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Abstrakt:
Tato diplomova prace se zaméfuje na problematiku jednoho z klonalnich onemocnéni

krvetvorby, konkrétné na myelodysplasticky syndrom, coz je skupina heterogennich onemocnéni
s variabilnimi klinickymi, morfologickymi i cytogenetickymi vlastnostmi postihujici predevsim starsi
pacienty, ale neni vzacnosti i u pacientd mlad$iho véku.

Diagnostika tohoto onemocnéni se opira o fadu dnes jiz rutinnich laboratornich vysetfeni, mimo
jiné i o cytogenetickou a molekularné-cytogenetickou analyzu kostni dené. Pro vétsinu pacientd s timto
onemocnénim je charakteristicka pritomnost specifickych chromozémovych aberaci a genovych mutaci,
na jejichz zakladé lze predikovat vyvoj onemocnéni a indikovat 1é¢ebné postupy. Teoreticka Cast
diplomové prace tedy shrnuje obecné znalosti o myelodysplastickém syndromu a detailnéji se zaméfuje
na piestavbu genu MECOM a jeji klinicky vyznam.

Experimentalni ¢ast této prace pak popisuje jednotlivé kroky — zpracovani kostni diené, analyzu
metodami klasické cytogenetiky a molekularni cytogenetiky, zhodnoceni a popis nalezenych aberaci
v souladu s Mezinarodni nomenklaturou pro lidskou cytogenetiku (ISCN). Detailnéji se zaméfuje
na pacienty s detekovanou abnormalitou 3. chromozomu za vyuziti fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) s cilenou transloka¢ni sondou a metody komparativni genomové hybridizace na ¢ipu (aCGH),
které byly schopny detailngji charakterizovat jednotlivé aberace 3. chromozému. V prubéhu 20 let byly
tyto aberace detekovany u 5 % pacientd s myelodysplastickym syndromem vysetienych v Laboratofi
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc.
Nejcastéjsim typem aberace 3. chromozomu byly translokace a inverze, které byly vzdy spojeny
s prestavbou genu MECOM. V ptipadé translokaci byly nej¢astéjsimi transloka¢nimi partnery stanoveny
chromozoémy 2, 3 a 21. Dale kromé analyzy ptestaveb 3. chromozdému prace vyhodnocuje a srovnava
frekvenci vyskytu vSech chromozémovych zmén detekovanych metodou klasické cytogenetiky, FISH
a aCGH.
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The experimental part of this work describes the individual steps — bone marrow processing,
analysis by classical cytogenetics and molecular cytogenetics, evaluation and description of found
aberrations in accordance with The International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN).
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Seznam symboli a zkratek

aCGH — Array-Comparative Genomic Hybridization (komparativni genomova hybridizace
na ¢ipu)

AML — akutni myeloidni leukémie

BM - biologicky material

BSA — Bovine Serum Albumine (hovézi sérovy albumin)

CD znaky — Clusters of Differentiation

CDR — Commonly Deleted Region

CEP - oznaceni pro centromerické sondy

CFU - Colony Forming Unit (kolonie formujici jednotka)

CFU-E — kolonie formujici jednotka pro erytroidni fadu

CFU-GEMM - kolonie formujici jednotka pro granulocytarni, erytroidni, monocytarni
a megakaryocytarni fadu

CFU-GM - kolonie formujici jednotka pro granulocytarni a monocytarni fadu

CFU-Meg — kolonie formujici jednotka pro megakaryocytarni fadu

CMML — chronickd myelomonocytarni leukémie

CSF — Colony Stimulating Factor (kolonie stimulujici faktor)

Cy3 — Cyanine 3

Cy5 — Cyanine 5

DAPI — 4,6-diamidino-2-fenylindol

dsDNA — Double-Stranded DNA (dvoufetézcova DNA)

EBSS — Earle’s Balanced Salt Solution

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic Acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)

FAB — francouzsko-americko-britska

FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace

FNOL — Fakultni nemocnice Olomouc

G-CSF — Granulocyte Colony Stimulating Factor

HMA — hypometyla¢ni agens

HOK — hemato-onkologicka klinika

HSC — Hematopoietic Stem Cell (hematopoetickd kmenova burika)

HSCT - Hematopoietic Stem Cell Transplantation (transplantace krvetvornych kmenovych
bunék)

CHIP — Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (klon4lni hematopoéza neurcitého

potencialu)
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IPSS — International Prognostic Scoring System (Mezinarodni prognosticky skorovaci systém)
[PSS-R — International Prognostic Scoring System Revised (Mezindrodni prognosticky
skorovaci systém — revidovany)

ISCN - International System for Human Cytogenetic Nomenclature (Mezinarodni
nomenklatura pro lidskou cytogenetiku)

IST — imunosupresivni terapie

KD — kostni dien

LOH - Loss of Heterozygosity (ztrata heterozygozity)

LSI — Locus Specific Identifier (lokusové specificky)

MDS — myelodysplastickym syndrom

MDS-EB — myelodysplasticky syndrom s excesem blastli

MDS-MLD — myelodysplasticky syndrom s multilinearni dysplazii

MDS/MPS — myelodysplasticko-myeloproliferativni onemocnéni

MDS-RS-MLD - myelodysplasticky syndrom s prstencitymi sideroblasty a multilinedrni
dysplazii

MDS-RS-SLD — myelodysplasticky syndrom s prsten¢itymi sideroblasty a unilinedrni dysplazii
MDS-SLD — myelodysplasticky syndrom s unilinearni dysplazii

MDS-U — neklasifikovatelny myelodysplasticky syndrom

mFISH — mnohobarevnd fluorescenéni in situ hybridizace

PBS — Phosphate Buffered Saline

PK — periferni krev

RA — refrakterni anémie

RAEB — refrakterni anémie s prebytkem blasta

RAEB-t — refrakterni anémie s pfebytkem blastii v transformaci

RARS - refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty

RCC — détska refrakterni cytopenie

RCMD - refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii

RCMD-RS - refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii a prstencitymi sideroblasty
RCUD - refrakterni anémie s unilinearni dysplazii

RN - refrakterni neutropenie

RPMI-1640 médium — Roswell Park Memorial Institute 1640 médium

RT - refrakterni trombocytopenie

SDS — Sodium Dodecyl Sulfate (dodecylsiran sodny)

sEPO — sérovy erytropoetin

SNP — Single Nucleotide Polymorphisms
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SSC — Saline-Sodium Citrate

ssDNA — Single-Stranded DNA (jednotfetézcova DNA)

STE — Sodium Chloride-Tris-EDTA

t-MDS — Therapy-related MDS (terapii indukovany myelodysplasticky syndrom)
TE — Tris-EDTA

TF — transkrip¢ni faktor

TRIS — 2-amino-2-(hydroxymetyl)propan-1,3-diol

UPD — uniparentalni dizomie

WCP — Whole Chromosome Painting

WHO — World Health Organization

WPSS — WHO classification-based Prognostic Scoring System
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1 Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je souhrnny néazev pro hematologické
malignity charakteristické klonalni poruchou medularni krvetvorby, periferni cytopenii v jedné
nebo vice vyvojovych krvetvornych fadach, neefektivni krvetvorbou myeloidni fady a velmi
odliSnou prognézou. Jednd se o onemocnéni s variabilnimi klinickymi, morfologickymi
1 cytogenetickymi vlastnostmi, coZ velmi znesnadiiuje diagnostiku tohoto onemocnéni.
Vzhledem k vyssi incidenci u starSich lidi a stale stdrnouci populaci se piedpokladéa nadale
nariistajici prevalence tohoto onemocnéni. Pacienti s MDS jsou ohroZeni nejen komplikacemi
spojenymi s cytopeniemi, ale zaroven zhruba u 1/3 pacienti s MDS dochazi k progresi
do akutni myeloidni leukémie (Neuwirtova, 2005; Cervinek, 2015). Je tedy Zadouci dosdhnout
jasnéjSiho pochopeni etiopatogeneze tohoto onemocnéni a odhalit spojitosti se vznikem a jeho
dalSim vyvojem. Zaroven vysoky veék pacientl pii diagnéze je v mnoha piipadech spojen
s dalSimi nezddoucimi komorbiditami, které negativné ovliviiuji 1écbu a prognoézu téchto
pacientql.

Diky rozvoji modernich metod cytogenetiky a molekularni genetiky je mozno detekovat
unikatni genetické zmény u jednotlivych pacientti, cozZ je vyuzivano pii diagnostice, stratifikaci
a volbé léCby. Jednim ztakovych ndlezii nejen u pacienth s MDS miize byt alterace
komplexniho lokusu MECOM, ktery je alterovan u pacienti s MDS pomérné vzéacné,
ale s o to horsi progndzou je spjat. Hlubsi poznani spojitosti nejen této alterace by mohlo vést
k rozvoji cilengjSich 1écebnych postupti, ale také k lepSimu pochopeni etiopatogeneze tohoto

onemocnéni.



Cile prace

Shromazdéni  dostupnych literdrnich udaji a vypracovani literarni reSerSe
o myelodysplastickém syndromu a prognosticky vyznamnych chromozémovych zménach
spjatych s MDS.

Prakticka ¢ast zamétena na detekci genetickych zmén u nemocnych s MDS pomoci metody
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s ndslednym zptfesnénim a dohledanim ptipadnych
dalSich genetickych zmén komparativni genomovou hybridizaci na ¢ipu (aCGH).
Sestaveni souboru nemocnych s piestavbou genu MECOM a jeho nasledné statistické
zhodnoceni a porovnani s dosud publikovanymi daty.

Detekce transloka¢niho partnera u analyzovaného souboru nemocnych s prestavbou genu
MECOM.

Srovnani detekovanych chromozémovych zmén s literarnimi udaji.



3 Literarni prehled

3.1 Hematopoéza

Hematopoéza neboli krvetvorba je pfisné regulovany proces vzniku, maturace
a uvolilovani zralych krevnich elementi do krevniho ob¢hu. Dle mista a vyvojového obdobi
se krvetvorba ¢leni do 3 zakladnich fazi — mezoblastova, hepatalni a medularni s lymfoidni
maturaci v ptidatnych hematopoetickych orgénech (uzliny, slezina ¢i brzlik). Mezoblastova
faze hematopoézy probihd ve zloutkovém vaku asi do 10. tydne prenatidlniho véku
a je charakteristicka hlavné tvorbou krevnich elementt erytroidni fady. Poté dochazi k pfesunu
hematopoézy pievazné do jater a v mensi mife 1 do sleziny (hepatalni faze), kdy po 20. tydnu
prenatalniho véku piebira hematopoetickou aktivitu hlavni hematopoeticky organ, a to kostni
dreni (medularni faze) s naslednym ustupem hepatoliendlni krvetvorby (Penka, 1996; Bulikova,
2000; Novotny et al., 2011; Pavlova et al., 2013; Juraiova et Faber, 2015).

Postnatalni reaktivace hematopoézy nelymfoidnich krevnich elementi ve vyse
zminénych ptidatnych hematopoetickych organech (tzv. extramedularni hematopoéza) znaci
patologicky stav charakteristicky pro rizné hematologicka onemocnéni (Novotny et al., 2011;
Pavlova et al., 2013).

U adultnich jedinct probihd hematopoéza za fyziologickych podminek pouze v Cervené
kostni dfeni (hlavné plochych kosti) a lymfoidni maturace v pfidatnych lymfatickych organech.
Tento proces davd vzniknout jak erytrocytiim, tak i trombocytim a veSkerym druhiim
leukocytl. VSechny tyto krevni elementy vznikaji ze spole¢né pluripotentni kmenové bunky
(HSC — hematopoietic stem cell), ktera se dale asymetricky déli — jedna z dcefinych bunck
podléhd sebeobnové v pluripotentni kmenovou buiiku, zatimco druhd se dale diferencuje
do zralych krevnich buné€k (viz Obrazek 1 nize). Diky tomuto asymetrickému déleni se v kostni
dieni (KD) udrzuje staly pocet pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bunék (Novotny
et al., 2011; Pavlova et al., 2013; Juranova et Faber, 2015). Druhé dcefiné bunky davaji
vzniknout 2 moznym multipotentnim progenitorovym kmenovym buitkam, a to myeloidnim
(tzv. CFU-GEMM - kolonie formujici jednotka pro granulocytarni, erytroidni, monocytarni
a megakaryocytarni fadu) a lymfoidnim. Ty dale proliferuji do bunck prekurzorovych
(umyeloidni fady oznacované jako dal$i CFU odpovidajicich vyvojovych fad — CFU-E,
CFU-GM a CFU-Meg), které se nasledn¢ diferencuji pies n€kolik dalSich prekurzorovych
a blastickych stadii do definitivné diferencovanych krevnich bunc¢k. Lymfoidni multipotentni
progenitor dava vzniknout béhem lymfopoézy zralym B-lymfocytim, T-lymfocytim
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a NK bunkam. Béhem myelopoézy vznikaji zralé erytrocyty, granulocyty (bazofily, eozinofily
a neutrofily), monocyty a nejspiSe 1 dendritické bunky z multipotentniho CFU-GEMM
progenitoru — Obrazek 1 nize (Bulikova, 2000; Pavlova et al., 2013; Juraiova et Faber, 2015).
Jednotlivd vyvojovéa stadia krevnich buné€k disponuji charakteristickymi typy bunéEnych
markert, tzv. CD znaky (clusters of differentiation), které jsou vyuzivané pro separaci a analyzu
jednotlivych populaci téchto bunék metodou imunofenotypizace (Penka, 1996; Novotny et al.,
2011; Pavlova et al., 2013).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni zjednodusSené hematopoézy (upraveno dle Nobili ef al., 2016).

Jak jiz bylo v uvodu této podkapitoly zminéno, hematopoéza je ptisné regulovany proces,
na jejiz regulaci se podili nespocCet vnitinich (bunécna exprese specifickych transkripénich
faktorti, inhibitor buné¢ného cyklu, zastoupeni receptorti pro piijem hematopoetickych
rustovych faktortl) a vnéjSich faktorti (dfefiové mikroprostiedi, mezibunéénd komunikace
a ptitomnost celé fady rastovych faktort — interleukiny, erytropoetin, trombopoetin, kolonie
stimulujici faktory — CSF a dalsi). Pro terapeutick¢ ucely mnohych hematologickych
onemocnéni, které jsou zapfiinéné pravé aberantni expresi téchto rastovych faktort,
jsou nékteré znich pfipravovany rekombinantné a nasledné¢ suplementovany pacientovi
(napf. erytropoetin atd.) (Novotny ef al., 2011; Pavlova et al., 2013).

Spravna hematopoéza a funk¢nost krevnich elementl je nesmirné dtlezitd pro zachovani

zivotné dilezitych funkci (zprostfedkovani imunitni a hemokoagula¢ni funkce, transport
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kysliku, zivin, metabolitli, odpadnich latek, ionth atd.). Poruchy krvetvorby a vznik
patologickych krevnich elementii je pfi¢inou mnohych hematologickych onemocnéni. Proto
mezi dalSi pfistupy léCby rtznych hematologickych onemocnéni patii také autologni
¢1 alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych buné¢k (HSCT) vyuzivajici vlastnosti
HSC, které jsou schopny migrovat z krevniho ob¢hu a usidlovat se (tzv. homing) v kostni dieni

(Pavlové et al., 2013).

3.2 Myelodysplasticky syndrom

Prvni zminky o sjednocujicim terminu pro heterogenni skupinu klonalnich poruch
krvetvorby, tedy myelodysplastickém syndromu (MDS), se objevuji v roce 1976, kdy FAB
(francouzsko-americko-britskd) mezinarodni hematologickéd skupina pro klasifikaci leukémii
navrhuje oznaceni dysmyelopoeticky syndrom, ktery by mél byt uzivan u pacientti nad 50 let
s mén¢ akutni myeloidni leukémii (AML), ktefi nevyZaduji okamZité zahajeni terapie a maji
méné nez 30 % blastli v kostni dfeni a zaroven maji riizné trvajici piiznaky. Tento syndrom
FAB hematologicka skupina rozd¢lila do 2 podtypt, a to na refrakterni anémii s piebytkem
blasti (RAEB) a chronickou myelomonocytarni leukémii (CMML). O 6 let pozdéji tato
odbornd skupina hematologli piedstavuje systematictéjSi rozdéleni myelodysplastického
syndromu do 5 podtyptl (tzv. FAB klasifikace viz nize) (Bennett et al., 1976; Bennett et al.,
1982). Tato FAB klasifikace byla standardné uzivana pro diagnostiku ptiblizn¢ dalSich 20 let
a vychazi z ni i dnes uzivand WHO klasifikace.

Pted zavedenim nazvu myelodysplasticky syndrom byly shodujici se patologické stavy
pacientl oznacovany za oligoblastickou leukémii, subakutni leukémii, preleukémii
¢1 doutnajici leukémii, coz odrazelo riziko zvratu MDS do akutni leukémie, ke kterému,
jak se pozdéji zjistilo, nedochazi tak ¢asto. Novy nazev byl proto vhodnéjsi volbou a také vice
charakterizuje zakladni vlastnosti tohoto onemocnéni (dysplastickou morfologii krevnich
element vedouci k insuficientni krvetvorb¢) (Rheingold et al., 1963; Bennett et al., 1976;
Neuwirtova, 2005; Vondrakova, 2010).

3.2.1 Etiopatogeneze a epidemiologie

MDS patii mezi klonalni poruchy krvetvorby (patologické klony pochézi ze stejné
rustoveé zvyhodnéné kmenové hematopoetické buiiky) a 1ze ho rozdélit dle etiologie na primarni
a sekundarni (pouze asi 10 % vSech MDS). U primarniho MDS neni zcela objasnéna pticina

vzniku onemocnéni (vzniklo de novo), zatimco u sekundarniho MDS je etiologie zndma —
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pficinou je poSkozeni DNA po pfedchozi terapii odlisné onkologické malignity (cytotoxicka
chemoterapie ¢i radioterapie), tzv. terapii indukovany (t-MDS), nebo po dlouhodobé expozici
urcitym latkdm — benzenu, pesticidiim, ropnym produktim a dal§im (Krahulcova, 2000; Malek,
2005; Neuwirtova, 2005; Krej¢i et al., 2008; Barzi et Sekeres, 2010; Vondrakova, 2010;
Vondrékova ef Rohon, 2015).

Patogeneze hematologickych malignit se chépe jako vicestupiiovy komplexni proces,
jehoZ podstata neni zcela znama. Pokroky v identifikaci chromozomalnich aberaci a genovych
alteraci nam vSak poskytly urcité nové poznatky o patogenezi téchto onemocnéni.
Ma se za to, Ze je potieba 2 klicovych zasahli v genomu hematopoetické bunky. Prvni, ktery
vede k tzv. premalignim zméndm v hematopoetické kmenové buiice, je nasledovan druhym
zasahem (v pritbéhu klonélni a subklonalni expanze) vedoucim k dal$im vyvojovym zméndm
v matetském patologickém klonu, ktery kon¢i jeho maligni transformaci (podobné jako je tomu
i u jinych nadorovych onemocnéni) (Krejéi et al., 2008; Vondrakova, 2010; Cermék, 2013;
Genovese et al., 2014; Ganguly et al., 2018).

Inicialni mutace v kmenové hematopoetick¢é buiice, kterd je =zapfiCinéna
at’ uz genetickymi ¢i environmentalnimi faktory, vede k tvorbé patologického klonu
s abnormalni proliferani aktivitou (tzv. rastové zvyhodnéni klonu) a pfipadné iniciuje
i defektni imunitni odpovéd’ v podobé apoptoézy zralejSich forem krevnich elementt
(autoimunitni odpovéd’). Disledkem téchto procesi je akumulace abnormalnich ¢i nezralych
stadii myeloidnich buné¢k (tzv. blastll) v KD (hypercelularni KD) a utlak zdravé krvetvorby,
jehoz dusledkem je cytopenie projevujici se v periferni krvi (Krahulcova, 2000; Malek, 2005;
Neuwirtova, 2005; Krej¢i et al., 2008; Cermak, 2013; Cermak, 2016). Genetické nestabilita
tohoto klonu, spojend se zménou aktivity telomer/telomerazového komplexu, vede k dalSim
mutacim postihujicim jak onkogeny (stimulace proliferace patologického klonu s poruchou
dalsi diferenciace ¢asnych prekurzoril), tak i tumor supresorové geny (ztrata urcité regulacni
funkce), coz vyustuje v celkovou dysregulaci hematopoézy a mize nakonec mit za nasledek
az progresi MDS do AML, k ¢emuz dochdzi zhruba u 25-30 % pacientl. StéZejni ptic¢inou
umrti vSak ale u téchto pacientl byvaji spiSe komplikace spojené s neefektivni hematopoézou
(aZ u 65 % pacientll) nez progrese do AML (Michalova, 1999; Krahulcova, 2000; Krej¢i et al.,
2008; Cermak, 2013; Valent et al., 2017; Trnény et al., 2020).

Je ale potieba také zminit, Ze nedochazi pouze ke genetickym alteracim, ale genova
exprese muze byt regulovana také epigenetickymi mechanizmy (napf. hypermetylaci

promotorovych oblasti, coZ vede k umlceni odpovidajiciho genu), které hraji velmi vyznamnou
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roli. Vznikl¢é epigenetické alterace jsou terapeuticky reverzibilni, proto jsou pii takovych typech
mutaci Casto epigenetické modifikatory vyuzivany jako terapeutické cile (napt. S-azacytidin
jako terapeutikum u pokrocilejSich forem MDS) (Shih et al., 2012; Kadlckova ef Rohon, 2014;
Cervinek, 2015; Cermék, 2016).

MDS patii do skupiny onemocnéni vyssiho véku (median véku pacientt pii diagnoze
tohoto onemocnéni osciluje kolem 70 let) s nepatrnou predominanci vyskytu u muzi,
s vyjimkou tzv. 5q- syndromu, ktery je ¢ast¢j$i u zen (Krahulcovéa, 2000; Hofmann et Koeftler,
2005; Malek, 2005; Krejci et al., 2008; Barzi et Sekeres, 2010; Vondrakova et Rohon, 2015).
Incidence tohoto onemocnéni se pohybuje v priméru kolem 4,5 nemocnych/100 000 obyvatel
rocné. Incidence MDS vSak pfimo umérné koreluje se stafim populace, proto u obyvatel
mladSich 40 let je incidence pouze 0,5-1 nemocny/100 000 obyvatel ro¢né (vzacny vyskyt).
Naopak u obyvatel starSich 60 let je incidence na 100 000 obyvatel nejméné 15-30x vyssi
(15/100 000/rok) oproti incidenci MDS ve skupin€ obyvatel mladSich 40 let (Trnény et al.,
2020). Castgjsi vyskyt MDS je také u pacientd trpicich ur¢itym dédiénym onemocnénim
napt. Downovym syndromem, Fanconiho anémii, Diamond-Blackfanovym syndromem,
Bloomovym syndromem apod. (Barzi ef Sekeres, 2010; Kissova, 2011).

Zvysenou incidenci MDS u starSich pacientd je mozné také vysvétlit pfitomnosti procesu
starnuti krvetvorby, ktery vede k akumulaci mutaci, pfevaze myeloidni krvetvorby
(tzv. myeloid bias), zvySené produkci prozanétlivych stimuld, zvySenému oxidacnimu stresu
(potenciace mutagenity) a stoupajici frekvenci tvorby klondlni hematopoézy neurcitého
potencialu (tzv. CHIP — premaligni somatick¢é mutace asociované hlavné s geny DNMT3A,
ASXLI a TET2 podilejicich se 1 pfi rozvoji hematologickych malignit), ktera je rizikovym
faktorem nejen pro progresi MDS, ale 1 pro jind onemocnéni (Genovese ef al., 2014; Jaiswal
et al.,2014; Porto et al., 2015; Chung et Park, 2017; Valent et al., 2017; Ganguly et al., 2018).

Délka preziti se lisi dle podtypu onemocnéni a pfitomnych cytogenetickych zmén
od nékolika mésici az po fadu let. Zaroven se celkové pieziti zkracuje s nastupem dal$iho
vyvoje patologického klonu v prubéhu onemocnéni, k ¢emuz dochazi asi u 12-39 % vSech

pacientl s diagn6zou MDS (Hofmann et Koeffler, 2005; Schanz et al., 2018).

3.2.2 Klinicky obraz

Pro tento typ onemocnéni neni popsan zadny specificky klinicky projev, ktery by jasné
poukazoval na diagnézu MDS. Toto onemocnéni mulze probihat v pocatecni fazi
asymptomaticky (asi u 50 % pacienti) (Malek, 2005) a zachyt muze byt tedy ndhodny

pii jakémkoliv provedeném vySetieni krevniho obrazu (prevence, predoperacni vySetfeni atd.).
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Nebo probihd symptomaticky a nespecifickeé klinické projevy jsou nasledky dysplastickych
zmén krvetvornych bunék v KD a pfitomné periferni cytopenie (v jedné ¢i vice krvetvornych
fadach dle toho, které hematopoetické burniky jsou postizeny). K nejcastéjSim ptiznakiim tohoto
onemocnéni patii anémie, kdy ucca 80 % pacienti se koncentrace hemoglobinu pohybuje
pod 100 g/1 (fyziologické hodnoty jsou u muzii v rozmezi 136-176 g/l a u zen 120-168 g/l).
Mezi projevy anémie a s ni souvisejiciho anemického syndromu patii: inava, duSnost, bledost,
fyzicka slabost, zavraté, bolesti hlavy, palpitace a stenokardie. Mezi dalsi ptiznaky projevujici
se asi u 25-30 % pacientii patii projevy nespecifické imunodeficience, tedy nachylnost
k Castym infekcim spojena s granulocytopenii. Krvacivé projevy a tvorba hematomi je spojena
s trombocytopenii, kterd postihuje asi 10 % pacientd s MDS. Azu 15 % pacienti s MDS
dochazi k autoimunitnim projeviim jako je revmatoidni artritida, perikarditida, pleuritida,
Sweetllv syndrom, neuropatie a dal$i. Splenomegalie neni typickym symptomem MDS,
ale mize se vyjimecné objevit u pacientd s CMML. (Malek, 2005; Krejci et al., 2008; Barzi
et Sekeres, 2010; Vondrakova, 2010; Kissova, 2011; Vondradkova et Rohon, 2015; Trnény
et al.,2020).

Klinické projevy MDS jsou tedy velmi rozmanité a mohou se prolinat diky mozné
kombinaci vySe zminénych cytopenii. Zaroven jsou tyto projevy nespecifické a shoduji
se s klinickymi projevy jinych internich onemocnéni, coz velmi ztézuje diagnostiku tohoto

onemocnéni (Valent ef al., 2017).

3.2.3 Diagnostika

Diagn6éza MDS by méla byt zvazovana u kazdého pacienta s nevysvétlitelnou cytopenii
nebo s ni souvisejicimi klinickymi projevy (anemicky syndrom, Casté infekce c¢ikrvacivé
projevy) (Vondrakova, 2010; Killick et al., 2014). Diky t€émto rozmanitym nespecifickym
klinickym projeviim, které mohou poukazovat i na jina onemocnéni, je pii diagnostice
myelodysplastického syndromu v prvni fad¢ diilezité vyloucit ostatni diferencidlni diagnozy
(v tomto kroku je zdsadni podrobnd znalost pacientovy anamnézy a fyzikalni vySetieni pacienta
s naslednymi laboratornimi vySetfenimi) a poté zohlednit veskera splnénd diagnosticka kritéria
pro MDS (Vondrakova, 2010; Malcovati et al., 2013; Valent et al., 2017). Diagnostikovat
myelodysplasticky syndrom je velmi komplexni krok zahrnujici celou fadu laboratornich
vySetieni pro potvrzeni €1 vyvraceni této diagndzy. Diagnostika tohoto onemocnéni je zalozena
piredev§im na nalezech v krevnim obraze (dysplastické zmény a zastoupeni jednotlivych

krevnich bun¢€k), konfirmaénim vySetfeni KD trepanobiopsii (posouzeni dieniové bunécnosti



a fibrozy) a ze sterndlni punkce. Aspiradt kostni difené¢ je podroben morfologickému,
cytochemickému (prikaz prstencitych sideroblastti atd.) a cytogenetickému vySetteni, ptipadné
1 imunofenotypizaci pomoci pritokové cytometrie. Ke standardnim cytogenetickym metoddm
vyuzivanych pii diagnostice MDS pro detekci chromozomalnich abnormalit je vyuZivana
metoda G-pruhovani a metoda FISH se zaméfenim na urcité chromozoémy (5, 7, 8, 17 a dalsi),
ktera se provadi rutinné u vSech vySetifovanych vzorkl ¢i pii selhdni G-pruhovani (absence
mit6z nebo jejich Spatnad kvalita), eventudlné mFISH pfi komplexnich zménéach karyotypu
a komparativni genomovéa hybridizace na c¢ipu (aCGH) pro komplexnéjSi screening
chromozomalnich abnormalit (Malcovati et al., 2013; Killick et al., 2014; Cermak, 2016;
Ridgeway et al., 2017; Valent et al., 2017; Cermak et al., 2020). V dne$ni dobé je diagnostika
obohacena jesté¢ o molekularné-genetickd vySetfeni bunck KD, které je nutno provést napf.
u pacienti s MDS-RS pro zjisténi mutace sesttihového genu SF3B1, ve vétsin€ piipadi je vSak
pouze doporuéeno (Cermak et al., 2020). Souhrn standardnich a doporu¢enych diagnostickych
postupt myelodysplastického syndromu publikovany evropskou odbornou skupinou European

LeukemiaNet je znazornén v Tabulce 1 nize (Malcovati ef al., 2013; Cermak et al., 2020).

Tabulka 1: Diagnostické pfistupy vyuzivané pii stanovovani diagndzy myelodysplastického syndromu
(upraveno dle Malcovati ef al., 2013).

Vysetirovaci metoda Diagnosticka kritéria Preference

e zhodnoceni uni-/multilinearni dysplazie'

Natér periferni krve ; o povinné
e zastoupeni blastl
- A h { uni-/multilinedrni lazie! .
Aspirét kostni dfens oz odnocel?l uni /rznu ti meavr.m’ dysp azie o povinné
e zastoupeni blastl” a prstencitych sideroblasti
L e posouzeni bunécnosti kostni dien¢ a stupné fibrozy .
Trepanobiopsie ; 3 povinneé
e zastoupeni CD34+ bunck
Cytogenetické vySetieni | e detekce klonalnich chromozomalnich abnormalit umoziujici povinné
(kultivace + G-pruhovani) prukaznou diagndézu a urceni prognozy
FISH o detekce cilenych chromozomalnich abnormalit doporugené

pfi opakovaném selhani standardniho G-pruhovani

e detekce abnormalit exprese povrchovych antigenti ve zralych
Imunofenotypizace i nezralych buiikach jednotlivych krvetvornych fad a uréeni | doporucené
typu + zastoupeni blasti

SNP array o df:.tekce c.:hrOTnozomalmcf.l al’)norrnvallf ve vysokém ’ro’zhsem navrhované
pti kombinaci s cytogenetickym vysetienim na metafazich
Analyza mutaci o detekce somatickych mutaci (prikazna diagnoza a spolehliva .
 re s . L 4 navrhované
kandidatnich gent prognosticka stratifikace)

! doporuceno kvalifikovat nalez jako dysplazii od = 10 % dysplastickych bunék uvaZzované myeloidni fady;
2 <20 % blastti; *jsou nezralé (kmenové/progenitorové) hematopoetické buriky

MozZnych vySetieni je v§ak mnohem vice (stanoveni sérového erytropoetinu — sEPO,
hodnoty laktatdehydrogenazy, sérologicky pritkkaz virovych onemocnéni apod.) a vzdy zélezi
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na individudlnim pfistupu k pacientovi. Vysledky ziskané hodnocenim periferni krve 1 kostni
dfené s pfipadnymi cytogenetickymi nalezy slouZi ke klasifikaci subtypu (pfedevsim dle WHO
klasifikace — recentni verze viz Tabulka 4 nize) a urCeni zavaznosti MDS stratifikaci pacienta
do rizikové skupiny (dle IPSS, ktery je popsan v revidované podobé v Tabulce 5 a 6 nize),
coz souvisi 1 s doporuc¢enim nésledného terapeutického postupu (Kissova, 2011; Killick ef al.,
2014). Nalez specifické cytogenetické abnormality mlzZe navic hrat roli markeru poskytujici
moznost sledovani odpovédi na indikovanou Ilé¢bu (Killick et al, 2014). Samotny
cytogeneticky ¢i molekularné-geneticky nalez pti absenci morfologickych kritérii v§ak nemusi
vzdy jednoznacné prokazovat diagnozu MDS, jelikoZ mnoho chromozomalnich abnormalit
a somatickych mutaci vyskytujicich se u pacient s MDS se objevuje 1 v hematopoetickych
bunikach zjevné zdravych starSich jedinca ¢i u jinych diagn6z (napi. ztrata chromozému Y,
trizomie chromozému 8, delece dlouhého raménka chromozomu 20, somatické mutace
asociované hlavné s geny DNMT3A4, TET? atd. (Kissova, 2011; Arber et al., 2016; Valent
etal.,2017).

U pacienti, ktefi nespliuji minimalni diagnosticka kritéria tohoto onemocnéni,
je doporuceno opakované vysSetfeni KD po 6 mésicich pro jednozna¢né stanoveni diagndzy

MDS (Vondrékova, 2010; Malcovati et al., 2013; Killick et al., 2014).

3.2.4 Klasifikace a prognostické skorovaci systémy

Jak jiz bylo zminéno v tivodu této podkapitoly, existuji 2 typy klasifikace, a to jednodussi
FAB klasifikace a z ni vyplyvajici nynéjsi WHO klasifikace. Jako prognosticky skorovaci
systtm se v dneSni dobé nejvice vyuziva Mezinarodni prognosticky skorovaci systém
revidovany roku 2012 (IPSS-R) stratifikujici pacienty s MDS dle vypocteného prognostického
skore do 5 rizikovych skupin, které se 1i$i 1écebnym piistupem, délkou pieZiti a riznym rizikem

transformace MDS do AML (Cermék, 2013; Cervinek, 2015).

FAB Kklasifikace

Prvotni zminky o dysmyelopoetickém syndromu z roku 1976 a jeho zavedené tfidéni
do 2 kategorii bylo néasledné roku 1982 ptetvoieno do systematictéjsi klasifikace, ktera je jeste
doposud mnohymi I€kafi uzivana (pfevazuje ale snaha jednotné klasifikace). Tato ptivodni
klasifikace rozdéluje pacienty s MDS do 5 podtyptt (viz Tabulka 2 nize) a je zalozena
piredev§im na kvalitativnich a kvantitativnich morfologickych nélezech v kostni dfeni

a periferni krvi (hlavné na zastoupeni blastll v KD/PK a pfitomnosti ¢i absenci prstencitych
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sideroblastl) (Bennett et al., 1976; Bennett et al., 1982; Germing et al., 2000; Malcovati
et Nimer, 2008; Cermak, 2013).

Tabulka 2: FAB (francouzsko-americko-britska) klasifikace myelodysplastického syndromu z roku
1982 (upraveno dle Bennett ef al., 1982; Cermak, 2013).

roapups | s | ot et
Refrakterni anémie (RA) <1% <5% <15%
ll){lzzi%kzlirzilz agl)émie s excesem <509 520 % rizné

PK — periferni krev; KD — kostni dief; ' nezralé formy krevnich element; 2 erytroblast s granuly obsahujicimi
zasobni Zelezo, které jesté nebylo zabudovano do hemoglobinu (nezralé stadium erytrocytu) (Bourkova et al.,
2011).

RAEB-t podtyp MDS je také charakteristicky pfitomnosti Auerovych ty¢i (tyckovité
utvary nachazejici se v cytoplazmé myeloblastl, které vznikly splynutim azurofilnich zrn
zachovavajicich si svou lytickou funkci) ve vzorku PK ¢i KD, naopak podtyp CMML je mimo
jiné charakteristicka i p¥itomnosti vice nez 1-10° monocytt/l v PK (Bennett et al., 1982; Pecka,
2006a; 2006b). RA a RARS jsou podtypy odrazejici ¢asnéjsi formy MDS s lepsi progndézou
pro pacienta, zatimco podtypy RAEB, RAEB-t a CMML odpovidaji spiSe pozdnim fazim MDS
a jsou spojovany s vysSim rizikem leukemizace (Pecka, 2006a; Trnény et al., 2020).

Nevyhodou této klasifikace je, Ze nebere v Uvahu jiné neZ morfologické aspekty
a ani nerozliSuje krvetvorné linie vykazujici dysplazii ¢i pocet cytopenii v PK (Pecka, 2006a;
Malcovati et Nimer, 2008). Zaroveh ma jen minimalni prognostickou vypovédni hodnotu
a hrani¢ni hodnoty procentudlniho zastoupeni blasti v KD pro rozliSeni MDS od diagnozy
AML je minimalné 30 %, zatimco u WHO klasifikace je tato mez sniZena na minimaln¢ 20 %
blastii v KD pro AML (Bennett ef al., 1982; Trnény et al., 2020). Proto bylo nutné nahradit tuto
klasifikaci ucelenéjsi, jelikoZz presna stratifikace pacientli s MDS je nesmirné duleZity krok
nejen pro urceni spravné diagndzy podtypu MDS a pro prognozu téchto pacientil, ale v prvni
fad¢ pro volbu adekvatniho terapeutického postupu. Heterogenita tohoto onemocnéni ale tento
krok velmi komplikuje, proto byl velky tlak vytvofit podrobné;jsi klasifikaci zaloZenou
ina jinych nez morfologickych kritériich a zaroven vytvofit systematictéj$i prognosticky
skorovaci systém zahrnujici co nejvice faktorii a zohlednujici nejen morfologické zmény

spojen¢ s MDS (Malcovati et Nimer, 2008; Kadl¢kova et Rohon, 2014).
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WHO Klasifikace

Recentni klasifikace byla vytvorena pracovniky Svétové zdravotnické organizace (WHO)
v roce 1999 a zcela pfijata byla roku 2001, kdy nahradila zastaralou FAB klasifikaci z roku
1982, ktera slouzila jako jeji ptedloha. Tato klasifikace rozd€luje pacienty s MDS do 8 podtypti.
Doslo tedy k vy€lenéni dalSich podtypt z piivodnich podtypt FAB klasifikace (naptf. RA byla
rozdélena na podtypy s cytopenii v jedné ¢i vice fadach; RAEB byl roz¢lenén na podtypy
RAEB-1 a RAEB-2 dle pocetniho zastoupeni blasti v PK a KD; vy¢lenén byl 1 5q- syndrom,
ktery je spojen s lepsi prognézou pro pacienty; RAEB-t byl pfemistén do skupiny AML
a CMML do skupiny myelodysplasticko-myeloproliferativnich onemocnéni). Pro pacienty,
ktefi nesplituji urcitd diagnosticka kritéria tak, aby byli zatazeni do konkrétniho podtypu WHO
klasifikace (napf. pacienti s 1 % blasti v PK nebo pacienti s 1 dysplastickou linii a rovnéz
pancytopenii...), byl vytvofen podtyp neklasifikovatelny MDS (MDS-U), kam tito pacienti
spadaji.

WHO klasifikace z roku 2001 byla nasledné revidovana v roce 2008 a 2016 (srovnani
FAB a WHO Kklasifikaci je zobrazeno v Tabulce 3 nize), kdy doslo k dalSimu pfesnéjSimu
rozdéleni a doplnéni na zdklad€ novych poznatkl z klinickych a vé€deckych studii (Germing

et al., 2000; Vardiman et al., 2009; Cermak, 2013; Arber et al., 2016; Trnény et al., 2020).

Tabulka 3: Srovnani piivodné uzivanych klasifikaci myelodysplastického syndromu — FAB, WHO
2001 a WHO 2008 (upraveno dle Cermék, 2013).

Podtyp FAB Podtyp WHO 2001 Podtyp WHO 2008
RA RCUD (RA, RN a RT)
Refrakterni anémie (RA) RCMD RCMD, RCMD-RS
5g- syndrom 5g- syndrom
MDS-U MDS-U
Refrakterni anémie s prstencitymi RARS RARS s EoArlr?bSocytézou
i 1 RAR -
sideroblasty ( S) RCMD-RS presunut do MDS/MPS
Refrakterni anémie s excesem RAEB-1 RAEB-1
blastti (RAEB) RAEB-2 RAEB-2
Refrakterni anémie s excesem
blastl v transformaci (RAEB-t) AML AML
Chronicka myelomonocytarni
leukémie (CMML) MDS/MPS MDS/MPS

RCUD - refrakterni cytopenie s unilinearni dysplazii; RN — refrakterni neutropenie; RT — refrakterni
trombocytopenie; RCMD — refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii; RCMD-RS — refrakterni cytopenie
s multilinearni dysplazii a prstencitymi sideroblasty; MDS-U — neklasifikovatelny myelodysplasticky syndrom;
AML - akutni myeloidni leukémie; MDS/MPS — myelodysplasticko-myeloproliferativni onemocnéni

Pacienti s MDS jsou tedy klasifikovani pomoci kritérii WHO klasifikace, a to predevSim

na zdklad¢ stupné dysplazie a procentudlniho zastoupeni blastt v KD a PK, méné
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pak na zdklad¢ poctu cytopenii, cytogenetickych nalezii v KD, procentualniho zastoupeni
prstencitych sideroblastl (souc¢asna podoba viz Tabulka 4 nize). Posledni revize byla provedena
vroce 2016, ale nepredstavuje zdsadni zmény ve WHO Kklasifikaci 2008. Doslo pouze
k nahrazeni terminti jako refrakterni anémie a refrakterni cytopenie (u podtypt
charakteristickych  pro  dosp€lé pacienty) terminem myelodysplasticky syndrom
s odpovidajicim apendixem (v jedné ¢i vice fadach, bez/s prstencitymi sideroblasty atd.).

Zaroven byly zaClenény nové poznatky k jiz existujicim podtyptim (Arber et al., 2016).

Tabulka 4: Recentni revize WHO klasifikace myelodysplastického syndromu z roku 2016 (upraveno
dle Arber et al., 2016; Trnény et al., 2020).

Zastoupeni | Zastoupeni Potet Pocet Zastoupeni
Podtyp MDS blasti blasti cvtopenii dysplastickych | prstencitych
vKD v PK AL linii sideroblastil
MDS s dysplazii v jedné - <15%
59 <19 1-2 1 .
fadé¢ (MDS-SLD) o o <5%
MDS s dysplazii ve vice | _ <10 L 5 <15%
fadach (MDS-MLD) 3% o 3 3 <5%
MDS s prstencitymi
X MDS-RS-SLD: MDS-RS-SLD:
sideroblasty (MDS-RS): 12 1 > 15 %
0 0 o = 0
— MDS-RS-SLD <5% <1% | MDS-RS-MLD: | MDS-RS-MLD: > 59"
—~ MDS-RS-MLD =3 23
MDS s izolovanou
<59 <19 1-2 1-3 (1zné
del(5q) (5q- syndrom) o o ruzne
MDS s nadbytkem MDS-EBl: | MDS-EBI:
blasti (MDS-EB): 590, 249
—typ 1 (MDS-EBI) | MDS-EB2: | MDS-EB2: 1-3 0-3 fuzne
_ 0 _ 1)
_ typ 2 (MDS-EB2) 10-19 % 5-19%
MDS neklasifikovatelny <50 1o 1— . o
(MDS-U) 5% <1% 3 0-3 ruzné
Détska refrakterni “i1 s
| <50 <20 1-3 1-3 d
cytopenie (RCC) /o & zadne

SLD — unilinearni dysplazie; MLD — multilinearni dysplazie; * v pfipadé pfitomnosti mutace SF3B1 u pacienta

Jednim z kritéria WHO klasifikace jsou také zmény v karyotypu, ty mohou byt jakékoliv
u jednotlivych podtypt, ale u podtyptt MDS-SLD, MDS-MLD a MDS-RS kromé nélezu
izolované del(5q). Tento ndlez je v téchto piipadech charakteristicky pro podtyp MDS
s izolovanou del(5q), a to 1 s jednou pfidatnou abnormalitou s vyjimkou del(7q) ¢i monozomie
chromozému 7 (Arber et al., 2016).

WHO klasifikace mé 1 urCity prognosticky vyznam (napf. pacienti s 5q- syndromem maji

velmi dobrou prognézu). Proto byla snaha vytvofit ucelenéj$i prognosticky systém piimo
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na podkladé WHO Kklasifikace, coz se stalo roku 2007, kdy byl vytvoien tzv. WPSS (WHO

classification-based Prognostic Scoring System) viz nize (Cermak, 2013).

Mezinarodni prognosticky skorovaci systém (IPSS)

I kdyz FAB a WHO Kklasifikace maji urCity prognosticky vyznam, nezahrnuji veSkeré
faktory ovliviiyjici prognoézu tohoto onemocnéni, a navic Sirokd heterogenita tohoto
onemocnéni (nejen co se klinického pribéhu tyce, ale 1 cytogenetickych nalezli a prognozy)
tak donutila vytvofit specifictéjsi stratifikacni rizikovy systém zaloZzeny na vice hlediscich,
ktera by jasn¢ determinovala u jednotlivych pacient s MDS prognoézu, riziko transformace
do AML a umoznila by tedy 1 v€asnou optimalni 1é¢bu. Takovy prvotni prognosticky systém
byl vytvofen v roce 1997, tzv. IPSS (Mezindrodni prognosticky skorovaci systém), ktery
pacienty s MDS piivodné dé€li do 4 rizikovych skupin (nizké, stiedni I, stfedni II a vysoké)
s odliSnym celkovym pfezitim a s odliSnou pravdépodobnosti transformace do AML,
a to na zdklad¢ procentudlniho zastoupeni blastd v KD, poctu cytopenii v PK a také poctu
a charakteru abnormalit nalezenych v karyotypu. Dle zafazeni pacientii do jednotlivych
rizikovych skupin se odviji 1 nésledny terapeuticky postup. Celkové preziti vSak jasné
nedeterminuje dobu preziti jednotlivcl,, jedna se pouze o primérné hodnoty stanovené
statisticky z analyzy velké skupiny pacienti s MDS, na coZ je potfeba myslet (Greenberg et al.,
1997; Malcovati et Nimer, 2008; Vondrékova, 2010; Cermak, 2013; Cermak, 2016).

Tento mezinarodni prognosticky systém byl revidovan (IPSS-R) v roce 2012, kdy doslo
k zahrnuti novych poznatkti a také k rozd€leni pacientti s MDS nové do 5 rizikovych skupin
na zakladég stejnych prognostickych kritérii, ale s rozsahlejsi variabilitou cytogenetickych zmén
a zavaznosti cytopenie (zahrnuje napt. hladiny hemoglobinu, pocet neutrofilti a trombocyti)
(Greenberg et al., 2012). Pro hodnoceni cytogenetickych nalezli u pacientli s MDS byl zvolen
péti stupnovy cytogeneticky skorovaci systém publikovany na zacatku téhoz roku (viz Tabulka
5 nize) (Schanz et al., 2012). Tento obecné piijimany prognosticky skdrovaci systém je uveden
v jeho recentni piesné€js$i podobé v Tabulce 5 a 6 nize.

Vysledné prognostické skoére pacienta je uréeno celkovym souctem bodl z 5 vyse
zminénych prognostickych kritérii a determinuje jednu z 5 rizikovych skupin (IPSS-R), ktera
soucasn¢ predikuje median celkového pieziti a riziko zvratu MDS do AML — viz Tabulka 6

nize (Malek, 2005; Greenberg et al., 2012).
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Tabulka 5: Bodové hodnoceni jednotlivych kritérii IPSS-R (Mezinarodni prognosticky skorovaci

systém — revidovany) pro MDS se zndzornénym cytogenetickym skorovacim systémem ve spodni ¢asti

tabulky (upraveno dle Greenberg et al., 2012; Schanz et al., 2012).

Body
Prognosticke 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Kritérium
Zastoupeni blastd
v kostni dieni [%] =2 a e B >-10 > 10 B
Hemoglobin
[e/dl] >10 - 8—<10 <8 - - -
Pocet trombocyti
[-10%/1] >100 | 50-<100 <50 - - - -
Pocet neutrofili
Karyotyp velmi Fiznivy tfedni | neptiznivy | ‘O™
aryotyp ptiznivy B pHiznivy B SHe epHZnLYY nepiiznivy
" Karyotyp Cytogenetické abnormality Nif;l;ltli c[fllllggi‘;l]w
Velmi ptiznivy -Y, del(11q) 60,8
v, normalni nalez, del(5q), del(12p), del(20q)
Priznivy nebo del(5q) + dalsi abnormalita 48,6
Stiedni del(7q), +8, +19, 1,(1.7q,), dalsi 1-2 jakékoliv 26.0
nezavislé klony
v, -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), 2 abnormality zahrnujici -7
Nepriznivy nebo del(7q), komplexni karyotyp se 3 abnormalitami 15.8
Velmi neptiznivy komplexni karyotyp s vice nez 3 abnormalitami 5,9

* Cytogeneticky skorovaci systém MDS dle Schanz et al., 2012

Tabulka 6: Jednotlivé rizikové kategorie IPSS-R (Mezinarodni prognosticky skorovaci systém —

revidovany) pro MDS predikujici zaroven celkové pteziti a dobu do progrese AML u pacientd s MDS
(upraveno dle Greenberg et al., 2012).

Median celkového

Median doby do progrese

Rizikovi kategorie Skore preziti [roky] AML u Y pacientii [roky]
Velmi nizka <15 8,8 > 14,5
Nizka >1,5-3,0 5,3 10,8
Intermediarni >3,0-4,5 3,0 3,2
Vysoka >4,5-6,0 1,6 1,4
Velmi vysoka > 6,0 0,8 0,7

Celkoveé pieziti je také negativné ovlivnéno vysSim vékem pacienta — ¢im starSi

je pacient, tim je doba celkového preziti kratSi. VEk pacienta v§ak nema vliv na progresi tohoto

onemocnéni do AML (Greenberg et al., 2012).
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Mezindrodni prognosticky systém je vhodnéj$i pouzit pii stanovovani diagnozy
nez pro sledovani pribéhu onemocnéni, pro toto uziti byl vytvofen prognosticky systém
zohlediujici dalsi faktory — WPSS (Vondrakova, 2010). Dulezity vyznam (podobné jako
ostatni prognostické a klasifikacni systémy) ma vSak pii doporuceni terapeutického ptistupu.
U pacientl s nizkym a u nékterych pacientd se stfednim rizikem se voli spiSe konzervativni
1é¢ba, zatimco u ostatnich pacientl se stfednim a vysokym rizikem se indikuje pfedevSim

intenzivni terapie véetnd HSCT (Cermak, 2013).

Prognosticky skorovaci systém zaloZzeny na WHO Kklasifikaci (WPSS)

Tento prognosticky systém zohlediiuje zatazeni pacienta do rizikovych skupin na zékladé
MDS podtypti dle WHO klasifikace (piivodné WHO klasifikace z roku 2001), zmény karyotypu
(podle IPSS) a pacientovu zavislost na substitucich erytrocytl, coz je hodnoceno jako
nepiiznivy prognosticky faktor (viz Tabulka 7 niZe). Tento dynamicky prognosticky skérovaci
systém je vhodné vyuzit pro sledovani pribéhu a vyvoje onemocnéni (Malcovati et al., 2007;
Vondrakova, 2010; Cermak, 2013). WPSS byl jiz také validovan pro WHO klasifikaci 2008
(Della Porta et al., 2015). Stejn¢ jako IPSS, tak i WPSS nezohlednuje, zdali pacient trpi
sekundarni MDS (t-MDS), u kterého bylo prokazano, Zze ma horSi prognosticky dopad
na pacienta nez primarni MDS, coZ mize odraZet asociaci t-MDS s velmi ¢astym nepfiznivym
cytogenetickym nélezem u téchto pacienti (Malek, 2005; Barzi et Sekeres, 2010; Della Porta
et al., 2015). Primérnd doba celkového preziti pacientll st-MDS se pohybuje v rozmezi

3-8 mésicti (Malek, 2005).

Tabulka 7: Bodové hodnoceni jednotlivych kritérii WPSS (WHO classification-based Prognostic
Scoring System) pro MDS (upraveno dle Malcovati et al., 2007).

Body 0 1 2 3
;’(c))(()iiyp MDS dle WHO Kklasifikace ;zi&,s ;Zii;l Rlé;hg?lis RAEB.1 RAEB.2
Karyotyp (dle IPSS) ptiznivy intermedidrni | nepfiznivy -
Transfuzni zavislost" ne ano - -

* definovano jako minimalné 1 transfuze kazdych 8 tydnd po dobu nejméné 4 mésicli; RA — refrakterni anémie;
RARS - refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty; RCMD — refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii;
RCMD-RS - refrakterni cytopenie s prstenéitymi sideroblasty a s multilinearni dysplazii; RAEB 1/2 — refrakterni
anémie s excesem blastil 1/2

Definitivni WPSS skore je tedy determinovano celkovym souctem bodi jednotlivych
kritérii a definuje 5 rizikovych skupin predikujicich soucasné median celkového preziti a riziko

progrese do AML — viz Tabulka 8 (Malcovati et al., 2007; Della Porta et al., 2015).
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Tabulka 8: Rizikové kategorie prognostického skérovaciho systému zalozeném na WHO Kklasifikaci
(WPSS) s prediktivnimi charakteristikami (upraveno dle Malcovati et al., 2007).

.. ; ) ; Median celkového | Progrese do AML | Progrese do AML
Rizikova kategorie Skore o veir « s & ¥
preziti v mésicich béhem 2 let béhem 5 let

Velmi nizka 0 141 3% 3%
Nizka 1 66 6% 14 %
Stredni 2 48 21 % 33%
Vysoka 34 26 38 % 54 %
Velmi vysoka 5-6 9 80 % 84 %

Soucasnym hlavnim cilem je najit takové prognostické aspekty, které by jednoznacné
uptesnily indikaci potencidlné vysoce rizikovych pacientll v casnych stadiich MDS pro HSCT
Jiz v pocatcich onemocnéni, u nichz by se tak ptfedeSlo néaslednym zadvaznym komplikacim

&i rychlé progresi do AML a nesla by tak s sebou jednoznaény piinos (Cermak, 2016).

3.2.5 Lécba

Soucasné 1écebné moznosti pacientl s MDS jsou nadéale velmi omezené, navic vyvoj
novych terapeutik je brzdén stale netiplnym pochopenim etiopatogeneze tohoto onemocnéni
a ohromnou heterogenitou potencidlnich terapeutickych cili, protoze pacienti s MDS
nedisponuji zadnou jednotnou molekuldrni charakteristikou, kterd by mohla slouzit jako
spolecny cil pro 1é¢bu vSech pacientli s MDS. Oproti tomu se vyviji terapeutika pro jednotlivé
podtypy MDS, napt. lenalidomid pro pacienty s izolovanou deleci 5q (Germing et al., 2019).

Lécba pacientli s MDS je nicméné v mnoha piipadech pouze symptomaticka. Pti volbé
optimalniho 1écebného postupu se piihlizi nejen k podtypu MDS, ale jak jiz bylo v predeslé
podkapitole zminéno, hraje vyznamnou roli také prognosticka stratifikace onemocnéni
(obvykle dle IPSS-R), kdy jsou pacienti nazdkladé¢ stanovené rizikové kategorie
a s prihlédnutim ke komorbiditdm a veku indikovani bud’ ke konzervativni nebo intenzivni
terapii, ptipadné 1 k HSCT (Kissova, 2011; Malcovati et al., 2013; Bélohlavkova et Roho,
2016; Trnény et al., 2020).

Cilem lécby u vysoce rizikovych pacientli je pfedev§im ovlivnit ptirozeny prabéh
choroby (pfedejit smrtelnym komplikacim) a zlepsit tak prognozu pacienta. U nizce rizikovych
pacientl je 1éCba pfedevSim symptomaticka a podpurna s cilem zlepSit kvalitu Zivota (napf.

snizit ¢1 Uplné odstranit transfuzni dependenci) (Krej¢i et al., 2008; Germing et al., 2019).
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Lécba nizce rizikového MDS (pacienti s velmi nizkym a nizkym rizikem dle IPSS-R)

U asymptomatickych pacienti s nizce rizikovou MDS bez zévislosti na transfuzich

a bez neptiznivého cytogenetického nalezu se doporucuje pouze pecliva observace.
U symptomatickych pacienti s nizce rizikovym MDS je doporucovano 5 zakladnich
terapeutickych pfistupi, a to podplrny, stimula¢ni, imunosupresivni, imunomodulacni,
piipadné 1 transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (viz Obrazek 2 nize). Mezi
podplrné 1écebné strategie se fadi substituce erytrocyti u anemickych pacientli (u pacienti
s potencialné del§im ptezitim i s pfipadnou chelataéni 1é€bou pfti pretizeni organizmu Zelezem)
a u pacientll s trombocytopenii pak transfiize trombocyti. Nejen u pacientli s dlouhodobou
granulocytopenii je podpiirnou lé¢bou podavani Sirokospektrych antibiotik a antimykotik.
Podpiirna péce je vsak indikovana dle potieby ve vSech rizikovych skupinach. Do stimula¢niho
1é¢ebného postupu fadime u anemickych pacientl s nizkou endogenni hladinou erytropoetinu
jako prvni volbu suplementaci erytropoézu stimulujicimi proteiny (analoga erytropoetinu —
rekombinantni lidsky erytropoetin, darbopoetin...). Pfi nedostate¢né odpovédi organismu
na tuto stimula¢ni 1é¢bu je mozno podani analoga erytropoetinu zkombinovat s G-CSF, ktery
se také vyuziva pro 1écbu pacienti s tézkou granulocytopenii. K imunosupresivni 1écbé
se pfistupuje u pacientl, ktefi nemohou byt indikovani k HSCT nebo stimulacni 1écbé
rustovymi faktory. Zaroven jsou timto piistupem léCeni i1 pacienti s hypoplastickou formou
MDS. Pozitivni uc¢inek této 1écby se vétSinou objevi u pacientd mladSich 65 let
bez abnormalniho karyotypu, s nizkym zastoupenim blastii a kratkodobou transfizni zavislosti.
Vyuziva se antitymocytarni globulin kombinovany s prednisonem a s navazujici 1écbou
cyklosporinem A (Krejéi et al., 2008; Vondrakova, 2010; Malcovati et al., 2013; Bélohlavkova
et Rohoti, 2016; Cermak, 2016; Steensma, 2018; Cermak et al., 2020). U anemickych pacienti
s 1zolovanou deleci 5q je indikovdna imunomodulaéni 1écba lenalidomidem (analog
thalidomidu), kterd vyznamné snizuje dependenci na transfizich a zastoupeni patologického
klonu (List et al., 2005; Cermak, 2016; Germing et al., 2019).

U pacienti mladSich 65 let s téZkym stupném cytopenie anebo nepfiznivym
cytogenetickym nalezem je doporu¢ena HSCT, ktera je ovSem vzdy zavisla 1 na pacientovych
komorbiditach a dostupnosti darce (Malcovati et al., 2013; Bélohlavkova et Rohon, 2016;
Cermak et al., 2020).

Lécba vysoce rizikového MDS (pacienti s vysokym a velmi vysokym rizikem dle IPSS-R)
Mezi intenzivni terapeutické ptistupy fadime shodné ptistupy jako pro 1écbu AML, tedy
kombinovanou chemoterapii obsahujici antracykliny a cytosin arabinosid (u pacientd mladsich
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65-70 let svice nez 10 % blastli a uspokojivym celkovym klinickym stavem). U téchto
mladSich pacienti je po chemoterapeutickém predléceni nasledné doporucena alogenni HSCT,
coz je nadale jedind mozna kurativni 1écba (Kissova, 2011; Malcovati et al., 2013; Cervinek,
2015; Bélohlavkova et Rohot, 2016; Cermak et al., 2020; Kunacheewa et al., 2020; Trnény
etal., 2020). U pacientii, ktefi nejsou kandidati pro HSCT (vysoky vé€k, komorbidity,
nevyhovujici celkovy stav pacienta...), jeindikovana hypometyla¢ni 1écba pomoci
5-azacytidinu nebo decitabinu, coz jsou inhibitory DNA metyltransferdz a jednim z jejich
mechanizmi u¢inku je ovlivnéni metylaci v oblastech dalezitych genti pro diferenciaci ¢asnych
stadii krvetvornych bunék. Tyto hypometylacni latky (HMA) vyrazné zlepSuji kratkodobou
prognoézu nemocnych s vysoce rizikovou MDS, ale na dlouhodobé pifeZivani téchto pacienti
nemaji zasadni vliv (Fenaux et al., 2009; Malcovati et al., 2013; Kadlckova et Rohon, 2014;
Cermak et al., 2018). HMA se také uzivaji u kandidati HSCT k pfemosténi doby do provedeni
transplantace jako latky redukujici zastoupeni blasti a snizujici incidenci relapst
po transplantaci. Tato mén¢ toxickd pretransplantacni 1écba (tzv. predléceni) je srovnatelna
(vyjma toxicity) s intenzivni kombinovanou chemoterapii a je také dale vhodna 1 pro 1é¢bu
pacientl s relapsem po transplantaci. Obé tato uziti jsou vSak ,,off-label* indikaci (Gerds et al.,
2012; Kadlckova et Rohon, 2014; Schroeder et al., 2015; Germing et al., 2019; Cermak et al.,
2020). U starSich pacienti s nevyhovujicim celkovym klinickym stavem pro HSCT,
kombinovanou chemoterapii ¢i pfi Spatné odpovédi pacienta na HMA a nemoZznosti Uc€asti
pacienta na klinickych studiich, se podava pouze symptomaticka podpirna 1écba (Malek, 2005;
Krej¢i etal., 2008). ZjednoduSeny Ilécebny algoritmus myelodysplastického syndromu
je znazornén na Obrazku 2 (viz niZe).

Na pacienty se stiednim rizikem dle IPSS-R se pohlizi nejednotné a neptfevlada u nich
jednoznaény nazor na postup 1écby. Jejich 1écba je urCena mnoha dalSimi aspekty (napf.
molekularné-genetickymi ¢i mirou cytopenie). U mladSich pacientl se stfedné rizikovym MDS

je vétsinou indikovana HSCT (Cermaék, 2019; Cermék et al., 2020).
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Soucasny lécebny algoritmus myelodysplastického syndromu

 Stratifikace pacienta dle IPSS-R do rizikové skupiny doplnéna o molekularni diagnostiku
* Zvaiit zafazeni kazdého pacienta do dostupnych klinickych studii
* Podpirna lécba dle potieb kaidého pacienta (napf. transflize, antibioticka lé¢ba...)

Asymptomaticky
a nizce rizikovy pacient Nizce rizikovy pacient Vysoce rizikovy pacient

Observace do projevu  Anémie  Anémie s nizkou  Jiné Ostatni Kandidati Pacienti nevhodni

symptomi/progrese 5 del(5q) hladinou sEPO  anémie cytopenie transplantace k transplantaci
Lenalidomid Erytropoézu Lenalidomid/IST HSCT; HMA/ICHT HMA do progrese

stimulujici nebo samostatna jako most k transplantaci néni/intolerance
proteiny podplrna lééba
G-CSF/IST

nebo samostatné podpiirna létba
Obrazek 2: Zjednoduseny 1é¢ebny algoritmus pacientd s myelodysplastickym syndromem (upraveno
dle Malcovati et al., 2013; Steensma, 2018).

SsEPO — sérovy erytropoetin; IST — imunosupresivni terapie; G-CSF — granulocyte colony stimulating factor;

HMA — hypometylacni agens; ICHT — intenzivni chemoterapie; HSCT — transplantace krvetvornych kmenovych
bunék

Nekteré 1écivé pripravky jsou limitovany pouze na wuziti v klinickych studiich,
kdy pro vysoce rizikové pacienty se vyzkumy soustfedi hlavné na latky vhodné ke kombinaci
s HMA, které by zvySily samotnou ucinnost HMA, nebo na latky efektivni pfi selhdni lécby
HMA. Jednd se napt. o guadecitabin, rigosertib ¢i velmi nad&né vyhlizejici venetoclax
(inhibitor produktu BCL?2). Vyzkumy novych lé€iv pro nizce rizikové pacienty se pak soustiedi
piedevs§im na hledani takovych piipravki, které by snizovaly transfizni dependenci. Jednim
z nich je 1 1€k luspatercept (fuzni protein inhibujici jeden z rstovych diferenciacnich faktorti
erytroidni fady) indikovany u pacientll s MDS, u kterych sniZuje zavislost na transfuzich. Tento
1é¢ivy pripravek byl v lofiském roce schvalen Evropskou 1ékovou agenturou pro terapeutické
igely s registrovanym nazvem Reblozyl (Bé&lohlavkova et Rohon, 2016; Cermak, 2019;

Germing et al., 2019; Cermaék et al., 2020; European Medicines Agency, 2020).

3.2.6 Cytogenetické nalezy u pacienti s MDS
Opakujici se nalezy urcitych cytogenetickych abnormalit v buiikdch kostni diené
pacientil s MDS, které jsou stanovené pomoci konvencéni cytogenetické analyzy (G-pruhovani)
¢1 molekularné-cytogenetickou metodou FISH, nejsou nic vyjimecného. Chromozdémové
aberace se vyskytuji pfiblizné u 50 % pacienti s de novo MDS a u zhruba 80 % pacientt
s t-MDS. Neexistuje vSak specifickd aberace, ktera by byla pfitomna u kazdého pacienta s MDS
a nejsou ani znamy specifické aberace pro kazdy jednotlivy subtyp MDS (Michalova, 1999;
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Haase et al., 2007; Pellagatti ef Boultwood, 2015). Nejcastéji se v karyotypu nachazeji
nebalancované piestavby chromozomi spojené se ztratou genetické informace, z nichz
je nejvice u izolovanych piestaveb zastoupena delece dlouhého ramene chromozému 5, 7, 20
nebo ztrata 7. chromozomu. K nej€astéjSim izolovanym nebalancovanym zménam spojenych
se ziskem genetické informace patii trizomie 8. chromozému (viz Obrazek 3 nize).
Balancované aberace se vyskytuji pfiblizné u 1 % pacienti s MDS, jsou tedy vzacné
a k nejcastéjSim se fadi reciproka translokace mezi 6. a 9. chromozomem nebo translokace/
paracentrickd inverze dlouhého ramene 3. chromozoému ovlivitujici onkogen EVII (Haase et al.,
2007; Giagounidis et Haase, 2013; Malcovati et al., 2013; Pellagatti ef Boultwood, 2015;
Shallis et al., 2018). Pouhy cytogeneticky nalez izolované del(20q), trizomie 8 nebo ztraty
chromozému Y neni patognomicky a nepoukazuje jednozna¢né na diagndézu MDS, ovSem
ostatni chromozomalni pfestavby znazornéné na Obrazku 3 tuto diagnézu podporuji (Kissova,
2011; Malcovati et al., 2013). Prediktivni hodnoty jednotlivych chromozémovych aberaci

ovliviiujici zafazeni pacienta do konkrétni rizikové skupiny jsou znazornény v Tabulce 5 vySe.
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Cytogeneticka abnormalita

Obrazek 3: Zastoupeni nejcastéjSich cytogenetickych abnormalit nalezenych v kohorté 1080 pacientl
s myelodysplastickym syndromem a prokazanymi klonalnimi abnormalitami (upraveno dle Haase ef al.,
2007; Giagounidis et Haase, 2013).

wevr

Nejcastéjsim cytogenetickym ndlezem u pacienti s t-MDS je komplexni karyotyp
(vyskyt > 3 abnormalit v jednom bunécném klonu), ktery je spojovan s velmi nepiiznivou
prognézou. Progndza pacientl se neustale zhorSuje v ptipad¢ zvySujiciho se poctu pfitomnych
abnormalit. Mezi dals$i velmi Casté abnormality u pacientl s t-MDS se tadi piedevs§im ztrata

chromozdému 7 ¢i delece jeho dlouhého ramene (v mensim procentu i delece dlouhého ramene
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5. chromozému) (Haase ef al., 2007; Krejci et al., 2008; Malcovati et Nimer, 2008; Cermak,
2013; Giagounidis et Haase, 2013). Komplexni karyotyp se také nachazi u 10-20 % pacientt
s de novo MDS (Malcovati et Nimer, 2008).

Identifikovat specifické geny, které s sebou nese kazdd chromozomadlni abnormalita,
je velmi naro¢ny proces zejména kvili rozsdhlym ztratdm ¢i ziskiim genetické informace
a dodnes nejsou objasnény vesSkeré dusledky téchto abnormalit v patogenezi tohoto
onemocnéni (Giagounidis et Haase, 2013; Pellagatti ef Boultwood, 2015; Shallis et al., 2018).
Souhrn identifikovanych gent, které pravdépodobné zaujimaji velkou roli v patogenezi MDS

u nejcastéjsich cytogenetickych abnormalit, je znazornén v Tabulce 9 niZe.

Tabulka 9: Nejcastéjsi chromozoémové aberace vyskytujici se u pacientii s MDS a geny pravdépodobné
zapojujici se v patogenezi tohoto onemocnéni (upraveno dle Vardiman et al., 2009; Cermak, 2013;
Malcovati et al., 2013; Shallis et al., 2018).

Zastoupeni aberace u . X
Aberace Zapojené geny v patogenezi MDS
de novo MDS [%] | t-MDS [%]
Nebalancované
del(5q) 10 40 RPS14, miR145, miR146a, CTNNAI ...
-7 nebo del(7q) 10 50 CUXI, EZH2
+8 10 - T MYC
del(20q) 5-8 - L3MBTLI
Y 5 - ?
i(17q) nebo t(17p) 3-5 — TP53
-13 nebo del(13q) 3 — RBI
del(11q) 3 - CBL
del(12p) nebo t(12p) 3 - ETV6
del(9q) 1-2 - ?
idic(X)(q13) 1-2 - ?
Balancované
t(11;16)(q23;p13.3) <1 3 MLL, CREBBP
t(3;21)(q26.2;922.1) <1 2 RUNXI, MDS1-EVII
t(1;3)(p36.3;921.2) <1 - PDRM16, MDSI1-EVII
t(2;11)(p21;923) <1 - miR125b
inv(3)(q21;q26.2) 1 — MDSI-EVII, RPNI, 1 FLT3
t(6;9)(p23;q34) 1 - DEK-NUP214

1 nadmérna exprese

Delece dlouhého ramene 5. chromozému — del(5q)
Jedna se o nejcastéjSi chromozémovou aberaci pfitomnou u pacientl s de novo MDS
(viz Obrazek 3 vyse). Pokud se tato aberace vyskytuje u pacienta izolované (5q- syndrom),

jedna se o ptiznivy prognosticky znak s dobrou odpovédi pacientii na 1écbu lenalidomidem,
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naopak pokud je del(5q) soucasti rozsahlejSich zmén karyotypu, jedné se o znak s nepiiznivou
progndzou a s horsi odpovédi na lenalidomid. 1zolované intersticidlni delece dlouhého raménka
chromozdmu zaujimaji nejcastéji 2 bézné oblasti (tzv. CDR — commonly deleted region). Prvni
z nich je distalni oblast identifikovana jako 5q32-33.1 (typicka pro pacienty s 5q- syndromem)
a druhou je proximdlni oblast 5q31.2 (delece této oblasti je spojena s velmi nepiiznivou
prognozou, vyskytuje se hlavné u pacientii s t-MDS a Casto je soucasti komplexnich karyotypt).
U vétSiny pacientt jsou vSak deletovany obé¢ tyto oblasti. V oblasti 5931 lezi tumor supresorovy
gen EGRI a CTNNAI (Haase et al., 2007; Ebert, 2011; Giagounidis et Haase, 2013; Pellagatti
et Boultwood, 2015; Shallis et al., 2018). V roce 2008 byl prokazan haploinsuficientni efekt
ribozomalniho genu RPS/4 (jeden ze 40 kandidatnich gent), ktery vede k aktivaci 7P53
a nasledné apoptoze, coz vyustuje v dyserytropoézu projevujici se anémii u pacientti s deleci
v oblasti 5q32-33.1. Dysplastick¢é zmény megakaryocytarni fady jsou pak disledkem
haploinsuficience genil pro miRNA — miR145 a miR146a u téchto pacientl (Ebert ef al., 2008;
Ebert, 2011; Kumar et al., 2011; Giagounidis et Haase, 2013; Pellagatti et Boultwood, 2015).
Tyto objevy podporuji zasadni roli haploinsuficience (efekt davky genu) v patogenezi
myelodysplastického syndromu. Je vSak tfeba podotknout, ze na klinickém fenotypu
se pravdépodobné podileji 1 dalsi geny, které se nachazeji mimo CDR (napt. NPM1 a APC)
(Pellagatti et Boultwood, 2015).

Delece dlouhého ramene/monozomie 7. chromozému — del(7q) nebo -7
Jedna se o druhou nejcastéjsi chromozdémovou aberaci pfitomnou u pacientii s MDS.
Vyskytuje se az u poloviny pacienti st-MDS a velmi casto jetato aberace pfitomna
v komplexnich karyotypech (viz Obrazek 3 vyse). Dle IPSS jsou tyto aberace charakterizovany
nepfiznivou progndzou, ale pacienti s del(7q) maji o néco piiznivéjs§i progndzu oproti
pacientim s monozomii chromozému 7 (Haase ef al., 2007; Schanz et al., 2012; Pellagatti
et Boultwood, 2015). Stejné¢ jako u pacienti s del(5q) byla i u pacientdl s aberacemi
7. chromozomu snaha identifikovat tzv. CDR. U pacientl s del(7q) se za tyto oblasti povazuji
oblasti 7q22, 7q32-33 a 7q35-36. Doposud vSak nebyly nalezeny relevantni geny podilejici
se na patogenezi MDS. Jednim z kandidatnich genti, ktery by se mohl podilet na fenotypovém
projevu MDS, je tumor supresorovy gen CUX/ lezici v oblasti 722 a jeho haploinsuficience
je prokazana u mnoha myeloidnich malignit. Na patogenezi se vSak nejspiSe podili vétsi
mnozstvi geni z tohoto CDR, napi. MLL5 (KMT2E) (McNerney et al., 2013; Pellagatti
et Boultwood, 2015; Shallis et al., 2018). V oblasti 7q36 se nachazi gen EZH2 kédujici
metyltransferazu, ktery je kandidatnim tumor supresorovym genem podilejicim
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se na patogenezi myeloidnich malignit, u kterych je ¢asto mutovany (Nikoloski et al., 2010;

Shallis et al., 2018).

Trizomie 8. chromozému (+8)

Jedna se o nejcastéjsi chromozomovou aberaci se ziskem genetické informace u MDS.
Nachézi se ptiblizné u 10 % pacientti s MDS a dle IPSS je izolovana trizomie 8. chromozému
spojovana se stfednim rizikem (Haase ef al., 2007; Schanz et al., 2012; Cermék, 2013). Tato
aberace je charakterizovana zvySenou expresi anti-apoptickych genil (napt. kodujici protein
survivin) a onkogenu MYC. Vyznamnou roli v patogenezi ale u pacientl s touto aberaci hraje
expanze autoimunitnich CD8+ T-lymfocyta (Sloand et al., 2005; Sloand et al., 2007; Shallis
etal.,2018).

Aberace dlouhého ramene 3. chromozomu - inv(3)(q21g26.2), t(3;21)(q26.2;q22.1),
t(1;3)(p36.3;q21.2)

Jedna se o nejcastéji zasazeny chromozom balancovanymi aberacemi. Tyto aberace jsou
spojené s nepiiznivou prognozou a medidnem celkového pieziti priblizn€¢ 16 mésict (Schanz
et al., 2012; Malcovati et al., 2013). Jedna se vSak o vzacné se vyskytujici aberace. V mnoha
ptipadech jsou zasaZeny oblasti 3g21 a 3q26. Ve zlomové oblasti 3q26 leZi komplexni lokus
genu MECOM (MDSI-EVII). Na fenotypu MDS pfi téchto aberacich se podili pravé onkogen
EVII (transkripéni regulator bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy), ktery je aberaci
ovlivnén a nadmérné exprimovan (Bejar et al., 2011a; Giagounidis ef Haase, 2013; Pellagatti

et Boultwood, 2015; Shallis et al., 2018). Podrobnéji v podkapitole 3.3 Gen MECOM.

Pti kombinaci konvencni cytogenetické metody soucasné s citlivéjSimi molekularnimi
cytogenetickymi metodami (FISH, aCGH, SNP array...) Ize zachytit az 80 % chromozémovych
abnormalit na rozdil od 50% zachytu pii vyuziti pouze konvencni cytogenetické metody.
Dochazi tedy ke zvySeni diagnostického vytézku chromozomadlnich abnormalit, coz muze
pacientim poskytnout piesnéj$i stanoveni prognozy a vybér optimalni lécebné strategie

(Malcovati et al., 2013; Zahid et al., 2017, Shallis et al., 2018).

3.2.7 Molekularné-genetické nalezy u pacienti s MDS

Jiz z ptedeslych kapitol vyplyva, ze na patogenezi MDS se podili mnoho faktort. Diky
rozvoji molekuladrné-genetickych metod mohlo dojit k identifikaci gent, které by se mohly
podilet na fenotypu MDS. Mutacnimi analyzami bylo potvrzeno, ze alesponl 1 ziskana
somaticka mutace je ptitomna u 80-90 % vSech pacientii s MDS (median pak ¢ini 3 somatické

mutace na pacienta) (Haferlach et al., 2014; Arber et al., 2016; Kennedy et Ebert, 2017; Shallis
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et al., 2018; Haferlach, 2019). Pies 40 gent opakované¢ podléha somatickym mutacim
u pacientll s MDS a né€které z nich se jiz také staly vyznamnymi kritérii pro stanoveni urcitych
subtyptt MDS. Zaroven se také zjistil dopad nékterych téchto mutaci na prognézu a odpoved’
pacientil na urcitou lécbu. Diky dilezitosti téchto poznatkil jsou jiz kromé cytomorfologickych
a cytogenetickych nalezli nékteré z molekularnich aberaci zahrnuty do klasifika¢nich systému
(revidovand WHO klasifikace z roku 2016 napft. zahrnuje ptiznivy ndlez mutace v SF3B1, ktera
ovlivituje diagnosticka kritéria — viz Tabulka 4 wvySe). Prognosticky skorovaci systém
zohlediujici nejcastéji opakujici se molekularni markery je teprve ve vyvoji (IPSS-R
molecular) diky ne zcela objasnéné roli jednotlivych molekularnich aberaci v patogenezi MDS
(Arber et al., 2016; Nazha et al., 2016; Kennedy et Ebert, 2017; Haferlach, 2019). Napiiklad
u mutaci ASXL1, RUNXI a EZH?2 byla prokazéana korelace se sniZenou hladinou hemoglobinu,
mutace RUNXI, TP53, NRAS, ASXL1 a U2AF1 pak s trombocytopenii. Také se ukazalo,
ze mutace v ASXLI, SRSF2, RUNXI, STAG2 jsou asociovany s vét§im zastoupenim blastl
v kostni dfeni (Bejar et al., 2012; Pellagatti et Boultwood, 2015). Uvazuje se vSak, Ze zahrnuti
molekulérnich aberaci do prognostickych systémt bude mit prognostickou hodnotu spise
jen mezi konkrétnimi podskupinami pacientll (Kennedy ef Ebert, 2017).

Mezi nejcastéjsi geny podléhajici somatickym mutacim u pacientt s MDS patii TET2,
SF3B1, ASXLI, SRSF2, DNMT3A, RUNXI, U2AF1, STAG2, TP53 a EZH?2 (viz Obrazek 4 nize)
(Haferlach et al., 2014; Arber et al., 2016).
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“m n =944 pacientd, analyza 104 kandidatnich gent, mutace nalezena ve 47 z nich B 5g-
| Median véku: 72,8 let. RA
3048 & Zastoupeni pacientl s cytogenetickou aberaci: 31,4 %. ~—— ERCcMD
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Obrazek 4: Zastoupeni jednotlivych genovych mutaci v kohorté 944 pacientti s cytomorfologickym
prikazem MDS pomoci sekvenovani (NGS) 104 kandidatnich gend (upraveno dle Haferlach et al.,
2014; Haferlach, 2019).

Geny, které jsou doporuceny analyzovat vzhledem k jejich negativnimu prognostickému

dopadu, jsou TP53, ASXLI, RUNXI, ETV6, SRSF2 a EZH2. Mutace TP53 se vyskytuji
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az u 20 % pacientl s 5g- syndromem a jsou spojeny nejen s hor$i progndzou, ale také s horsi
odpovédi na 1é¢bu lenalidomidem. Z tohoto diivodu detekce této konkrétni mutace ovliviiuje
volbu nésledného 1é¢ebného postupu (Bejar ef al., 2011b; Arber et al., 2016; Kennedy et Ebert,
2017; Haferlach, 2019). Naproti tomu subklondlni zisk somatickych mutaci v genech FLT3,
IDHI1/2, NPM1, NRAS adalSich jsou u pacientt s MDS spojeny s rizikem transformace
do sekundarni AML (Kennedy et Ebert, 2017; Makishima et al., 2017). Bylo také zjisténo,
ze u vysoce rizikovych pacientli s MDS se nachazely ¢astéji somatické mutace napt. v genech
GATA2, NRAS, TP53, RUNXI, STAG2, ASXLI1, TET? atd. (Makishima et al., 2017).

Geny podléhajici mutacim u pacienti s MDS se daji rozdélit dle vykonavajicich funkci
jejich produktt do 6 kategorii. Mutace v genech pro RNA sestfihové faktory (SF3B1, SRSF2,
U2AF1...) aepigenetické regulatory (DNMT3A, TET2, ASXLI, EZH2, IDHI/2...) tvofi
pievaznou ¢ast. Opakované (ale mén¢ Casto) jsou pak nalezeny mutace v genech transkripénich
faktort (RUNXI, ETV6, TP53, GATA?...), faktora signalni transdukce (NRAS...), oprav DNA
a v genech pro kohezinové proteiny (STAG2...) (Haferlach etal., 2014; Pellagatti
et Boultwood, 2015; Kennedy ef Ebert, 2017; Shallis et al., 2018; Haferlach, 2019). V Tabulce
10 je blize popsano 10 nejcastéjSich genti opakované podléhajicich somatickym mutacim
u pacienti s MDS.

MV werw

Tabulka 10: Nejbéznéjsi geny zasazené somatickymi mutacemi u pacienti s MDS (upraveno
dle Pellagatti et Boultwood, 2015; Valent et al., 2017; Shallis et al., 2018; Caponetti ef Bagg, 2020).

Cilovy Umisténi Zastoupeni mutace . i Prognosticky
gen genu u pacientii s MDS [%] Fyziologicka funkee dopad
RNA sestiih
20-28 (u pacientd zakladni soucast U2 podjednotky e,
SE3BI 2933.1 s MDS-RS" > 70) spliceozomu prizmivy
- soucast spliceozomu (podili v,
SRSE2 17q25.1 12715 se na rozeznani exonll béhem sestiihu) neprizvy
U24F1 21q22.3 7-9 soucast U2 podjednotky spliceozomu neptiznivy
Epigenetické modulatory
TET? 4q24 20 metylcytosin dioxygenaza neutrélni
(demetylacni enzym)
ASXLI 20q11.2 11-15 chromatin-vazebny protein podilejici | o c) 5o
se na epigenetické regulaci transkripce
DNMT3A4 2p23.3 10 DNA metyltransferaza neptiznivy
EZH? 7q36.1 5 histon metyltransferaza neptiznivy
Transkrip¢ni faktory
dilezity ve vyvoji hematopoetickych v,
RUNXI 21q22.12 10 bunék (sebeobnova, diferenciace...) neprizvy
TP53 17p13.1 5-10 koduje tumor supresorovy protein pS3 neptiznivy
Kohezinovy komplex
STAG2 | Xqg25 | 7 | podjednotka kohezinového komplexu | neptiznivy

*myelodysplasticky syndrom s prstenéitymi sideroblasty
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3.3 Gen MECOM

Gen MECOM (PRDM3, dtive znamy jako EVII) je komplexni lokus lezici v oblasti
3q26.2 a zahrnuje gen MDS1 a EVII (De Braekeleer et al., 2015; Baldazzi et al., 2016; Wieser,
2016). Tento gen je casto alterovan v radmci translokaci ¢i inverzi dlouhého ramene
chromozému 3 (konkrétné oblasti 3q26.2) u pacientli s AML (< 5 % ptipadll), vzacnéji s MDS
¢1 u pacientt s blastickou fazi CML (chronickd myeloidni leukémie) (Soderholm et al., 1997,
Lugthart et al., 2010; Rogers et al., 2014). NejcCastéjSimi piestavbami genu MECOM
jsou inv(3)(q21g26) a t(3;3)(q21;26), které se u pacienti s AML objevuji v 1-2,5 % (ve WHO
klasifikaci pro AML revidované roku 2008 jsou tito pacienti hodnoceni jako samostatna entita
s nepiiznivou prognodzou), zatimco u pacientii s MDS <1 % (Vardiman ef al., 2009; Lugthart
et al., 2010; Rogers et al., 2014; Baldazzi et al., 2016). Existuje vSak cela fada translokac¢nich
partnerd, napt. pii t(3;21)(q26;922) nebo t(3;12)(q26;p13) dokonce dochazi k expresi fiznich
protein, kdy je MDSI-EVII exprimovan jako fizni protein v prvnim ptipadé s RUNXI (fazni
protein RUNX1-MDSI1-EVI1 pfitomny pfevdzné u pacientd s t-MDS) a ve druhém s ETV6
(fazni protein ETV6-MDS1-EVI1 spojeny s progresi MDS do AML). U mnohych translokaci
vSak neni partnersky gen znadm a neni tedy objasnéna jejich podstata na molekularni trovni
(Peeters et al., 1997; Helbling et al., 2004; Poppe et al., 2006; Glass et al., 2014; Rogers et al.,
2014; De Braekeleer et al., 2015; Wieser, 2016). Soubor partnerskych geni pii translokacich
genu MECOM je zobrazen na Obrazku 5 niZe.

21g22 (RUNX1) 1p35 (EYA3) , '
21q11 (NRIP1) 1p36 (RPL22)
19p13 (ZNF266) 1p36 (PRDM16)
15q15 (FRMDS) 2p16 (BCL11A)
12p13 (ETV6) 2p21 (THADA)
12p12 (C2CD5) 2q11 (LMAN2L)
8q24 (PVT1) 2q31 (HOXD1)
3G26 (MECOM) ‘ ‘
7934 (TRB) 3p21 (SHISAS)
7921 (CDK6) 321 (RPN1)
6p21 (UBR2) 3q21 (LINCO1565)
5q31 (H2AFY) 3921 (HMCES)
3027 (EIF4A2) 3q21 (RAB7A)
3q27 (PSMD2) ‘ 326 (SKIL)
3¢26 (FNDC3B) 3926 (PRKCI)

Obrazek 5: Souhrn 28 partnersky gent pfi translokacich genu MECOM (upraveno dle Wieser, 2016).

Témét vSechny zlomové ¢asti zapojené do t(3;3)(q21; q26) se vyskytuji distalné k EVI],
zatimco k vét§iné zlomim zapojenych do inv(3)(q21q26) dochazi proximalné vaci EVII
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(Groschel et al., 2014; De Braekeleer ef al., 2015). Charakteristické zlomy oblasti 321 a 3926

zapojené jak pfti t(3;3), tak pii inv(3), jsou zndzornény na Obrazku 6 niZe.

3q21.3 3926.2

dI IINDEiN INED dI IINDEiN INED

chr3:128,198,317-128, 357 478 chr3:168,429,537-169,385,778
GATA2 C3orf27 RPN1 EGFEM1P L JEVI1 MDS1
14 worranr ey o v ey oy oy

— I HH—H— ot

| body zlom typické pro inv(3)
| body zlomii typické pro t(3;3)

Obrazek 6: Zobrazeni typickych zlomovych bodd u pacientd s t(3;3) nebo inv(3) (upraveno
dle Groschel et al., 2014).

V oblasti 3q26.2 doslo ke zlomdm u pacientti s inv(3)(q21926) vyluéné v poslednim intronu EVII ¢i proximalné
od n¢j, zatimco zlomové body zapojené do t(3;3)(q21;q26) se vyskytly distalné od genu EVII (v oblasti delsi
varianty sestiihového transkriptu genu MDSI-EVII). V ¢asti 3g21 doslo ke zlomim ve 130kb oblasti mezi geny
GATA2 a RPN1. GATA2 (GATA binding protein 2), C3orf27 (Long intergenic non-protein coding RNA 1565),
RPNI (Ribophorin 1), EGFEMIP (pseudogen EgF like and EMI domain containing), £VII (Ecotropic Viral
Integration Site 1) a MDS!I (Myelodysplastic Syndrome 1).

Pacienti s abnormalitami 3q26 maji nepfiznivou a Casto aZ velmi nepiiznivou progndzu,
jelikoz jsou tyto prestavby nejméné u % pacientli soucasti komplexné prestavénych karyotypu.
Zaroven se ukazuje, Ze se 3q abnormality diagnostikuji Castéji u pacientti mladsich 60 let.
Nejcastéjsi ptidatnou aberaci u pacientl s inv(3)(q21g26) a t(3;3)(q21;26) je monozomie
chromozému 7 nebo delece 7q (Poppe ef al., 2006; Lugthart et al., 2010; Schanz et al., 2012;
Rogers et al., 2014; De Braekeleer et al., 2015; Baldazzi et al., 2016; Sallman et al., 2020).
Median celkového pieziti od diagnozy se pohybuje zhruba kolem 16 mésict (viz Tabulka 5
vyse) a medidn doby k progresi AML je piiblizné 21 mésict (Schanz ef al., 2012).

V ramci alternativniho sestfihu mizZe vzniknout z genu MECOM vice funkénich
produktl. Bud’ celostni transkript lokusu genu MECOM (MDSI-EVII) nebo transkript pouze
genu EVII (Nucifora, 1997). Oba tyto geny jsou exprimovany ve velmi nizké hladin€ ve zdravé
kostni dfeni, kdy nejvySsi hladiny té€chto transkriptii 1ze nalézt v nejméné zralych formach
krevnich elementi a v pribéhu diferenciace tyto hladiny klesaji (Soderholm et al., 1997,
Steinleitner et al., 2012). Transkript genu MDSI-EVII (MECOM) je dan sestfithem 2. exonu
MDSI s?2.exonem EVII, ktery je translatovan za vzniku 160kDa jaderné¢ho proteinu
MDSI1-EVI1 (Glass et al., 2014; De Brackeleer et al., 2015; Wieser, 2016). Protein
MDSI-EVII selisi od EVI1 pouze pfitomnosti rozsahlejsi N'koncové ¢asti a uvadi se,
ze ma k proteinu EVII antagonistickou funkci (Soderholm et al., 1997). Protein MDS1-EVI1
obsahuje 2 DNA vazebné¢ domény s motivem zinkovych prstli, ddle PR doménu (homologni

k SET doméné histon metyltransferdz), represorovou doménu bohatou na prolin a kysely
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C' konec — viz Obrazek 7 nize (Nucifora, 1997; Wieser, 2007; Glass et al., 2014; De Brackeleer
et al., 2015). Ukazuje se, zetento protein zastava histon metyltransferdzovou aktivitu
se schopnosti epigeneticky modifikovat expresi pfidanim 1 metylové skupiny k H3K9 (histon
H3 a pozice 9. lysinu), kterd je nutna pro konecnou trimetylaci H3K9 jinym enzymem (vede
k umlCeni genové exprese a udrZzeni integrity heterochromatinu). Udrzeni jak funkce
epigenetického modifikatoru, tak 1 DNA vazebného transkripéniho faktoru naznacuje,
7ze MDS1-EVI1 ma potencial nejen rozhodnout, na které oblasti genomu se bude vazat, ale také
které oblasti bude epigeneticky ovliviiovat prosttednictvim modifikace histonu H3K9 (Pinheiro

etal.,2012; Glass et al., 2014).

spoj exont Doména 1 Doména 2 Acidicka
doména

1 234567 CtBP 8 910
O I 5 ' 2 R
160 kDa PR doména
Doména 1 Doména 2 Acidicka
EVII 1 234567 CtBP 8 910 doména

I
135kDa  HoN{ [ [FF ] [ D | |
. . . . .

Obrazek 7: Architektura proteinu MDS1-EVII1 (160 kDa) a 135 kDa isoformy EVI1 kédované stejnym
lokusem genu MECOM (upraveno dle Wieser, 2007; Glass et al., 2014).

Doména 1/Doména 2 — DNA vazebné motivy zinkovych prstii (u domény 1 v zastoupeni 7x, u domény 2 jen 3x);
spoj exonl — alternativnim sestithem dochazi ke spojeni 2. exonu genu MDS! a 2. exonu genu EVII za vzniku
fuzni PR domény, kterd vykazuje homologii k SET doméné histon metyltransferaz; RD doména — represorova
doména bohata na prolin obsahujici vazebné motivy CtBP (C-terminal binding protein).

Chromozomalni abnormality zasahujici lokus genu MECOM obvykle vedou
k abnormalni expresi pouze distalni ¢asti tohoto lokusu, tedy genu EVI1, u kterého je poznéna
jeho dominantni onkogenni role u myeloidnich (naruSeni normélni hematopoézy) a nékterych
solidnich malignit (Soderholm et al., 1997; Bejar et al., 2011a; De Braekeleer et al., 2015;
Wieser, 2016). Nadmérna exprese genu EVII piichromozomalnich prestavbach je déna
bud’ vznikem chimérického genu nebo relokaci regulacnich ¢i promotorovych oblasti do jeho
blizkosti (Groschel ef al., 2014; De Braekeleer et al., 2015; Baldazzi et al., 2016).

Mnoho studii zdaraznuje dilezitost analyzovat alterace genu MECOM pomoci metod
FISH u pacientii s jakoukoliv abnormalitou 3q, protoZze pieskupeni 3q26 nemusi byt
pii konvenéni cytogenetické metod¢ detekovatelné (tzv. kryptickd aberace) a diky tomuto
nalezu je ziejmé, ze frekvence prestaveb genu MECOM je podhodnocena (Haferlach et al.,

2012; Baldazzi et al., 2016).
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Klinicky obraz spojeny s 3q abnormalitami je charakteristicky dysmegakaryopoézou,
normalnim ¢i zvySenym poctem trombocytl a multilinearni dysplazii v KD (Fonatsch et al.,
1994; Rogers et al., 2014; De Braekeleer et al., 2015). Pacienti s nadmérné exprimovanym
genem EVI1 maji obvykle Spatnou ¢i zddnou odpovéd’ na konvencni chemoterapeutickou 1écbu,
proto se u téchto pacientd ptistupuje k indikaci hypometylacnich latek 1 pro pfemosténi doby
do ptipadné transplantace. Ukazuje se vSak, Ze se dlouhodobé celkové pieziti zadsadné neméni
ani po hypometylacni terapii a odpovéd pacienta na tuto 1écbu je velmi heterogenni.
A tak je nadale jedinym kurativnim pfistupem i u té€chto pacientii pouze HSCT, jejiz indikace
je limitovana jen pro mensinu pacientd, a pouze 11 % pacientii po transplantaci ma doziti delsi
nez 5 let (Glass et al., 2014; Rogers et al., 2014; De Braekeleer et al., 2015; Wanquet ef al.,
2015; Sallman et al., 2020) VSechna pteskupeni genu MECOM jsou, jak jiz bylo zminéno vyse,
obecné spojena s velmi kratkym celkovym prezitim bez ohledu na typ 1€€by, coz vyzdvihuje
dualezitost najit efektivnéjsi terapii zamétenou vyhradné na nadmérnou expresi genu EVI1. Jako
perspektivni se jevi vyzkumy terapii zalozenych na DNA vazebnych molekuldch
pyrol-imidazol polyamidii. V prvnich fazich klinické studie jsou pak jiz vyzkumy zaméfené
na molekuly inhibitoru bromodomén cilici na pacienty s vytvofenym super-zesilovacem diky
translokaci EVII do blizkosti zesilovace genu GATA2 (Zhang et al., 2011; Rogers et al., 2014;
Syed et al., 2014; Baldazzi et al., 2016; Berthon et al., 2016; Sallman et al., 2020).

3.3.1 Gen EVII
Lidsky protoonkogen EVII zaujima velikost pfiblizné 65 kb (14 z 16 exonill

je koédujicich). Diky pfitomnosti alternativnich pocatkii transkripce a alternativniho sestiihu
pre-mRNA existuje nékolik isoforem vysledného proteinu, které jsou kodovany v ramci lokusu
genu EVII (Glass et al., 2014; De Braekeleer et al., 2015; Wieser, 2016). Nejcastéjsi nalezenou
isoformou u pacientil s myeloidnimi malignitami je ta o velikosti 135 kDa (pfesnéji 145 kDa)
zobrazené na Obrazku 7 vySe (chybi 188 aminokyselin, které jsou pfitomny na N' konci
MDSI1-EVII proteinu) (Soderholm et al., 1997; Glass et al., 2014; Wieser, 2016). Tento
transkripcni faktor je nezbytny v regulaci sebeobnovy hematopoetickych kmenovych bunék
areguluje expresi dalSich 16 cilovych gent pifimou vazbou na DNA (GATA2, PML...),
¢imz se tedy podili nejen na fyziologické, ale 1 maligni krvetvorbé (De Braekeleer et al., 2015;
Wieser, 2016). Toto vSak neni jedina role tohoto DNA vazebného proteinu, v nékolika studiich
byla také prokazana jeho uloha v epigenetickych regulacnich procesech, kdy protein EVI1

pfimo interaguje s enzymy podilejicich se na histonové metylaci/acetylaci/deacetylaci ¢1 DNA
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metylaci (Chakraborty et al., 2001; Vinatzer et al., 2001; Yoshimi et Kurokawa, 2011;
De Braekeleer et al., 2015).

Gen EVII tedy kdéduje jaderny transkripéni faktor s DNA vazebnym motivem zinkovych
prstl, ktery je nadmérmé exprimovany u myeloidnich malignit (u ¢lovéka v disledku
chromozomalnich pfestaveb a u mysi retrovirovou inzeréni mutagenezi, od ¢ehoz byl také
v roce 1988 odvozen jeho nazev — Ecotropic Viral Integration Site 1) (Morishita ef al., 1988;
Nucifora, 1997; De Braekeleer et al., 2015; Wieser, 2016). Z pocatku se piedpokladalo,
ze nadmérna exprese genu EVII pii inv(3)(q21926) a t(3;3)(q21;26) je dana zesilovacem genu
RPNI (Ribophorin 1), ktery se nachdzi ve zlomové oblasti 3q21 (Suzukawa et al., 1994;
Baldazzi et al., 2016). O 20 let pozdéji vSak bylo prokazano, ze k ektopické expresi genu EVII
dochézi v disledku regulace exprese distalnim zesilovacem genu GATA2 (3q21.3). Onkogenni
potencial téchto pfestaveb vSak ale také spocivd v ziskané haploinsuficienci genu GATA2
(Groschel et al., 2014; Baldazzi et al., 2016). Typické zlomové body oblasti 3q21 a 3q26 jsou
znazornény na Obrazku 6 vyse.

Produkt genu EVII interferuje také s funkci jinych transkripénich faktorti kddovanych
geny MDSI-EVII, GATAI, RUNXI a PU.I, coz vede k naruseni diferenciace
hematopoetickych bun¢k (Soderholm et al., 1997; Bejar et al., 2011a; Yamazaki ef al., 2014;
Wieser, 2016; Zahid et al., 2017). Pi1 pokusech na mySich vedla vynucena aktivace exprese
transkripéniho faktoru kodovaného genem EVII k fenotypu MDS — zvySila se sebeobnova
hematopoetickych kmenovych bunék (nekontrolovatelnd hyperproliferace) a doslo k naruseni
diferenciace myeloidnich bunék (Buonamici et al., 2004; Bejar ef al., 2011a; Rogers et al.,
2014). Nadmérna exprese genu EVII byla také ektopicky aktivovéana inzerci terapeutického
vektoru do lokusu genu MECOM u pacientl, ktefi podstoupili genovou terapii a u nichz
nasledné doslo k progresi MDS (Stein et al., 2010; Bejar et al., 2011a). Jakékoliv nadmérna
exprese EVII je 1 bez chromozomalnich ptestaveb 3q26 (Casto doprovazi pacienty s deleci 7q
¢i alterovanym genem MLL) spojena s nepiiznivou prognézou (Bejar et al., 2011a; Rogers

et al., 2014; De Braekeleer ef al., 2015).

3.3.2 Gen MDS1

Gen MDSI (Myelodysplastic Syndrome 1) se u ¢loveka sklada ze 4 exontli zaujimajicich
genomovou oblast vétsi nez 500 kb (De Braekeleer ef al., 2015; Wieser, 2016). Posledni, tedy
ctvrty exon MDSI a prvni exon EVII nejsou od sebe vzdaleny vice nez 2 kb. MDS1 miize byt

exprimovan u zdravého jedince samostatné nebo za vzniku fuzniho proteinu MDS1-EVII,
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¢imz se podili na tvorbé jiz vySe zminéné PR domény. Funkce samostatného proteinu MDS1

vSak neni doposud objasnéna (Fears et al., 1996; De Braekeleer et al., 2015; Wieser, 2016).

3.3.3 Gen GATA2

Gen GATA2 (GATA binding protein 2) lokalizovany do oblasti 3q21.3 koduje jaderny
protein GATA?2 obsahujici 2 domény s DNA vazebnym motivem zinkovych prsti specificky
k DNA sekvenci 5'-A/TGATAA/G-3' a je exprimovan tkanoveé specificky. Jedna
se o transkripcni aktivator podilejici se na spravné hematopoéze, kde reguluje vyvoj €asnych
krvetvornych progenitor a udrzuje sebeobnovu kmenovych bun¢k, ¢imz tedy udrzuje aktivni
hematopoetickou tkan. Béhem maturace krevnich bunék se jeho exprese snizuje. Zesilovac
genu GATA2 — G2DHE, ktery se nachazi u lidi 110 kb (u mysi 77 kb) od 5' pocatku genu
GATA2, se podili na leukemogenezi pii inv(3) a t(3;3) (zahrnujici gen MECOM), pii nichz
je premistén gen EVII do jeho blizkosti a G2DHE jej nasledné ektopicky aktivuje. Zaroven
dochéazi ke vzniku funk¢ni haploinsuficience genu GATA2, v disledku ¢ehoz se zvySuje
onkogenni potencidl této prestavby. Tato prestavba tak dava vzniknout typickému fenotypu
spojen¢ho s 3q26 abnormalitami (dysmegakaryopoéza a nartist mnozstvi trombocyti). Vznik
superzesilovace vSak vede k tvorbé potencialniho terapeutického cile, ktery je namifen praveé
proti témto zesilovacim komplextim (viz vySe, v uvodu této podkapitoly) (Groschel et al., 2014;

Yamazaki et al., 2014; Collin et al., 2015; Shimizu et Yamamoto, 2016; Yamaoka et al., 2020).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky
(HOK) Fakultni nemocnice Olomouc se pro cytogenetickd vySetfeni pacientd, u kterych
je suspektni ¢i potvrzena diagnéza myelodysplastického syndromu, ve vétSin€ piipadi
vyuZzivaji odebrané bunky kostni dfené kultivované v rezimu K24col, kdy je po celou dobu
kultivace vzorku ptitomen také kolcemid. Aspirat kostni diené je odebiran do zkumavek
s protisrazlivym c¢inidlem (heparinat lithny), ve kterych se transportuje do Cytogenetické
laboratoie HOK, kde je nejdiive od tohoto Cinidla aspirat piecistén a poté dale zpracovavan.
Jak odbér samotny, tak 1 manipulace se vzorkem podléha smérnici SM 02 Piijem biologického
materidlu LHOK. Vysledkem zpracovdni je bunécnd suspenze, kterd se pouzivd jak
k cytogenetické analyze metodou G-pruhovani, tak i k vySetfeni pomoci FISH metody.

Pro vySetfeni pomoci komparativni genomové hybridizace na Cipu (aCGH) se vyuziva
izolovand DNA, ktera je bud’ izolovana pracovniky Molekularné-biologické laboratore HOK
FNOL jak z periferni krve, tak i kostni dfené pacientti, a to konvencnim zpiisobem za vyuziti
Gentra Puregene Blood Kitu (Qiagen), nebo automatickym izolatorem nukleovych kyselin
s pouzitim MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kitu I (Roche), ktera je archivovana
vceca -80 °C. Pokud jsou k dispozici pouze fixované buiiky kostni diené zpracované
dle kultiva¢niho protokolu K24col (uchovavané pro opakované pouziti pti -20 °C), pak je nutno

z nich DNA izolovat pomoci fenol-chloroformové metody izolace z fixovanych bunék.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie
o BM médium Bio-Marrow™ Karyotyping Medium, without conditioned medium
(Biological Industries, kat. ¢. 01-199-1)
o DAPI/DuraTect-Solution, uchovavat v lednici (ZytoVision, kat. ¢. MT-0007-0.8)
o destilovand voda (Cytogeneticka laboratoi HOK)
o EBSS oplachovaci roztok (Gibco™, kat. ¢. 24010043)
o ethanol 96% (Lach-Ner s.r.o0., kat. ¢. 20025-A96)
o ethanol 96% (Sigma Aldrich spol. s.r.0., kat. ¢. 02849)
o fenol syceny 10mmol-I"' TRISem, pH 8,0 (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. &. P4557)
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fluorescenéné znacené sondy (Abbott Molecular Inc.): Vysis CEP 7 (D7Z1)
SpectrumOrange Probe (kat. ¢. 06J36-007), Vysis CEP 8 (D8Z2) SpectrumGreen
Probe (kat. ¢. 06J37-008), Vysis CEP Hybridization Buffer (kat. ¢. 07J36-001),
uchovavat pti -20 °C

fluorescencné znacené sondy (MetaSystems): XL EVII (kat. ¢. D-5036-100-TC),
XL MECOM (kat. ¢. D-5059-100-0OG), XL t(3;3) GATA2/MECOM DF DF
(kat. ¢. D-5124-100-OG), XL Del(5)(q31) (kat. ¢. D-5085-100-OG), XL
Del(7)(q22q31) (kat. ¢. D-5068-100-TC), XL MYC amp (kat. ¢. D-6008-100-OG),
XL MLL plus (kat. ¢. D-5060-100-OG), XL NUP9S8 (kat. ¢. D-5077-100-OG),
XL ETV6 (kat. ¢. D-5073-100-OG), XL TP53/17cen (kat. ¢. D-5103-100-OG),
XL Del(20q) plus (kat. ¢. D-5119-100-OG), uchovavat pii -20 °C

Gurr Buffer Tablets (Gibco™, kat. ¢. 10582013)

Human Cot-1 DNA 1,0 mg-ml! (Agilent Technologies, kat. &. 5190-3393)
Human Reference Female DNA (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-4371)
Human Reference Male DNA (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-4370)
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat.
¢. 71649)

chlorid draselny o koncentraci 0,075 mol-I'! (Iékarna FNOL)

chloroform (Lach-Ner s.r.o., kat. ¢. 20034)

imerzni olej pro mikroskopii IMMOIL-500CC (Olympus)

injek¢éni voda — Aqua pro iniectione (Ardeapharma, a.s.)

1soamylalkohol (Lach-Ner s.r.0., kat. ¢. 20035)

isopropanol (Lach-Ner s.r.o., kat. ¢. 20037)

KaryoMAX™ Colcemid™ Solution in HBSS (Gibco™, kat. ¢. 15210040)
KaryoMAX™ Giemsa Stain Solution (Gibco™, kat. ¢. 10092013)

kyselina citronova monohydrat (Lachner s.r.0., kat. ¢. 10020)

kyselina octova ledova (Penta, kat. ¢. 19990-11000)

Leishmanovo ¢inidlo (Sigma Aldrich spol. s.r.o0., kat. ¢. L6254)

methanol (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. ¢. 34860)

2x NP-40 (Abbott Molecular Inc., kat. ¢. 07J05-001)

Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 1 (Agilent Technologies, kat.
¢. 5188-5221)
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o Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2 (Agilent Technologies, kat.
¢. 5188-5222)

o PBS (pfipravovan zasobni roztok 10x PBS, pH 7,4) (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat.
¢. P3813)

o proteinaza K (Qiagen, kat. ¢. 19131)

o RPMI-1640 médium (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. ¢. R8758)

o Rubber Cement Fixogum (Marabu, kat. ¢. 29010017000)

o SDS solution, 20% (Serva, kat. ¢. 39575)

o 20x SSC (Abbott Molecular Inc., kat. ¢. 02J10-032)

o STE puftr (Iékarna FNOL)

o TE Buffer, 1x Molecular Biology Grade (Promega, kat. ¢. V6231)

o Tris-EDTA buftfer solution (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. ¢. 93283)

o trypsin from porcine pancreas (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. €. T4799)

o ultraciSténa voda (Molekularné-biologicka laboratof HOK)

4.2.2 Pouzité soupravy

o Hybridization Gasket Slide Kit (5) — 4 microarrays per slide format (Agilent
Technologies, kat. ¢. G2534-60011)

o Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit (Agilent Technologies, kat.
¢. 5188-5220)

o Qubit™ dsDNA BR Assay Kit 500r (Invitrogen, kat. ¢. Q32853)

o SurePrint G3 Human CGH+SNP 4x180K Kit (Agilent Technologies, kat.
¢. G4890A)

o SureScan slide holders Assays (Agilent Technologies, kat. ¢. G4900-60035)

o SureTag DNA Labeling Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-3399)

o SureTag DNA Labeling Kit Purification Columns (Agilent Technologies, kat.
¢. 5190-3391)

o 24 XCyte mFISH Kit (MetaSystems, kat. ¢. D-0125-120-DI)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava
o pracovni roztok 1x PBS:

Na ptipravu 50 ml tohoto roztoku je potieba dikladné smichat 45 ml injekéni vody

s 5 ml zasobniho roztoku 10x PBS.
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sm¢s chloroform-izoamylalkohol (24:1):
Na ptipravu 1 I této smési smichat 960 ml chloroformu se 40 ml isoamylalkoholu.
80% ethanol:
Na ptipravu 100 ml 80% ethanolu je potfeba smichat 83 ml 96% ethanolu se 17 ml
injek¢ni vody. Uchovavat pii -20 °C.
70% ethanol:
Na ptipravu 100 ml 70% ethanolu je potifeba smichat 73 ml 96% ethanolu s 27 ml
injek¢ni vody. Uchovavat pii -20 °C.
10x aCGH Blocking Agent (vSechny potiebné reagencie jsou soucasti Agilent Kitl
zminénych vysSe 4.2.2 Pouzité soupravy):
Do vialky obsahujici lyofilizovany 10x aCGH Blocking Agent (soucasti Oligo
aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kitu) piidat 1350 ul DNase/RNase-free
distilled water (soucasti SureTag DNA Labeling Kitu) a nechat inkubovat 1 h
pii laboratorni teploté€, poté zvortexovat, stoCit a uskladnit pti -20 °C (pfed kazdym
pouzitim znova zvortexovat a stocit).
Carnoye fixace:
Na ptipravu 100 ml této fixace je potieba smichat ledovou kys. octovou a methanol
v poméru 1:3, coz odpovida smichani 25 ml ledové kys. octové se 75 ml methanolu.
zasobni roztok 20x SSC:
132 g 20x SSC rozpustit v cca 400 ml injek¢ni vody a upravit pH na 7,0-7,5. Poté
doplnit do kone¢ného objemu 500 ml. Uchovavat pti laboratorni teplot¢.
pracovni roztok 2x SSC:
Pro ptipravu 100 ml tohoto pracovniho roztoku je potfeba smichat 10 ml roztoku
20x SSC s 90 ml injekéni vody (pfipadné upravit pH na 7-7,5). Uchovavat
pfi laboratorni teploté.
zasobni myci roztok 2x SSC/0,1% NP-40:
Roztok ptipravit smichanim cca 100 ml 20x SSC s 850 ml injekéni vody, k tomuto
roztoku poté piidat 1 ml NP-40 a upravit pH na 7-7,5. Nakonec doplnit
do kone¢ného objemu 1000 ml injekéni vodou. Uchovavat pti laboratorni teplot¢.
zasobni myci roztok 0,4x SSC/0,3% NP-40:
Tento roztok pfipravit smichanim cca 20 ml 20x SSC s 950 ml injekéni vody,
k tomuto roztoku poté pridat 3 ml NP-40 a upravit pH na 7-7,5. Nakonec doplnit

do kone¢ného objemu 1000 ml injekéni vodou. Uchovavat pii laboratorni teplot¢.
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o roztok 0,14mol-1"" Na;HPOyq:
Rozpustit 25 g NaaHPO4-12H>0 v 500 ml destilované vody.

o roztok kyseliny citronové o koncentraci 0,1 mol-1-':
Rozpustit 10,5 g kys. citronové v 500 ml destilované vody.

o Leishmanovo ¢inidlo:
Rozpustit 0,6 g Leishmanova c¢inidla ve 400 ml methanolu za stadlého michani
na magnetické michacce po dobu 4 h, poté prelit do odmérného valce a doplnit
methanolem do koneéného objemu 500 ml. Cinidlo musi pied prvnim pouZitim zrat
cca 24 h.

o Gurriv roztok (pH 6,8):
Rozpustit 1 tabletu Gurr Buffer v 1000 ml destilované vody.

o roztok trypsinu:
Rozpustit 0,04 g trypsinu v 1 ml PBS.

o barvici roztok I:
Smichat 75 ml 0,14mol-1"! Na;HPO4 s 20 ml kyseliny citronové, dale piidat 0,32 ml
Giemsa Karyomax a 0,5 ml roztoku trypsinu v PBS.

o barvici roztok II:

Smichat 15 ml Leishmannova ¢inidla se 45 ml Gurruova roztoku.

4.3 Seznam pouzitych pristroja a zarizeni
Laboratoi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky a Molekularné-biologicka laboratot

HOK FNOL disponuje niZe zminénymi zafizenimi a vybavenim, které jsem pouZivala
pfi vypracovavani této diplomové prace:

o bézné pocitacové vybaveni

o centrifuga Biofuge 22R (Heraeus Sepatech)

o centrifuga Heraeus Megafuge 16 R (Thermo Fisher Scientific)

o CO; inkubator na 37 °C Function Line BB 16 (Heraeus Holding)

o CoolCube 1 Digital High Res. CCD kamera (MetaSystems)

o fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (Olympus)

o fluorescen¢ni mikroskop Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss)

o fluorescen¢ni mikroskop BX40 a BX51 (oba Olympus)

o fluorescencni skener SureScan Dx Microarray Scanner (Agilent Technologies)

o hybridiza¢ni pec Hybridization Oven (Shel Lab)
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hybridiza¢ni zatizeni ThermoBrite™ StatSpin® (Abbott Molecular)

inkubator hybridizac¢ni IS020 (Grant Boekel)

kahan

kombinovana chladnicka (Indesit)

kombinovana chladnicka (Liebherr)

kyvacka MIX30 (Tool spol. s.r.0.)

laboratorni digestof N 1200 a N 1500 (ob& Merci)

laboratorni véha (Scaltec Instruments)

laminarni box MSC-Advantage™ Class Il Biological Safety (Thermo Fisher
Scientific)

magnetickd michacka (Schott Instruments)

mraznicka (Liebherr)

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)

PCR termocyklér ProFlex™ 96-Well PCR System (Applied Biosystems™)
pfistroj pro ptipravu preparati Hanabi Metaphase Spreader (ADSTEC)

piistroj Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

sada jednokanalovych automatickych mikropipet s riznymi objemovymi rozsahy
(minimalni rozsah 0,5 pl a maximalni 1000 ul) (Eppendorf/Gilson)

software CytoGenomics v4.0.3.12 (Agilent Technologies)

software Ikaros pro karyotypizaci (MetaSystems)

software ISIS (MetaSystems)

stolni centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf)

stolni centrifuga s vortexem Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)

stolni minicentrifuga (Labnet International)

stolni minicentrifuga M-6 (Boeco Germany)

stolni minicentrifuga MiniStar silverline (VWR)

systém pro automatické vyhleddvani mit6z Metaferd — skenovaci ptisluSenstvi
a zobrazovaci software (MetaSystems)

Termoblok Dry Block Thermostat Bio TDB-100 (Biosan)

termostat biologicky BT120 Biological Thermostat (Laboratorni ptistroje Praha)
ttepacka Reax top (Heidolph)

vodni lazent Thermomix® BM (B. Braun Biotech International)

vortex (Labnet International)
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o vyhtevna plotynka 12801 (Medax Nagel GmbH Kiel)

o vyhtivana tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf)

o vyhtivand vodni lazen GFL 1012 (GFL)

o vyrobnik destilované vody — AQUAL® 29 SP proline (Aqual s.r.0.)

o vyrobnik ultra¢isténé deionizované vody Direct-Q® 3 UV (Millipore)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Kultivace a zpracovani bunék kostni drené pro cytogeneticka
a molekuldarné-cytogeneticka vySetieni

Ptijem biologického materidlu (BM), kultivace bunék kostni diené¢ (KD) a jejich
zpracovani podléhd smérnicim HOK FNOL (Sm-02 Piijem biologického materidlu LHOK)
a standardnim opera¢nim postupiim Laboratofe cytogenetiky a molekularni cytogenetiky
(SOP_LCG_AO01 Analyza karyotypu bun€k nadorové tkané konvencni cytogenetickou
metodou).

Aspirat kostni diené je odebran do sterilnich odbérovych zkumavek s heparindtem
lithnym a takto je transportovan do Laboratofe cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky,
kde jsou nejdiive bunky kostni dfené precisStény od heparinatu lithného a nasledné kultivovany
po dobu 24 h za ptfitomnosti kolcemidu (mitoticky jed zastavujici bunécny cyklus dé€licich
se bunék v metafazi). Po kultivaci jsou bunky KD zpracovany klasickou metodou
pro cytogenetické vySetieni buné¢k KD. Bunécna suspenze ziskana po kultivaci a zpracovani
KD je uchovavana pti cca 4 °C a po dokonceni vySetteni je archivovana pii -20 °C za dodrZeni

podminek stanovenych SOP_LCG 04 Archivace BM.

Postup pripravy kultiva¢niho média pro KD a precisténi aspiratu KD od heparinu
1. KD vymyt od heparinu ptelitim do 15ml centrifugacnich zkumavek a doplnénim
do objemu 15 ml médiem RPMI-1640, jemnym promichanim a stocenim
pii 1000 rpm po dobu 10 min.
2. Poté supernatant slit a sediment jemné promichat pomoci Pasteurovy pipety
a prenést ho do kultivaéni nddoby s BM médiem.

3. Ke kultivaci poté ptidat 2 kapky kolcemidu. Inkubovat pti 37 °C po dobu cca 24 h.
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Postup zpracovani KD pro cytogeneticka a molekularné-cytogeneticka vySetieni

1. Pfipravit si Carnoye fixa¢ni roztok a uchovavat jej v lednici.

2. Obsah kultivaéni nadoby pfelit do oznacené 15ml zkumavky a stocit
pti 1000 rpm po dobu 10 min a pti 37 °C.

3. Po stoceni odstranit supernatant a piidat cca 10 ml roztoku KCI o koncentraci
0,075 mol-I"" (vytemperovaného na cca 37 °C) a nechat inkubovat v 37 °C
po dobu cca 25 min.

4. Po 20min inkubaci pfidat kapku vychlazené Carnoye fixace, promichat a stocit
po dobu 10 min pii 1000 rpm a 37 °C.

5. Poté odstranit supernatant a k sedimentu ptidat 10 ml vychlazené Carnoye fixace
(prvni ml pfidavat pomalu po kapkach), nasledné obsah zkumavky zvortexovat
a nechat inkubovat po dobu 30 min pii pokojové teplot¢.

6. Po 30min inkubaci zcentrifugovat obsah zkumavky po dobu 10 min
pii 1000 rpm a 4 °C.

7. Poté odstranit supernatant a k sedimentu opét piidat 10 ml vychlazeného
fixa¢niho roztoku Carnoye, nésledné zvortexovat (centrifugaci, odstranéni
supernatantu a pfidani fixaéni smési opakovat tolikrat, dokud nedosahneme
mlécného zabarveni bunécné suspenze).

8. Takto zpracovanou bunéfnou suspenzi uchovéavat v lednici po dobu
maximalné nékolika tydnii pro dalsi zpracovani a vyhodnoceni vzorku.

9. Poté biologicky materidl archivovat zamraZzenim 2 ml fixované bunécné

suspenze v oznac¢ené mikrozkumavce pii -20 °C.

4.4.2 Priprava, barveni cytogenetickych preparati pomoci G-pruhovani,
karyotypizace a vyhodnoceni vysledkii

Metoda barveni pomoci G-pruhovani umoziiuje rozlisit jednotlivé chromozémové pary
dle specifickych G-pruhli. Metoda G-pruhovéani je =zalozena na prvotnim pisobeni
proteolytického enzymu trypsinu s naslednym plisobenim Giemsova barviva. Takto obarvené
metafazni chromozomy se vyhodnocuji ve svételném mikroskopu (Pospisilova et al., 2011)
s vyuzitim systému pro automatické vyhledavani mitdoz Metaferd a pocitacoveho
karyotypizac¢niho softwaru Ikaros (oba MetaSystems). Vyhodnocuje se 30 nasnimanych mit6z
(za vyuziti CCD kamery) pro kazdého pacienta, 10 z nich poté prochidzime v softwaru Ikaros

a manualn¢ skladame do vyslednych karyotypt, ve kterych hodnotime jak poc¢et chromozémi,
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tak 1 jejich strukturu. Popis vysledkd analyzy se fidi pravidly mezinarodni nomenklatury

pro lidskou cytogenetiku — ISCN 2016 (McGowan-Jordan ef al., 2016).

Piiprava a barveni cytogenetickych preparati G-pruhovanim

1.

Ptipravit si barvici roztoky I a II do sklenénych koplin, dalsi koplinu s EBSS
roztokem a posledni koplinu s destilovanou vodou pro oplach.

Na nadychnuté podlozni sklicko z vysky cca 50 cm kapnout 2—-3 kapky fixované
bunécéné suspenze, poté preparat protahnout nad plamenem a nechat zaschnout
pii laboratorni teploté (takto ptipravit sadu 5 skel pro kazdého pacienta).

Po zaschnuti preparat inkubovat v barvicim roztoku I po dobu 3 min
pii laboratorni teploté (po jednom skle z kazdé sady).

Poté oplachnout preparat od roztoku I v koplin€ s EBSS roztokem a ptenést
do kopliny s barvicim roztokem II, kde preparat inkubovat po dobu 1 min.
Nésledné preparat oplachnout v koplin€ s destilovanou vodou a nechat uschnout
pii laboratorni teploté.

Provést mikroskopické zhodnoceni obarveného cytogenetického preparatu
pii prochéazejicim svétle a pokud je vysledek vyhovujici, obarvit vSechny zbylé
preparaty jednotlivych pacientii tak, abychom pro kazdého pacienta meli
5 obarvenych preparati (pfi nevyhovujicim vysledku obarveni upravit Casy
inkubaci v jednotlivych barvicich roztocich a znova preparaty mikroskopicky

vyhodnotit). Nasledn€ na obarvenych preparatech provést karyotypizaci.

Karyotypovani a vyhodnoceni cytogenetickych preparati

1.

Za vyuziti svételného mikroskopu a systému Metafer4 vyhodnotit u kazdého
pacienta 30 mit6z a z toho u 10 mitdéz provést karyotypizaci pomoci softwaru
Ikaros.

Vysledky analyzy popsat dle pravidel ISCN 2016 a nechat zkontrolovat
vedoucim laboratofe dle Sm 03 Hlavni proces LHOK (uvolnéni vysledkl

vySetfovaného BM).

4.4.3 Analyza bunéénych preparatii pomoci metody FISH/mFISH

Fluorescencni in situ hybridizace je jedna z molekuldrné-cytogenetickych metod

vyuzivajici komplementarity fluorescenénich DNA sond ke specifickym sekvencim

vySetfované DNA, coZz umoznuje detekci specifické sekvence jak u pfitomnych mitdz,
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tak 1 v interfaznich jadrech ve vzorku fixovanych bun¢k kostni diené. Konvencéné se vyuziva
kombinace 2-3 sond znacenych rGznymi fluorochromy. Sondy se rozdéluji do nékolika
podskupin dle oblasti, které detekuji: lokusové specifické (LSI), centromerické (CEP),
¢1 celochromozémové (WCP) (Pospisilova ef al., 2011).

Dle platnych postupt se dodrzuje uziti tzv. panelu sond, ktery se pouziva pti stanovenych
diagnozach a potvrzuje tak, ¢i vyvraci predpokladané chromozémové zmény. Pro vySetieni
pacientl s potvrzenym ¢i suspektnim myelodysplastickym syndromem se vyuZzivaji
v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK ptevazné LSI sondy firmy
MetaSystems, piipadné¢ CEP sondy firmy Abbott Molecular Inc. Zakladni soubor sond
vySetfovany u téchto pacientli je soucasti tzv. MDS panelu, ktery ve vySe zminéné laboratofi
bézné¢ zahrnuje nasledujicich 6 sond (pro analyzu 6 nejcastéjSich chromozémovych zmén
spojenych s MDS):

e XL MECOM MetaSystems — oranzovy signal nalezi oblasti 3q26 stejn¢ jako zeleny

signal (zeleny signal vSak zahrnuje distalni oblast genu MECOM a dale také geny
TERC a NYNN)

e XL Del(5)(q31) MetaSystems — oranzovy signal oznacuje specificky oblast 5q31 jejiz

soucasti je gen EGRI a zeleny signal patii oblasti 5p15
e XL Del(7)(q22q31) MetaSystems — oranzovy signal naleZi oblasti 7q22 zahrnujici gen
KMT2E (MLLY5), zeleny signal nalezi specifické oblasti 7q31 zahrnujici protoonkogen
MET av posledni fadé modry signal patii centromerické oblasti chromozomu 7

e XL TP53/17cen MetaSystems — oranzovy signal nalezi oblasti 17p13, ktera zahrnuje
gen TP53, zeleny signal pak ptislusi oblasti centromery chromozomu 17

e XL Del(20q) plus MetaSystems — oranzoveé znacena oblast oznacuje oblast 20q12
zahrnujici 1 proximalni ¢ast genu PTPRT, zelené je pak oznacena oblast 20ql3
zahrnujici gen MYBL2

e Vysis CEP 7 (D7Z1) SpectrumOrange Probe/Vysis CEP 8 (D8Z2) SpectrumGreen

Probe (Abbott Molecular Inc.) — centromera chromozému 7 je charakterizovdna

oranzovym signalem, zatimco centromera chromozomu 8 zelenym

Aberace 3. chromozému u pacientti s MDS ¢i AML jsou €asto spojeny s inv(3)(q21926)
a t(3;3)(q21;926), kdy dochézi k alteraci jak genu MECOM, tak 1 genu GATA2 (viz Obréazek 8

nize). Pro detekci ¢i potvrzeni téchto piestaveb se vyuziva sonda:
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e XL t(3;3) GATA2/MECOM DF DF MetaSystems — oranzovy signal odpovida
zlomové oblasti 3q26.2 (zahrnujici gen MECOM), naopak zeleny signal pteklenuje
zlomovou oblast 3q21 (zahrnujici gen GATA2 a RPNI)

RH45946 IZI t(3;3) inv(3) 3
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rent 5102510
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D353084—

3q21 3q21

QNI -
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Obrazek 8: Schématické znazornéni normalnich a balancované prestavénych 3. chromozomui
analyzovanych FISH metodou s vyuzitim translokacni sondy XL t(3;3) GATA2/MECOM DF
(MetaSystems).

Na obrazku A je zobrazen normalni nalez pro oblast 3q21 a 3q26.2 (signaly — 2G2R), na obrazku B je znazornén
nalez t(3;3), ktery je charakteristicky signaly 2F1GI1R, shodné signaly jsou patrné i na obrazku C, zde se vsak
jedna o inv(3) (upraveno dle MetaSystems Probes, 2017).

Pro podrobnéjsi charakteristiku chromozémovych aberaci, stanoveni translokacniho
partnera atd. se vyuzivd dopliujicich vySetfeni pomoci dalSich sond (napi. WCP sondy)
ametody rehybridizace FISH preparatu. Pro upfesnéni komplexnich zmén karyotypu
se pak radéji voli metoda mFISH (mnohobarevna fluorescen¢ni in situ hybridizace). Tato
metoda je zaloZena na vyuziti smési celochromozémovych sond znacenych kombinatoricky
5 riznymi fluorochromy (odlisné kombinace a koncentrace jednotlivych flluorochromtl).
Kazda kombinace fluorochromt pak odpovida jednomu z 24 riznych lidskych chromozému
(22 part autozomt, X a Y). Fluorescence dil¢ich fluorochromt jsou nasnimany CCD kamerou
pod raznymi optickymi filtry a nasledné jsou kombinace intenzit jednotlivych fluorescenci
pievedeny softwarové (ISIS) do odpovidajicich pseudobarev (Speicher et al., 1996; Kuglik,
2013). K analyze karyotypu metodou mFISH (provedenou pracovniky Laboratote cytogenetiky
a molekularni cytogenetiky HOK) se vyuziva 24 XCyte mFISH Kit (kat. ¢. D-0125-120-DI,

Metasystems), mitézy jsou ndsledné automaticky vyhledany (Metafer4), nasnimany
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fluorescenénim mikroskopem Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss) a vyhodnoceny v systému ISIS

(MetaSystems), kdy je hodnoceno minimalné 10 mitoéz. Popis vysledkl analyzy se opét fidi

pravidly mezindrodni nomenklatury pro lidskou cytogenetiku — ISCN 2016 (McGowan-Jordan
etal. 2016).

Priprava sond

1.

Pro diagnostiku MDS wuzit 6 zdkladnich DNA sond MDS panelu. P&t z nich
je ptipraveno k pifimému pouziti, které sta¢i pouze pied kazdym pouzitim

rozmrazit, zvortexovat, stoCit a uchovavat ve tm¢.

. Naopak smés centromerickych sond je nutno pfipravit rozmrznutim a smichanim

7 Wl Vysis CEP hybridiza¢niho pufru s 2 pl injekéni vody a 0,5 pl sondy cep7 nebo

cep8, poté smes zvortexovat, stocit na stolni centrifuze a uchovavat ve tme.

. 'V ptipadé pouziti kombinace 2 rtiznych WCP sond na vzorek je tyto sondy nutné

nejdiive smichat do jedné mikrozkumavky (kazdou sondu po 5 pl) a az poté smes

sond aplikovat na vzorek.

Piiprava preparati

1.

Suspenzi fixovanych bunék KD (v Carnoye fixaci, viz kapitola 4.4.1) aplikovat
vzdy v mnoZstvi 20-30 pl kolmo na podloZzni sklicka umisténd v Chromosome

Metaphase Spreader ptistroji, preparaty nechat zaschnout pfi zapnuté funkci suseni.

. Do ¢isté kopliny pfipravit roztok 50 ml 2x SSC.

. Po zaschnuti preparatii je nutné zkontrolovat ve svételném mikroskopu hustotu

aplikovanych bunék a v piipadé¢ nedostatku interfaznich jader ¢i mitdz
lze na preparaty znovu aplikovat fixovanou buné€nou suspenzi stejného pacienta

a nechat je opétovné zaschnout.

. Po kontrole umistit preparaty do piipravené kopliny s 2x SSC a nechat

je tam inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu 10 min.

. Po 10min inkubaci provést odvodnéni skel ve vzestupné fadé ledovych alkohola

(uchovavanych pii cca -20 °C), kdy je inkubovat po dobu 2 min v jednotlivych
koncentracich ethanolu (70%, 80% a 96%).

. Behem odvodiiovani si zapnout plotynku, kterou si nechat vytemperovat

na cca 45 °C.

. Po odvodnéni preparaty nechat ususit na vytemperované plotynce.
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Kodenaturace, hybridizace a odmyti preparati

1.

Hodnoceni

1.

3.

Na odvodnéné a vysuSené preparaty napipetovat odpovidajici mnozstvi
piipravenych sond dle velikosti kryciho skla (18x18 mm — 5 pl sondy, 22x22 mm
— 8 ul sondy), poté prikryt ptisluSnym krycim sklickem.

. VSechny okraje krycich sklicek piekryt rubber-cementem proti vyschnuti.

. Poté preparaty se sondami kodenaturovat v komlrce ThermoBrite pii 75 °C

po dobu 2 min (pokud se jedna o smés WCP sond je nutné kodenaturovat 5 min).

. Po kodenaturaci preparaty vlozit do hybridizaéni komurky (vlhké komiirky),

kde ssDNA vzorki hybridizuji se sondami pii 37 °C do dal$iho dne.

. Dal§i den vymyt nenavazané sondy inkubaci preparati bez krycich sklicek

v mycich roztocich, a to nejdiive 2min inkubaci v roztoku 0,4x SSC/0,3% NP-40
ve vodni lazni pii teplot¢ 73 °C. Nasledn€é 2min inkubaci v roztoku
2x SSC/0,1% NP-40 pfti laboratorni teplotg.

Po odmyti nechat opé€t preparaty ususit na vytemperované plotynce a poté podbarvit
interfazni jadra a mitdzy na skle aplikaci 10 pul DAPI. Néasledné preparaty piekryt
¢istymi krycimi sklicky (24x24 mm).

Po obarveni preparati hodnotit ve fluorescenénim mikroskopu za pouziti
prislusnych fluorescencnich filtrti (dle obsazenych fluorochromi v sondéch)
300 jader interfaznich bunck (zaznamenivat CCD kamerou snimky zastupujici

zmény €1 normdlni nalez a ukladat je do softwaru ISIS — MetaSystems).

. V ptipadé potieby lze preparat analyzovat za pouziti systému pro automatické

vyhledavani metafazi (Metafer4), ktery jednotlivé mitdzy vyhledd, nasnima pomoci
CCD kamery a také je ulozi do systému ISIS.
Vysledky analyzy poté popsat dle pravidel ISCN 2016.

Postup rehybridizace skel

1.
2.

3.

Nasnimat a ulozit pozice vyhledanych mit6z systémem Metafer4.

Nasledné¢ z vyhotoveného FISH preparatu lehce sejmout kryci sklicko a preparat
inkubovat 10 min v 96% ethanolu, poté nechat uschnout na plotynce
vytemperované na cca 45 °C.

Déle postupovat dle celého navodu Kodenaturace, hybridizace a vymyti preparatu

viz vyse.
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4.

Hodnoceni provést systétmem Metafer4d a ISIS pii zadani predchozich pozic

nasnimanych mitoz.

4.4.4 Fenol-chloroformova izolace DNA z fixovanych bunék kostni diené

e 1.den
1.
2.

3.
4.

e 2. den
5.
6.

10.
11.

12.
13.

14.

Fixovanou smés stoc€it pii 10 000—-13 000 rpm po dobu 2—3 min.

Poté odstranit supernatant, sediment resuspendovat v 1 ml 1x PBS a nésledné
centrifugovat pii 10 000-13 000 rpm po dobu 2—3 min.

Odstranit supernatant a sediment resuspendovat v 0,5 ml ledového STE pufru.
Poté ke smési ptidat 15 pl 20% SDS a 30 pl Proteinazy K v pufru a nechat takto

inkubovat v termostatu pti 37 °C do dalSiho dne.

Ptipravit si a popsat 2 Cisté 1,5ml mikrozkumavky (pro 1 pacienta).

Po inkubaci ke smési piidat 0,5 ml chlazeného fenolu syceného 10mmol-1"! Trisem
(pH 8,0), potfadné protiepat a nechat kyvat na kyva¢ce 10 min pfi laboratorni
teplote.

Béhem kyvani si vychladit centrifugu na 4 °C.

Po 10min kyvani smés centrifugovat po dobu 10 min pfi 13 000 rpm a 4-8 °C.
Poté vice jak 2/3 vrchni vrstvy opatrné prenést Pasteurovou pipetou do ptipravené
1,5ml mikrozkumavky, kni pfidat 0,5 ml smési chloroform-izoamylalkohol
(24:1), potadné protiepat a nechat znovu kyvat na kyvacce 10 min pii laboratorni
teplote.

Po kyvani centrifugovat po dobu 10 min pti 13 000 rpm a 4-8 °C.

Pak opét vice jak 2/3 vrchni vrstvy opatrné prenést Pasteurovou pipetou do druhé
pfipravené 1,5ml mikrozkumavky, k ni pfidat 0,5 ml chlazeného izopropanolu
(popt. 96% ethanolu) a nechat inkubovat minimaln¢ 10 min v mrazaku.

Po 10min inkubaci v mazaku dojde ke vzniku bilého precipitatu.

Centrifugovat pii 14 000 rpm po dobu 5 min a pii 4-8 °C, poté supernatant slit
na gazicku a sediment 2x promyt vychlazenym 70% ethanolem.

Opét centrifugovat pii 14 000 rpm po dobu 5 min a pii 4-8 °C, supernatant slit
na gazicku, zbytek alkoholu odsat Pasteurovou pipetou a sediment DNA nechat

susit minimaln€ 30 min pfi laboratorni teplot¢.
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15. Po vysuseni k sedimentu pfidat 10mmol-I"' Tris pufr (objem dle velikosti peletu —
75—-100 pl) a takto nechat sediment nékolik hodin rozpoustét pii pokojové teploté,

poté uchovavat v lednici.

4.4.5 Kvantifikace a stanoveni kvality DNA

Po izolaci DNA z bun€k pacientti (provedeno v Laboratofi molekularni biologie HOK
FNOL) je nutné stanovit koncentraci a kvalitu takto izolovanych DNA. Kvalita izolované¢ DNA
je stanovena pomérem A260/A280 a A260/A230, kdy pro vysoce kvalitni DNA bez proteini
je pomér A260/A280 v rozmezi 1,8-2,0 a pomér A260/A230 > 1,0.

Pro stanoveni hodnot koncentrace a kvality DNA lIze vyuZit 2 riznych pfistupt,
a to spektrofotometricky (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific)

¢i fluorometricky (Qubit® 2.0 Fluorometer, Invitrogen).

Spektrofotometrické stanoveni — métfeni veSkeré DNA ve vzorku
1. Jako blank pouzit 1,2 ul Tris pufru (10 mmol-I""), promé&fit a zménit typ vzorku
v systému na DNA-50.
2. Nasledné¢ zméfit koncentraci 1,2 pl izolované DNA (v ng/ul). Zaznamenat
si vysledné hodnoty koncentrace a poméry A260/A280 s A260/A230, dle téchto

pomerti stanovit kvalitu izolované DNA.

Fluorometrické stanoveni — méfeni pouze dsDNA ve vzorku (s vyuzitim soupravy Qubit™
dsDNA BR Assay Kit, Invitrogen)
1. Pfipravit si odpovidajici pocet istych 0,5ml mikrozkumavek (dle poc¢tu vzorka +
2 mikrozkumavky pro standardy).
2. Dale si ptipravit Qubit pracovni roztok smichanim 1 ul Qubit dsDNA BR reagentu
se 199 ul Qubit dsDNA BR pufru na 1 vzorek, zvortexovat a stocit.
3. Poté tento Qubit pracovniho roztok piepipetovat do Cistych mikrozkumavek:
190 pl pro standardy a 198—199 pl pro vzorky.
4. Do mikrozkumavek pro standardy ptipipetovat ke Qubit pracovnimu roztoku jeste
10 pl standardu 1 nebo 2.
5. Vzorky DNA zvortexovat, stoCit a poté piidat 1-2 pl vySetfované DNA
do mikrozkumavek pro vzorky s jiz pfipravenym Qubit pracovnim roztokem
(do celkového objemu 200 pl).

6. VSe zvortexovat, stocit a poté inkubovat pii pokojové teploté po dobu 2 min.
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7. Zkalibrovat piistroj Qubit® 2.0 Fluorometer pro protokol dsDNA Broad Range
assay tim, ze nejdiive proméfit 1. standard (¢ = 200 ng-pl') a poté 2. standard
(¢ =20 000 ng-ul™).

8. Po kalibraci zmé&fit koncentrace vySetfovanych dsDNA v ng-ul! a tyto hodnoty

si vzdy zaznamenat.

4.4.6 Zpracovani a vyhodnoceni vzorkii DNA metodou aCGH

Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (aCGH) je jednou z dalSich molekularné-
cytogenetickych metod, ktera detekuje nebalancované zmény (amplifikace, duplikace, delece
¢1rizné pocetni zmény chromozdmil), ztraty heterozygozity (LOH) nebo uniparentalni dizomie
(UPD) ve vySetfovaném genomu. Pfi této metod¢ se vyuziva referencni DNA (Human
Reference Fe/Male DNA, Agilent Technologies) znacena fluorescencné Cy3 a izolované DNA
pacienta znacené fluorochromem Cy5. Po probéhlé hybridizaci takto zna¢enych DNA na Cip
(SurePrint G3 Human CGH+SNP 4x180K, Agilent Technologies) 1ze vyhodnotit za pomoci
fluorescen¢niho skeneru (SureScan Dx Microarray) a algoritmii softwaru CytoGenomics
(oba Agilent Technologies) pomér fluorescenci mezi referencni (Cy3) a vySetfovanou DNA
(Cy5) kazdého spotu mikroCipu. Diky tomu Ize detekovat vySe zminéné zmény
ve vySetfovaném genomu (Agilent Technologies, Inc., 2019).

Jestlize vySetfovany genom pacienta nedisponuje zddnou zménou, je pomer intenzit obou
fluorochromil (%) roven hodnoté 1. Pokud se vSak ve vySetfovaném genomu nachézi
jakékoliv zmnozeni, bude pfevladat intenzita fluorochromu CyS5 (pfevaha pacientovy DNA).
To se projevi na hodnoté poméru E—i’; tak, ze tento pomér bude vyssi nez 1 (trizomie zastoupena
hodnotou 1,5 tohoto poméru). Naopak v ptipad¢ jakékoliv ztraty v genomu pacienta (ptevaha
fluorochromu Cy3 znacici referenéni DNA) je hodnota poméru E—i’lz mensi nez 1 a konkrétné

u monozomie je tento pomér roven hodnoté 0,5.

Pro jednodussi interpretaci analyzovanych dat (pomérti fluorescence) se vyuziva

R C v iy ; rorxra g »
matematické funkce Ingc_;,i' Pokud se tedy ve vySetfovaném genomu nenachéazi zadné zmény,
Cys o .\ « . .
hodnoty 10g2c_§3 oscilujyi kolem hodnoty 0. Jestlize se ve vySetfovaném genomu vyskytuje

jakékoliv zmnoZzeni, hodnoty logzg—ﬁ budou pro tuto oblast genomu nabyvat kladnych hodnot

(budou oscilovat kolem hodnoty log21,5 = 0,58). Naopak pokud je ve vySettovaném genomu
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pritomna jakakoliv ztrata, hodnoty 1°g2§_§§ budou pro tuto oblast genomu nabyvat zépornych

hodnot (budou oscilovat kolem hodnoty log20,5 = -1).
Software tedy analyzuje veskeré odchylky od hodnoty 0 a dle jejich velikosti interpretuje
zavéry analyzy (IJpma, 2011). Je vSak vzdy nutné takto interpretovana data manudlné

a vizualné zhodnotit.

Priprava DNA (je-li k dispozici alespoii 0,5 ug DNA)

1. Ptipravit si PCR mikrozkumavky (dle poctu vySetfovanych vzorki), ve kterych
vzorky DNA zfedit (dle zmétenych koncentraci téchto DNA) vodou bez nukleaz
tak, aby ve vysledném objemu 20,2 pl bylo 800 ng DNA (nebo minimalné
500 ng DNA).

2. Do dalsich PCR mikrozkumavek piipravit muzskou ¢i Zenskou kontrolni DNA
(dle pohlavi pacienti) smichanim 4 ul kontrolni DNA (200 ng-ul') s 16,2 ul

vody bez nukleaz (nebo dle koncentrace DNA pacienta).

Restrikéni digesce DNA (vyuziti soupravy SureTag DNA Labeling Kit)
1. Nechat rozmrznout pottebné reagencie a poté 10x pufr pro restrikéni enzym
a BSA zvortexovat a stocCit.
2. Nasledné ptipravit Digestion Master Mix dle schématu v Tabulce 11 do 1,5ml

mikrozkumavky.

Tabulka 11: SloZeni Digestion Master Mixu.

Slozka Mnozstvi na 1 reakci [ul] | Mnozstvi na 9 reakei' [pl]
Nuclease-free HO 2,0 18,0
10x pufr pro restrikéni enzym 2,6 234
BSA 0,2 1,8
Alul? 0,5 4,5
Rsal? 0,5 4,5
Finalni objem mixu 5,8 52,2

! veetné nadbytku; 2 uchovavat na ledu, ped pouzitim proklepnout a lehce stocit

3. Kjiz ptipravenym DNA piidat vzdy 5,8 upl Digestion Master Mixu
(do celkového objemu 26 pl).

4. Poté zkumavky umistit do termocykléru s nastavenym programem Restriction
Agilent dle schématu v Tabulce 12, kdy dochazi ke vzniku hlavné fragmenti

o velikosti 200-500 bp.
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Tabulka 12: Priib¢h Restriction Agilent programu v termocykléru.

Potadi cyklu | Teplota cyklu | Cas cyklu
1. 37°C 2 hod
2. 65 °C 20 min
3. 4°C 00

Fluorescenéni znac¢eni DNA

1. Po restrikéni digesci sto€it vzorky na stolni centrifuze.

2. Ke 26 ul DNA kazdého vzorku piidat 5 pl Random Primers a propipetovat.

3. Nasledné zkumavky stocit, vlozit do termobloku vyhtatého na 98 °C a nechat

zde 3 min.

4. Poté vzorky umistit na led a inkubovat po dobu 5 min.

5. Béhem inkubace si pfipravit dvé 1,5ml mikrozkumavky s Labeling Master

Mixem (na ledu) dle schématu v Tabulce 13. Do jedné mikrozkumavky ptidat

Cyanine 3 dUTP, do druh¢ Cyanine 5 dUTP.

Tabulka 13: Slozeni Labeling Master Mixu pro fluorescencni zna¢eni DNA.

Slozka Mnozstvi na 1 reakei [pl] Mnozstvi na 4 reakce' [pl]
5x DNA reakéni pufr 10,00 42,50
10x dNTPs 5,00 21,25
Cy3/Cy5-dUTP 3,00 12,75
Exo-klenow? 1,00 425
Finalni objem mixu 19,00 80,75

!'v¢etnd nadbytku; 2 uchovavat na ledu, pted pouZitim proklepnout a lehce stocit

6. Poté do kazdé mikrozkumavky s DNA pfidat 19 pl Labeling Master Mixu
(k DNA pacienti pfidat Mix s Cy5 a ke kontrolnim DNA Mix s Cy3)

do celkového objemu 50 pl.

7. Nasledné¢ mikrozkumavky umistit do termocykléru s nastavenym programem

Labeling Agilent aCGH dle schématu v Tabulce 14.

Tabulka 14: Pribéh Labeling Agilent aCGH programu v termocykléru.

Poradi cyklu | Teplota cyklu | Cas cyklu
1. 37°C 2 hod
2. 65 °C 10 min
3. 4°C 00
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Purifikace znacené DNA (vyuziti SureTag DNA Labeling Kit Purification Columns)

I.
2.

Ptipravit si pocet kolonek dle poctu vzorki DNA.

Po fluorescen¢nim znaceni vzorky DNA stocit a kazdy vzorek DNA piidat
do jednotlivych 2ml mikrozkumavek se 430 pul TE pufru, poté vZdy cely obsah
mikrozkumavky pfenést na kolonku umisténou v kolekéni 2ml mikrozkumavce.
Takto mikrozkumavky centrifugovat pii 14 000 g po dobu 10 min.
Prefiltrovany roztok slit a na jednotlivé kolonky aplikovat 480 ul TE pufru. Poté
opét mikrozkumavky centrifugovat pii 14 000 g po dobu 10 min.

Kolonky ptetocit do €istych mikrozkumavek a centrifugovat (zobacky dovnitt)
po dobu 1 min pii 1000 g (zisk cca 20-32 pl jednotlivych pieciSténych vzorkl
DNA).

Priprava sond na €ip (vyuziti soupravy Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit)

I.

Nejdrive je nutné stanovit specifické aktivity (a€innost fluorescencniho znaceni)
precisténych DNA pomoci NanoDropu (vzdy pipetovat 1,0 ul DNA) a nize
uvedeného vzorce:

SA 1 ue-11 = koncentrace Cy3 nebo Cy5 [pmol - pl™?] 1000
[pmol - ug™] = koncentrace DNA [ng - ul=1]

Specificka aktivita pro vzorky znacené Cy3 by se méla pohybovat v rozmezi
25-40 pmol-pg™ a pro vzorky s Cy5 20-35 pmol-ug™'. Na zakladé zjisténych
specifickych aktivit a pohlavi pfifadit vzdy kontrolni DNA ke vzorku DNA
pacienta.

Smichat cca 20 ul DNA pacienta s pfifazenou kontrolni DNA do 1 spolecné
mikrozkumavky a poté pfidat 71 pl Hybridization Master Mixu, ktery

byl ptipraven dle schématu v Tabulce 15 (do celkového objemu cca 111 pl).

Tabulka 15: Slozeni Hybridization Master Mixu.

Slozka Mnozstvi na 1 reakci [ul] | MnoZstvi na cca 4,5 reakce' [pl]
Human Cot-1 DNA 5,0 22,7
10x aCGH Blocking Agent 11,0 50,0
2x HI-RPM hybridiza¢ni pufr 55,0 250,0
Finalni objem mixu 71,0 3227
!'v¢etné nadbytku

4.

Poté opatrn€ promichat Spickou a stoCit obsah mikrozkumavek. Nasledné

mikrozkumavky umistit na 3 min do termobloku vyhtatého na 98 °C.
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5.

6.

Po 3min inkubaci v 98 °C mikrozkumavky pfemistit na 30 min do vodni lazné
vyhtaté na 37 °C a priklopit krabickou proti vysviceni.

Poté mikrozkumavky centrifugovat po dobu 1 min pti 6000 g.

Naneseni vzorki na ¢ip (vyuziti souprav Hybridization Gasket Slide Kit a SurePrint G3
Human CGH-+SNP 4x180K Kit)

I.

2.

Odmyti ¢ipu
1.

Do drzaku umistit gasket (. kryci sklo mikrocipu) a do kazdé oznacené oblasti
napipetovat bez bublin 100 pl pfipravené sondy (smés kontrolni DNA a DNA
pacienta). Poté na gasket pfilozit mikro€ip tak, aby jeho aktivni strana byla
v pfimém kontaktu se vzorky.

Nasledné na mikroCip umistit vrchni ¢ast drzéku a nechat inkubovat v otacivém

inkubdtoru (pfi 20 rpm) po dobu 24 h pii 67 °C.

Po 24h hybridizaci Cip opatrné vyjmout z drzaku a v kopliné naplnéné Wash
Buffer 1 odklopit ¢ip od kryciho skla. Cip poté pinzetou piemistit do stojanku
umisténého v dalsi kopliné s Cistym Wash Buffer 1, kde ho ponechat 5 min
pii pokojové teploté.

Poté stojanek s cipem pienést do kopliny naplnéné vytemperovanym Wash
Buffer 2 na 37 °C a zde ho inkubovat 1 min, nédsledné stojanek vytdhnout tak,

aby se predeslo k usazeni kapek.

Skenovani ¢ipu (vyuziti SureScan slide holders Assays)

I.

Cip upevnit do drzaku (slide holder) aktivni stranou nahoru a poté drzak

zacvaknout.

. Umistit ¢ip v drzdku do skeneru a skenovat pii zvoleném protokolu

AgilentG3_CGH.

Po naskenovani ziskana data dale vyhodnotit pomoci softwaru CytoGenomics
v4.0.3.12 (Agilent Technologies) a vysledky popsat dle pravidel mezinarodni
nomenklatury pro lidskou cytogenetiku — ISCN 2016.
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5 Vysledky

VSechny praktické ukony byly provedeny dle platnych smérnic a standardnich
operac¢nich postupt Laboratofe cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-onkologické
kliniky (HOK) Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL). Samoziejmosti také je, ze jsem vzdy
pracovala v souladu s bezpecnostnimi zasadami laboratorni prace s biologickym materidlem.
Moje prace byla roz¢lenéna do 3 fazi.

Vprvni fazi jsem pomoci molekuldrné-cytogenetické metody FISH s vyuZzitim
zékladniho panelu sond pro vysSetieni pacientii s potvrzenym ¢i suspektnim MDS prospektivné
vySetiila 30 vzorkl odebranych bun¢k kostni dfen€ kultivované v rezimu K24col od 29 riznych
pacientli, kdy jedna pacientka pro aktivitu choroby byla vysetiena opakovang, a to s ptilro¢nim
intervalem.

Ve druhé fazi jsem retrospektivné vyhodnotila soubor 324 pacienti, kteti byli vySetieni
v ¢asovém rozmezi od zafi roku 2000 do zafi roku 2020 v Laboratofi cytogenetiky
a molekularni cytogenetiky HOK FNOL a u kterych byla potvrzena diagnéza
myelodysplastického syndromu. Tento soubor zahrnoval i mnou vySetfené pacienty a byl
analyzovan hlavné z diivodu dohledani pacientli s abnormalitami 3. chromozému. Z celkového
souboru 324 nemocnych tak byla tato abnormalita dohledana u 17 nemocnych.

Ve treti fazi jsem poté prospektivné a retrospektivné provedla na tomto souboru 17

pacientil s abnormalitami 3. chromozomu dopliujici vySetieni FISH a aCGH.

5.1 Prospektivni analyza 30 vzorku

Ja osobn¢ jsem se podilela béhem vypracovavani své diplomové prace na rutinnim
vySetieni 30 vzorkil od 29 rtiznych pacientti, a to molekularné-cytogenetickou metodou FISH
s vyuzitim zdkladniho panelu sond uZivanym pro vySetfeni pacientl s potvrzenym
¢1 suspektnim MDS. Dva vzorky tedy odpovidaly jedné pacientce (vzorek 12 a 13), u které bylo
kontrolni vySetfeni provedeno po 6 mésicich z dlivodu podezieni na progresi onemocnéni.
V tomto souboru 29 pacientd bylo 16 muzi (55 %) a 13 Zen (45 %). Diagnéza MDS byla
potvrzena u 22 pacientli (76 %), 7 pacientli pak nesplnilo minimalni kritéria pro diagn6zu MDS
(vzorky 24-30), to odpovida 24 % (viz Tabulka 16 nize).

Sedm pacientd, ktefi nesplnili kritéria pro diagné6zu MDS, méli konkrétné ve 4 ptipadech
klasickou cytogenetickou metodou (G-pruhovani) stanoveny normalni karyotyp a nésledna

FISH analyza u nich neprokéazala Zadnou kryptickou zménu v MDS panelu. Dalsi pacient z této
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kohorty mél pomoci G-pruhovani detekovanou ztratu chromozému Y, nasledna FISH analyza
vramci MDS panelu vSak nenasla zddnou piidatnou zménu. U dalSiho pacienta byl pak
shodnou metodou pruhovani prokdzan komplexni karyotyp a nasledna FISH analyza potvrdila
v rdmci MDS panelu pouze trizomii 8. chromozému, tato aberace vSak souvisela u tohoto
pacienta s diagnézou CML. U posledniho z téchto 7 pacientli s nepotvrzenou diagnézou MDS
byla klasicka cytogenetickd analyza netspésna a naslednd FISH analyza neprokazala

jakoukoliv aberaci v rdimci MDS panelu.

Tabulka 16: Zakladni charakteristika a vysledky mnou provedené FISH analyzy 30 vzork.

Pohlavi FISH
pacienta (vek | 7, o Mips | cG Alterace | Pocet 1
Vzorek pfi dlagnoge dinent nalez -5/ -7/ 20a- | 8 Delece enu zmén | Jina
¢1 progresi ER0ZY 59- | 7q- 4 TP53 2 v MDS | zména
MDS) MECOM panelu

1 M (61) MDS-MLD | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
2 M (72) MDS-EB1 | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
3 M (71) MDS-MLD | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
4 M (65) MDS-EB1 | KK [ 0/1 | ND | ND | 1 0 0 2 ano
5 M (52) MDS-EBI [KK| 0o [1/0] 0 [0 0 1 2 ano
6 F (62) 5q-syndrom | Z | 0/1 0 0 0 0 0 1 ne
7 M (77) MDS-EB2 | NK [ND| 0 | ND [ND| ND ND 0 ne
8 M (73) MDS-RS z 0 0 0 0 0 0 0 ano
9 M (40) MDS-EB2 | NK [ND | ND | ND [ND| ND 0 0 ne
10 F (81) 5q-syndrom | Z | 0/1 0 0 0 0 0 1 ne
11 M (62) MDS-MLD | Z 0 0 0 0 0 0 0 ano
12 F (69°) MDS-EB2 | KK | 0/1 | 1/1 1 0 0 0 3 ano
13 F (69") MDS-EB2 | KK | 0/1 | 1/1 1 0 0 1* 4 ano
14 F (48) 5q-syndrom | Z | 0/1 0 0 0 0 0 1 ne
15 F (77) MDS-SLD V4 0 0 1 0 0 0 1 ano
16 M (69) MDS-MLD Z ND | 1/0 | ND |[ND| ND ND 1 ano
17 F (65) MDS-EBI | z [ 0o | o 0 |1 0 0 1 ano
18 M (59) MDS-EB2 | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ano
19 F (49) MDS-MLD | KK | 0 0 1 1 0 0 2 ano
20 M (65) MDS-RS |UNS| 0 0 0 0 0 0 0 ne
21 M (66) MDS-EB2 Z 0 1/1 1 0 1 0 3 ano
22 F (50) MDS-MLD | Z 0 0 0 0 0 1 1 ne
23 F (20) MDS-MLD | Z 0 0 0 1 0 0 1 ne
24 M nepotvrzena | Z 0 0 0 0 0 0 0 ano
25 F nepotvrzena | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
26 F nepotvrzena | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
27 F nepotvrzena | KK | 0 0 0 1 0 0 1 ano
28 M nepotvrzena | NK | 0 0 0 0 0 0 0 ne
29 M nepotvrzena | NK | 0 0 0 |ND 0 0 0 ne
30 F nepotvrzena | UNS| 0 0 0 0 0 0 0 ne

D'y dob& diagnézy, © v dob& progrese; CG — klasicka cytogenetickd analyza; MDS-SLD (myelodysplasticky syndrom
s unilinearni dysplazii), MDS-MLD (myelodysplasticky syndrom s multilinearni dysplazii), MDS-EBI, 2 (myelodysplasticky
syndrom s excesem blastt 1, 2), MDS-RS (myelodysplasticky syndrom s prstencitymi sideroblasty); NK — normalni karyotyp,
Z —nalezeny 1-2 zmény v karyotypu, KK — nalez komplexniho karyotypu (> 2 abnormality), UNS — neuspésné; 0 — normalni
nalez, 1 — detekovana zména, ND — nevyseteno; * na hranici hodnoty cut off sondy
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5.1.1 Soubor 22 pacientii s prokazanou diagnézou MDS

V kohorté¢ 22 pacientli s potvrzenou diagnézou MDS bylo 13 pacientd muzského
a 9 pacientll Zenského pohlavi. Vékové rozmezi nemocnych pii diagnéze MDS v ramci této
kohorty se pohybovalo mezi 20—-81 lety a median byl stanoven na 65 let. Z téchto 22 pacient
bylo 7 pacientd klasifikovano jako MDS-MLD (32 %), 5 pacientd jako MDS-EB2 (23 %),
4 pacienti jako MDS-EBI1 (18 %), u 3 pacientek byl prokézan 5q- syndrom (13 %), 2 pacienti
byli klasifikovani jako MDS-RS (9 %) a u 1 pacientky byl diagnostikovan MDS-SLD (5 %).

Klasickou cytogenetickou analyzou (G-pruhovani) bylo vySetfeno vSech 22 pacienti
v souboru. U 6 pacienti byl prokazédn normalni karyotyp (27 %), u 15 pacientt (68 %) byl
prokdzan karyotyp abnormalni, ztoho byl u 4 pacientl (18 %) s abnormalnim nalezem
prokdzan karyotyp komplexni. U 1 pacienta (5 %) byla klasicka cytogeneticka analyza
neuspesna.

U vSech 22 pacientl byla nasledné provedena analyza FISH, at’ uz s vyuzitim veskerych
sond MDS panelu (detekce ptidatnych a prognosticky vyznamnych prestaveb, sledovani
progrese nemocnéni atd.) nebo pouze s vyuzitim nckterych cilenych sond (potvrzeni
suspektnich prestaveb, sledovani efektu 1€cby ¢i remise/relapsu tohoto onemocnéni). V ramci
MDS panelu byla touto analyzou u 13 pacientd detekovdna aberace (v 59 %), ztoho
u 6 pacientli byla detekovana 1 jina zména mimo MDS panel (27 %). U 9 pacientli nebyla tedy
FISH metodou v ramci MDS panelu detekovana jakakoliv aberace, z toho u 3 pacientt (14 %)
byly detekovany zmény jiné.

Mezi nejcetnéj$i aberaci vramci MDS panelu patiila delece 5q31 vyskytujici
se u 5 pacientdl, ztoho u vzorkd 6, 10 a 16 jako izolovand aberace (tzv. 5q- syndrom).
U 2 pacienti byla tato aberace detekovana v ramci komplexniho karyotypu (vzorek 4 a 12/13).

Dal$im velmi €asto aberovanym chromozémem v rdmci MDS panelu v této kohorté
22 pacientli byl 7. chromozém, ktery byl aberovan u 4 pacientli a vzdy byl spojen s dalsi
piidatnou zménou (u 2 pacientl se podilel na komplexnim karyotypu). U 4 pacientli byla také
detekovana delece 20q, ktera byla stejné jako aberace 7. chromozému vzdy spojena s dalsi
piidatnou zménou (u 2 pacientlt v ramci komplexniho karyotypu).

Trizomie 8. chromozému byla prokazana u 4 pacientl z této kohorty a pouze v jednom
piipad¢ se jednalo o izolovanou aberaci (vzorek 23). Delece v oblasti genu 7P53 byla
prokdzéna pouze u jediného pacienta a souvisela s monozomii chromozému 17 (vzorek 21),

tato aberace byla doprovazena dal$imi aberacemi (viz Tabulka 16 vySe). Na zakladé¢ nalezenych
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3 chromozémovych aberaci mizeme u tohoto pacienta usuzovat na komplexni piestavby
karyotypu.

U 3 pacienti s prokdzanym MDS pak byla detekovdna piestavba genu MECOM
(). ve 14 %). Nalez u vzorku 13 oproti ndlezu ve vzorku 12 pattici totozné pacientce inklinoval
k progresi onemocnéni, ke kterému doslo v pribéhu 6 mésicii od 1. vySetieni. Tito 3 pacienti
(vzorky 5, 13 a 22) byli zahrnuti do kohorty, kterd byla nasledné detailnéji analyzovana
(viz niZze). Vzorek 5 odpovidé pacientovi M4 v dalSich analyzach, vzorek 13 pak pacientce F2
a vzorek 22 pacientce F7.

V ramci komplexnich karyotypt byla v MDS panelu detekovana se stejnou cetnosti (vzdy
u 2 pacientli) prestavba genu MECOM, delece 5q, monozomie 7. chromozému, trizomie
8. chromozdmu ¢i delece 20q. U vSech 4 pacientl s prokdzanym komplexnim karyotypem byla
vzdy detekovana i jind zména mimo MDS panel (viz Tabulka 16 vyse).

Mimo MDS panel byla nejcastéji FISH metodou detekovana aberace chromozému 11

v oblasti genu MLL.

5.2 Analyza celkového souboru 324 pacientii

V celkovém souboru 324 pacientii bylo 174 muza (54 %) a 150 zen (46 %). V tomto
celkovém souboru byla abnormalita 3. chromozomu (napft. translokace, inverze, duplikace,
delece, monozomie chromozému 3 atd.) prokdzéna (pomoci metody klasické cytogenetiky
¢t metody FISH, popt. mFISH) u 17 pacientli, a to v¢etné tfi mnou vySetfenych pacientt.
Z celkového souboru 324 pacientii tedy tvofilo téchto 17 pacientli s abnormalitou zahrnujici
3. chromozém pouze 5 %. Vékové rozmezi celého souboru 324 nemocnych s MDS pfi diagnoze

tohoto onemocnéni se pohybovalo mezi 19-87 lety a median byl stanoven na 66 let.

5.3 Soubor pacientii s prestavbou dlouhych ramen 3. chromozému

5.3.1 Zakladni charakteristika souboru

V souboru 17 pacientii s abnormalitami 3. chromozému bylo 9 pacientt (53 %) muzského
a 8 pacientl (47 %) zenského pohlavi. Vékové rozmezi pacientti z této kohorty se pii diagnoze
pohybovalo mezi 36 az 73 lety a medidn véku byl stanoven na 56 let. Celkové pieziti vyse
zminéné kohorty 17 pacientli pak bylo stanoveno na 13 mésicii (v rozmezi od 1 do 169 mésict).
Z téchto 17 pacientd bylo 6 pacientil klasifikovano jako MDS-EB2 (35 %), 2 pacienti
s MDS-EB1 (12 %), 1 pacient s MDS-MLD (6 %), 3 pacienti s MDS/MPS (18 %), 4 pacienti

se sekundarni AML (23 %) a 1 pacient s makrocytarni anémii (6 %) — viz Obrazek 9 nize.
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= MDS-MLD = MDS-EB1 = MDS-EB2 MDS/MPS msAML = makrocytdrni anémie

Obrazek 9: Zastoupeni jednotlivych diagndéz v kohorté 17 pacientd s aberaci 3. chromozomu.

MDS-MLD (myelodysplasticky syndrom s multilinearni dysplazii), MDS-EB1/2 (myelodysplasticky syndrom
s excesem blasti 1/2), MDS/MPS (myelodysplasticko-myeloproliferativni onemocnéni), sAML (sekundarni
akutni myeloidni leukémie).

5.3.2 Vysledky klasické cytogenetické a molekularné-cytogenetické (FISH/
mFISH) analyzy 17 pacienti s abnormalitami 3. chromozému

Klasickou cytogenetickou analyzou (G-pruhovani) bylo vySetfeno vSech 17 pacienti
v souboru. U dvou pacientil byl prokdzan normalni karyotyp (12 %), u 15 pacientl (88 %) byl
prokazan karyotyp abnormalni, z toho byl u 5 pacientl (29 %) s abnormalnim karyotypem
prokdzan komplexni karyotyp. U téchto pacientil s komplexnim karyotypem byla nésledné
provedena mFISH analyza pro zptesnéni nalezu komplexnich zmén (urceni translokacnich
partnert, oblasti zlomi atd.).

U vSech 17 pacientt byla provedena FISH analyza, at’ uz s vyuzitim veSkerych sond MDS
panelu nebo pouze svyuzitim cilenych sond pro potvrzeni suspektnich pfestaveb.
U 4 z 5 pacientll s cytogeneticky prokdzanym komplexnim karyotypem byla pro uptesnéni
chromozdémovych aberaci a k detekci transloka¢nich partnerii provedena mFISH (pacienti M4,
F1, F4 a F5). U 8 pacienti (M1, M2, M3, M5, M7, M8, F7 a F8) byla v kombinaci s FISH
analyzou detekovana izolovand aberace 3. chromozdému, coZz odpovida 47 %. Zbyli 4 pacienti
(24 %) méli kromé aberace postihujici 3. chromozom 1 dal$i chromozémovou aberaci, z nichZ
se ve dvou ptipadech jednalo o monozomii 7. chromozému (pacienti M6 a F6). Z aberaci
postihujici 3. chromozém byla nejcastéji zastoupena translokace, ktera se vyskytovala
u 9 pacienti (53 %), druhou nejcastéjSi pak byla inverze v oblasti dlouhé¢ho ramene

3. chromozému vyskytujici se u 3 pacientil (17 %) viz Obrazek 10 a 11 niZe.
57



10

m izolovana aberace 3. chromozému

m aberace 3. chromozému + 1 dal$i zména
7
aberace 3. chromozému a > 1 dalSi zména

6

5

4

| I
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translokace inv(39?21q?26) zmnoZeni 3926 del(3q) neuréend
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Obrazek 10: Vyskyt aberace 3. chromozomu izolované, s 1 pfidatnou zménou ¢i v ramci komplexniho
karyotypu vztazeny k jednotlivym chromozomalnim aberacim 3. chromozoému stanovenych v kohorte
17 pacientd.

U 15 nemocnych (88 %) byly abnormality 3. chromozému detekovany jiz v dobé
diagndzy onemocnéni, zatimco u 2 pacienti (M5 a F2), to je ve 12 %, byla pfestavba genu
MECOM spojena s abnormalitou 3. chromozému prokdzédna az v kontrolnim odbéru
v souvislosti s progresi onemocnéni. Metoda FISH s malovacimi sondami, ptfipadné¢ mFISH
detekovala chromozomy vstupujici do translokace s chromozomem 3 za ucasti ptrestavby genu
MECOM. Mezi nejCast€jsi aberaci postihujici 3. chromozom pattila t(2;3), ktera se vyskytovala
u 4 pacientt (). 23 %), z toho u 2 pacienti se jednalo o izolovanou zménu (pacient M2 a F7),
zatimco u zbylych 2 pacienti byla tato translokace doprovazena 1 dalsi ptfidatnou zménou
(pacienti M9 a F3). V ptipadé pacientky F3 se jednalo o ptidatnou t(2;4), kdezto u pacienta M9
prokédzané u 3 pacientti (M6, M7 a M8) viz Obrazek 11 nize. U pacienta M6 byla tato inverze
doprovazena i ndlezem monozomie 7. chromozdému, zatimco u pacientt M7 a M8 byla inverze

izolovanou ptestavbou.
mdel(3q)
minv(39q?21q?26)
= translokace

zmnoZeni 3926

neurcend

Obrazek 11: Zastoupeni jednotlivych aberaci 3. chromozému v kohorté 17 pacientu.
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Mezi dalsi nalezené piestavby pattily: t(3;3) diagnostikovana u 2 pacienti (M3 a F6),
t(3;21) prokéazéana také u 2 pacienti (M5 a F8), t(3;3;5;3) nalezena u pacienta M4 v ramci
komplexniho karyotypu, delece v oblasti 3q prok4zana u pacientek F1 a F4, kdy u obou téchto
pacientek byla tato delece také soucasti komplexnich piestaveb karyotypu. V ptipadé¢ pacientky
F1 byla tato delece spojena s deleci oblasti 3q26, zatimco u pacientky F4 nebylo mozné
jednoznaéné urcit deletovanou oblast, ta byla stanovena az po vyuziti cilené translokacni sondy
t(3;3) GATA2/MECOM DF viz nize. Dalsi nalezenou nebalancovanou aberaci bylo zmnoZeni
oblasti 3q26, které¢ bylo pfitomné u 2 pacienti (M1 a F5), kdy u pacienta M1 se jednalo
o duplikaci této oblasti, ktera leZela pod normalni neptestavénou oblasti 3q26. U pacientky F5
se poté jednalo o triplikaci 3q26, kdy zmnozena oblast 3q26 byla translokovéana na derivovany
1.a5. chromozém.

V ramci komplexnich karyotypli s ndlezem aberantniho 3. chromozému (pfitomny
u pacienti M4, F1, F2, F4 a F5) byla jako nejcastéjsi ptidatna aberace stanovena delece 5q31
nachazejici se u 4 z téchto pacient (v 80 %), se stejnou frekvenci se nachazely i aberace
chromozému 7, které zahrnovaly monozomii tohoto chromozému nebo pouze deleci 7q31.
Soubéh delece 5q31 aaberace 7. chromozému se pak vyskytoval u 3 ztéchto 5 pacientt
s komplexnim karyotypem (konkrétn€ u pacientek F1, F2 a F4). VZdy byly tyto vySe zminéné
aberace doprovazeny dal§imi heterogennimi chromozomalnimi pfestavbami.

Souhrnné vysledky klasické cytogenetické analyzy a analyzy metodou FISH

(popt. mFISH) provedené u téchto 17 pacientl jsou zaznamenany nize v Tabulce 17.

59



Tabulka 17: Zékladni charakteristika souboru 17 pacienti s aberacemi 3. chromozdmu zaroven doplnénd o vysledky klasické cytogenetické analyzy a metody FISH/mFISH.

Prezivani FISH
Pohlavi o k 3/2021 . . Pocet Konkrétni aberace
+ d\i/eknl? " | Zavér DG nebo Vg:f;rﬂe;y ngg . Zavérecny karyotyp CG -5/ | -7/ 20 3 Delece i?;/ (\3,; neEo zmén Jind 3. chromozému po CG
pofadi | ¢'3&M0%¢ k exitu 5q- | 7q- | ©°F TP53 | "2 Y) MO0 \ipS | zména | a FISH/mFISH analyze
e MECOM
[mésice] panelu
Ml 73 MDS-EBI 18 KD Z | 46,XY,add(3q)[14] ol o |o 0 1 1 dup(3)(q?24qter)
M2 40 MDS-EB2 | 103 KD | NK |[46,XY[7] 0 [ND| ND [ND| ND 1 1 0 1(2;3)(p?16:926.2)
M3 44 MDS-EB2 | 169 KD Z | 46,XY.1(3;3)[14)/46,XX[23] olo]| o [0 0 1 1 0 1(3;3)(q26.2;426.1)
t(3;3;5;3)(p?724;q726;
3.9 _7.-
M4 52 | MDS-EB1 | 11 KD | kg |44XY.-3.2der(5)7,-9,tmar(27)/ o] o o] o 1 2 + 223:p724), 7trdta
46,XY[2]
centromery 3
M5 64 | MDS/MPS 5 KD Z | 46,XY[29]/46,XY,der(3)[1] olo| o [o0] ND 1 1 0 1(3;21)(q26;9722)
M6 44 SAML 1 KD Z | 45XY,%inv(3),-7[13]/46,XY][2] ND|1/0| ND |ND| ND 1 2 0 inv(3)-parac.
M7 68 SAML 9 PK NK | 46,XY[10] ool o |o 0 1 1 0 inv(3)(q?21q26)
M8 51 MDS-EB2 9 KD Z [46,XY,inv(3)[32] 0 0 0 0 0 1 1 0 inv(3)-parac.
M9 36 MDS/MPS 13 KD Z | 46,XY,der(2),der(3),del(5q)[18] 0/1| 0 0 0 0 1 2 0 t(2;3)(p?21;926)
- 92 57— -
Fl 71 | MDS-EB2 | 9 KD | KK 32 ;‘(‘;[?é] der(3),-3,-7-21,+1-2mar[epdV | o, o | o | 0 | o 1 3 ++ der(3)t(3:5)del(3q26)
44-45 XX ,del(7)(q),add(8)(q),-11,del(15)
F2 69 MDS-EB2 13 KD KK | (q),?der(17),-220,+cp13]/ ot| 1| 1 | o 1 1* 3 ++ ?
46,XX[1]/5 mit6z s az 100 chromozémy
F3 71 MDS/MPS 48 KD Z | 46,XX,2der(2),add(3)(q)[15] 0|0 0 0 0 1 1 + t(2;3)(p?22;926.2)
A der(3;5)(3pter—3q?12::
42-48,XX komplexni zmény[16]/ .
F4 64 sAML 12 KD KK 80-88, XX komplexni zmény[3] 0/1 | 1/1 0 0 0 ND 2 ++ 5pl 1—>52?12.).3q?13—>
qter
F5 56 MA 1 KD KK | 46,XX,der(1),der(5).-17,+mar[20] ot 0| 0o | o 0 1 2 + trp(3)(q26)
45,XX,1(3;3),-7[3)/ . :
F6 58 SAML 50 KD Z | 46 XX 133)9]46.XX[5] ND | 1/0 | ND |ND| ND 1 2 0 1(3;3)(q26.2;926.1)
F7 50 |MDS-MLD| 71 KD Z | 46,XX(2:3)(p?:q?)[26]/46,XX[4] ool o |o 0 1 1 0 t(2;3)(p?:926)
?2
F8 54 MDS-EB2 | 144 KD z | 46XXI8) 46.XX,7add21)[2)/ olo]| o [0 0 1 1 + 1(3;21)(q26.2;922)

46,XX,7add(29),239-,7add(21)[3]

DG - diagndzy; CG — klasicka cytogenetickd analyza; MDS-MLD (myelodysplasticky syndrom s multilinearni dysplazii), MDS-EB1, 2 (myelodysplasticky syndrom s excesem blasti 1, 2), MDS/MPS
(myelodysplasticko-myeloproliferativni onemocnéni), sAML (sekundarni akutni myeloidni leukémie, MA (makrocytarni anémie); KD — kostni dfen, PK — periferni krev; NK — normalni karyotyp, Z — nalezeny
1-2 zmény v karyotypu, KK — nalez komplexniho karyotypu; 0 — normalni nalez, 1 — detekovana zména, ND — nevysetieno; * na hranici hodnoty cut off sondy; + nalez 1 jiné zmény, ++ nalez > 1 jiné zmény
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Souhrnné byla tedy ptestavba genu MECOM prokazana pti vyuziti sondy XL MECOM
(MetaSystems) u 13 pacientl z kohorty 17 pacientl, coz odpovida 76 %. Tyto piestavby byly
spojené s translokacemi ¢i inverzemi (viz Obrazek 12A/B/C) a u jedné pacientky (F2)
se konkrétni aberace zapojena do prestavby genu MECOM nepodatila jednoznacné urcit. Nalez
zmnozené oblasti 3q26 pii vyuziti shodné sondy byl pfitomny u 2 pacienti (M1 a F5 —
viz Obrazek 12D). Delece 3q26 pak byla pomoci vySe zminéné sondy prokdzéna u jediné
pacientky (F1). U pacientky F4 nebyla v dobé diagnézy provedena FISH analyza sondou
cilenou na prestavbu genu MECOM, ale z divodu viceCetnych prestaveb 3. chromozému
prokdzanych mFISH analyzou, byla tato pacientka retrospektivné dovysetiena na suspektni
piestavbu tohoto genu za vyuziti sondy t(3;3) GATA2/MECOM DF. Uzitim této sondy jsem
detekovala del(3g21), ale nepotvrdila jsem piestavbu genu MECOM (viz Obrazek 13A nize).

Obrazek 12: Snimky vysledkti FISH analyzy na interfaznich jadrech a mitézach pii vyuziti sondy XL
MECOM (MetaSystems) poiizené pomoci fluorescenéniho mikroskopu pii 1000x zvétSeni.

U XL MECOM sondy cerveny signal nalezi oblasti 3q26 stejné jako zeleny signal (Cerveny signal odpovida
proximalni ¢asti genu MECOM, zeleny signal pak zahrnuje distalni oblast genu MECOM a dale také geny TERC
a NYNN). Normalni nalez je tedy charakteristicky 2 fuznimi signaly (2F). Obr. A odpovida mitdze ve vzorku M7
s pritomnymi signaly 1F1G1R, coz svéd¢i o zapojeni genu MECOM do piestavby v ramci inv(3)(q). Obr. B
pak odpovida nalezu u pacientky F3, kdy jsou patrné signaly 1F1GIR, coz znaci piestavbu genu MECOM
spojenou s t(2;3). Obr. C odpovida nalezu 2F1G u pacienta M2 s prokézanou piestavbou lokusu genu MECOM,
ktera je soucasti t(2;3). Obr. D odpovida nalezu u pacientky F5, kdy jsou patrné 4F, které detekuji triplikaci oblasti
3q26.2 (foto: Adéla Rubesova).
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5.4 Podrobnéjsi analyza souboru 17 pacienti s abnormalitami
3. chromozomu

U 9 pacienti z této kohorty 17 pacientdi s abnormalitami 3. chromozdému byla
pro potvrzeni ¢i objasnéni zlomovych oblasti provedena FISH analyza s vyuzitim dualni fazni
sondy, ktera piekryva jak oblast jednoho fuzniho partnera 3q21 (oblast zahrnujici geny GATA2
a RPNI), taki oblast druhého fizniho partnera 3q26 (zahrnujici lokus genu MECOM)
vyuzivanou pro detekci t(3;3) a inverze v oblasti 3q.

Nasledn¢ byla u 15 pacientli z vySe zminéné kohorty retrospektivné dohledana DNA
archivovanad v -80 °C, kterd byla izolovdna pracovniky Molekuldrné-biologické laboratote
HOK FNOL jak z periferni krve, tak 1 kostni dfené pacientii konvencnim zptisobem. U zbylych
2 pacientek ztéto kohorty nebyla k dispozici archivovand DNA a bylo tedy potiteba
retrospektivné dohledat suspenze bunck kostni dien¢ zpracované dle kultiva¢niho protokolu
K24col (uchovavané pro opakované pouziti pii -20 °C) a z nich jsem nasledn¢ izolovala DNA
za vyuziti fenol-chloroformové metody izolace DNA z fixovanych bun¢k. VSech sedmnact
izolovanych DNA jsem nasledné¢ podrobila citlivéjsi molekuldrné-cytogenetické analyze
k detekci nebalancovanych genetickych zmén, a to komparativni genomové hybridizaci na ¢ipu

(aCGH).

5.4.1 Vysledky FISH analyzy s vyuzitim cilené translokac¢ni sondy XL t(3;3)
GATA2/MECOM DF

U 9 pacienti (M3, M4, M6-MS8, F2-F4 a F6) z ptivodni kohorty 17 pacienti byla
provedena FISH analyza s vyuzitim dudlni fuzni sondy, kterd se vyuziva pro detekci t(3;3)
a inverzi v oblasti 3q. U 5 z téchto 9 pacientli byla jiz diive prokdzdna jedna z téchto vyse
zminénych piestaveb, konkrétné u pacientti M3 a F6 se jednalo o t(3;3) a u pacientdt M6, M7
aM8 o inv(3). U 4 zbylych pacienti byly jiz dfive prokazany jiné piestavby
se suspektnim zapojenim prave téchto zlomovych oblasti.

U 8 pacienttl byla diky uziti této sondy zptesnéna aberace postihujici 3. chromozém
(). v 89 %) a byla tedy u nich ptinosem (viz Tabulka 18 nize).

U pacientky F2 ani pii pouziti této cilené sondy nebylo mozné jednoznaéné stanovit
pritomnost konkrétni pfestavby, jelikoz se nalez pohyboval pod hranici hodnoty cut off pouzité
sondy. Naopak u pacientky F4 byla ptesnéj$i aberace stanovena pravé az po vyuziti cilené
translokacni sondy XL t(3;3) GATA2/MECOM DF, kdy byla detekovéana intersticialni delece

oblasti zahrnujici gen GATA2 a RPN (viz Obrazek 13A).
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Tabulka 18: Shrnuti jednotlivych piestaveb 3. chromozému po FISH/mFISH analyze a po FISH s vyuzitim
translokacni sondy XL t(3;3) GATA2/MECOM DF.

Pacient Zaver prestavby pred vyuzitim Z;;S‘ll_;i;li(;tlif;;i};}i’ Zaver prestavby po vyuziti t(3;3)
cilené translokacni sondy GATA2/MECOM DF sondy
sondy t(3;3)
M3 t(3;3)(q26.2;q26.1) 2F1GIR t(3;3)(q21;q26.2)
M4 t(3’3’Si)rglza?zciﬁig;gfjg’p?z“)’ 2G3R’ ((3:3:5;3)(p724,926.2;q723;p724)
M6 inv(3)-parac. 2F1GIR inv(3)(q21q26.2)
M7 inv(3)(q?21q26) 1IF1G2R inv(3)(q21q26.2)
MS inv(3)-parac. 2F1GIR inv(3)(q21q26.2)
F2 ? 9 2
F3 t(2;3)(p?22;q26.2) 1G3R %(2;3)(p?22;q26.2)del(3q21)
F4 der(3;5)(3pter—3q?12::5p11— 1G2R intersticialni delece zahrnujici
5q?12::39?13—3qter) oblast 3921
F6 t(3;3)(q26.2;q26.1) 2F1GIR t(3;3)(q21;q26.2)

F — fuzni Zluty signal, G — zeleny signal, R — Cerveny signél; * viz Obrazek 13C

U pacientky F3 byla tato analyza provedena pro ovétfeni vysledku stanoveného
na zaklad¢ diivéjsi aCGH analyzy, kterda nalezla deleci v oblasti 3q21.3 az 3q22.1, ktera
obsahuje gen GATA2 a RPN1I (viz Obrazek 17A niZe). Pomoci cilené FISH analyzy s vyuZzitim
sondy t(3;3) GATA2/MECOM byl tento vysledek pouze potvrzen, kdy doslo nejen k prestavbé
genu MECOM v ramci t(2;3), ale byla potvrzena i delece oblasti 3q21 (viz Obrazek 13B).

C

Obrazek 13: Snimky vysledkii FISH analyzy na interfaznich jadrech pii vyuziti sondy XL t(3;3)
GATA2/MECOM DF DF (MetaSystems) pofizené pomoci fluorescenéniho mikroskopu pii 1000x
zvétseni.

Zelené je oznacena oblast 3q21 (zahrnuje GATA2 a RPNI), Cervené pak oblast 3q26 (zahrnuje gen MECOM).
Obrazek A odpovida vzorku pacientky F4 s pfitomnymi signaly 1G2R, coz znaci na intersticialni deleci oblasti
3q21. Na obrazku B je pak znazornén vysledek analyzy pacientky F3, kdy jsou patrné signaly 1G3R, coz odpovida
prestavbé genu MECOM a deleci oblasti 3g21, jejiz soucasti je gen GATA2 a RPN1. Obrazek C pak znazoriuje
vysledek FISH analyzy vzorku pacienta M4, kde byly detekovany signaly 2G3R, které odpovidaji pfestavbé genu
MECOM v ramci translokace t(3;3;5;3) (foto: Adéla Rubesova).

Dilezité pti této analyze bylo, aby ve vySetifovanych preparatech byly ptfitomny 1 mitozy,

jelikoz signaly odpovidajici naleziim t(3;3)(q21;926.2) a inv(3)(q21g26.2) jsou v interfaznich
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bunikach shodné a tudiz od sebe nerozlisitelné (rozdil je schematicky zobrazen na Obrazku 8

viz vyse, vysledky FISH analyzy jsou poté zobrazeny na Obrazku 14 nize).

A

\

1F1R1G

Obrazek 14: Snimky vysledkti FISH analyzy na interfaznich jadrech a mitézach pii vyuziti sondy XL
t(3;3) GATA2/MECOM DF DF (MetaSystems) potizené pomoci fluorescenéniho mikroskopu
pfi 1000x zvétseni.

Zelené je oznacCena oblast 3q21 (zahrnuje GATA2 a RPNI), Cervené pak oblast 3q26 (zahrnuje gen MECOM).
Ptitomnost 2 fiznich signald na jednom 3. chromozému svéd¢i pro inv(3)(q21q26.2), naopak piitomnost 2 fuznich
signalii na odlisnych 3. chromozémech znac¢i na t(3;3)(q21;q26.2). Obrazek A odpovida interfaznimu jadru
ze vzorku bunék pacienta M8 s pritomnymi signaly 2F1GIR, coz by mohlo svédcit jak pro inv(3)(q21q26.2),
tak 1t(3;3)(q21;926.2). Obr. B pak odpovida stejnému pacientovi, kde je na mitéze jiz patrné, ze se jedna
0 inv(3)(q21q26.2) (shodny nalez mél i pacient M6). Obr. C odpovida nalezu na interfaznim jadie u pacientky F6,
kdy jsou opét patrné signaly 2F1G1R. Obr. D odpovida stejné pacientce, kde se na ptitomné mitdze da jiz s jistotou
stanovit vysledek t(3;3)(q21;q26.2) — shodny nalez byl 1 u pacienta M3 (foto: Adéla Rubesova).

5.4.2 Vysledky molekularné-cytogenetické analyzy aCGH

U vSech 17 pacienti byla nasledné¢ provedena citlivéjsi molekularné-cytogeneticka
analyza metodou komparativni genomové hybridizace na Cipu (dale jen aCGH), kterd vedla
k upfesnéni aberaci 3. chromozému pouze u 6 pacientti (tj. u 35 %). MensSi pfinos této metody

pro zptesnéni aberaci 3. chromozému je vysvétlen tim, Ze obecné abnormality genu MECOM

jsou spojeny s balancovanymi piestavbami, které neni schopna tato metoda detekovat.
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U 9 pacientii v§ak byly metodou aCGH prokazany dalsi pfidatné zmény, at’ uz v ramci MDS
panelu nebo mimo né&j (viz Tabulka 19 niZe). Normalni ndlez metodou aCGH byl stanoven
pouze u 3 pacienti (M2, M3 a F8). Souhrnné vysledky aCGH analyzy jsou zaznamenany
v Tabulce 21 nizZe.

Tabulka 19: Souhrn pfinost jednotlivych analyz provedenych na kohorté 17 pacientli s aberaci
3. chromozdému.

Nalez pridatné zmény Nalez pridatné zmény
o et
pain || €5 | I ot sl v [ S0 ACGHT st e
nalez MDS MDS k aCGH analyze Vv ramci mimo | ~ep anal§zou?
—— e MDS panelu MDS panel
M1 1 0 0 PK 0 0 ano
M2 0 1 0 KD 0 0 ne
M3 1 0 0 externi DNA 0 0 ne
M4 1 0 0 PK 0 1 ne
M5 1 0 0 KD LOH 1 ne
M6 1 0 0 PK 0 0 ne
M7 0 1 0 PK 1 0 ano
M8 1 0 0 PK 0 1 ne
M9 1 0 0 KD 0 0 ne
F1 1 1 1 PK 1 1 ano
F2 1 1 1 KD 1 1 ne
F3 1 1 1 PK 0 1 ano
F4 1 1 1 KD 1 1 ano
F5 1 1 1 fixované bunky KD 1 1 ano
F6 1 0 0 KD 0 0 ne
F7 1 0 0 fixované buiky KD 0 0 ne
F8 1 0 0 KD 0 0 ne

CG - klasicka cytogeneticka analyza; BM — biologicky material; 0 — normalni nalez, 1 —nalezena zména karyotypu; KD —
kostni dren, PK — periferni krev; LOH — ztrata heterozygozity; * vztahuje se pouze na LOH nalezenych v ramci MDS panelu

Nejcastéji nebalancované prestavénym chromozoémem (vyjma 3. chromozému) byl
chromozdm 7 v ramci kohorty 17 pacienti, ktery byl dle aCGH postizen u 6 pacienti (M4, M5,
M6, M8, F1, F2 a F6). U pacienta M8 se konkrétné jednalo o deleci oblasti genu IKZF1
(transkripéni regulator). Pfitomnost nebalancované aberace 7. chromozému méla byt pfitomna
dle FISH analyzy 1u pacientky F4, tento ndlez vSak aCGH analyza nepotvrdila, a to kvili
nizkému zastoupeni patologickych klonii s touto aberaci ve vzorku DNA, které bylo
pod detekénim limitem této metody. Druhym nejcastéjSim nebalancované prestavénym
chromozémem (kromé 3. chromozému) byl chromozém 5, u kterého byla v 6 ptipadech
detekovana rizné€ rozsahlé delece v oblasti 5q (M4, M9, F1, F2, F4 a F5). V ramci téchto deleci
byla stanovena tzv. CDR do oblasti 5q31.29q33.3 viz Obrazek 15 nize. Tretim nejCastéji

zasazenym chromozomem (kromé 3. chromozému) dle aCGH analyzy byl 17. chromozém.
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Obrazek 15: Distribuce deleci v ramci 5. chromozomu identifikovanych aCGH analyzou u 6 pacient
s aberaci 3. chromozému. * oznageno CDR — 5q31.2q33.3

vvvvv

byla delece v oblasti genu NFI, kterd se nachazela u pacientt M5, F1 a F4 (tj. v 18 %).
U pacientek F1 a F4 byla tato delece soucasti komplexnich zmén karyotypu, na kterém
se podilela i delece 5q11.1g33.3 a u pacientky F1 byla doprovéazena jesté deleci 7q. U pacienta
MS sice nebyla nalezena del(5q), byla vSak prokazana ztrata heterozygozity v oblasti zahrnujici

gen epigenetického moduldtoru EZH?2 (viz Obrazek 16 nize).

100.0 Mb 125.0 Mb 150.0 Mb
L L L
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Obrazek 16: Ztrata heterozygozity v oblasti 7q31.33q36.3 zahrnujici gen EZH2 detekovana u pacienta
M5 aCGH analyzou (tmaveé zelené je oznacena oblast se ztratou heterozygozity — LOH).

Celkové se vSak vramci této kohorty nejCastéji nachazely noveé objevené zmeény
piedevs§im v ramci 3. chromozomu, a to konkrétné u pacienti M7, F1, F3 a F4. Kdy u pacienta
M7 s inv(3)(q21g2?76) byla zjisténa delece v oblasti 3q21.3 nezasahujici gen GATA2, jednalo
se tedy o nebalancovanou inverzi, coz byla schopna detekovat z vyuzitych analyz pouze metoda
aCGH (viz Tabulka 20 nize). U pacientky F1 s der(3)t(3;5)del(3q26) byla detekovéana
chromotripse postihujici oblast 3q (viz Obrazek 19 nize). U pacientky F3 s t(2;3)(p?22;q26.2),
v ramci které doslo k prestavbé genu MECOM detekované pomoci FISH analyzy, byla pomoci
aCGH analyzy stanovena také delece oblasti 3q21.3 zahrnujici geny GATA2, RPNI
atd. (viz Obrazek 17A nize). U pacientky F4 pak byl potvrzeny normalni nalez pro gen
MECOM, ale kromé¢ deletované oblasti 3q21 (prokazané i FISH metodou) byla detekovana také
distalni delece 3q (ptfesné 3q28q29) — viz Obrazek 17B a Tabulka 20 nize.

U 2 pacientli bylo potvrzeno zmnoZzeni lokusu 3q26.2, kdy diky aCGH analyze doslo

k detailnimu vymezeni amplifikovanych oblasti. U pacienta M1 se jednalo o duplikaci oblasti
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3q26.2929. Triplikace pak byla potvrzena u pacientky F5 v oblasti 3q23q29 (znazornéno
na Obrazku 17C nize).

125.0 Mb 150.0 Mb A
\ P

Shix4 GATAZ EPNE4 ERHBY DBRY PAYLPY PLSER2 RNF12 RAP28

HEG1 RUVBL1 MRPL3 I S50X14 SPSB4 PLOD2 HLTF MBNL1

100.0 Mb 125.0 Mb 150.0 Mb 175.0 Mb B
L L L N

CMYS1 : cDoB GSF11 MPS TRH ' PB2 PLOD2 MBN ; S TERC MIR7977  McCCC1 PP PA1

Obrazek 17: Detekované zmény v oblasti dlouhého ramene 3. chromozomu u pacientek F3 (A), F4 (B)
a F5 (C) pomoci aCGH analyzy (modie jsou znazornény amplifikované useky, ¢ervené deletované
useky chromozomu).

Obr. A: delece v oblasti 3q21.3q22.1 u pacientky F3, ktera zahrnuje i oblasti sousedici s genem GATA2. Obr. B:

ztraty oblasti chromozoému 3 u pacientky F4, konkrétné delece v oblasti 3q12.2q22.2 (zahrnuje gen GATA?2)
a distalni delece v oblasti 3q28q29. Obr. C: triplikace oblasti 3q23q29 u pacientky F5 (zahrnujici lokus MECOM).

V ramci presné detekovanych oblasti nebalancovanych zmén 3. chromozému jsem urcila
jak nejcastéji deletovanou oblast tohoto chromozému, tak i oblast nejcastéji zasaZenou

amplifikaci. NejCastéji deletovana oblast (tzv. CDR) byla stanovena do oblasti 3q21.3
a nejcastéji amplifikované byly oblasti 3q26.2q26.31 a 3q26.33q29 (viz Obrazek 18 nize).

_—
Il q|a.|'.“ qn.sthussq Qln
-

- * M7
—— F1
— F3

Obrazek 18: Distribuce nebalancovanych piestaveb v ramci dlouhého ramene 3. chromozdému
identifikovanych aCGH analyzou u 7 pacienti z kohorty 17 pacientti s detekovanou aberaci
3. chromozému (modfe jsou zndzornény amplifikované Giseky, Gervené deletované tiseky chromozomu).

* oznacena nejcasteji deletovana oblast v ramci 3q — 3q21.3; * oznacena nejcastéji amplifikovana oblast v ramci
3q-3q26.2q26.31 a 3q26.33929
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Tabulka 20: Zpiesnéni jednotlivych ptestaveb 3. chromozomu po klasické cytogenetické analyze,
FISH/mFISH a po aCGH analyze.

. Zaver aberflce Zaver aberace 3. chromozomu Zaver aberace 3. chromozomu po aCGH
Pacient | 3. chromozému : ¢
; po FISH/mFISH analyze analyze
po CG analyze
M1 add(3q) dup(3)(q?24qter) 3q26.2q29(167855072_197861598)x3
M2 normalni nalez t(2;3)(p?16;q26.2) balancovana pfestavba
M3 t(3;3) t(3;3)(q21;q926.2) balancovana piestavba
t(3;3;5;3)(p?24;q26.2;q723;p?24) balancovana piestavba (ztrata pouze
M4 -3,+mar ,
a ztrata centromery 3 centromery 3)
M5 der(3) t(3;21)(q26;q?722) balancovana piestavba
M6 2inv(3) inv(3)(q21q26.2) balancovana pfestavba
ot . nebalancovana inv(3)(q21q26.2),
M7 normalni ndlez inv(3)(q21926.2) 3q21.3(126085972 128161655)x1~2
M8 inv(3) inv(3)(q21q26.2) balancovana pfestavba
M9 der(3) 1(2;3)(p?21;q26) balancovana piestavba
chromotripse jejiz soucasti je i delece:
Fl ?der(3) der(3)t(3;5)del(3g26) 3¢21.3g22.1(126157530 133450462)x1
3¢25.1926.2(148990670 169981743)x1
> hyperdiploidni 9 9
bunky
F3 add(3)(q) t(2;3)(p?22;q26.2)del(3q21) 3q21.3¢22.1(127889037 129991166)x1~2
F4 komplexni zmény | intersticialni delece zahrnujici 3q12.2q22.2(100201319 135458567)x1,
karyotypu oblast 3g21" 3928q29(189029360 197861598)x1
F5 jiné zmény trp(3)(q26) 3q23q29(142735762_197861598)x4
F6 t(3;3) t(3;3)(q21;q926.2) balancovana piestavba
F7 t(2;3)(p?7;q?) t(2;3)(p?;926) balancovana pfestavba
F8 73q- 1(3;21)(q26.2;q22) balancovana piestavba

* provedeno pro potvrzeni vysledku z aCGH analyzy

U pacientky F2 byla metodou FISH detekovana ptestavba genu MECOM pouze na hranici
hodnoty cut off pouzité sondy. Z diivodu nizkého zastoupeni téchto patologickych zmén, které
jsou pod detekénim limitem aCGH analyzy, nepfispéla k upfesnéni ptestavby 3. chromozomu
ani analyza metodou aCGH.

Analyza metodou aCGH vSak pfispéla k detailnimu urceni genetické abnormality
nazyvané chromotripse. Chromotripse je charakteristickd mnohonasobnou fragmentaci celého
chromozému ¢i pouze urcitého ramene/useku a nasledné dochazi k preskupovani takto
vzniklych fragment a k jejich spojeni, v disledku ¢ehoZ vznikaji komplexni genomové
piestavby béhem jediné katastrofické udalosti (Abdigar et al, 2016). Tuto genetickou
abnormalitu bylo moZné pomoci aCGH detekovat u 2 pacientek (F1 a F4) pii dodrzeni
shodnych kritérii, kterymi se fidila némecka odborna skupina. Nélez chromotripse se tedy
hodnotil od vyskytu alesponn 10 zlomul (se stfidavymi stavy poctu kopii) na jednotlivych
chromozémech (Edelmann et al., 2012). Pacientka F1 méla tuto genetickou abnormalitu

v rdmci oblasti 3q (viz Obrazek 19 nize), kdy doSlo k deleci jak v oblasti 3q21 zahrnujici gen
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GATA2 a RPNI, tak i v oblasti 3q26.2 obsahujici lokus genu MECOM. Naproti tomu pacientka
F4 méla nejspiSe 6 takto prestavénych chromozoémii (konkrétné 5., 8., 10., 18., 21. a X
chromozém). Dalsi 2 pacienti méli pouze hrani¢ni zndmky chromotripse s detekovanymi
8 zlomy, a to u pacienta M4 na 9. chromozému a u pacientky F2 na 20. chromozému
(viz Tabulka 21 niZe). VSichni pacienti s ndlezem chromotripse ¢i s jejimi hrani¢nimi

znamkami disponovali komplexnim karyotypem a fadily se mezi pacienty s RAEB ¢i sAML.

Obrazek 19: Chromotripse postihujici dlouhé rameno 3. chromozému detekovana u pacientky F1
(modie jsou znazornény amplifikované useky, ¢ervené deletované tseky chromozému).

V zavéru lze tedy konstatovat, ze v kohort¢ 17 pacienti byla nejcastéji pfitomna
balancovana ptestavba genu MECOM (konkrétné u 10 pacientli, coz odpovida 59 %). Tyto
balancované prestavby byly u pacientd M2, M9 a F7 soucasti t(2;3), u pacienti M3 a F6 t(3;3),
pacienti M5 a F8 m¢éli tuto prestavbu v rdmci t(3;21) a pacienti M6 a M8 jako soucast inv(3).
Pacient M4 m¢l balancovanou piestavbu genu MECOM spojenou s t(3;3;5;3).

Nebalancované aberace 3. chromozdmu, které zahrnovaly alteraci genu MECOM, byly
detekovany u 5 pacientl. Prestavba genu MECOM spole¢né s deleci 3q21.3 byla detekovana
u 2 pacientil. U pacientky F3 doslo k deleci oblasti genit GATA2 a RPN v ramci nebalancované
t(2;3), zatimco u pacienta M7 doslo k deleci v proximalni oblasti 3q21.3 bez zasazeni genu
GATA2 ¢i RPNI v ramci inv(3). Zmnozeni lokusu genu MECOM (bez jeho piestavby) bylo
detekovano u 2 pacient (M1 a F5). Chromotripse postihujici oblast 3q byla detekovéana u jediné
pacientky (F1) a soucasti této genetické abnormality byla jak delece genu MECOM, tak i delece
oblasti 3q21 zahrnujici geny GATA2 a RPNI.

U pacientky F4 nebyla prokdzéana jakdkoliv aberace genu MECOM, ale byla prokazana
delece oblasti 3q21 zahrnujici geny GATA2 a RPNI. U jedné jediné pacientky (F2) nebylo
mozné pro velice nizké procentudlni zastoupeni patologického klonu ani jednou ze tii riznych
analyz jednoznacné¢ urcit podstatu prestavby genu MECOM. Souhrn konkrétnich detekovanych
aberaci 3. chromozomu v kohort€¢ 17 pacientll je zaznaCen na Obrazku 20 nize. VesSkeré

vysledky aCGH analyzy zapsané dle nomenklatury ISCN jsou uvedeny nize v Tabulce 21.
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6%
t(3;3;5;3)

m pfestavba genu MECOM véetné delece 3q21 m zmnoZeni oblasti genu MECOM
= pouze delece oblasti 3q21 u chromotripse zahrnujici deleci 3g21, tak i 3926

m bliZze neuréena prestavba genu MECOM u balancovana piestavba genu MECOM

Obrazek 20: Zastoupeni jednotlivych aberaci 3. chromozému po kompletizaci vysledki ze vSech
provedenych analyz v kohorté 17 pacientt.
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Tabulka 21: Vysledky aCGH analyzy u souboru 17 pacientl s abnormalitami 3. chromozému zapsané dle nomenklatury ISCN.

Pacient

Zaveér aCGH analyzy

arrf{GRCh37] 3q26.2q29(167855072_197861598)x3,6p25.3p21.2(211941_38541057)x2 hmz,14q24.1q32.33(69459229 107069322)x2 hmz,15q21.3(54532985_58121035)x2 hmz,?22q12.3(335

MI 43104 35681893)x2 hmz

M2 arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1 normal male

M3 arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1 normal male
arrf[GRCh37] 7??71p31.3p31.1(68144337_73558512)x2 hmz,?77?72q32.3q33.1(197122309_201453751)x2 hmz,5p13.2p12(37729561_44012472)x2 hmz,5q13.3q21.1(76157814_100808212)x1~2,

M4 (7)x1,8921.12q21.13(79637123 82594629)x1~2,9p24.3p24.1(1419154 4927122)x1~2,9p24.1p22.1(6359593 19497605)x2~3,9q21.11g21.13(71145933 79032269)x2~3,9q21.13q34.3
(79103128 140396494)x1~2,13q32.1932.3(97493427 100527355)x2 hmz,18q12.1q12.2(32132169 _35993290)x2 hmz

M5 arrf{GRCh37] 7q31.33q36.3(126425745_159030335)x2 hmz,9p23(10924493 12883188)x2 hmz,10q23.33924.2(96466270_101702473)x2 hmz,17q11.2(28072523_30178332)x1

M6 arrf{GRCh37] 74q22.1922.3(89287096_95916279)x2 hmz,(7)x1,12q15921.2(71054305_77928415)x2 hmz

M7 arrf{GRCh37] 3q21.3(126085972_128161655)x1~2,12q14.2q14.3(63259927_67675361)x2 hmz,18q12.3(38465951_40771509)x2 hmz

M8 arrf[GRCh37] 7p12.2p12.1(50133411_51207236)x1,10q21.1(56624265_60050453)x2 hmz,10923.31923.33(92435851_95909662)x2 hmz,12p12.3(15889155_19363948)x2 hmz,13q14.3q21.1
(54448874 57835021)x2 hmz,18q12.1(25380833 27252939)x2 hmz

M9 arrffGRCh37] 5q23.3933.3(129119297_158539799)x1
arrf{GRCh37] 3q12.3q13.11(102127558_104683188)x2~3,3q13.11q13.12(105634068_107516498)x1,3q13.13921.3(109831672_126134890)x2~3,3q21.3q22.1(126157530_133450462)x1,3q23q

F1 24(142015530_148698201)x2~3,3925.1926.2(148990670_169981743)x1,3926.2926.31(170006130_172950313)x2~3,3q26.339q29(181811828 193333522)x3,5q11.1q35.3(49478288_18069105
2)x1,7q11.23936.3(73934483_158507381)x1~2,12p13.31p12.1(8462598_22450520)x1,17q11.2(29161912_30451089)x1,17921.31¢25.3(43790210_81039514)x1,18q12.1923(25698937_77987
606)x1,21921.1(16803693 20834474)x1
arrf{GRCh37] ?1p31.1(72522971_75248122)x2 hmz,5q23.2q35.3(123798318_180696806)x1,7p22.2p22.1(3580633_5721899)x1,7922.1936.3(99696567_159122455)x1,78q23.3(113923305_116

F2 855813)x2 hmz,17p13.1(6656123_7590367)x1,719q13.2q13.31(43242795_43783380)x2~3,20p13(102422_5055057)x1,20p12.1p11.23(12237001_20373450)x1,20p11.21(22918570_24965512)
x1,20q11.21q13.33(31861717 59901663)x1,22q13.2q13.33(42061001 51224252)x1

F3 arrf{GRCh37] 3q21.3q22.1(127889037_129991166)x1~2,4q34.3935.1(182143931_185644417)x2 hmz
arrf{GRCh37] 1p32.1p31.3(60785087_62518588)x1~2,1q31.2q32.1(193655428 _201916432)x2 hmz,3q12.2q22.2(100201319_135458567)x1,3q28q29(189029360_197861598)x1,5p15.33p15.32
(3104493 4894856)x1,5p15.32p15.2(6112711_11072670)x1,5p15.2p14.3(11429311 18822080)x1,5p14.3(19415288 21931291)x1,5p14.1(27723204 28163810)x1,5p12(44847747 45184100)
x1,5q11.1q14.3(50141309_85783866)x1,5q14.35933.3(88141282_158016111)x1,8p23.3p22(191530_15912988)x1,8p23.1(6942281_8079920)x1~2,8p21.2p11.1(27249614_43738803)x3,8q11.
1q24.3(46942956_146280020)x3,8q11.21q11.22(51839636_52571007)x1~2,8q21.13921.2(81892791_86035812)x1~2,?79p23(10632165_12098000)x2 hmz,79q22.33q31.1(102227922 1028677
46)x1,10p15.3p12.31(102539_20126864)x1,10p11.23p11.22(29867487_32780911)x1,10p11.22(34003973_34287073)x1,10q11.22921.1(49201519_54048387)x1,710q21.1(58298520_6004952

F4 4)x2 hmz,14q11.2(19376762_24578013)x3,14q12(24661789_25952122)x1,14q24.2q24.3(71023250 75102191)x1,(16)x1~2,17q11.2q12(28732502_33133961)x1,17q21.31921.33(42931334 4
8815633)x1,18p11.32p11.31(155478_5383568)x1,18p11.31p11.23(6785183_8624603)x1,18q21.2921.31(52224392_55543788)x1,18q22.2(68423089_68562757)x1,18922.3(69611920_712678
65)x1,18q23(74962224 75127838)x1,18q23(75621336_76014434)x3,18q23(76060710_76478606)x1,21q11.2(14420615 15326024)x3,21q11.2q21.1(15412676_22232971)x4,21q21.3(272292
16_28565116)x1,21921.3(29688553 29919420)x1,21921.3q22.11(29943583 32812809)x4,21q22.11(33515107_34466241)x1,21922.12922.3(36259789 48084156)x4,(22)x3,Xp22.33p21.1(60
701_36165963)x3,Xp21.1p11.1(36204693_58543823)x1,Xq11.2q12(64263556_65242748)x3,Xq21.2(84794493_85986531)x3,Xq21.2921.31(86021551_87498926)x1,Xq21.31q25(90164479 1
21718801)x1,Xq25(121758167 125002765)x3,Xq25927.3(125153721 146639111)x1

F5 arrf{GRCh37] 1p36.33p35.2(846680_31923053)x1,1p35.2p31.3(31966338_64866154)x3,3q23q29(142735762_197861598)x4,5q31.2935.3(136880781_180696806)x1,?10q21.1(57372091_6068
1829)x2 hmz,11q24.3925(128420685 134816320)x2~3,17p13.3(1693 963751)x1, 17921.33925.3(48150569 _81044553)x3

Fo6 arrf{GRCh37] (7)x1,10p14(7961064_10054546)x2 hmz

F7 arr[GRCh37] 14923.1q23.2(59421149 62495044)x2 hmz

F8 arr[GRCh37] (1-22,X)x2 normal female

71




5.5 Kazuistiky

Pacient M4

Tato kazuistika popisuje ptipad pacienta M4, kterému byl ve 43 letech (v roce 2010)
diagnostikovan folikuldrni lymfom G2 s CD20+ markery. Béhem nésledujicich 7 let pacient
podstoupil 1éc¢bu chemoterapeutiky v riznych kombinacnich rezimech. B€hem tohoto obdobi
doslo 3x k relapsu onemocnéni (2012, 2014 a 2016). Po prvnim relapsu pacient podstoupil
po pripravném rezimu v roce 2013 autologni transplantaci perifernich kmenovych bunék,
navzdory které rovnéz dosSlo po roce k relapsu onemocnéni. V roce 2017 pfed zvazovanou
alogenni transplantaci krvetvornych bunck byl pacient vySetfen klasickou cytogenetickou
analyzou s normalnim néalezem karyotypu ve 30 hodnocenych mit6zach. Zvazovana alogenni
transplantace vSak byla pro zdravotni komplikace kontraindikovana a po dohodé¢ na indika¢nim
seminafi Hemato-onkologické kliniky zah4jil pacient radioterapii, kterd vedla k remisi tohoto
onemocnéni. Naslednd observace probihala ve spadové nemocnici. V kvétnu roku 2019
se u pacienta (v 52 letech) objevuje cytopenie v krevnim obraze, dle dalSich vySetfeni
provedenych ve spadové nemocnici uzavieno jako sekundarni MDS-EB1 s cytogenetickym
nalezem komplexniho karyotypu (zatazen dle IPSS-R do vysoce rizikové skupiny).

Pacient nasledn¢ v rezii Hemato-onkologické kliniky FNOL podstoupil epigenetickou
1é€bu 4 cykly Vidazy a opakovanou hemosubstituci s medikaci G-CSF. Pii kontrolnim
vySetfeni byl detekovan klasickou cytogenetickou analyzou abnormélni karyotyp spojeny
s komplexnimi piestavbami, a to ve 27 mit6zach. Normalni nalez byl detekovan ve 2 mitdzach.
Cytogeneticky urceny karyotyp:

1. klon: 44,XY,-3,?der(5),-7,-9,+mar[27]
2. klon: 46,XY[2]

Klasicka cytogeneticka analyza byla z divodu komplexnich prestaveb doplnéna o FISH
a mFISH analyzu. Pomoci FISH metody za vyuziti vSech cilenych sond, které jsou soucasti
MDS panelu, byla detekovana:

- monozomie chromozému 7 v 83 % hodnocenych bunék
- monozomie 3 v 78 % hodnocenych bunék
- ptestavba genu MECOM v 82 % hodnocenych bun¢k

S vyuzitim 1 mFISH analyzy (viz Obréazek 21) byl stanoven zavérecny karyotyp:

44, XY ,-3,4(3:3;5:3)(p?24:q726:q723:p?24),-7,der(9)t(3;:9)(p?21:9?234)t(3;9)(q?13:p?22)[ 151/46,XY[5]
Pacient byl na zékladé téchto vysledkli znaCici progresi onemocnéni indikovan

k ukonceni epigenetické 1écby a dale realizovana pouze substitu¢ni a paliativni péce. V dubnu

roku 2020 pacient zemfiel.
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Obrazek 21: Vysledny karyotyp pacienta M4 stanoveny mFISH analyzou (pfevzato z Laboratote
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL).

Retrospektivné byla pro podrobnéjsi vysledky nebalancovanych piestaveb vyuzita
metoda aCGH, ktera u tohoto pacienta prokazala pfidatné chromozémové aberace (viz Tabulka
21 vySe a Obrazek 22 nize):

- delece 5q13.3q21.1
- delece 8q21.12921.13
- hrani¢ni znamky chromotripse na 9. chromozomu.

a) 5. chromozém

Obrazek 22: Vystup z programu Agilent CytoGenomics zobrazujici profil jednotlivych chromozdémi
s ptidatnou ¢i upfesiiujici aberaci stanovenych pomoci aCGH analyzy — pacient M4.

Obr. a) 5. chromozdm — delece 5q13.3g21.1. Obr. b) 8. chromozém — delece 8q21.12g21.13. Obr. ¢) hraniéni
znamky chromotripse na 9. chromozému.
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Pacientka F1
Tato kazuistika popisuje ptipad pacientky se systémovou sklerodermii s Raynaudovym
syndromem dlouhodobé 1é¢enou cyklofosfamidem. V fijnu roku 2015 v 71 letech pfi rutinnim
piedoperacnim vySetfeni krevniho obrazu byla nalezena trombocytopenie, kterd byla dale
doSetfovdna na Hematologicko-transfuznim oddé€leni v Pferové, odkud pro nalez periferni
pancytopenie s vyplavenim blastli do PK odeslana na Hemato-onkologickou kliniku FNOL.
Zde byla stanovena diagnoza suspektniho sekunddrniho MDS-EB2 (dle IPSS-R pacientka
zafazena do vysoce rizikové skupiny).
Jiz klasickou cytogenetickou analyzou byl prokazan abnormalni karyotyp s komplexnimi
pfestavbami:
1. klon: 43-44,XX,2der(3),-5,-7,-21,+1-2mar[cp9]
2. klon: 46,XX[30]

Klasickd cytogenetickd analyza byla doplnéna o FISH a mFISH analyzu z diivodu
komplexnich piestaveb. Pomoci FISH metody za vyuziti vSech cilenych sond, které jsou
soucasti MDS panelu byly stanoveny tyto zmény:

- delece 7q22/7q31 v 59 % hodnocenych bunék
- delece 5q31/5q33 v 58 % hodnocenych bun¢k
- delece oblasti 3g26 v 59 % hodnocenych bun¢k

Pomoci WCP a centromerickych sond byly stanoveny dicentrické chromozomy —
dic(7;21), dic(12;18) a dic(13;17). Na zakladé vysledkii cytogenetiky, FISH a mFISH analyzy
(viz Obrazek 23 nize) byl stanoven zavérecny karyotyp:

43,XX,der(3)t(3;5)(q?25;p?11),del(5)(q?11q?ter),dic(7;21)(3p?ter--3p?12::7p?11--7q?21::3q?13--
3q723::172q7--177q?::3q724--3q?25::21p?11--21q?ter),dic(12;18)(p11;p11),dic(13;17)(p11;?q)
Byly prokazany i dal$i neklonalni zmény, v kazdé mitdze jiné.

Vzhledem k prokdzanym chromozémovym aberacim byla pacientka indikovana
k epigenetické 1écbé (Vidaza), kterd probéhla v 6 cyklech. Nasledné v ¢ervnu 2016 vSak byla
1é¢ba ukoncena na zaklade celkového stavu pacientky, nemoznosti kauzalné ovlivnit zékladni
onemocnéni a progresi onemocnéni do sekunddrni AML, pacientka tak byla indikovdna

k paliativni terapii. V ¢ervenci 2016 pacientka umira.
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Obrazek 23: Vysledny karyotyp pacientky F1 stanoveny mFISH analyzou (pfevzato z Laboratote
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL).

Retrospektivné byla pro podrobnéjsi vysledky nebalancovanych piestaveb vyuzita
metoda aCGH, ktera u této pacientky prokazala ptidatné chromozémové aberace (viz Tabulka
21 vySe a Obrazek 24 nize):

- chromotripse postihujici 3q jejiz soucasti je i delece 3q21.3q22.1 (zahrnuje oblast genu
GATA2) a 3q25.1q26.2 zahrnujici gen MECOM

- zpfesnéni deletované oblasti na 5q (5q11.1q35.3 — zahrnuje 1 gen NPM1)

- zpfesnéni deletované oblasti na 7q (7q11.23q36.3 — zahrnuje i gen EZH?2)

- delece oblasti 12p13.31p12.1 (zahrnuje oblast genu ETV6)

- delece 17q v oblastech 17q11.2 (zahrnuje gen NF1) a 17q21.31¢25.3

- delece oblasti 18q12.1g23 (oblast BCL2)

- delece oblasti 21q21.1
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a) 3. chromozém

e) 17. chromozém

f) 18. chromozém

g) 21. chromozém

Obrazek 24: Vystup z programu Agilent CytoGenomics zobrazujici profil jednotlivych chromozomut
s pridatnou ¢i uptesiujici aberaci stanovenych pomoci aCGH analyzy — pacientka F1.

Obr. a) chromotripse postihujici oblast 3q. Obr. b) 5. chromozom — delece 5q11.1g35.3. Obr. ¢) 7. chromozdém —
delece 7q11.23q36.3. Obr. d) 12. chromozém — delece 12p13.31p12.1. Obr. e) 17. chromozoém — delece 17q11.2
a 17q21.31g25.3. Obr. f) 18. chromozom — delece 18q12.1g23. Obr. g) 21. chromozém — delece 21q21.1.
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6 Diskuze

Myelodysplasticky syndrom (prvné klasifikovan roku 1982), co by jedna
z hematologickych malignit, je charakteristicky klonalni poruchou medularni krvetvorby
a velmi heterogennimi klinickymi projevy souvisejicimi 1 s riznou progndézou pacienti.
Zaroven se jednd o jednu znejcastéjSich chorob s vyssi incidenci u starSich lidi (starnuti
populace ma za diisledek nartist prevalence) (Bennett ez al., 1982; Neuwirtova, 2005; Cervinek,
2015). Median véku pii diagndéze MDS se pohybuje kolem 65-70 let (Greenberg et al., 2012;
Schanz et al., 2012; Haferlach ef al., 2014; Schanz et al., 2018). Vysledky mé prace korelovaly
s publikovanymi daty, jelikoz jsem stanovila median véku pti diagnéze MDS na 66 let.

Pacienti s MDS vykazuji velkou heterogenitu 1 co se morfologickych a cytogenetickych
nalezli tyCe, coz velmi znesnadnuje diagnostiku tohoto onemocnéni. Prvotni klasifikacni
a prognostické systémy pacienti s MDS byly zalozeny na vysledcich pouze
morfologickych, cytochemickych a klasickych cytogenetickych analyz kostni dfené a periferni
krve. Zatimco nov¢jsi systémy (IPSS a WHO) jsou diky rozvoji modernich metod molekularni
cytogenetiky (s tim souvisejici urcité bliz§i poznani molekuldrni podstaty MDS) zalozeny
jiz na dalsich diagnostickych metodach (Malcovati et Nimer, 2008; Cermak, 2019).

Zasluhou cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych metod je tak mozno detekovat
unikatni genetické zmény u jednotlivych pacientti, coZ je vyuzivano pti diagnostice, stratifikaci
pacientt (dle WHO Kklasifikace) a jejich 1é€cbé. Hlavni vypovédni hodnotu vSak cytogenetické
nalezy maji v prognostické stratifikaci pacienttl (Malcovati et Nimer, 2008; Cervinek, 2015;
Cermak, 2019).

Mezi tyto dalsi diagnostické metody 1ze zaradit 1 metody, které jsou dnes pii diagnostice
MDS pouze doporuceny — fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a komparativni genomova
hybridizace na &ipu (aCGH) (Malcovati et al. 2013; Cermak et al., 2020). Hlavni vyhodou FISH
metody je pritkaz chromozdémovych aberaci 1 na interfaznich jadrech, ¢imz se vytesi problém
s nevyhovujicimi mitézami. Tato citlivéjSi metoda je schopna zachytit i menSi procento
patologickych bungk, ale jeji nevyhodou je cilenost této metody, ktera umoznuje zachytit pouze
aberace, na které pfimo cilime uzitymi sondami. Tento problém fesi napt. metoda aCGH, ktera
béhem 1 analyzy hodnoti velky pocet specifickych DNA sekvenci. Detekce zmén aCGH
metodou je vSak opét limitovana, a to pouze na nebalancované aberace a také je nutné vetsi
zastoupeni patologickych bunék ve vzorku (Rigolin ef al., 2001; Kuglik, 2013; Schoumans
etal.,2016).
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Nejcastéjsimi nebalancované prestavénymi chromozomy u pacienti s MDS se ukazuji
byt chromozémy 5., 7., 8. a 20. (Giagounidis et Haase, 2013). V ramci prospektivniho
vySetieni, které jsem provedla na 22 pacientech s MDS, jsem dosdhla shodnych vysledki,
ovSem stejné Casté byly 1 aberace chromozomu 11 spojené s alteraci genu MLL.

K nejcastéji balancované piestavénym chromozomiim patii 3. chromozém, kdy jsou
piestavby tohoto chromozomu velmi Casto spojeny s alteraci komplexniho lokusu genu
MECOM (zejména jeho genova ¢ast EVII), tyto zmény se nachazi nejen u pacienti s MDS
(Giagounidis et Haase, 2013), u kterych se vyskytuji pomérné vzacné. Tyto piestavby jsou
obecné spojeny se Spatnou progndzou pacienta — median celkového preziti se pohybuje kolem
16 mésict od diagnozy (Schanz et al., 2012). V mé praci jsem potvrdila kratsi celkové preziti
pacientl s detekovanou aberaci 3. chromozému, kdy byla tato hodnota stanovena na pouhych
13 mésicu (rozsah od 1 do 169 mésicit), coz se blizilo vysledku studie publikované roku 2020,
kdy celkové preziti kohorty 411 pacientd s MDS a aberaci 3. chromozému bylo stanoveno
na 12 mésict (Sallman et al., 2020).

Prevalenci vyskytu aberaci 3. chromozému u pacientii s MDS je dosud velmi obtizné
stanovit, a to nejen z divodu nizkého vyskytu této aberace v lidské populaci. Maly pocet studii
zabyvajici se touto problematikou, kdy se jesté vétSina z nich zamétuje pouze na aberace inv(3)
a t(3;3) tomu nijak nepomaha (De Braekeleer et al., 2015). Napt. v jedné z publikovanych studii
129 pacientli s MDS a aberaci 3. chromozoému byla frekvence vyskytu této aberace stanovena
na 67 % (Sallman et al., 2015). V rdmci mého experimentu jsem tuto frekvenci stanovila
na 5 %. Vyskyt inv(3) a t(3;3) u pacienti s MDS se dle studie z roku 2014 pohybuje pod 1 %
a dle studie z roku 2010 u pacientd s AML mezi 1-2 % (Lugthart et al., 2010; Rogers et al.,
2014). Mé¢ vysledky korelujyi s publikovanymi daty, jelikoZ jsem stanovila tyto aberace
u 1,5 % pacienti s MDS/sAML (5 pacientii z kohorty 324).

Ukazuje se vSak, ze publikované prevalence jsou dle mnohych odbornik podhodnoceny,
jelikoz se aberace 3. chromozomu tadi ke kryptickym aberacim a nejsou tedy vzdy klasickou
cytogenetikou diagnostikovany (Baldazzi et al., 2016), coz bylo patrné 1 na vysledcich
mé prace, kdy byl u 2 pacientti (M2 a M7) z kohorty 17 pacientti detekovan normalni karyotyp
a az naslednd FISH analyza (provedena z divodu nedostate¢ného mnozstvi hodnocenych
mit6z) prokazala jedinou aberaci, a to praveé prestavbu v oblasti 3q26.

Abnormality dlouhého ramene 3. chromozému jsou diagnostikovany pievazné
u mladsich pacienti (< 60 let), coz bylo potvrzeno nékolika studiemi (Poppe et al., 2006;
Lugthart et al., 2010; Rogers et al., 2014; Baldazzi et al., 2016; Tang et al., 2019). Ve své praci
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jsem dosahla shodnych vysledkli, kdy jsem stanovila median véku pii diagndze pacientil
s aberovanym 3. chromozémem na 56 let. Rozdil zastoupeni pohlavi mezi pacienty s aberacemi
3. chromozdmu nebyl nijak signifikantni (9 muzi a 8 Zen). Nelze tedy vyvozovat, Ze se aberace
vyskytuje u jednoho z pohlavi ¢etnéji, coz se shoduje 1 s publikovanymi daty (Poppe et al.,
2006; Lugthart et al., 2010; Rogers et al., 2014; Tang et al., 2019).

U mnou hodnocené kohorty 17 pacienti byl klasickou cytogenetickou analyzou
detekovan ve 12 % normalni karyotyp a v 88 % abnormadlni karyotyp, ktery byl ve 29 %
charakteristicky komplexnimi ptestavbami. Pfi porovnani s publikovanymi daty lze fici,
ze se m¢ vysledky nijak zvlast neodlisSuji, studie zroku 2014 uvadi u 103 hodnocenych
pacientli s inv(3) nebo t(3;3) zastoupeni komplexniho karyotypu u 25 % a nekomplexniho
u75% (Rogers et al., 2014). K podobnym vysledkii vedla i rozséhla studie francouzsko-
némecké skupiny, kterd uvadi nalez komplexniho karyotypu u 27 % pacientti z celkové kohorty
1038 pacientt (De Braekeleer e al., 2015). Aberace 3. chromozdému pak byla v ramci této prace
klasickou cytogenetickou metodou nalezena u 93 % pacientli s detekovanym abnormalnim
karyotypem.

Pomoci cilené FISH analyzy byla u vSech 17 pacientli v ramci této prace detekovana
abnormalita 3. chromozému. Izolované se tato aberace vyskytovala u 47 % pacientd,
24 % pacienti vykazovalo piitomnost jeSté dalsi aberace, z nichZ nejcastéji byla zastoupena
monozomie 7. chromozému. Komplexni karyotyp byl pfitomny u 29 % pacienti. Dosud
publikované studie vSak prokazuji nizSi zastoupeni izolovanych aberaci 3. chromozoému,
kdy napt. studie z roku 2020 udava hodnoty vyskytu izolovanych aberaci 3. chromozému pouze
u 15 % hodnocenych pacientti s MDS (Sallman et al., 2020), v dalsi studii bylo zastoupeni
izolovanych piestaveb 3. chromozému u pacientl s MDS o néco vyssi (28 %), 1 ptidatnou
aberaci v této studii pak mélo 44 % pacienti (De Braekeleer et al., 2015). Nejblize k mnou
stanovenym vysledkiim jsou ty, které byly publikovany roku 2014, kdy byla izolovana aberace
3q detekovana u 44 % hodnocenych pacienti. Tato studie vSak byla zaméfend pouze na aberace
inv(3) a t(3;3) (Rogers et al., 2014). Monozomie 7 jako nejcast&jSi piidatnd aberace
je deklarovana v mnoha studiich (Lugthart et al., 2010; Rogers et al., 2014; De Braekeleer
et al., 2015; Baldazzi et al., 2016; Tang et al., 2019).

V ramci komplexniho karyotypu s aberaci 3q byla nejcastéjsi ptidatnou zménou delece
5931 (v 80 %) a stejné€ Castou byla aberace 7. chromozému (Castéji monozomie nez delece 7q).
Soubéh téchto 2 aberaci u pacientli s aberovanym 3. chromozémem a komplexnimi pfestavbami

byl ptitomny u 60 % téchto pacientl (3 z 5 pacientli). Vysledky jiz zminéné studie francouzsko-
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némecké skupiny z roku 2015 vSak ukazuji rozlisné hodnoty, ptidatna aberace 7. chromozdému
v rdmci komplexnich karyotypt byla pfitomna u 34 %, zatimco aberace 5. chromozému pouze
u 3 % téchto pacientii. Soub¢h obou téchto aberaci byl pak prokdzan jen u malého zlomku
pacientl. V této studii vSak byli zahrnuti i1 pacienti s CML (Ph+), coz muze hrat urcitou roli
(De Braekeleer et al., 2015).

Z aberaci postihujici 3. chromozom a souvisejici s alteraci genu MECOM byla nej€astéji
zastoupena translokace, kterd se vyskytovala u 53 % pacientil, druhou nejcastéjsi pak byla
inverze v oblasti dlouhého ramene 3. chromozému vyskytujici se u 17 % pacientii. Shodnych
vysledkli dosahla i1 americkd studie publikovéna roku 2019, kde byly v 50 % zastoupeny
translokace alterujici gen MECOM, nicméné zastoupeni inverzi alterujici MECOM bylo vyssi
—u 40 % pacienti (Tang et al., 2019).

V ramci mé prace byl pfesny typ aberace stanoven pouze u 16 pacientd (tj. u 94 %),
kdy se mezi nejCastéj$i translokaci ftadila t(2;3) pfitomna u 23 % pacientd. Dalsi
detekovanou translokaci byla t(3;3) u 12 % pacientii a ve stejném procentu pacienti i t(3;21).
Vsechny tyto detekované piestavby byly jiz dfive publikovany, akorat v jiném
procentudlnim zastoupeni, Casto zmifiovana t(3;12) v této praci nebyla detekovana (Lugthart
et al., 2010; De Braekeleer et al., 2015; Tang et al., 2019). Nové detekovanou zménou byla
komplexni translokace t(3;3;5;3)(p?24;q26.2;q273;p?24).

Mezi dalsi detekované zmény patiila delece 3q (12 %) a zmnozeni oblasti 3q26 (12 %),
tyto zmény vSak souvisely pouze se ztratou ¢i ziskem oblasti genu MECOM, ale ne s jeho
piestavbou. Vyznam FISH analyzy byl patrny u vSech pacientti, kdy tato analyza pomohla nejen
zptesnit prestavby detekované G-pruhovanim, ale také odhalit kryptické zmény
3. chromozomu, které se klasickou cytogenetickou analyzou nepodatilo zachytit. Abnormality
oblasti genu MECOM byly ptitomné u 94 % hodnocenych pacientl s aberaci 3. chromozému,
coZ je vys§i procento, nez bylo stanoveno ve studii zroku 2016, kterd udavad pfitomnost
abnormalit genu MECOM jenu 55 % pacientli s 3q aberacemi (Baldazzi et al., 2016). Piestavba
genu MECOM pak byla nakonec detekovana u 76 % hodnocenych pacientt.

Komparativni genomova hybridizace na Cipu byla v ramci 3q abnormalit pfinosem
abnormalit 3. chromozomu je spojena s balancovanymi aberacemi, které tato metoda neumi
detekovat, cehoz dosahli 1 odbornici ve studii z roku 2019 (Tang et al., 2019) a dalSich (Poppe
et al., 2006, Baldazzi et al., 2016). U nebalancovanych piestaveb vSak ziskdme piesné

informace o deletovanych ¢i amplifikovanych oblastech, cehoz se d& vyuzit pii stanovovani

80



nejcastéji aberovanych oblasti urcitého chromozému. Za vyuziti této metody jsem stanovila
nejcastéji deletovanou oblast 5. chromozdému u pacientli s aberovanym 3. chromozémem, jako
oblast 5q31.2g33.3. Tato mnou stanovend CDR oblast zaujimé obé¢ CDR oblasti, které byly
zahrnuty v praci publikované roku 2011. Oblast 5932933 je spojovana hlavné
s tzv. 5q- syndromem (zahrnuje geny RPSI4 a miR-145) a oblast 5q31.2 spojovana
s t-MDS/AML a neptiznivou prognézou (zahrnuje geny CTNNAI a EGRI) (Ebert, 2011). CDR
oblast stanovend ¢eskou odbornou skupinou v kohort€ 157 pacientli s komplexnim karyotypem
zaujimala oblast 5q31.1q32 (Zemanova et al., 2014). V porovnani s mymi vysledky lze fici,
Ze u pacientl s aberovanym chromozémem 3 a soucasné deleci 5q, jsou tyto delece dlouhého
ramene chromozému 5 detekovany distaln€ji oproti oblastem deletovanym na dlouhém rameni
5. chromozému detekovanych obecné u pacientii s deleci 5q a komplexnim karyotypem.

Nekteré studie ukazuji na zvysSeny vyskyt urcitych aberovanych gent, které jsou velmi
¢asto jinymi metodami nedetekovatelné. Piesné u 53 % pacientii byly detekovany nové zmény,
které predeslé metody neodhalily. NejCastejsi kryptickou aberaci byla delece v oblasti 17q11.2
zahrnujici gen NF1 (gen Ras signalni drahy), kterd se vyskytovala u 18 % pacienttl, jin¢ geny
Ras signalni drahy (NRAS/KRAS) nebyly v rdmci této prace detekovany. Ostatni kryptické
aberace nemély signifikantni zastoupeni. Studie z roku 2011, ve které byla analyzovana kohorta
35 pacientl s prokazanou MDS metodou aCGH, odhalila u 80 % pacientli nové aberace, které
nebyly detekovatelné klasickou cytogenetickou metodou ani FISH analyzou, kdy se mezi
nejcastéjsi kryptické delece tadily delece NFI, RUNXI, RASSFI, CCNDI, TET2 a dalsi
(Kolquist et al., 2011).

U jedné pacientky (v 6 %) byla aCGH metodou detekovana chromotripse postihujici
3. chromoz6ém. Chromotripse postihujici 3. chromozom u pacientti s MDS byla jiz v roce 2018
popsana skupinou docentky Zuzany Zemanové a obecné jsou tito pacienti fazeni do velmi
vysoce rizikové skupiny (Zemanova et al., 2018).

Metoda aCGH se jevi jako u¢inny néstroj pii identifikaci chromozomalnich aberaci, které
nejsou detekovany standardni cytogenetickou metodou. Klasickd cytogenetickd analyza
v kombinaci s aCGH by mohla v poc¢ate¢ni diagnostice pacienti s MDS poskytnout klinicky
uzite¢né informace, které nelze ziskat tradicnimi metodami pouzivanymi v soucasné dobé¢
(Malcovati et al., 2013). Mohla by tak ptispét k pochopeni celého spektra aberaci, které
doprovazi jednotlivé pacienty a pomoci pii vyvoji cilenéjSich lécebnych postupti.
Napt. pti detekci mutaci signdlni drahy RAS by mohlo byt vyuzito 1éCivo interferujici prave

s touto signalni drahou, jelikoZ se ukazuje, Ze mutace v této signdlni draze jsou piitomné
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azu 98 % pacientli sinv(3) a t(3;3) (Groschel et al, 2015). DalSim lécebnym ptistupem
by mohly byt cilené terapie, které blokuji funkci genu EVII (De Braekeleer et al., 2015).

Na zavér lze tedy shrnout, ze pacienti s abnormalitami genu MECOM jsou spojovani
s kratkym prezitim, mlad$Sim vékem v dobé stanoveni diagnoézy a minimdlni odpovédi
na dostupnou lé¢bu. Tyto aberace jsou detekovany v ramci raznych diagnéz — MDS, AML
&i CML. Casto jsou doprovazeny monozomii 7. chromozému nebo jsou soucasti komplexniho
karyotypu. Dnes je popisovano vice nez 100 piestaveb postihujicich oblast 3q26, z toho
je u 34 z nich prokazano zapojeni genu MECOM (De Braekeleer et al., 2015). Ptesto je kolem
aberaci 3. chromozomu nadale nespocet otdzek a stdle se objevuji nové aberované oblasti.
Detekce novych mutaci asociovanych s chorobou a sledovani jejich dopadu na progndézu
pacientli a hledani vhodnych individudlnich 1é€ebnych ptistupt je tak nadale velmi dilezitym

cilem i v dne$ni dobé (Cermak, 2019).
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7 Zavér

Myelodysplasticky syndrom se fadi mezi hematologické malignity s vys$si incidenci
u starSich lidi a je charakteristicky klonalni poruchou krvetvorby, periferni cytopenii,
neefektivni krvetvorbou myeloidni fady a velmi odliSnou progndézou. Heterogenita tohoto
onemocnéni se nevztahuje pouze na klinické ¢i morfologické vlastnosti, ale i na ty cytogene-
tické, coz velmi znesnadiiuje diagnostiku tohoto onemocnéni.

Diky rozvoji modernich metod cytogenetiky a molekularni genetiky je moZno detekovat
unikatni genetické zmény u kazdého jednotlivého pacienta, coz je vyuzivano pii diagnostice,
stratifikaci pacientl a volbé jejich 1éCby.

Jednou z takto sledovanych zmén (nejen u pacientl s MDS) je aberace 3. chromozomu,
nejcastéji zastoupena jako inv(3) ¢i t(3;3). V ramci téchto prestaveb dochdzi Casto k alteracim
komplexniho genu MECOM (zejména pak jeho genové casti EVII). Tyto alterace se objevuji
u pacientd s MDS pomérné vzacné, ale s o to horSi prognoézou pro pacienta se poji. Median
celkového preziti se pohybuje kolem 16 mésict od diagnézy (Schanz et al., 2012). Zd4 se vSak,
ze frekvence vyskytu té€chto alteraci je podhodnocena, jelikoz se fadi ke kryptickym aberacim
a nemusi byt tedy vzdy detekovany.

Vramci svého komplexnéjSiho diagnostického piistupu (za vyuziti klasické
cytogenetické analyzy, FISH/mFISH a aCGH analyzy) k pacientim s aberovanym
3. chromozémem jsem byla schopna detailnéji charakterizovat jednotlivé aberace postihujici
tento chromozém. Aberace tohoto typu se vyskytovaly u 5 % pacienti s MDS
diagnostikovanych b&hem 20 let v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky
Hemato-onkologické kliniky (HOK) Fakultni nemocnice Olomouc. NejcastéjSim typem
aberace 3. chromozomu byly translokace a inverze, které byly vzdy spojeny s pfestavbou genu
MECOM. NejcastéjSimi translokacnimi partnery byly stanoveny chromozomy 2, 3 a 21.

Ptinos aCGH analyzy v rdmci abnormalit 3. chromozému byl patrny u 35 % pacientd,
kdy tato analyza zejména zpiesnila deletované/amplifikované oblasti v ramci nebalancovanych
piestaveb 3. chromozému. U jedné pacientky vSak byla pomoci této analyzy detekovana
1 chromotripse postihujici 3. chromozdm, kterou nebylo mozZné detekovat Zadnou jinou uZitou
analyzou.

Kazda ze tii vySe zminénych diagnostickych metod ma své limitace a jak se ukazuje, neni
vzdy klasicka cytogeneticka analyza dostacujici. Vzdy tak zdlezi na individualnim pfistupu
k pacientovi, a to nejen v ramci diagnostiky. V neposledni fad¢€ je potieba zvazit jak vytézek

jednotlivych diagnostickych metod, tak i jejich financni stranku.
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