006)
naopak zmény chromozoému 16 popisuji, nejcastéji monozomie, se stejnou ¢etnosti delece
a translokace. Castou chromozémovou zménou pozorovanou u nemocnych s MDS byl
izochromozém dlouhych ramen chromozému 17 (Malcovati et Nimer, 2008). V nasem

souboru vSak chromozém 17 vstupoval nejcastéji do translokace (67 %), v 17 % byl
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soucasti dicentrického chromozému a v 8 % byl soucasti inzerce a taktéz delece. Studie
Barouk-Simonet et al.(2005) popisuje jako aberaci chromozému 1 pouze translokace, Trost
et al. (2006) popisuji nejcastéji zmény, kdy chromozém 1 vstupuje do translokaci a se
stejnou Cetnosti ho postihuje trizomie, monozomie, inverze nebo duplikace. V nasem
souboru byl v 82 % chromozém soucasti translokace, v 9 % tvoril dicentricky chromozom
a v9 % byl nadbytecny. Chromozém 21 byl soucasti translokace v 55 %, ve 27 % byl
soucasti trizomie a v 9 % byl soucasti inzerce a taktéZ monozomie. Trost et al. (2006)
popisuji zmnozeni ¢asti chromozomu, delece a pouze 1 translokaci. Chromozém 10
nejcastéji postihla translokace (60 %), ve 20 % monozomie a v 10 % delece. Studie
Barouk-Simonet et al. (2005) chromozém 10 mezi Casto aberované chromozomy netadi,

studie Trost et al. (2006) popisuje u chromozému 10 pouze translokace.

Vysledky nasi analyzy ukazaly, ze cytogenetika a molekularni cytogenetika jsou
vyznamnym ndastrojem studia ziskanych chromozoémovych zmén i u nemocnych s MDS.
Dovoluji potvrdit klinickou diagnézu a stratifikovat pacienty do prognostickych
podskupin. Nov€ navrzena prognosticka stratifikace autorti Schanze et al. (2012) zalozena
na pfesném urCeni chromozémovych zmén je dalSim dikazem vyznamu cytogenetiky

u nemocnych s MDS.
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11 ZAVER

Diplomova prace se zabyva myelodysplastickym syndromem, jeho zdkladni
charakteristikou, klasifikaci, chromozémovymi a genovymi zménami a lé¢bou. Detailnéji
pak popisuje klinické a cytogenetické nalezy souborti nemocnych s 5q- syndromem a MDS
s komplexnim karyotypem. VSechna dostupna data z literatury i z praxe pii studiu dvou
zminénych skupin potvzuji, ze cytogenetickd a molekuldrné cytogenetickd vySetieni jsou
nezbytnou soucasti diagnostiky, urovani prognoézy a volby lécby u nemocnych

s diagn6zou myelodysplastického syndromu.

105



12 LITERATURA

Abdel-Wahab, O., Figueroa, M.E. (2012): Interpreting new molecular genetics in
myelodysplastic syndromes. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2012:56-64.

Adés, L., Fenaux, P. (2011): Immunomodulating drugs in myelodysplastic syndromes.

Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2011:556-560.

Albertson, D.G., Collins, C., McCormick, F., Gray, J.W. (2003): Chromosome aberrations
in solid tumors. Nature Genetics 34(4):369-376.

Barouk-Simonet, E., Soenen-Cornu, V., Roumier, C., Cosson, A., Lai, J.L. et al. (2005):
Role of multiplex FISH in indetifying chromosome involvement in myelodysplastic
syndromes and acute myeloid leukemias with complex karyotypes: a report on 28 cases.
Cancer Genet and Cytogenet 157(2):118-126.

Bejar, R., Stevenson, K., Abdel-Wahab, O., Galili, N., Nilsson, B. et al. (2011): Clinical
effect of point mutations in myelodysplastic syndromes. N Engl J Med 364(26):2496-2506.

Boultwood, J., Lewis, S., Wainscoat, J.S. (1994). The 5g- syndrome. Blood 84(10):3253-
3260.

Boultwood, J., Pellagatti, A., McKenzie, A.N.J., Wainscoat, J.S. (2010): Advances in the
50- syndrome. Blood 116(26):5803-5811.

Breems, D.A., Van Putten, W.L.J., De Greef, G.E., Van Zelderen-Bhola, S.L., Gerssen-
Schoorl, K.B.J. et al. (2008): Monosomal karyotype in acute myeloid leukemia: A better
indicator of poor prognosis than a komplex karyotype. J Clin Oncol 26(29):4791-4797.

Bulikova, A. (2000): Krvetvorba. In: Lexova, S., Bourkova, L., Bulikova, A., JaroSova,
M., Krahulcovd, E.: Hematologie pro zdravotni laboranty, pp. 15-21, Institut pro dalsi

vzdélavani pracovnikili ve zdravotnictvi v Brné€, Brno.

Caligiuri, M.A. (2008): Human natural killer cells. Blood 112(3):461-469.

106



Caspersson, T., Zech, L., Johansson, C. (1970): Differential binding of alkylating
fluorochromes in human chromosomes. Exp Cell Res 60(3):315-3109.

Cazzola, M. (2008): Myelodysplastic syndrome with isolated 5g deletion (5g- syndrome).
Aclonal stem cell disorder characterized by defective ribosome biogenesis.
Haematologica 93(7):967-972.

Chen, Y.H., Su, W.L., Liou, S.H. (2001): Benzene-induced myelodysplastic syndrome.
J Am Board Fam Pract 14(1):71-74.

Chun, K., Hagemeijer, A., Igbal, A., Slovak, M.L. (2010): Implementation of standardized
international Kkaryotype scorring practices is needed to provide uniform and systematic
evaluation for patients with myelodysplastic syndrome using IPSS criteria: An
International Working Group on MDS Cytogenetics Study. Leuk Res 34(2):160-165.

Cordoba, 1., Gonzalez-Porras, J.R., Nomdedeu, B., Lufo, E., de Paz, R. et al. (2012):
Better prognosis for patiens with del(7q) than for patiens with monosomy 7 in

myelodysplastic syndrome. Cancer 118(1):127-133.

Cermak, J. (2010): Myelodysplasticky syndrom - novinky v diagnostice a 1é&bé.
Postgradualni medicina 06:712-719.

Cuiik, N., Burda, P., Vargova, K., Pospisil, V., Krivjanska, M. et al. (2012): Nové

technologie v mediciné pomahaji pacientim s MDS. Medical Tribune 6.

Davids, M.S., Steensma, D.P. (2010): The molecular pathogenesis of myelodysplastic
syndromes. Cancer Biology & Therapy 10(4):309-3109.

Delforge, M. (2003): Understanding the pathogenesis of myelodysplastic syndromes.
Hematol J 4(5):303-309.

Dolezel, J. (2011): Typy chromozémi, Cytotaxonomie a cytogenetika, Pfirodovédecka

fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc, fijen 2011.

107



Duong, V.H., Komrokji, R.S., List, A.F. (2012): Efficacy and safety of lenalidomidem in
patiens with myelodysplastic syndrome with chromosome 5q deletion. Ther Adv Hematol
3(2):105-116.

Ebert, B.L. (2009): Deletion 5q in myelodysplastic syndrome: a paradigma for the study of
hemizygous deletions in cancer. Leukemia 23(7):1252-1256.

Ebert, B.L., Pretz, J., Bosco, J., Chang, C.Y., Tamayo, P. et al. (2008): Identification of
RPS14 as 5g- syndrome gene by RNA interference screen. Nature 451(7176):335-339.

Fenaux, P., Kelaidi, C. (2006): Treatment of the 5q- syndrome. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program:192-198.

Ford, C.E., Hamerton, J.L. (1956): A colchicine, hypotonic citrate, squash sequence for

mammalian chromosomes. Stain Technol 31(6):247-251.

Fuchs, O. (2012): Important genes in the pathogenesis of 5g- syndrome and their
connection with ribosomal stress and the innate immune system pathway. Leuk Res
Treatment 179402.

Garcia-Manero, G. (2010): Prognosis od myelodysplastic syndromes. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program 2010:330-337.

Germing, U., Kobbe, G., Haas, R., Gattermann, N. (2013): Myelodysplastic Syndromes:
Diagnosis, Prognosis and Treatment. Deutsches Arzteblatt International 110(46):783-790.

Germing, U., Lauseker, B., Hildebrandt, A., Symeonidis, A., Cermak, J. et al. (2009):
Survival, prognostic factors, and rates of leukemic transformation in a multicenter study of
303 untreated patients with MDS and del(5q). Blood 114(22):945.

Giagounidis, A., Mufti, G.J., Fenaux, P., Germing, U., List, A. (2014): Lenalidomide as

a dinase-modifying agent in patiens with del(5g) myelodysplastic syndromes: linking

mechanismof action to clinical outcomes. Ann Hematol 93(1):1-11.

108



Gohring, G., Giagounidis, A., Biische, G., Hofmann, W., Kreipe, H.H. et al. (2011):
Cytogenetic follow-up by karyotyping and fluorescence in situ hybridization: implications
for monitoring patients with myelodysplastic syndrome and deletion 5q treated with
lenalidomide. Haematologica 96(2):319-322.

Graubert, T., Walter, M.J. (2011): Genetics of myelodysplastic syndromes: New insights.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2011:543-549.

Greenberg, P.L., Tuechler, H., Schanz, J., Sanz, G., Garcia-Manero, G. et al. (2012):
Revised international prognostic scoring system for myelodysplastic syndromes. Blood
120(12):2454-2465.

Grimwade, D., Hills, R.K., Moorman, A.V., Walker, H., Chatters, S. et al. (2010):
Refinement of cytogenetic classification in acute myeloid leukemia: determination of
prognostic significance of rare recurring chromosomal abnormalities among 5876 younger
adult patients treated in the United Kingdom Medical Research Council trials. Blood
116(3):354-365.

Haase, D. (2008): Cytogenetic features in myelodysplastic syndromes. Ann Hematol
87(7):515-526.

Haase, D., Germing, U., Schanz, J., Pfeilstocker, M., Nosslinger, T. et al. (2007): New
insights into the prognostic impact of the karyotype in MDS and correlation with subtypes:
evidence from a core dataset of 2124 patients. Blood 110(13):4385-4395.

Haferlach, C., Bacher, U., Schnittger, S., Alpermann, T., Zenger, M. et al. (2012): ETV6
rearrangements are recurrent in myeloid malignancies and are frequently associated with

other genetic events. Genes, Chromosomes & Cancer 51(4):328-337.

ISCN (1978): An International System for Human Cytogenetic Nomenclature (1978).
Cytogenet Cell Genet 21(6):309-404.

ISCN (2013): An International System for Human Cytogenetic Nomenclature, L.G.
Shaffer, J. McGowan-Jordan, M. Schmid (eds); S. Karger, Basel 2013.

109



Jarosova, M. (2000a): Metody molekularni cytogenetiky. In: Lexova, S., Bourkova, L.,
Bulikova, A., JaroSova, M., Krahulcova, E.: Hematologie pro zdravotni laboranty, pp. 153-

155, Institut pro dalsi vzdélavani pracovnika ve zdravotnictvi v Brn€, Brno.

Jarosova, M. (2000b): Metody molekularni cytogenetiky. In: Lexova, S., Bourkova, L.,
Bulikova, A., JaroSova, M., Krahulcova, E.: Hematologie pro zdravotni laboranty, pp. 156-

159, Institut pro dalsi vzdélavani pracovnika ve zdravotnictvi v Brn€, Brno.

Jerez, A., Gondek, L.P., Jankowska, A.M., Makishima, H., Przychodzen, B. et al. (2012):
Topography, clinical, and genomic correlations of 5q myeloid malignancies revisited.
J Clin Oncol 30(12):1343-1349.

Joslin, J.M., Fernald, A.A., Tennant, T.T., Davis, E.M., Kogan, S.C. et al. (2007):
Haploinsufficiency of EGR1, a candidate gene in the del(5q), leads to the development of
myeloid disorders. Blood 110(2):719-726.

Juranova, J., Faber, E. (2012): Popis jednotlivych druhi normalnich bun€k v periferni krvi
akostni dfeni. In: Faber, E. et al.: Zaklady hematologické diagnostiky, pp. 33-46,

Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc.

Kantarjian, H., O'Brien, S., Ravandi, F., Cortes, J., Shan, J. et al. (2008): Proposal for
a new risk model in myelodysplastic syndrome that accounts for events not considered in

the original International Prognostic Scoring System. Cancer 113(6):1351-1361.

Kearney, L. (2006): Multiples-FISH (M-FISH): technique, developments and applications.
Cytogenet Genome Res 114(3-4):189-198.

Krahulcova, E. (2000): Myelodysplasticky syndrom. In: Lexova, S., Bourkova, L.,
Bulikova, A., JaroSova, M., Krahulcova, E.: Hematologie pro zdravotni laboranty, pp. 115-

118, Institut pro dalsi vzdélavani pracovnika ve zdravotnictvi v Brn€, Brno.

Krejci, M., Smardova, J., Adam, Z., Mayer, J. (2008): Myelodysplasticky syndrom (MDS).
In: Adam, Z., Krej¢i, M., Vorlicek, J. et al.: Hematologie: Piehled malignich

110



hematologickych nemoci, 2., doplnéné a zcela ptepracované vydani, pp. 19-27, Grada

Publishing, Praha.

Kuglik, P., Oltova, A. (2008): SoucCasné moznosti cytogenetickych vySetfeni
u hematologickych malignit. In: Adam, Z., Krej¢i, M., Vorlicek, J. et al.: Hematologie:
Ptehled malignich hematologickych nemoci, 2., doplnéné a zcela pfepracované vydani, pp.

349-358, Grada Publishing, Praha.

Liehr T., Starke H., Heller A., Kosyakova N., Mrasek K. et al. (2006): Multicolor
fluorescence in situ hybridization (FISH) applied to FISH-banding. Cytogenet Genome Res
114(3-4):240-244.

List, A., Dewald, G., Bennett, J., Giagounidis, A., Raza, A. et al. (2006): Lenalidomide in
the myelodysplastic syndrome with chromosome 5q deletion. N Engl J Med 355(14):1456-
1465.

Maassen, A., Strupp, C., Giagounidis, A., Kuendgen, A., Nachtkamp, K. et al. (2013):
Validation and proposals for a refinement of the WHO 2008 classification of

myelodysplastic syndromes without excess of blasts. Leuk Res 37(1):64-70.

Malcovati, L., Germing, U., Kuendgen, A., Della Porta, M.G., Pascutto, C. et al. (2007):
Time-dependent prognostic scoring system for predicting survival and leukemic evolution
in myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol 25(23):3503-3510.

Malcovati, L., Hellstrom-Lindberg, E., Bowen, D., Adé¢s, L., Cermak, J. et al. (2013):
Diagnosis and treatment of primary myelodysplastic syndromes in adults:
recommendations form the European LeukemiaNet. Blood 122(17):2943-2964.

Malcovati, L., Nimer, S.D. (2008): Myelodysplastic syndromes: Diagnosis and Staging.
Cancer Control 15:Suppl:4-13.

Mallo, M., Cervera, J., Schanz, J., Such, E., Garcia-Manero, G. et al. (2011) Impact of
adjuct cytogenetic abnormalities for prognostic stratification in patients with

myelodysplastic syndrome and deletion 5q. Leukemia 25(1):110-120.
111



Martinez-Ramirez, A., Urioste, M., Alvarez, S., Vizmanos, J.L., Calasanz, M.J. et al.
(2004): Cytogenetic profile of myelodysplastic syndromes with komplex karyotypem: an
analysis using spectral karyotyping. Cancer Genet and Cytogenet 153(1):39-47.

Masuda, S. (2011): Point mutations in myelodysplastic syndromes. N Engl J Med
365(12):1154-1155.

Mayer, J., Stary, J. (2002): Myelodysplasticky syndrom. In: Mayer, J., Stary, J., Adam, Z.,
Bulikova, A., Cetkovsky, P., Cermak, J. et al.: Leukemie, pp. 221-239, Grada Publishing,
Praha.

Michalova, K. (1999a): Uvod. In: Uvod do lidské cytogenetiky, pp. 7-12, Institut pro dalsi

vzdélavani pracovnikil ve zdravotnictvi v Brné, Brno.

Michalova, K. (1999b): Uvod. In: Stavba chromozému a jeho funkce, pp. 21-29, Institut

pro dalsi vzd€lavani pracovniki ve zdravotnictvi v Brné€, Brno.

Michalova, K. (1999¢c): Cytogenetické vysetieni - pfiprava preparati a metody barveni
chromozomii. In: Uvod do lidské cytogenetiky, pp. 33-40, Institut pro dalsi vzdélavani

pracovnikl ve zdravotnictvi v Brn¢, Brno.

Michalova, K. (1999d): Molekularni cytogenetika. In: Uvod do lidské cytogenetiky, pp.

50-70, Institut pro dalsi vzdélavani pracovnikii ve zdravotnictvi v Brné€, Brno.

Mitelman, F. Cancer cytogenetics update 2005. Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol.
March 2005.

Mufti, G.J., Bennett, J.M, Goasguen, J., Bain, B.J., Baumann, I. et al. (2008): Daignosis
and classification of myelodysplastic syndrome: Interational working group on
morphology of myelodysplastic syndrome (IWGM-MDS) konsensus proposals for the
definitiv and enumeration of myeloblasts and ring sideroblasts. Haematologica
93(11):1712-1717.

Nimer, S.D. (2008): Myelodysplastic syndromes. Blood 111(10):4841-4851.
112



Nowell, P.C., Hungerford, D.A. (1960): A minute chromosome in human chronic
granulocytic leukemia. Science 142:1497.

Orazi, A., Czader, M.B. (2009): Myelodysplastic syndromes. Am J Clin Pathol
132(2):290-305.

Papaemmanuil, E., Gerstung, M., Malcovati, L., Tauro, S., Gundem, G. et al. (2013):
Clinical and biological implications of driver mutations in myelodysplastic syndromes.
Blood 122(22):3616-3627.

Pardue, M.L., Gall, J.G. (1969): Molecular hybridization of radioactive DNA to the DNA
of cytological preparations. Proc Natl Acad Sci U S A 64(2):600-604.

Pecka, M. (1995a). Krvetvorba. In: Pfehled laboratorni hematologie I.: Krvetvorba,
Cervena krevni fada, pp. 41-55, Galén, Praha.

Pecka, M. (1995b). Cervena vyvojova fada. In: Pichled laboratorni hematologie I.:
Krvetvorba, Cervena krevni fada, pp. 83-108, Galén, Praha.

Pecka, M. (2002a). Krvetvorba. In: Laboratorni hematologie v piehledu: Builka
a krvetvorba, pp. 13, Finidr, Cesky T&sin.

Pecka, M. (2002b). Krvetvorba. In: Laboratorni hematologie v prehledu: Builka
a krvetvorba, pp. 68-154, Finidr, Cesky Té&sin.

Raza, A., Reeves, J.A., Feldman, E.J., Dewald, G.W., Bennett, J.M. et al. (2008): Phase 2
study of lenalidomide in transfusion-dependent, low-risk, and intermediate-1 risk

myelodysplastic syndromes with karyotypes other than deletion 5¢. Blood 111(1):86-93.
Rowley, J.D. (1973): A new consistent chromosomal abnormality in chronic myelogenous

leukaemia identified by quinacrine fluorescence and giemsa staining. Nature
243(5405):290-293.

113



Sandberg, A.A., Meloni-Ehrig, A.M. (2010): Cytogenetics and genetics of human cancer:
methods and accomplishments. Cancer Genet Cytogenet 203(2):102-126.

Schanz, J., Steidel, C., Fonatsch, C., Pfeilstocker, M., Nosslinger, T. et al. (2011):
Coalesced multicentric analysis of 2,351 patients with myelodysplastic syndromes
indicates an underestimation of poor-risk cytogenetics of myelodysplastic syndromes in the
international prognostic scoring system. J Clin Oncol 29(15):1963-1970.

Schanz, J., Tichler, H., Solé, F., Mallo, M., Luilo, E. et al. (2012): New comprehensive
cytogenetic scoring system for primary myelodysplastic Syndromes (MDS) and
oligoblastic acute myeloid leukemia after MDS derived from an international database
merge. J Clin Oncol 30(8):820-829.

Schlegerberger, B., Gohring, G., Thol, F., Heuser, M. (2012): Update on cytogenetic and
molecular changes in myelodysplastic syndromes. Leukemia & Lymphoma 53(4):525-536.

Schoch, C., Haferlach, T., Bursch, S., Gerstner D., Schnittger, S. et al. (2002): Loss of
genetic material is more common than gain in acute myeloid leukemia with complex
aberrant karyotype: a detailed analysis of 125 cases using conventional chromosome
analysis and fluorescence in situ hybridization including 24-color FISH. Genes,
Chromosomes & Cancer 35(1):20-29.

Sekeres, M., List, A., Cuthbertson, D., Paquette, R., Ganetsky, R. et al. (2010): Phase |
combination trial of lenalidomide and azacitidine in patients with higher-risk
myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol 28(13):2253-2258.

Silverman, L.R., Mufti, G.J. (2005): Methylation inhibitor therapy in the treatment of
myelodysplastic syndrome. Nature Clinical Practice Oncology 2:Suppl 1:512-S23.

Sloand, E.M., Pfannes, L., Chen, G., Shah, S., Solomou, E.E. et al. (2007): CD34 cells
from patients with trisomy 8 myelodysplastic syndrome (MDS) express early apoptotic
markers but avoid programmed cell death by up-regulation of antiapoptotic proteins. Blood
109(6):2399-2405.

114



Snustad, D.P., Simmons, M.J. (2009a): Zmény v poctu chromozomi a ve struktuie

chromozomt. In: Genetika, pp. 118-143, Nakladatelstvi Masarykovy univerzity, Brno.

Snustad, D.P., Simmons, M.J. (2009b): DNA a molekularni struktura chromozémii. In:
Genetika, pp. 214-247, Nakladatelstvi Masarykovy univerzity, Brno.

Snustad, D.P., Simmons, M.J. (2009b): Genetickd podstata rakoviny. In: Genetika, pp.
665-687, Nakladatelstvi Masarykovy univerzity, Brno.

Speicher, M., Ballard, S.G., Ward, D.C (1996): Karyotyping human chromosomes by
combinatorial multi-fluor FISH. Nat Genet 12(4):368-375.

Speicher, M.R., Carter, N.P. (2005): The new cytogenetics: blurring the boundaries with
molecular biology. Nat Rev Genet 6(10):782-792.

Steensma, D.P. (2009): The changing classification of myelodysplastic syndromes: what’s

in a name? Hematology Am Soc Hematol Educ Program:645-655.

Tatic, A., Jardan, C., Georgescu, O., Stanca, O., Vasilica, M. et al. (2013): The importace
of the new prognostic scoring systém for evaluating patiens with lowe-risk
myelodysplastic syndrome at diagnosis. Romanian Review of Laboratory Medicine
21(3):343-351.

Tjio, J.H., Levan, A. (1956): The chromosome number of man. Hereditas 42(1-2):1-6.

Tosi, S., Giudici, G., Rambaldi, A., Scherer, SW., Bray-Ward, P. et al. (1999):
Characterization of the human myeloid leukemia-derived cell line GF-D8 by multiplex
fluorescence in situ hybridization, subtelomeric probes, and comparative genomic
hybridization. Genes Chromosomes Cancer 24(3):213-221.

Trost, D., Hildebrandt, B., Beier, M., Miiller, N., Germing, U., Royer-Pokora, B. (2006):

Molecular cytogenetic profilig of complex karyotypes in primary myelodysplastic

syndromes and acute myeloid leukemia. Cancer Genet and Cytogenet 165(1):51-63.

115



Uhrig, S., Schuffenhauer, S., Fauth, C., Wirtz A., Daumer-Haas, C. et al. (1999):
Multiplex-HISH for pre- and postnatal diagnostic applications. Am J Hum Genet
65(2):448-462.

Vacha, M., Fellnerova, L, Bi¢ik, V., Petrasek, R., Simek, V. (2010): Funkce télnich
tekutin. In: Srovndvaci fyziologie zivocCichii, pp. 56-63, Nakladatelstvi Masarykovy

univerzity, Brno.

Valent, P., Hofmann, W.K., Biische, G., Sotlar, K., Horny, H.P. et al. (2009): Meeting
report: Vienna 2008 workshop of the German-Austrian working group for studying

prognostic factors in myelodysplastic syndromes. Ann Hematol 88(7):607-611.

Vallespi, T., Imbert, M., Mecucci, C., Preudhomme, C., Fenaux, P. (1998): Diagnosis,
classification, and cytogenetics of myelodysplastic syndromes. Haematologica 83(3):258-
275.

Van den Berghe, H., Cassiman, J.J., David, G., Fryns, JP., Michaux, J.L., Sokal, G. (1974):
Distinct haematological disorder with deletion of long arm of no. 5 chromosome. Nature
251(5474):437-438.

Vardiman, J.W., Harris, N.L., Brunning, R.D. (2002): The World Health Organization
(WHO) classification of the myeloid neoplasms. Blood 100(7): 2292-2302.

Vardiman, J.W., Thiele, J., Arber, D.A., Brunning, R.D., Borowitz, M.J. et al. (2009): The
2008 revision of the World Health Organization (WHO) classification of myeloid

neoplasm and acute leukemia: rationale and important changes. Blood 114(5): 937-951.
Veldman, T., Vignon, C., Schrock, E., Rowley, J.D., Ried, T. (1997): Hidden chromosome
abnormalities in haematological malignancies detected by multicolor spectral karyotyping.

Nat Genet 15(4):406-410.

Vondrakova, J. (2010) : Myelodysplasticky syndrom, diagnostika a 1écba. Interni Med
12(11): 535-539.

116



Vondrékova, J. (2012): Myelodysplasticky syndrom. In: Faber, E. et al.: Zaklady
hematologické diagnostiky, pp. 144-152, Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc.

Wall, M., Rayeroux, K.C., MacKinnon, R.N., Zordan, A., Campbell, L.J. (2012): ETV6
deletion is a common additional abnormality in patients with myelodysplastic syndromes
or acute myeloid leukemia and monosomy 7. Haematologica 97(12):1933-1936.

Wei, S., Rocha, K., Williams, A., Chen, X., Burnette, P.K. et al. (2007): Gene dosage of
the cell cycle regulatory phosphatases Cdc25C and PP2A determines sensitivity to
lenalidomide in del(5q) MDS. Blood 110(11):118.

Weise, A., Mrasek, K., Fickelscher, 1., Claussen, U., Cheung, S.W. et al. (2008):
Molecular definition of high-resolution multicolor banding probes: First within the human
DNA sequence anchored FISH banding probe set. J Histochem Cytochem 56(5):487-493.

Wiktor A., Rybicki, B.A., Piao, Z.S., Shurafa, M., Barthel, B. et al. (2000): Clinical
significance of Y chromosome loss in hematologic disease. Genes, Chromosomes &
Cancer 27(1):11-16.

Wong, A.K., Fang, B., Zhang, L., Guo, X., Lee, S., Schreck, R. (2008): Loss of the Y
Chromosome. Arch Pathol Lab Med 132(8):1329-1332.

Zhang, L.J., Shin, E.S., Yu, Z.X,, Li, S.B. (2007): Molecular genetic evidence of Y
chromosome loss in male patients with hematological disorders. Chin Med J (Engl)
120(22):2002-2005.

Arizona pain stem cell institute. Treatments. Stem cell therapy. arizonaPain.com [online].
© 2013 [cit. 2014-01-02].

Dostupné z: http://arizonapain.com/stemcell/treatments/stem-cell-therapy/

Abbott Molecular. FISH Chromosome Search. Abbottmolecular.com [online]. ©2014 [cit.
2014-01-02].

117



Dostupné z:
http://www.abbottmolecular.com/us/products/analyte-specific-reagent/fish/vysis-Isi-d7s486-
7931 spectrumorange-cep-7-spectrumgreen-probe.html
http://www.abbottmolecular.com/us/products/oncolgy/hematology/vysis-egrl-fish-probe-
Kit.html

http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/8.html
http://www.abbottmolecular.com/us/products/analyte-specific-reagent/fish/vysis-Isi-d20s108-

20q12-spectrumorange-probe.html

Kreatech Diagnostics. Chromosome index. Kreatech.com [online]. ©2014 [cit. 2014-01-02].
Dostupné z:
http://www.kreatech.com/rest/products/repeat-freetm-poseidontm-fish-probes/hematology/mds
50-5031-5g33-dual-color.html
http://www.kreatech.com/rest/products/repeat-freetm-poseidontm-fish-probes/hematology/on
mds-7q9-7g227q36-se-7-tc.html
http://www.kreatech.com/rest/products/repeat-freetm-poseidontm-fish-probes/hematology/on-
mds-20g-ptprt-20g12-20g11.html

Bunécné terapie. O kmenovych buinikach. Co jsou kmenové buiiky. Bunecnaterapie.cz
[online]. Unor 22, 2013a [cit. 2014-01-02].

Dostupné z:
http://www.bunecnaterapie.cz/bunecna-terapie/o-kmenovych-bunkach/co-jsou- kmenove-
bunky/

Bunécna terapie. Historie vyzkumu kmenovych bunék. Prvni polovina 20. stoleti.
Bunecnaterapie.cz [online]. Unor 23, 2013b [cit. 2014-01-02].
Dostupné z:

http://www.bunecnaterapie.cz/bunecna-terapie/historie-vyzkumu-kmenovych-bunek/

Sdruzeni diagn6za MDS. Co je MDS. Lécebny postup. diagnoza-mds.cz [online]. © 2008
[cit. 2014-01-02].
Dostupné z:

http://www.diagnoza-mds.cz/index.php?typ=DGA&showid=51

118


http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/8.html

Wikipedie. Hematopoéza. wikipedia.org[online]. Duben 23, 2012 [cit. 2014-01-02].
Dostupné z:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hematopoeza.png

119



13 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

5g-sy
aCGH

ALL
AmegL
AML
AML1
ASXL1
BAC
BFU-E

BM médium
bp

CCD kamera
CD
CDC25C
CDR

CEP
CFU-Baso
CFU-E
CFU-Eos

CFU-G

CFU-GEMM

5¢- syndrom

array comparative genomic hybridization; array komparativni
genomova hybridizace

acute lymphoblastic leukemia; akutni lymfoblasticka leukémie

acute megakaryocytic leukemia; akutni megakaryocytarni leukémie
acute myeloid leukemia; akutni myeloidni leukémie

Acute myeloid leukemia 1

Additional sex comb like 1

bacterial arteficial chromosome; umély bakterialni chromozom

Burst Forming Unit - Erythroid; velmi ¢asna faze vyvoje ¢ervené
Krvinky

bone marrow medium; médium pro kostni dienl

base pair; pary bazi

charge-coupled device camera; kamera se specialni technologii
snimani obrazu

cluster of differentiation; diferenciacni antigen

Cell division cycle 25 C

common deleted region; deletovana oblast

oznaceni pro centromerickou sondu

Colony Forming Unit - Basophile; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznikaji bazofily

Colony Forming Unit - Erythroid; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznika ¢ervend krevni fada

Colony Forming Unit - Eosinophil; progenitorova kmenova burika,
Z niZ vznikaji eozinofily

Colony Forming Unit - Granulocyte; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznikaji granulocyty

Colony Forming Unit, G - granulocyte, E - erythrocyte, M -
macrophage, M - megakaryocyte); progenitorové kmenové buiky,

Z nichZ vznikaji buiiky myelopoézy
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CFU-GM

CFU-M

CFU-Meg

CFU-N

CFU-S

CK
CML
CMML

CSF
CSF1R
CTNNA1L
cut off
CUX1
CyA
DAPI
dg.
dH,0
DNA
EBSS
EGR1
EPO
ESP
ETV6
EZH2

FAB klasifikace

FISH

Colony Forming Unit, G — granulocyte, M — macrophage; bipotentni
kmenova buiika pro makrofdgovou a granulocytarni fadu

Colony Forming Unit - Monocyte; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznikaji buiikky monocytarni fady

Colony Forming Unit - Megakaryocyte; progenitorova kmenova
buiika, z niz vznikaji bunky megakaryocytové fady

Colony Forming Unit - Neutrophile; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznikaji neutrofily

kmenovou bunku/jednotku vytvarejici kolonie ve sleziné

complex karyotype; komplexni karyotyp

chronic myeloid leukemia; chronick4d myeloidni leukémie

chronic myelomonocytic leukemia; chronicka myelomonocytarni
leukémie

colony stimulating factor; kolonie stimulujici faktor

Colony stimulating factor 1 receptor

Catenin (cadherin associated protein), alpha 1

hrani¢ni hodnota detekce sondy

Cut-like homeobox 1

cyclosporin A; cyklosporin A

4',6-diamidino-2-fenylindol

diagnoza

destilovana voda

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

Earle’s balanced salt solution; Earltiv oplachovaci roztok

Epidermal growth receptor 1; epidermalni ristovy faktor 1
erythropoietin; erytropoetin

erytropoiesis stimulating protein; erytropoézu stimulujici protein

Ets variant 6

Enhancer of zeste homolog 2

French-American-British  classification;  Francouzsko-americko-
britska klasifikace

fluorescencni in situ hybridizace
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GM-CSF

HSCs
IDH1
IDH2
in situ
in vitro
IPSS

ISCN

K24col

kb

KB

KD
L(3)MBTL1
LSI
MAPRE1
mBAND
MDS
MDS-u

mFISH
miR-145
miR-146a
MK

MLL
MRNA
NADP
ND
NK-buiky
NP40
NPM1

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; granulocyty
a makrofagy stimulujici faktory

Hematopoetic Stem Cells; hematopoetické kmenové bunky
Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+)

Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+)

,,ia misté

,,ve zkumavce*

International Prognostic Scoring System; Mezinarodni prognosticky
skorovaci systém

An international system for human cytogenetic nomenclature,
Mezinarodni nomenklatura lidskych chromozému

kultivace

kultivace 24 hodin

kilobase; kilobaze

kmenova bunka

kostni dien

Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1

oznaceni pro lokusové specifickou sondu
Microtubule-associated protein, RP/EB family, member 1
multicolor band; mnohobarevné pruhovani

myelodysplastic syndrome; myelodysplasticky syndrom
myelodysplastic syndrome-unclassified; myelodysplasticky
syndrom-neklasifikovatelny

multicolor FISH; mnohobarevna FISH

MicroRNA-145

MicroRNA-146a

monosomal karyotype; monozomalni karyotyp

Mixed lineage leukemia

messenger RNA; medidtorovda RNA

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

note done; vySetieni neprovedeno

natural killer bunky; druh lymfocytu

nonyl phenoxypolyethoxylethanol

nucleolar phosphoprotein B23
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0S

p

PCR
PDGFRA
PDGFRB
PK
p-MDS
PP2A
PRC2
PTPRT
q

RA
RAEB

RAEB-T
RARS
RBC

RC
RCMD
RCUD
R-IPSS
RN

RNA
rpm
RPMI médium
RPS14

RT
RT

overall survival; celkové pfeziti

kratké rameno chromozému

polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
Platelet-derived growth factor receptor-a

Platelet-derived growth factor receptor-§

periferni krev

primary MDS; primarni MDS

Protein phosphatase 2a

Polycomb repressive komplex 2

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, T

dlouhé rameno chromozému

refractory anemia; refrakterni anémie

refractory anemia with excess of blasts; refrakterni anémie
s nadbytkem blastt

refractory anemia with excess of blasts in transfromation; refrakterni
anémie s nadbytkem blastl v transformaci

refractory anemia with ring sideroblasts; refrakterni anémie
S prstencitymi sideroblasty

red blood cell; ¢ervena krvinka

refractory cytopenia; refrakterni cytopenie

refractory cytopenia with multilineage dysplasia; refrakterni
cytopenie s multilinearni dysplazii

refractory cytopenia with unilineage dysplasia; Refrakterni anémie
S unilinearni dysplazii

revised international prognostic scoring systém; revidovany
mezinarodni prognosticky skorovaci systém

refractory neutropenia; refrakterni neutropenie

ribonucleic acid; ribonukleové kyselina

rounds per minute; otacky za minutu

roswell Park Memorial Institute 1640 medium; médium pro kultivaci
lidskych leukemickych bunék v suspenzi

Ribosomal protein S14

refractory thrombocytopenia; refrakterni trombocytopenie

room temperature; pokojova teplota
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RUNX1
SA
SG
SNP
SO
SOP
SPARC
SSC
SSCT
TET2
t-MDS
TPS3
WCP
WHO

Runt-related transcription factor

spectrum aqua; modré spektrum

spectrum green; zelené spektrum

single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfizmus
spectrum orange; oranzové spektrum

standardni operacni postup

Secreted protein, acidic, cystein-rich

saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr

saline-sodium citrate buffer + tween; citratovy solny pufr + tween
Tet methylcytosine dioxygenase 2

therapy-related MDS; sekundarni MDS

tumor protein p53

oznaceni pro celochromozémovou sondu

World Health Organization; Svétova zdravotnickd organizace
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