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SOUHRN

Bakalafska prace se zabyva cytogenetickymi a molekularné cytogenetickymi
zménami, které se vyskytuji u jednoho z klondlnich onemocnéni krvetvorby -
myelodysplastického syndromu. Zaroven vénuje pozornost témto zménam V souvislosti

s diagndzou a progndzou samotného onemocnéni.

V prvni ¢asti prace jsou shrnuty zakladni poznatky a informace vyplyvajici
z dostupné literatury. Druha cast je zaméfena na praktickou stranku - popis préce
s biologickym materidlem (kostni dfeni), ktery je pro cytogenetické a molekularné
cytogenetické vysetfeni nezbytny. V zavéru jsou uvedeny vysledky cytogenetického
a molekularné cytogenetického vySetieni pacientd s myelodysplastickym syndromem nebo

S podezienim na n¢j.



SUMMARY

This bachelor thesis deals with cytogenetic and molecular cytogenetic changes,
which are found in one of the clonal diseases of haemopoiesis - myelodysplastic syndrome.
It is also concerned with these changes in connection with diagnosis and prognosis of the

disease.

The first section of the thesis contains a summary of basic principles and general
information resulting from a review of available literature. The second part focuses on
practical aspects, specifically a description of work with biological material (i.e., bone
marrow) necessary for cytogenetic and molecular cytogenetic examination. The final
section of the thesis displays the results of cytogenetic and molecular cytogenetic

examination of patients with, or suspected of having, myelodysplastic syndrome.



1 UVOD

V dnes$ni uspéchané dobé plné modernich pfistrojii, technologii, v dob¢, kdy
dochdzi k obrovskému rozvoji, jsou na nas kladeny ¢im dal vétsi naroky. Jsme vystaveni
vlivim, které na nas zanechavaji spoustu negativnich nasledkti. V dob¢, kdy kvantita
mnohokrat pievazuje nad kvalitou, nam nezbyva n¢kdy nic jiného, nez dychat vzduch plny
jedovatych zplodin a jinych nezddoucich latek, které ne ojedinéle presahuji povolené
limity. Jime potraviny oSetfené konzervanty, potraviny se zbytkem herbicidli nebo plisni.
A nakonec, ale ne na poslednim misté, jsme vystaveni obrovskému stresu, at uz
vV zamé&stnani, ve Skole ¢i doma. VSechny tyto faktory plisobi negativné na naSe zdravi. Pii
jejich spoluptiisobeni na nas se jejich Skodlivé Gfinky znasobuji. Neni tedy divu, ze jsou
lidé ¢im dal vice suzovani spoustou nemoci. Nékteré znich jsou jiz v dne$ni dobé
povazovany za bézné (pf. alergie, nedostatek vitamind nebo astma). Hemato-onkologicka
onemocnéni reprezentuji soubor jak nenddorovych, tak zejména nadorovych chorob
krvetvorby. Incidence hematologickych malignich onemocnéni je dle WHO klasifikace

kolem 10 % vSech malignich onemocnéni (Vardiman et al., 2002).

Vsechny nadory, véetné téch hematologickych, jsou definovany jako genetické
onemocnéni, jez je nasledkem kumulace fady genetickych zmén (Snustad et Simmons,
2009b). Jedna se jak o mutace, které jsou uréitelné metodami molekularni genetiky, tak
0 zmény chromozéml urcitelné metodami klasické cytogenetiky a molekuldrni
cytogenetiky. Z toho divodu jsou tyto metody soucasti diagnostiky, prognostické

stratifikace a 1é¢by hemato-onkologickych onemocnéni (Kuglik et Oltova, 2008).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Krvetvorba (hematopoéza)

Krvetvorba je slozity a vyznamny proces, ktery probiha cely zivot, kdy
v krvetvornych organech dochazi k produkci krevnich elementi. O tom, Ze jde o velice
komplikovany a komplexné tizeny sled déja, sam o sobé vypovida fakt, ze i ptes to, Ze
zijeme ve 21. stoleti, neni tento proces zcela dobfe prozkouman. Krvetvorbu lze rozdélit na
2 odlisné faze. Prvni faze je prenatalni (piedporodni), kdy u embrya a pozdéji u plodu
dochazi k tvorbé zakladi tkani a organd, které se nadale az do porodu vyvijeji. Nasleduje
faze postnatalni (poporodni), ktera trva az do smrti. Jednotlivd obdobi se od sebe lisi

mistem krvetvorby a jinym zpusobem tvorby krvinek (Pecka, 2002).

K zahdjeni prenatalni krvetvorby dochézi jiz mezi 14. a 19. dnem nitrodélozniho
zivota (IUD) a d¢€li se na 3 obdobi: mezoblastové, hepatolinedlni a meduldrni. Prvotné
dochadzi ktvorbé krevnich ostrivka ve zloutkovém vaku, tedy mimo vlastni plod
(extraembryonaln¢). Ve stén¢ zloutkového vaku vznika sit’ primitivnich bunék, které davaji
vzniknout krevnim ostrivkim. Kromé zloutkového vaku dochazi taktéz k tvorbé cévniho
systétmu vembryu a ve 4. tydnu IUD dochazi k propojeni obou systému. Tehdy se
Zloutkovy vak stava zdrojem prvnich krevnich bunék, které budou cirkulovat v krevnim
obéhu embrya. Po jeho vzniku do n& vstupuji matetské builky Cervenych krvinek
(primitivni velké erytroblasty). Obdobi trva asi 6 tydnt (od 3. do 10. tydne 1UD). Zhruba
V poloviné tohoto obdobi dochéazi k tvorbé zakladu brzliku (thymu), jeZ je osidlovan
kmenovymi bunikami krvetvorby, z nichZz se krok za krokem vyvijeji matetské bunky
faze hepatolineélni, kdy dochazi v mezenchymu mezi jaternimi buitkami k tvorbé
krvetvornych bunék, které vznikaji z bun¢k kmenovych, jez byly rozneseny po celém
zarodku. Tvofi se jak normoblasty, které vyzravaji v erytrocyty, tak i matetské bunky
bilych krvinek a krevnich desti¢ek. Pozdé&ji se za¢ne na krvetvorbé podilet taktéz slezina,
jejiz zéklady se formuji od 12. tydne IUD. Hepatolinealni obdobi trva az do porodu. Jatra
jsou stéZejnim mistem produkce krvinek do poloviny zarode¢ného zivota. Poslednim
prenatadlnim obdobim je obdobi medularni (dfenové). Zacina od 20. tydne IUD. Dochazi
k medularni krvetvorbé, to znamena, ze se krvinky zacinaji tvofit i v kostni dieni. A to

viechny jejich druhy. Cim vice je do krvetvorby zapojena kostni dief, tim méné se do



tohoto procesu zapojuje krvetvorba mimodiefiova (extramedularni), ktera ve 2.-3. tydnu po
narozeni zanikd uplné. Druhou fézi je faze postnatalni. VSechny krvinky, jez cirkuluji
v krvi, jsou za normalnich fyziologickych podminek tvotfeny v kostni dfeni. AvSak nékteré
lymfocyty vznikaji také v lymfatické tkani, a to v lymfatickych uzlinach, ve sleziné
a brzliku, dojde-li ke zvySenym narokim na kostni dfen, a to napiiklad pii krvaceni nebo
nemoci krvetvorby, miize dochézet k produkci krevnich elementt tieba ve sleziné nebo

i v jatrech (Pecka, 2002).

Zakladnim mechanizmem hematopoézy je dé¢leni bunék v hematopoetickych
organech, které jsou nésledné transportovany do periferni krve. Tyto zralé buiiky vznikaji
diky proliferaci a maturaci matetfskych bun€k a od nich se odliSuji svoji morfologii,
funkénosti a  strukturou. Krvetvorbu rozliSujeme na 2 typy: myelopoézu
(granulomonocytovou, ¢ervenou, megakaryocytovou fadu) a lymfopoézu, tzn., Ze kmenova

pluripotentni bunika se mize vydat dvéma riznymi sméry, jak také ukazuje Obr. 1. (Pecka,
2002).
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Kostni di‘eri (KD)

Kostni dien je krvetvorny organ, ktery je vysoce organizovan. Jedna se o gelovitou
tkan, kterd v kosti vypliluje tzv. dieiovou dutinu. Obsahuje krvetvornou tkan, podptrnou
tkan (vazivo), cévy, nervova vlakna, lymfatickou a tukovou tkan. Krvetvorna tkan, kterad
tvofi vyznamnou c¢ast kostni dfen¢, je tvofena kmenovymi buitkami, progenitorovymi
bunikami jednotlivych fad, prekurzory jednotlivych fad a zralymi krvinkami, jez plynule
prechazi do obvodové krve (Pecka, 1995a). U dospélého zdravého clovéka se KD
vyskytuje v télech obratlu, panvi, lebce, Zebrech, sternu, kliccich, lopatkach a v urcité ¢asti

proximalnich humert a femura (Pecka, 2002).

Kostni dfeni se dé€li na aktivni a inaktivni (tukovou) kostni dien. V dospélém véku
se nejlépe zachovand KD nachazi v obratlich a hrudni kosti. Piestup zralych krvinek
z parenchymu kostni diené¢ do obvodové krve se uskuteénuje skrze tenkou vrstvu
endotelovych bunék sinusoid. Zptisob ptechodu jednotlivych krevnich elementt se od sebe
ligi. Cervené krvinky diky schopnosti ménit tvar a diky jejich pruznosti snadno prostupuji
mezi endotelovymi buiikami do drobnych cév (kapilar), a timto zpiisobem se dostavaji do
nitra cévy. Pro bilé krvinky je typicka tzv. diapedéza, totiz prichod do cév aktivnim
pohybem, kdy krvinka vytvaii vybézek cytoplazmy a ten vnikd mezi endotelové buiky
a za nim se protdhne do cévy i jadro. Leukocyty jsou dokonce schopny ménit tvar jadra
Vv zavislosti na formé celé krvinky po dobu jejiho pohybu. Dozravajici krevni desticky se
jesté v podobé megakaryocyti diky vybézkiim protahuji mezi endotelovymi butikami do

nitra cév, kde protékajici krev uvolnuje a odplavuje trombocyty (Pecka, 2002).

Myelopoéza

Myelopoéza zahrnuje myeloidni krevni buniky, buiiky erytroidni, granulocytarni
a megakaryocytarni linie. Vznikaji z matefské progenitorové bunky CFU-GEMM (Colony
Forming Unit; G - granulocyte, E - erytrocyte, M - macrophage, M - megakaryocyte). Cely
proces bunécéné diferenciace za vzniku zralych elementti krvetvorby je fizen fadou faktort,
jako jsou cytokiny, interleukiny nebo interferony. V pribéhu diferenciace a zrani dochazi
také k fadé morfologickych zmén v buiice (ztrata bazofilie cytoplazmy, u myeloidnich
bunck objeveni se specifickych granul). Zralé elementy cervené krevni fady jsou

bezjaderné (Pecka, 1995a).
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Lymfopoéza

Pfi lymfopoéze jsou produkovany lymfoidni krevni bunky, které ptedstavuji rizné
typy lymfocyti, plazmocyty a dalsi buiky, které jsou prvky podpurnych tkani (Pecka,
2002).

Vyvoj krevnich elementii

Kmenové bunky

Kmenové bunky byly poprvé popsany roku 1909 (Pecka, 1995a). Kmenova bunka
je takova, ze které vznikd bunécny klon. Jejich morfologie neni néjak népadnd, vypadaji
jako maly ¢i vétsi lymfocyt. Struktura jaderného chromatinu je jemnd. Vyskytuji se u nich
jadérka, velky nukleo/cytoplazmaticky pomér a cytoplazma bez granulace (Bulikova,
2000). Nachazi se v kostni dieni. Na piiblizné¢ 1000 jadernych bunék pifipada 1 buika
kmenova. Taktéz se v malém mnozstvi vyskytuji ve slezin€, jatrech a lymfatickych

uzlinach (Pecka, 1995a). Na jejich povrchu se vyskytuje antigen CD34 (Pecka, 2002).

Vsechny krvinky pochazi ze stejné vychozi buniky, jiz je buiika mezenchymu. Ta se
diferencuje v bunku retikularni, ktera se stava zakladem celého systému, jenz slouzi pro
tvorbu krvinek. Retikularni buiika se nadale méni v hemocytoblast, ktery se v zarode¢ném
obdobi stava buiikou kmenovou (Muirhead et al., 1995, cit. Pecka, 2002). Poté dochazi
K vyvoji bunék kmenovych pies buiky progenitorové az k bunkam diferencovanym,
jejichz ukolem je transport Kkysliku (erytrocyty), srazeni krve (trombocyty)
a obranyschopnost organizmu (lymfocyty, monocyty, granulocyty) (Pecka, 2002).

Kostni dienn patfi mezi tkan, kde dochazi béhem Zivota organizmu k obnové jiz
opotiebovanych bunék. Pro realizaci tohoto déje je vyuzivano stalé proliferacni aktivity
nediferencovanych kmenovych bunék. Rozsahly komplex procest, ktery se podili na
obnové bun€k kostni dfené, zavisi tedy na pocetné malé populaci hematopoetickych
kmenovych bunék (Hematopoetic Stem Cells - HSCs). Typicka a nutna pro jejich funkci je
proto schopnost sebeobnovy a schopnost dat vzniknout vSem dal$im typim bunék
krvetvorby. Pti mitoze kmenové bunky vétSinou dochazi k tomu, ze jedna nové vznikla
dcefinna builka se diferencuje dale, naopak druha dcefinnd bunika zlstava builkou

kmenovou. Timto zpisobem dochazi k zachovani ,,poolu” kmenovych bunék. V soucasné
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dobé¢ je za bunku, kterd je schopna vyvijet se v kteroukoli buitku organizmu, povazovana
tzv. totipotentni kmenova burika. Pluripotentni kmenova bunka ozna¢ovana jako CFU-S
(Colony Forming Unit - Spleen) je ¢asto pouZzivana jako synonymum totipotentni kmenové
bunky (Pecka, 2002).

Pluripotentni kmenova burka

Vsechny krevni elementy, jez se vyskytuji v periferni krvi po narozeni clovéka az
do jeho smrti, maji spole¢nou jednu jedinou hematopoetickou pluripotentni kmenovou
buiiku. Pluripotentni kmenova buika je mononuklearni butika o velikosti 7-10 um, jeji
chromatin je jemné rozptylen, obsahuje 1-3 jadérka. Od diferencovanych progenitorovych
bungk se 1isi pfitomnosti vétsiho mnozstvi antigent. Prvnim stadiem bunék, které vznikaji
po prvnich pér délenich pluripotentni kmenové buiiky, jsou krvetvorné buitkky LTC-IC
(Long Term Culture - Initiating Cells), jez jsou schopny dat vzniknout dlouhodobé kultute
(Pecka, 2002). Nasledné, po n€kolika dalSich dé€lenich a diferenciaci, vznikaji bunky
progenitorové (unipotentni) (Pecka, 2002; Vé&cha et al., 2010). Tyto bunky jsou sice
zpusobilé k dalsi proliferaci, avSak jejich vyvoj je pfedurCen a sméfuje k urcitému typu
krevni buniky. Poslednim stupném jsou nejdiive nezralé, a poté jiz zralé krvinky ¢i desticky
(Vachaet al., 2010).

Progenitorové kmenové bunky

Progenitorové bunky se znacné 1isi od bun€k pluripotentnich (Pecka, 2002). Jejich
vyvoj je preduréen k ur¢itému typu krevni buiky (Pecka, 1995a). Pfesto jsou schopné
diferencovat se do jedné nebo vice krevnich tad. Jsou neschopné sebeobnovy a taktéz
vétSina z nich prochéazi bunéénym cyklem. Dal$im typickym znakem je jejich citlivost na

rastové faktory (Pecka, 2002).

Do skupiny progenitorovych bun¢k patii: CFU-GEMM (Colony Forming Unit -
Granulocyte Erytrocyte Macrophage Megakaryocyte) - davaji vzniknout bunkam
myelopoézy, CFU-GM (Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage) - skupina
bipotentnich bun¢k, jez dava vzniknout makrofagim a granulocytim, BFU-E (Burst

Forming Unit - Erythroid) a CFU-E (Colony Forming Unit - Erythroid) - buniky pro vznik
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cervené krevni fady, CFU-G (Colony Forming Unit - Granulocyte) - bunky pro vznik
granulocytarni fady, CFU-Eos (Colony Forming Unit - Eosinophil) - pro bunky eozinofili,
CFU-M (Colony Forming Unit - Monocyte) - buiiky pro vznik monocytarni fady, CFU-
Meg (Colony Forming Unit - Megakaryocyte) - pro buniky megakaryocytové fady (Pecka,
2002).

Identifikace pluripotentnich a progenitorovych bunék

Schopnost identifikovat pluripotentni a progenitorové buriky je dulezita pro
stanoveni jejich po¢tu v krvetvorné tkani. Problémem je, Ze pluripotentni a progenitorové
buniky se pro svoji podobnost s lymfocyty morfologicky rozpoznat nedaji. Je mozno je
identifikovat diky pfitomnosti antigenu CD34 (Pecka, 2002).

Regulace hematopoézy

Krvetvorba je vysoce regulovany proces, ktery je ovliviiovan tak, aby mohly bunky
vyskytujici se v periferni krvi disledné¢ vykonavat svoji funkci. Tzv. hemopoeticke
mikroprostiedi kostni dfené¢ a ristové faktory jsou pravé proto nepostradatelnymi
regulatory krvetvorby. Udrzuji ustaleny pocet efektorovych bunék v periferni krvi,
poptipadé jsou schopny jejich mnozstvi dle pozadavku organizmu zvySovat (Bulikova,

2000).

Cervena vyvojova Fada
Erytropoéza

Erytropoéza je biologicky d¢j, pii kterém se tvofi a vyviji Cervené krevni elementy.
Jedna se o erytroidni vyvojovou fadu. Zakladnim mechanizmem je tvorba jadernych
prekurzori Cervenych krvinek, které vznikaji z kmenovych bun€k. Nésledné je jadro
vypuzeno nebo fragmentovano, pfi¢emz dochazi ke vzniku tzv. retikulocyti. Z nich se
zranim v prabéhu 2 dnt vytvari erytrocyty. Za tvorbu ¢ervenych krvinek je zodpovédny

hormon, ktery je produkovan ptevazné¢ ledvinami - erytropoetin (Pecka, 2002).
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Erytrocyt

Erytrocyty jsou bezjaderné builky bikonkdvniho tvaru, zaujimaji nejpocetnéjsi
skupinu krvinek (Pecka, 1995b). Jejich pramér je 7,4 um, vyska 2,1 um (Vécha et al.,
2010). Tvoii 40-45 % objemu krve (Pecka, 1995b). V duasledku nepfitomnosti jadra
| jinych bunéénych organel ma Cervena krvinka snizen sviij metabolizmus, jelikoz v ni
dochazi pouze k nékterym enzymatickym reakcim (Pecka, 1995b; Vacha et al., 2010).
Obsahuje velké mnozstvi Cervené¢ho krevniho barviva hemoglobinu. Pocet erytrocyti se
umuzé pohybuje okolo 5x10*%/1 krve, u Zen v priméru 4,5x10*/1 krve (Vacha et al.,
2010).

Normoblastova vyvojova fada

Erytropoetin plsobi na ur€ité typy kmenovych bunék, tzv. BFU-E a CFU-E,
kterym se fika erytroidni kmenové buiiky. Jejich mnoZstvi neni tak velké, jako konecné
mnozstvi nové vzniklych erytrocytd, protoze tyto buniky béhem svého vyvoje proliferuji.
Nejdiive dochazi k produkci prekurzorti z progenitorovych kmenovych bunék. Mezi né
patii proerytroblast, z n¢j se vytvaii bazofilni normoblast, dile polychromni normoblast,
ortochromni normoblast, retikulocyt a na zavér kone¢né stadium erytrocyt. Béhem tohoto
vyvoje dochazi k celé fadé¢ zmén, jak morfologickych, tak biochemickych. Retikulocyt je
povazovan za mlady erytrocyt. Jeho velikost je 7-9 um. Je jesté stale schopen produkovat
hemoglobin, 1 kdyz doSlo k vypuzeni jadra, jelikoZ v cytoplazmé jesSté nadale zlstavaji
zbytky nékterych puvodnich organel. Koneénym stadiem cervené krevni fady je

bezjaderna krvinka erytrocyt, také nazyvan normocyt (Pecka, 2002).

Bila krevni rada

Tvorba leukocyti (leukopoéza) - granulomonocytarni vyvojova fada

Jde o vyvojovou fadu, kdy dochazi k tvorbé granulocytl a monocyti. Jejich
matefskou buiikkou je progenitorovd bunka CFU-GM, kterda dava vzniknout ctyfem
vyvojovym liniim: neutrofilni, eozinofilni, bazofilni a monocytové. Prvni bunkou
granulocytarni fady je myeloblast, nasledné¢ promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt,

nesegmentovany granulocyt, a ddle segmentovany granulocyt, jez mizZe byt neutrofilni,
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eosinofilni ¢i bazofilni. Prvni buiikou vyvojové linie monocyti (makrofagii) je monoblast,

dale promonocyt a monocyt, jeZ je stadiem poslednim (Pecka, 2002).

Tvorba lymfocyti (lymfopoéza)

Lymfocyty jsou buriky, které jsou nezbytnou soucasti imunitniho systému. Jejich
ukolem je produkce protilatek, interakce mezi buiikami, nebo také bunécnd imunita. 15 %
lymfocytu pteziva kratce, 3-4 dny. Naopak velka ¢ast lymfocytl plni svoji funkci 4 roky,
nékteré piezivaji az 10 let (Bulikova, 2000). Nejvétsi mnozstvi lymfatické tkané se
vyskytuje u clovéka ve 12. roku zivota, u dosp€lého tvofi uz jen ptiblizné¢ 1 % télesné
hmotnosti (Pecka, 2002). Lymfopoéza se odehrdva v priméarnich lymfopoetickych
orgénech - vkostni dfeni a thymu, kde lymfocyty vznikaji z matefskych lymfoidnich
kmenovych bun¢k (Bulikovd, 2000). B-lymfocyty, které vznikaji v kostni difeni a T-
lymfocyty vznikajici v thymu, jsou pomoci periferni krve transportovany do sekundarnich
lymfopoetickych organt, kde se stykaji s antigeny (Pecka, 2002). Sekundarni lymfatické
organy jsou lymfatické uzliny, slezina, lymfatické tkan¢ sliznic, tonzily (Bulikova, 2000;
Pecka, 2002).

Mnozstvi lymfocytd v periferni krvi je dopliiovano diky kostni dieni, kdy neni
treba antigenni stimulace, naopak lymfocyty ze sekundarnich lymfatickych organli jsou
lymfocyty zavislé na antigenni stimulaci. Aby bylo ptisobeni nékterych lymfocyta (0,01
%) efektni, musi dojit k jejich stimulaci, jelikoz lymfocyty vyskytujici se v periferni krvi se

nachazeji v klidovém stavu (Pecka, 2002).

B-lymfocyty

B-lymfocyty davaji vzniknout pamét'ovym a plazmatickym buitkdm. Déje se tak po
setkani s antigenem. Plazmocyty (plazmatické bunky), které vznikaji po diferenciaci B-
lymfocyti, produkuji protilatky. Jednotliva stadia po aktivaci antigenem jsou plazmoblast,

proplazmocyt a plazmocyt, ktery hraje dileZitou roli v humoralni imunité (Pecka, 2002).
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T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou lymfocyty, k jejichz diferenciaci dochazi v thymu. Jejich ukolem
je tvorba buinikami zprostfedkované imunity, coz se dé&je diky rozliSovaci schopnosti
a schopnosti aktivnich T-lymfocyti korigovat imunitni odpovéd’ pomoci interakci

a signali, které jsou umoznény diky pfitomnosti receptort (Pecka, 2002).

NK-bunky

NK-buniky jsou lymfocyty, jejichz druh (B ¢i T) nemtze byt identifikovan. Jejich
hlavnim ukolem je cytotoxické pusobeni na urcité typy bun¢k: na bunky infikované virem,
nadorovée bunky ¢i butiky, na jejichZz povrchu se vyskytuje xenoantigen. Detekuji buiky
s nedospélymi a neuplnymi povrchovymi bilkovinami a ni¢i je (Pecka, 2002). Lze je urcit
pomoci povrchovych znaku. Tyto bunky jsou pozitivni pro znak CD56 a negativni pro
znak CD3 (Caligiuri, 2008).

Tvorba krevnich desti¢ek (trombocytii)

K jejich vzniku dochazi v kostni dfeni z megakaryocyti. Dé&je se tak diky
odstépovani periferni cytoplazmy nebo fragmentaci megakaryocytti. Na celém procesu se
podili nékolik endogennich faktort, ristovy faktor fibroblasti, a taktéz specificky ristovy

faktor trombopoetin (Pecka, 2002).
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2.2 Cytogenetika

Cytogenetika je specializovana védecka disciplina, kterd zkoumd dédicnost na
urovni burky, tj. chromozémi (Krahulcovd, 2000). Studuje jejich poéty a strukturu
v délicich se bunkach, protoZze bylo objeveno, Ze existuji nendhodné chromozomalni
aberace, které souviseji s vyskytem nékterych onemocnéni (Snustad et Simmons, 2009a;
Vallespi et al., 1998). Chromozomy jsou sestavovany do tzv. karyotypt. Jedna se
0 uspotadani metafaznich chromozomu do paru. Sestaveny karyotyp umoznuje odhalit
pocetni a strukturni zmény vyskytujici se v genetickém aparatu bunky (Snustad
et Simmons, 2009a). Je vyuzivan napiiklad pfi diagnostikovani jedincd S vrozenymi
vyvojovymi vadami, v prenatalni diagnostice, ale i v onkologii, kde se stal nedilnou
soucasti vySetieni, které odhaluje pocetni i strukturni chromozomové aberace
v nadorovych bunikach (Michalova, 1999a). Informace vyplyvajici z tohoto vysetieni jsou
nezbytné pro upiesnéni diagnozy, uréeni progndzy a podili se na spravné volbé 1é¢ebnych
postupt. Nezastupitelnou roli hraje v kontrole uc¢innosti 1écby a pii detekci minimalni
zbytkové choroby (Kuglik et Oltova, 2008). Spravny pocet lidskych chromozomu byl
urCen v roce 1956 (Michalovd, 1999a). Cytogenetika do roku 1969 vyuzivala metody
barveni chromozomi Giemsovym barvivem nebo orceinem bez vzniku pruhd (Obr. 2).
Studovat jejich morfologii bylo tedy mozné pouze na zaklad€ nékolika poznatki, kterymi
byly napiiklad velikost chromozomu nebo typ chromozomu dle postaveni centromery
(Jarosova, 2000a).
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Obr. 2 Giemsou barvené chromozdmy sestavené do karyotypu (Orazi et Czader, 2009)
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Pozdéji se zacalo vyuzivat tzv. pruhovacich technik (Kuglik et Oltov4, 2008). Tou
prvni bylo Q-pruhovéani pomoci chinakrinu, které vynalezl Torbjorn Oskar Caspersson
roku 1968. Slo o obrovsky prevrat v ramci studia chromozéma (Dolezel, 2011a). Diky
tomu bylo moZno rozpoznat jak normalni chromozomy, tak chromozémy, u nichz doslo ke
strukturalnim zménam (Sandberg et Meloni-Ehrig, 2010). Na struktuie pruhovanych
chromozému je totiz zaloZena soucasné platna cytogeneticka nomenklatura (Michalova,

1999h).

Cytogenetika se zabyva morfologii mitotickych, tedy dvouchromatidovych
chromozomu. Jednotlivé chromozomy od sebe rozeznava diky znakim, jeZ jsou pro dané
chromozémy typické. Mezi tyto patii napiiklad délka chromozdému, poloha centromery,
vyskyt a poloha sekundarni konstrikce a typické vzory pruhovani (Dolezel, 2011a). Roku
1971 se v Paftizi konal sjezd, na kterém byla ustanovena tzv. Pafizskd nomenklatura pro
fazeni lidskych chromozoémi (Michalova, 1999b). Slo o sjednoceni pojmi popisujicich
jednotlivé chromozémy. Kazdy chromozOm je popsan ¢&islem. Kratké raménko
chromozému dostalo oznaéeni ,,p*, dlouhé raménko ,,q* (Obr. 3). Pro kazdy chromozom je
typické ur€ité mnozstvi oblasti, pruhti a podpruht, které se Cisluji smérem od centromery
k telométe (Obr. 3). Pied ¢islem popisujicim oblast chromozomu je uvedeno pismeno p ¢i

g, podle toho, o jaké rameno se jedna (Dolezel, 2011a).
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Obr. 3 Morfologie metafazniho chromozdmu a struktura chromozému 1 ozna¢eného G-

pruhovanim, které umoziuje podrobné studovat jeho strukturu (Dolezel, 2011a,b).
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Existuje né¢kolik barvicich, tzv. pruhovacich technik. Pro vSechny plati, Ze
jednotlivé pruhy jsou zietelné viditelné jen po kondenzaci chromozOmut a posloupnost
pruhti je =zavisla na stupni kondenzace (spiralizaci). ObyCejné se vyskytuje na
chromozomech v metafazi cca 400-450 pruht, které jsou pocitany v haploidni sadé
chromozému. Nejpouzivangj$im typem pruhovani chromozémi je G-pruhovani. Tato
barvici metoda je zalozena na schopnosti enzymu, napi. trypsinu ¢i solnych roztokl za
rozliénych teplot denaturovat proteiny chromozdmu, které se nasledné barvi Giemsovym
barvivem (Michalova, 1999b). Tmavymi pruhy se barvi oblasti bohaté na adenin a thymin
(AT), nicméné cely mechanizmus pruhovani neni jesté zcela zndm. Znamo je to, ze vzniklé
tmavé pruhy, kterym se fika G-pozitivni pruhy, jsou bohaté na disulfidové proteiny,
naopak G-negativni pruhy vykazuji pifitomnost proteini sulfhydrilovych G-pruhy jsou
rovnéz povazovany za oblasti s vysokym stupném kondenzace, které se replikuji v pozdni

syntetické fazi bunécného cyklu (Obr. 4) (JaroSova, 2000a).

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

Obr. 4 Ideogram chromozomu, G-pruhovani (Orazi et Czader, 2009)

Na zakladé pruhovaciho vzoru typického pro jednotlivé chromozémoveé pary je
sestaven katyotyp. Karyotyp patii kjedné ze stéZejnich charakteristik druht, jak
rostlinnych, tak zivocisnych. Jedna se o rozdéleni genomu na jednotlivé chromozomy
(Dolezel, 2011a) (Obr. 5A, B).
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Obr. 5A) Metafazni chromozémy po G-pruhovéni, B) G-pruhované chromozomy sefazeny
do karyotypu (Orazi et Czader, 2009)

2.3 Molekularni cytogenetika

Metody molekuldrni cytogenetiky zastdvaji hlavné doplitujici vySetfeni pfi nalezu
chromozémovych zmén, pfi nedostate¢né normalni morfologii chromozému ¢i nizkém
poétu metafazi, které byly zjistény klasickou cytogenetikou (Gohring et al., 2011,
JaroSova, 2000b). K metodam molekularni cytogenetiky patii FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace), mFISH (mnohobarevna fluorescen¢ni in situ hybridizace) a mBAND

(mnohobarevné pruhovani) (Jarosova, 2000b).

FISH (fluorescenéni in situ hybridizace)

Metoda FISH je vyuzivana pro dikaz pfitomnosti specifické nukleotidové sekvence
v morfologicky zachovalych chromozémech bunék nebo tkani. Princip metody FISH se
opira o moznost jednofetézcové DNA sondy hybridizovat s komplementarnimi Gseky
jednofetézcove cilové DNA. Vlastnim mechanizmem metody je doCasné tepelné preruseni
vodikovych mustkli mezi vlakny DNA u sondy, ¢imz dochazi k jejich oddéleni. Aby
nedoslo k denaturaci nevratné, je tfeba vSe uskuteciiovat za urcitych danych podminek.

Stejné tak je denaturovana i cilovd DNA. Pokud dojde k navazéni komplementérnich
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vlaken cilové DNA a DNA sondy, je opét dosaZeno vzniku dvouietézcové DNA molekuly.
Jelikoz jsou komplementarni vldkna DNA sondy oznacena fluorochromem, mohou byt
detekovana fluorescen¢nim mikroskopem. FISH slouzi ke stanovovani numerickych
a strukturnich chromozémovych aberaci a je vyuZivana pro uréeni piitomnosti minimalni

rezidualni choroby (Jaro$ova, 2000b).

Typy sond

Prvni skupinou jsou sondy centromerické. Ty hybridizuji s o a pB-satelitni DNA
(JaroSova, 2000b). Jedna se 0 vysoce repetitivni sekvence s tandemovym uspofadanim,
jejichz vyskyt je typicky pro centromerické oblasti lidskych chromozomu (JaroSova, 2000;
Michalova, 1999c). Signal vétsiny sond je velice specificky, zaroven také silny a dobte
odecitatelny. Neni tfeba jeho amplifikace, jelikoZ tandemova organizace ,,okupuje oblast
Citajici az 4000 kb (Michalova, 1999c). Vlastnosti centromerickych sond je vyuzito jak
v mit6zach, tak v interfaznich buiikch, u MDS nejvice pro detekci numerickych anomalii,
napf. monozomie chromozému 5 a 7 nebo trizomie chromozému 8, ale také pro stanoveni
puvodu bunck u pacienta po transplantaci kostni diené, jehoz darcem byl darce opacného
pohlavi. Druhou skupinou jsou sondy celochromozémové (malovaci, paintingové). Sonda
tohoto typu hybridizuje s celym chromozémem. Tento zpusob znaleni je vyuzit pro
detekci chromozomalnich piestaveb (JaroSova, 2000b). Tteti vyznamnou skupinou jsou
sondy genové, které jsou komplementarni k jedine¢nym sekvencim DNA (Michalova,
1999c). Velikost sondy je limitujicim faktorem pro zabudovani do genomu. Pro klonovani
sondy o velikosti 500-5000 bp je vyuzit plazmid, bakteriofag A je vyuzit pro sondy
o velikosti 8-15 kb, sondy o velikosti 20-50kb jsou klonovany v kosmidu, a kone¢né
klonovacim vektorem pro velké sondy o 50-100 kb jsou umélé kvasinkové chromozomy
(JaroSova, 2000b).

M-FISH (mnohobarevna fluorescené¢ni in situ hybridizace)

Tato metoda vyfeSila problém s vyuzitim limitovaného poctu fluorochromi
pouzitych soucasné na jednom mikroskopickém preparatu s rozdilnymi emisnimi spektry,
jako tomu je u techniky FISH (Kuglik et Oltova, 2008). Principem mnohobarevné

fluorescenéni in situ hybridizace je aplikace celochromozomovych sond, které jsou
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znaceny kombinaci 5 riznych fluorochromt (Jarosova, 2000b). Jde o tzv. kombinatorni
znateni sond, vychazejici z principu kombinace podle vzorce 2"-1, kdy N je podet
fluorochromii. Pii kombinaci 5 fluorochromii mizeme ziskat az 31 moznych barevnych
kombinaci. Pro obarveni lidského genomu je tato kombinace dostaujici, protoze
vyuzivame 24 odlisnych sond. V jediné hybridizaci je tedy mozno vySetiit cely lidsky
genom. Kazdy lidsky chromozémovy par timto zpisobem ziskava jinou barvu, ktera je pro
n¢j typicka. Avsak lidské oko neni schopno od sebe vSechny vzniklé barvy odlisit, proto je
ke kazdé vzniklé barvé piifazena diky pocitatovému softwaru barva klasifikacni, tzv.

pseudobarva, kterou uz lidské oko rozeznat dokaze (Kuglik et Oltova, 2008).

M-BAND FISH (mnohobarevné pruhovani)

Tato metoda je modifikaci metody M-FISH. Lisi se v tom, Ze jsou zde vyuzivany
tzv. parcialni sondy. Diky nim je mozno objevit intrachromozomové ptestavby karyotypu.
Parciélni sondy vznikaji diky technice nazyvané mikrodisekce a jsou opét kombinatorné
znacené pomoci 5 fluorochromi. Tento typ sond hybridizuje k odpovidajicim tGsekim
chromozOému. Tak vznikaji signaly, které jsou pomoci pocitacového programu
analyzovany a diky pseudobarvam vytvaii obrazy barevné pruhovanych chromozomi,
jejichZ poloha je uréena pomoci specialniho softwarového programu (Kuglik et Oltova,

2008).
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2.4 Myelodysplasticky syndrom (MDS)

Charakteristika MDS

Myelodysplasticky syndrom je klonalni onemocnéni krvetvorby (Mayer et al.,
2002). Studium patogeneneze MDS ukézalo, ze se jedna o postizeni genomu casné
kmenové hematopoetické bunky, ktera ziska proliferacni vyhodu. Tak vzniké patologicky
Klon, ktery pisobi jako antigenni podnét. Na tento podnét odpovida imunitni systém
aktivaci cytotoxickych T-lymfocytt. Cilem jsou zralejsi formy jednotlivych krevnich fad,
coz vede kapoptéze téchto bunck, tim padem Kk obrazu pancytopenie (sniZzeni poctu
krevnich elementi v periferni krvi). U postizenych bunék navic mize dochazet k mutacim,
které zapficitiuji abnormaélni proliferaci a potlatuji normalni krvetvorbu (Cermak, 2010).
MDS je také oznaCovana jako doutnajici leukémie, hematopoetickd dysplazie,
preleukémie, ¢i preleukemicka anémie (Mayer etal., 2002). Naopak muze dochazet
K rychlé progresi, kdy dochazi ke dfenovému selhani, a dokonce az k leukemické
transformaci (Delforge, 2003). Jedna se o velmi heterogenni onemocnéni, protoze
morfologické, cytogenetické i klinické znaky provazejici MDS se vyskytuji i u jinych

malignich ¢i nemalignich onemocnéni. Zakladni rozdéleni MDS je nasledujici:

Primarni MDS postihuje spise star$i populaci. Hlavnimi klinickymi znaky jsou

periferni anémie, nebo miZe byt postizeno vice fad a vznika obraz pancytopenie.

Charakteristické jsou chromozdmové aberace, o kterych bude pojednano pozdéji.

Sekundarni MDS, oznacovana jako t-MDS, je spiSe vysledkem piedchazejicich

chemoterapii, radioterapii, ¢i expozic toxickym latkdm. Z hlediska cytogenetiky je Casty
nalez komplexnich zmén, které jsou znamkou neptiznivé prognézy (Chen, 2001; Delforge,

2003; Garcia-Manero, 2010; Krahulcova, 2000).

FAB klasifikace

FAB Kklasifikace je zkratka pro mezinarodni Francouzsko-Americko-Britskou
klasifikaci. Vznikla v roce 1982. Jedna se o prvni klasifika¢ni schéma, diky kterému byli
pacienti s MDS rozd€leni na zakladé nalezi vPK a KD do 5 podskupin. Diky
morfologickym kritériim mohla takto byt oddélena AML od MDS (Krahulcova, 2000).
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Dokonce i dnes je stale upotiebena jako zakladni schéma pro rozdéleni postizenych s MDS
(Mayer et al., 2002). Nicméng, v roce 1999 doslo ke korektute stavajici klasifikace a ke

vzniku novych schémat, a to diky svétové zdravotnické organizaci (Krahulcova, 2000).

WHO (World Health Organization) klasifikace

Svétova zdravotnickd organizace spolupracuje s celou fadou jinych instituci. Jejich
ukolem je dat vzniknout celosvétové uznavané klasifikaci tumorid (Vardiman et al., 2009).
Poprvé ji bylo vyuzito v roce 1999 (Krahulcova, 2000). Dnes se tato klasifikace opira
0 veskera doposud znadma fakta, kterymi jsou: morfologie, cytochemie, imunofenotypizace,
genetika a klinické znaky. Nova verze WHO Klasifikace tykajici se akutni myeloidni
leukémie a myeloidnich neoplazii, ktera plati od roku 2008, vznikla diky cca 30 1ékaiim
a klinickym védctiim z celého svéta. Poté, co se tito klinici sesli s patology, dali dohromady
vSechny své znalosti a védomosti, a ty byly zaclenény do nové verze klasifikace pro
klinické pouziti. MDS je dle WHO povazovan za jednu z myeloidnich neoplazii, jez patii
mezi obtizné diagnostikovatelné a klasifikovatelné. Piesto byla vypracovana kritéria pro

jednotlivée WHO podskupiny MDS (Tab. I) (Orazi et Czader, 2009).

Tab. I Piehled jednotlivych subtyptit MDS s klasifika¢nimi kritérii (Orazi et Czader,

2009)
Disease Blood Findings Bone Marrow Findings
Refractory cytopenia with  Cytopenia®®; no or rare blasts (<1%]; monocytes, Dysplasia (210%] in 1 lineage only; <5% blasts;
unilineage dysplasia =1,000/uL {1 = 10%L) <15% ring sideroblasts
{RA, RN, RT)
RARS Anemia; no blasts; monocytes, <1,000/ul (1 = 10%L)  Erythroid dysplasia only; <6% blasts; =215% ring
sideroblasts
Refractory cytopenia with  Cytopenia(s); no or rare blasts (<1%)*, monocytes, Dysplasia in >10% of the cells of 22 myeloid lineages;
multilineage dysplasia =1,000/uL (1 = 10%L); no Auer rods <5% blasts; <15% ring sideroblasts; no Auer rods
RAEB-1 Cytopenias; <5% blasts?; monocytes, <1,000/ul Unilineage or multilineage dysplasia; 5%-9% blasts;
(1 % 10%L); no Auer rods® no Auer rods?
RAEB-2 Cytopenias; 5%-19% blasts; monocytes, <1,000/uL Unilineage or multilineage dysplasia; 10%-19% blasts;
(1 x 10%L); Auer rods +/- Auer rods +/-
MDS with isolated delibg)  Anemia; usually normal or slightly increased platelets;  Mormal to increased megakaryocytes with hypolobated
<5% blasts; no Auer rods nuclei; 5% blasts; del (5q) is sole cytogenetic

abnormality; no Auer rods

Refrakterni cytopenie s dysplazii jedné vvvojové fady

Refrakterni anémie (RA) by méla byt normocyticka/normochromicka, ale pievazné

je makrocytickd. Do této skupiny patii pacienti s Zddnymi ¢i s méné nez 1 % blasti v PK
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améné nez 5 % blasth vKD. Kostni dfeit je hypercelularni a je také ptfitomna
dyserytropoéza. Prstenéité sideroblasty tvofi méné nez 15 % erytroidnich bunék (Orazi
et Czader, 2009). Musi se zde vsak vyskytovat vice jak 10 % dysplastickych bun¢k v jedné
myeloidni vyvojové fadé (Vardiman et al., 2009). Pouze 5-10 % ptipadi dospéje do faze
AML (Orazi et Czader, 2009). Refrakterni neutropenie (RN) je dalsim podtypem, ktery
vykazuje neutropenii a dysgranulopoézu. Posledni skupinou je refrakterni trombocytopenie
(RT), jez vznika diky trombocytopenii a morfologické dysplazii megakaryocytarni linie.
RN a RT jsou klasifikovany jako vzacné, tvoti 1-2 % vSech MDS (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni anémie s prstenéitymi sideroblasty (RARS)

Typickym nalezem u RARS je anémie. V periferni krvi se nevyskytuji blasty,
Vv kostni dfeni je jich méné nez 5 % a je zde piitomna dysplazie bun¢k erytroidni linie
a prstencité sideroblasty, které tvoii nejméné 15 % erytroidnich prekurzort. Dysplazie
granulocytarni a megakaryocytarni fady je mensi nez 10 %. Je Kklasifikovana jako low-
grade MDS. Pieziti ¢ini cca 7-9 let. Jen u nizkého poctu pacientd (asi 5 %) dochézi

k pfechodu do AML (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii (RCMD)

U RCMD je piitomna 1 nebo vice cytopenii v PK. Dysplazie bunék se vyskytuje ve
2 ¢i vice myeloidnich liniich. Pocet blastli v PK je mensi nez 1 % a v KD mensi nez 5 %.
Jestlize prstencité sideroblasty tvoti vice jak 15 % erytroidnich prekurzort, 1ze tento nalez

stale povazovat za RCMD (Orazi et Czader, 2009).

Refrakterni anémie s nadbytkem blasti (RAEB)

Pro tuto podskupinu je charakteristické mnozstvi 5-19 % blastl v PK ¢i KD. D¢li
se na dvé podskupiny. Typ RAEB-1 vykazuje méné nez 5 % blastlh v KD a 2-4 % blastl
v PK. Druhym podtypem je RAEB-2, kde se vyskytuje vice jak 10 % blastt v KD a/nebo 5
% a vice vPK. RAEB-2 je rizikovéjsi z hlediska transformace do AML. Celkové je
diagndza tohoto subtypu MDS nepfizniva. PieZiti byva kratsi nez 2 roky. 30-40 % pacientl
dospéje az k AML, vétSinou vsak umiraji na doprovazejici komplikace (Orazi et Czader,
2009).
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MDS asociovand s izolovanou chromozomalni abnormalitou del(5q)

Pfiznac¢na je ptitomnost anémie s ¢i bez doprovazejici cytopenie. Myeloblasty tvoii
mén¢ nez 5 % bungk s jadry KD a méné nez 1 % leukocytid PK. Typickym cytogenetickym
nalezem je intersticialni delece dlouhého ramene chromozému 5. Vyskytuje-li se 50-
syndrom u star§ich Zen, je typicky pfitomnosti makrocytarni anémie. Krevni desticky jsou
v norm¢ ¢i zvySené. U megakaryocytll jsou pozorovana jedno ¢i vice lalo¢natych jader.
Mnozstvi blastli je mensi nez 5 %, jak v PK, tak v KD. U pacientt s deleci 5q je dobra

odpovéd’ na 1é¢bu lenalidomidem (Orazi et Czader, 2009).

MDS, neklasifikovatelna

Do této podskupiny patii jedinci, ktetfi na zakladé veskerych vysledk nezapadaji
ani do jedné jmenované skupiny. Prvni typicky ptipad je ten, ktery by mohl byt povazovan
za refrakterni cytopenii s dysplazii jedné linie ¢i RCMD s nalezem alespon 1 % blastl
v periferni krvi ve dvou opakovanych vysetfenich. Posledni je pfipad, kdy jsou pfitomny
pretrvavajici cytopenie, ovsem bez pritomnosti morfologickych znaki typickych pro MDS.
Piesto jsou pfitomny cytogenetické znaky podporujici hypotézu pifitomnosti MDS (Orazi

et Czader, 2009).

Etiologie MDS

Etiologie MDS neni jesté zcela znama (Orazi et Czader, 2009). Nicméné se
predpoklada, Ze pfic¢inou, kterd podnécuje vznik MDS, je geneticka nestabilita, kterd je
zakladem pro hromadéni somatickych mutaci (Maeck et al., 2000). Burika, u niz doslo
k mutaci, davd vzniknout klonim, které rostou prednostné. Postupné se zvySuje
prolifera¢ni aktivita, avSak neefektivni hematopoézy (Krahulcova, 2000). Snahou mnoha
védeckych skupin je tyto mutace identifikovat. Zaroven je jejich Usilim zjistit, zda
zapricinuji vyskyt onemocnéni nebo jej pouze doprovazi. Vsechny tyto informace by totiz
mohly pfispét ke spravné diagndze, tim padem i k 1é¢bé MDS. Konkrétni mutace ovsem

nejsou predmeétem této bakalarskeé prace (Masuda, 2011).
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Incidence

MDS se objevuje prevazné v pozdné&jsi fazi zivota (Valent et al., 2009). Stiedni veék
pacientli se pohybuje mezi 70 a 75 lety (Garcia-Manero, 2010). Ro¢né dochézi ke vzniku
2-5 novych piipadit MDS na 100 000 obyvatel. Pfestoze je vyskyt MDS u lidi mladSich 40
let vzacny, neni vylouditelny. Existuji i pfipady déti s diagn6zou MDS (Mayer et al.,
2002). U nich se uvadi incidence 0,53-3.4 piipadt na 1 000 000 déti (Vallespi et al., 1998).

Diagnostika MDS

Diky tomu, ze je MDS velice heterogenni onemocnéni, neni jednoduché jej
diagnostikovat (Vallespi et al., 1998). Pro stanoveni diagnézy MDS musi byt vyuzito
i nékolika raznych laboratornich vysetfeni, véetné kombinaci jednotlivych metod (Mayer
et al., 2002). Primarnim vysetfenim je vySetfeni morfologické, které se opira o pritomnost
dysplastickych rysi v PK a KD (Vallespi et al., 1998). Dalsim typem diagnostického
vySetfeni je imunofenotypizace pouzitim pritokové cytometrie. Podstatou je detekce
povrchovych antigenli, a to prostiednictvim monoklonalnich protilatek. Cytogenetické
vySetieni se stalo zakladni metodou pro potvrzeni klinické diagnézy MDS. Kromé
klasického cytogenetického vysetfeni bunck kostni dfené je rutinné vyuzivano vySetieni
metodou FISH. Diky této technice je moZno zkoumat velké mnoZzstvi bunéck, tudiz
detekovat chromozomalni zmény vyskytujici se pouze Vmalém poctu bunék

I V nepfitomnosti mitdéz (Mayer et al., 2002).

Cytogenetické zmény u MDS

Nejen z hlediska Kklinického, ale i z hlediska cytogenetického piedstavuje MDS
heterogenni onemocnéni, které se vyznacuje obrovskou skalou cytogenetickych abnormalit
(Haase, 2008). O tom sv&dci fakt, ze Haase (2008) popsal ve své studii zahrnujici 2072
pacienti s MDS 684 odliSnych cytogenetickych kategorii. A to se cytogenetické zmény
vyskytovaly u cca 50 % z nich (Tab. Il) (Haase, 2008). Velké mnozstvi téchto genetickych
zmén tvofi tzv. nebalancované abnormality, kdy dochdzi ke kvantitativnim zménam
genetické informace v genomu. Piedev§im se jedna o ztratu genetické informace diky

deleci ¢i monozomii, naopak v nekterych piipadech mnozstvi genetické informace narusta,
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napiiklad formou trizomie (Haase, 2008). Ne tak ¢asto dochazi k vyvazenym translokacim,

tzv. balancovanym abnormalitdm (Mayer et al., 2002).

Tab. II Ptehled nejcastéji se vyskytujicich chromozémovych zmén u MDS, vysledky
pochazi ze studie 2072 vysettfenych pacientli (Haase, 2008)

Anomaly total, Isolated, n (%) With one additional As part of complex
n (% of all cases) abnormality, n (%) abnormalities, n (%)

5q- 312 (15.1) 146 (47) 52 (17) 114 (36)
~7/7q- 230 (11.1) 86 (37.5) 31 (13.5) 113 (49)
+8 173 (8.4) 81 (46.8) 37 (21.4) 55 (31.8)
—18/18q- 78 (3.8) 3(3.8) 2 (2.6) 73 (93.6)
20q- 74 (3.6) 36 (48.6) 10 (13.5) 28 (37.8)
-5 69 (3.3) 1(1.4) 4 (5.8) 64 (92.8)
-y 58 (2.8) 41 (70.7) 5 (8.6) 12 (20.7)
+21 45(2.2) 5(11.1) 18 (40) 2 (48.9)
-17/17p- 42 (2.0) 1(24) 124) 40( 5.2)
inv/t(3q) 41 (2.0) 16 (39) 8 (19.5) 7 (41.5)
—13/13q- 40 (1.9) 5(12.5) 6 (15) 9(72.5)
+1/+1g 37 (1.8) 3(8.1) 6 (16.2) 8 (75.7)
-21 33 (1.6) 39.1) 4 (12.1) "’E: (78.8)
+11 28 (1.4) 6 (21.4) 4(14.3) 8 (64.3)
-12 26 (1.3) 0 2(7.7) 4 (92.3)
12p— 25(1.2) 7 (28) 6 (24) 12 (48)
t(59) 24 (1.2) 6 (25) 3 (12.5) 15 (62.5)
11g- 23 (1.1) 8 (34.8) 4(174) 11 (47.8)
9g— 23 (L.1) 8 (34.8) 3(13) 12 (52.2)
t(7q) 22 (L.1) 6(27.3) 6 (27.3) 10 (45.5)
-20 22 (1.1) 0 0 22 (100)

MnozZstvi pfitomnych abnormalit zaleZzi na genomické nestabilité, ktera je
disledkem akumulace genetickych poruch a poskozeni reparacnich mechanismi (Haase,
2008). U pacientt s primarni MDS jsou klonalni zmény karyotypu ptitomny u vice jak 50
% ptipadt. U sekundarni MDS je to cca 80 %. Tyto hodnoty zcela jednozna¢né poukazuji
na to, ze cytogenetické vySetfeni je nutnou soucésti diagnostiky a urceni progndzy

nemocnych s MDS (Mayer et al., 2002).

Progndézy nemocnych s MDS

Nalez normalniho karyotypu u pacienta s MDS je spojen s dobrou prognézou
(Haase, 2008). Median preziti je odhadovan na 42 mésici (Malcovati et Nimer, 2008). Za
stfedni prognozu je povazovana trizomie chromozému 8, abnormality dlouhého ramene

chromozomu 3, trizomie chromozomu 9, translokace 11q a delece 17p. EXxistuji i jiné

28



zmény, které jsou nékterymi skupinami povazovany za stfedné t€zké, nicméné tato
domnénka nebyla potvrzena jinymi skupinami (Haase, 2008). Spatnou prognozu
predstavuji komplexni zmény karyotypu. Ty piedstavuji nalez tii a vice zmén v karyotypu.
Nékteré studie vSak povazuji za komplexni zmény karyotypu nalez 5 avice zmén.
Primérné preziti pacientl se Spatnou prognoézou je kratsi nez jeden rok. Z 30 %
abnormalnich ptipadl pifipada prave 15 % piipadi na komplexni abnormality. Soucasné
prace, které studuji prognosticky vyznam cytogenetickych zmén u nemocnych s MDS,
rozdéluji nemocné s MDS na zakladé cytogenetiky do 5 prognostickych podskupin, jak
ukazuje Tab. Il (Schanz et al., 2012).

Tab. 111 Progn6za MDS odvijejici se od nalezu

NALEZ PROGNOZA

nemocni s izolovanou deleci 11q a chybénim

, velmi dobra
chromozému Y

nemocni s normalnim karyotypem,

izolovanou deleci 5q, 12p, 20q dobra

nemocni s izolovanou deleci 7q, +8, i(17q),
+19 a izolovanou zménou nepatiici do zadné stiedni
definované podskupiny

inv(3q)/t(3q)/del(3q), -7 Spatna

komplexni zmény velmi $patna

Nejcastéjsi typy cytogenetickych aberaci

Delece 59

Delece dlouhych ramen chromozomu 5 (5¢-) je tou nejtypictéjsi cytogenetickou

zménou vyskytujici se u pacientt s MDS a zménou karyotypu. Vyskytuje se u 30 %
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ptipadt. Dochazi k deleci dlouhého ramene chromozdmu 5 s variabilnim rozsahem delece.
Diky studiu deletované oblasti byla stanovena minimalni deletovana oblast zahrnujici pruh
5931. Vyskytuje se jako soucast komplexnich zmén karyotypu a tento nalez predikuje
velmi nepfiznivou progndézu. Naopak, jako izolovana zména je spojovana s dobrou

progndzou a v tomto piipadé se jedna o tzv. 5q- syndrom (Haase, 2008).

50- syndrom

Pokud je delece dlouhého ramene chromozému 5 tou jedinou zménou v Karyotypu,
hovotime o tzv. 5q- syndromu. Tvoii cca 1/3 piipadi MDS ze vsech téch, kde se vyskytuje
delece 5q. Delece ma Casto charakter intersticialni delece. U 70 % ptipadi se vyskytuje
zlom v oblasti 5933, v50 % v oblasti q13 nebo ve 20 % v oblasti ql5. Je znamo, Ze
proximalni body zlomt se vyskytuji u starSich pacientli blize centromefe, naopak bod
zlomu v distalni ¢asti chromozomu je na véku nezavisly. Soucasné studie se snazi
identifikovat geny vyskytujici se v nejcastéji deletované oblasti. Mezi kandidatni geny
vyskytujici se v deletovaném useku patii gen EGR1, IRF1 a nebo RSP14 a SPARC. Jejich
vliv a Gcast na patogenezi MDS je zatim pfedmétem studii (Cazzola, 2008; Vallespi et al.,
1998). Jiné morfologické znaky doprovazejici tento syndrom jsou: mnozstvi
blasti v KD < 5 %, trombocytdza, dysmegakaryopoéza a makrocytarni anémie. Pacienty
jsou pievazné Zeny (Malcovati et Nimer, 2008). Pro 5g- syndrom je typické malé riziko
progrese do AML (Vallespi etal., 1998). Pacienti jsou lé¢eni lenalidomidem. Ten byl
schvalen pro 1é¢bu na transflzi zavislych jedinci s MDS s nizkym a stfednim rizikem.
U vice nez 2/3 postizenych dojde ke vzniku transfuzni nezavislosti, mnohdy také

K cytogenetické remisi. Median pfeziti je udavan 76 mésict (Malcovati et Nimer, 2008).

Delece 20q

Jedna se o intersticialni deleci dlouhého ramene chromozému 20. Obvykle je
pfitomna jako zména izolovana. Cytogenetika sice tuto aberaci popsala jako intersticidlni
| terminalni, nicméné molekularni biologie podporuje teorii o deleci intersticialni.
Dulezitou oblasti je tsek mezi lokusy D20S174 a D20S17. Piedpoklada se, ze se v dané
oblasti vyskytuji tumor supresorové geny, jejichz delece by mohla mit podil na vzniku

MDS. Je-li izolovanou zménou, je spojena s dobrou progn6zou (Schanz et al., 2012).
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Monozomie chromozému 7

Monozomie chromozomu 7 patii po deleci 5q k tém nejcastéj$im abnormalitam.
Vyskytuje se ve 25 % abnormalnich karyotypt (Haase, 2008). Velice Casto je pritomna
u sekundarnich MDS (Vallespi et al., 1998). Muze jit jak o ztratu celeho chromozdému, tak
pouze o deleci dlouhého ramene. I pfes to nebyly doposud nalezeny odlisnosti v zavislosti
na velikosti delece. VZdy jsou deletovany oblasti 7q22, 7q31-32 a 7936. Delece je
asociovana se $patnou prognézou (Vallespi et al., 1998). Pfeziti u samotné monozomie
chromozomu 7 se uvadi 14 mésicti, u monozomie 7 ajedné dalsi pfidatné zmény 11
mésict. V piipad€, Ze je monozomie 7 soucasti komplexu zmén, preziti pacienta je 8
mesict. Lécba chemoterapii neni dostacujici a pokud to stav a vék pacienta dovoluje,

doporucuje se alogenni transplantace (Haase, 2008).

Trizomie chromozému 8

U primérnich MDS se trizomie chromozému 8 vyskytuje u 10-15 % ptipadd, jak
jako soucast piidatnych zmén, tak i jako zména izolovana. Je povazovana za stiedni
prognézu, preziti se udava 25-57 mésict (Vallespi et al., 1998). Vliv a G¢ast na patogenezi
MDS je stale predmétem studii. Velmi vyznamné pozorovani bylo publikovano v praci
Sloanda et al. (2007). Poukézalo na fakt, ze se CD34+ butiky pacienti s MDS a izolovanou
trizomii  chromozému 8 1i8i od ostatnich MDS bunék, vc&etné normalnich
hematopoetickych bunék. Rozdil spoc¢ival v expresi apoptickych markert.. Dochazelo k up-
regulaci proteinu c-myc, CD1 a survivinu. Studie potvrdily, ze buiky s trizomii 8
podstupuji apopt6zu, ale nekompletni. Jsou tedy stale schopné rastu a tvorby kolonii
(Vallespi et al., 1998).

Chybéni chromozému Y u muzi

Ztrata pohlavniho chromozomu Y ve vét§iné piipadu koreluje s vékem pacientt.
Tato zména se taktéz vyskytuje u jinych typli onemocnéni. Nicméné, ukazalo se, ze pfi
tomto typu aberace vyskytujiciho se u MDS nikdy nedochazi k vyvoji AML (Vallespi
et al., 1998). Nejnovéjsi prognostické stratifikace spojuji tuto zménu s dobrou prognézou
nemocnych. Problematika chybéni chromozomu Y u malignich hematologickych
onemocnéni neni zatim zcela objasnéna. Piestoze chybéni chromozému Y mize byt

vékovym fenoménem, existuji pozorovani, kterd wukazala, ze chybéni Y je
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u hematologickych malignit vyznamnég vyS$i ve srovnani s jinymi onemocnénimi, a Ze toto

chybéni je spojeno s neoplastickymi zménami (Zhang et al., 2007).

Lécba MDS

24

0 individualni zhodnoceni stavu kazdého pacienta, jeho ve€ku, stddia onemocnéni,
rizikovosti a pridatnych potizi (Cheson, 1997). U pacientd s nizkym a stfednim rizikem
onemocnéni existuje vice variant volitelné 1écby. Je-li onemocnéni stabilni, je mozné jej
pouze pravidelné sledovat bez podani 16¢by (Cervinek, 2009). Oviem nejstandardngjsi
péce je péce podpurna (Cheson, 1997). Mezi podpirnou 1é¢bu patii transflze Cervenych
krvinek a krevnich desti¢ek. Ukolem je zmirnit piiznaky spojené s jejich nedostatkem.
Stim souvisi indikace chelatacni 1é¢by, jejimz ukolem je odstranit z pacientova téla
pfebyteéné zelezo, které se do né& dostdva pravé diky transfUzim. Pro 1é¢bu
doprovazejicich infek¢nich onemocnéni jsou aplikovana antibiotika a antimykotika. Do
podpiirné 1é¢by dale patii i 1écba rastovymi faktory (erytropoetin, filgrastim). Ty podporuji
vznik jednotlivych krevnich elementl. DalSim typem 1écby je 1é€ba pomoci
imunosupresivnich preparatl. Je indikovana u pacientl trpicich cytopeniemi, ktefi nejsou
vhodnymi kandidaty pro transplantaci nebo pro pfijem rastovych faktord. Poslednim
typem lécby u pacientli s nizkym a stfednim rizikem MDS je alogenni transplantace
krvetvornych bun¢k. Je doporucena mlad$im pacientim se sekundarni MDS nebo tém,
ktefi vykazuji téZkou cytopenii, hypoplazii nebo fibrozu KD a u nemocnych se stfednim
rizikem a mnozstvim blastd vétSim nez 5 % v KD nebo pfi vyskytu nepiiznivého

cytogenetického nalezu (Cervinek, 2009).

Pro pacienty svysokym rizikem MDS je volba 1é¢by pomérné komplikovana.
Pacienti mohou byt 1éceni induk¢ni chemoterapii, alogenni transplantaci krvetvornych
bunék nebo 1é¢bou vyuzivajici hypomethylac¢nich latek a inhibitord histondeacetylazy
(Cervinek, 2009).
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3 CiL PRACE

Cilem experimentalni casti bakalaiské prace bylo prakticky zvladnout piipravu
a zpracovani bunc¢k kostni dfené¢ a naucit se karyotypovat - sefazovat jednotlivé
chromozomy dle platné cytogenetické nomenklatury na zakladé G-pruhovani a vyuzit
znalosti pro sestaveni karyotypl alesponn 5 nemocnych s MDS. Dalsim cilem bylo
prakticky zvladnout metodu fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a vysetfit touto

metodou alespon 5 pacientt s diagn6zou MDS.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Zpracovani bunék KD pro cvtogenetické a molekularné cvtogenetické vySetreni

Biologicky materiél

Jak pro cytogenetické, tak pro molekularn€¢ cytogenetické vySetfeni jsou
biologickym materidlem bunky kostni diené¢ (KD). Od jednoho pacienta jsou vzdy
odebrany 2 vzorky. Jeden vzorek je zpracovan piimo po odbéru KD (jedna se
0 tzv. normalni zpracovani - N). Druhy vzorek je kultivovan in vitro v kultiva¢nim médiu
pii 37°C po dobu 24 hodin (K24). S biologickym materialem musi byt zachazeno dle

standardnich opera¢nich postupti (SOP), v¢etné zachovani sterilnich podminek.
Piistroje a pomiicky

- flowbox HERAsafe®, CO, inkubator Function Line (oboji Heraeus Holding, Hanau,
Némecko), centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA), mraznicka, lednicka,
stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ, USA), tfepacka Heidolph
Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), laboratorni sklo

Spoti‘ebni material

- plastové kultivacéni ldhve (40 ml) (Nunclon TM A Surface), centrifugaéni zkumavky
Falcon (15ml) (oboji Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), centrifuga¢ni
zkumavky Falcon (50 ml) (TPP®, Trasadingen, Svycarsko), Pasteurovy pipety (10 ml)

(Biosigma, Benatky, Italie), sterilni injekéni jehly (B. Braun, Melsungen, Némecko)
Reagencie

- Karyomax Colcemid, teleci sérum, Giemsovo barvivo (vSe Gibco®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), heparinum natricum (Zentiva, Praha, CR), RPMI-1640 médium,
Antibiotic Antimycotic solution (ATB = penicilin, streptomycin, amphotericin) (oboji
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), BM médium (bone marrow karyotyping medium)
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, lzrael), 0,075M KCI (lékarna FNOL),

metanol, kyselina octova ledové (oboji Lach-Ner, Neratovice, CR)
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- pfesné slozeni médii je uvedeno na pfiloZzeném letdku vyrobku nebo je mozné jej najit na

webovych strankach vyrobce

1. FAZE PRIPRAVY VZORKU

Nejdiive se ptipravi kultivaéni média. Existuji 3 typy, podle typu kultivace.
Médium, které slouzi k pfimému zpracovani materialu (normalni=N), médium s heparinem
(H) a médium pro 24hodinovou kultivaci (kultivace=K). Do médii N a H je odebirana KD

(1-2 ml). SloZeni médii shrnuje nasledujici Tab. V.

Tab. IV Slozeni médii pouzivanych pro inkubaci bunék KD

NORMAL (N) HEPARIN (H) | KULTIVACE (K)

10 ml RPMI 10 ml RPMI 12 ml BM media

2 kapky heparinu 2 kapky heparinu

2,4 ml teleciho séra

2. FAZE PRIPRAVY VZORKU

a) NORMALNI ZPRACOVANI KD (N)

K médiu N se vzorkem odebrané KD jsou pfidany 2 kapky kolcemidu a smés je
vloZena na 30 minut do inkubatoru (37°C). Kolcemid rozruSuje mitotické vieténko, tim
zastavuje proces buné¢ného déleni v metafazi (Kuglik et Oltova, 2008). Po 30 minutach se
obsah kultivacni lahve pfelije do centrifugacni zkumavky (15 ml) a materidl je
centrifugovan (1000 rpm, 37°C, 10 min). Po centrifugaci je supernatant odsat pomoci
vyvévy v digestofi, pelet je vortexovan a do zkumavky je piidano cca 10 ml
vytemperovaného 0,075M KCIl, ktery zpusobi lyzu bun¢k a uspotadani chromozomi
Vv ekvatoridlni roviné (Kuglik et Oltova, 2008). Tento proces probihé pii 37°C po dobu 25

minut. Déale jsou k biologickému materidlu pfidany 3 kapky fixa¢ni smési ulozené
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v mrazdku (metanol:ledova kyselina octova, 3:1; tzv. Carnoyuv roztok), po promichani
nasleduje centrifugace (1000 rpm, 37°C, 10 min). Supernatant se opét odsaje a za
protfepavani se do zkumavky ptidd cca 10 ml Cerstvé fixacni smési (prvni ml je piidavan
po kapkach). Takto pfipraveny vzorek se necha 30 minut stat pii laboratorni teploté (RT),
nasledné je centrifugovan (1000 rpm, 4°C, 10 min). Po odsati supernatantu se opét ptrida
cca 10 ml fixa¢ni smési (ta jiz nemusi byt vychlazena). Tento postup (centrifugace + odsati
supernatantu + piidani 10 ml fixacni smeési) je jeSté 5x opakovan. V pribéhu celého
procesu se meéni barva biologického materidlu z cervené pies hnédou az na bilou. Po
zpracovani je biologicky material nakapan na podlozni sklo (pro kontrolu piitomnosti
mitdz pod mikroskopem). Jsou-li mitézy ptitomny, je vzorek obarven Giemsovym
barvivem a ve stejny den je preparat vyhodnocen. Pozadovany pocet mitéz v jednom

cytogenetickém preparatu je minimalné 5.

b) KULTIVACE BUNEK KD V K MEDIU (K24)

Do média H jsou odebrany buiiky KD (1-2 ml) ur¢ené pro kultivaci. Z kultivacnich
lahvi jsou ptelity do 15 ml centrifugacnich zkumavek. Takto pfipraveny materidl je
centrifugovan (1000 rpm, 37°C, 10 min). Po odstranéni supernatantu je bunétna suspenze
pienesena do nadob s kultivacnim médiem K, kam jsou ptidany 3 kapky kolcemidu.
Kultivace probihd pti 37°C 24 hodin. Druhy den je vzorek pielit do 15 ml zkumavek.
Nésleduje centrifugace (37°C, 1000 rpm, 10 min), odstranéni supernatantu a je ptidano 10
ml 0,075M roztoku KCI (vytemperovany na 37°C). Material je opét inkubovan po dobu 25
minut (37°C). Po pfidani cca 3 kapek fixaze (Carnoylv roztok) a promichéni nésleduje
centrifugace opét za stejnych podminek. Po odstranéni supernatantu je piiddno 10 ml
fixacni smé&si (vychlazena na -20°C). Prvni ml smé&si je pfidavan po kapkach. Dal§Sim
krokem je inkubace biologického materialu 30 minut p#i RT. Nasleduje centrifugace (1000
rpm, 4°C, 10 min), odstranéni supernatantu, znova je pfidana fixa¢ni smés (cca 10 ml)
a vzorek je podroben dalsi centrifugaci za stejnych podminek. Krok, kdy je po centrifugaci
odsat supernatant a ptidana fixacni smés, je opakovan tolikrat, dokud nema bunééna
suspenze mlécné zbarveni. Na zavér je zhodnocena kvalita kultivace (pfitomnosti
interfaznich bunék, pfitomnost mitdz). Suspenze je uchovavana v lednici a je pfipravena

k dal$imu pouziti.
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4.2 Cytogenetické vySetireni

Biologicky material
- buné¢na suspenze N péti pacientt s diagndézou MDS
Pristroje, pomiicky, software

- laboratorni sklo, laboratorni vahy Scaltec (Scaltec Instruments, Heiligenstadt, Némecko),
magnetickd michacka (Schott Instruments, Mainz, Némecko), centrifuga Rotina 420R
(Hettich, Beverly, MA, USA), digestof, kahan, svételny mikroskop Olympus BX41
(Olympus, Tokyo, Japonsko), CCD kamera, karyotypovaci software lkaros, Metafer
Axioplan 2 Imaging (vSe MetaSystems, Altlussheim, Némecko), software Axioplan 2 (Carl
Zeiss Microlmaging, LLC, Thornwood, NY, USA)

Spoti‘ebni 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,
Gurriiv roztok (Gurr’s buffer solution pH 6,8) (vie Gibco®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), PBS pufr pH 7,4 (Iékarna FNOL), Na,HPO,.12H,0, kyselina citronova,
metanol (vSe Lach-Ner, Neratovice, CR), dH,O (vyrabi si HOK), trypsin, Leishmann’s
stain (oboji Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Piiprava roztoku
- 0,14M Na,HPO,: rozpusténim 25 g Na,HPO4.12H,0 v 500 ml dH,0
- 0,1M kyselina citronova: rozpusténim 10,5 g kys. citronové v 500 ml dH,O

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

do objemu 500 ml, ¢inidlo musi pfed prvnim pouzitim 24 hodin zrat

- roztok trypsinu: rozpusténim 0,04 g trypsinu v 1 ml PBS
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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 Il: 15 ml Leishmannova ¢inidla, 45 ml Gurruova roztoku

Pracovni postup

Na nadychnuté podlozni sklo je kapnuta bunééna suspenze (2-3 kapky) z vysky cca
50 cm. Sklo je protdhnuto nad plamenem kahanu a ponechano pii pokojové teploté do
uschnuti. Timto zplsobem je pro kazdého pacienta piipraveno 5 podloznich skel, jak
z kultivace N, tak z K24. Prvni sklo je vloZzeno do barviciho roztoku I na 2 minuty, pak
oplachnuto v EBSS a pieneseno do barviciho roztoku I na 3 minuty. Nasleduje oplachnuti
skla destilovanou vodou, uschnuti skla a pozorovani ve svételném mikroskopu. Spravné
nakapany preparat je ptipraven pro karyotypovani. Karyotypovani probihd pomoci analyzy
obrazu Ikaros (MetaSystems, Altlussheim, Némecko). Kamera umisténa na mikroskopu
pfenasi obraz do pocitace. Specidlni softwarovy program nasledné analyzuje vytvoreny
digitalni obraz a definuje pozadi a objekty - chromozémy. Ty jsou snadno sestaveny do
karyotypu. U kazdého pacienta je hodnoceno celkem 30 metafazi a 10 znich je

karyotypovano.

Nadorova cytogenetika definuje abnormalni klon jako nalez dvou a vice mitdz se
stejnou strukturni zménou nebo stejnym nadpocetnym chromozémem, nebo nalez tii a vice
mitdz s deleci nebo chybénim chromozému. Normalni klon je definovan jako nalez jedné

mitdzy s normalnim poétem a strukturou chromozému.

4.3 Molekularné cvtogenetické vySetreni FISH s lokusové specifickymi (LSI)
a centromerickymi (CEP) sondami

Biologicky material

- bunécna suspenze K24 od 11 pacientt, 6 Zen a 5 muzi, u 3 pacientl bylo vySetfeni FISH
indikovano z dtvodu kontroly darcovské krvetvorby po transplantaci, 5 pacientti bylo
podrobeno tomuto vySetteni z diivodli potvrzeni/vylou¢eni MDS, u zbylych 3 pacientt se

jednalo o kontrolni vySetfeni pacientti s diagn6zou MDS
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Pristroje, pomiicky, software

- lednicka, mraznicka, centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA), pH metr
Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA), sklenéné kyvety, pipety (Gilson,
Middleton, WI, USA), vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech International,
Melsungen, Némecko), inkubator Grant Boeckel IS020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK),
topna a suSici deska Medax (Nagel, Kiel, Némecko), tfepacka Heidolph Reax top
(Heidolph, Schwabach, Némecko), stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International,
Edison, NJ, USA), mikroskop Olympus BX41, fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (oboji
Olympus, Tokyo, Japonsko), CCD kamera, software ISIS (MetaSystems, Altlussheim,

Némecko)
Spotiebni material

- centrifuga¢ni zkumavky (15 ml), podlozni skla SuperFrost® (oboji Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), centrifugatni zkumavky Falcon (50 ml) (TPP®,
Trasadingen, Svycarsko), plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml) (Eppendorf, Hamburg,
Némecko), Pasteurovy pipety (10 ml) (Biosigma, Benatky, Italie), kryci skla (22x22 mm,
24x24 mm) (Menzel-Glaser, Braunschweig, Némecko), $picky (Gilson, Middleton, WI,
USA), Fixogum Rubber Cement (Marabu, Tamm, Némecko), Parafilm® (Bemis Company,
Neenah, W1, 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 (vSe Abbott Molecular, Des Plaines, IL,
USA), Tween20 (Serva, Heidelberg, Némecko), ultracisty formamid (Qbiogene, Montreal,
QC, Kanada), 70%, 80%, 90% a 96% etanol (Fagron, Nieuwerkerk a/d 1Jssel, Nizozemi),
fluorescenéné¢ znacena sonda (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA; Kreatech,

Amsterdam, Nizozemi)
Priprava roztoku

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

- 2x SSC: nafedéni zasobniho roztoku 20x SSC dH,0
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- 2x SSC/0,1% NP40:100 ml 20x SSC, 850 ml injekéni H,O, 1 ml NP40, pH 7-8, doplnéno
H20 do 1 I, uchovavano pti RT

- 0,4x SSC/0,3% NP40: 20 ml 20x SSC, 950 ml injekéni H,0O, 3 ml NP40, pH 7-7,5;
doplnéno H,O do 1 1, uchovavano pti RT

- denaturacni roztok: 2 ml 20x SSC, 4 ml injek¢éni H,O, 14 ml formamidu, upraveno na pH
7-8

Priprava sond

Dle typu chromozomové aberace, ktera ma byt prokazana, je zvolena sonda. Sondy,
které byly pouzity, vyrabé&ji firmy Abbott Molecular a Kreatech. Sondy jsou dodavany
fedéné i nefedeéné (s prislusnym pufrem). Pokud neni sonda z vyroby fedéna, je tak uc¢inéno
pted jejim pouzitim dle Tab. V a VI. Sondy a jejich pufry se skladuji v mrazaku, pied
pouzitim je nutné je rozmrazit, nasledné vortexovat a centrifugovat. Jedna-li se o sondy
lokusovée specifické (genové) - LSI (5q31, 7q31) standardné pouzivané u nemocnych
s MDS, jsou piipravovany smichanim 7ul LSI pufru, 2 pl dH,O a 0,8 pl ptislusné LSI
sondy a nésledn¢ denaturovany (viz. posledni odstavec). Tyto sondy jsou vzdy aplikovany
samostatné, jsou dvoubarevné a vazi se na 2 odlisné oblasti jednoho lokusu nebo dvou
riznych lokusti na chromozomu. LSI sonda 7q22/7q35 od firmy Kreatech je jiz fedéna
z vyroby, tudiz ihned ptipravena k denaturaci. Sondy centromerické - CEP (CEP 7, CEP 8)
pouzivané u MDS, se mohou pouzit spolecn¢, pokud zvolime rozdiln¢ znacené napt. (CEP
8 znacena zelené - Spectrum Green (SG) - Abbott; CEP 7 oznacena Cervené - Spectrum
Orange (SO) - Abbott).

Denaturace sond se dé&je v denatura¢nim roztoku, ktery je umistén ve vodni lazni pii
73°C po dobu 5 minut (sondy Abbott Molecular). Sondy od firmy Kreatech (20g (SG);
7022/7q35) jsou denaturovany pii 90°C po dobu 10 minut. Sonda pro chromozém 20q
(SG) (Kreatech) je jiz natedéna od vyrobce. Skla, na ktera je aplikovana sonda Kreatech,

jsou denaturovana pouze 2 minuty, u Abbott Molecular sond probiha denaturace 5 minut.
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Tab. V Redéni LSI sond

sonda 5g31, sonda 7931 (Abbott)

sonda 7q22/7q36 (Kreatech)

reagencie objem [pl] reagencie objem [pl]
sonda 0,8 sonda 8
LSI pufr 7 celkovy objem 8
dH,0O 2
celkovy objem 9,8

Tab. VI Redéni centromerickych a genovych sond

sonda CEP 7+CEP 8 (Abbott) SZZ?}ZSZquE;(S(%?)(ZSEQ%/é
reagencie objem [ul] reagencie objem [ul]
sonda CEP 7 0,4 sonda 0,4
sonda CEP 8 0,4 LSI pufr 3,5
CEP pufr 7 dH,0 1
dH,0 2 celkovy objem 4,9
celkovy objem 9,8

Pracovni postup

Pred kapanim bunécné suspenze na podloZni sklo je biologicky material promyvan
cerstvym roztokem Carnoye (metanol:kyselina octova, 3:1). Promyvani zapo¢ina
centrifugaci (1000 rpm, 4°C, 10 min), nésledné je pomoci vyvévy odsat vznikly
supernatant tak, aby nedoslo k nasati usazenych bunck (nad buiikami zlstava rad¢ji malé
mnozstvi supernatantu). Zkumavka je vortexovana, poté¢ je objem zkumavky doplnén

fixa¢ni smési Carnoye, opét dochazi k centrifugaci (1000 rpm, 4°C, 10 min). Po odsati
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supernatantu je k bunkam po kapkach ptidavana fixa¢ni smés do té doby, nez dojde ke
vzniku mléného zabarveni suspenze, coz zna¢i optimalni hustotu bunck. Samotny
preparat je pripraven nakapnutim 2-3 kapek bunééné suspenze na Cisté, nadychnuté
a popsan¢ podlozni sklo. Po uschnuti skla je pomoci mikroskopu zkontrolovano mnozstvi
bun¢k v preparatu. Dle potfeby muze byt bunéfna suspenze piikapnuta nebo naopak
nafedéna. Do plastové centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml je pfipraven roztok 2x SSC
(nafedénim zéasobniho roztoku). Roztok 2x SSC je pfelit do sklenéné kyvety. Zde jsou
preparaty po dobu 20 minut pii RT inkubovany. Mezi tim dochazi K piipravé sond
(popsano vyse). Po 20 minutach je preparat na podloznim skle odvodnén inkubaci ve
vzestupné alkoholové fadé (uchovavana pii -20°C, jen 96% etanol v lednici). Inkubace trva
vzdy 2 minuty (v 70%, 80%, 90% a 96% etanolu). Po odvodnéni a oschnuti je sklo
denaturovéano ve vytemperovaném denaturacnim roztoku (5 minut pti 73°C nebo 2 minuty
pii 73°C, viz dale). Po péti (dvou) minutach projde sklo bez osuseni opét alkoholovou

fadou. Nakonec se neché uschnout a je pfipraveno pro aplikaci sondy.

Hybridizace

Denaturovand sonda je napipetovana na denaturovany suchy preparat a prikryta
krycim sklickem. Okraje kryciho skla jsou oblepeny rubber cementem, ktery zabrani
vyschnuti sondy v aplikované oblasti pod krycim sklem. Takto pfipravené podlozni sklo se
sondou je umisténo do hybridiza¢ni komurky, kde se inkubuje pti 37°C po dobu 24 hodin.
Druhy den je po odstranéni kryciho skla nenavazana sonda odmyta v roztoku 0,4x
SSC/0,3% NP40, ktery je pfedtim umistén ve vodni lazni pii teploté 73°C. Inkubace trva 2
minuty. Poté se sklo inkubuje jesté 2 minuty pii RT v roztoku 2x SSC/0,1% NP40. Po
osuseni skla je na néj napipetovano 10 pl DAPI (podbarveni), preparat je prekryt krycim

sklem a pfipraven k vyhodnoceni.

Vyhodnoceni

Preparat je hodnocen pomoci fluorescencniho mikroskopu za pouziti
fluorescencnich filtri odpovidajicich fluorochromiim pouzitych sond. Obraz je sniman
pomoci CCD kamery a ukladan v softwaru ISIS. Pokud probihd hodnoceni pouze

interfaznich jader, pak je hodnoceno nejméné 300 téchto interfaznich jader. Za patologicky
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je povazovan nalez s abnormalnimi signaly vyskytujicimi se ve vice nez 5 % vSech
spoCitanych interfaznich jader, tzv. hodnota cut off dané sondy. Mit0zy jsou hodnoceny
zvlast. Naptiiklad LSI sonda 5q31 hybridizuje na chromozém 5 ve dvou oblastech. Prvni
Znich je oblast 5p15.2 (lokusy D5S23, D5S721) znacena zelenym fluorochromem
(Spectrum Green), druhy signal pokryva oblast 5q31 (gen EGR1) a je oznacen oranzovym
fluorochromem (Spectrum Orange). Normalni nalez v interfznich jadrech piedstavuje dva
cervené a dva zelené signaly odpovidajici normalnimu poctu znacenych oblasti. V ptipadé
delece oblasti 5931 jsou na interfaznich jadrech pozorovany dva zelené a jeden oranzovy
signal, v pfipadé monozomie chromozomu 5 je pozorovan pouze jeden signal zeleny

a jeden oranzovy.

LSI sonda 7931 hybridizuje na chromozém 7 také ve dvou oblastech s odlisnymi
emisnimi spektry. Jednd se o oblast centromery 7p11.1-q11.1 (lokus D7Z1) vykazujici
zelené emisni spektrum. Druha oblast je 7931 (lokus D7S486) vykazujici oranzové emisni
spektrum. Pfi vyhodnocovani jsou v jadfe s normélnim karyotypem vidét dva zelené a dva
oranzové signaly. P¥i monozomii chromozomu 7 sledujeme pouze jeden Cerveny a jeden

zeleny signal.

5p15.2
¥—LSI D5523, D5S721

SpectrumGreen 7pi11.1-g11.1

bCep 7 (D727)
alpha satellite
SpectrumGreen

7q31 LSI D75486

. 5q31 LSI EGR1 SpectrumOrange

" SpectrumOrange

5

Obr. 6 Ideogram chromozomu 5 a 7 a vizualizace oblasti, na které se vazou sondy (Abbott
Molecular, 2012)

LSI sonda 7922/7935 hybridizuje na chromozému 7 ve dvou oblastech. Zelené
emisni spektrum vykazuje oblast 7q22 (gen CUTLI, lokus D7S740) a oranzové emisni
spektrum vykazuje oblast 7935 (lokus D7S2419, D7S688, D752640). V ptitomnosti obou
chromozému 7 jsou v mikroskopu pozorovany 2 oranzové a 2 zelené signaly. Pfi

monozomii pozorujeme pouze 1 oranzovy a 1 zeleny signal.
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Obr. 7 Ideogram chromozomu 7 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda 7q22/7q35
(Kreatech Diagnostics, 2010-2012)

LSI sonda 20q (Abbott) hybridizuje v oblasti 20q12. Sonda je jednobarevna a pfi
normalnim ndlezu pozorujeme 2 oranzové signdly. V piipadé delece oblasti 20q12 se
objevuje pouze jeden oranzovy signal. LSI sonda 20q (Kreatech) hybridizuje ve dvou
oblastech a je znacena dvéma odlisSnymi fluorochromy, jedna se o tzv. ,,dual color* sondu.
Sonda hybridizuje k oblastem 20g11.21 (gen MAPREL, lokus SHGC-144070, RH57467)
avoblasti 20g12 (gen PTPRT, lokus D20S108, D20S499). V normalnim jadie jsou
pfitomny dva Cervené a dva zelené signaly. Sonda CEP 7 hybridizuje v jedné oblasti
chromozému 7 (pll.1-ql1.1), a to v oblasti centromery. Vykazuje oranzové emisni
spektrum. V normalnim jadfe vidime dva oranzové signaly. Pfi nalezu monozomie je
pozorovan pouze jeden oranzovy signdl. Sonda CEP 8 se vaze na oblast centromery
chromozému 8 (pll.1-ql1.1). Muze byt pouzita sonda vykazujici jak zelené emisni
spektrum, tak oranzové emisni spektrum (rozhodnuti zalezi na tom, s jakou dalsi probou ji
budeme kombinovat). Normalnim néalezem je pozorovani napf. 2 oranzovych signall.

Zména poc¢tu chromozomu koreluje se zménou poctu pozorovanych signald.
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5 VYSLEDKY

5.1 Klasicka cytogenetika

Klasickou cytogenetikou bylo vySetieno 5 pacientt s MDS. Prvnim pacientem byl
muz, u kterého bylo vySetfeni indikovano z diivodu vylou€eni/potvrzeni MDS. Byly
nalezeny pouze normalni karyotypy. Tento pacient byl taktéz podroben vysetieni FISH,
které potvrdilo normalni nélez (viz. dale, Tab. VIII - pacient 1). Druhou vysetfovanou byla
zena (kontrola stavu pietrvavajici MDS). Cytogenetické vySetieni prokazalo normalni
nalez, ten byl stejn¢ tak potvrzen vysetienim FISH, kterému byla pacientka podrobena
(viz. dale, Tab. VIII - pacient 2). Tietim pacientem byl muz, u kterého mélo vySetieni
monitorovat stav v pribéhu Iécby. Klasicka cytogenetika odhalila piitomnost 8 klond
sdel(5q) a -7 (monozomie), 2 klony pouze sdel(5q). Vysetieni FISH, které bylo
provedeno i u tohoto pacienta nalez potvrdilo (viz. Tab. VIII - pacient 3). Pacientka ¢. 4
byla vySetfovana kvili kontrole stdvajiciho stavu, byla odhalena piitomnost klont
s del(5q), vysetfeni FISH nebylo provedeno. U pacientky ¢.5, ktera byla rovnéz vySetiena
pro kontrolu stavu, nebyly zadné cytogenetické zmény prokéazany, vysetieni FISH nebylo
provedeno. Vice informaci (pohlavi, rok narozeni, diagnéza v dobé vysetfeni) jsou
uvedeny v nasledujici tabulce Tab. VII, na Obr. 8 a 9 jsou uvedeny vybrané karyotypy

dvou pacientek.
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Tab. VII Vysledky vysetfeni pacientt klasickou cytogenetikou

< Pocet
Cl.Slo Pohlavi | Rok narozeni Diagndza Duvod vysetieni | vyhodnocenych | Karyotyp (pocet) Provedena
pacienta mit6z FISH?
chronicka
idiopaticka vylouéeni/potvrzeni
1 M 1995 trombocytopenicka MDS 10 46,XX (10/0) ANO
purpura
2 7 1970 RA/RCMD kontrola stavu 11 46,XX (11/0) ANO
kontrola stavu 45,XY, 50-, -7 (8)
3 M 1940 RA-50- v pribéhu 16¢by 10 46.XY,5q-(2) | ANO
y 46,XX, 50- (19)
4 V4 1940 RA - 50- kontrola stavu 20 46 XX (1) NE
5 7 1970 RCMD kontrola stavu 20 46,XX (20) NE

Legenda: Z = zena, M = muz, MDS = myelodysplasticky syndrom, RA = refrakterni anémie, RCMD = refrakterni cytopenie s dysplazii ve

vice liniich, FISH = fluorescenéni in situ hybridizace
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Obr. 8 Pacientka €. 5 - karyotyp 46,XX
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Obr. 9 Pacientka ¢. 4 - karyotyp 46,XX, del(5q)
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5.2 Molekularni cytogenetika - FISH

Vysetteni FISH bylo provedeno u 11 pacientd, 6 zen a 5 muzt. U 3 pacient bylo
vysetieni FISH indikovano z divodu kontroly déarcovské krvetvorby po transplantaci.
Celkem 5 pacienti bylo podrobeno tomuto vySetfeni z divodu potvrzeni/vylouceni
klinické diagnozy MDS. U zbylych 3 pacientl se jednalo o kontrolni vySetieni nemocnych

s diagn6zou MDS.

Pacient ¢. 1 byl muz, u kterého mé¢lo vysetieni vyloucit/potvrdit pfitomnost MDS.
Cytogenetické zmény nebyly prokazany. Pacient ¢. 2 byla Zena, vySetieni FISH bylo
indikovano z divodu kontroly pfetrvavajiciho stavu MDS, zmény nebyly prokazany.
U pacienta ¢. 3 (muz) byl kontrolovan stav MDS v pribéhu 1ééby. Metoda FISH prokazala
del(5g) a -7 (monozomie). Pacientka ¢. 4 byla vySetfovana z divodu vylouceni/potvrzeni
ptitomnosti MDS, cytogenetické zmény nebyly prokazany. Pacient ¢. 5 a 6 (oba muzi) byli
po transplantaci KD, Slo tedy o kontrolu darcovské krvetvorby, cytogenetick¢é zmény
rovnéz nebyly prokdzany a byla potvrzena piitomnost darcovské krvetvorby ve 100 %
hodnocenych bun¢k. Pacientka ¢. 7 byla vySetfovana z divodu kontroly pietrvavajici
MDS. Vysetfeni neprokazalo cytogenetické zmény. U tiech zbylych pacientii ¢. 9 (muz),
¢.10 a 11 (Zeny) se jednalo o vySetieni z diivodu vylou€eni/potvrzeni pfitomnosti MDS.
Ani u jednoho z nich vysetfeni FISH neprokazalo cytogenetické zmény. Vice informaci
tykajicich se pacientli (rok narozeni, diagndéza v dob¢ vySetfeni, typ pouzité sondy)

viz. Tab. VIl nize.

Obr. 10 A) sonda 5931 navazana na metafaznich chromozémech (normélni karyotyp); B)
sonda 5031 navazana na interfaznich chromozémech (normalni karyotyp); C) sonda 5931
navazand na interfaznich chromozémech (chybi jeden ¢erveny signal = delece oblasti
5931)
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Obr. 11 A) sondy 20q (SO) a CEP 8 (SG) navazané na interfaznich chromozdmech (bez

cytogenetické zmény); B) sonda 20q (Abbott) navazana na interfaznich chromozémech

(bez cytogenetické zmény); C) sondy CEP 7 (SO)/CEP 8 (SG) navazané na interfaznich

chromozdmech (jeden ¢erveny signél = monozomie chromozému 7)
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Tab. VIII Vysledky vySetfeni pacientd metodou FISH

CI.SIO Pohlavi Rok . Diagndza Divod vySetieni Sondy Cytogefl eticka | - Vysledek
pacienta narozeni zména FISH
chronicka
idiopaticka vylouceni/potvrzeni normalni
1 M 1995 trombocytopenicka MDS CEP 7(SG)/8(S0) NK néalez
purpura
LSI5q31 NK normalni
2 Z 1970 RA/RCMD kontrola stavu LSI 7g31 NK nalez
LSI 20g/CEP 8 (SG) NK
kontrola stavu LSI 5g31 Z
3 M 1940 RA -50- v pribéhu Iécby | CEP 7(SO)/8(SG) 7 5q- -7
normocytarni LSI'5q3l NK
4 7 1976 normochromni vylouceni/potvrzeni LSI 7931 NK normalni
anémie MDS LSI 20q NK nalez
CEP 7(SG)/8(S0) NK
5 M 1949 RA -po _ kontrola darcovskeé LS| 5031 NK normalnl
transplantaci krvetvorby néalez
6 M 1963 RAEB-1 - po kontrola darcovské CEP 7(SG)/8(SO) NK normalnl
transplantaci krvetvorby néalez
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Cislo | popavi | ROK Diagnéza | Divod vySetfeni Sondy Cytogeneticka | - Vysledek
pacienta narozeni zména FISH
y LSI 5g31 NK normalni
7 4 1944 RAEB-2 kontrola stavu LSI 731 NK nalez
chronicka
5 5 1007 idiopatickd | vylougeni/potvrzeni ™ ?ggi K normalni
trombglj:?/;ﬁrr)aemcka MDS CEP 7(SO)/8(SG) NK néalez
progredujici vylouceni/potvrzeni LSI'5q3l NK normalni
d M 1954 ancytopenie MDS LSl 7q3l NK néalez
P P LSI 20q/CEP 8 (SG) NK
louceni/potvrzeni LS15g31 NK normalni
10 7 1953 | leukoneutropenie |*Y OUCGMS’SO vize LSI 7q22/7q35 NK iloz
LSI 20g/CEP 8 (SG) NK
y . vyloucéeni/potvrzeni normalni
11 V4 1995 agranulocytoza MDS CEP 7(S0)/8(SG) NK nalez

Legenda: Z = zena, M = muz, NK = normalni karyotyp, Z = byla nalezena cytogenetickda zména, MDS = myelodysplasticky syndrom, RA =
refrakterni anémie, RCMD = refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice liniich, RAEB = refrakterni anémie s nadbytkem blastd, FISH =

fluorescencéni in situ hybridizace

o1




6 DISKUZE

Cytogenetika a molekularni cytogenetika se staly nedilnou soucésti vySetfeni
hematologickych malignit. Cytogenetika umoziuje analyzu celého nadorového genomu
Vjediném vySetieni. Jeji vyznam je jak diagnosticky, tak prognosticky. Vysledky
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky rovnéz piispivaji k volbé cilené terapie a podavaji
dalezité informace o pribéhu a vyvoji onemocnéni. Charakteristickym znakem
myelodysplastického syndromu jsou ptedevsim nebalancované chromozémové zmény
a specifickd chromozomova zména, delece dlouhych ramen chromozému 5, ktera
charakterizuje samostatnou hematologickou podjednotku se specifickym lécebnym

piistupem.

Cilem bakalafské prace byla literarni reSerSe soucasnych poznatkt tykajicich se
cytogenetickych zmén a jejich klinického vyznamu u nemocnych s diagnézou
myelodysplastického syndromu (MDS). Cilem praktické ¢asti pak bylo zvladnout zdkladni
cytogenetické zpracovani hematopoetickych bunck a karyotypovéni, naucit se a pouzit
metodu fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). To spocivalo v praci v laboratofich na
Hemato-onkologické Klinice Fakultni nemocnice Olomouc, kde je biologicky material
pacienti s MDS (nebo s podezienim na MDS), vysetiovan. Ukolem bylo nejprve se naudit
zakladnim postuplim v klinické laboratofi (sprdvna manipulace s vySetfovanou kostni
dfeni, jeji zpracovani a uchovéavani), ndsledné¢ osvojit si principy cytogenetického
a molekularné cytogenetického vySetieni KD, naucit se rozpoznavat lidské chromozémy
dle platné cytogenetické nomenklatury a sestavovat z nich karyotypy a osvojit si metodu

fluorescencni in situ hybridizace (FISH).

Cytogeneticky bylo vySetfeno 5 pacientd, 2 snormalnim karyotypem,
3 s chromozémovymi zménami. Metodou FISH bylo vysetieno 11 nemocnych s diagndzou
MDS v ruznych stadiich onemocnéni. Chromozémové zmény byly nalezeny pouze

u jednoho nemocného.
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7 ZAVER

vvvvvv

Bakalaiska  prace shrnuje ty nejdulezitéjsi  informace  tykajici  se
myelodysplastického syndromu. Jak jeho obecné charakteristiky, tak klasifikace, 1é¢by,
cytogenetickych a molekularné cytogenetickych zmén. VSechna dostupna data z literatury
a z praxe na hemato-onkologické klinice jednozna¢né potvrzuji nezastupitelnou roli praveé
cytogenetickych a molekularné cytogenetickych vysetfeni, kterd jsou pro diagnézu

a prognozu MDS nezbytna.

Myelodysplasticky syndrom je klondlni onemocnéni krvetvorby vznikajici na
urovni pluripotentni kmenové bunky. Je charakterizovano inefektivni hematopoézou
a nartistem apoptosy, s vVyslednou periferni cytopenii (Sloand et al., 2007). Cytogenetickée
zmény vyskytujici se u 50 % nemocnych jsou nezavislym prognostickym faktorem. Proto
je cytogenetika nenahraditelnou metodou v rutinni klinické praxi pro potvrzeni klinické

diagndzy a volbu spravné 1é¢by u nemocnych s diagn6zou MDS.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AML
ATB

BFU-E

BM médium

bp

CCD kamera

CD
CEP

CFU-E

CFU-Eos

CFU-G

CFU-GEMM

CFU-GM

CFU-M

akutni myeloidni leukémie
antibiotikum

Burst Forming Unit - Erythroid; velmi Casna faze vyvoje Cervené

krvinky
bone marrow medium; médium pro kostni dfen
base pair; pary bazi

charge-coupled device camera; kamera se specialni technologii

sniméani obrazu
cluster of differentiation; diferenciacni antigen
oznaceni pro centromerickou sondu

Colony Forming Unit - Erythroid; progenitorova kmenova burika,

Z niz vznika ¢ervend krevni fada

Colony Forming Unit - Eosinophil; progenitorova kmenova burika,
zZ 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 bunky,

Z nichz vznikaji buiiky myelopoézy

Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage; bipotentni

kmenova burika pro makrofagovou a granulocytarni fadu

Colony Forming Unit - Monocyte; progenitorova kmenova burika,

Z niz vznikaji buiiky monocytarni fady
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CFU-Meg

CFU-S

DAPI
DNA
EBSS
FAB klasifikace
FISH
H
HSCs
in situ
in vitro
IUD

K

K24
kb

KD
LSI

LTC-IC

mBAND
MDS

mFISH

Colony Forming Unit - Megakaryocyte; progenitorovd kmenova

buiika, z niz vznikaji bunky megakaryocytové fady

vvvvvv

kmenovou bunku/jednotku vytvarejici kolonie ve slezin¢

4',6-diamidino-2-fenylindol

deoxyribonukleova kyselina

Earle’s balanced salt solution; Earltiv oplachovaci roztok

Francouzsko-americko-britska klasifikace
fluorescen¢ni in situ hybridizace

heparin

Hematopoetic Stem Cells; hematopoetické kmenové buiky

,,na miste*

,,ve zkumavce*

intrauterine development; nitrodé€lozni vyvoj
kultivace

kultivace 24 hodin

kilobase; kilobaze

kostni drent

oznaceni pro lokusové specifickou sondu

Long Term Culture - |Initiating Cell;

krvetvornych bunék
multicolor band; mnohobarevné pruhovani
myelodysplasticky syndrom

multicolor FISH; mnohobarevna FISH
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N

NK
NK-bunky
PK

RA

RAEB

RARS

RCMD

RN
rpm
RT

RT

SG

SO
SOP
SSC
t-MDS

WHO

normalni kultivace

normalni karyotyp

natural Killer bunky; druh lymfocytu
periferni krev

refrakterni anémie

Refractory anemia with excess of blasts; refrakterni anémie

s nadbytkem blasti

Refractory anemia with ring sideroblasts; refrakterni anémie

S prstencitymi sideroblasty

Refractory cytopenia with multilineage dysplasia; refrakterni
cytopenie s multilinedrni dysplazii

refrakterni neutropenie

rounds per minute; otacky za minutu

refrakterni trombocytopenie

room temperature; pokojova teplota

spectrum green; zelené spektrum

spectrum orange; oranzZové spektrum

standardni operacni postup

saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr
therapy-related MDS; sekundarni MDS

World Health Organization; Svétova zdravotnicka organizace
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