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Souhrn

Akutni myeloidni leukemie (AML) jsou hematologicka nadorova onemocnéni, ktera
jsou vysledkem kumulace mutaci Vv hematopoetické kmenové bunce. Vzniklé mutace
zpusobuji zastavu diferenciace, zvySené pieziti a proliferaci bunck, coz vede ke vzniku
leukemického klonu.

Jednoznacna pficina vzniku akutnich myeloidnich leukemii neni dosud znama, ale
jsou studovany faktory, podilejici se na jejim vzniku. Diagnostika akutnich leukemii se opird
krom¢ klinickych nalezt také o nalezy cytogenetické a molekularné genetické.

Nékteré typy AML jsou charakterizovany ptitomnosti specifickych a nenahodnych
chromosomovych zmén. Tyto chromosomové zmény jsou diagnostickym a prognostickym
markrem a slouzi ke sledovani tispé$nosti 1é¢by pacienta.

Prace shrnuje soucasné literarni poznatky o diagnostice a prognostické klasifikaci

vybranych typi AML, na které navazuji praktické laboratorni zkuSenosti s klasickou

cytogenetikou a metodou fluorescenéni in situ hybridizace na vzorcich pacienti.



Summary

Acute myeloid leukemia (AML) is hematological malignancies that results from
accumulation of mutations in hematopoietic stem cell. The resulting mutations cause arrest of
differentiation increased survival and proliferation of cells, leading to the emergence of
leukemic clone.

A clear cause of acute myeloid leukemia is not known yet, but there are studied factors
involved in pathogenesis of leukemia. Diagnosis of acute leukemia is based not only on the
clinical findings but on findings of cytogenetics and molecular genetics as well.

Some types of AML are characterized by the presence of specific chromosomal and
non-random chromosomal changes. These chromosomal changes are a diagnostic and
prognostic marker and are used to monitor the patient's treatment success.

The thesis summarizes the current literature findings on the diagnosis and prognostic
classification of selected types of AML and on practical laboratory experiences with
conventinal cytogenetics and the method of fluorescence in situ hybridization on patients

samples.
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1 Uvod

Rakovina je onemocnéni, pii kterém dochazi k nekontrolovatelnému ristu bunék.
Existuje vice nez 100 riznych typt nédorti. Jednu skupinu nddorovych onemocnéni tvofi
hematologické malignity, z nichz jednou podskupinou jsou leukemie.

Leukemie je nadorové onemocnéni krvetvornych bunék, které je spojeno s proliferaci
bunck, které se vymkly kontrole ristu a vyzravani (Mayer a kol., 2002). Leukemie délime na
akutni a chronické. Akutni leukemie predstavuji heterogenni skupinu zhoubnych onemocnéni
krvetvorby, ktera vznika maligni transformaci hematopoetické kmenové bunky. Jedna se o
vicestupniovy proces, pti kterém miize byt zahéjena transformace jedné, ale nejvyse nékolika
hematopoetickych kmenovych bun¢k. Defektem patologické bunééné populace je maturacni a
diferenciacni porucha a zvySena proliferacni aktivita.

Pfi¢ina vzniku akutni leukemie neni dosud znama, mé pravdépodobné komplexni
povahu a na vzniku této malignity se podileji vnitini (reparani schopnost DNA, imunitni
mechanismy) i1 vnéj$i (viry, ioniza¢ni zafeni, kancerogeny) faktory.

Pojem leukémie pouzil jako prvni v roce 1849 Virchow, ktery ji oznacoval ,,bilou
krvi“ a popsal poprvé jako samostatné onemocnéni (Mayer a kol., 2002). Postupné poznani
zékonitosti krvetvorby clov€ka a onemocnéni sni spojenych rozdélila velkou skupinu
leukémii na chronické a akutni, myeloidni a lymfoidni. Pfedmétem mé bakalaiské prace jsou
akutni myeloidni leukemie.

Akutni myeloidni leukemie (AML) ptedstavuje heterogenni skupinu malignich nemoci
krvetvorby, pro néz je charakteristickd proliferace a akumulace nezralych myeloidnich

hematopoetickych bunék v kostni dfeni a jejich nasledné vyplavovani do periferni krve.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe o soucCasném stavu problematiky vybranych akutnich

myeloidnich leukemii (AML).

2. Préce v laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky, sestavovani karyotypt a

pouziti metody FISH.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Hematopoéza

Hematopoéza (krvetvorba) znamena proces, pii kterém se hematopoeticka kmenova buika

diferencuje do mnoha typi hematopoetickych bunék (Obr. 1).
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Normalni krvetvorba je charakterizovana urcitou stalosti bunéénych systému (urcita
¢ast bunék zanikd a urcitd ¢ast se jich tvoii) a je to jediny vyvojovy proces, ktery probiha po
cely zivot ¢loveka. Klicovou roli v krvetvorbé hraje pluripotentni kmenova buiika.

Kmenova burika je obecnym oznacenim pro bunku, ze které se vytvati bunéény klon - tedy
skupina bun¢k odvozena od jediné kmenové buniky. Krvetvorba probiha klonalnim zptisobem,
a to tak, ze z hematopoetické kmenové buiiky (Hemopoetic Stem Cells — HSC) vzniké po fade
déleni a vyvojovych stadii bunka efektorova. Vlastni krvetvorna kmenova bunka —
totipotentni kmenové bunka (tj. buiika schopnd déat vznik vSem krevnim elementiim) je
definovana svou funkci. Jeji zakladni vlastnosti je schopnost sebeobnovy a pluripotence.
Sebeobnova umoznuje, ze pii kazdém bunécném deleni opét vznikd nova kmenova bunka.
Pluripotence je schopnost diferenciace, tedy premény v jeden nebo vice odvozenych
bunécnych typt, které se mohou lisit funkéné 1 morfologicky (Lexova, 2000).

Proliferace a diferenciace pluripotentni kmenové bunky vyzaduje kromé plisobeni ristovych
faktori (hormony a cytokiny) také jiné fyzikdlni interakce s podplirnymi stromalnimi
bunikami a chemické interakce se sérovymi faktory.

V pribéhu nitrod€lozniho Zivota se krvetvorba plodu odliSuje od krvetvorby

V poporodnim obdobi, a to mistem vzniku krevnich elementd a svym slozenim. Krvetvorba je
Vv pritbéhu vyvoje organismu rozdélena na tii obdobi.
V prvnim obdobi mezoblastovém (embryonalnim) se tvoii krevni elementy ve zloutkovém
vaku a v oblasti aorta-gonady-mesonefros, tzv. AGM region. V obdobi hepatolienalnim
(fetalnim) dochézi ke tvorbé krevnich buné€k pifevazné v jatrech a v obdobi meduldrnim
krvetvorba ptevazuje v kostni dfeni.

VSechny krvinky v obvodové krvi maji po narozeni i v dospé€losti jedince jedinou
spole¢nou hemopoetickou, tzv. pluripotentni, kmenovou bunku, ktera se v ramci hemopoézy
muze vyvijet jakymkoli smérem, tj. v matetské buniky: cervenych krvinek, bilych krvinek a
krevnich desticek. Z kmenové pluripotentni buniky vznikaji v pribéhu nékolika prvnich déleni
prvni buniky, které jsou schopny se mnozit in vitro a dat vznik dlouhodobé kultuie
krvetvornych bun¢k, tzv. LTC-IC (Long- Term Culture-Initiating Cell). Dal§imi d€lenimi a
diferenciaci vznikaji z t&chto bun&k progenitorové buiiky. Cast kmenovych bunék se podle
potieby diferencuje — vznikaji progenitorové (multipotentni, unipotentni) kmenové bunky,

¢ast zachovava pool kmenovych bun¢k.

12



Progenitorova kmenova bunka (Colony Forming Unit — CFU) je schopna se
diferencovat do jedné nebo vice krevnich fad, nema schopnost sebeobnovy a je citliva na
rastové faktory. Progenitorové buiiky jsou jiz ur¢ené bud’ pro vice, nebo jen jeden bunécny
typ (Pecka, 2002). Rozeznavame CFU-NM granulocyto-makrofagovy progenitor, CFU-G
granulocytovy progenitor, CFU-M monocytovy progenitor, CFU-Eo eozinofilni progenitor,
CFU-Ba bazofilni progenitor, CFU-Meg progenitor pro megakaryocyty, BFU-E burst forming
unit erythroid a CFU-E erytroidni progenitor.

Protoze jedna kmenova bunka se mize stat zdrojem vSech bunécnych typa krevnich
bun¢k produkovanych v potfebném mnozstvi a vzdjemnych pomérech, mizeme se setkat se
stavy tzv. monoklondlni krvetvorby. VétSinou se vSak v téchto ptipadech jedna o
patologickou krvetvorbu. Normalni krvetvorba je polyklondlni, a to znamend, Ze v urcitém
stddiu Casné embryogeneze vznikne paralelné nckolik krvetvornych kmenovych bunék, od
kterych se poté, po cely zbytek zivota, odviji krvetvorba. Kazda z téchto kmenovych bun¢k
predstavuje specificky klon. Ne vSechny tyto klony jsou stale aktivni pfi produkei funkénich
krevnich bunék a ne vSechny klony musi nezbytné existovat po celou dobu Zivota organismu.
Pocetni zastoupeni kmenovych bunék v krvetvorné tkani je malé, je jich méné nez 0,01 %.
Jejich podoba neni dostateCné zndma a je stale predmétem intenzivnich védeckych studii
(Necas a kol., 2009).

Krvetvorba je neustdly, plynuly a rovnomérny déj (Pecka, 2002). V kostni dieni je
krvetvorba fizena koordinovanou expresi mnoha cytokind, oznacovanych jako
hematopoetické rustové faktory (hematopoetiny) (Necas a kol., 2009). Hematopoetické
rustové faktory predstavuji skupinu glykosylovanych polypeptidi. Plsobenim téchto
rastovych faktorti se zahaji diferenciace do piislusné krvetvorné fady (Pecka, 2002). Dosud
bylo popsano nékolik desitek cytokintl, které se podileji na stimulaci nebo inhibici déleni
krvetvornych bunék, jejich migrace, indukce jejich diferenciace, ptipadné urychleni jejich
funk¢éniho vyzravani. Tyto ristové faktory jsou produkovany rtiznymi typy bunck stromatu
krvetvorné tkan€. K hematopoetickym ristovym faktoriim patii tzv. kolonie stimulujici
faktory (CSF), interleukiny, chemokiny a dal§i. Kmenové a progenitorové buiiky jsou zavislé
na stalé pfitomnosti n¢kterych rstovych faktorti, které Casto pisobi antiapopticky. Pii delsi
absenci téchto faktorti dochdzi k aktivaci apoptického procesu a zaniku bunky. Na druhé
stran¢ muze pravdépodobné stimulace ristovym faktorem zvySovat odolnost piislusnych

bunék k vyvolani apoptozy jinymi faktory, napt. cytostatiky (Necas a kol., 2009).
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3.2 Leukemie

Nador definujeme jako genetické onemocnéni, které je vysledkem kumulace tady
genetickych zmén. Hematologickd maligni onemocnéni jsou nadory postihujici krvetvorné
buniky. Leukemie jsou maligni onemocnéni postihujici hematopoeticky systém. Etiologie
leukemii jednozna¢né neurcila pific¢inu vzniku leukemii, ale jsou studovany faktory, které se
na jejich vzniku mohou podilet. Patfi k nim pfedev§im chromosomové zmény a genové
mutace, genetické predispozice, ionizujici zafeni, strava, zivotni styl nebo prumyslova
expozice.

U leukemie pfevladd tvorba a hromadéni leukemickych bunck nad jejich zanikem.
Genera¢ni Cas nddorové buiky, tj. ¢asovy interval mezi dvéma mitdézami, je oproti ¢asu
normalni bunky prodlouzen.

Leukemie vznikd dasledkem nahromadéni nékolika naslednych genetickych mutaci
v genomu kmenovych nebo progenitorovych bun€k hematopoézy. Vzniklé mutace preménuji
protoonkogeny na onkogeny, napt. PML/RARa, AMLI/ETO, CBFf/MYHI11, nebo mutace
poskozuji tumor supresorové geny, napt. p5S3. Tak vytvareji pro leukemické buiky selek¢ni
vyhodu. Tato vyhoda spociva ve ztraté¢ schopnosti diferenciace pii zachovani proliferace, ve
sniZeni apoptdzy a v nezdvislosti leukemickych bun¢k na regula¢nich mechanismech. Dnes uz
vime, Ze tyto zmény nejsou nahodné. Jsou soucasti procesu maligni transformace (Indrak a
kol., 2006).

Leukemické bunky nachizime ve zvySené mife v kostni dieni, periferni krvi, kde
zpusobuji potlaceni normdlni krvetvorby. Leukemické buiiky dale infiltruji do nékterych,
predev§im hematopoetickych organt, jako je slezina a jatra (Pecka, 2006).

Chromosomové zmény jsou integralni soucasti procesu maligni transformace. Obor,
ktery studuje chromosomové zmény u nadorti, se jmenuje nadorovd cytogenetika nebo

onkocytogenetika.
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3.3 WHO klasifikace

Pro stanoveni prognozy a postupu lécby je diilezita klasifikace leukemii. Akutni myeloidni
leukemie se dle star$i francouzsko—americko-britské (FAB) klasifikace, zaloZzené na
morfologii, délila do 7 typt — a ty byly oznac¢eny MO az M7 AML.

WHO (World Health Organization) klasifikace pouzivana od roku 2001 rozliSuje mnohem
vice faktort. WHO Kklasifikace akutnich myeloidnich leukemii (AML) vychazi ze vsech
dostupnych informaci klasickych cytochemickych a imunofenotypickych znakt a je doplnéna

0 znaky cytogenetické a molekularné genetické (Vardiman a kol., 2009).

Tab. | Tabulka prognostické stratifikace AML zahrnujici klinicka, cytogeneticka a

molekularné genetickd data (ptevzato Dohner a kol., 2010).

Genetic group Subsets

Favorable t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Mutated NPM1 without FLT3-ITD (normal karyotype)
Mutated CEBPA (normal karyotype)

Intermediate - | Mutated NPM1 and FLT3-ITD (normal karyotype)
Wild-type NPM1 and FLT3-ITD (normal karyotype)
Wild-type NPM1 without FLT3-1TD (normal karyotype)

Intermediate - 11 t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or

adverse
Adverse inv(3)(g21926.2) or t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); MLL rearranged
-5 or del(5q); -7; abnl(17p); complex karyotype
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3.4 Prehled vybranych typi AML

3.4.1 AkKutni myeloidni leukemie s t(8;21) a fuzi geniit RUNX1-RUNX1T

Asi 5 % vsech AML jsou leukemie s translokaci t(8;21)(q22;q22) (Swerdlow a kol.,

2008), pri které vznika fizni gen RUNX1-RUNX1T1 (difive AML1/ETO) (Miyoshi a kol.,
1995).
,»Runt,, doména transkripéniho faktoru RUNX1 (AML1) je nezbytna pro diferenciaci
hematopoetickych kmenovych bun€k. Translokace t(8;21) generuje fuzni protein RUNX1-
RUNX1T1 (AML1-ETO), ktery funguje jako transkripéni represor a inhibuje expresi gent
reagujicich s AMLL1. To zptsobuje blok v diferenciaci hematopoetickych kmenovych bunék,
které ve spojeni s dal§imi genetickymi udélostmi zpisobuji transformaci normalnich bunék na
buiiky leukemické (Asou, 2003; Tenen, 2003).

Translokace je vysledkem fuze dvou gent, fuzniho proteinu N-terminalni domény
zgenu RUNX1 a ¢ty C-terminalnich domén z genu RUNX1T1. Tento protein ma vliv na
regulaci proliferace, diferenciaci a zivotaschopnost leukemickych bunék (Reikvam a kol,
2011). Exprese fuzniho proteinu RUNXI1-RUNXI1T1 sama o sobé nestaci k vyvolani
leukemie, ale Giloha dal$ich genetickych zmén neni pfesné znama. RUNX1-RUNXL1T1 reguluje
geny, které se ucastni na opravé DNA, a zvySuje frekvenci mutaci in vivo. RUNX1-
RUNX1T1, poSkozujici DNA buiiky, maji aktivovanou signalni drahu p53. To mé za nasledek
zvySeni bazalni apoptézy a zvySeni citlivosti agens na poSkozeni DNA. Vzorky pacientd
S t(8;21) ukazuji snizenou expresi gend pro opravu DNA a zvySenou expresi gend p53. Je
mozné, Ze RUNX1-RUNX1T1 miiZe usnadnit hromadéni genetickych zmén tim, Ze potlaci
endogenni opravu DNA (Krejci a kol., 2008).

U 90 % pacientt je t(8;21) spojena s inhibici granulocytarni diferenciace. Nemocni
S touto chromosomovou zménou jsou fazeni do skupiny s dobrou prognézou. Translokace
t(8;21)(g22;922) byla podle FAB klasifikace oznacovana AML M2 (Tonks a kol., 2007).

Kromé¢ primarni translokace t(8;21) jsou u 15%-30% nemocnych pozorovany piidatné
chromosomové zmény. Tyto ptidatné chromosomové zmény byly ¢asto povazovany za zmény
zhorSujici prognézu nemocnych. Studie velkych soubori nemocnych vSak ukézaly, ze tyto
zmény progndzu nezhorSuji (Marcucci a kol., 2009). Nejcastéji se vyskytujici piidatnou

chromosomovou zménou je delece dlouhych ramen chromosomu 9, del(9q) (Kuchenbauer a
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kol., 2006). Deletovana oblast zahrnuje pruhy 9q21-22, a to asi u 90 % ptipadt (Reikvam a
kol., 2011). Prognosticky vyznam této zmeény nebyl potvrzeny. Dalsi nendhodnou zménou
vyskytujici se spole¢né s translokaci je chybéni pohlavnich chromosomu. Prognosticky
vyznam vyskytu této piidatné zmény nebyl také prokazan (Marcucci a kol., 2009).

K dal§im pozorovanym piidatnym chromosomovym zméndm patii napi. trisomie
chromosomu 8, monosomie chromosomu 5 nebo 7. Ani tyto zmény nemaji prokazanou
statistickou vyznamnost tykajici se prognézy nemocnych. Piesto je mezi nemocnymi S t(8;21)
heterogenita jak v prib&hu onemocnéni, tak Vv 1é¢ebné odpovédi. Proto se hledaly dalsi
molekularni markery, které by prognézu nemocnych mohly ovlivnit. Molekularné genetické
studie prokazaly, ze se ve 20-25 % ptipada s t(8;21) vyskytuje mutace genu KIT. A Ze tento
nalez je spojen s nepiiznivou prognosou, ale nebyla to jedina nepfiznivé plsobici mutace u
téchto nemocnych (Sheeja a kol., 2009). U 4% - 12% pacientil je pfitomna mutace FLT3
(Boissel a kol., 2006).
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Obr. 2 Karyotyp nemocného s t(8;21). Derivované chromosomy jsou oznaleny Sipkou

(karyotyp sestaven v Cytogenetické laboratoii HOK, Olomouc).

Translokace t(8;21) je urcitelnd klasickou cytogenetickou analyzou kostni diené. Fazi

genu RUNX1-RUNX1T1 je mozné potvrdit metodou polymerazové fetézové reakce (RT-PCR)
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nebo molekularné cytogenetickou metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH), a to jak
s celochromosomovymi sondami, tak s lokusové specifickou sondou (Obr. 3). Piidatné

chromosomové zmény lze urcit cytogeneticky nebo metodou FISH.

t(8;21)
L
® -

21
R t(8;21)

Obr. 3 FISH s celochromosomovou sondou chromosomu 8 (Eerveny fluorochrom) a 21

(zeleny fluorochrom) (obrazek FISH poskytla Cytogeneticka laboratoi HOK, Olomouc).

3.4.2 Akutni leukemie s inv(16) nebo t(16;16) a fzi genu CBFf-MYH11

Fazni gen CBFf-MYH11 (CBF = ,core binding factor beta®, MYH11 = ,smooth
muscle myosin heavy chain 11%) vznikd obvykle inverzi inv(16)(p13q22) nebo translokaci
t(16;16)(p13922) (Liu a kol., 1993, Huang a kol., 2004).

Pericentricka inverze inv(16)(p13q22) je charakteristickou abnormalitou spojenou
s AML, podtypem MA4Eo podle klasifikace FAB (Liu a kol., 1993). CBFp je transkrip¢ni
faktor, ktery se pfimo nevaze na DNA, ale spolupracuje s DNA vazebnym (,,DNA-binding,,)
transkripénim faktorem RUNX1, aby zvysil svou schopnost vazat se na DNA a regulovat

transkripci (Lutterbach a kol., 1999).
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Na kratkém raménku chromosomu 16 v oblasti genu MYH11 dochazi ke zlomu a na
dlouhém raménku chromosomu 16 dochazi k inverzi na konci koédujici oblasti CBF-beta,
znama také jako PEBP2-beta podjednotka heterodimerického transkripéniho faktoru,
regulujici genovou expresi v T buiikach (Liu a kol., 1993).

Podle WHO Klasifikace je AML sinv(16)/t(16;16), stejné¢ jako AML s t(8;21),
povazovana za onemocnéni spojené¢ s dobrou prognosou a jsou podle literatury také stejné
1écené (Schlenk a kol., 2003). U nemocnych je ¢asto pozorovana pouze aberace chromosomu
16, ale pokud se vyskytnou pfidatné chromosomové zmény, pak se nejcastéji jedna o trisomii
chromosomu 22, 8 a 21 ( Marccucci a kol., 2005). Dale bylo pozorovano, ze nemocni
s trisomii chromosomu 22 maji ponékud lepsi prognosu, protoze u nich mén¢ ¢asto dochazelo
k relapsu onemocnéni, ve srovnani s nemocnymi S pouze inv(16) nebo t(16;16). Pro ostatni
ptidatné chromosomové zmény nebyla potvrzena prognostickéd vyznamnost.

Urceni této zmény je mozné pomoci klasické cytogenetiky, ale v rutinni praxi tuto

zménu obvykle potvrzujeme molekularné geneticky a nebo metodou FISH (Obr. 4).

Obr. 4 FISH slokus specifickou sondou potvrzujici inv(16) (oznaceno Sipkou) (obrazek

FISH ziskan z Cytogenetické laboratore HOK, Olomouc).
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3.4.3 AKutni promyelocytarni leukemie s t(15;17)(g22;921) a fuzi genu PML/RAR«.

Fazni gen PML/RARo. je vysledkem fuze genu receptoru pro retinovou kyselinu
(RARa) na chromosomu 17 s tumor supresorovym genem PML (ProMyelotic Leukemia) na
chromosomu 15. Exprimovany protein z takto vzniklého fuzniho genu PML/RARco ma za
nasledek poruchu transkripce a zéastavu vyzravani myeloidnich prekurzorii na urovni
promyelocytu (Indrak a kol., 2006). Tato flize genu, spojena s reciprokou translokaci
t(15;17)(g22;921), byla poprvé popsana vroce 1977. Termin akutni promyelocytarni
leukemie poprvé pouzil v roce 1957 Leif Hillestad (Bennett a kol., 1985).

Dlouhou dobu se jednalo o jednu z prognosticky nejhorSich subtypii akutni leukemie. Vyssi
procento kompletnich remisi pfineslo zafazeni léku daunorubicinu, ale vétSina pacienti
relabovala. V 80. letech 20. stoleti doslo k revoluci 1ééby tohoto onemocnéni diky objevu
ucinkil retinoidd na buniky APL (Szotkowski a kol., 2008). Derivaty kyseliny retinové za
normalnich okolnosti hraji velmi dilezitou roli v regulaci rastu a diferenciace. (Mayer a kol.,
2002). APL je tak prvni akutni leukemii, u které se docililo necytostatické 1é€by praveé pomoci
all-trans-retinové kyseliny (ATRA) (Indrak a kol., 2006).

APL je charakterizovana, v€etné specifické chromosomalni translokace t(15;17)(q22;q21),
pritomnosti akumulace abnormalnich promyelocytti, vyskytem fibrinogenopenie a rozsifenou
intravaskularni koagulaci (Chen a kol., 2003; Bennett a kol., 1985).

Chromosomova zména t(15;17) je v sou€asnosti spojena s dobrou prognosou, protoze
je mozné dosahnout kompletni remise u pacientt 1é¢enych all-transretinovou kyselinou.
Translokace t(15;17) je urcitelna klasickou cytogenetickou analyzou kostni dien¢ (Obr. 5).
Fuze genu PML/RARa je mozné detekovat jak molekularné genetickou metodou PCR, tak i
metodou FISH (Obr. 6) (Lexova a kol., 2000).

Ne&kdy dochazi ke vzniku tzv. variantnich translokaci a fuzi genu RARa S jinymi
fznimi partnery nez PML. Jedna se o translokaci t(11;17)(q23;921) se vznikem fizniho genu
PLZF/RARa. (Promyelotic Leukemia Zinc Finger), dale translokaci t(11;17)(q13;921) se
vznikem fuzniho genu NuMA/RARo. (Nuclear Mitotic Apparatus protein), translokaci
t(5;17)(935;921) se vznikem faze NPM/RARa  (NucleoPhosMin), translokaci
t(17;17)(921.1;921.2) s genem STAT5b/RARo. (Signal Transducer and Activator of
Transcription 5b) a recentné byl popsan fuzni gen PRKARIA/RARa jako vysledek translokace
t(17;17)(922;921). Vyznamné bylo dale zjisténi, ze bunky nesouci fizni gen PLZF/RARa a
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STAT5b/RARa jsou k u¢inkim ATRA rezistentni. Prognosa onemocnéni je tedy vyrazné
horsi.
Pfidatné chromosomové zmény u APL maji nejasny vyznam. Ve vztahu k prognose pacientli

jsou zanedbatelné (Szotkowski a kol., 2008).

BF&f GE @y @ 38 g
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Obr. 5 Karyotyp pacienta s AML s t(15;17) (karyotyp sestaven v Cytogenetické laboratofi
HOK, Olomouc).
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fuze PML/RARA

_————»

Obr. 6 FISH s lokus specifickou sondou LSI PML/RARA Dual Color, Dual Fusion
Translocation Probe Abbott Molecular, spectrum green (RARA), spectrum orange (PML)
(obrazek FISH ziskan z Cytogenetické laboratoie HOK, Olomouc).

3.4.4 AKkutni myeloidni leukemie se zménami genu MLL

Prestavba genu MLL je pozorovéana asi u 10% akutnich leukemii. Jsou to jak akutni
myeloidni leukemie (AML), tak akutni lymfoblastické leukemie (ALL) i u déti a je také
pozorovan u pacientll dfive lé€enych terapii inhibitory topoizomerazy Il (Thirman a kol.,
1993).

MLL (Mixed Lineage Leukemia) gen je lokalizovan na 11. chromosomu v oblasti 11923
(Ziemin-van der Poel a kol., 1991). Chromosomové aberace postihujici gen MLL (znamy také
jako HRX nebo ALL-1) jsou spojovany s agresivnimi typy akutnich leukemii. Mutace genu
MLL je doprovazena, kromé Castych translokaci, 1 inverzi, duplikaci, deleci a ve vzacnych
ptipadech i genovou amplifikaci (Takacova a kol., 2007).

Reciproké translokace se vyskytuji jak u AML, ALL, tak i u tzv. biofenotypické leukemie
(ABL) (Krivtsov a Armstrong, 2007). Vysledkem reciproké translokace je vznik
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chimerickych onkoproteint vyznacujicich se vysokym transformacnim potencidlem
V porovnani s cytoplazmatickymi partnery, u kterych N-terminalni konec MLL proteinu je
fazovany s C-terminalnim koncem partnerského proteinu. Zlom v genu MLL nejcastéji
nastava v oblasti exonu 8-14. Tato oblast se nazyva breakpoint cluster region (BCR)
(Takacova a kol., 2007).

Partnerské geny MLL translokace se vyznacuji velkou heterogenitou. Bylo popsano vice nez
60 partnerskych genovych lokust. Translokace MLL genu tvoii 10% vSech mutaci u AML.
Translokace t(9;11) koduje fazni produkt MLL-AF9, a t(6;11), kéduje MLL-AF6. Jiné fazni
geny, jako naptiklad MLL-ENL1, se vyskytuji u AML, ALL i ABL (Takacova a kol., 2007).
Zménu v oblasti 11g23 je mozné detekovat jak klasickou cytogenetikou (Obr. 8), tak metodou
FISH pomoci lokus specifické sondy (Obr. 9) (Lexova a kol., 2000).
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MLL and partners - 85 recurrent translocations and 86 partner genes. Editor 06/2000; last update 02/2010

Obr. 7 Schematické znazornéni dosud pozorovanych fuznich partnerti genu MLL.

Pfevzato z http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/MLL.html
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U nékterych pacientl mtize dochézet k tandemové duplikaci genu MLL Vv oblasti exont 2 az 6

(Schichman a kol., 1994). Kromé translokaci a duplikaci je mozné detekovat trisomii

chromosomu 11 (+11) (Baffa a kol., 1995).
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Obr. 8 Karyotyp pacienta s potvrzenou MLL amplifikaci (karyotyp sestaven v Cytogenetické

laboratoii HOK, Olomouc).
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Obr. 9 FISH s lokus specifickou sondou LSI MLL Dual Color, Break Apart Rearrangement
Abbott Molecular, spectrum green (5’MLL), spectrum orange (3°’MLL) (obrazek FISH ziskan
z Cytogenetické laboratoie HOK, Olomouc).

3.4.5 Akutni myeloidni leukemie s t(6;9) a fuzi genu DEK/NUP214

Fuazni gen DEK/NUP214 se vyskytuje u AML s t(6;9)(p23;q34). Tato translokace u
AML je relativn€ velmi vzacna a poprvé byla identifikovana v roce 1992 (Von Lindern a kol.,
1992).
Vysledkem translokace je fuze DEK genu na chromosomu 6 v oblasti 6p32, s NUP214 (dfive
oznatovan jako CAN) na chromosomu 9 v oblasti 9934, za vzniku fizniho genu
DEK/NUP214.
AML s touto ptestavbou postihuje prevazné mladsi dosp€lé pacienty a je spojena se Spatnou
prognézou. Fuzni gen, ktery je vysledkem chromosomové translokace, narusuje regula¢ni
mechanismy kontrolujici rast, diferenciaci a pfeziti normalnich kmenovych bun¢k (Ageberg a

kol., 2008).
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Translokace se vyskytuje de novo, sekundarné po pifedchozim myelodysplastickém syndromu
(MDS) nebo po piedeslé 1écbeé chemoterapii (Slovak a kol., 2006).

3.4.6 Akutni myeloidni leukemie S inv(3) nebo t(3;3) a fuzi genu RPN1-EVI1

Jedna se o AML s trombocytézou a zménou chromosomu 3. Tato zména se muze
vyskytovat u AML typu M2, M4, M7 podle starsi klasifikace FAB. Je také pozorovana i u
MDS a sekundarnich AML (Lexova a kol., 2000).

U pacienti s AML se znaky myelodysplastického syndromu (MDS) a abnormitami
megakaryopoesy se Casto vyskytuji cytogenetické aberace v oblastech na chromosomu 3921 a
3926. Tyto aberace souvisi s paracentrickou inversi inv(3)(q21g26.2) nebo reciprokou
translokaci t(3;3)(q21;926.2) (Martinelli a kol., 2003).

Progndza nemocnych s aberacemi chromosomu 3 je Spatnd. Zména se miize vyskytovat jako
solo aberace, ale 1 jako soucast komplexnich karyotypli a vzdy je spojena s neptiznivou

prognosoul.
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3.5 Cytogenetika nadori

Nadorova cytogenetika, ktera ma dnes své pevné a nezastupitelné misto v hematom-
onkologii, se zacala rozvijet po historickém objevu prvni specifické chromosomové zmény u
lidského nadoru. Bylo to vroce 1960, kdy Nowel a Hungerford objevili ,,Philadelphia
chromosome* u nemocnych s chronickou myeloidni leukemii (CML) (Nowel a Hungerford,
1960). Velky rozvoj onkocytogenetiky byl spojen s objevem pruhovacich technik.
Chromosomy byly nejprve barveny Giemsou (Obr. 10) a mély jednotnou barvu. V normalni
buiice byl pocet 46 chromosomil sestavovan do karyotypu podle velikosti a polohy
centromery. Ur¢it chromosomovou zménu z takto obarvenych chromosomii bylo velmi

obtizné a takovy chromosom mohl byt zatazeny pouze do podskupiny.

RATEN P
B2 "

Obr. 10 Chromosomy v metafazi barvené Giemsou.

Prevzato z databaze Cytogenetické laboratofe HOK, Olomouc.
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Pokrokem bylo zavedeni pruhovacich technik v roce 1969 a 1970. Byly objeveny dvé
pruhovaci techniky: Q-pruhovani, vyuZzivajici fluorochromu quinacrine a hodnoceni ve
fluorescenénim mikroskopu (Casperson a kol, 1969), a metoda G-pruhovani (Seabright, 1971)
s hodnocenim ve svételném mikroskopu. Sjednotit hodnoceni pruhovanych chromosomt bylo
zakladem pro spravné urceni chromosomovych aberaci jak vrozenych, tak ziskanych. Jiz
vroce 1971 se cytogenetici na setkdni v Pafizi dohodli na jednotném systému hodnoceni
pruhovanych chromosomi (Obr. 11) a vznikla ISCN nomenklatura — An International System
for Human Cytogenetic Nomenclature. Systém prosel fadou Gprav a v soucasnosti plati ISCN
2009 (Shaffer a kol., 2009).

ISCN 2009. o nicote chia

19 20 21 22 ¥

Obr. 11 Ideogram haploidni sady lidskych chromosomi (ISCN 2009).
Pievzato z http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/ISCN09.html
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Na zékladé této nomenklatury je chromosom popsan takto:

Na chromosomu rozlisSujeme kratké rameno, oznacené p, a dlouhé rameno, 0znacené jako (.
Pruhy na ramenech chromosomt jsou oznaceny ¢isly, stejné€ jako podpruhy a ¢islovani za¢ina
od centromery a kon¢i telomerou chromosomu.

Metacentricky chromosom se sklada ze dvou ramen, rozd€lenych primarni konstrikci. Tato
primérni konstrikce je mistem centromery, kterd je zodpovédnéd za segregaci chromosomi
V mitoze a meidze.

Chromosom je zde slozen ze dvou sesterskych chromatid, které se separuji v mitotické

anafazi. Zakladem kazdé chromatidy je dvojita Sroubovice DNA (Michalova, 2000).

3.5.1 Chromosomové zmény

| v nddorové cytogenetice plati, Ze pozorované chromosomové zmény muizeme rozdé€lit na

chromosomové zmény pocetni nebo strukturni.

3.5.1.1 Strukturni zmény chromosomii
Mezi strukturni chromosomové zmény vyskytujici se u leukemii patii napt. inverze, delece a

translokace. Inverze (Obr. 12) muze byt pericentricka, pii které se méni poloha centromery,

nebo paracentricka, kdy se nemusi ménit pomér ramen a poloha centromery.
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Obr. 12 Schéma paracentrické a pericentrické inverze.

Pievzato z http://drugster.info/imag/term/pericentric-chromosome-inversion-11428 0.jpg

Pii deleci dochazi ke ztrat€ casti genetického materidlu na chromosomu, kterd vede
k odpovidajici ztraté gend (Simmons a Snustad, 2009). U deleci (Obr. 13) se vyskytuje bud’
jeden zlom (termindlni delece), nebo dva zlomy (intersticidlni delece). Naproti tomu pii
inzerci jsou nezbytné nejméné tii zlomy a zasazen muze byt jeden nebo dva chromosomy

(Michalova, 2000).
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Obr. 13 Schéma intersticialni delece chromosomu.
Pievzato z http://ghr.nIm.nih.gov/handbook/illustrations/chromosomaldeletion

Nejcastéjsi strukturni zménou u leukemii jsou translokace (obr. 14) (Sandberg a Meloni-
Ehrig, 2010). Translokace jsou jednou z nejdilezitéjsich zmén v karyotypu nadorovych bunék
prevazujici u hematologickych malignit. Jedna se o translokace reciproké, pti kterych dochézi
K vzajemné vyméné Casti dvou nebo vice nehomolognich chromosomut. Doposud je znamo
vice nez 500 riznych typu rekurentnich balancovanych translokaci u nadorti (Adam a kol.,

2008).

Obr. 14 Schematické znazornéni balancované translokace.

Pievzato z http://ghr.nIm.nih.gov/handbook/illustrations/balancedtranslocation
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Translokace nebalancované jsou Castéjsi chromosomovou zménou u nadorti nez translokace
balancované. Nebalancovana translokace (obr. 15) nastava, pokud neni ptvodni mnozstvi
genetického materidlu v buiice zachovdno a dochazi ke ztrat€ nebo zisku genetického

materialu.

Unbalanced
Translocation

Obr. 15 Schematické znazornéni nebalancované translokace.

Pievzato z http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/unbalancedtranslocation

Strukturni zménu chromosomu ptedstavuji také kruhové chromosomy (z anglického ring
chromosomes). Kruhovy chromosom vznika, pokud dojde ke zlomu na obou chromatidach a
K jejich opétovnému spojeni.

U nadorovych bun¢k je velmi ¢astou zménou duplikace celych chromosomut nebo
jejich Casti, a to svéd¢i o postupu nadorového procesu. Jsou zndmy dvé chromosomové
zmeny, které se sice Casteji vyskytuji u solidnich nadorti, ale byly pozorovany i u leukemii.
Jedna se o velmi malé mikroskopicky detekovatelné Castice chromatinu, bez centromery,
znamé jako double minutes (DMs). DMs vznikaji rozpadem tzv. homogenné se barvicich
oblasti (homogenously staining regions — HSR). DMs a HSR jsou tvofeny amplifikovanymi
geny, nejcastéji onkogeny (Michalova, 2000).
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3.5.1.2 Pocetni zmény chromosomii

Zménu v po¢tu chromosomui oznacujeme jako aneuploidii, ktera pfedstavuje trisomii,

zmnozeni jednotlivych chromosomi chromosomové sady (n+1), tedy existenci tiéi kopii téhoz

chromosomu v karyotypu. Ztratu jednotlivych chromosomii ozna¢ujeme jako monosomii (n-

1). Zmény tykajici se celé chromosomové sady oznaCujeme jako euploidii (Lexova a kol.,

2000; Simmons a Snustad, 2009). Zmény v poc¢tu chromosomu v jednotlivych ploidnich

sadach jsou klasifikovany podle ISCN 2009 (obr. 16).

Near-haploidy (23 +)
Hypohaploidy
Hyperhaploidy

Near-diploidy (46 +)
Hypodiploidy
Hyperdiploidy

Near-triploidy (69 +)
Hypotriploidy
Hypertriploidy

Near-tetraploidy (92 +)
Hypotetraploidy
Hypertetraploidy

=34
<23

24-34
35-57
35-45
47-57
58-80
58-68
70-80
81-103
81-91
93-103

Near-pentaploidy (115 +)
Hypopentaploidy
Hyperpentaploidy

Near-hexaploidy (138 +)
Hypohexaploidy
Hyperhexaploidy

Near-heptaploidy (161 +)
Hypoheptaploidy
Hyperheptaploidy

Near-octaploidy (184 +)
Hypooctaploidy
Hyperoctaploidy

104-126

104-114
116-126
127-149
127-137
139-149
150-172
150-160
162-172
173-195
173-183
185-195

Obr. 16 Klasifikace ploidii podle ISCN 2009.

(Pfevzato z ISCN 2009)

U leukemii se mohou vyskytovat vSechny typy dosud popsanych strukturnich a pocetnich

zmen.
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3.6 Cytogenetické metody

Cytogenetické studie hraji dulezitou roli v identifikaci opakujicich se
chromosomovych abnormalit, které jsou pozorovany u ruznych druhd rakovin, véetné
leukemie. Ne¢které zmény jsou zcela specifické (Sandberg a Meloni-Ehrig, 2010).
Cytogenetické metody proto hraji nezastupitelnou roli pfi diagnostice leukemii.
Cytogeneticka diagnostika je zaloZena na vySetteni pocetnich i strukturnich chromosomovych
zmén v nadorovych buiikkach a jejich vyuZziti pro potvrzeni klinické diagndzy, stanoveni
1écebné strategie, kontrolu Gi¢innosti 1écby a detekci minimalni zbytkové choroby. Na zakladé
cytogenetickych, molekularné cytogenetickych a klinickych tidajii je mozné zaradit pacienta
do prognostickych podskupin a umoznit tak cilenéjsi terapii (Adam a kol., 2008).

Klasické cytogenetické vysetieni je zaloZeno na piitomnosti dé€licich se bun€k ve stadiu

metafaze (Sandberg a Meloni-Ehrig, 2010).

3.6.1 Klasicka cytogenetika

V roce 1956 Tijo a Levan (Tijo a Levan, 1956) stanovili pfesny pocet 46 lidskych
chromosomil a jejich karyotyp v somatickych buiikach. Béhem nékolika let doslo k objevu
prvnich vyznamnych chromosomovych zmén. Diky novym metoddm, zvétSeni rozliSovaci
schopnosti vizualizace mikroskopu, se prispélo k rozsiteni znalosti a uznani zmén karyotypa
(Sandberg a Meloni-Ehrig, 2010).

Identifikace chromosomovych zmén u hematologickych malignit byla v minulosti zaloZena na
analyze karyotypu prostfednictvim pruhovacich technik, tzv. Giemsa pruhovani. Dodnes je G-
pruhovani povazovano za zékladni cytogenetickou metodu.

U hematologickych onemocnéni je materidlem ke stanoveni karyotypu zejména kostni
dren (KD) pacienta. Méné¢ Casto jsou cytogenetickd vySetfeni provadeéna z periferni krve nebo
lymfatickych uzlin.

Vysledkem zpracovaného materidlu je ziskani karyotypu a nasledny popis
chromosomovych abnormalit podle mezinarodné platné cytogenetické nomenklatury ISCN.
Hodnoti se nejméné 20 metafazi a 10 z nich se karyotypuje. Pro karyotypovani jsou vyvinuty

a pouzivaji se zcela rutinné systémy pro automatickou analyzu obrazu.
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Vysledny karyotyp zahrrnuje jak klondlni zmény, tak i ndlezy ndhodnych nebo neklonalnich
zmén. Jako klon definujeme nélez jedné metafdze s normalnim karyotypem, dvou shodnych
metafazi s translokaci nebo zmnozZenim stejného chromosomu nebo genetického materidlu na
chromosomu nebo 3 a vice metafazi se ztratou genetického materialu. Komplexni karyotyp

definujeme jako nalez 3 a vice zmén v karyotypu nemocného (obr. 17).
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Obr. 17 Komplexni karyotyp u nemocné s AML (karyotyp sestaven v Cytogenetické
laboratotfi HOK, Olomouc).
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3.6.2 Molekularni cytogenetika

Klasické cytogenetické vySetieni je dnes v onkohematologii dopliiovéano
vysetifovacimi metodami molekularni cytogenetiky, které pomadhaji upfesnit cytogeneticky
nalez. Hlavni vyhodou molekuldrné cytogenetickych metod je moznost studovat
chromosomové abnormality i v interfaznich jadrech jednotlivych nadorovych bunék.

Zakladni metodou molekularni cytogenetiky je in situ hybridizace (ISH). ISH umoziuje
zviditelnit sekvence nukleovych kyselin na mikroskopickych preparatech, které obsahuji
fixované a morfologicky zachovalé chromosomy, jadra nebo tkanové fezy. Metoda je
zalozena na pouziti fluorescenéné znacené jednofetézcové hybridizacni sondy, tj. kratkého
useku DNA. Sonda se v disledku komplementarity bazi po denaturaci vaze k cilové sekvenci
DNA bun¢k nachazejici se na mikroskopickém preparatu. V soucasnosti se pouzivaji DNA
sondy konjugované s nékterymi z fluorochromti, proto se tato metoda oznacuje jako
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Existuje nékolik druhd sond, které mohou byt
specifické pro jednotlivé chromosomy, jejich €asti, jako ramena, centromery, telomery nebo i
jednotlivé geny. Misto, na které se navaze sonda, mizeme pozorovat pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. Pomoci poétu a poloh jednotlivych fluorescen¢nich signald Ize zjistit pocetni i
strukturni zmény chromosomu.

Naptiklad analyza translokaci v pfipadé¢ dostatecného poctu mitéz na metafaznich
chromosomech se provadi pomoci dvou celochromosomovych DNA sond znacenych
odlisnymi fluorochromy (tzv. dvoubarevnd FISH). Pro identifikaci translokaci v interfaznich
jadrech se vyuziva tzv. interfazni FISH (I-FISH), kterd je zaloZzena na hybridizaci lokusové
specifickych DNA nebo centromerickych sond znac¢enych odlisnymi fluorochromy.

Pouziti lokus specifickych sond je vyuzivano pfedev$im pro urceni translokaci. Tyto DNA
sondy hybridizuji v tésné blizkosti z obou stran zlomu na chromosomu a detekuji zlom, tedy i
probehlou translokaci, na zaklad¢€ rozdéleni ptivodniho fluorescencniho signélu.

Pokud se prestaveb ucastni vice chromosomu, je vhodnéj$i pouzit metodu
mnohobarevné FISH (M-FISH). Princip této metody je shodny s obecnym principem FISH a
pro hybridizaci je pouzita sada celochromosomovych sond pro jednotlivé chromosomové
pary, které jsou znaCeny kombinaci celkem 5 fluorochromii. Pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu a specidlniho softwarového programu jsou pak barevné nasnimané chromosomy
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s odlisnou intenzitou fluorochromi piebarveny na pseudobarvy, které 1épe dovoluji urcit
chromosomové piestavby.

Pro detailni mapovani chromosomovych oblasti mizeme vyuzit jest¢ metodu
mnohobarevného pruhovani. Ta je také zaloZena na hybridizaci se sondou pro jednotlivé
chromosomy, kterd je obvykle pfipravena mikrodisekci chromosomovych oblasti a jejich
oznacenim kombinaci fluorochromid a naslednym zpracovanim pomoci softwarového

programu s pseudobarvami (Adam a kol., 2008).
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Aspirat kostni dien¢ pacienta vySetfovaného v Cytogenetické a molekularné cytogenetické

laboratoti Hemato-onkologické kliniky FN v Olomouci.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Antibiotic Antimycotic solution (ATB = penicilin, streptomycin, amphotericin)(SIGMA)
BM médium (bone marrow karyotyping medium) (Bl BIOLOGICAL INDUSTRIES)
DAPI (abbott moleculare)

Destilovana voda (MILLIPORE S.A.S.)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO,4 x 12H,0) (lach:ner)

EBSS - oplachovaci roztok (Earle’s Balanced Salt Solution) (GIBCO)

Ethanol 70%, 80%, 90% a 96%

Fluorescen¢né znacena sonda (Cambio, Metasystems)

Fluorescen¢né znacena sonda (Vysis)

Giemsa KaryoMAX (GIBCO)

Heparin (heparinum natricum) (Zentiva, K.S.)

Chlorid draselny (Iékarna)

Karyomax Colcemid (GIBCO)

Kyselina citronova (lach:ner)

Kyselina octova ledova (lach:ner)

Leishmann’s stain (SIGMA)

Methanol (lach:ner)

NP40 (Abbott molecular)

PBS pufr pH 7,4 (Iékarna, Mgr. Rolin)

RPMI-1640 (sterilni kultivaéni médium) (SIGMA)
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20xSSC (abbott moleculare)

Teleci sérum (GIBCO)

Trypsin (SIGMA/ALORICH)

Tween20 (Serva)

Ultrapure formamid (Q-BIO gene)

0,075 M pufrovany roztok chloridu draselného (1ékarna)

4.1.3 PouZité roztoky

Fixa¢ni roztok (Carnoye):
Methanol a kyselina octova ledova v poméru 3:1.
30 ml methanolu

10 ml kyseliny octové ledové

Roztok 20xSSC:
132 g 20xSSC
500 ml destilované vody
pH 7

uchovavat pfi laboratorni teploté

Denaturaéni roztok:
2 ml 20xSSC
4 ml destilované vody

14 ml formamidu

Gurriv roztok (Gurr’s buffer solution pH 6,8) (GIBCO)
Tablety se rozpusti v 1 | vody

Barvici roztoky:

Roztok 0,14 M Na;HPO4:
259 Na;HPO,4 x 12H,0
500 ml destilované vody
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Kyselina citronova:
10,5 ml kyseliny citronové
500 ml destilované vody
Leishmannovo ¢inidlo:
0,6 g Leishmann’s stain
400 ml methanolu
Roztok trypsinu:
0,04 g trypsinu
1 ml PBS

Zasobni myci roztoky:
2xSSC/0,1% NP40:

100 ml 20xSSC

850 ml injekéni vody

1 ml NP40

pH 7-8

doplnéni do 1 1 vodou

uchovava se pfi laboratorni teploté
0,4SSC/0,3% NP40:

20 ml 20xSSC

950 ml injekéni vody

3 ml NP40

pH 7-7,5

doplnéni do 1 1 vodou

uchovava se pfi laboratorni teploté

4.1.4 Laboratorni pristroje a pomiicky

CCD kamera (MetaSystems)

Centrifuga (Centrifuga Rotina 420R — Schoeller)
Digestot

Flowbox (flowbox HERAsafe®, Heraeus Holding GmbH)



Fluorescenéni lampa U-RFL-T (Olympus)
Fluorescen¢ni mikroskop (Olympus)

CO; inkubator Function Line (Heraeus Holding GmbH)
Kahan

Laboratorni vahy Scaltec (Scaltec Instruments)
Lednicka

Magneticka michacka (Schott Instruments)

Mraznicka

pH metr Beckman (Beckman Instruments)

Pipety (Gilson)

Topna a susici deska Medax (Nagel)

Pocita¢ a karyotypovaci software Ikaros (MetaSystems)
Pocitac a software ISIS (MetaSystems)

Stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International )
Svételny mikroskop Olympus BX41 (Olympus)
Ttepacka Heidolph Reax top (Heidolph)

Vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech International )

4.1.5 Laboratorni sklo

Odmérny valec (50 ml, 100 ml)
Sklenéné kadinka (100 ml)
Sklenéné kopliny (25-30 ml)
Sklenéné kopliny (100 ml)
Sklenénd odmérna banika (100 ml)
Sklenénd odmeérna batika (500 ml)

Sklenéna ty¢inka
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4.1.6 Spotiebni material

Imerzni olej (Olympus)

Injekéni jehly sterilni (B. Braun)

Kryci skla (22x22 mm, 24x24 mm) (Menzel-Glaser)
Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma )

Plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml) (Eppendorf)
Plastové kultivaéni lahve (40 ml) (Nunclon TM A Surface, Thermo Fisher Scientific)
Zkumavky Falcon (15ml) (Thermo Fisher Scientific)
Centrifugaéni zkumavky Falcon (50 ml) (TPP®)
Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific)
Rubber cement (Fixo gum) (Marabu)

Spi¢ky (Gilson)

4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bunék kostni diené (KD) pro cytogenetické a molekularné -

cytogenetické vySetieni

Pro cytogenetické a molekularné-cytogenetické vysetieni jsou pouzivany bunky kostni
dfen¢ (KD) pacienta, které se kultivuji in vitro, v kultivaénim médiu (Tab. Il). Material se
odebira do pfipravené zkumavky s malym mnoZstvim heparinu. Pfi odbéru je nutné dodrzovat
sterilitu.

Tyto podminky jsou zasadni, protoze se jedna o kultiva¢ni metodu.
Kultivace probiha nejcastéji v médiu RPMI v termostatu pii 37 °C. Doba kultivace se mtize

lisit podle typu vysetieni a diagnozy. Obvykla doba kultivace byva 24 hodin.

42



Tab. Il pfiprava kultiva¢nich médii pro KD dospélych pacienti (pievzato Current protocols
in human genetics, 1999).

Normal (N) pro piimé Heparin (H) Kultivace (K)
zpracovani BM

10 ml RPMI-1640 10 ml RPMI-1640 | 12 ml BM média
meédia média

2 kapky heparinu 2 kapky heparinu

2,4 ml teleciho séera

RPMI-1640 (sterilni kultiva¢ni médium)

BM (bunéény material)

Médium normal (N) se pouziva pro piimé zpracovani, do kterého ptidame 2 kapky kolchicinu
na dobu 30 minut k zastaveni délicich se bun¢k v metafazi. Poté ihned zpracovavame. Po
zpracovani bunéfného materidlu (BM) nasleduje cytogenetické barveni Giemsovym
barvivem. Tentyz den hodnotime pocet mitdz. Pokud neni nalezen dostate¢ny pocet mitdz
(alespont 5 mitdéz na jeden cytogeneticky preparat), pfiddme do médii urenych pro
24hodinovou kultivaci 2 kapky kolchicinu (ke zvySeni poctu mitdz).
Kultury, které jsou uréené k 24hodinové kultivaci, odebrany do média H, pielijeme z
plastovych kultivacnich nddob do 15ml zkumavek Falcon. Material zcentrifugujeme, 1 000
otacek / 37 °C / 10 min, vznikly supernatant slijeme a buné¢nou suspenzi piepipetujeme do
plastovych kultivacnich nadob s pfipravenym médiem K.
Bunécénou suspenzi v kultivaéni nddobé s médiem K inkubujeme pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Druhy den pfidame 2 kapky kolchicinu na dobu 30 minut — pouze pokud nebyl piidan
pfedchozi den vzhledem k nedostate¢nému poctu mitdz. Poté ihned zpracovavame (Current
protocols in human genetics, 1998).

Cilem kultivace je ziskat co nejvetSsi mnoZzstvi délicich se bunék pro nasledujici
cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetreni (Adam a kol., 2008).

Hodnoceni kvality kultivace je hodnoceno podle poctu nalezenych mitéz po
zpracovani BM a cytogenetickém barveni Giemsovym barvivem. Kultivaci miizeme

vyhodnotit jako uspé$nou, pokud jsou nalezeny cytogeneticky hodnotitelné mitdzy. Jako
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neuspésna je kultivace hodnocena, pokud nejsou nalezeny cytogeneticky hodnotitelné mitozy,
ale kultury lze pouzit pro interfazni FISH. Pokud nejsou nalezeny mitdzy ani interfazni
buniky, jedna se o netspésny odbér a cytogenetické ani molekuldrné cytogenetické vysetieni
neni mozné provést, a proto je nutné odbér opakovat (Current protocols in human genetics,
1998).

4.2.2 Zpracovani BM pro cytogenetické a molekuliarné-cytogenetické vySetieni

Princip zpracovani BM, odebraného od pacienta, spo¢iva v izolaci a fixaci interfaznich
jader a metafazi bun€k kostni diené, periferni krve nebo tkani. Material je uchovavan pouze
kratkodobé.

Ke zpracovani BM pro cytogenetické a molekularné-cytogenetické vySetfeni je postupovano
takto:

Ptipravime fixacni roztok Carnoye, smisenim metanolu a kyseliny octové ledové
vpoméru 3:1. Obsah kultiva¢nich nadob pielijeme do fadné¢ oznacenych plastovych
zkumavek Falcon 15 ml a centrifugujeme 10 minut p#i 1000 rpm a 37 °C. Vznikly supernatant
odstranime a piidame 10 ml 0,075 M roztoku chloridu draselného vytemperovaného na 37 °C.
Material inkubujeme po dobu 25 minut pii 37 °C. Poté piidame 1 kapku fixacniho roztoku
Carnoye a promichame.

Znovu centrifugujeme 10 minut pfi 1000 rpm a 37 °C. Vznikly supernatant odstranime
a ptidame 10 ml fixacniho roztoku Carnoye vychlazeného na 20 °C. Prvni mililitr pfidavame
pomalu po kapkach, obsah zkumavky promichame pomoci vortexu.

Material inkubujeme po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Opét centrifugujeme 10
minut pii 1000 rpm a 4 °C. Odstranime supernatant a pfidame 10 ml fixacniho roztoku
Carnoye, promichame pomoci vortexu. Centrifugaci a nasledné odstranéni supernatantu
provadime, dokud nema vysledna bunécna suspenze mlécné opaleskujici zbarveni.

Takto zpracovana suspenze bunék je uchovavana v ledni¢ce k dalsimu pouziti po dobu
n¢kolika tydnd.

Buné¢nou suspenzi vyhodnocujeme nakapanim na podlozni sklo a obarvenim pomoci
roztoku Giemsy. Na takto pfipraveném preparatu kontrolujeme ptfitomnost mitéz (Current

protocols in human genetics, 1999).

44



4.2.3 Priprava a barveni cytogenetickych preparati, G-pruhovanim a karyotypovani

G-pruhovani chromosomil je zalozeno na piisobeni proteolytického enzymu trypsinu a
barveni barvivem Giemsa-Romanowski. Jakym zplsobem stabilni pruhy touto technikou
vznikaji, neni dostate¢né objasnéno a Kvalita takto obarvenych preparati zavisi na mnoha
laboratornich podminkach (Adam a kol., 2008).

G-pruhovani umoziuje rozliSeni jednotlivych chromosomovych pari (kondenzované
metafazni chromosomy) podle specifickych G-pruht.

Hodnocenim takto obarvenych preparatti v mikroskopu pfi prochéazejicim svétle l1ze (za
pomoci pocitacovych programi slouZzicich k analyze obrazu) sestavit karyotyp, a tak ptipadné

odhalit strukturdlni i numerické abnormality chromosomtl.

A. Piiprava cytogenetickych preparati a G-pruhovani

Do prvni sklenéné kopliny pfipravime barvici roztok I. smichanim:
75 ml 0,14 M Na,HPO,
20 ml kyseliny citronové
0,32 ml Giemsa Karyomax
0,5 ml roztoku trypsinu v PBS

Do druhé sklenéné kopliny pfipravime barvici roztok II. smisenim:
15 ml Leishmanova ¢inidla

45 ml Gurruova roztoku

Na nadychnuté podloZni sklo nakapeme z vySky cca 50 cm 2-3 kapky zpracované
bunécné suspenze (v digestofi), nakapané sklo protdhneme nad plamenem a nechame
uschnout pii laboratorni teplote. Takto pfipravime sadu 5 skel pro kazdého pacienta a kazdou
kultivaci.

V kopling s barvicim roztokem I. inkubujeme po dobu 2 minut pfi laboratorni teploté po
jednom skle z kazdé sady.

Poté sklo oplachneme v kopliné s roztokem EBSS a pifeneseme do kopliny s barvicim
roztokem 1., kde sklo inkubujeme po dobu 3 minut.

Sklo oplachneme v kopling s destilovanou vodou a nechame uschnout pti pokojové teploté.
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Nasleduje mikroskopické hodnoceni obarveni cytogenetického preparatu pii prochazejicim
svétle. Pokud je obarveni vyhovujici pro karyotypovani, obarvime stejnym zplsobem
zbyvajici 4 skla v sad¢ a nasleduje karyotypovani. Pokud obarveni neni pro karyotypovani
vyhovujici, upravime Casy inkubace v barvicich roztocich (napft.: pfi ptili§ tmavém obarveni
zkratime dobu inkubace v barvicim roztoku II., pii pfili$ svétlém obarveni prodlouzime dobu
inkubace v barvicim roztoku II., pfi nedostate¢né¢ vyrazném pruhovani chromozomu
prodlouzime dobu inkubace v barvicim roztoku I., pfi chromosomech piili§ narusenych
pusobenim trypsinu zkratime dobu inkubace v barvicim roztoku 1.). Nové obarvené preparaty
op¢t mikroskopicky vyhodnotime.
B. Karyotypovani

Pomoci svételného mikroskopu vyhleddvame a hodnotime 20 mit6z u kazdého pacienta, z 10
z nich sestavime karyotyp za pomoci softwaru Ikaros (MetaSystems) a vyhodnotime pocet a

strukturu chromosomui (Current protocols in human genetics, 1999; Shaffer a kol., 2009).

4.2.4 FISH s celochromosomovymi sondami Cambio nebo MetaSystems

FISH (fluorescen¢ni in-situ hybridizace) je =zaloZzena na principu schopnosti
jednotetézcové DNA sondy vézat se s komplementarnimi Useky vySetfované DNA pacienta
(interfazni jadra bunck a mitdzy). Takto navdzané fluorescencné znacené sondy detekujeme
pomoci fluorescencniho mikroskopu.

A. Piiprava preparatu:

Preparat pfipravime nakapanim 2 az 3 kapek buné¢né suspenze na nadechnuté sklo, které
nechame voln€ uschnout. Spravné mnozstvi mit6z na preparatu zkontrolujeme pod svételnym
mikroskopem, pokud je mitdéz nedostatek, ptikdpneme na sklo dle potteby dalsi kapky
bunétné suspenze. Pokud je ale na preparatu nadbytek bun€k, je nutné bunétnou suspenzi
naredit fixatnim roztokem Carnoe a poté nakapat preparat novy.

Ptipravime si do plastové falkonky 50 ml roztok 2xSSC, a to nafedénim zasobniho roztoku
20xSSC. Roztok 2xSSC pielijeme do sklenéné koplinky, kde pfipraveny preparat inkubujeme
20 minut pii pokojové teploté.

Poté provadime odvodnéni skla promyvanim ve vzestupné ledové alkoholové tadeé,

ktera je uchovavana pii —20 °C. Sklo inkubujeme 2 minuty v 70%, 80%, 90% a 96% ethanolu.
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Takto odvodnéné sklo pfeneseme na plotynku, vytemperovanou na 45 °C, a nechame
uschnout.

Pfislusnou sondu vybirame podle chromosomové zmény, kterou ma metoda FISH
prokazat. Sondu pfipravujeme vzdy podle navodu vyrobce, zvortexujeme a rychle sto¢ime na
stolni centrifuze. Poté sondu 10 minut denaturujeme ve vodni lazni pii teploté 70 °C. Sondu
pfeneseme do vodni 1azn¢ o teploté 37 °C a inkubujeme ji 20 minut az 1 hodinu.

Sklo denaturujeme tak, ze ho vloZime do vytemperované¢ho denatura¢niho roztoku: 70%
formamid/2xSSC na dobu 2 minut ve vodni lazni pfi teplot¢ 73 °C. Znovu provadime
odvodnéni skla promyvanim ve vzestupné alkoholové tfadé: 2 minuty v 70%, 80%, 90% a
96% ethanolu. Poté pieneseme na plotynku, ktera je vytemperovana na 45 °C, a preparat
nechdme uschnout.

B. Hybridizace:

Denaturovanou sondu napipetujeme na denaturovany preparat a piekryjeme krycim
sklickem, velikost kryciho sklicka zavisi na mnozstvi sondy. Okraje kryciho sklicka oblepime
rubber-cementem, ten zabraiuje vysychani sondy b&hem hybridizace, a sklo vlozime do
hybridiza¢ni komurky s teplotou 37 °C na 24 hodin.

Po 24 hodindch pomoci pinzety odstranime kryci sklicko a odmyjeme zbytek nenavézané
sondy inkubaci skla v mycich roztocich: 0,4xSSC/0,3% NP40 ve vodni lazni pii teploté 73 °C
po dobu 2 minut a ve 2xSSC/0,1% NP40 pfi laboratorni teploté také po dobu 2 minut.

Po omyti skla preparat zamontujeme a podbarvime na skle interfazni jadra a mitdzy.
Napipetovani 10 ul DAPI, které piekryjeme krycim sklickem (24x24 mm).

Takto pfipraveny prepardt hodnotime ve fluorescenénim mikroskopu za pouziti

piisluSnych fluorescencnich filtri. Reprezentativni pocet mitdéz je sniman pomoci CCD
kamery a ukladan v systému ISIS.
Hodnoceni a popis vysledku provadime podle platnych pravidel cytogenetické nomenklatury
ISCN 2009. N¢které nalezené chromosomové abnormality mizeme ovéfit pomoci jinych
molekularné cytogenetickych a molekularnich metod jako M-FISH, CGH, aCGH a PCR
(Current protocols in human genetics, 1999; Shaffer a kol., 2009).
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4.2.5 FISH s lokus specifickymi (LSI) a centromerickymi (CEP) sondami Abbott

A. Priprava preparatu

Postup ptipravy preparatu je stejny u vSech typu sond. Také provadime odvodnéni skla
promyvanim Ve vzestupné ledové alkoholové tfad€ a denaturaci skla ve vytemperovaném
denatura¢nim roztoku.

B. Priprava sondy

Podle chromosomové zmény, kterou ma metoda FISH prokéazat, vybereme ptislusnou
sondu. Sondy jsou nafedény vyrobcem, nebo je sami nafedime do eppendorfky podle navodu
vyrobce smichanim 7 pl hybridiza¢niho pufru, 2 pl injekéni vody a 1 ul sondy. Zvortexujeme
a rychle sto¢ime na stolni centrifuze. Sondu poté denaturujeme v lazni pti 73 °C po dobu 5
minut.

C. Hybridizace

Denaturovanou sondu napipetujeme na denaturovany preparat a piekryjeme krycim
sklickem, velikost kryciho sklicka zavisi na mnozstvi sondy. Okraje kryciho sklicka oblepime
rubber-cementem, ten zabraiuje vysychani sondy béhem hybridizace, a sklo vlozime do
hybridiza¢ni komurky s 37 °C na 24 hodin.
Po 24 hodinach odkryjeme kryci sklicko a odmyjeme zbytek nenavazané sondy inkubaci skla
v mycich roztocich: 0,4xSSC/0,3% NP40 ve vodni lazni pii teploté¢ 73 °C po dobu 2 minut a
ve 2xSSC/0,1% NP40 pii laboratorni teploté také po dobu 2 minut.
Po omyti skla preparat zamontujeme a podbarvime na skle interfazni jadra a mit6zy. Na sklo
napipetujeme 10 pl DAPI a ptekryjeme ho krycim sklickem (24x24 mm).

Takto pfipraveny prepardt hodnotime ve fluorescencnim mikroskopu za pouziti
ptislusnych fluorescenénich filtr. Hodnotime vZdy minimalné 300 jader interfaznich bunék,
obraz je sniman za pomoci CCD kamery a ukladan v systému ISIS (MetaSystems).
Hodnoceni a popis vysledku provadime podle platnych pravidel cytogenetické nomenklatury
ISCN 2009 (Current protocols in human genetics, 1998; Shaffer a kol., 2009).
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S5 Vysledky

Na Hemato-onkologické klinice FN LF UP v Olomouci jsem sestavovala karyotypy
jiz diive vySetfenych pacientii S AML z aspiratu kostni dfen¢. Preparaty pro karyotypovani
byly ptipravené podle postupi, které shrnuje kapitola Material a metody. Ptipravu takovéhoto
preparatu jsem si také vyzkousSela.

Karyotyp jsem sestavila celkem u 10 pacientt. U 8 pacientt se jednalo o normalni karyotyp.
U 2 pacientii byla pfitomna chromosomova zména. Jako piiklad uvadim translokaci t(11;17) u
prvniho pacienta s klinickou diagnosou AML. U pacienta jsem hodnotila jak klonalni zmény,

tak nalez neklonalnich zmén, jak ukazuje tabulka III.

Tab. 111 Soubor vysetienych nemocnych.
Celkem hodnoceno Ztohos Vysledny
Pacient| Dg. mit6z prestavbou karyotyp
6 46,XY,t(11;17)
1. AML 20 2 45,XY,-8
1 44,XY ,-6,-10
5 AML 13 2 45,XY ,-16
1 46,XY,-13,-17,+mar,+mar
3. AML 4 0 46, XY
1 45,XY ,-10
" AML 2 0 44,XX,-16,-18
3 46,XX
5 AML 5 0 46,XY
6. AML 3 0 46,XX
7. AML 5 0 46,XY
8 AML 6 0 46,XX
9. AML 5 0 46,XX
10. AML 5 0 46,XX

Prakticky jsem si vyzkouSela také metodu FISH u pacienti s jiz diive
diagnostikovanou CML, ktefi dochazeji na pravidelné kontroly na hemato-onkologickou

kliniku. Metodu jsem si vyzkouSela na pacientech s CML z toho divodu, ze v dobé prace na
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mé experimentalni ¢asti bylo pacienti s AML malo a zdkladni princip metody je stejny u
obou typu téchto myeloidnich leukemii. Metoda pfipravy preparatu pro metodu FISH a jeji
princip je popsan v kapitole Material a metody.

Metodou FISH jsem vysetiila 5 pacientt, 3 s diagnosou chronicka myeloidni leukemie

(CML) a 1 pacienta s akutni leukemii. U patého pacienta jsem pouze vyhodnocovala vysledek
FISH (tab. IV).

Tab. 1V Soubor nemocnych vysetienych metodou FISH.

Vysetiovan
Pacient | Diagnosa | Pohlavi/vék na Pi‘'estavba Sonda Vysledek
LSI
o fuzi TEL/AMLI e
1. ALL Dite/5 TEL/AMLL t(12;21) DC DF pozitivni
Abbott
Molecular
2 CML Muzsé | genEVI | @21 | oYl pogitiva
LSI
v del og/el | BERABLL |
3. CML Zena/74 BCR/ABL1 224 DC DF pozitivni
Abbott
Molecular
LSI
BCR/ABL1
BCR/ABL1 t(9;22) DC DF negativni
Abbott
4. CML Muz/58 Molecular
CEP
trisomie 8 (+8) Si(éégo?to negativni
Molecular
Pritomnost
5. alogenni Muz/- druheho pozitivni
transplantace chromosomu
X

V prvnim piipadé se jednalo o dit€é narozené v roce 2007. Pacient byl vySetfovan na
podezieni ALL. V cytogenetice byl nalezen normalni karyotyp. U déti s ALL je nejcastéji
ptitomna kryptickd translokace t(12;21), na chromosomu 12 v oblasti 12p13 se nachdzi gen
TEL a na chromosomu 21 v oblasti 21922 gen AML1. Pacient byl proto vySetfen na fuzi genu
TEL/AMLL. Pouzita byla lokus specificka sonda LS| TEL/AML1 Dual Color (DC), Dual
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Fusion (DF) firmy Abbott Molecular. Hodnoceno bylo 300 bunék, z toho 260 bunék s fuzi, to
je 86,6 %, a u 40 bungk, to je 13,4 %, nebyla fuze pfitomna. U pacienta byla potvrzena
diagnosa ALL.

V piipadé¢ pacienta druhého se jednalo o muze, rocnik 1957. Vysetieni bylo provedeno
z kostni difené¢ K24 (24hodinova kultivace) 8.3.2012. V dobé diagnosy byla v karyotypu
translokace t(3;21). Této translokace se ucastni gen EVI, lokalizovany na chromosomu 3,
proto byla pro potvrzeni translokace pouzita sonda LSl ON EVI firmy Kreatech. Hodnoceno
bylo 307 bun¢k. U 8 bunék, to je 2,6 %, byla pfitomna piestavba. U zbyvajicich 299 bungk, to
je 97,4 %, nebyla fuze pfitomna. Jedna se o pfitomnost minimalni residualni nemoci po 1é¢bé
nemocného.

U tietiho pacienta, zeny, ro¢nik 1938, byla vySetfovana faze genu BCR/ABLL. Pouzita
byla sonda LSI BCR/ABL DC DF firmy Abbott Molecular. Hodnoceno bylo 301 bunék,
z toho u 251 bunék, to je 83,4 %, byla potvrzena piestavba, a u zbyvajicich 50 bungk, to je
16,6 %, nebyla fize genu BCR/ABL potvrzena. Zjisténa piestavba, kterou zapisujeme, ma
obraz dvou fuznich signall, jednoho samostatného zeleného a samostatného Cerveného
signalu v interfaznich jadrech (2F1G1R). U nemocné vSak byl zjistén pouze jeden fuzni signal
(1F1G1R), coz je typicky obraz piitomnosti delece 9g/del 22q.

U posledniho pacienta, muze, se jednalo 0 pacienta s CML vV pokrocilé fazi
s pfidatnymi chromosomovymi zménami S akceleraci do ALL, ktera je spojena s neptiznivou
prognosou. V karyotypu, 47,XY,t(9;22)(+8), byla zjisténa ptitomnost translokace t(9;22) (Ph
chromosom) a trisomie chromosomu 8 (+8). Pacient byl vySetfen na pfitomnost fuze
BCR/ABLL. Pouzita byla sonda LSI BCR/ABL DC DF firmy Abbott Molecular. Hodnoceno
bylo 400 bun¢k, ztoho u 4 bunék, to je 1%, byla potvrzena fize genu BCR/ABL. U
zbyvajicich 399 bungk, to je 99%, nebyla fuze pfitomna. Pro stanoveni pfitomnosti trisomie 8
byla pouzita centromerickd sonda (CEP) na centromeru chromosomu 8 a jako kontrola byla
pouzita sonda pro centromeru chromosomu 9. Hodnoceno bylo 400 bunék, u kterych se
trisomie chromosomu 8 vyskytovala také pouze v 1%.

Moznost vyuziti této metody jsem si také ovéftila u pacienta, ktery byl 3 mésice po
alogenni transplantaci, jednalo se o muze, jehoz darcem kostni diené byla Zena, a u kterého
byla zjistovana pfitomnost kompletni darcovské krvetvorby. V interfaznich jadrech byla jiz
ve vSech buiikach ptfitomna darcovska krvetvorba, kdy nesvitil signal pro chromosom Y, ale

pouze signaly pro chromosom X, coz potvrzuje ptitomnost kompletni darcovské krvetvorby.
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6 Diskuse

Cytogenetika a molekularni cytogenetika se stala nedilnou soucasti vySetfeni
hematologickych malignit. Vyznam cytogenetiky akutnich leukemii byl potvrzen i tim, Ze se
cytogenetické a molekularn¢ genetické zmény staly soucasti WHO klasifikace akutnich
leukemii. Chromosomové zmény u akutnich myeloidnich leukémii dnes charakterizuji
jednotlivé subtypy AML, nckteré zmény jsou zcela specifické. Ptikladem je translokace
t(15;17) u akutni promyelocytarni leukemie (APL), kterd potvrzuje klinickou diagnosu, ale
zaroven urcuje prognézu a lécbu téchto nemocnych. Urceni zmény a poznani molekularni
podstaty vedlo k objevu cilené terapie téchto nemocnych.

Pravé chromosomové translokace jsou nenahodné i u ostatnich typit AML, a proto jejich
urceni je klinicky velmi vyznamné.

Ukolem mé bakalaiské prace bylo naudit se zakladni cytogenetické metody
v Cytogenetické a molekularné cytogenetické laboratofi Hemato-onkologické kliniky FN
v Olomouci. Cilem bylo naucit se v laboratofi pracovat, naucit se karyotypovat a seznamit se
s nejCastéjSimi chromosomovymi zménami u AML. DalSim cilem bylo sezndmit se
s metodou fluorescenéni in situ hybridizace a vyzkouset si tuto metodu na vzorcich jiz
vysetienych nemocnych.

Sestavila jsem karyotypy celkem u 10 nemocnych s akutni myeloidni leukemii.
Abnormalni karyotyp jsem sestavila u 2 pacientii. Seznamila jsem se prakticky i s metodou
FISH. Hybridizovala jsem pacienta s lokus specifickou sondou pro fuzi genit BCR/ABL1 a
centromerickou sondou pro chromosom 8, dale jsem hybridizovala pacienta s lokus
specifickou sondou pro fizi gentt TEL/AMLL1 a piitomnost genu EVI.

V teoretické casti bakalaiské prace jsem se v literarnim ptehledu vybranych typit AML

soustiedila predev§im na cytogenetiku téchto vybranych typt AML a jejich charakterizaci.
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Pfi¢inou vzniku akutnich leukemii jsou poruchy diferenciace hematopoetickych
progenitori. Kumulace genetickych zmén vede ke vzniku nadorového klonu s abnormalni
diferenciaci, proliferaci a apoptozou.

Pomoci cytogenetickych a molekularné cytogenetickych metod mtzeme urdit
specifické a nenahodné chromosomové zmény, které nam umoznuji potvrdit Kklinickou
diagnosu, urcit progndzu a spravnou volbu 1écby.

Urc¢eni klonalni zmény mtize byt vyuzito pro monitorovani odpovédi na 1é¢bu a urceni
minimalni rezidualni nemoci. Cytogenetické a molekularné cytogenetické metody jsou proto

nedilnou soucésti rutinnich metod souc¢asné moderni mediciny.

53



8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AL
ALL
AML
APL
ATRA
BCR
cDNA
CGH
CML
del

DC

DF
DMs
FAB
FAB M2
FAB M4
FAB M5
FISH
HOK
HSR
I-FISH
inv

LF UP
mar
M-FISH

PBS
PCR

akutni leukemie

akutni lymfatickd leukemie

akutni myeloidni leukemie

akutni promyelocytarni leukemie

a-trans retinova kyselina

breakpoint cluster region

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

comparative genomic hybridization = srovnavaci genomova hybridizace
chronicka myeloidni leukemie

delece

dual color

dual fusion

double minutes

francouzko-americko-britska klasifikace akutnich leukemii
akutni myeloidni leukémie s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukemie

akutni monocytarni leukemie

fluorescenéni in situ hybridizace

Hemato-onkologicka klinika Fakultni nemocnice v Olomouci
homogenously staining region

interfazni fluorescenc¢ni in-situ hybridizace

inverze

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

marker chromosom

mnohobarevna fluorescenéni in-situ hybridizace

kratké rameno chromosomu

phosphate-buffered saline = fosfatovy fyziologicky pufr
polymerase chain reaction = polymerazova fetézova reakce

dlouhé rameno chromosomu
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RA
RT
RT-PCR

retinova kyselina
reverzni transkripce
reverzni transkripce - polymerazova retézova reakce

translokace
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