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Molekuliarné genetické markery u myeloproliferativnich syndromu

Abstrakt

Problematika vzniku a vyvoje myeloproliferativnich onemocnénti je to, ¢im se ve své
praci zabyvam. Tato skupina chorob je zapfic¢inéna riznymi mutacemi na genové Grovni.
Prace pojednava o aberacich snejvyssi frekvenci vyskytu, kterymi jsou Janusova
kinaza 2, kalretikulin, MPL a o fiznim onkogenu BCR—ABL v praxi se tyto konkrétni
useky gent vyuzivaji jako molekularn€ genetické markery pii PCR testovani.

Hlavnim cilem bylo provést mapovani miry vyskytu jiz zminovanych mutaci.
Soucasti prace je popis celého procesu. Zpracovani vzorku vcetné popisu pouzitych
molekularné genetickych laboratornich metod. Pouzitou metodou byla zejména
polymerazova fetézova reakce typu ARMS-PCR, kterou se prokazovala pfitomnost
mutaci. Vysledky vySetieni byly ziskany z pocitacového systému genetické laboratore
v Nemocnici v Ceskych Budg&ovicich. Soubor obsahoval vysledky vysetieni u 302
pacientt za tfileté obdobi, a to od roku 2017 do roku 2019 plus mnou zpracovanych 27
vzorkt béhem staze. Data byla sefazena podle vyskytu mutace a vlozena do tabulek.
Nasledné jsem provedla jejich soucet a procentualni vypocet, cimz jsem zjistila jejich
dil¢i vyskyt. Jako dalsi vypovidajici hodnotu jsem zjistila median z celého souboru dat.
Na zakladé statistického vyhodnoceni u jednotlivych mutaci jsem prokéazala nejvyssi
procentualni zastoupeni mutace genu JAK2. Ta vyrazné€ prevySovala nad mutacemi gent
MPL a CALR. Zavérecné hodnoty aberaci jsem pro objektivni posouzeni porovnala
s nékolika odbornymi studiemi, ktera byla zamétreny na stejnou problematiku.

Geneticka vySetfeni jsou dnes u téchto pacienti béznou zalezitosti. ZaCina se
uvazovat nad takzvanym genetickym profilem pacienta v souvislosti s volbu 1écby. Je
mozné, Ze na rizné typy mutaci funguji jina terapeutika. Byt by se mnohdy mohlo zdat,
ze jde o totéz onemocnéni u nekolika riznych pacientll, pravé na zakladé genetickych
vysledki se Casto prokaze jina aberace nebo dal$i malé pfidruzené mutace v genomu

pacienta, které mohou ovliviiovat vyvoj nemoci.

Kli¢ova slova

Myeloproliferativni syndromy; prava polycytemie; idiopaticka myelofibroza;
esencialni trombocytémie; mutace JAK2; MPL; CALR; fuzni onkogen BCR-ABL;
metoda ARMS-PCR



Molecular genetic markers in myeloproliferative syndromes

Abstract

The issue of the origin and development of myeloproliferative diseases is what I deal
with. This group of diseases is caused by various mutations at the genetic level. The work
deals with the aberrations with the highest frequency, which are Janus kinase 2,
calreticulin, MPL and the fusion oncogene BCR-ABL.

The main criteria was to map the mutations already mentioned. Part of the work is
a description of the process, starting with sample processing, through the collection of
biological material, to the description of data from molecular genetic laboratory methods.
The method used was mainly polymerase chain reaction of the ARMS-PCR type, which
proved the presence of mutations. The results of examinations of patients with a computer
system of a genetic laboratory in a hospital in Ceské Bud&jovice. The files contained the
results of examinations of 302 patients over a three-year period, from 2017 to 2019, plus
27 samples processed by me during the internship. As another telling value, I found the
median from the whole data set. The data was entered according to the results of the
mutation and entered into tables. Subsequently, I proved their sum and percentage
calculation, I expected their partial occurrence. Based on the statistical evaluation of
individual mutations, I proved the highest percentage of mutations in the JAK2 gene. It
significantly exceeded the mutations of the MPL and CALR genes. I am the final values
of aberrations for objective assessment by evaluating professional studies, which were
focused on insufficient issues. I compared the final values of aberrations with several
professional studies that focused on the same issue, for objective assessment.

Genetic testing is a common concern in these patients today. The so-called genetic
profile of the patient in connection with the choice of treatment is beginning to be
considered. It is possible that different therapeutics work for different types of mutations.
Although it may often appear to be the same disease in several different patients, it is

precisely the genetic results that often reveal a different aberration.
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Myeloproliferative syndromes; polycythemia vera; idiopathic myelofibrosis;
essential thrombocythemia; mutations JAK2; MPL; CALR; fusion oncogene BCR—-
ABL; ARMS- PCR method



OBSAH

Uvod 8
1. TeOretiCKA CAST cueeveersancsncsssssssnssssssssnsssnessanessnsssansssnssssssssasssasessssssassssssssassssssssssssssese 9
1.1 HemaATOONKOIOGIE ............coueeeiiiiiiiiiiiiiiiietie ettt s 9
1.2 Myeloproliferativni syndromy (MPS) ... 9
1.3 Molekuldrné genetické zmény u MPS .............cccccooovvivinininiiniiiinienee 10
1.3.1  Mutace genu JAK2 ..ot 10
1.3.2  Mutace MPL ZENU ...oceeeiiiiiiiiiiiiiii i 11
1.3.3  Mutace genu kalretikulinu (CALR) ......cccooiiiiiiiiiiiii 12

1.4 KIGSIfIKACE MPS ........ccoooeiiiiiiiiiiiiieiieetie it 12
1.5 Ph pozitivni myeloproliferativni neoplazie ..o 13
1.5.1  Chronicka myeloidni leukemie (CML)........ccccoovviiiiiniiiinie 13

1.6 Ph negativni myeloproliferativni neoplazie ....................ccoooeevenininionininennnn 16
1.6.1  Polycytémie vera (PV) ..o 16
1.6.2  Esencialni trombocytémie (ET) ......cccceviviiiiiiiiniiiiiii e 18
1.6.3  Primarni myelofibroza (PMF) .......cccccoviiiiiiiiiiiiii e 19

1.7 Preanalytickd faze VYSEIFeni ...............cccoooveeuiveeaiiniinieiinienieine s 21
1.7.1  OVIivnitelné faKtOry ...ccveeveerierieeiecieeiiesiieie s 21
1.7.2  Neovlivnitelné faKtory ........ccoveereeiieiieniiniiiiiiii e 22
1.7.3  Odbér biologick€ho materialu ...........cccuviiiiiiiiiiniiiii e 22
1.7.4  Transport Materialu........ccooveiiiiiiiiiiiiie e 22

1.8 Analytickd faze VYSeIFeni.............cccccocevuiviminuiiieiiiiiiiieiiet e 23
1.8.1  Cytologicke VYSEtIeni ......ccveuevuiiiiiiiiiiiiee et 23
1.8.2  Histologicke VYSEtTen] .....cc.ccuvuiiviiiiiniiiieieiiiesi e 25
1.8.3  Geneticke VYSEtIeNi......ceeuveeiieiiieciiii it 26

2. Cile prace a hypotéza 28
200 CHPFACE. ..ot 28
2.2 VYZRUMNG OLGZKY ...ttt 28
3. Metodika 29
3.1  Izolace DNA fenol—chloroformem a purifikace ...............ccocvevveeieniiiiniennnne 29
3.2 Stanoveni mutace v genu JAK2Z ...........ccccoooviiiiiiiiniiiiiiiiie e 30
321  ARMS-PCR ..ottt e 30
3.2.2  Detekce PCR produktl pomoci ELFO .......ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiice 32
323 VYSIEAKY touieieiiieeciienece st 33

3.3 Stanoveni mutace v genu CALR................cccoooviviiiiiiiiiiiiiieiieiie e 34
3.3.1  Fluorescenlni PCR .......ccccooiiiiriiniiiiiciiiin i 34



3.3.2  FragmentaCni analyza ..........ccceeeveeiriiiiiiiiiiiiiiic it 35

3.33  VYSIEAKY oot 37

3.4 Stanoveni mutace MPL W515K, L .......cccccoovueemiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiecciie e 38
3.4.1  Real-TIme PCR.....cooiiiiie et 38
342 VYSIEAKY oottt 39

. VYSICAKY coueeruerreseessensnnsaessunssnnssessacssessaccsaessnessssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasse 41
4.1  Charakteristika vyzkumného SOUDOTU ...................ccccevvivininniiiiiniiiiiniiienn, 41
4.2 Statistické zpracovani vysledkii....................cccccoovviniiniiniiiiiiiiii 42
4.2.1  Data —TOK 2017 ..ottt 42
422 Data —TOK 2018 ..ccueeiieieieeie ettt 43
423 Data —TOK 2019 c.uiiiiiieeeie et 43
424  Mévysledky — 10K 2021 .o.oouiiieieiiieniiiiniii i 44
4.2.5  Celkove VYSIEAKY ...oouiiiiiiiicieicicceiecicie s 45
42,6  Porovnani VySledKi........ocouririiienieinienicieici 46

5. Diskuse 48
0. ZLAVEY aeeeeeeecneeececssenssccssssssccsssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssasssssssssssssssssassssssnns 50
7. SezZNamM HLEratUY .cccceccesrreccsrensssnncsssnncsssnessssnesssssesssssesssssesssssessassessasssssssssssssssssasss 51
8. Seznam zkratek 56
9. Prilohy 58
10.  SezZNAM ODIAZKU..ccocvreercaninssancsssnecssssecssssesssssssssssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssassssnas 65
11.  Seznam tabulek 66




Uvod

Hematologie je pomérné mlady, neustale se rozvijejici védni obor. Kdyz
se ohlédneme do minulosti, jsou vidét rapidni pokroky, at uz co se tyce lécby
nejruzné€jSich chorob, anebo metod pomahajicich urovat diagnézy. Ja si vybrala téma
praveé z tohoto oboru, a sice molekularné genetické markery u myeloproliferativnich
syndromu.

Jde o vzacné onemocnéni, kterym roéné na tizemi Ceské republiky onemocni 3—4
pacienti na 100000 obyvatel. Z pocatku nebyvaji patrné témer zadné ptiznaky. To je velky
problém, protoze Casna diagnostika pacientim vyrazné zlepsuje vyhlidky v prognéze. Pii
podezieni na hematoonkologické onemocnéni napomahaji k rychlé diagnostice moderni
molekularné biologické metody. Za pomoci téchto vySetfeni jsou laboranti schopni
odhalit mutace, které maji velky podil na vzniku onemocnéni (Doubek, 2009).

Pod myeloproliferativni syndromy se fadi n€kolik jednotek, které si jsou navzijem
podobné. V praci budou zmifiovana tii nejrozsifenéjsi, tj. prava polycytemie, idiopaticka
myelofibroza a esencialni trombocytémie. V teoretické casti se dozvite veskeré
podrobnéjsi informace o téchto onemocnénich, jako je indikace k vySetfeni, jejich
diagnostika a moznosti vySetteni. V praktické Casti se budu zabyvat mapovanim vysledka
u chromozomalnich aberaci v pribéhu tfirocniho obdobi, ze kterého vypracuji statistiku.
Statistické vysledky vychazejici z vySetfeni pacientskych vzorkd porovnam se studiemi
ze spolehlivych literarnich zdroji. Duavodem, pro¢ se problematikou zabyvam
je navaznost s ohledem na geneticky profil pacienta. Nové védecké objevy, hlavné diky
genetice, piinasi otazky vedouci k zamysleni, zda by geneticky profil pacienta nemél mit
vliv na volbu 1écby. Timto tématem se zabyva nové odvétvi genetiky nazvana

farmakogenetika (Adam et al., 2008).



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Hematoonkologie

Jak z nazvu vyplyva, jedna se o obor, ktery zkouma krve pacient s patologickymi,
Iépe feCeno s onkologickymi projevy. I pfes to, Ze jiz existuji nejruzn€j$§i moderni
vySetieni a testy, stale je zdkladem cytologické vySetieni krve a kostni diené (KD),
ptipadné histologické vySetieni KD (Marinov, 2008).

U pacient s hematologickymi malignitami je cytologické vySetfeni krve prvotnim
kontaktem se zasazenou tkani. V nékterych piipadech lze jiz po provedeni téchto
zakladnich analyz urcit diagnézu. U velké vétSiny lidi to tak snadné neni, ale
pfinegjmensim je mozné na zakladé vysledkl vySetfeni nasmérovat pacienta dale na
specializovana pracovisté. Vzdy je dilezité zvazit, ktera laboratorni vySetfeni nechat
provést. Specifické analytické metody byvaji mnohdy velmi nakladné. Kuptikladu
u myeloidni leukemie se jako prvni provadi cytologicky obraz a imunofenotypizace za
pomoci pratokové cytometrie. Tato metoda se stala dostupnou diky pokroku
v pocitacovych a laserovych technologiich. Hlavni byla implementace novych
fluorochromu, které pomohly k vytvoreni modernich kompaktnich a cenové dostupnych
prutokovych cytometrd. Jejich vyuziti se v naSem pfipadé tyka imunologické
a diferencialni diagnostiky, klasifikace a prognostické stratifikace hematoonkologickych
chorob, jako je leukemie, myeloproliferace, lymfoproliferace, myelodysplastické
syndromy. U naSeho typu onemocnéni se provadi zejména trepanobiopsie KD
a imunohematologicka vySetfeni. Dalsi vhodna diagnostickd analyza se provadi
prostfednictvim cytogenetického a molekularné genetického vySetfeni. A prave tyto
metody jsou ¢asoveé a financné naro¢né. Vysledky z téchto vySetieni se porovnavaji se
schématem klasifikace svétové zdravotnické organizace neboli WHO (Marinov, 2008).

Je to proces nekolika po sobé jdoucich vySetieni, ktery muze trvat az nékolik tydna.
Terapii l1ékati zahajuji jiz na zacatku, kdy jesté neni presné znama diagnodza, protoze

u téchto nemoci neni radno zahalet (Adam et al., 2004).

1.2 Myeloproliferativni syndromy (MPS)

Jedna se o skupinu nékolika diagnostickych jednotek, které mezi sebou nemaji prili§
ostte vymezené hranice. Pri¢inou onemocnéni je neoplastickd transformace

hematopoetické kmenové bunky, po které nasleduje nadmérna a nekontrolovatelna
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proliferace krevnich bunék v KD. Je to klonalni onemocnéni, kdy prvotni porucha nastava
na urovni kmenové buiky. V hematopoetické burice se objevi ziskana mutace, ktera
zpusobi nekontrolovatelnou proliferaci bunécnych element. Kmenova bunka je zakladni
jednotkou KD a dava za vznik diferencovanéj§im typum bunék. Tim padem muze jit
o proliferaci kterékoli z fad, at’ uz myeloidni nebo lymfoidni. Jeji porucha ma vétsinou
fatalni nasledky. Presné faktory, které by mohli byt zodpovédné za mutacni transformaci,

nejsou znamé (Campr, 2007).

1.3 Molekularné genetické zmény u MPS

Casto pozorované chromozomalni aberace zahrnuji hlavné delece dlouhych ramének
chromozomu 20 (20q-) a 13 (13qg-) a delece kratkych ramének chromozomu 12 (12p-).
Naopak vice genetického materialu je zejména ve formé trisomie chromozomu 8 (+8)
a9 (+9) a castecnych duplikaci dlouhych ramének chromozomu 1 (1q+). Dalsi zmény,
které 1ze pozorovat, jsou takzvané translokace. Zde v hlavni roli vystupuje chromozom
8 s jinymi chromozomy, mezi kterymi translokace probéhne a vznikaji tak riznorodé
mutace.

Frekvenc¢ni vyskyt zminovanych mutaci je vSak velmi maly, az na tfi z nich, které
nad nimi podstatnd dominuji. Jsou jimi za prvé mutace Janus kinaza (JAK2V6!7), ale
iJAK2 vexonu 12, za druhé mutace genu kalretikulinu a posledni je mutace
trombopoetického genu (MPL). Zjisténi, Ze ymenované aberace maji pfimy vliv na vznik
onemocnéni, bylo prokazano diky testim na mysich modelech. Daji se na nich téz velmi
dobfe zkouset tiCinky a mechanismy plisobeni terapeutickych 1€é¢iv, jako jsou inhibitory

JAK?2 nebo interferon a. (JaroSova et al., 2012).

1.3.1 Mutace genu JAK2

V roce 2005 byla poprvé objevena somaticka mutace JAK2V®!"F kodujici protein
zvany Janusova kindza 2, zndzornéna viz. Obrazek 1, na kterém je Sipkou vyznaceno
misto mutace. Zjistilo se, Ze tato aberace se vyskytuje u 95 % pacienti s pravou
polycytémii (PV) a u 50% lidi s pravou myelofibrozou (PMF), nebo esencialni
trombocytémii (ET). Podle WHO je povazovan za dulezity diagnosticky marker, ale i pii
sledovani uspésnosti 1écby u téchto typt onemocnéni. Ke stanoveni diagnézy musime
shledat vice rizikovych faktort, nezli jen pfitomnost samotné mutace (Levine et al., 2008;

JaroSova et al., 2012).
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Gen JAK?2 se nachazi na chromozomu 9p24 a obsahuje 25 exont. Jeho produktem
je cytoplazmatické JAK tyrozinkinaza, coz je protein, ktery zajistuje prenos signalt
indukujicich tvorbu krvetvornych rastovych faktor. Zkratka vznikla ze slov Janus
kinaza. Janus podle fimského boha Januse, boha dvou tvaii. To je ptihodné, jelikoz
obsahuje ve své strukture dvé symetrické, homologni kindzové domény: katalyticky
aktivni doménu JAK homolog (JH1) a témér totoznou JH2 doménu, ktera je v mutovaném
stavu enzymaticky inertni (Levine et al., 2008).

K mutaci dojde diky takzvané reciproké translokaci. Neni znamé presna interakce
mezi doménou kinazovou a pseudokindzovou, proto ani struktura mutace doposud nebyla
objasnéna. V ptipadé vzniku bodové mutace JAK2VS'"' dojde k nahrazeni Guaninu
za Thimin na pozici 1849 v exonu 14. To ma za nasledek zaménu aminokyseliny valinu
za fenylalanin v kodonu 617. JAK2Y'F mutace nasledné postihuje doménu JH2, ktera
jak uz jsem zminila, ztraci svou funkeci. Jeji funkci bylo zdporné regulovat JH1. Finalnim
dopadem je nekontrolovana proliferace bun¢k. Doposud neni znamo, co stoji za vznikem
mutace, ale v nékterych pfipadech samotna mutace nemusi onemocnéni vyvolat, jsou
k tomu zapotiebi jesté dalsi vlivy. Dalsi dalezity objev byl, kdyz v roce 2007 pfisli
na novou mutaci u pacienta s negativitou JAK2V617F s PV, ktera se nachazi v exonu 12

pro JAK2 gen (Morgan et al., 2008; Ktistkova et al., 2009).

VB17F

Nﬂz—[ FERM ]l !SHQ} { JH2 ]—( JH1 ]‘COOH

Obrdzek 1: Schéma mutace JAK2V'F,

Zdroj: Doubek, 2009
1.3.2 Mutace MPL genu

Jedna se o somatickou mutaci W515L a W515K v genu MPL, ktery koduje c-MPL
protein pro trombopoetinovy receptor a primarni regulator produkce desticek
megakaryocyty. Po stimulaci jeho ligandem indukuje MPL receptor proliferaci
a diferenciaci hematopoetickych bunécnych linii rizného pivodu. Aberace MPL W515L
spociva v prechodu guaninu na thymin v nukleotidu 1544 vedouci k nasledné substituci
tryptofanu za leucin na kodonu 515 transmembranové oblasti. Signalni draha receptoru
je dulezitou soucasti rustu a preziti megakaryocyti. Mutace indukuje konstitutivni

aktivaci trombopoetického receptoru (TPO) cytokinové nezavislym zplsobem, jinymi
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slovy zpusobi aktivaci trombopoetinového receptoru i za nepfitomnosti trombopoetinu.
Vyskyt aberace byl zjistén u 5-10% vsech pacienti s PMF a 1-4% pacientt s ET (Tefferi
et al., 2009).

1.3.3 Mutace genu kalretikulinu (CALR)

Mutace CALR byly objevovany azroku 2013. Aberace mé druhé nejvyssi zastoupeni
v MPS po JAK2VO617F. Geneticka abnormalita CALR vyfeSila molekularni mezeru
u pacientll s ET a PMF JAK2 / MPL negativnich, coz predstavuje 20-25% z celkovych
somatickych mutaci. Zbyvajici piipady (tj. negativni pro JAK2, CALR a MPL)
se nazyvaji ,trojnasobné€ negativni“, coz predstavuje 5-10% vSech pacienti s Ph—
negativni MPS.

Kalretikulin je hlavni protein nachazejici se v lumen endoplazmatického retikula,
ktery se vaze s Ca’* a vyznamné se podili na zaji§téni spravného slozeni glykoproteint,
a také prispivda k homeostaze vapniku. Kromé toho CALR ovliviiuje v cytoplazmé,
na bunécném povrchu i v extracelularni matrici fadu procesa, jako je proliferace, kontrola
kvality bilkovin, apoptozy, fagocytdzy a imunitnich odpovédi. Nedavno studie tykajici
se ulohy mutovanych proteini CALR prokazaly, ze jsou schopny se vazat na MPL
receptor indukujici aktivaci JAK-STAT procesu. Doposud bylo zjist€no pies 50
odlisnych variant mutaci tohoto genu. Pficemz vSechny tyto abnormality se skladaji

z inzerci, anebo deleci nachazejicich se v exonu 9 daného genu (Nangalia et al., 2014).

1.4 Klasifikace MPS

PocateCni klasifikace MPS byla zalozena na klinickych, morfologickych
a biologickych kritériich. Po objevu filadelfského chromozomu (translokace t: 9; 22)
a identifikaci fuzniho proteinu BCR—ABL byla v roce 2008 vyvinuta nova klasifikace
zalozen4 na jiz uvedeném molekularnim markeru. Nasledné v roce 2016 probéhla
posledni revize. Nyni WHO uznavéa dvé hlavni tfidy: a) Ph1—pozitivni, b) Ph1-negativni
myeloproliferativni onemocnéni. Méné Casté poruchy, jako je chronicka neutrofilni
leukémie a chronickd eozinofilni leukémie (hypereosinofilni syndrom), jsou také
klasifikovany jako chronické myeloidni poruchy, ale jsou seskupeny samostatné jako

atypické MPS (Morgan et al., 2008).
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Prehled:

1. BCR/ABL pozitivni/Ph pozitivni:
e Chronicka myeloidni leukémie (CML)

2. BCR/ABL negativni/Ph negativni:
e Polycytemia vera (PV)
e Esencialni trombocytémie (ET)
e Primarni myelofibroza (PMF)
e ostatni (chronicka neutrofilni leukémie, chronicka eozinofilni leukémie)

a neklasifikovatelné

1.5 Ph pozitivni myeloproliferativni neoplazie

1.5.1 Chronicka myeloidni leukemie (CML)

Obecny popis

Chronicka myeloidni leukémie byla poprvé rozpoznana v roce 1845. Je to takzvané
klonalni nadorové myeloproliferativni onemocnéni. Jak naznacuje nazev, jde o proliferaci
bunék myeloidni fady. Vznika v dasledku reciproké translokace t (9; 22), (q34; ql1)
pluripotentni kmenové buriky. Reciproka translokace nastava tehdy, kdyz se dva
fragmenty oddéli od dvou riznych chromozomi a ,reciprocné” si zaméni své misto
na danych chromozomech, v tomto pfipadé se jedna o ulomky dlouhych ramének
chromozomt 9(ABL) a 22(BCR). Po takovéto translokaci vznikne fuzni onkogen
BCR/ABL. Mutaci se piezdiva Filadelfsky chromozém (Phl). Danou chromozomalni
abnormalitu v leukemickych burikach objevili Nowell a Hungerford roku 1960 (Campr
et al., 2007; Pecka et al., 2006).

Prislo se na to, ze u vétSiny nemocnych je v nadorovych burikach pfitomen
Filadelfsky chromozém a u ostatnich byla lokalizovana pouze piitomnost fiuzniho genu
BCR/ABL, ktery se na této mutaci podili. CML je schopna expanze v riznych liniich
krvetvorby (myeloidni, lymfoidni linie) a mize zahrnovat monocytarni, erytroidni,
megakaryocytarni, B-lymfoidni a prilezitostné T-lymfocytarni linie, i kdyZz nartst byva
prevazné v granulocytarni myeloidni fadé (Zatkova, 2012).

Projevy

Prvotnimi projevy jsou nespecifické bolesti kosti a kloubl. Pfipisovano

je to hypercelularni kostni dreni, kde se hromadi leukemické klony. Po Case zacinaji

cirkulovat 1 v krvi periferni a usazuji se v organech jako je slezina a jatra. Tim dochézi
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ke zvétSeni organti. Hlavné ke splenomegalii, coz je velmi Casty nalez u pacienta s CML.
Zvétsené organy tlaCi na okolni tkan€, takZe pacient muze opé€t pocitovat bolest
v podzebii. Pacienti dale pocituji zalude¢ni nevolnost, pocit plnosti i po malé porci jidla.

V pokrocilejsi fazi diky vysokému poctu leukemickych bunék dochazi k utlaku
dozravani jinych potiebnych krvinek, jako jsou erytrocyty, jejichz funkci je okysli€ovat
tkan€. Tim padem nastava hypoxie v okrajovych tkanich. Také trombocyty jsou v mensim
poctu, nez by mély byt, tudiz je zvySené riziko krvaceni.

SniZzeni poctu erytrocyty, tzv. chudokrevnost nebo jinak také anémie s sebou nese
dalsi nepfijemnosti. Pacient je bledy, rychle se unavi, nezvlada vétsi zatéz, ma dechové
potize, nemuze spat, trpi bolestmi hlavy a zavratémi. Vzacné muze byt postizena
i centralni nervova soustava, coz se projevi jako bolest hlavy, zavrat, zmatenost, porucha
védomi, kieCe, zvraceni apod. opét je to zptisobeno utlakem Cervenych krvinek leukocyty.
Dal§im organem, ktery je bilymi krvinkami postizen, jsou plice. Projevem je du$nost
(Soucek, 2011).

Faze onemocnéni

Onemocnéni ma nekolik fazi, které jsou znazornény na Obrazku 2. Asi 95% pacientu
je diagnostikovana v chronickém stadiu, které mize trvat mésice az roky. Faze postupuje
pomalu, pacienti mohou byt zcela bez piiznaka ¢i s lehkymi pfiznaky. Pacienti jsou v této
fazi choroby schopni béznych zivotnich aktivit bez vétSiho omezeni. Zvyseny pocet
leukocyti je prozatim snadno ovlivnitelny 1écbou. V krvi prevazuji zralejsi bunky
s Gasteéné zachovavanou funkci a blasty predstavuji jen malou &ast z nich (Zackova,
2012).

Akcelerovana faze je obdobim zvysené aktivity onemocnéni, trvajici né€kolik mésicu.
Nyni se jiz projevuji charakteristické pfiznaky, jako bolest kosti, zvySena teplota, no¢ni
poceni, ubytku na vaze, zvétSovani se sleziny, unava, krvacivé projevy atd. Choroba
prestava reagovat na dosavadni terapii. Pacient jiz neni schopen vykonavat bézné aktivity.
Pocet bilych krvinek se zvysuje a s nimi i procento blasti. Pocty krevnich desticek bud’
stoupaji nebo naopak klesaji (Zackova, 2012).

Faze blastického zvratu se muze rozvinout z faze akcelerované, ale muze vzniknout
1 nahle z chronické faze bez jakéhokoli varovani. Tato faze se velmi podoba akutni

myeloidni leukémii (Zagkova, 2012).
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Chronicks fize (CP)

= Blastd < 15% v KD nebo PK

= Blastd + promyclocyti € 30% v KD nebo PK
= Bazofilii < 20% v PK

= Trombocytd = 100 x 1091

Akcelerovand fize (AP)

= Blastdi 15%-29% v KD nebo PK
= Blasti + promyelocytis > 30% v KD nebo PK
= Bazofili > 20%vPK

= Perzistujici trombocytopenie (<100 x 10%1) nezpisobend léchou

Blastick: krize (BC)

= Blastd > 30% v KD nebo PK

= Extramedulirni blasticka infiltrace

Obrazek 2: Charakteristické rysy fazi CML.

Zdroj: Zackovd, 2012
Diagnostické parametry, krevni obraz + diferencialni rozpocet leukocytu

Vyse zminéné priznaky nejsou dostatecné pro diagnostiku chronické myeloidni
leukémie. AZ na zakladé provedeného vySetieni KO a diferencialniho rozpoctu leukocytu
1ze konstatovat podezieni na CML. Nalez zvySeného poctu leukocytd, tzv. leukocytoza
20-500 x 10%1, kdy referenéni hodnota je v rozmezi 4-9 x 10°%/1, je jasnym signalem
leukémie. Méné cCastd je trombocytopenie neboli snizeny pocet krevnich destiCek.
Cervené krvinky jsou bud’ v norm&, anebo je jejich pocet snizen. V diferencialnim
rozpoctu leukocytu je takzvany posun doleva, kdy jsou pfitomny i mladsi formy bunék
jako naptiklad promyelocyty, myelocyty a metamyelocyty. Blasty s rozvojem
onemocnéni piibyvaji. Miize se také objevit nartist eozinofild a bazofilti (Zagkova, 2012).
Lécba

Drive byl obecné piijiman, jako vhodny prostiedek k1écbé CML, u pacientd
v chronické fazi interferon alfa. Zejména pro ty, ktefi nebyli zptsobili pro alogenni
transplantaci kmenovych buné€k. Lék muze vyvolat mnoho vedlejSich ucinka, ale
na druhou stranu az u 1/3 pacientd vyvolaval témér Gplné nebo uplné cytogenetické
reakce a pravdépodobné prodluzuje preziti (Faber et al., 2010).

Pozdéji doslo kvynalezeni TKI= tyrozinkinazovych inhibitorQ, coz jsou
zjednodusen¢ nizkomolekularni latky zptsobujici inhibici proliferace. Prvnim z nich byl

imatinib. Probéhly studie v rocich 2002-2008, které potvrdily jeho Gcinek pfi trvalém
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uzivani v 60% piipadd. dnes uz existuji jiné jemu podobné s cilenou bunéc¢nou inhibici
(Faber et al., 2010).

Chtela bych vyzdvihnout uz jednou zminénou alogenni transplantace kmenovych
bunék (HSCT) od zdravého darce. V nékterych pripadech vede k vyléceni jedince
v chronické fazi myeloidni leukémie. Terapie ma za cil eliminaci v§ech malignich bunék
darcovskymi aloreaktivnimi imunokompetentnimi burikami. Tato 1écba neni vhodna pro
kazdého, je spiSe pro pacienty s tézkym prubéhem, ktefi neodpovidaji na jinou lécbu.

Potiz je také v nalezeni vhodného darce (Or, 2003).

1.6 Ph negativni myeloproliferativni neoplazie

1.6.1 Polycytémie vera (PV)

Obecny popis

Cesky také nazyvana pravou polycytémii. Je znama jiz z po&atku 20. stoleti, kdy byla
poprvé popsana Williamem Oslerem. Incidence tohoto onemocnéni je 1-2/100 000
obyvatel rocné. Je to nemoc objevujici se u lidi spiSe star§iho véku nad 60 let. Opét
hovofime o myeloproliferativnim onemocnéni zapfi¢inéném genovou transformaci
kmenové bunky kostni dfené. I zde hraje zasadni roli ziskanad mutace genu JAK2, ktera
se nachazi v 90-95% ptipada. Lidé s timto onemocnénim se dozivaji 15-20 let (Chlobak,
2005).

Polycytémie se vyznacuje zvySenou produkci hlavné erytrocytarni fady a v malé
mife 1 bunek dalSich fad. Ery se mnozi, protoze je narusena regulace jejich produkce
a také diky zvySené citlivosti erytroidni prekurzort (BFU-E) na erytropoetin (EPO).
Hladina EPO ale neni zvySena, jako tomu je napfiklad u reaktivni polyglobulie. Tim se
daji tyto dvé onemocnéni rozlisit. Takze ¢im vétSi mnozstvi Cervenych krvinek se
v krevnim ob¢hu vyskytuje, tim je pomér tekutiny ke krevnim elementim mensi a krev
je vice vazka. Krvinky tekutinu doslova utlacuji. Piili§ husta krev hife protéka cévnim
systémem a zpusobuje ob&hové problémy (Doubek, 2009).

Choroba se muze zvrhnout bud do blastické formy, nebo piejde
do postpolycytemické myelofibrozy. PV se neda zcela vylécit, ale pfi dobré péci neni
doziti vysokého véku vyjimkou (Schwarzl et al., 2011).

Projevy
Jak uz jsem zminila, zmnoZeni erytromasy zpusobuje hustou krev, a to nasledné

u pacientd vyvolava bolest hlavy, zavraté, zrakové poruchy, zvysené riziko trombozy,
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embolii a srdeCniho infarktu. Dale lidé s PV mohou pocitovat svédéni po celém téle
hlavné po koupeli, bolestivé poruchy mikrocirkulace krve na rukou a nohou nebo
hypertenzi ¢i krvaceni z nosu, ale i tzv. usni Selest (Dulicek, 2018).
Diagnostické parametry, krevni obraz + diferencialni rozpocet leukocytu

U pravé polycytemie jsou kritéria pro diagnostiku urCovana podle hladin
hemoglobinu a pfitomnosti JAK2 mutace. Takeé se lze pfiblizné orientovat i podle hladiny
EPO, kde bychom ocekavali, ze se bude hladina zvySovat spole¢né s hladinou ery,
ale neni tomu tak. Ba dokonce muze byt koncentrace snizena. U hemoglobinu (Hb)
hovofime o hladin€ Hb > 185 g/l pro muze au zen o Hb > 165 g/I, nebo také niz§i hodnoty,
pokud oproti normalu vzrostly alesponi o 20 g/1, ale nebylo to zptsobeno kompenzaci
deficitu Zeleza. V krevnim obraze Casto nalézame vé€t§i mnozstvi retikulocytd
a v diferencialnim rozpoctu leukocytd jsou zvySeny prevazné neutrofily, a to az na
hodnoty 10-12 x 10%/1 (Schwarzl et al., 2011).

Zvysena hladina hemoglobinu v krvi a ndlezu bodové mutace JAK2 nam prokazuje,
Ze pacient trpi timto onemocnénim. Nalez mutace vSak nevylucuje, Ze se nemuaze jednat
o jinou chorobu s ni spojenou napiiklad o reaktivni erytrocytozu nebo myelofibrozu ¢i
sekundarni polycytémii. V nizkém procentu v§ak mohou byt nemocni s variantou JAK2
negativni v exonu 12. Potom se patra po jinych mutacich v tomtéz exonu. DalSim
dilezitym charakteristickym znakem pro PV je splenomegalie nékdy i hepatomegalie
(Schwarzl et al., 2011).
Lécba

Pro polycytémii doposud neexistuji zadné prostiedky, které by mély schopnost
vylécit toto onemocnéni. Lékati se alesponi snazi zmirnit pfiznaky a zpomalit progresi
choroby. Na odstranovani nadbyte¢ného mnozstvi erytrocyti (cytoredukce) se provadi
flebotomie takzvané pousténi zilou, které ulevuje od celkové bolesti téla a také snizuje
trombotické ptihody. Kyselina acetylsalicylova napomaha proti srazeni krve (agregaci)
krevnich desticek, ale neni schopna snizovat jejich pocet. Hydroxyurea je vhodna
pro starsi pacienty jako nespecificka cytoredukce. Na opak lécba interferonem alfa je
vhodna spiSe pro pacienty mladsiho veku, jelikoz u nich spiSe snizuje pocet leukemickych
bunek. Samoziejmé po objeveni JAK2 inhibitort, byla zjisténa vétsi ucinnost s cilem

modifikovat prubéh nemoci (Dulicek, 2018).
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1.6.2 Esencidlni trombocytémie (ET)

Obecny popis

Dal§i hematoonkologické onemocnéni ze skupiny MPS je esencialni, nebo také
primarni trombocytémie. Znovu chci pfipomenout, ze se jednda o klonalni
myeloproliferativni poruchu kmenové buiiky (Adam et al, 2001). Je piihodné
pojmenovano podle velkého nardstu trombocytd v krvi, respektive zralych
megakaryocytd, ze kterych se odlamuji elementy nazyvajici se krevni desticky
(trombocyty). Takze vznikne stav megakaryocytarni hyperplazie s naslednou
trombocytozou udrzovanou v periferni krvi, coz podporuje vyskyt trombohemoragickych
jevu. Oznaceni primarni znamena, ze se jedna o postizeni pfimo trombocytll a jejich
proliferaci. Kdyz by naopak koncentrace trombocyti byla vyssi z diivodu jiné nemoci
jednalo by se o takzvanou sekundarni trombocytémie. Trombocyty se podileji na zastave
krvaceni, kdyz je jich malo, tak je pfiznakem prodlouzena krvacivost. Pokud je jich
nadmérné mnozstvi, tak se diky jejich adhezivni schopnosti snaze tvoii tromby, které
mohou ucpavat cévy (Doubek, 2009; Schwarzl et al., 2011).

Statisticky vzato se u poloviny pacientl vyskytuje mutace JAK26'"VF, V piitomnosti
této mutace je zvySené riziko vyskytu faktorti, jako je tromboembolické komplikace
nebo zavazné krvaceni, pocet trombocyti vy$§i nez 1.000.000/ul vcCetné¢ zminéné.
Na opak u mutace genu kalretikulinu je riziko nizsi. Co se tyCe klinického progresu
onemocnéni nekomplikované formy ET, mohou pacienti po odhaleni tohoto onemocnéni
a zaroven s vhodnou lécbou dozit az 15 let. Nékdy vSak onemocnéni miize prechazet
do myelofibrozy, pak je jejich prognéza horsi (Cervinek et al., 2014; Grinfeld et al.,
2018).

Projevy

U esencialni trombocytémie nebyvaji zadné Casné piiznaky nebo symptomy.
Pacienti mivaji zvétSenou slezinu, ale neni zvétSena natolik, aby se dala zjistit palpacné.
Splenomegalie se vSak da vySetiit sonograficky. V poloviné piipadii u nemocnych byvaji
trombotické projevy a také krvacivé komplikace v zavislosti na poctu trombocyta.
Krvaceni postihuje zejména sliznice GIT a hornich cest dychacich. Casto se vyskytuji
trombozy velkych cév, zejména ledvinnych a jaternich zil. Poruchy nedostatecnosti
v prokrvovani konecku prstl jak na rukach, tak na nohach, vyjimecné mtze dojit dokonce

k rozvoji gangrény nebo k parestéziim (porucham ¢iti) kvili brnéni, anebo mravenceni.
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Nasledné pak muze dojit az k poSkozeni nervovych zakonCeni v téchto oblastech
(Doubek, 2009).
Diagnostické parametry, krevni obraz + diferencialni rozpocet leukocytu

Urdeni diagnozy zavisi na po&tu trombocyti, ktery by mél byt > 400 x 10/ 1. Bézna
hladina trombocytii se pohybuje v rozmezi 150-400x10°/1. Dale je podstatny pozitivni
vysledek JAK2 ¢i mutace genu kalretikulinu.

Krevni obraz nam v tomto pfipadé pfili§ nefekne, a proto se pokracuje s dalSim
vySetfenim. U pacientl s podezienim na esencialni trombocytémii je nutné provadét
vySetfeni kostni dfen¢ zvané trepanobiopsie. Pomuze nam odlisit ET od jinych
onemocnéni krve, jako jsou chronické zanétlivé procesy, nedostatek zeleza, stav
po operaci sleziny, zhoubné nemoci, stav po velkém krvaceni, ale 1 od jinych
myeloproliferaci (Penka et al., 2005).

Lécba

V mnohych ptipadech nebyva stav natolik zavazny, aby ho bylo nutno 1é¢it. Pacient
je tedy pouze sledovan, pokud je vSak indikovana 1écba, jsou dvé moznosti volby. Bud’
lze pacientovi podavat 1€k s tromboreduktivnim uc¢inkem, anebo podavat antiagregacni

1éciva (Penka et al., 2005).

1.6.3 Primdrni myelofibroza (PMF)

Obecny popis

Na rozdil od pfipadu PV je uZzite¢nost screeningu mutace JAK26!"VF

pro diagnozu
PMF omezena pomoci optimalniho negativniho prediktivniho stavu a nedostatku
diagnostickych specifik v kontextu myeloidu. V 50% ptipadua se vyskytuje mutace Janus
Kinazy, z mensi Casti se pak objevuje mutacni zména geni MPL a CALR. Lidé s timto
onemocnénim se dozivaji pouze 3 maximalné 5 let, a to kvtli nedostatecné krvetvorbe.
Statisticky se nemoc objevuje u lidi nad 50 let a Cast&ji u muzu (Tefferi et al., 2007).

V prvopocatku podle krevniho obrazu se zd4, jako by Slo o ET, ale pti dlouhodobém
sledovani pacienta a prokazani pfitomnosti vaziva lze nemoci od sebe odlisit. Jelikoz
postupem casu, jak se nemoc vyviji, dochazi k vazivové prestavbé (fibroze) kostni diené
(myel) a z téchto dvou latinskych slov vznikl ndzev myelofibréza. Do nedévna se v nazvu
pouzivalo ptidavné jméno idiopaticka, jelikoz ptivod vzniku nemoci byl neznamy. Nyni
se jiz pouziva nazev primarni myelofibroza. Pokud je v§ak vzniklé vazivo nasledkem jiné
choroby, jde o sekundarni myelofibrozu. Ta postihuje napiiklad pacienty s pravou

polycytémii, chronickou myeloidni leukémii, akutni myeloidni leukémii,
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myelodysplastickym  syndromem, vlasatou bunéfnou leukémii a dalSimi
lymfoproliferativnimi nemocemi. V tomto piipadé k tomu opét dochazi po mutaci
kmenové buiiky, kterd vede nejprve ke zvySené produkci krevnich desticek, Cervenych
a bilych krvinek. Desticky se odlupuji za pomoci cytokini z megakaryocytd. A praveé
cytokiny zptsobuji tvorbu vaziva v kostni dieni. Casem je krvetvorna tkai zapliiovana
vazivovymi bunikami. Ty utlacuji ostatni buriky a jejich dalsi tvorbu, takze vznika jak
anémie, trombocytopenie, tak leukopenie. T€lo se stim snazi vyporadat tak, ze
krvetvorbu presune do jater a sleziny. Proto maji nemocni slezinu zvét§enou. Problémem
je, ze tyto organy nedokazou plné€ nahradit krvetvorbu kostni dien€ a Casem se to projevi
na ubytku krvinek (Brychtova, 2007).
Projevy

VétSina pacientll nema pii diagnodze zadné obtize a jde o nahodny nalez abnormalit
krevniho obrazu. Klinické pfiznaky nemoci jsou obvykle zplsobeny az zvétSujici
se slezinou, ktera muze zasahovat az do malé panve a zpusobovat bolesti bficha, levého
ramene nebo zaZivaci obtize. Bdhem onemocnéni se mohou zvétSovat jatra. Castym
projevem byva unava, ktera je dana predev§im nedostatkem Cervenych krvinek, ale také
se na ni podili zvySena aktivita kostni dfené€ v pocatku onemocnéni a zvySeny pocet bilych
krvinek. Z divodu poruchy funkce desticek a jejich zvySeného poctu na pocatku nemoci
je moznym pfiznakem nemoci vznik trombozy (krevni srazeniny) v oblasti bficha,
mozku, srdce, konCetiny. Moznym projevem nemoci je také krvaceni, které je zpuisobeno
poruchou funkce desticek, nebo jejich nizkym poétem. Casto vznikne tromboza v oblasti
portalni zily, nebo jaternich zil a u pacientd dochazi k rozvoji portalni hypertenze
s bolestmi bficha, zvétSovani jater, krvacenim z jicnovych varixii (kompenzativni
rozSifovani cév v oblasti zaludku a jicnu). Komplikaci nemoci v pozdnim stadiu
je prechod nemoci do akutni leukémie (5—10%), infiltrace kiize ¢i jinych tkani bunikami
kostni dien¢ (Brychtova, 2007).
Diagnostické parametry, krevni obraz + diferencialni rozpocet leukocytu

Mezi prvnimi se provadi sonografické vysetieni jater a sleziny nejen k posouzeni
jejich velikosti, ale také posouzeni struktury a vylouceni jiného typu nadorové nemoci.
Dalsi vySetfeni probiha nasledujicim zpusobem. Nejprve se udéla mikroskopické
vySetfeni natéru periferni krve, kde nachdzime nezralé bilé a Cervené krvinky. Erytrocyty
jsou také o poznani vétSi nez normalné s neobvyklymi tvary a maji kratsi zivotnost.
I krevni desticky mohou byt zvétSené. Stav ery se potvrdi molekularné—biologickym
vySettenim, kdy vyS$si rozpad Cervenych bunék ma za nasledek vyssi hladinu kyseliny
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mocové z bilirubinu. Nasledné je zasadni provést vysetieni KD cytologicky, histologicky,
cytogeneticky, imunofenotypicky a molekularné geneticky. Ze ziskanych vysledka
dostaneme informace o krvetvorb¢, podilu vaziva v KD, vylouci se tim i moznost jiného
onemocnéni, ktera zpusobuji fibrozu diené (Indrak et al., 2014).
Lécba

Terapie primarni fibrozy zéavisi na mnoha faktorech. Zejména na samotném stavu
a pokrocilosti onemocnéni pacienta. Diive se Casto pouzivala chemoterapeutika,
imunomodulacni 1é¢iva nebo rizné modifikatory biologické odezvy, které nebyly vzdy
zaméfeny na biologické procesy, které jsou zakladem vzniku PMF. Takové strategie jsou
paliativni a maji nejisty vliv na pfeziti. V soucasnosti je jednou z moznosti alogenni
transplantace kmenovych bunék (ASCT). Je to sice dobry prostfedek ke zméné prirozené
anamnézy pacienti s PMF, ale je tu vysoké riziko morbidity a mortality spojené
s transplantaci. Existuje vSak je§t¢ jedna moznost, ktera byla vyvinuta nasledné
po objeveni JAK2 mutace. Jsou jimi selektivni JAK inhibitory (Indrak et al., 2014;
Cervinek et al., 2014).

1.7 Preanalyticka faze vySetieni

U kazdého odbéru je dulezita jiz faze preanalyticka, ktera zahrnuje veskeré ukony
pfed samotnou analyzou, tj. pfipravu pacienta pied odbérem, odbér krve, uchovani
a transport vzorku, piipravu vzorku pfed analyzou. Takovyto soubor postupt a operaci
je velmi dulezity a jeho nedodrzeni ma za nasledek interference v meéfeni. Proto
se zdravotni pracovnici snazi o co nejlepsi pouceni pacienta o nékolika nezbytnych

zasadach, které by mél dodrzet (BuneSova et al., 2008).

1.7.1 Ovlivnitelné faktory

Jednim z nich je dodrzeni fyzického klidu 24-48 hodin pied odbérem a 30 min.
pfimo pred odbérem. Po namahavém cviceni dochdzi ke snizeni hladiny glukézy,
cholesterolu, triacylglycerolt, také to vede ke zvySeni celkové bilkoviny, hemoglobinu
a hodnot hematokritu, myoglobinu, kreatinu, AST, LD. Pfi nadmérné zatézi se zvySuji
i hodnoty laktatu a mocoviny. Dale psychicky stres, ktery zvySuje vyplavovani
adrenalinu, noradrenalinu, kortizolu, coz vede napfiklad k hyperglykémii, vzestupu
volnych mastnych kyselin. Je potfeba dodrzet bézny pitny rezim spiSe neslazenych

napoju. Co se tyCe stravy snazit se vynechat den predem tu¢na jidla s tim, Ze se pacient
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naji naposledy vecer pred odbérem, tak aby zde byla prodleva cca 10—12 hodin lacnit.
Pozor, déle se nedoporucuje! U déti do 6 let je tento pozadavek tolerantnéj$i, 1ze pozit
suchy rohlik minimalné 2 hodiny pfed odbérem, u kojenych déti posledni kojeni alespori
2 hodiny pfed odbérem. Pacient tedy piijde rano nala¢no k odbéru, predtim by m¢l
pfijmout tekutiny ve formé Cisté vody, rozhodné ne kavu, alkohol, slazené a energetické
napoje. Poziti potravy by mélo za nasledek zvyseni koncentrace glukozy, zeleza, lipidd,
vyplaveni hormont, pokles drasliku, fosfatt a chloridi, dochazi k vzestupu mocoviny
a kyseliny mocové v séru, poklesu fosforu. Poziti tukti zptsobi chylézni sérum nebo
plazmu. Pfi dehydrataci je zhorSen nebo i znemoznén vlastni odbér a vysledky
laboratornich odbérii mohou byt vyrazné zkresleny, jelikoz je krev zahusténa. Drogy
a léky maji silny vliv na metabolické procesy. Pokud je to mozné doporucCuje se 1éky
vysadit, pokud ne (napt. warfarin), musi se udélat poznamka o jejich uzivani na zadanku,
stejné tak dostal-li pacient pred odbérem infuzi, transfuzi, mrazenou plazmu, nebo je-li
lécen cytostatiky atd. Dal§imi neméné dualezitymi faktory jsou hmotnost, zivotni styl,

kouteni, zevni prostfedi (BuneSova et al., 2008).

1.7.2 Neovlivnitelné faktory

Do této kategorie fadime pohlavi, etnicky puvod, vék, gravidita, cirkadidlni rytmy

pacienta.

1.7.3 Odbér biologického materidlu

Odbér krve je proveden nasledovné. Pacient je vsedé nebo leze. Mistem v pichu
obvykle byva loketni jamka. Misto je fadné dezinfikovano, po napichnuti se odebira plné
zilni krve nejlépe 10ml do oznaCené zkumavky Stitkem s idaji pacienta. Zkumavka
obsahuje antikoagulacni Cinidlo, kterym vétSinou je K3EDTA. Nesrazena krev musi byt
proto, aby vubec §lo vySetfeni provést. K3EDTA ma vlastnosti chelata¢niho cinidla,
ato diky obsahu draselnych soli kyseliny etylendiaminotetraoctové. To znamena,
ze dokaze vychytavat ionty jako tfeba Ca®* z krve a tim zabrani vzniku koagula (Loosova

et al., 2018; Bunesova et al., 2008).

1.7.4 Transport materidlu

Neprodlené po odbéru by mél byt vzorek odeslan spolecné s zadankou do laboratote.
Pti transportu se udrzuje v konstantni teploté v rozmezi 15-25 °C. V laboratofi na pfijmu

se zkontroluji tidaje na zadance s udaji na zkumavce. Dale se pfifadi ¢arovy kod skrze
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pocitaCovy systém pro kazdého pacienta originalni. Kod se nalepi jak na zkumavku,
tak i na zddanku, aby byla moznost zpétného dohledéani. Takovyto vzorek putuje do dalsi
sekce laboratote, kde se necha nékolik minut na rolovaci trepacce, ktera ji neustale
promichava. Nasledng, je vzorek vlozen do automatického analyzatoru a jeho soucasti
byva i diferencialni rozpocet bilych krvinek. Nekteré hodnoty KO jsou urCeny piimo

analyzatorem, jiné musi byt dopocitany laborantkou (Rouckova, 2018).

1.8 Analyticka faze vysetieni

Pro zjisténi presné diagnozy musi pacient podstoupit celou fadu odbért a vySetieni.
V nasledujici kapitole jsou predstaveny ty nejzakladnéjsi, ale k prokazani MPS je zasadni
genetické vySetieni a vyhodnoceni pfitomnosti nebo neptitomnosti mutaci, na které jsem

se v praci zameétena (viz. metodika prace).

1.8.1 Cytologické vySetieni

Krevni obraz

Krevni obraz se bézn¢ oznacuje zkratkou KO a je viibec nejzakladnéjsim vysetrenim
krve v hematologickych laboratofich. Poskytuje kvantitativni informace o buikéach
Cervené a bilé krevni tady. NezjiStuje se vSak pouze pocet Cervenych krvinek
(erytrocyta), pocet bilych krvinek (leukocyti), ale i poCet krevnich desticek (trombocytl)
a také koncentrace Cerveného krevniho barviva (hemoglobinu), hematokrit, sttedni objem
erytrocytu (MCV), stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu (MCH), stfedni koncentrace
hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) a §ife distribuce erytrocyti (RDW), coz je parametr
ukazujici na stejnou nebo rozdilnou velikost erytrocyti. Zkratky uvedené v zavorkach
jsou jednotné zavedené a pouzivané v laboratotich (Rouckova, 2018).
Diferencialni rozpocet leukocytu

Jde o vySetfeni, které ma za cil vytvofit rozpoCet podtypt bilych krvinek na zakladé
jejich morfologickych odlisnosti. Leukocyty se primarné déli na dvé hlavni skupiny
granulocyty (polymorfonukleary) a agrannulocyty, kam se fadi razné typy
lymfocytd, monocyty, plazmatické a NK bunky (mononukleary). Do granulocytarni
populace patii neutrofilni, eosinofilni a basofilni segment. Jejich nazvy jsou odvozeny od
typu granuli, které v sobé nosi. VySetieni se provadi z periferni krve, ze které se udéla
tenky natér na sklicko. Natér se obarvi pomoci panoptického barveni dle Pappenheima s

pouzitim barviv May Grinwald a Giemsa Romanowsky. Diky tomu ziskame piehled o
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tom, zda je poCet nékterého typu leukocytl zvySen nebo snizen, zda nejsou piitomny
abnormalni anebo nezralé buiky. Bilé krvinky totiz hraji vyznamnou roli v boji proti
nejruzn€j§im patogenum. Urcité patofyziologické nalezy koresponduji s nékterymi typy
onemocnéni (Mescher, 2018).

Prutokova cytometrie

Jedna se o pfimou imunofluorescenc¢ni metodu, kterou vyuzivame ke stanoveni
jak krevniho obrazu, tak i diferencialu leukocytq, ale i jinych Castic. Prutokovy cytometr
je sofistikovany piistroj méfici vice fyzikalnich charakteristik jediné buriky,
jako je velikost a granularita soucasné. Jeho pusobeni zavisi na vlastnostech zkoumanych
bunék rozptylujicich svétlo, které mohou byt odvozeny z barviv nebo monoklonalnich
protilatek zaméfenych bud na extracelularni molekuly umisténé na povrchu,
nebo na intracelularni molekuly uvnitf bunky. Diky tomuto piistupu je prutokova
cytometrie vykonnym nastrojem pro podrobnou analyzu slozitych populaci v kratkém
casovém obdobi (Adan et al., 2017).

Metoda umoziiuje méfeni a analyzu fyzikalné chemickych vlastnosti buiiky a jinych
biologickych ¢astic béhem prichodu laserovym paprskem. Je nezbytné, aby burky byly
ve formé suspenze a tim mohly prochazet systémem jako koralky na niti jedna za druhou
konstantni rychlosti. Ve chvili, kdy burika tento paprsek protne, dojede k lomu a rozptylu
svétla. VSe tedy zavisi na sméru a thlu lomu. Rozlisujeme ptimy rozptyl — forward scatter
(FSC) a bocni rozptyl — side scatter (SSC). FSC udava velikost buriky
a je charakterizovan lomem svétla o uhlu 2°~13°. Uhel SSC je 90° a je zptisoben vnitini
bunécnou granularitou. Kromé lomu a rozptylu svétla je detekovana také fluorescence
prochazejicich bun€k nebo cCastic. Abychom mohli rozliit jednotlivé subpopulace
leukocyt, musime buriky oznacit monoklonalnimi protilatkami proti specifickym CD
znakum znacené fluorescenénim barvivem (Adan et al., 2017).

Vyznamné povrchové znaky leukocytu:

CD3+ zralé T lymfocyty CD16+, CD56+ NK buriky (5-15%)
CD4+ subpopulace Th lymfocyti (30-60%) CD14+ bunky: monocyty

CD8+ subpopulace Tc lymfocyta (15-30%) CD15+ bunky: granulocyty

CD25+ aktivované T lymfocyty (1-5%) CD38+ buiiky: plazmatické bunek
CD19+ zralé B lymfocyty (5-15%)

Fluorochromy absorbuji svétlo o urcité vinové délce vyzarované laserem a nasledné

emituji ¢ast absorbovaného svétla jiz o jiné vinové délce. Jev je nazyvan Stokestv posun
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a je definovan jako rozdil mezi excitacni a emisni vinovou délkou. Priitokové cytometry
jsou dvou nebo troj laserové. V analyzatoru je vzorek ozafen monochromatickym
zafenim nejCastéji se vyuziva argonovy laser o excitani vinové délce 488 nm (modra
oblast spektra), helium-neonovy laser s vinovou délkou 633 nm (Cervena oblast spektra)
a fialovy laser s vinovou délkou 407 nm nebo UV laser s vinovou délkou 350 nm. Signaly
z optické Casti pristroje jsou prevedeny na elektrické impulsy, které jsou zpracovany
pocitaCovym programem. Vysledek je pak vyjadien graficky bud’ v histogramu, nebo
v dot plotu, kde miZzeme pozorovat ptimy rozptyl (FSC), bo¢ni rozptyl (SSC) a zaroveri
fluorescenci. V grafu je kazda buika reprezentovana jednou teckou a pifi vhodném
nastaveni je vizualni rozliseni bun&&nych populaci velmi dobré (Sinkorova et al., 2008;
Harway et al., 2005).

Hodnoceni vyslednych grafi provadi kvalifikovany zdravotni laborant. Nejprve se
pohlizi na celkové pocty leukocytl, které jsou slozeny z lymfocyti, monocyti a NK ¢i
NKT bunék a granulocytii uvedené v relativnich hodnotach. V dalsich grafech, které jsou
jesté rozdélené na gaty, se nachazeji buriky rozdélené podle pozitivity cd znakt. Osa X
znazorfiuje napiiklad znak CD3+ a osa Y CD4+. V gatu, kde se kiizi osa X s osou Y, se
nachazi buitkky CD3+ a CD4+, coz vime, Ze jsou Th-lymfocyty. Jsou zde uvedena ¢isla
v procentech. Hodnotime tedy, zda vSechny vysledky jsou v mezich referencnich hodnot
a zaroven hlidame imunoregulacni index (IRI). IRI je pomér CD4/CD8 lymfocyti, ktery
by mél byt za fyziologického stavu roven dvéma. Z toho vyplyva, Zze poCet Th-lymfocytt
(pomocné) ma byt piiblizné dvakrat vétsi nez poCet Tc—lymfocytd (cytotoxické). Po
souCtu vSech procentualnich Cisel kazdé populace bychom méli dostat 100%. Diky
vyhodnoceni celkové populace bilych krvinek ziskdme nahled a predbézny diagnosticky
smér. Kupfikladu kdyz je velmi zvySeny pocet B-lymfocytl jde o B lymfoprolyferaci,
jaka se vyskytuje u onemocnéni B-CLL (CLL = chronickéa lymfoidni leukémie), nebo
naopak témét chybi B-ly, to indikuje Brutonovu agamaglobulinémii. Zkratka jedna se
o dokonalého radce v diagnostice v hematologické laboratofi (Hotejsi et al., 2017;

Sinkorova et al., 2008).

1.8.2 Histologické vySetieni

Trepanobiopsie kostni diené
Vysetteni je dilezitym diagnostickym nastrojem pro rozliseni specifickych podtypt
MPS. Jedna se o odbér kostni diené specialni dutou jehlou (Jamshidiho jehlou). Pravé

to muze byt pro stanoveni diagnozy piipadného hematologického onemocnéni velmi
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dulezité. Trepanobiopsie je podobna aspiraci KD, ale na rozdil od ni je vylepSena v tom,
ze se provadi odbér nejen tekutiny tedy kostni diené€, ale zaroven se odebirad 1 mala ¢ast
myeloidni tkané. Histologicka laboratof poté zkouma strukturu kosterni tkdn€ a hleda
vzajemny vztah s bunkami kostni dfené. Vykon jeu dospélého clovéka provadén
s lokalni anestezii, u déti je odebirana v anestezii celkové. Mistem odbéru je zadni strana
kosti kycCelni. Odebrana dreri ve valecku s Lowyho roztoku je odesilana na histologické
vySetieni. Vzorek se zpracovava v nékolika moznymi barvicimi technikami, jako je
barveni hematoxylinem a eozinem nebo Maye—Griunwald a Giemsa. Zaroven se Casto
provadi i ,,otiskovy“ preparat, kdy se udéla otisk valecku na sklicko pro cytologické

pozorovani pod mikroskopem v panoptickém barveni (Soucek, 2011).

1.8.3 Genetické vySetieni

Polymerazova retézova reakce

Dr. Kary Mullis byl americky biochemik, byl objevitelem této techniky nazyvajici
se zkracen¢ PCR podle anglického nazvu ,polymerase chain reaction”. Jedna
se o jednoduchy a elegantni, enzymaticky test, ktery umoziuje amplifikaci konkrétniho
fragmentu z komplexniho souboru DNA. PCR miiZe byt provadéna za pouziti zdrojové
(templatové) DNA z riznych tkani a organismu, véetné periferni krve, ktize, vlasu a slin.
K provedeni testu je potfeba zmiriovana templatova DNA, primery, nukleotidy a DNA
polymerazy. DNA polymeraza je klicovym enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady za vzniku nasSeho kyzeného PCR produktu. Nukleotidové baze — adenin,
thymin, cytosin a guanin (A, T, C, G) — které se nachazeji v DNA, pusobi jako stavebni
kameny, které pouziva DNA polymeraza k vytvoreni vysledného produktu PCR. Primery
jsou kratké fragmenty DNA s definovanou sekvenci komplementarni k cilové DNA, ktera
ma byt detekovana a amplifikovana. Slouzi jako prodlouzeni pro navazani DNA
polymerazy. Vzniklou reakéni smés ve zkumavce nebo v jamkové desticce umistime
do stroje, konkrétné do tepelného bloku. Ten umoziiuje diskrétné a opakované zvySovat
a snizovat teplotu ve tfech zakladnich cyklech. Pfistroj pracuje na principu jiz pred
programovanych krokti. Reak¢ni roztok se nejprve zahieje nad teplotu tani, cimz dojde
k denaturaci DNA. Je ro reverzibilni d¢j, kdy vlakna k sob&é komplementarni se rozpoji
avzniknou dva samostatné retézce. Teplota se snizi a vtu chvili dojde k navazani
specifickych primerd na cilové segmenty DNA, cozje proces znamy jako hybridizace
nebo nasedani. K zihani mezi primery a cilovou DNA dochazi pouze, pokud jsou

komplementarni v sekvenci (napf. vazba A na G). Teplota se opét zvysi, kdyz je DNA
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polymeraza schopna prodlouzit primery pfidanim nukleotid( do vyvijejiciho se fetézce
DNA. S kazdym opakovanim téchto tii kroku se pocet vSech molekul DNA zdvojnasobi
(Garibyan et al., 2014).

Po skonceni PCR cykli nasleduje vizualiza¢ni zpracovani produktu. Existuji dva
hlavni zptisoby. Za prvé barveni DNA chemickym barvivem jako je ethidiumbromid,
nebo znaceni PCR primerd nebo nukleotidi fluorescenci barviva (fluorofory) pred PCR
amplifikaci. Druhou nejpouzivanéj§i a nejjednodussi metodou vizualizace je
elektroforéza na agar6zovém gelu, ktera oddéluje produkty DNA na zakladé velikosti
anaboje. Do gelu se zaroven nanasi kontrola, kterou je pfedem urCeny produkt DNA
o znamé velikosti. Napomahaji nam urcit velikost produktu. Po elektroforetickém déleni
DNA piidame roztok ethidium bromidu, kterym zviditelnime prouzky pod UV svétlem.
Metoda je ve vSech ohledech skvéla, ale ma také své nedostatky, napiiklad DNA
polymeraza pouzita pii PCR reakci je nachylna k chybam a mize vést k mutacim
v generovaném fragmentu. Dale specifi¢nost generovaného produktu PCR muze byt
zménéna nespecifickou vazbou primerd na jiné podobné sekvence na templatové DNA.
Aby bylo mozné navrhnout primery pro generovani produktu PCR, jsou obvykle nutné
predchozi informace o sekvenci (Garibyan et al., 2014).

Amplifikacni refrakterni mutaéni systém — PCR

Z prvotni obycejné PCR byly postupem Casu odvozeny rizné modifikace, které
diagnostiku posunuly na vys§i troven. Na obrazku 3 muzete vidét schéma techniky
ARMS-PCR. Pravé tuto analyzy budu pouzivat ve své praktické ¢asti, kde je i blize

popsan jeji princip.

Intron 13 Exon 14 Intron 14
FO Fwt
— [
Rmt RO

-— -

Wild type allele band: 229 bp

Mutant allele band: 279 bp

Control band: 463 bp

FO 5’ TCCTCAGAACGTTGATGGCAG 3’

RO 5 ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT 3’

Fwt 5 GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG 3’
Rmt 5 GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA 3’

Obrdzek 3: Schéma testu ARMS—PCR.
Zdroj: Chan et al., 2007
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2. Cile prace a hypotéza

2.1 Cil prace

1. Popis myeloproliferativnich onemocnéni obecné i jednotlivych typa
Uvedeni kritérii pro ur€eni diagnozy

Popis pouzivanych laboratornich metod pii diagnostice

Zpracovani dat statisticky

Vyhodnoceni ziskanych dat

AN T

Zmapovani vysledkti chromozomalnich aberaci myeloproliferativnich syndromu

2.2 Vyzkumné otazky

e Jaka je distribuce jednotlivych typa MPS u pacienti?
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3. Metodika

Kdyz dorazi vzorek pacienta do nemocnice na piijem centralni laboratote je fadné
zkontrolovan a preposlan na pfislusné oddé€leni. V naSem piipadé do laboratore
molekularni biologie a genetiky. Nasleduje pfijem materialu a jeho zpracovani. Kazdy
biologicky material se bere jako potencionalné infek¢ni, tudiz jsou pracovnici povinni
pouzit ochranné pomtcky, jako jsou jednorazové rukavice, ochranny odév, rousku,
piipadné dalsi pomucky. V empirickém vyzkumu jsem pouzila vySetfovaci metody
ARMS-PCR, fragmentacni analyzu, elektroforézu a Real-Time PCR. K nasledujicimu
vySetfeni bézné staci nesrazliva zilni krev oobjemu 3-5ml ve zkumavce
s antikoagula¢nim ¢inidlem (K3EDTA). VétSinu analyz je mozné provésti z minimalniho

mnozstvi vzorku.

3.1 Izolace DNA fenol-chloroformem a purifikace

Izolace €i extrakce DNA z bunécného jadra je prvnim krokem pii laboratornim
zpracovani vzorkl nejen v mé praktické ¢asti, ale je zakladem valné vétSiny genetickych
metod.

Pouzité reagencie:
Uvedené mnozstvi je pouze pro jeden vzorek a odviji se od mnozstvi zpracovavané krve.
- Vzorek nesrazlivé krve = 3ml
- Red Blood Cell Lysis Buffer = 16ml
- White Blood Cell Lysis Buffer = 1,5ml
- Protein Precipitation Solution = 0,780ml
- Vymrazeny 96% ethanol = Iml
- 96% ethanol = 6ml
- Elu¢ni pufr = 200-400 pl (podle odhadované koncentrace DNA)
Provedeni:

Do oznacené 50 ml zkumavek jsem Pasterovo pipetou prenesla lyzacni roztok Red
Blood Cell LysisBuffer (RBCL) v poméru 9ml pufru ke 3ml krve. Zbyla nezpracovana
krev se uchovava pro piipadna dal$i vysetfeni. Zkumavku jsem dala na 15-30 minut tfepat
na vertikalni tfepacku pfi 150 rpm, (v pfipadé nedostatecné lyzi bunék lze dobu
prodlouzit). Nasledné byl vzorek zcentrifugovan: 10 min pii 900 ot.. Poté jsem slila

supernatant a kratce ji zvortexovala. Do zkumavky jsem dala druhou davku lyzac¢niho
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roztoku pro erytrocyty cca 7ml. Zopakovala jsem inkubaci, centrifugaci a odliti
supernatantu. Zbyli sediment jsem roztfepala pomoci vortexu. Poté jsem napipetovala
1,5ml White Blood Cell Lysis Buffer, zkumavku jsem musela promichat pouze
opakovanym prevracenim. Musi se ohlidat, zda vzorek obsahoval heparin. Pokud ano,
nasledovala by inkubace pii 65 °C / 10 min. Nasledné jsem piidala Protein Precipitation
Solution, na 3ml krve se pfidava 0,780ml proteinu. Vzorek jsem zvortexovala asi 1,5 min
a nasledné dala zcentrifugovat na 10 min pii 1200 ot.. Z centrifugované zkumavky jsem
slila supernatant do Cisté oznaCené 50 ml zkumavky. Pfidala jsem cca 2 dily, tedy
ptiblizn¢ 6ml 96% ethanolu vytemperovaného na pokojovou teplotu. Poté jsem
krouzivym pohybem zkumavky vysrazela DNA. Srazenou DNA jsem pak nasala Spickou
a pfenesla do popsané 1,5 ml mikrozkumavky s pfidanim cca 1ml vymrazeného ethanolu.
Kratce ji nechala stocit, aby DNA klesla ke dnu a ethanol opatrné Pasteurovou pipetou
odsala. Nasledovalo suSeni vzorku: otevienou mikrozkumavku zakrytou sklenénym
trychtyfem jsem nechala susit v boxu do uplného vyschnuti.

Poté jsem produkt rozpustila ve 200 pl AE pufru a dala ho do inkubatoru na 3045
minut pii 65°C. Zavérem bylo provedeno méfeni koncentrace DNA pomoci pfistroje
PicoDrop. Koncentrace DNA mi vySla v pozadovaném rozmezi 5-100 ng/ul. Ze
zkumavky jsem odebrala 100 pl a pfevedla je do nové popsané sterilni mikrozkumavky.

Takovyto vzorek je pfipraven k dal§imu zpracovani (Scheinost, © 2012).

3.2 Stanoveni mutace v genu JAK2

Utelem vySetieni je detekce bodové mutace v genu pro Janusovu kindzu 2. K detekci
mutace pouzivaji v laboratofi, kde jsem provadéla svou praktickou ¢ast, metodu ARMS—
PCR. Coz je PCR se dvéma pary primera a dochazi zde k namnozeni specifického useku
mutované i nemutované alely genu. Podle toho, zda se zde nachazi ¢i nikoliv. Pro

vySetieni je vyzadovan vzorek periferni krve ve sterilni zkumavce s pridavkem EDTA.

3.2.1 ARMS-PCR

Princip metody:
PCR se provadi v pristroji zvaném termocycler. Je zkonstruovan, tak aby dokazal
béhem nékolika sekund zvysit nebo snizit teplotu o nékolik desitek stupna Celsia. Ohfiva

a chladi vzorky v opakujicich se cyklech, aby usnadnil amplifikaci DNA, popiipadé RNA
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prostfednictvim polymerazové fetézové reakce. PCR typicky vyzaduje 20 az 35 cyklu
zahrnujicich dva az tfi teplotni kroky (denaturace, zihani a extenze).

Jedna z modifikaci obycejné PCR je ARMS-PCR plnym nazvem amplifikacni
refrakterni mutacni systém. Jedna se jednoduchou metodu pro detekci jakékoli mutace
zahrnujici zmeény jedné baze nebo malé delece. Je zalozena na pouziti sekvenéné
specifického reverzniho primeru a dvojici forward primert, jeden specificky pro mutantni
alelu a druhy pro normalni alelu. Dva pocate¢ni a dva reverzni primery se pouZzivaji
riaznych kombinacich k vytvoreni tii potencialnich produktd PCR. V nasem pfipadé
primery FO a RO lemuji exon 14 genu JAK2, coz vede k pruhu 463 bp (pro kontrolu
kvality). Primery Fwt a RO amplifikuji nemutovanou alelu (WT) vytvarejici pas 229 bp.
Primery FO a Rmt generuji pruh 279 bp z mutantni alely.

Touto metodou je umoznéna detekce cilové alely, pokud je ve vzorku obsazena.
Vyborné se hodi prave pro genotypovou analyzu JAK2 V617F, protoze V617F je ziskana
mutace, ktera muze byt v nékterych pfipadech pfitomna pouze v malém podilu
granulocytarni populace. Zejména u ET je nezbytna vysoce citliva detekéni metoda
(Chan., et al., 2007; Kristkova et al., 2009).

Pouzité reagencie:
Uvedené mnozstvi je pouze pro jeden vzorek.
MASTER MIX 1.
- PCRH20=5,0pl
- Combi PPPMM =125 ul
- Primer JAK —FO (10 uM) = 1,0 wl
- Primer JAK — RO (10 uM) = 0,75 pl
- Primer JAK — Fwt (10 uM) = 1,25 ul
- Primer JAK —Rmt (10 uM) =25 pl
MASTER MIX 2.
- PCRH0=5,0pl
- Combi PPPMM =125 ul
- Primer JAK - FO (10 uM) =2 ul
- Primer JAK — Rmt (10 uM) =2 pl

Provedeni:
Nejprve jsem si pfipravila dva master mixy, coz je smés, kde jsem smichala
reagencie v uritém pomeéru na pocet momentalné testovanych vzorkt. V této metodé se

délaji dve fady, kazda s jinymi primery pro jedny vzorky.
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Ja jsem ke stanoveni méla 11 pacientskych vzorkti plus se pfidava pozitivni
a negativni kontrola. Tudiz jsem méla 13 zkumavek. Do 1. master mixu jsem dala H20
65 ul, Combi PPP MM 162,5 pl, Primer FO (10 uM) 13 pl, Primer RO (10 uM) 9,75 pl,
Primer Fwt (10 uM) 16,25 pl, Primer Rmt (10 uM) 32,5 ul. Mix ¢islo 2. obsahoval H20
65 00, Combi PPP MM 162,5 pl, Primer FO (10 uM) 26 pl, Primer Rmt (10 uM) 26 pl.
Prvni mixem se prokazuje jak mutovand, tak nemutovana alela, kdezto druhy mix je
pouze na prukaz mutované alely. Tim lze ziskat velmi pfesny vysledek (Scheinost, ©
2016).

Pfipravenou smés mixu 1 jsem si rozplnila po 23 ul do pfipravenych
mikrozkumavek, které jsem oznacila Cisly 1-13 a Cervenou teckou, abych odlisila fadu
jedna a fadu dvé. Smés mixu 2 jsem stejnym zpusobem rozpipetovala, avSak po 21,5 ul.
Poté jsem v izolacnim boxu pfidala do kazdé zkumavky v obou fadach 2pul izolované
DNA, krom 11. pozice pro negativni kontrolu se nedava nic.

Vlastni amplifikace probiha v termocycleru cca 2 hodiny podle nasledujiciho
teplotniho programu: prvni cyklus denaturace probiha 3 minuty pti 94°C. Déle nasleduje
35 cykla. Kazdy z nich ma 3 kroky. Denaturace 30s na 94°C, 30s annealing pii 60°C
a elongace 72°C na 60s. Po téchto 35 cyklech nasleduje 1x extenze na 5 min pii 72°C

a poté ochlazeni vzorkli na 10°C (Scheinost, © 2013).

3.2.2 Detekce PCR produkti pomoci ELFO

Vyroba agadézového gelu:

Smichala jsem 2 g agarézy a 100 ml 0,5<TBE pufru. Smés jsem vlozila do
mikrovinné trouby a nechala dikladné provarit. Nasledn€ jsem smés nechala zchladnout
asi na teplotu 60 °C a poté jsem piidala 5 pl barviva ethidiumbromid pro zévérecnou
vizualizaci produktt. Peclivé jsem vSe promichala a nalila smés do elektroforetické
vanicky s hiebinkem, pomoci néhoz mi nasledné vznikly potfebné jamky. Gel tuhnul
1 hodinu (Scheinost, © 2013)

Princip gelové elektroforézy:

Zakladni princip metody je pohyb zaporné€ nabitych castic, v nasem piipadé DNA
ajeji fosfatové skupiny, v elektrickém poli smérem ke kladné elektrodé. Diky tomu,
ataké diky rozdilné velikosti molekul DNA, které putuji gelem riznou rychlosti.
Rychlost separace je nepiimo imeérna k velikosti castic. Agardzovy gel vytvaii slozitou
sit’ z polymernich molekul a porti. Lze vytvoril rizna hustota gelu zavisejici na mnozstvi

agardzy. Ta se rozpousti v TBS pufru (tvofen Tris. kyselinou boritou a EDTA), ktery se
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také pouziva jako elektrolyt, do n¢hoz se gel vklada. Vzorky se nanasi do jamek a klesaji
na dno, coz je zajisténo zatézkavacim vkladacim pufrem. Pro odhad velikosti fragmentt
se do krajni jamky dava velikostni marker, ktery vytvoii Zebfik prouzkd od 1000bp po
100bp. Do gelu se také piidava barvivo ethidiumbromid nebo SYBR Green, diky kterému
se pod UV svétlem zviditelni fragmenty DNA (Biopedia © 2020).

Provedeni:

Nejprve jsem pripravila smesi PCR produkti a nanaseciho roztoku, které se poté
nanaseji na gel. V prvnim kroku jsem vzala vSech 13 PCR produktii s master mixem 1.
Oznacila jsem si 13 novych mikrozkumavek ¢isly 1-13 a ¢ervenou teckou. Z kazdého
PCR produktu jsem si odpipetovala 4ul do novych oznacenych zkumavek a piidala cca 7
ul nanaseciho roztoku. S dal§imi 13ti PCR produkty s master mixem 2 jsem udé¢lala to
samé, ale zkumavky jsem oznacila Cislicemi a zelenou teckou, aby byl poznat rozdil ve
slozeni.

Nyni sem mohla pfejit k samotnému nanaseni smeési do gelu, ktery jsem jiz vlozila
do elektroforetické vany s elektrolytem. Gel by mél byt zcela ponotfeny. Do prvniho fadku
jamek jsem pipetovala cely objem smési z Cervené znacenych zkumavek a ve spravném
poradi od 1 do 13. Do druhého fadku jsem pipetovala tentokrat smesi ze zkumavek zelené
znaCenych. Dulezité je fict, Ze na zaCatku kazdého startu tedy v prvni jamce je nanesen
DNA ladder jako hmotnostni standard, od kterého odecitame vysledek. Dale na dvou
poslednich pozicich je vzdy umisténa negativni a pozitivni kontrola. V mém piipadé se
na 12. pozici nachazi negativni kontrola. V tomto vzorku neni zadna DNA tudiz by pozice
m¢éla byt bez jakéhokoli signalu. Na 13. pozici je kontrola pozitivni, kde se musi objevit
pruh odpovidajici mutované alele o 279bp. Po naneseni jsem piistroj zapnula a spustila
tak separaci pod napétim cca 120 V. Po uplynuti asi 1 hodiny byli produkty dostate¢né
rozdeleny. Zastavila jsem piivod proudu, vyjmula gel a dala ho pod zobrazovaci pfistroj

s UV svétlem. Poridila snimek, ktery se vyhodnoti a ulozi (Scheinost, © 2013).

3.2.3 Vysledky

V gelu (viz. Obrazek 4) doslo k separaci PCR produktt podle velikosti fragmenta.
Diky velikostnimu markeru a znalosti toho, jaké fragmenty jsou u mutované
a nemutované alely jsem mohla odecist vysledky. Do horni ¢asti gelu jsem nanasela
vzorky s master mixem 1 se dvéma pary primeru. Pacienti 3,4,7,8,9,10 a 11 s fragmenty
o velikosti 463 bp (kontrolni gen) a 229bp (nemutovana alela) jsou negativni. Ale pacienti

1,2,5 a 6, ktefi maji pruh 279 bp navic jsou jasné pozitivni na mutaci v genu JAK2. Ve
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spodni lajné je vidét prouzek pouze u toho, kdo vysel pozitivné i v prvnim tadku. To
proto, ze do spodniho fadku jsem nanasela vzorky s master mixem 2, ktery obsahoval
primery kompatibilni k fragmentu znacici mutaci. Takto dvojit€¢ se metoda provadi
z divodu dokonalé kontroly vysledkd. Mé vyhodnoceni je zaznamenano v Tabulce 1.
Celkem tedy vysly 4 osoby pozitivné a dalSich 7 bylo negativnich.

Tabulka 1: Vysledky vysetreni JAK2 mutace.

Cislo vzorku | 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Vysledek Poz. | Poz. | Neg. | Neg. Poz. Poz. Neg.
Cislo vzorku | 8. 9. 10. | 11 12. 13.

Vysledek Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg.C | Poz.C

Zdroj: geneticka laborator

Kontrolni
gen 463bp

e Sy T .y
ﬂ--~~~-----

Mutovana B SN s e
alela 279bp

Nemutovana
alela 229bp

Mutovana
alela 279bp

Obrazek 4: Vysledek separace vzorkii v agarozovém gelu.
Zdroj: geneticka laborator

3.3 Stanoveni mutace v genu CALR

Pti stanovovani této mutace se nejprve provede extrakce DNA. Dal§im krokem po
izolaci je amplifikace stanovovaného useku opét metodou PCR, po které nasleduje

fragmentacni analyza, ktera slouzi k detekci pfipadnych genetickych zmén.

3.3.1 Fluorescencni PCR

Pouzité reagencie:
Uvedené mnozstvi je pouze pro jeden vzorek

- H20 pro PCR =8 pl
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- Combi PPP Master Mix = 12,5 ul
- Primery F a R (forward a reverse) — Lyofilizované primery se rozpoust¢ji podle
doporuceni vyrobce na zasobni koncentraci 100 uM a poté jsou fedény na
pracovni koncentraci 10 pM (5 pl primeru + 45 ul H20) = 1 pl F a R primeru
- Izolovana DNA =25 ul
Provedeni:
Nejprve jsem pripravila urCité mnozstvi master mixu na pocet vySetiovanych vzorka
a kontrol. Bylo mi poskytnuto 6 vzorkd od pacienti. Dale se dava zkumavka s negativni
kontrolou a 2 zkumavky s nejcastejSimi genetickymi zmeénami, cozje 1 kontrolni inzerce
5pb a 1 kontrolni delece 50pb. Tudiz jsem pro vytvoreni primarni reakéni smeési na 9
vzorkll smichala 112,5 pl Combi PPP Master Mix, Primer F 9 pl, Primer R 9 ul a H20
pro PCR 72 pl.
Hotovy master mix jsem rozpipetovala po 22,5 ul do 9 popsanych mikrozkumavek
o objemu 0,2ml. Nasledné jsem pridala 2,5 pl vyizolované DNA (v koncentra¢nim
rozmezi 20-100 pg/ml). Takto pfipravenou smes jsem vlozila do thermocycleru, kde
probéhla amplifikace useku DNA v teplotnich cyklech, prvni cyklus je denaturace
a probiha 3 minuty pfi 94°C. Dale nasleduje 35 cykld, kazdy z nich ma 3 kroky.
Denaturace 30s na 94°C, 30s annealing pii 61°C a elongace 72°C na 60s. Po téchto 35
cyklech nasleduje 1x extenze na 5 min pii 72°C. Metoda kon¢i ochlazenim vzorka na

10°C (Scheinost, © 2013).

3.3.2 Fragmentacni analyza

Princip metody:

Ptistroj funguje na principu kapilarni elektroforézy. Cilem této metody je zjistit
délku fragmentu DNA. Do analyzatoru se vklada desticka se stripy, z nichz si pipeta
nasava vzorek. Nejprve dochazi k déleni fragmenti DNA na zakladé jejich velikosti
anaboje. Fragmenty jsou zobou stran oznacené primerem, jeden s fluorochomem
a druhy bez. Ke kazdému vzorku se také pfidava velikostni standard. Nasledné pfi
pruchodu kapilarou a po ozareni laserem barevné znacené tseky emituji svétlo o rizné
intenzité. Analyzator detekuje signaly a ty se zaznamenaji jako piky. Zajima nas velikost
daného fragmentu a jeho kvantita, ktera je vSak relativni. Velikost zjistime porovnanim
kazdého piku vici znamému standardu pro testovany gen. Analyzator zvladne stanovit

vice fragmenti na jednou oznaceny ruznymi barvami (Stouracova, 2009).
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Pouzité reagencie:

- PCR produkt =1 pl

- dH0=199

- Hi-Di-Formamid = 20 pl

- GeneScan™ 500 LIZ™ (velikostni standard) = 0,1 pl
Provedeni:

Vzniklé PCR produkty jsem 200x fedila (199 pul dH>O + 1 pl PCR produktu).
Pokracovala jsem vytvorenim reakéni smési. Do kazdé mikrozkumavky jsem
napipetovala 20 pl formamidu k nému jsem opét do kazdé zkumavky pridala 0,1 pl
Marker LIZu coz je velikostni standard. Nasledné jsem si stojanek prenesla do PCR boxu.
Zde jsem podle pipetovaciho protokolu (viz. Obrazek 6) pridavala 1 ul 200x ziedéného
PCR produkt. Pipetou jsem vSe pecliveé promichala. Na kazdou zkumavku jsem nasadila
septum a nasledné je zvortexovala. Poté jsem zkumavky umistila do termocycleru na 3
minuty pii teploté 94°C, kde doslo k denaturaci. Takto pfipravené vzorky jsem vlozila do
desticky, kterou jsem umistila do pfistroje pro fragmentacni analyzu (ABI Prism 310
Genetic Analyser). Ped spusténim se zapsaly polohy vzorkt v desti¢ce do listu. Nasledné
jsme s kompetentnim laborantem analyzator spustili. Kazdy vzorek byl méfen 28 min. Po
ukonceni behu se namétené vysledky vzdy samy oteviou v programu GeneScan, kde se
vizualizuji ve formé pikti na ose x ay. Na ose y jsou vzorky zobrazovany jeden po druhém
a na ose x je ukdzano pocet bazi. Vysledky se porovnavaji s referenc¢ni hodnotou a se
dvéma markery, jednou inzerci a jednou deleci v genu kodujici CALR (Scheinost, ©

2012; Scheinost, © 2016).

Obrazek 5: Geneticky analyzator ABI310 pro fragmentacni analyzu.
Zdroj: viastni
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3.3.3 Vysledky

Z vysledka v Tabulce 2 je patrné, Ze pouze pacient Cislo 4. je pozitivni na inzerci
v genu pro CALR. Na Obrazku 7 vidite vysledky zaznamy ve formé pikt z fragmentacni
analyze. V tadcich 1-5 jsou vybrané vysledky pacientii z naseho stanoveni. V Sestém
fadku je pozitivni kontrolni marker pro inzerci tohoto genu a v sedmém je druhy
stanovovany marker delece. Jak miizete vidét 2 a 6 tfadek se vizualné podoba. Tudiz
muzeme s jistotou vyhodnotit, ze pacient ma inzerci v prokazovaném genu. U ostatnich
pacienti aberace nebyla prokazana.

Tabulka 2: Vysledky vySetfeni mutace v genu CALR.

Cislo vzorku 1. 2. 3. 4. 5.
Vysledek Neg. Neg. Neg. Poz. Inzerce | Neg.
Cislo vzorku 6. 7. 8. 9.
Vysledek Neg. | Neg. C. | PKinzerce PK delece

Zdroj: geneticka laborator

Zdroj: viastni

Obrazek 7: Pocitacem zaznamenané vysledky pouze vybranych pacientii.
Zdroj: geneticka laborator
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3.4 Stanoveni mutace MPL W515K, LL

3.4.1 Real-Time PCR

Princip metody:

Zakladni termocycler byl inovovan, aby dokazal kvantitativné stanovit mnozstvi
vzorku v realném case. Tato metoda se nazyva Real-Time PCR. Doslo tak ke
zjednodu$eni prubéhu reakce, kdy je méfeni pribézné€ zaznamenavano, coz eliminuje
naslednou potiebu detekce DNA v gelové elektroforéze (Biopedia © 2020).

Pouzité reagencie:
Uvedené mnozstvi je pouze pro jeden vzorek
- HxOproPCR =25l
- TagMan Universal PCR Master Mix = 6,25 ul
- Primers and Probe Mix PPM-MPL (jeden pro mutaci W515K, a druhy pro
W515L) = 1,25 pl
- Izolovana DNA =2.,5 ul
Provedeni:

Nejprve jsem si pripravila master mix. Méla jsem 8 vzorkt od pacientti, potom na 9.
pozici byla negativni kontrola na 10. kontrola COS a 11. byla pozitivni kontrola. Vzdy se
déla master mix na pocet vzorka a kontrol plus o jednu navic kdyby se néco pokazilo. Pro
kazdy vzorek jsem pfipravila dvé reakéni smési. Jako prvni jsem si smichala 27,5 ul H2O
pro PCR se 68,75 pl TagMan master mix a primers a probe mix pro zmeénu W515K. Ve
druhé reakéni smési bylo 27,5 pl H2O pro PCR se 68,75 pl TagMan master mix a primers
a probe mix pro zménu W515L. Oba master mixy jsem méla v zasobnich zkumavkach,
ze kterych jsem si pipetou prenasela 10 pl do sterilnich PCR stripd, které jsem méla
v chlazeném stojanku. Vzala jsem si dva stripy, prvni jsem oznacila zelené a do n¢ho
napipetovala po 10 ul ze zasobni zkumavky s master mixem ¢islo 1 (neboli s primerem
pro zménu W515K). Druhy strip jsem oznacila ¢ervené a opét napipetovala 10 pl ze
zasobni zkumavky tentokrat s master mixem ¢islo 2 (s primerem pro W515L).

Stojanek se stripy jsem si prenesla do izolacniho PCR boxu, kde jsem pfidala do
obou stripti na pozici 1-7 2,5 ul vyizolované DNA a nafedéné vodou (koncentrace 5
ug/ml). Postupovala jsem dle pipetovaciho protokolu. Na pozici 9, kde je negativni
kontrola, jsem nepfidala nic. Do 10. pozice jsem dala kontrolu COS a do 11. pozitivni

kontrolu bud’ pro W515K nebo pro W515L.
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Stripy jsem uzavtela a dala stocit na stolni centrifuze pfimo pro stripy a poté jsem je
vlozila do termocycleru (Light Cycler 480). V master mixech jsou hydrolyzacni sondy,
které maji na 5" konci reportérovy fluorochrom a na 3’strané je tzv. zhase¢. Funguje to
tak, Ze pokud se tyto sondy nenavazi, zhaSec blokuje barevny reportér. Pokud sonda najde
komplementarni sekvenci, na kterou se navaze zhaseC, nemuze blokovat fluorochrom,
ktery pti detekci emituje energii a my vidime barevny signal.

V pfistroji je reakce zahajena 1 cyklem denaturace pii 50°C po dobu 2 min.
Nasleduje druhy cyklus aktivace taq. polymerazou, coz je termostabilni DNA
polymeraza. Probiha pii 95°C po dobu 10 min. Nasleduje 50 cykld, kdy se kvantifikuje
DNA. Stridaji se zde 2 teploty. 92°C na 15s a 60°C na 60s. Poté jesté bézi 1 cyklus extenze
za teploty 60°C na 1 min. a poslednim cyklus je ochlazovani 60°C, 30s. Pfistroj sam
rovnou detekuje fluorescenci v kandlech VIC a FAM a zaznamenava vysledky

(Scheinost, © 2017).

3.4.2 Vysledky

Nameéftena data jsou analyzovana systémem end point genotypizace, ze ziskanych
absolutnich hodnot fluorescence pro kanaly FAM a VIC je vypocitan jejich rozdil podle
vzorecku:

_ fluorecsence v kanalu FAM

*= fluorescence v kanalu VIC

Hodnota X je vypocitana také pro kontrolni vzorky COS (Xcos), jejichz hodnota
slouzi pro nastaveni detek¢éniho limitu. V kontrole COS je mutantni alela zastoupena

piesné v 1%.

negativni X < Xeos
nehodnotitelné X = Xeos
pOZitiVlli X > Xcos

Nic se nemusi pocitat, jelikoz pocitaCovy program zaznamena hodnoty do tabulky
a automaticky z nich vypocita vyslednou hodnotu neboli score. My pouze porovname,
zda je score niz§i nebo vyssi nez Xcos a podle toho vime, jestli pacient ma aberaci ¢i
nikoli.

Dle vysledkt na obrazcich 10 a 11 jsem vyhodnotila vysledek u kazdého pacienta
a zapsala je do tabulky 3. Nikdo z pacientt nebyl pozitivni jak na mutaci MPL W515K

ani na mutaci W515L.
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Tabulka 3: Vysledky vySetreni

na mutaci v genu

MPL.

Zdroj: genetickd laborator

Allele Y

Allele Y

Allele Y

Allele Y

Cislo vzorku 1. 2. 3. 4. S. 6.
Vysledek Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Cislo vzorku 7. 8. 9. 10. 11.
Vysledek Neg. Neg. | Neg.C | COSC | Poz.C

Allele Y
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Obrazek 8: Vysledky méreni pro mutaci MPL W515K.
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Obrazek 9: Vysledky méreni pro mutaci MPL W515L.
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4. Vysledky

4.1 Charakteristika vyzkumného souboru

Z dat poskytnutych od Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. jsem vyfiltrovala pacienty,
ktefi méli zaznamenany vysledek vySetfeni. V tabulkach jsou sefazeni posloupné
a oCislovani. Laboratorni vySetifeni byla provadéna piedev§im z periferni krve, coz je
v tabulkach zaznamenano pod nazvem material (viz. Tabulky 11-13 v pfiloze). Vytvoiila
jsem tedy 3 souhrnné tabulky z kazdého obdobi, jimiz jsou roky 2017, 2018 a 2019.
Vzorky mnou zpracované jsem dala do posledni tabulky a zahrnula jsem je do
statistickych vypoctd. Z téchto tabulek jsem provedla sumarizaci a procentualni
vyhodnoceni podle vysledka vySetieni k jednotlivym typtim aberaci zptsobujici MPS.
Hovofim o bodové mutaci genu Janusovi kinasy 2, MPL agenové mutaci
pro kalretikulin. Fzni onkogen BCR-ABL zpiisobuje chronickou myeloidni leukémii,
ktera je klasifikovana jako Ph1 pozitivni myelprolyferativni onemocnéni. V praci se v§ak
zaméfuji na Ph1 negativni MPS. Do celého vyzkumu jsem tuto aberaci za¢lenila zamémé,
protoze pii jejim potvrzeni se pacient automaticky zatfadi do Phl pozitivni kategorie
a jsou vylouceni z dalsiho testovani.

Pro pfesné znazornéni jsem tyto data vynesla do kola¢ovych grafii. Nasledné jsem
provedla kompletaci vysledkii ze vSech tii obdobi slouCenim sumarizac¢nich tabulek
a opétovnym vynesenim dat, tentokrat do sloupcového grafu. V zavéru jsem provedla

porovnani hodnot vyskytu mutaci s hodnotami odborné studie.
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4.2 Statistické zpracovani vysledku

4.2.1 Data —rok 2017

Za rok 2017 prislo do laboratofe 107 pacientskych vzorka podezielych na MPS.

Podle vysledkt uvedenych v Tabulce 4 jsem zjistila, Ze z celkového poctu pacientt bylo

66 negativnich ptipadi (odpovida 61,68%). Mutace fuzniho onkogenu BCR—-ABL byla

prokazana u 13 osob (12,15%), jejim potvrzenim se mi tito lidé automaticky vytadili

z diagnostiky Ph-negativnich myeloproliferativnich onemocnéni. Pozitivita mutace

JAK2 se prokazala u 24 pacienti (22,43%). Ve tiech piipadech (2,80%) se objevila

aberace v MPL genu a pouze u jedné osoby (0,93%) se potvrdil pozitivni nalez mutace

CALR. V3echny udaje jsou piehledné zobrazeny v kola€ovém grafu na Obrazku 10.

Tabulka 4: Celkovy pocet pacientii s danou mutaci, procentudlni zastoupeni.

Rok 2017
Mutace Pocet | Procenta
66 | 61,68%
24 22,43%
13 | 12,15%
3 2,80%
CALR poz. 1 0,93%
celkem 107 100%
Rok 2017

Fuzni gen hcr-abl poz.

Mutace JAK2 poz.

Mutace MPL poz. Mutace CALR poz.

Mutace neg.

Obrazek 10: Kolacovy graf v procente

ch za rok 2017.

42

Zdroj: viastni

Zdroj: viastni



4.2.2 Data —rok 2018

Dle nashromazdénych dat za rok 2018 vime, ze bylo provedeno vysetieni u 77
pacienti s podezienim na MPS. Rozsah pacienttl, u kterych se vySetfeni provadélo je
0 poznani nizs§i nez v piedeslém roce, a to 1 v roce nasledujicim. V kola€ovém grafu na
Obrazku 11 je Cervenou barvou vyznacen usek o 53 pacientech (68,83%), ktefi byli
vyhodnoceni jako negativni k jakékoliv z naSich aberaci. U 8 lidi (10,39%) se prokazala
mutace BCR-ABL, tadi se tudiz do kategorie Phl—pozitivni MPS. JAK2 mutace se
vyskytla ve 12 pfipadech (15,58%). U 3 osob (3,90%) byla nalezena mutace CALR
a pouze v 1 ptipade (1,30%) byl nalez pozitivni u aberace MPL genu (viz. Tabulka 5).

Tabulka 5: Celkovy pocet pacientii s danou mutaci, procentudlni zastoupeni.

Rok 2018
Mutace Pocet | Procenta
53 | 68,83%
12 15,58%
8 | 10,39%
1 1,30%
CALR poz. 3 3,90%
celkem 77 100
Zdroj: viastni
Rok 2018

Mutace CALR poz. Mutace MPL poz.

Fuzni gen her-abl poz.

Mutace neg.

Mutace JAK2 poz.

Obrazek 11: Kolacovy graf'v procentech za rok 2018.
Zdroj: viastni

4.2.3 Data —rok 2019

Zarok 2019 do laboratote piislo 118 vzorkd podezielych z diagnozy MPS. Negativni
vysledek na jakoukoli ztéchto mutaci byl u 80 lidi (67,80%). Pozitivnich pacientd
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s prokazanim fuzniho onkogenu BCR—ABL bylo 9 (7,63%). Mutace JAK?2, ktera zasadné
souvisi se vznikem MPS, se vyskytla ve 27 ptipadech (22,88%) v tomto roce. A pouze
u 2 pacientt (1,69%) se vySetienim zjistila pozitivita na mutaci genu CALR. Také vidime,
ze za cely rok nebyl potvrzen ani jeden piipad s MPL aberace. Sepsana data naleznete

v Tabulka 6, ktera jsou graficky znazornéna na Obrazku 12.

Tabulka 6: Celkovy pocet pacientit s danou mutaci, procentudlni zastoupeni.

Rok 2019
Mutace Pocet | Procenta
80 | 67,80%
27 | 22,88%
o | 763%
0 0,00%
CALR poz. 2 1,69%
celkem 118 100
Zdroj: viastni
Rok 2019

Mutace CALR poz.

Fuzni gen ber-abl poz.

Mutace neg.

Mutace JAK2 poz.

Obrazek 12: Koldacovy graf'v procentech za rok 2019.
Zdroj: viastni

4.2.4 Mévysledky —rok 2021

Mela jsem kdispozici celkem 25 vzorkd od pacientl, ktefi byli indikovani
k vysetfeni. Z celkového poctu bylo 20 (80%) negativnich pacienti. U 4 osob (16 %) se
prokazala mutace v genu JAK2. Pouze u jedné osoby (4%) se vyskytla inzerce v genu
CALR. Nikdo z pacientti nebyl pozitivni na mutaci MPL. Fuzni onkogen BCR—ABL jsem

neprokazovala, proto je v tabulce proSkrtnut. Kdyz se podivate do Tabulky 7, uvidite, ze
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hodnoty relativnich Cetnosti v roce 2021 jsou oproti piedchozim letim zvySené, hodnoty
nejsou prili§ presné, jelikoz byly vypocitany z malého mnozstvi dat.

Tabulka 7: Celkovy pocet pacientii s danou mutaci, procentudlni zastoupeni.

Mé vysledky
80%
16%
CALR poz. 1 4%
BCR-ABL poz / /
0 0%
celkem 25| 100%
Zdroj: viastni
Rok 2021

Mutace CALR poz.

Mutace JAK2 poz.

Mutace neg.

Obrazek 13: Kolacovy graf v procentech za rok 2021.
Zdroj: viastni

4.2.5 Celkové vysledky

V Tabulce 8 jsou shrnuty kompletni soucty dat za obdobi od roku 2017-2019 a data
ziskana v roce 2021 pii mé praci v laboratofi. Jsou zde uvedeny mutace s poCty pacientt.
Nasleduji procenta vyjadrujici relativni ¢etnost vyskytu dané mutace. Data jsou rozdélena
na jednotlivé roky, které jsem poté seCetla, abych ziskala celkové hodnoty a mohla je
v diskusi vyhodnotit a porovnat. Z této tabulky jsem vytvorila graf, ktery naleznete na
Obrazku 14, kde muzete 1épe vidét, ze mezirocni srovnani hodnot se u kazdé mutace

pohybuje v pfiblizné€ stejné hlading.
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Tabulka 8: Souhrn celkového obdobi 2017-2021.

Rok 2017 2018 2019 2021 Celkem
Mutace Ph-poz. | suma % suma % suma % suma % suma %
BCR-ABL 13 |12,15%| 8 |[10,39% 100%
Mutace Ph-neg. | suma % suma % %
Tripl negativni 66 |70,21%| 53 |68,83% 73,91%
JAK2 24 |22,43%| 12 |15,58% 22,41%
MPL 3 3,19% 1 1,30% 1,34%
CALR 1 1,06% 3 3,90% 2,34%
celkem 94 | 100% | 69 | 100% | 109 | 100% | 25 | 100% | 299 | 100%

Zdroj: viastni

Mezirocni porovnani

100%
. 81%
80%  70% 69% /3%
60%
40% %

0,
22% 16% 15%

20% 0 0 9
B [ I
0% . — e
neg. JAK2 poz. MPL poz. CALR poz.

42017 =2018 ®2019 w2021

Obrazek 14: Sloupcovy graf, mezirocni srovnani dat.

Zdroj: viastni

4.2.6 Porovnani vysledkii

Pro objektivnost prace jsem zde zaradila jesté porovnani mych vysledka s vybranou
studii od autora Ojeda et al., 2018. Studie byla vypracovana ze souboru 439 osob
argentinské populace v letech 2008-2016. M1j soubor obsahoval celkové 329 pacientu.
OvSsem pacienti, kterym byla prokazana mutace BCR—-ABL, byli zafazeni do jiné skupiny,
ato do skupiny Ph—pozitivnich osob. Pfi porovnani jsem pracovala pouze s pacienty
vySetfovanymi na myeloproliferativni onemocnéni, které patfi do klasifikace Ph-—
negativnich MPS. Pro porovnani, které naleznete v Tabulce 9, se tedy pocet mych
pacienti zazil na299. Z toho 221 pacientd bylo tripl negativnich, pocet odpovida 73,91%.
V porovnani s autorem, studie odhalila pouhych 10,70% negativnich pfipadi ke vSem
tfem mutacim. Dale jsem u 67 pacientt, nebo-li 22,41% odhalila mutaci JAK2 genu,
kdezto v argentinské studii se potvrdila u 74,90% lidi. Vysledky u CALR z mého
vyzkumu odpovidaji 2,34%, tedy 7 pacientim. Ve studii bylo pozitivnich k této mutaci
12,30%. MPL jsem prokazala u 1,34% lidi a studie jich odhalila 2,10%.
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Tabulka 9: Porovnani vysledkil relativnich Cetnosti se

studili.

74,94%

7 2,34% 54 12,30%
4 1,34% 9 2,05%

221 73,91% 47 10,71%
299 100% 439 100%

Zdroj: viastni

Pacienti, ktefi byli vyhodnoceni negativng, zasadné ovlivnili vysledky vyzkumu. Na

zakladé toho jsem se rozhodla, ze provedu jes§t€ jedno porovnani, kterd naleznete

v Tabulce 10, kde vyhodnotim pouze pacienty s mutaci. Prokazanych 78 pozitivnich

piipadti z mého souboru jsem porovnala s 392 pozitivnimi osobami ze studie. V mé praci

melo 67 lidi pozitivni nalez mutace v JAK2 genu a to odpovida 85,90%. Ve studii bylo

na JAK2 pozitivni 329 pacientt tedy 83,93%. Mutace CALR se z mého souboru vyskytla

u 7 lidi prepocitano na procenta to je 8,97% v porovnani s vyzkumem, kde bylo 54

pozitivnich pfipadd nebo-li 13,78%. A posledni aberace je MPL u které mi vysli 4

pacienti pozitivni coz je 5,13% a v jejich vyzkumu bylo pozitivnich 9 nebo-li 2,30%.

V tomto porovnani by smérodatnd odchylka u zadné z mych hodnot oproti jejich

nepiekrocila 3%.

Tabulka 10: Porovndni relativnich cetnosti mezi mutacemi.

85,90% 83,93%
7 8,97% 54 13,78% 3%
4 5,13% 9 2,30% 2%
78 100% 392 100%
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5. Diskuse

Ma laboratorni prace byla zaloZena na stanoveni vzorkti krve nebo kostni dfené.
Provadeéla jsem detekci mutace JAK2 metodou PCR—ARMA a naslednou elektroforézou
PCR produktii. Mutaci MPL jsem detekovala metodou Real-time PCR. Vysledky byly
pristrojem zaznamenavany v realném Case. Zmény v genu pro CALR jsem stanovovala
pomoci fragmentacni analyzy v pfistroji, ktery taktéz zaznamenaval vysledky ve formé
pikt, které jsem nasledné vyhodnocovala. Stejnym zpusobem byly také zpracovany
i ostatni vzorky ziskané z databaze, které jsem vyuzila k vytvoreni statistiky.

Pfi vyhodnoceni a mapovani vysledka jsem pracovala pouze s Ph—negativnimi MPS,
ktera jsou zplisobena predevsim bodovou mutaci JAK2 a mutacemi v genech CALR
a MPL, ale také mnoha dalSimi, ne pfili§ Castymi mutacemi. Aberace fuzniho genu BCR-
ABL nam tuto diagnoézu vyvraci, ale zafazena sem byla z toho divodu, aby prace byla
ucelend. protoze klasifikace WHO rozdé€luje myeloproliferace na Ph—pozitivni a Ph—
negativni.

Ziskana data v porovnani s autorem Ojeda et al., 2018 se znatelné 1i§i, a to zejména
v procentech odhalenych negativnich pfipadd. V mém vyzkumu bylo vic jak 7/10
pacientt tripl negativni, kdezto v porovnani se zminovanym autorem, jehoz vysledky
zahrnovaly néco mélo pies 1/10 lidi, ktefi méli negativni nalez u vSech tfi mutaci. Tento
trend byl v pfipadé pozitivity u JAK2 mutace opacny. To znamena, ze mé vysledky JAK2
mutace zahrnovaly vice jak 2/10 pozitivnich pacientd a ve studii bylo 7/10 osob s touto
mutaci. D4 se fici, ze je otoCeny pomér hodnot mezi jejich a mymi vysledky u negativnich
pacienttl a u pacientt pozitivnich na JAK2. Odchylka vznikla pravdépodobné tim, ze jsem
meéla k dispozici soubor dat, ktery obsahoval takzvané suspektni pacienty. To znamena,
Ze témto pacientim bylo Iékafem indikovano vySetieni na zaklad€ suspekce = podezieni.
Kdezto soubor argentinské studie obsahoval pacienty s potvrzenou diagnézou MPS.
V ptipadé dalSich dvou mutaci, tj. MPL a CALR, jsme méli oba podobné vysledky,
srovnatelné hodnoty. Nutno fici, ze vzorky ve studii byly zpracovavany obdobnymi
metodami, jako ty v mé praci.

Vysledky negativnich pacientd ovlivnily celé pozorovani, proto jsem se rozhodla
provést vypocet relativniho rozlozeni cetnosti pouze mezi mutovanymi pacienty.
Hodnoty, diky odstranéni velkého poctu negativnich pacientl se vyrazné zménily a ve
srovnani se studii byly shodné. Vypocitana smérodatna odchylka mezi vysledky z mé

prace a z vyzkumu Ojeda et al., 2018 nebyla vétsi nez 3%. Hodnoty jsou shodné nejen
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s touto studii, ale 1 s dal§imi zdroji, jako je napfiklad Kim et al., 2015, ktefi ve svém
souboru méli 67,3% pozitivnich pacientt na JAK2 mutaci, 12,9% z nich vyslo pozitivné
na mutaci CALR a 3,5% mélo prokazano mutaci MPL. Zbylych 18,1% osob vyslo trojité
negativné. Kazdy, kdo vypracuje podobnou studii ma jiny pocet negativnich pftipadu,
proto pokud bych tuto hodnotu ze studie opét vynechala a porovnala jen rozlozeni mutaci,
ziskam nasledujici: JAK2 80,8%, CALR 15% a MPL 4,2%. Nyni muZzete vidét, Ze
hodnoty jsou opét ve stejné hlading, jako ty v mé praci. Zminovani autofi potvrzuji mé
vysledky pfi mapovani. Také je ze ziskanych vysledkt patrné, ze distribuce fidi¢ské
mutace JAK2 nékolikanasobné prevySuje vyskyt mutace MPL a CALR. Mutace
trombopoetického receptoru MPL W515L/K ma velmi nizkou frekvenci. O néco malo
vyS$si vyskyt jsou v pfipadé mutace genu CALR. Konkrétné je zjisténo, ze mutace JAK?2
je nejcast€jS§im nalezem at’ uz se jedna o ET, kde byva u 95% pacientd. Tak i u osob s PV
¢i PMF se vyskytuje minimalné v poloving ptipadi.

Pivodné jsem planovala provést mapovani také distribuce konkrétnich typu
myeloproliferativniho onemocnéni u kazdé z mutaci. Neboli vyhodnotit kolik procent lidi
trpicich na ET, PV ¢i PMF ma mutaci JAK2, MPL, anebo CALR. Bohuzel k takovému
vyhodnoceni jsem neméla potiebnd data. Jelikoz se jednalo o prvotni vySetieni
suspektnich pacientt, nebyly v jejich zaznamech uvedeny finalni diagnézy, ale pouze
jejich predpoklad. V mnoha piipadech byla jako diagndéza wuvedena pouze
myeloproliferace bez vétSich specifikaci. To znamena, ze i kdybych se rozhodla provést
statistiku pouze z podezienich na diagndzu, méla bych t€méf u poloviny osob mensi
datovy soubor. Z tak malého poctu dat by byly statistické vysledky velmi neptfesné.

Nicméné 1 takto provedené mapovani ma dostatecnou vypovidajici hodnotu.
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6. Zavér

Zavérem této prace bych rada shrnula splnéni mych cil. V prvni teoretické Casti
prace jsem se vénovala zejména myeloproliferativnim onemocnénim jako takovym. Byly
zde uvedeny molekularné genetické zmeény souvisejici s onemocnénim, klasifikace MPS
na Ph pozitivni a Ph negativni subtypy. Jednotlivé poddruhy byly detailné popsany. Jde
o mutace, které jsou pifimo zodpoveédné za vznik myeloproliferativnich syndromu.
Uvedla jsem jejich epidemiologicky vyskyt, charakteristické symptomy, diagnosticka
kritéria, ataké moznosti 1écby. Ve druhé experimentalni Casti prace jsem provedla
genetické stanoveni u pacientd podezielych na myeloproliferativni onemocnéni. Byly
pouzity laboratorni metody pro izolace DNA, polymeratni ARMS-PCR a detekéni
metoda PCR produkti v elektroforéze, dale RT-PCR nebo fragmentacni analyzu.
Veskeré vzorky byly zpracovany v genetické laboratofi v Nemocnici Ceské Bud&jovice
a.s. Diky dokumentaci vysledkd v laboratorni interni systém LIS bylo mozné ziskat
potiebna data k vyzkumu.

Provedla jsem statistické zpracovani vysledkt v programu Excel. Bylo potieba data
vyfiltrovat a vlozit do tabulek. Nasledné jsem provedla mapovani z hlediska zastoupeni
jednotlivych mutaci. Dospéla jsem k zavéru, ze v celé skupiné hematoonkologickych
onemocnéni je s nejvyssi frekvenci pfitomna mutace JAK2. Dalsi dvé mutace v genech
CALR a MPL se vyskytly v mensi mife, ale pfedstavuji kliCcovy rys uziteCny pro
diagnostické, prognostické a terapeutické pristupy.

Kdybych méla vyhodnotit splnéni svych cil, které jsem si na zacatku vyzkumu
zadala, vSe se mi povedlo velmi dobfe do prace zahrnout. Pfi jejich plnéni jsem narazila
na mensi prekazku pfi porovnavani vysledkd, kterou si mi nakonec podafilo elegantné
vyftesit. Statistické mapovani se zda byt jednoduché, ale chce to zdatné schopnosti pfi
préci s excelem a reflexivni mysSleni.

Co se tyCe vyuzitelnosti v praxi, zacal se v soucasné dobé brat v potaz geneticky
profil pacienta, jako pomucka pii volbé vhodné 1écby. Zacaly se zohlediiovat mutace
nejen takzvané , fidi¢ské®, o kterych se zde zmiriuji, ale také mutace subklonalni. Kromé
toho byly u pacienti s MPS objeveny dalsi mutacni zmény, které jsou spojeny s horsi
prognozou. Jedna se napiiklad o mutaci ASXL1, ktera se zd4 byt mezi nimi nejhorsi.
V této problematice by se mohl skvéle uplatnit novy prognosticky nastroj, kterym je
metoda kvantifikace mutacni zatéze alely za pomoci Real-time PCR, jenz se mimo jiné

pouziva pii hodnoceni u€innosti terapie.
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8. Seznam zkratek

ARMS-PCR

ASCT
AST
CALR
CD
CML
COS
Diff
DNA
EPO
ERY
ET
FAM
FGFR
FSC
Hb
H20
IRI
JAK2
K3EDTA
KO
LD
MCV
MCH
MCHC
MPL
MPS
NK
NKT
PCR
PK
PMF

amplifika¢ni refrakterni mutacni systém—PCR
alogenni transplantace kmenovych bunék
aspartataminotransferaza

kalretikulin

diferenciacni skupina

chronicka myeloidni leukémie
kosinus

diferencialni rozpocet leukocyta
deoxyribonukleova kyselina
eritropoetin

erytrocyt

esencialni trombocytémie

naosey

receptor rustového faktoru fibroblastt
predni rozptyl (forward scatter)
hemoglobin

voda

imunoregulacni index

Janus kinaza 2

draselna sul etylendiaminotetraoctové kyseliny
krevni obraz

laktatdehydrogenaza

stfedni objem erytrocytu

prumérné mnozstvi Hb v bunce
sttedni koncentrace Hb v erytrocytech
trombopoeticky receptor
myeloproliferativni syndrom
pfirozeni zabijeci

pfirozeni zabijeci T buriky
polymerazova fetézova reakce
periferni krev

primarni myelofibroza
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PV
RBCL
RDW
RNA
RT-PCR
SSC
TKI
TPO
Uv
WBCL
WHO
WT

polycitemie vera

lyzaéni roztok na Cervené krvinky
distribucni Sife erytrocytu
ribonukleova kyselina

PCR v realném case

bocni rozptyl (side scatter)
tirosinkindzovy inhibitor
trombopoetin

ultrafialové zafeni

lyzaéni roztok na bilé krvinky
Svétova zdravotnicka organizace

alela divokého typu
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9. Piilohy

Tabulka 11: Seznam pacientii z roku 2017.

Rok 2017
Vzorek | Material Pfitomnost mutace
1 krev
2 krev
3 krev
4 krev
5 krev
6 krev
7 krev
8 krev
9 krev
10 krev
11 krev
12 krev
13 krev
14 krev
15 krev
16 krev
17 krev
18 krev
19 krev
20 krev
21 krev
22 krev
23 krev
24 krev
25 krev
26 krev
27 krev
28 krev
29 krev
30 krev
31 krev
32 krev
33 krev
34 krev
35 krev
36 krev
37 krev
38 krev
39 krev
40 krev
41 krev
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42 krev
43 krev
44 krev
45 krev
46 krev
47 krev
48 krev
49 krev
50 krev
51 krev
52 krev
53 krev
54 krev
55 krev
56 krev
57 krev
58 krev
59 krev
60 krev
61 krev
62 krev
63 krev
64 krev
65 DNA
66 krev
67 krev
68 krev
69 krev
70 krev
71 krev
72 krev
73 krev
74 krev
75 krev
76 krev
77 krev
78 krev
79 krev
80 krev
81 krev
82 krev
83 krev
84 krev
85 krev
86 krev
87 krev
88 krev
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90 krev

91 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
92 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
93 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
94 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
95 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
96 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
97 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
98 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
99 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
100 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
101 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
103 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
104 krev

105 krev

106 krev

107 krev Mutace CALR genu poz.

Tabulka 12: Seznam pacientii z roku 2018.

Rok 2018

Vzorek | Material
1 krev
2 krev
3 krev
4 krev
5 krev
6 krev
7 krev
8 krev
9 krev

10 krev
11 krev
12 krev
13 krev
14 krev
15 krev
16 krev
17 krev
18 krev
19 krev
20 krev
21 krev
22 krev
23 krev
24 krev
25 krev

PFitomnost mutace
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26 krev
27 krev
28 krev
29 krev
30 krev
31 krev
32 krev
33 krev
34 krev
35 krev
36 krev
37 krev
38 krev
39 krev
40 krev
41 krev
42 krev
43 krev
44 krev
45 krev
46 krev
47 krev
48 krev
49 krev
50 krev
51 krev
52 krev
53 krev
54 krev
55 krev
56 krev
57 krev
58 krev
59 krev
60 krev
61 krev
62 krev
63 krev
64 krev
65 krev
66 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
67 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
68 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
69 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
70 krev Flzni gen BCR-ABL poz.
71 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
72 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
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73 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
74| krev i
75 krev Mutace CALR genu poz.
76 krev Mutace CALR genu poz.

Tabulka 13: Seznam pacientii z roku 2019.

Rok 2019
vzorek | Material Pfitomnost mutace
1 krev
2 krev
3 krev
4 krev
5 krev
6 krev
7 krev
8 krev
9 krev
10 krev
11 krev
12 krev
13 krev
14 krev
15 krev
16 krev
17 krev
18 krev
19 krev
20 krev
21 krev
22 krev
23 krev
24 krev
25 krev
26 krev
27 krev
28 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
29 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
30 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
31 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
32 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
33 krev Flzni gen BCR-ABL poz.
34 krev Fuzni gen BCR-ABL poz.
35 krev Flzni gen BCR-ABL poz.
36 krev Flzni gen BCR-ABL poz.
37 krev
38 krev
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39 krev
40 krev
41 krev
42 krev
43 krev
44 krev
45 krev
46 krev
47 krev
48 krev
49 krev
50 krev
51 krev
52 krev
53 krev
54 krev
55 krev
56 krev
57 krev
58 krev
59 krev
60 krev
61 krev
62 krev
63 krev
64 krev
65 krev
66 krev
67 krev
68 krev
69 krev
70 krev
71 krev
72 krev
73 krev
74 krev
75 krev
76 krev
77 krev
78 krev
79 krev
80 krev
81 krev
82 krev
83 krev
84 krev
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85 krev
86 krev
87 krev
88 krev
89 krev
90 krev
91 krev
92 krev
93 krev
94 krev
95 krev
96 krev
97 krev
98 krev
99 krev
100 krev
101 krev
102 krev
103 krev
104 krev
105 krev
106 krev
107 krev
108 krev
109 krev
110 krev
111 krev
112 krev
113 krev
114 krev
115 krev
116 krev
117 krev Mutace CALR genu poz.
118 krev Mutace CALR genu poz.

64

Zdroj: viastni



10. Seznam obrazku

Obrazek 1: Schéma mutace JAK2VOE 11
Obrazek 2: Charakteristick€ rysy fazi CML...................... s 15
Obrazek 3: Obrazek 3: Schéma testu ARMS-PCR......................., 27
Obrazek 4: Vysledek separace vzorkli v agarézovém gelu.......................ooeenn. 34
Obrazek 5: Geneticky analyzator ABI310 pro fragmentacni analyzu....................... 36
Obrazek 6: Pipetovaci protokol se zapisem vysledka......................oco. 37
Obrazek 7: PocCitaCem zaznamenané vysledky fragmentacni analyzy...................... 37
Obrazek 8: Vysledky méfeni pro mutact MPL WS515K.................... 40
Obrazek 9: Vysledky méfeni pro mutact MPL WSI5L .............................40
Obrazek 10: Kolacovy graf v procentech za rok 2017..................ooi 42
Obrazek 11: Kolacovy graf v procentech zarok 2018........................ 43
Obrazek 12: Kolacovy graf v procentech zarok 2019........................ 44
Obrazek 13: Kolacovy graf v procentech za rok 2021......................c. 45

Obrazek 14: Sloupcovy graf, meziro¢ni srovnani dat.................................46

65



11. Seznam tabulek

Tabulka 1: Vysledky vySetieni JAK2 mutace................coooiviiiiiiii i, 34
Tabulka 2: Vysledky vySetfeni mutace v genu CALR........................L. 37
Tabulka 3: Vysledky vySetieni namutaci vgenu MPL.................................. 40
Tabulka 4: Celkovy pocet pacientd s danou mutaci, procentualni zastoupeni............. 42
Tabulka 5: Celkovy pocCet pacientd s danou mutaci, procentualni zastoupeni............. 43
Tabulka 6: Celkovy pocet pacienti s danou mutaci, procentualni zastoupeni.............. 44
Tabulka 7: Celkovy pocCet pacientll s danou mutaci, procentualni zastoupeni..............45
Tabulka 8: Souhrn celkového obdobi 2017-2019................ci 46
Tabulka 9: Porovnani vysledkd relativnich Cetnosti se studii............................... 47
Tabulka 10: Porovnani relativnich Cetnosti mezi mutacemi................................. 47
Tabulka 11: Seznam pacientl z roku 2017, 58
Tabulka 12: Seznam pacientli z roku 2018 ... 60
Tabulka 13: Seznam pacientl z roku 2019........ .. ... 62

66



