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SOUHRN

Téma mé bakalaiské prace je zaméfeno na analyzu molekuldrné-genetickych
abnormalit u myelodysplastického syndromu (MDS), ktery je fazen mezi hemato-onkologické
choroby. MDS je heterogenni skupina onemocnéni, které vznikd jako disledek akumulace
genetickych a epigenetickych zmén v hematopoetické kmenové bunce. Presny mechanismus
vzniku MDS neni dodnes zcela zndm a je predmétem vyzkumu. MDS se Castéji vyskytuje
u starSich lidi (mezi 65 — 70 lety), vzacnéji se s timto onemocnénim setkdvame u mladSich
0sob a déti.

Experimentalni ¢ast mé bakalatské prace je zaméfena na vySetfeni genetickych zmén
pfitomnych u pacientll fazenych do jedné z podskupin MDS, u kterych doslo k deleci
dlouhého raménka chromozomu 5 (tzv. 5q minus syndrom). Vysetfovaci metodou byla
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), umoziujici detekci zmén poctu
kopii genovych sekvenci.

Cilem prace bylo zavést technologii MLPA pro genetickou analyzu nemocnych
s 50- syndromem na Hemato-onkologické klinice LF a FN Olomouc a vyhodnocenim
vysledka zjistit, je-li MLPA vhodnou metodou pro detekci genetickych zmén u téchto
pacientli. Prakticka analyza nadorové DNA od 5 nemocnych ukazala, Ze MLPA poskytne
informace o né€kterych diagnosticky a prognosticky vyznamnych genech, které se nachéazeji
na chromosomovém useku 5q, a ze mize byt u ne¢kterych nemocnych vhodnou dopliujici

metodou slouZici pro verifikaci diagnozy.



SUMMARY

The topic of my bachelor thesis is focused on molecular genetic abnormalities
in myelodysplastic syndrome (MDS), a hemato-oncological disorder considered as “pre-
leukemia” condition. MDS is a heterogeneous group of clonal myeloid neoplasms that arise
from accumulation of genetic and/or epigenetic changes in hematopoietic stem cells and can
progress to leukemia. The causes and the mechanisms of MDS development are not fully
understood and are the subject of intense research. MDS is primarily a disease of the elderly,
with most of the cases diagnosed between 65 — 70 years of age; only rarely is the disease seen
in younger people and in childhood.

The experimental part of my bachelor thesis is aimed to the analysis of genetic
alterations present in patients with one of the subtypes of MDS characterized by interstitial
deletions of parts of the long arm of human chromosome 5, called 59 minus syndrome.
A technique used to detect changes in gene copy number sequences was MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification).

The aim of this study was to introduce MLPA analysis for the 59 minus syndrome
patients followed at the Dept. of Hemato-Oncology, Faculty Hospital, Olomouc,
and to evaluate MLPA suitability for the detection of copy number changes of selected genes
that are implicated in the etiopathogenesis of 5g minus syndrome. Our analysis of 5 patients
revealed that MLPA provides information on diagnostically and prognostically important
genes that are located in 5q chromosomal segment and that it could serve as a verification

approach in the diagnosis of this type of MDS.
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1 UVOD

Onkologické choroby patii mezi nejvice rozsifena onemocnéni dneSni doby. Je pro né
charakteristicky autonomni rtist bunék, ktery se vymyké kontrole. Na vzniku nadort se podili
mnoho faktorti: dédicnost, v€k, zivotni styl, a také vliv okolniho prostfedi. Vyznamnou
skupinu onkologickych onemocnéni predstavuji také nadory hematologické. Podle svétoveé
zdravotnické organizace zastupuji hematologické malignity 10 % vSech nddorovych
onemocnéni.

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je hemato-onkologické onemocnéni kmenovych
krvetvornych bunck charakteristické vznikem patologického klonu a neefektivni
hematopoézou v jedné nebo i ve vice vyvojovych liniich s castou progresi do akutni
myeloidni leukémie. Oznacuje se také jako preleukemicky stav. NedostateCna produkce resp.
ubytek krevnich bunék vede ke vzniku cytopenie.

MDS je onemocnéni postihujici pfedevsim starSi populaci a mechanismus jeho vzniku
neni dosud zcela objasnén. Pokud je clovék béhem svého Zivota vystaven riznym rizikovym
faktoriim a pisobeni mutagentl, je u néj riziko vyskytu MDS vyssi.

Na molekularné-genetické trovni je do etiopatogeneze MDS zapojena cela fada gent,
které se podileji na regulaci proliferace nebo apoptdzy hematopoetickych bunck; tyto geny
jsou u MDS mutovany nebo €asto epigeneticky modifikovany. Dulezitou roli pfi vzniku MDS
hraji 1 defekty imunitniho systému — produkce zanétlivych cytokini a abnormalni bunécna

1 humoralni imunitni odpovéd’.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hematopoéza (krvetvorba)

Hematopoéza (krvetvorba) je slozity proces, béhem kterého se hematopoeticka
kmenova burika diferencuje do mnoha bunécnych typti. Béhem krvetvorby dochazi ke vzniku
krevnich bunék v krvetvornych organech. Hematopoetickd kmenova buiika je pluripotentni,
ma schopnost sebeobnovy a diferenciace do riznych bunéénych populaci po cely zivot
¢loveka (Weissman a kol., 2001).

Hematopoézu rozdélujeme do dvou rtznych fazi, které se od sebe lisi charakterem
a mistem tvorby krevnich elementii. Prvni fazi je krvetvorba prenatilni, se kterou se
setkavame jiz v raném stadiu embryogeneze, poté nasleduje druha faze, ktera je oznacovana

jako postnatalni a trva od narozeni az do dospélosti jedince (Weissman a kol., 2001).

2.1.1 Prenatalni hematopoéza

Prenatalni krvetvorba se dale d€li na tfi riznd obdobi. Prvnim z nich je obdobi
mezoblastové, které nastdva mezi 14. a 19. dnem téhotenstvi a probiha v krevnich ostrivcich
Zloutkového vaku, kde je krvetvorba vyhradné erytroidni povahy (Pecka, 2002). Vznikaji
zde velké erytroblasty, u kterych pozorujeme expresi embryonalnich hemoglobinia Gower I,
Gower 11, Portland (ktery je podobny hemoglobinu A), a pozd¢ji také fetalniho hemoglobinu
(HbF). Krevni ostrivky se skladaji ze tii vrstev: endodermalni vrstva, ktera podporuje rist,
centralni vrstva, kterd se pfeméiluje aZ na erytroblasty, a vrstva endotelidlni, ktera tyto
ostriivky obklopuje (Dzierzak a kol., 1998). Extraembryonalné tak ve Zloutkovém vaku
vznikaji hematopoetické kmenové bunky, které davaji vznik predev§im erytroidnim
elementim. Mezoblastové obdobi trva od 3. do 10. tydne nitrod€lozniho Zivota. Béhem
6. tydne téhotenstvi vznika thymus, ktery je osidlen hematopoetickymi kmenovymi bunikami,
ze kterych vznikaji matefské buiiky lymfocytl (Pecka, 2002).

Ve druhém hepatolinedrnim obdobi probihd proces krvetvorby v jatrech. Tento typ
krvetvorby zacind mezi 5. a 6. tydnem embryogeneze a mezi tietim a Sestym mésicem jsou

jatra stézejnim mistem hematopoézy (Dzierzak a kol., 1998). Od 12. tydne se na krvetvorbé



v mensi mife podili i slezina. V tomto obdobi normoblasty vyzravaji v erytrocyty a tvoii se
také matefské buiiky leukocytl a trombocytt (Pecka, 2002).

Posledni obdobi prenatalni krvetvorby se nazyva medularni a nastava od 20. tydne
zarode¢ného zivota. Krevni elementy se vytvaii i v kostni dfeni (Pecka, 2002). Nejprve
pozorujeme krvetvorbu v kli¢nich kostech a pozdé&ji pronikda do vSech kosti lidského téla,
ve kterych se vytvareji centrdlni dutiny vyplnéné prokrvenou pojivovou tkani, ve které se
postupné objevuji krvetvorné buiiky. Extramedularni krvetvorba zanika ve 2. — 3. tydnu

po narozeni (Bulikova, 2000).

2.1.2 Postnatalni hematopoéza

Postnatalni krvetvorba probiha v kostni dfeni, kde vznikaji vSechny druhy krevnich
elementl. Ne¢které krevni elementy dozravaji mimo kostni dien, napt. T-lymfocyty dozravaji
v thymu. Pfi krvacivych stavech nebo rtiznych onemocnénich krvetvorby se i v dospélosti
muze obnovit krvetvorba v jatrech a slezin¢ (Pecka, 2002).

Po narozeni vznikaji krevni buniky ve vSech kostech lidského téla v tzv. aktivni
cervené kostni dieni, ktera je se stoupajicim v€kem nahrazena tukovou tkéni. Hematopoéza je

nejdéle zachovana v hrudni kosti a obratlech (Bulikova, 2000).

2.1.3 Hematopoetické buriky

Krevni bunky se postupné vyvijeji v kostni dfeni. Z pluripotentnich kmenovych bunék
vznikaji multipotentni kmenové buriky, z nich bunky progenitorové, az nakonec vzniknou
bunky diferencované, vlastni krevni elementy, které se podileji na dileZitych Zivotnich
procesech organismu (viz obr. 1). Erytrocyty, které jsou nezbytné pro transport kysliku,
trombocyty, které jsou zodpovédné za srazeni krve, a v neposledni fad¢ také leukocyty, které
jsou dulezitou soucasti imunitniho systému clovéka (Pecka, 2002).

Kmenové bunky (pluripotentni a multipotentni kmenové bunky a liniové progenitory)
predstavuji v kostni dieni malou ¢ast, na 1000 buné€k ptipada pouze 1 buiika kmenova. Mimo
kostni dfen migruji kmenové buiky také v malém mnozstvi do sleziny, brzliku, lymfatickych

uzlin a mala c¢ast se vyplavuje i do obvodové krve (Pecka, 2002). V pribéhu zivota dochazi
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k obnové terminalné vydiferencovanych a posléze zaniklych krevnich bun¢k praveé diky
aktivité hematopoetickych kmenovych bun¢k (Pecka, 2002).

Mezi zékladni vlastnosti hematopoetickych kmenovych bunék patii schopnost
sebeobnovy, diferenciace a proliferacni aktivita, kterd pfispivd k udrzeni konstantniho
mnozstvi kmenovych bunék. Béhem mitozy se vétsina téchto bunék nachazi v Gg fazi (v tzv.
dormanci), ale urcita ¢ast kmenovych bunék vstupuje do bunééného cyklu. Vysledkem jejich
mitotického d¢leni jsou dvé dcetfinné bunky, kdy jedna se podle potiecby dale diferencuje
a druha zGstava buikou kmenovou, a tim je zachovan ,pool“ kmenovych bun¢k
(tzv. asymetrické déleni kmenovych bun¢k) (Kaushansky, 2010).

Bunka, ze které muZze vzniknout jakakoliv krevni bunka, je oznafovéana jako
pluripotentni hematopoeticka kmenova buika. Jedna se o buiky, na jejichz povrchu se
nenachdzi zadny liniové-specificky antigen a které je mozné funkéné charakterizovat
v kultufe, kde davaji vznik bunkam dlouhodobé schopnym obnovit celou krvetvorbu, tzv.
Long-Term Culture-Initiating Cell (LTC-IC). Z LTC-IC se po dal$im déleni a diferenciaci
vytvaii kmenové buiiky progenitorové. Na povrchu kmenovych bunék rizného stupné
,kmenovosti‘ (multipotentnich i progenitorovych) je ptitomen antigen CD34 (Kaushansky,
2010). Tyto CD34 pozitivni bunky jsou kli¢ové pro tcely transplantace kostni diené¢ jako
dilezitého a nezastupitelného 1é¢ebného pristupu malignich i nékterych nemalignich chorob
krvetvorby.

Progenitorové kmenové buiiky maji schopnost diferenciace do jedné ¢i vice krevnich
fad, ale maji jen malou, velmi omezenou schopnost sebeobnovy (Pecka, 2002). V kultuie
vytvareji (v tzv. klonadlnim testu hematopoetickych progenitori) kolonie diferencovanych
jadernych forem krevnich elementd (tzv. Colony Forming Unit — CFU, Kaushansky, 2010).
Mezi tyto buriky zafazujeme napi. smiseny myeloidni progenitor (Colony Forming Unit
Granulocyte Erytrocyte Macrophage Megakaryocyte — CFU-GEMM), ktery dava vznik
granulocytiim, erytrocytim, megakaryocytim a makrofagiim, a také lymfoidni progenitor,
ktery dava vznik T a B lymfocytim (Bulikova, 2000).

Determinované progenitorové kmenové buiiky jsou uréeny pro vznik jedné (vyjimecné
dvou) konkrétni buné¢né fady. Mezi tyto bunky patii: granulocyto-makrofagovy progenitor
(CFU-GM), ze kterého se vytvaii fada granulocyti a makrofagl; granulocytovy progenitor
(CFU-G), ktery dava vznik neutrofilim; monocytovy progenitor (CFU-M), pro vznik bunék
monocytarni fady; eozinofilni progenitor (CFU-Eo); bazofilni progenitor (CFU-Ba);

11



progenitor pro megakaryocyty (CFU-Meg); primitivni progenitor ¢ervené krevni fady (BFU-
E), ktery dava vznik velkym koloniim na rozdil od erytroidniho progenitoru (CFU-E), ktery
dava vznik malym erytroidnim koloniim v tkanovych kulturach (Bulikova, 2000).

Prekurzorové buiky, které se diferencuji z progenitorti, jsou bézné ptitomné v kostni
dfeni a miizeme je pozorovat v natéru fyziologické kostni diené pod svételnym mikroskopem.
Kone¢nym stddiem bunék jednotlivych fad jsou zralé efektorové buiiky, nachazejici se hlavné
v periferni krvi. Tyto bunky jiz vykondvaji funkce, pro které byly predureny (Bulikova,
2000).

2.1.4 Rizeni hematopoézy

Hematopoéza je tfizeny proces, ktery probiha tak, aby krevni elementy v obvodové
krvi mohly plnit svou funkci. Za fyziologickych podminek mé organismus tendenci udrzovat
staly pocet krevnich bunék nebo ho V pfipadé potieby zvysovat. Za regulaci hematopoézy
jsou zodpovédné predevs§im hematopoetick¢ rastové faktory, nckteré hormony
a hematopoetické mikroprostiedi kostni diené (Kaushansky, 2010).

Ristové faktory (Colony Stimulating Factor — CSF), oznaCované také jako cytokiny,
jsou latky glykoproteinové povahy. Na zéklad¢ jejich piisobeni je zahdjena diferenciace bunék
do pfislusnych krvetvornych tad (Kaushansky, 2010). V dne$ni dob¢é zname nékolik desitek
rustovych faktorti, z nichZ n€které hraji diileZitou roli v aktivaci a vyvoji krvetvornych bunék.
Nékteré faktory, napt. interleukiny 1, 3, 6 a 11 plisobi pfimo na primitivni progenitorové
kmenovych bunék (Stem Cell Factor — SCF), interleukiny 1 — 13 a faktory stimulujici rast
buné¢k v koloniich: GM-CFS — rlstovy faktor, ktery piisobi na progenitorové bunky
granulocytd a makrofagl; G-CFS — rlstovy faktor, ktery plisobi na progenitorové bunky
granulocytii; M-CFS — rustovy faktor, ktery plsobi na progenitorové bunky makrofagu;
trombopoetin a erytropoetin (Bulikova, 2000).

Hematopoetické ristové faktory jednak reguluji bunééné déje, které by vedly
ke spusténi apoptozy, ale také stimuluji proliferaci bunék a spousti signdlni drahy

pro diferenciaci (Divoky a kol., 2002).

12



/ o . e\
Pluripotentni /_‘ \\‘ ( z
hematopoeticka ) <

P

kmenova buika ‘& / diky
Siei® NK buiky
/*‘\\ Y
l, .\) ’ v,
&/ &)
- z 5
: Lymfm_dm T lymfocyty
,«—\,\ progenitor ;
Myeloidni \ -
progenitor & //I : ‘ih
!

\,ﬂ{/{‘“
+ B lymfocyty

Ervtroidni ¢ & Bazofilni Eozinofilni Granulocytarmé - makrofagovy
prekwzory Megakaryocyty  prekwzory prekwzory prekwmzor

: 5 = AR i
o e B & @

Eryvtrocyty Trombocyty Bazofily Eozinofily Neutrofily Monocyty

Obr. 1: Schéma hierarchie hematopoézy

Upraveno podle:
http://www.d.umn.edu/~jfitzake/Lecturessy DMED/CytAnt/Cytokines/HematopoieticAgents.html
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2.2 Myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je skupina klonalnich poruch krvetvorby a Casto
byva oznatovan také jako preleukemicky stav (Cermdk, 2012). Klonalni onemocnéni
krvetvorby, ktera spadaji do klasifikace MDS, jsou charakterizovana dysplazii a inefektivni
krvetvorbou v jedné nebo vice vyvojovych liniich, coz je pfi¢inou nedostatecné produkce
adekvatniho poctu krevnich bunék navzdory bunécnosti kostni dfené¢. Jedna se o onemocnéni
hematoonkologické, protoze az u jedné tietiny pacienti se MDS transformuje do akutni
myeloidni leukémie. Postihuje pfedevSim star$i populaci (60 let a vice), u které pripada
20 — 50 pacientd na 100 000 obyvatel (Neuwirtova, 2005). Vyjimku ve vyskytu MDS vsak
nepiedstavuji ani mladi lidé a déti, avSak u téchto skupin populace se s vyskytem MDS
setkavame pouze vyjimeén& (Cervinek, 2010). U muzi je vyskyt MDS nepatrn& vys§i nez
u zen (Malek, 2005).

Etiologie MDS je multifaktorialni a v mnoha ohledech nejsou pfic¢iny vzniku
objasnény. Na vzniku MDS se podileji rizné rizikové faktory: zafeni, amoniak, ropné
produkty, benzen. Pokud je ¢lovék dlouhodobé vystaven témto rizikovym faktortim, hrozi
u ngj vyssi riziko vzniku MDS. MDS miiZze vzniknout také jako komplikace pii chemoterapii
¢i radioterapii nadora (Malek, 2005).

Za normalnich podminek produkuje kostni dien nezralé krevni elementy — blasty,
které se v procesu hematopoézy postupné vyvijeji ve zralé bunky krvetvorby - erytrocyty,
leukocyty a trombocyty, které plni fadu dileZitych funkci (Cervinek, 2011). P¥i MDS dochazi
k mutaci hematopoetické kmenové buriky, coz vede ke vzniku patologického klonu, ktery
ma rastovou vyhodu. Mutace hematopoetické kmenové buiky vede ke vzniku abnormalni
imunitni odpovédi organismu. Dochazi ke zvySené produkci cytokinil, které zplsobuji
apoptozu jiz zralych i nezralych forem krvetvorby (Cermak, 2012). Dochazi také
k abnormalni diferenciaci krvetvornych bunék (Neuwirtova, 2005).

V kostni dieni pozorujeme dysplazii, jejimz disledkem je soucasny vyskyt cytopenie,
nedostate¢na produkce jedné nebo vice krevnich fad. Snizeni poctu erytrocytl se nazyva
anémie, nizky pocet trombocytl trombocytopenie a jako leukopenie je oznacovan sniZeny
pocet leukocytli (Cervinek, 2011). V disledku anémie jsou pacienti bledi, pocituji dusnost
a jejich fyzickd vykonnost je snizend. Trombocytopenie ma za nésledek zhorSenou srazlivost

krve, kterd je doprovazena raznymi krvacivymi projevy. Leukopenie ma za nésledek
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opakované bakterialni ¢i virové infekce, které mohou zptisobit i smrt pacienta. (Cervinek,

2010).

2.2.1 Primarni a sekundarni MDS

Pocet nemocnych s MDS se neustadle zvySuje. Divodem je prodluzujici se veék
populace, ale také mnoho rizikovych faktorii, kterymi jsme v dneSnim modernim svété
obklopeni (Neuwirtova, 2010).

Vétsina piipadi MDS se fadi mezi primarni, u kterych neni zndm ptvod. Do skupiny
sekundarni MDS, ktery vznika ptisobenim riznych mutageni poskozujicich hematopoetickou
kmenovou buiiku, se fadi pouze malé procento pacientii (Neuwirtova, 2010). Sekundarni
MDS ptedstavuje zavaznou pozdni komplikaci po prodélané radioterapii nebo chemoterapii,
je charakterizovdn agresivnim pribchem a castou transformaci do AML. Median preziti
pacientii s diagnostikovanym sekundarnim MDS je mensi nez 12 mésicti (Bé€lohlavkova
a kol., 2009).

Zateni a alkyla¢ni skupiny cytostatik zpisobuji poskozeni genomu hematopoetické
kmenové buriky, disledkem je vznik patologického klonu s defektem v diferenciaci bunék
do zralejSich forem krvetvorby. Chromozomalni aberace jsou ptfitomny az u 80 % pacientl se
sekundarnim MDS, u primarniho MDS je procento nizsi - 40-60 %. Pro primarni i sekundarni
MDS jsou charakteristické zmény 5. a 7. chromozomu, ale prognéza je horsi u sekundarniho
MDS (Neuwirtova, 2005). Sekundarni MDS muze vzniknout také po plsobeni benzenu,
organickych rozpoustédel, tézkych kovli a pesticidi. Dochazi také k poskozeni
17. chromozomu, na jehoz kratkém rameni (17p) se nachazi vyznamny tumor supresorovy
gen p53 s proapoptotickym ucinkem. Nepiitomnost nebo poSkozeni genu p53 predstavuje

vzdy zavaznou prognézu (Neuwirtova, 2010).

2.2.2 Diagnostika a klasifikace MDS

MDS je diagnostikovan na zdkladé mnoha vySetteni, z jejichZ vysledkil je moZné
stanovit pfesnou diagndézu a progndzu nemocnych, coz je stézejni pro zvoleni vhodné

a ucinné 1€¢by pacientd.
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Mezi zékladni vySetfeni pro stanoveni diagnoézy nemocnych s MDS patii vySetieni
krevniho obrazu s manudlnim diferencidlnim rozpoctem. Krevni obraz je vySetfovan
ze vzorku periferni krve, kde je nasledn€ stanoven pocet, tvar a velikost jednotlivych krevnich
bunék. Vysetieni krevniho obrazu je doplnéno o biochemicka vySetieni, ktera 1€kafi poskytuji
informace o funkci ledvin, jater a endokrinnich organt. Déle je také stanoveno mnozstvi
Zeleza, erytropoetinu, vitaminu B12 a kyseliny listové (Cervinek, 2011).

Pokud hodnoty krevniho obrazu neodpovidaji fyziologickym hodnotam a je prokazana
anémie, provadi se vySetfeni kostni diené. V kostni dieni pozorujeme charakteristické
morfologické zmény bun€k napi. mezijaderné mustky, nepravidelnosti bunééného jadra,
vakuolizace (viz obr. 2), vicejadernost, pupence, viceCetna lalo¢nata jadra, megaloidni zmény
(viz obr. 3). Typické jsou také prstencité sideroblasty (viz obr. 4) nebo nalez Auerovych ty¢i v
myeloblastech (Cermak, 2012). Vzorky kostni dfené jsou ziskavany sternélni punkci z hrudni
kosti. Vysledky vySetfeni kostni dfen¢ poskytuji dilezité informace o vyvoji krevnich bunék
a jejich morfologickych zménach. Kostni dfen je ziskavand také trepanobiopsii z kycelni
kosti. Takto ziskana kostni dfenn je vhodnad pro dukladné histologické vySetieni.
V trepanobioptickém vzorku jsou potvrzeny dysplastické zmény, je hodnocena bunécnost
dfené a ptitomnost fibrozy (Cermék, 2012).

VySetteni MDS miize byt obohaceno o doplitkové testy. Provadeji se virologicka
vySetieni, pomoci kterych zjistujeme ptitomnost retrovird, viru hepatitidy B nebo parvoviry.
Mezi dal$i doplikové testy patii koagulacni vySetfeni, diky kterym ziskdme informace
o krevni srazlivosti, a také imunohematologickd vySetfeni na stanoveni protilatek proti
erytrocytiim a trombocytim (Cervinek, 2011).

Cytogenetické vySetieni ma zasadni vyznam pii diagnostice MDS. Chromozomové
zmény jsou detekovany u 50 % nemocnych s MDS (Tiu a kol.,, 2011). Také metody
molekularni cytogenetiky, mezi které patii fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) nebo
komparativni genomova hybridizace (CGH), umoznily ziskat komplexni informace o genomu
a stanovit pfesnou lokalizaci poskozeného chromozomu (Cermék, 2012).

Molekularné genetické metody maji vyznam pro studium mutaci genli a zmén genové
exprese u MDS. Prozatim se nepodaftilo identifikovat jeden gen nebo skupinu gend, které by
meély univerzalni vyznam pro diagnostiku. V poslednich letech je intenzivné zkouman

proteinovy profil ze séra nemocnych s MDS na zékladé proteomiky (Cermak, 2012).
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MDS se vyznacuje velkou heterogenitou a pribeéh tohoto onemocnéni je u riznych
pacientil velmi odlisny. Vysledky vysetieni i klinicky stav pacientl jsou stézejni pro indikaci
vhodné lécby. Mezi zékladni klasifikaéni schéma pacienti s MDS patii starSi tzv. FAB
Klasifikace (francouzsko-americko-britska) a novéjsi WHO Kklasifikace podle Svétové
zdravotnické organizace. Pro stanoveni progndzy a agresivity tohoto onemocnéni je pouzivan

Mezinarodni prognosticky skorovaci systém IPSS (Cermak, 2012).

Obr. 2: Dysplastické zmény granulocytarni Fady

(Ptevzato z databaze HOK FN v Olomouci)
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Obr. 3: Dysplastické zmény megakaryopoézy (atypicka formace jader, nadmérna
lobulizace jadra megakaryocytu)
(Ptevzato z databaze HOK FN v Olomouci)
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Obr. 4: Prstencité sideroblasty
(Pfevzato z databaze HOK FN v Olomouci)

2.2.2.1 FAB klasifikace

Francouzsko-americko-britska klasifikace vznikla v roce 1980, jejimi autory je
skupina hematologii z Francie, USA a Velké Britanie (Cervinek, 2011). Vychazi
Z procentualniho zastoupeni prstencitych sideroblastli a blastl v periferni krvi a kostni dieni,
nerozlisuje pocet dysplazii (Zidkova a kol., 2010). Tento klasifikaéni systém rozdéluje
nemocné s MDS na 5 podskupin (viz tab. 1) a umoznuje jejich ¢lenéni na pacienty
s prognozou lepsi, u kterych hrozi nizsi riziko transformace do AML. Do této skupiny patii
pacienti s refrakterni anémii a refrakterni anémii s prstencitymi sideroblasty. Naopak pacienti
s prognézou horsi, u kterych je velka pravdépodobnost transformace do AML, patii
do podskupiny s refrakterni anémii s nadbytkem blasti a refrakterni anémii s nadbytkem
blastt v transformaci (Cermak, 2005).
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Tab. I: FAB klasifikace (Zidkova a kol., 2010)

FAB podskupina Blasty v kostni Prstencité Blasty
dfeni sideroblasty v periferni krvi
(%) (%) (%)
RA
(refrakterni anémie) <5 <15 <1
RARS
(refrakterni anémie se zmnozenim <5 > 15 <1
prstencitych sideroblastil)
RAEB
(refrakterni anémie s nadbytkem 5-20 rizné <5
blastil)
RAEB-T
(refrakterni anémie s nadbytkem 21 -30 ruzné 5-20
blastii v transformaci)
CMML <20a
(chronickd myelomonocytarni zvySeny pocet rizné monocyty
leukemie) monocytarnich >1. 107
bunck

2.2.2.2 WHO klasifikace

Klasifikace svétové zdravotnické organizace vychazi z FAB klasifikace a pfifazuje

nové podskupiny. Prvni WHO klasifikace vySla v roce 2002, druhd, revidovand verze byla

publikovana v roce 2008 (Cervinek, 2011). V této klasifikaci jsou jiz hodnoceny dysplazie

Vv jednotlivych myeloidnich fadach. Refrakterni anémie jsou rozdéleny na RAEB 1 a RAEB 2

Vv zéavislosti na poctu blastl v kostni dfeni. Z diivodu vysokého poctu blasti v kostni dieni (21

— 30 %) byla vyfazena RAEB-T, kterad podle WHO Kklasifikace jiz spliiuje kritéria pro AML.

Mezi nové subtypy zatazuje WHO MDS-U a MDS sizolovanou deleci 5q (viz tab. Il)

(Zidkova a kol., 2010). Biologicky material nékolika nemocnych s MDS s izolovanou deleci

5q byl také pfedmétem mé experimentalni analyzy (viz experimentalni ¢ast prace).
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Tab. Il: WHO klasifikace z roku 2008 (upraveno podle Neuwirtova, 2010)

WHO podskupina

Nalez v periferni krvi

Nalez v kostni dieni

RCUD
(refrakterni cytopenie
S unilinearni dysplazii)

mono nebo bi-cytopenie,
zadné nebo ojedinélé blasty
(<1%)

unlinedrni dysplazie > 10 % bunék
jedné myeloidni fady,

<5 % blasti,

< 15 % prstencitych sideroblastl

RARS anémie, erytroidni dysplazie,

(refrakterni anémie zadné blasty <5 % blastd,

S prstencitymi > 15 % prstencitych sideroblastl
sideroblasty

RCMD cytopenie, dysplazie > 10 % bunék ve >2

(refrakterni cytopenie
s multilinearni dysplazii)

zadné nebo ojedinélé blasty
(<1%),
< 1. 10%1 monocytt

myeloidnich liniich,

<5 % blasta,

prstencité sideroblasty mohou i
nemusi byt pfitomny

RAEB 1
(refrakterni anémie
s nadbytkem blastt 1)

cytopenie,
<5 % blastu,
< 1. 10%1 monocyti

dysplazie v jedné nebo vice
myeloidnich liniich,
5—9 % blastt

RAEB 2
(refrakterni anémie

cytopenie,
5—19 % blastt,

dysplazie v jedné nebo vice
myeloidnich liniich,

s nadbytkem blastii 2) Auerovy ty¢e mohou nebo 10 — 19 % blastd,
nemusi byt pfitomny, Auerovy ty¢e mohou nebo nemusi
<1.10%1 monocytl byt pfitomny
MDS - U pancytopenie < 1 % blastt jednoznacéna dysplazie < 10 % bun¢k
(MDS V jedné nebo vice myeloidnich
neidentifikovatelny) liniich, pokud je doprovazena

cytogenetickou abnormalitou
povaZovanou za predpokladany
dilkkaz diagnézy MDS,

blasty <5 %

MDS s izolovanou
deleci (5q)

anemie,

normalni nebo zvySeny pocet
trombocytd,

zadné nebo ojedinélé blasty
(<1%)

normalni nebo zvySeny pocet
megakaryocytt s hypolobulovanymi
jadry,

blasty < 5 %,

izolovana del(5q)

2.2.3 MDS s izolovanou deleci 5q (5q- syndrom)

Delece na dlouhém raménku chromozomu 5 je Castym nalezem u pacient s MDS.

Tyto zmény se mohou vyskytovat samostatné jako jedind chromozomova zména nebo jako

soucast komplexniho karyotypu. Rozsah 5q delece je variabilni; izolovana delece 5q31-33

(tvoti asi 10 — 15 % vSech MDS pfipadll) je spojovana s pfiznivou prognodzou a s nizkym

rizikem (25 %) ptechodu do AML. Pokud je delece dlouhého ramene chromozému 5 tou

21




jedinou zménou v karyotypu, hovotime o tzv. 5q- syndromu. Nejcastéji deletovanou oblasti
(common deleted region, CDR) je lokus 5q31.1. Tato oblast obsahuje nékolik kandidatnich
gent, jejichZ haploinsuficience by mohla byt zodpovédna za fenotypové znaky onemocnéni,
mezi které patii erytroidni hypoplasie, trombocytdza, dysmegakaryopoéza a makrocytarni
anémie. Kandidatnimi geny jsou nejcastéji oznacovany RSP14, SPARC, EGR1 a IRF1
(viz dale) (Tefferi a Vardiman, 2009).

2.2.4 Prognéza

Pro stanoveni progndézy nemocnych s MDS se nejcastéji pouzivaji 2 skorovaci
systémy. Mezinarodni prognosticky skorovaci systém IPSS (International Prognostic Scoring
System), ktery je zalozen na FAB Klasifikaci, a novéjsi prognosticky systém podle svétové
zdravotnické organizace WPSS (WHO Classification Based Prognostic Scoring System).
Prognéza pacientii je hodnocena na zékladé pritomnosti blastd v kostni dieni,
chromozomovych aberaci a cytopenie (Neuwirtova, 2010).

Podle IPSS jsou pacienti fazeni do Ctyf riiznych skupin (nizké, stfedni I, stfedni II
a vysoke riziko), které se 1i8i v délce preziti a rizika transformace do AML. IPSS je objektivni
pouze v dobé urceni diagndzy a nebere v potaz progresi onemocnéni, proto byl vytvofen
prognosticky systém WPSS, ktery je objektivni i v pribéhu nemoci a navic také hodnoti
potiebu podani transfiize nemocnym (Zidkova a kol., 2010).

Na zakladé¢ vyzkumu bylo zjisténo, Ze opakované transfuze erytrocytli poddvané
pfi zavazné anémii, piedstavuji vyznamny rizikovy faktor. Transfize zplsobuji pretizeni
organismu Zelezem, vyrazné€ snizuji dobu preziti a zvySuji riziko transformace do AML.
Na zakladé WPSS jsou pacienti fazeni do péti riznych skupin (velmi nizké, nizké, stfedni,
vysoké, velmi vysoké riziko). WPSS je dynamicky systém a pro stanoveni prognozy a vhodné

1éby pacientti s MDS a je vhodnéjsi nez IPSS (Zidkova a kol., 2010).

2.2.5 Patogeneze

Na vzniku MDS se podili akumulace genetickych a epigenetickych zmén v genomu
hematopoetick¢é kmenové builky. Pravd pfi¢ina vzniku patologického klonu, myeloidni

dysplasie a inefektivni hematopoézy neni zcela objasnéna, nejspiSe se jednd o kombinaci
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pficin genetickych, epigenetickych, poruch signdlnich molekul v buiice a faktori pisobicich
z vnéjsiho prostiedi (Neuwirtova, 2010; Mufti, 2004).

Poskozeni genomu piispiva k jeho nestabilité a k postupné akumulaci mutaci, které
vedou k abnormalnimu rustu a diferenciaci blastt. Geny, které stimuluji apoptozu, vykazuji
zvySenou expresi u ranych fazi MDS a naopak snizenou expresi u pozdnich fazi MDS. Mezi
tyto geny patii: Bad, BAX a p38. Tyto geny zpusobuji zvySenou apoptdézu pii rané formé
nemoci a naopak snizenou apoptézu u pozdni faze nemoci. U antiapoptotickych genti, mezi
které patii gen bcl-2, byly popsany opa¢né zmény v expresi, tzn., ze u ¢asného MDS je
exprese gentl i apoptdza snizend, zatimco u pokroc¢ilého MDS je exprese i1 apoptdza zvySena

(Cermék, 2010).

vrwe

» Delece chromozomi, pti které dochazi ke ztraté jeho Casti a tim padem také ke ztraté
gent a jejich haploinsuficienci.

» Bodové mutace, které jsou zodpovédné za zménu funkce kodujicich proteind, ¢imz
mize dojit k aktivaci onkogent a také k inaktivaci tumor-supresorovych gend.

» Ziskanad uniparentalni disomie, kdy dva homologni chromozomy nebo jejich Casti
pochézeji pouze od jednoho rodice.

» Translokace jsou pro MDS méné¢ typické.

» Epigenetické procesy, kam mutzeme zafadit umlCeni genové exprese hypermetylaci
promotord.

» Imunologicka reakce zpisobend produkci zanétlivych cytokinid i abnormalni produkcei

cytotoxickych a regulacnich T-lymfocytt.
Pfesné mechanismy patogeneze MDS nejsou diky heterogenité tohoto onemocnéni

jesté zcela pochopeny a jsou v soucasné dobé intenzivné studovany (Liesveld a Lichtman,

2010).
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2.2.5.1 Molekularni patogeneze

Pomoci modernich metod molekularni cytogenetiky a molekularni biologie byla
objevena fada gend, které by vbudoucnu mohly mit znany vyznam pro stanoveni
»~molekularni diagnézy a prognézy nemocnych s MDS. Tyto geny se uUcastni nékolika

zékladnich bunécnych procest:

> Proapoptotické geny:
Bad, BAX, p38 (viz pfedchozi kapitola 2.2.5)

» Antiapoptotické geny:
Do této skupiny patii genova rodina Bcl-2, ktera hraje dalezitou roli v apoptoze.
Bcl-2 je exprimovan u normalnich lymfoidnich bunék a myeloidnich prekurzorg.
Snizeni exprese Bcl-2 u zralych myeloidnich bunék a naopak zvySeni exprese

v blastech je spojena s horsi prognézou u MDS (Greenberg, 1998).

» Chromatin-remodelujici faktory:
Mezi tyto faktory patii Asx proteiny, ovliviiujici expresi homeotickych gent.
Nejcasteji mutovany gen kodujici tyto proteiny je ASXL1 (az u 11 % pacienti
s MDS a také casto u myeloproliferativnich neoplazii a AML). ASXL1 mutace
vede ke ztraté represivniho chromatinového markeru u nékterych homeotickych

geni uplatiiujicich se v hematopoéze (Tab. I11; Abdel-Wahab a kol., 2012).

» Faktory ovliviiujici metylaci genomu:

Mezi tyto faktory patfi proteiny Tet. Jedna z funkci Tet proteinové rodiny je
enzymaticka katalyza konverze 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin. To
znamena, ze Tet hraji dalezitou roli v regulaci DNA methylace. Konkrétné Tet2 je
povazovan za epigeneticky tumorovy supresor (Moran-Crusio a spol., 2011).
Mutace genu TET2 , ¢asto nachazena u MDS i u myeloproliferativnich neoplazii
(Tab. 1), ma charakter ztraty funkce a mutze pomoci piedpovédét citlivost
na DNA hypomethylacni latky jako je napf. 5-azacitidin a decitabin (Holmfeldt
a Mullighan, 2011).
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» Transkripéni faktory:

RUNX1 (Run-related transcription factor 1), oznacovany také jako AML1, koduje
regulaéni transkripéni faktor dalezity pro normalni krvetvorbu (Tab. I11). Runxl
reguluje expresi raznych genli zapojenych do hematopoézy, véetné IL3, CSF2
a CD4 (Shih a Levine, 2011). Bodové mutace RUNX1, které patii mezi nejcastéji
detekované mutace MDS (nachazi se témét u 20 % nemocnych), zptisobuji zvySeni
myeloidnich progenitorovych bunék (Shih a Levine, 2011).

EGR1 (early growth response 1) koduje transkripéni faktor, ktery je medidtorem
mezi stresovymi faktory a expresi genti imunitni odpovédi (Yan a kol., 2000).
Ztrata jedné alely (haploinsuficience) prispiva k fenotypu 5g- syndromu (Joslin
a kol., 2007).

» Geny kodujici zanétlivé cytokiny
Gen IL4 je lokalizovan na dlouhém raménku chromosomu 5 (5q 23-31). Tento gen
byva casto deletovan u pacientll s myeloidnimi poruchami. Obsahuje 4 exony, 3
introny a jeho rozpéti je asi 10 kb (Matsuda a kol., 1993).
Mezi dalsi geny, které koduji zanétlivé cytokiny, patii TNF-alpha, TGF-beta.

Tab. 111: Pfehled vybranych genu uplatiujicich se v etiopatogenezi MDS (upraveno podle
Davids a Steensma, 2010)

Gen Frekvence Normalni funkce Specialni funkce
vyskytu (%)
ASXL1 Chromatin — vazebny Spojen s vyssim
(Associated Sex Combs 11 protein, ktery se rizikem onemocnéni,
Like-1) ucastni tvorby pfispiva k myeloidni
represivniho transformaci
komplexu
RUNX1 Kriticky regulacni Spojen se Spatnou
(Run-related transcription 20 transkripéni faktor, progndzou
factor 1) slozka nukleus-
vazebného faktoru
TET2 Katalyzuje pfeménu Spojen s ptiznivou
(Ten Eleven 14-26 5-methylcytosinu na prognézou
Translocation-2) 5-
hydroxymethylcytosin
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» DalSi geny zahrnuté do molekularni patogeneze 59 minus syndromu
Dalsimi klicovymi geny uréujicimi 5q- fenotyp jsou haploinsuficience RPS14
(Ebert a kol., 2008) a ztrata (haploinsuficience) nékterych mikroRNA, kodovanych
V deletované oblasti, MIR145 a MIR146A (Starczynowski a kol., 2010). RPS14
koéduje ribozomalni protein S14. Haploinsuficience RPS14 alteruje translaci fady

gend a aktivuje p53 (Tefferi a Vardiman, 2009).

Piesné biologické funkce jednotlivych gend a jejich role v patogenezi MDS jsou

predmétem vyzkumu (Tiu a kol., 2011).

2.2.6 Lécba MDS

U MDS se na jedné strané setkdvame s indolentnim pribéhem onemocnéni, kdy neni
potfeba pacientliim nasazovat zadnou léCbu, avSak na strané¢ druhé jsou pacienti, u kterych
dochazi k rychlé transformaci do AML, a 1écba je v téchto pfipadech nevyhnutelna. Pacienty
rozliSujeme na zaklad¢ prognostickych skorovacich systémi IPSS nebo WPSS na pacienty
S niz8im a vy$$im rizikem transformace do AML (Voglova, 2010).

Mezi dalsi dtlezitd kritéria pro zvoleni spravné 1écby nemocnych fadime také subtyp
MDS, vek pacienta a ptipadné komorbidity. U mladsich pacientd je primarnim cilem tplné
vyléceni nemoci, zatimco u starSich osob se snazime docilit prodlouZeni a zlepSeni kvality

jejich zivota (Jonasova, 2010a).

2.2.6.1 Lécba nemocnych s niZsi mirou rizika

Pacienti patfici do této skupiny mohou byt léceni né€kolika zplsoby na zakladé
vaznosti jejich zdravotniho stavu. MladSim pacientim, u kterych byla zjisténa mirna
cytopenie, posta¢i pouze sledovani jejich zdravotniho stavu, vyvoj v krevnim obraze,
ptipadné pozorovani cytogenetickych zmén (Jonasova, 2010a).

Nemocnym v této skupiné mize byt indikovana podplirna terapie pomoci transfuzi
erytrocytil (Jonasova, 2010a). Zde vSak hrozi vysoké riziko akumulace zeleza v organismu
a nasledné poskozeni zivotn¢ dulezitych organti. Nejvice je ohrozeno srdce, jatra, a také

endokrinni organy. Akumulace intracelularniho Zeleza vede ke vzniku oxidativniho stresu
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buiiky, ktery je zodpovédny za zvyseni apoptozy krvetvornych prekurzori. Uinnou prevenci
se stava chelatacni terapie. Pacientim jsou podavéany léky, které snizuji mnozstvi Zeleza
vV organismu a prispivaji ke zlepSeni cytopenie a celkového zdravotniho stavu (Jonasova,
2009a). Mezi chelatory patii deferoxamin a deferipron (Jonasova, 2009b). V poslednich
letech se osvédcil chelatacni pripravek deferaxirox, ktery pfinasi piiznivé vysledky v 1é¢bé
pacientti s MDS (Jonasova, 2010b).

Lécba pomoci rastovych faktori je zvolena u pacienti, u kterych neni potfebna
transflize erytrocytil. Mezi riistové faktory patii erytropoetiny, v Ceské republice je pouzivan
epoetin-a, epoetin-p, a nové také darbepoetin. Uginky tdchto ristovych faktord jsou
rovnocenné. Kromé erytropoetini jsou k dispozici také trombopoetiny, které stimuluji
trombopoézu. Trombocytopenie je piitomna téméf u 65 % nemocnych a Kjeji 16¢bé se
pouziva Vv ramci klinickych studii 1€k romiplostim (JonaSova, 2010a). U pacientl s nizkym
poétem leukocyti v kombinaci sinfekci je vhodné podavat faktor stimulujici kolonie
granulocytii (G-CSF) jako rastovy faktor bilych krvinek.

Imunomodula¢ni terapie je zaméfena na dysregulaci a zménu hladiny cytokint
a na ovlivnéni erytroidnich prekursorii (JonaSova, 2010a). Mezi imunomodulaéni 1éky patii
pomahd snizit zavislost na chronické transfuzni terapii. V roce 2005 bylo schvaleno
pouzivani lenalidomidu v USA; v Evrop€ je prozatim pouzivan pouze v ramci klinickych
studii (Cervinek, 2010).

Imunosupresivni terapie pomoci antithymocytarniho globulinu dosahuje pfiznivych
vysledkd u 30-40 % pacienti. Také epigeneticka 1écba zahrnujici demethylacni terapii by

V budoucnu mohla byt uzitecna (JonaSova, 2010a).

2.2.6.2 Lécba nemocnych s vyssi mirou rizika

U pacientt, ktefi se fadi do této skupiny, hrozi velké riziko transformace do AML.
Délka preziti nemocnych jsou pouhé 4 mésice a velky problém je rezistence na standardni
1é¢bu. Na zékladé zdravotniho stavu a véku pacienta je zvolen typ 1€cby (JonaSovéa, 2010c).

Epigeneticka terapie ovliviiuje funkci a expresi geni. DNA hypermetylace
a deacetylace histonti jsou procesy, které¢ jsou pravdépodobné zodpoveédné za poruchu exprese

tumor supresorovych genii a mohou byt zodpovédné za vznik MDS. Inhibitory
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metyltransferaz potlacuji DNA hypermetylaci. Vyznamnym zastupcem je 5-azacitidin, ktery
je v Ceské republice pouzivan k 16&bé pacientd s vy$§i mirou rizika transformace MDS
do AML (JonaSova, 2010c).

Dalsim lécebnym piistupem je chemoterapie, kterda se vSak pouziva piredevSim
ke snizeni poctu blastt  pied allogenni transplantaci (JonaSova, 2010c). Allogenni
transplantace krvetvornych bunék je jedinad forma 1éCby, kterd umoziuje vyléeni MDS,
ale pfinadsi s sebou riziko peritransplantatni mortality a relapsu (Markova, 2010).
Transplantace ptinasi pozitivni vysledky pfedevsim u mladych pacientii s pokroc¢ilou formou

MDS, u kterych bylo pozorované zlepseni celkového pieziti (Cermak, 2012).

2.3 MLPA

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) je nové vyvinuta metoda,
pomoci které mizeme dokazat zmény v poctu kopii lidskych genti. Diky této skutecnosti
muze byt MLPA pouzita v molekularni diagnostice nékterych genetickych chorob, jejichz
patogeneze se vztahuje k ptitomnosti delece nebo duplikace konkrétnich genii. Pomoci MLPA
mohou byt analyzovdny soucasné vétsi po€ty gent, proto je tato metoda Casto vyuzivdna
v molekularni diagnostice vybranych chorob (Stuppia a kol., 2012).

MLPA je tedy technika, pomoci které jsme schopni analyzovat v jedné reakci az 40
riznych sekvenci DNA (Stuppia a kol., 2012). MLPA sondy rozpoznaji cilové sekvence
Vv délce 50 - 100 nukleotidl. Diky tomu je moZné pouzit MLPA 1 na vysoce fragmentovanou
DNA a k detekci malych deleci, zahrnujicich pouze jeden nukleotid (Homig-Holzel a Savola,
2012). Prozatim je komeréné dostupnych 300 sond specifickych pro velmi Sirokou Skalu
béznych i vzacnych genetickych poruch (Stuppia a kol., 2012). Jedna se o spolehlivou
a finan¢né relativné nenarocnou metodu, kterd je modifikaci multiplexové polymerazové
fetézoveé reakce a tudiz miize byt provadéna pomoci standardniho termocycleru a kapilarni
elektroforézy. MLPA je zaloZena na ligaci dvou sond s nasledujici amplifikaci. Kazda sonda
je tvofena casti, kterd je komplementarni k cilové sekvenci, a z ¢asti obsahujici univerzalni
sekvenci pro navazani PCR primeru. Kromé toho je kazdd sonda oznacena specifickou
znackou v podobé tzv. ,stuffer sekvence k naslednému odliSeni jednotlivych sond

na kapilarni elektroforéze podle délky produktu v parech bazi (bp) (Stuppia a kol., 2012).
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Pribéh MLPA lze rozdélit do ¢ty kroki (viz obr. 5). V prvnim kroku je DNA
denaturovéana a inkubovana se smési specifickych MLPA sond. Na cilovou sekvenci nasedaji
vzdy dvé priléhajici sondy, které k ni hybridizuji. Nasledné jsou sondy spojené ligaci.
(Homig-Holzel a Savola, 2012). Ve tfetim kroku dochazi k PCR amplifikaci, ktera se provadi
za pouziti pouze jednoho paru PCR primerd, z nichZ jeden je fluorescencné znaceny. Béhem
PCR reakce jsou amplifikovany pouze ligované sondy. PCR produkty jsou v dalSim kroku
oddéleny na zakladé délky PCR produktu pomoci kapilarni elektroforézy (Stuppia a kol.,
2012). Rozdily mezi riznymi vzorky DNA jsou zjistovany porovnanim vyslednych pika
(Homig-Holzel a Savola, 2012). Méii se vyska nebo plocha ziskanych piki. Klicovym bodem
v reakci MLPA je to, ze nedochazi k PCR amplifikaci cilové sekvence, nybrz k hybridizaci
a ligaci sond na cilové sekvence DNA (Stuppia a kol., 2012).

Je dilezité si uvédomit, ze MLPA je relativni technika a mohou byt zjistény pouze
relativni rozdily. Absolutni mnozstvi pouzit¢ DNA neni dulezité. Podobné vysledky jsou
ziskané pii testovani 50 nebo 250 ng vzorku. Zavéry tykajici se poctu kopii nelze vyvodit
z jedné MLPA reakce. Srovnani s referenénimi DNA vzorky je zdsadni. Porovnavame piky
sond pro detekci testovanych gent s vrcholy referencnich sond. Referenéni sondy deteku;ji
sekvence, u kterych se ocfekavd normalni pocet kopii ve vSech testovanych vzorcich.
Referenc¢ni sondy jsou odvozeny od zdravych jedinct, u kterych se ocekava, ze maji normalni
pocet kopii testovanych genid. Timto zplisobem je mozné detekovat abnormalni signaly sond,
které indikuji delece nebo duplikace sekvenci testovanych pomoci MLPA. Vysledky MLPA
zavisi na n€kolika faktorech vcetné experimentalniho nastaveni (volba zkousky, referencni
vzorek), Cistoty vzorku, nastaveni pfistroje a dat normalizace pouzité metody. Pro spolehlivé
MLPA vysledky by standardni odchylka pro kazdou MLPA sondu méla byt nizsi nez 10 %,
pokud jsou testovany normalni DNA vzorky (SALSA® MLPA® probemix P144/P145
Product description, 2013).

MLPA test se stal béhem n¢kolika malo let Siroce pouzivanou technikou v laboratotich
provadéjicich genetické testovani pro molekularni diagnostiku rtiznych chorob (Stuppia
a kol., 2012). V poslednich letech byla MLPA 1spésné pouzita v diagnostice nadorQ

a ve vyzkumu rakoviny (Homig-Holzel a Savola, 2012).
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Obr. 5: Schéma MLPA
Upraveno podle: http://www.biogen.cz/mlpa-kity
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3 CIL PRACE

Cilem experimentalni ¢asti bakalatské prace bylo:

» Prakticky zvladnout technologii MLPA.

» Metodou MLPA analyzovat DNA bunék kostni diené nebo periferni krve alespon u 5
nemocnych s 5¢0- syndromem a vyhodnocenim vysledku zjistit, je-li MLPA
molekularné-genetickou metodou vhodné dopliujici molekularné-cytogenetické

vySetfeni (FISH) u téchto pacientt.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Chemikalie

Etanol (Lachner)

Fenol syceny roztokem Trisu, pH 7,8

Formamid (Amresco)

GeneTrace 500 ROX (Genomac, Praha)

KCI (Lachner)

KH,PO, (Lachner)

Kyselina boritd (Lachner)

NaCl (Lachner)

Na,HPO, (Lachner)

NH4CI (Lachner)

NH4HCO3 (Lachner)

SAVO (dezinfekéni kapalny ptipravek, 5% chlornan sodny)
Sterilni voda (v Cistoté pro molekularné genetické aplikace; Millipore, USA)EDTA (Sigma)
TRIS (Kulich HK)

Salsa MLPA probemix P144-A2/P145-A2 MDS (MRC-Holland)
EK1-FAM MLPA reagents (MRC-Holland)

MagNA Pure Compact Nucleid Acid Isolation Kit | (Roche)

4.2 Roztoky

10x lyzaéni roztok pro erytrocyty

1,55 mol/l NH4CI
0,1 mol/l NH;HCO;,
0,01 mol/l EDTA, pH 8,0
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PBS, pH 7.4 (Fosfatovy fyziologicky roztok)

137 mmol/l NaCl
2,7 mmol/l KCI

4,3 mmol/l NazHPO,4
1,4 mmol/l KH,PO,4

10 mmol/l TRIS, pH 7,5

10% SDS
10 g SDS
doplnit do 100 ml TK H,O

STE
5,844 g NaCl
2 g NaCl
36,4 g Na,HPO, . 12H,0

Cloroform
chloroform : izoamylalkohol (24:1)

480 ml chloroformu + 20 ml izoamylalkoholu

Proteinasa K
40 mg proteinasy K
2 ml 10% SDS
40 pl IM EDTA . Na2, pH =8,0
doplnit do 20 ml TK H20

70% Etanol

Ptiprava fedénim absolutniho alkoholu (96%):

73 ml absolutniho alkoholu / 100 ml roztoku
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4.3 Vybaveni laboratore

Automatické pipety (10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl, Pipetman®, Gilson France) +
SpickyCentrifuga pro 1,5 ml zkumavky BIOFUGE 22R (Heraeus, Némecko)
Geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
Laboratorni centrifuga MEGAFUGE 1,0 R (Heraeus, Némecko)

Laboratorni sklo (odmérné valce, kadinky) (SIMAX, Ceské republika)
Ochranné laboratorni vinylové rukavice (Ansell, Velka Britanie)

96 Well Plate pro geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
Lednice (4-8 °C)

Mikrozkumavky (2 ml; 1,5 ml; SARSTEDT, Némecko)

Mrazici boxy (-80°C, -20°C) (SANYO, Japonsko)

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA)

PCR mikrozkumavky 0,2 ml (Applied Biosystems, USA)

Plastové centrifugacni zkumavky (15 ml, 50 ml, TPP)

Plastové Pasteurovy pipety (Alpha Laboratories Limited, Velka Britanie)

10x pufr s EDTA pro geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
Stolni mikrocentrifuga FORCE 7 (Denver Instrument Company, USA)

Thermal Cycler Veriti 96 Well (Applied Biosystems, USA)

Vortex CERTOMAT ® MV (B.Braun Biotech International)

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CASTELMAC SpA, Italie)

Izolator NK MagNA Pure Compact (Roche)

GeneMarker VV1.85 (SoftGenetics LLC, USA)

4.4 Biologicky material

Aspirat kostni dené (asi 1 ml)

Periferni krev (9 ml)

4.5 lzolace DNA

DNA byla izolovana z periferni krve nebo z kostni dfené pacientll. Vzorky byly

odebrany do zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem EDTA. Do centrifugaéni zkumavky bylo

34



pteneseno 5 — 10 ml nesrazlivé krve a nasledné bylo mnozstvi doplnéno do 50 ml chlazenym
Ix lyza¢nim roztokem a vse bylo promichéno. Po dobu 30 — 40 min byly vzorky ponechany
v lednici v kadince s vodou a ledem. Vzorky byly ob¢asné promichavany. Poté nasledovala
centrifugace v chlazené centrifuze 15 min pii 4 °C a 3 000 rpm. Po centrifugaci byl opatrné
odebran supernatant a sediment byl resuspendovan v 10 — 15 ml 1 x PBS roztoku. Vzorky
byly opét centrifugovany 15 min pii 4 °C a 3000 rpm. Supernatant byl opatrné odebran
a sediment byl resuspendovan v 5 ml STE roztoku. Poté bylo ptidano 250 ul proteinazy K
a250 pl 10% SDS. Vzorky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C do druhého dne.

Druhy den bylo do kazdého vzorku ptidano 5 ml fenolu, po dobu 15 min byly vzorky
opatrn¢ promichavany, poté¢ byly umistény na 5 min do ledu a nasledné centrifugovany
po dobu 15 min pfi 3 000 rpm a teploté 4 °C. Supernatant byl opatrné odebran a pienesen
do cisté Falconovy zkumavky. K supernatantu bylo pifidano 2,5 ml fenolu a 2,5 ml
chloroformu a po dobu 15 min byly vzorky michany. Po uplynulé dobé byly vzorky
na 15 min umistény na led a poté byly stejnym zpisobem centrifugovany. Supernatant byl
odebran a k sedimentu byl pfidan 1 ml 70% etanolu, poté nasledovala centrifugace
pfi 14 000 rpm po dobu 5 min pii teploté 4 — 8 °C. Supernatant byl opé&t odstranén a vzorek
byl kratce centrifugovan po dobu 15 spii 10000 rpm. Zbytek etanolu byl odstranén
Pasteurovou pipetou. Pelet DNA byl susen 60 min pii laboratorni teploté. K vysuSenému
peletu byl ptfidan 10 mM TRIS pufr (100 — 800 ul) a pelet byl homogenizovan na kyvacce

2 — 3 dny pfi laboratorni teploté.

4.6 Meéreni koncentrace DNA

Koncentrace izolované DNA byla méfena na piistroji NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) a v piipadé potieby byly vzorky

nafedény 10mM Trisem pH 7.4 na pozadovanou koncentraci 100 ng/pl.
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4.7 MLPA

Denaturace DNA

Do 0,2 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 5 pul DNA v celkovém mnozstvi
100 -200 ng . Nasledné byly zkumavky umistény do termocycleru na dobu 5 min pii 98 °C.

Po ochlazeni teploty na 25 °C byly vzorky vytazeny z termocycleru.
Hybridiza¢ni reakce

Nejprve byl ptipraven hybridiza¢ni master mix pro kazdy vzorek smichanim 1,5 pl
MLPA pufru a 1,5 ul probemixu obsahujiciho smés hybridizaénich prob. Hybridiza¢ni
master mix byl zvortexovan a ptidan k denaturované DNA v mnozstvi 3 pl. Poté byly vzorky
opét vlozeny do termocycleru, kde byly inkubovany 1 min pti 95 °C a nasledné hybridizovany

16 — 20 hod pii 60 °C.
Ligacni reakce

Nejprve byl pfipraven ligacni master mix smichanim pro kazdy vzorek 25 ul TK
vody, 3 pl liga¢niho pufru A, 3 pl liga¢niho pufru B, poté byl pfidan 1 pl enzymu ligdzy-65.
Pfipraveny ligaéni master mix byl promichdn pouze pipetou, enzymy nikdy nesmi byt
vortexovany. Liga¢ni master mix byl pfidavan k jednotlivym vzorkim po 32 ul pii teploté
54 °C ptimo v termocycleru. Poté nisledovala inkubace 15 min pii 54 °C a 5 min pfi 98 °C

a nasledné byl pii 20 °C piidan PCR master mix.
PCR reakce

Nejprve byl pfipraven polymerazovy master mix smichanim 7,5 pul TK vody, 2 ul
SALSA PCR primer mixu a 0,5 ul SALSA polymerazy. Smés byla promichana pouze pipetou
a pridana ke vzorktim v termocycleru v mnozstvi 10 pl. Poté prob&hla PCR reakce: 35 cykla —
30 sec pii 95 °C; 30 sec pii 60 °C; 60 sec pti 72 °C. Nasledovalo 20 min pti 72 °C a reakce

byla poté zastavena pfi 15 °C.
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Tab. IV: Teplotni profil pro MLPA reakci

Reakce Teplota Cas
Denaturace DNA 98 °C 5 min
25°C pauza
Hybridizaéni reakce 95°C 1 min
60 °C pauza
Ligacni reakce 54 °C pauza
54 °C 15 min
98 °C 5 min
20°C pauza
PCR reakce (35 cykli) 95°C 30s
60 °C 30s
72°C 60 s
Zavéredna reakce 72°C 20 min
15°C pauza

Kapilarni elektroforéza

Po skonc¢eni PCR reakce byly vzorky vytaZzeny ztermocycleru a kratce
centrifugovany. Poté bylo do jednotlivych jamek mikrotitraéni desticky rozpipetovano 9 pl
formamidu a 0,3 ul markeru GeneTrace 500 ROX (Genomac, Praha) a nakonec bylo ptidano
0,7 pl vzorku. Desticka se vzorky byla kratce centrifugovana a vloZena do termocycleru
na 3 min pii 95 °C pro findlni denaturaci vzorki. Nésledovalo ochlazeni v ledu a separace

PCR produktil na kapilarni elektroforéze.
Vyhodnoceni vzorku

Kvantitativni vyhodnoceni jednotlivych vzorkl bylo provedeno pomoci pocitacového
softwaru GeneMarker V1.85 (SoftGenetics LLC, USA) s vyuzitim komerénich panelt (P144;
P145; SoftGenetics LLC, USA) pro normalizaci. Plochy pikii odpovidajici mnozstvi PCR
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produktu u pacientli byly porovnany S plochou pikd u negativnich kontrol. Hodnoty byly

zaznamenany ve vysledném reportu.
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5 VYSLEDKY

Na Hemato-onkologické klinice (HOK) FN a LF UP v Olomouci jsem metodou
MLPA vysetiila 19 pacientii s diagnézou MDS. Spolupodilela jsem se na zavedeni této
metody do rutinni praxe. Ze skupiny 19 pacientl jsem pro vlastni vyhodnoceni vybrala 5
nemocnych, u kterych byl diagnostikovan 5 minus syndrom. Vysetfeni jsem provedla
ze vzorkli DNA piipravenych z bun€k kostni dfené€ nebo periferni krve.z doby diagnozy.

Vsichni pacienti byli v dobé diagnézy vysetfeni v cytogenetické a molekularné
cytogenetické laboratoii HOK (laboratoi Prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSové CSc.), kde byla
provedena analyza chromozomi ziskanych z kostni dfené pacientli vcetné fluorescencni

in situ hybridizace (FISH).

5.1 Vysledky analyzy u pacienti s 59 minus syndromem

V souboru 19 pacientdi, které jsem vySetfila metodou MLPA, bylo pouze 5
nemocnych, u kterych byl prokazan 5q minus syndrom (tab. V). Z téchto 5 pacientd byli 2
muzi a 3 Zeny. VSichni byli diagnostikovani na HOK FN Olomouc v letech 2008 — 2012. Vék
pacientl v dobé diagndzy se pohyboval v rozmezi 62 — 73 let (median 67 let). U nemocnych
se podil bunék s deleci 5q31 segmentu zjistény pomoci FISH pohyboval mezi 4.5 % (pacient
¢. 12) az po 91 % (pacient ¢. 15) (udaje poskytnuté laboratoti Prof. RNDr. Mgr. Marie
JaroSové CSc., HOK).
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Tab. V: Prehled pacienta s 59 syndromem, FISH

Pacient ¢. | Pohlavi | Vék | Subtyp MDS FISH

8 Zena 65 RAEB II delece oblasti 5931 v 69 % bun¢k

11 Zena 69 RCMD delece v oblasti 5931 v 78 % bun¢k

12 Muz 62 MDS blize delece oblasti 5931 v 4,5 % bungk, coz je na
nespec. hranici cut off pro pouzitou sondu

15 Muz 73 RAEBI/II delece oblasti 5931 v 91 % bunék + dalsi

cytogenetické zmény
18 Zena | 66 RAEB | delece oblasti 5931 v 34 % bungk

Legenda k tabulce: vysvétleni zkratek subtyptt MDS viz kap. 2.2.2.1 a2 2.2.2.2

Piiklady testovani normalnich vzorkd (vzorky s normalnim genomem, s normalnim
poctem kopii genti) jsou uvedeny na obr. 6 (probemix P144-A2 MDS) a obr. 7 (probemix
P145-A2 MDS). Normalni vzorky byly testovany vici referenénimi DNA vzorkim, a jak je
patrné z obr. 6 a obr. 7, skuteéné nevykazovaly zadné zmény poctu genovych kopii. Vysledky

MLPA byly vyhodnoceny jak je uvedeno vyse v kapitolach 2.3 a 4.7.
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Obr. 6: Pocitac¢ova analyza vysledkii metody MLPA (probemix P144-A2 MDS) u negativniho vzorku
A: elektroforetogram - piky odpovidajici jednotlivym probam pro detekci poétu kopii testovanych genti, modfe je znazornén vysetfovany
negativni vzorek, ¢ervené znazornén kontrolni (referencni) vzorek. B: tabulka — normalni pocet kopii ve vSech testovanych probach

(hodnoty pikd odpovidaji poctu 2 genové kopie). C: grafické znazornéni normalizace.
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Obr. 7: Pocitatova analyza vysledki metody MLPA (probemix P145-A2 MDS) u negativniho vzorku
A: elektroforetogram - piky odpovidajici jednotlivym prébam pro detekci poctu kopii testovanych genti, modie je znazornén vySetiovany
negativni vzorek, ¢erven¢ znazornén kontrolni (referencni) vzorek. B: tabulka — normalni pocet kopii ve vSech testovanych probach

(hodnoty piki odpovidaji po¢tu 2 genové kopie). C: grafické znazornéni normalizace.



Jednotlivé testované vzorky vySetifovanych nemocnych z tab. V pak byly testovany
analogicky jako negativni vzorky. Opét byly pouzity oba probemixy P144/P145-A2 MDS.
Vysledky téchto analyz, tj. zjisténé genové zmény (delece) postihujici geny, které lezi
v segmentu 5931.1, jsou shrnuty v tab. VI. Na obr. 8 a obr. 9 jsou pak uvedeny ptiklady

vystupll pro oba probemixy pro vybraného pacienta €. 18.

Tab. VI: Pacienti s 5g syndromem, MLPA

Préby MDS Pacient ¢.
8 11 12 15 18
BRDS8 DEL DEL OK DEL DEL
CSF1R DEL DEL OK DEL OK
EGR1 DEL DEL OK DEL DEL
IL4 DEL DEL OK DEL DEL
NIPBL OK OK OK OK OK
NPM1 OK OK OK OK OK
PDGFRB OK OK OK DEL OK
APC DEL OK OK DEL OK
CNOTS8 DEL DEL OK DEL DEL
IRF1 DEL OK OK DEL OK

Legenda k tabulce:

Zluté jsou oznacené geny, které lezi v lokusu 5q 31.1
DEL = delece

OK = fyziologicky nélez
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Obr. 8: Pocitacova analyza vysledkii metody MLPA (probemix P144-A2 MDS) u pacienta ¢. 18.
A: elektroforetogram - piky odpovidajici jednotlivym probam, modfe je znazornén vysetfovany vzorek, ¢ervené je znazornén kontrolni

(referenéni) vzorek. Sipky u jednotlivych pikii (prob), které jsou nizsi a zna¢i deleci (mensi davka DNA).
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Obr. 9: Pocditacova analyza vysledki metody MLPA (probemix P144-A2 MDS) u
pacienta ¢. 18.

B: tabulka — nizsi procento u tisekit DNA detekovanych jednotlivymi specifickymi probami
znac¢i moznou deleci. C: pocitacové grafické vyznaceni poctu genovych kopii jednotlivych
cilovych sekvenci pouzitych prob, po normalizaci s kontrolnimi DNA tseky (modfe). T¥i
cervené body oznacuji tfi potencialné deletované useky, zelené jsou vyznaceny tseky, které
po normalizaci nevykazuji rozdily v poctu detekovanych DNA kopii ve srovnani s kontrolnim

vzorkem.
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Obr. 10: Po¢itacova analyza vysledki metody MLPA (probemix P145-A2 MDS) u pacienta ¢. 18. A: elektroforetogram - piky
odpovidajici jednotlivym probam, modie znazornén vysetfovany vzorek, ¢ervené¢ znazornén kontrolni (referen¢ni) vzorek. Méti se plocha
ziskanych piki. Sipka u piku (proby), jehoz vrchol je nizsi a znaéi deleci (mensi pocet kopii cilové DNA sekvence ve vysetfovaném

vzorku).
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Obr. 11: Po¢itacova analyza vysledki metody MLPA (probemix P145-A2 MDS) u
pacienta ¢. 18.

B: tabulka — nizsi procento u tisekit DNA detekovanych jednotlivymi specifickymi probami
znac¢i moznou deleci. C: pocitacové grafické vyznaceni poctu genovych kopii jednotlivych
cilovych sekvenci pouzitych prob, po normalizaci s kontrolnimi DNA useky (modre).
Cerveny bod oznaduje potencialné deletovany usek, zelené jsou vyznadeny useky, které
po normalizaci nevykazuji rozdily v poctu detekovanych DNA kopii ve srovnani s kontrolnim

vzorkem.
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6 DISKUZE

V této praci jsme vychazeli z pracovni hypotézy, Ze relativn€é nova technologie
molekuldrni diagnostiky, oznaCovana jako MLPA, muze slouzit jako komplementarni
diagnosticky nastroj v molekularné-genetické charakterizaci vybranych pacienti s MDS.
V pribéhu feSeni bakalarské prace jsme vysettili technologii MLPA 19 nemocnych s MDS,
lécenych na Hemato-onkologické klinice LF FN Olomouc. Konkrétné jsme se podrobné
zabyvali vyhodnocenim vysledkii u 5 z vysetfenych nemocnych, kteti byli zafazeni na zaklad¢
ptedchozich analyz do diagnostické skupiny MDS s izolovanou deleci 5q (5g- syndrom).

SALSA MLPA probemix P144-A2 MDS a P145-A2 MDS (MRC-Holland) umoznuje
odhalit zmény v poctu genovych kopii (u 5g- syndromu se jedna o deleci jedné genové kopie
vedouci k haploinsuficienci) jen nékterych gent, které jsou implikovdny v patogenezi 5q
minus syndromu. V lokusu 5q31.1 jsou z analyzovanych geni lokalizovany BRDS, EGRI,
IL4 a IRF1 (kap. 5.1, tab. VI). Zasadni vyznam pro fenotyp 5q- syndromu je piisuzovan
haploinsuficienci EGR1 (viz kap. 2.2.5.1). EGRI delece jedné genové Kkopie
(haploinsuficience) byla prokdzana v DNA ¢tyt z péti hodnocenych pacientil; u pacienta €. 12
MLPA neodhalila nejen EGR1 deleci, ale ani deleci zddného dalSiho genu v 5q31.1 segmentu.
Tuto skutecnost si vysvétlujeme nizkym zastoupenim nadorovych bunék s cytogeneticky
(FISH) prokédzanou deleci 5q31.1 ve vySetfovaném vzorku kostni diené (jen 4.5 %); takto
nizké zastoupeni nebylo mozné zachytit ve vySetfované DNA technologii MLPA. MLPA
umoziuje analyzu zmény poctu kopii genovych sekvenci na zdkladé porovnani poctu
detekovanych genovych kopii v kontrolnich genech DNA celého vzorku, nikoliv zmény poctu
kopii na Grovni jednotlivych bunék. Druhé nejniZsi zastoupeni nadorového klonu s 5q deleci
ve vySetfovaném materialu bylo 34 % u pac. ¢. 18; toto zastoupeni jiZ umoZznilo zachyceni
delece jedné kopie ptislusnych gent (kap. 5.1, tab. V, tab. VI).

Dalsi kandidatni geny, jejichz haploinsuficience je pravdépodobné zodpovédna
za fenotyp 5¢- syndromu, jako je RPS14, nejsou probami v SALSA MLPA probemix P144-
A2 MDS a P145-A2 MDS detekovatelné. Pouzité kity MLPA pro MDS proto nejsou vhodné
pro vyzkumnou analyzu genetickych pficin resp. genetické variability MDS, v¢. MDS
s izolovanou deleci 5q.

Praktickd analyza nadorové DNA od 5 nemocnych tedy ukézala, zZe MLPA muze
poskytnout informace o nékterych diagnosticky a prognosticky vyznamnych genech u 5q-

syndromu, které se nachdzeji na chromosomovém useku 5q, a ze muze byt u nékterych
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nemocnych vhodnou doplitujici metodou slouzici pro verifikaci diagnézy. Limitem metody je
nutnost dostate¢ného zastoupeni nddorové DNA (resp. zastoupeni nadorového klonu s 5q

deleci) ve vysetfovaném materialu.
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7 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo shrnuti poznatki o myelodysplastickém syndromu,
praktické zvladnuti a zavedeni nové metody MLPA do rutinniho provozu na HOK FN
v Olomouci.

V této praci jsou obsazeny dostupné informace o hematopoéze, MDS a jeho klasifikaci,
patogenezi, 1é€bé a molekularné genetickych abnormalitach.

Pomoci metody MLPA byla provedena analyza vzorki krve a kostni dfen¢ souboru 19
pacienti s MDS. Z tohoto souboru byl u 5 pacientti zjistén 5q minus syndrom. Tyto vysledky
byly nasledné¢ porovnany s vysledky ziskanymi z cytogenetické laboratore HOK FN
v Olomouci.

Na zaklad¢ zjisténych vysledkl usuzuji, Zze metoda MLPA ma jen omezeny potencial
vV rutinnim laboratornim vySetieni myelodysplastického syndromu, samostatné vysledky
ziskané metodou MLPA nejsou bez dal$ich diagnostickych dat ziskanych jinymi piistupy

dostate¢n¢ piinosné.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AML

bp

CD
CDR
G-CFS
GM-CFS

M-CFS
BFU-E

CFU
CFU-Ba

CFU-E

CFU-Eo

CFU-G

CFU-GEMM

CFU-GM

CFU-M

CFU-Meg

CGH
CMML

akutni myeloidni leukémie

base pair; pary bazi

cluster of diferentiation; diferenciacni antigen

common deleted region

granulocyte colony forming stimulating factor; rastovy faktor
pro granulocyty

granulocyte-macrophage colony forming stimulating factor; rustovy

faktor pro

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

Colony Forming Unit; progenitorova kmenova buiika

Colony Forming Unit — Basophil; progenitorova kmenova burika,
Z niz vznikaji bazofily

Colony Forming Unit - Erythroid; progenitorova kmenova buiika,
z niZ vznika Cervend krevni fada

Colony Forming Unit - Eosinophil; progenitorova kmenova burka,
ze které vznikaji eozinofily

Colony Forming Unit - Granulocyte; progenitorova kmenova burika,

z niZ vznikaji granulocyty

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

z nichZ vznikaji bunky myelopoézy

Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage; bipotentni
kmenova buiika pro makrofagovou a granulocytarni fadu

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

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

komparativni genomova hybridizace

chronickd myelomonocytarni leukémie
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CSF

DEL

DNA

FAB klasifikace
FISH

FN

HOK

HSCs

IPSS

LTC-IC

MAPK

MDS

MLPA

PBS

PCR

RA

RAEB

RAEB-T

RARS

RCMD

RCUD

MDS -U

SCF
WHO

Colony Stimulating Factor

delece

deoxyribonukleova kyselina

Francouzsko-americko-britska klasifikace

fluorescen¢ni in situ hybridizace

fakultni nemocnice

Hemato-onkologicka klinika Fakultni nemocnice v Olomouci
Hematopoetic Stem Cells; hematopoetické kmenové bunky
International Prognostic Scoring System; Mezinarodni Prognosticky
Skoérovaci systém

Long-Term Culture-Initiating Cell; dlouhodoba kultura krvetvornych
bunck

mitogenem aktivovana proteinkinaza

myelodysplasticky syndrom

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

fosfatovy fyziologicky roztok

polymerazova fetézova reakce

refraktory anemia; refrakterni anémie

Refraktory anemia with excess of blasts; refrakterni anémie
s nadbytkem blastl

Refraktory anemia with excess of blasts in transformation; refrakterni
anémie s nadbytkem blasti v transformaci

Refractory anemia with ring sideroblasts; refrakterni anémie se
zmnoZenim prstencitych sideroblast

Refractory cytopenia with multilineage dysplazia; refrakterni cytopenie
s multilinearni dysplazii

Refractory anemia with unilineage dysplazia; refrakterni cytopenie
S unilinearni dysplazii

Unclassifiable  myelodysplastic ~ syndromes;  neidentifikovatelny
myelodysplasticky syndrom

Stem Cell Factor

World Health Organization; Svétova zdravotnickd organizace
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WPSS WHO Classification Based Prognostic Scoring System; Prognosticky

systém podle Svétové zdravotnické organizace
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