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Abstrakt

Myelodysplastické syndromy (MDS) jsou klonalni onemocnéni krvetvorby vznikajici
v disledku poSkozeni kmenové hematopoetické buriky. Nejcastéjsi rekurentni chromosomovou
aberaci u nemocnych s MDS je delece dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q). Cilem prace
je studovat nebalancované aberace chromosomu 5 u pacientii s MDS, porovnat rozsah delece
5q ve skupinach nemocnych s izolovanou del(5q) a s del(5q) v komplexnich karyotypech
a studovat vliv rozsahu del(5q) na celkové pfeziti pacienti a progndzu onemocnéni.
Kombinaci cytogenomickych metod jsme vySetfili 88 vzorki kostni diené pacienti s MDS
a del(5q) potvrzenou na zaklad¢ konvenénich pruhovacich metod. Del(5q) byla v karyotypu
pritomna jako izolovana aberace u 31 pacientti (35,2 %), v kombinaci s jednou dalsi klonalni
aberaci u 9 pacientt (10,2 %) a jako soucast komplexnich karyotypi u 48 pacientt (54,6 %).
Nemocni s komplexnimi karyotypy méli niz§i dobu celkového preziti nez pacienti s izolovanou
del(5q). Vyskyt komplexnich karyotypi byl asociovan s velkym rozsahem delece 5q.
Pti zohlednéni vyskytu komplexnich karyotypli i rozsahu delece 5q ma signifikantni vliv
na celkové preziti pacientl pouze komplexita karyotypu. Samotny rozsah delece vliv na pieziti
nemocnych nema. Nelze vSak vyloucit moZnost, Ze izolované delece 5q velkého rozsahu mohou

pro pacienty v budoucnu znamenat zvySené riziko klonalniho vyvoje a vzniku komplexnich

karyotypu.

Kli¢ova slova: Myelodysplastické syndromy (MDS), chromosom 5, delece 5q, komplexni
karyotypy, chromothripsis, FISH, mFISH/mBAND, aCGH



Abstract

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal disease of hematopoesis resulting from damage
to hematopoietic stem cells. The most common chromosomal aberration in patients with MDS
is deletion of the long arms of chromosome 5, del(5q). The aim of this study is to analyse
unbalanced aberrations of chromosome 5 in MDS patients, to compare the extent of 5q deletion
in groups of patients with isolated del(5q) and with del(5q) in complex karyotypes, and to study
the effect of the extent of del(5q) on overall survival and prognosis of the disease. We combined
cytogenomic methods to examine 88 bone marrow samples from patients with MDS and del(5q)
confirmed by conventional banding methods. Del(5q) was present in the karyotype
as an isolated aberration in 31 patients (35,2 %), in combination with one other clonal aberration
in 9 patients (10,2 %), and as part of complex karyotypes in 48 patients (54,6 %). Patients with
complex karyotypes had a lower overall survival than patients with isolated del(5q).
The occurrence of complex karyotypes was associated with a large extent of 5q deletion.
When both the occurrence of complex karyotypes and the extent of 5q deletion were considered,
only karyotype complexity had a significant effect on patients’ overall survival. The extent
of the deletion does not affect patients’ survival. We cannot exclude the possibility that isolated

large 5q deletions put patients at increased risk of clonal evolution and complex karyotypes.

Key words: Myelodysplastic syndromes (MDS), chromosome 5, deletion of 5q, complex
karyotypes, chromothripsis, FISH, mFISH/mBAND, aCGH
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1 Uvod

Myelodysplastické syndromy (MDS) jsou klonalni onemocnéni krvetvorby, postihujici
pfevazné populaci nad 70 let, které az u 30 % pacientl progreduje v akutni myeloidni leukémii
(AML). Etiologie ani patogeneze MDS nebyly i pies rozsahly vyzkum dosud zcela objasnény.
Pravdépodobné se jednd o vicestupiiovy proces, kdy dochazi k hromadéni genetickych
a epigenetickych zmén v hematopoetické kmenové buiice (HSC), které ji poskytuji selekéni
vyhodu oproti zdravym buiikdm. Tento vyvoj mlizeme pozorovat v rozdilech mezi ¢asnou
a pozd¢jsi fazi onemocnéni. V Casné fazi pievazuje zvysSend apoptoza krvetvornych bunék
na rozdil od pozdéjsich stadii, kdy jiz dochazi ke klonalni expanzi, tedy ke zvySené proliferaci
a snizené frekvenci apoptéozy (Porwit a Saft, 2011; Venugopal et al., 2021;
Williamson et al., 1994).

Dulezitym ukazatelem vyvoje onemocnéni jsou ziskané cytogenetické abnormality v buiikdch
kostni dfené, které se vyskytuji u asi 50 % pacientd s primarnim MDS a az u 80 % pacient
se sekundarnim MDS. NejcastéjSi a prognosticky nejvyznamnéjsi chromosomovou aberaci
je intersticialni delece dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q). MiiZeme ji pozorovat jako
samostatnou zménu v karyotypu nebo soucasné s jednou dal$i aberaci nebo jako soucast
komplexnich karyotypli. Nalez samostatné del(5q) je spojen s dobrou prognozou,
zatimco del(5q) zahrnuta v komplexnich karyotypech je asociovana s vysokym rizikem

transformace do akutni myeloidni leukémie (AML) (Greenberg et al., 2012; Haase et al., 2007).

Rozsah del(5q) u jednotlivych pacientl je vysoce variabilni. Rovnéz se ukazuje, ze deletovany
chromosom 5 je velmi nestabilni a ¢asto vstupuje do dalSich strukturnich ¢i komplexnich
aberaci. U pacientl s agresivnimi formami MDS kromé toho €asto dochazi k jeho Uplnému
nebo ¢astecnému rozpadu (chromothripsis). Zatim neni uplné jasné, zda velikost delece
chromosomu 5 hraje roli v jeho stabilit¢ a zda mé souvislost se vznikem rtiznych fenotypti
u MDS pacientd. V odborné literatufe bylo doposud publikovdno pouze néckolik studii,
které zkoumaly vliv rozsahu del(5q) na prognézu nemocnych s MDS (Jerez et al., 2012;
La Starza et al., 2010; Nofrini et al., 2012; Volkert et al., 2014; Zemanova et al., 2018).
Autofi popsali mozZnou souvislost mezi velkym rozsahem delece 5q, vyskytem komplexnich
karyotyptl a Spatnou progn6ézou onemocnéni. Nicméné informaci o souvislosti mezi velikosti

del(5q) a progndézou MDS je stale relativné malo a je proto dulezité ji dale studovat.
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V Centru nadorové cytogenomiky ULBLD, Vieobecné fakultni nemocnice a 1.LF UK v Praze,
se zabyvame klasickou cytogenetickou a molekularn€ cytogenetickou analyzou genomu
nadorovych bun€k u pacient pfevazné s hematologickymi malignitami, vCetné¢ nemocnych
s MDS. Cilem diplomové prace bylo studovat nebalancované aberace chromosomu 5
v diagnostickych vzorcich pacientii s riznymi subtypy MDS, porovnat rozsah deletovaného
segmentu ve skupindch nemocnych s izolovanou deleci a s komplexnimi karyotypy a posoudit

mozny vliv rozsahu del(5q) na celkové pieziti a progndzu pacientii s MDS.
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2 Prehled literatury

2.1 Klinicke a laboratorni znaky MDS

Myelodysplastické syndromy (MDS) jsou heterogenni skupina klondlnich onemocnéni
krvetvorby. Charakteristickym projevem je neefektivni hematopoéza, ktera vede u vétSiny
pacientli k hypercelularni a dysplastické kostni dfeni a rozvoji cytopenii v periferni krvi.
Cytopenie se muze projevit jako anémie, trombocytopenie ¢i leukocytopenie nebo jako jejich
kombinace. Klinické projevy MDS jsou pfevazné spjaty s projevy cytopenii. Jedna se zejména
o Unavu, bledost, dusnost, ndchylnost k infekcim, krvaceni ¢i podlitiny. Pacienti s MDS maji
zvySené riziko progrese do akutni myeloidni leukémie (AML), k ¢emuz dochazi az u 30 %
z nich. Pred definici MDS jako samostatné skupiny onemocnéni v roce 1976 bylo toto
onemocnéni proto také oznaCovdno pojmy jako preleukémie ¢i doutnajici leukémie

(Bennett et al., 1976; Sperling et al., 2017).

MDS postihuje prevazné starsi lidi, s medianem veku pii diagnéze udavanym mezi 70 a 76 lety
(Greenberg et al., 2012; Ma et al., 2007; Schanz et al., 2012; Sekeres et al., 2008).
Incidence MDS se pohybuje mezi 2 - 5 ptipady na 100 000 obyvatel za rok. V populaci osob
starSich 80 let MDS vznikd u 36 lidi na 100 000 obyvatel. Podle novéjsich odhadu jsou tato
¢isla podhodnocend a incidence MDS by se mohla pohybovat az mezi 5,3 a 13,1 ptipady
na 100 000 obyvatel. V populaci lidi starSich 65 let by se novy odhad pohyboval mezi
75 a 162 ptipady na 100 000 obyvatel (Cogle, 2015; Sekeres, 2010).

MDS se obecné Castéji vyskytuje u muzi, s vyjimkou podkategorie MDS s izolovanou deleci
dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q), kterd je naopak castéji diagnostikovana u Zen.
U 90 % pacient dochazi k rozvoji MDS de novo. Tyto ptipady oznacujeme jako primarni MDS
a jejich etiologie dosud neni pfesné znama. Zbyvajicich 10 % oznacujeme jako sekundarni
MDS, které¢ vznikaji v disledku predchozi 1écby chemoterapii ¢i radioterapii, predevSim
po pouziti alkylacnich latek a inhibitord topoizomerdz (Bowen, 2013; Ma et al., 2007;
Sekeres et al., 2008).
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2.2 Klasifikace MDS

Myelodysplastické syndromy byly jako samostatnad skupina onemocnéni definovany poprvé
diagnostickym systémem FAB (French-American-British Co-operative group) predstaveném
v roce 1976. FAB klasifikace je systém zalozeny zejména na hodnoceni morfologie bun¢k
kostni dfen¢ a periferni krve u pacienti s MDS. Prtihlizi se k poctu blasti v kostni dfeni
a v periferni krvi a k tomu, jaké bunééné linie jsou dysplastické. Tento systém klasifikace
rozeznava pouze dvé kategorie MDS: refrakterni anémii s piebytkem blasti (RAEB)
a chronickou myelomonocytarni leukémii (CMML) (Bennett et al., 1976). Podoba FAB
s prstenCitymi sideroblasty (RARS), refrakterni anémii s pirebytkem blasti (RAEB),
RAEB v transformaci (RAEB-T) a chronickou myelomonocytarni leukémii (CMML) (tab. 1)
(Bennett et al., 1982).

. Dysplasticka Procento blasti Procento blasta
Kategorie e i : 7 .
linie v kostni dfeni v periferni krvi
Refrakterni anémie Erytroidni <5 <1
Refrakterni anémie s prstencitymi S
< <
sideroblasty Erytroidni 3 !
Refrakterni anémie s prebytkem blasti 2 nebo vice 5-20 0-4
Refrakterni anémie s piebytkem blasti Obvykle 2 nebo 21 -30 >
v transformaci vice -
> 9
Chronick4 myelomonocytarni leukémie =1x10 {l <20 -
monocytu

Tab. 1: Subtypy MDS definované FAB diagnostickym systémem 2z roku 1982.
Ptevzato a upraveno podle Vardiman (2012).

Z FAB systému vychazi klasifikace WHO, kterd byla poprvé ptredstavena v roce 2001.
V tomto systému se k morfologii bunék ptidavaji dalsi diagnosticka kritéria. Jednou z hlavnich
zmén oproti FAB je sniZzeni procentudlni hranice blasti v kostni dfeni nebo v periferni krvi,
kterd slouzi k oddéleni akutni myeloidni leukémie (AML) od MDS, z 30 % na 20 %.
Touto zménou zanikla kategorie RAEB-T. Mezi dalsi dilezité zmény patii: rozdéleni skupiny
RAEB na RAEB-1 a RAEB-2, z(zeni definice kategorii RA a RARS a s tim spojené piidani
novych kategorii refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii (RCMD) a refrakterni
cytopenie s multilinearni dysplazii a prstencitymi sideroblasty (RCMD-RS), pfesunuti CMML
do skupiny MDS/myeloproliferativni neoplazie (MPN), vytvofeni kategorii MDS

16



neklasifikované (MDS-U) a MDS asociovanych s izolovanou deleci 5q. Tato kategorie je jako
jediné definovana specifickou cytogenetickou abnormalitou, a to intersticialni deleci dlouhych

ramen chromosomu 5 (Vardiman et al., 2002).

V disledku rychlého nartstu novych informaci vzniklo v roce 2008 revidované vydani WHO
klasifikace. Pro ptesnéjsi diagnozu MDS pacientl byla zavedena nova kategorie refrakterni
cytopenie s unilinearni dysplazii (RCUD). Tato skupina kromé ptivodné samostatné kategorie
RA zahrnuje i kategorie refrakterni neutropenie (RN) a refrakterni trombocytopenie (RT),
které diive spadaly do MDS-U. DalSim upiesnénim bylo zahrnuti kategorie RCMD-RS
do kategorie RCMD. Zavedena byla provizorni skupina détské refrakterni cytopenie (RCC).
Dulezitou aktualizaci bylo zvySeni diagnostického vyznamu cytogenetickych nalezq.
V ptipadech, kdy morfologie bun¢k MDS diagndze nenasvédcuje, ale jsou pifitomné cytopenie

a specifické cytogenetické zmény, mize byt diagnostikovano MDS (Vardiman et al., 2009).

Aktudlni podobou WHO diagnostick¢ho systému je revidovana verze z roku 2016.
Hlavni zménou bylo vyjmuti ndzvi cytopenii spjatych s MDS z nazvi jednotlivych kategorii.
Dysplastické linie totiz nemusi vzdy odpovidat bunécéné linii, kterd je zasazena cytopenii.
Nov¢ a aktudlni kategorie jsou: MDS s excesem blasti (MDS-EB), MDS s unilinearni dysplazii
(MDS-SLD), MDS s multilinearni dysplazii (MDS-MLD), MDS s prstencitymi sideroblasty
(MDS-RS), MDS s izolovanou deleci 5q a MDS neklasifikované (MDS-U). Provizorni skupina
RCC zlstava zachovana (tab. 2) (Arber ef al., 2016).

2.3 Prognostické skorovaci systémy

K urceni prognézy onemocnéni bylo vytvofeno nékolik riznych skoérovacich systému jako
naptiklad WHO adaptovany prognosticky skorovaci systém (WPSS), Diisseldorf ¢i Lille skore.
Nejvice pouzivanym prognostickym systémem je mezinarodni prognosticky skorovaci systém
(IPSS) a jeho revidovana podoba (IPSS-R). IPSS byl poprvé ptedstaven v roce 1997
(Greenberg et al., 1997) a jeho revidovana podoba roku 2012 (Greenberg et al., 2012).
Revidovand forma diky novym poznatkiim a vétsi skupin€ vySetfenych pacientii umoznila
upfesnit jiz zndmé prognostické faktory a ur€it vyznam nové navrZzenych prognostickych

faktorii (Greenberg et al., 2012).
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Kategorie Dysplastické Cytopenie * Prstencité Blasty v Blasty v Cytogeneticky nalez
linie sideroblasty v kostni dfeni  periferni krvi
kostni dfeni

MDS s unilinearni dysplazii Jakykoliv, pokud nespliiuje kritéria

- kk 0, 0, 0, 0,
(MDS-SLD) ! I-2 <15%/<5% =3 % = 1% izolované del(5q)
MDS s multilinearni dysplazii - 0 o N N Jakykoliv, pokud nesplituje kritéria
(MDS-MLD) 2-3 I-3 <15%/<5% =3 % = 1% izolované del(5q)
MDS s prstencitymi sideroblasty
(MDS-RS)
MDS-RS s unilinearni . o o N N Jakykoliv, pokud nespliiuje kritéria
dysplézii (MDS-RS-SLD) ! I-2 Z15%/25% =3 % = 1% izolované del(5q)
MDS-RS s multilinearni s o o N N Jakykoliv, pokud nespliluje kritéria
dysplazii (MDS-RS-MLD) 2-3 I-3 215%/25% =3 % = 1% izolované del(5q)
. . Z4dné nebo N N 1zolovana del(5q) nebo s jednou dalsi
MDS s izolovanou deleci Sq 1-3 1-2 jakykoliv >5% >1% aberaci kromé -7 i del(7q)
MDS s pirebytkem blasti
(MDS-EB)
MDS-EB-1 0-3 1-3 ii‘;?;ﬁib" 5-99% 2-4% Jakykoliv
MDS-EB-2 0-3 1-3 ii‘;?;ﬁibo 10-19 % 5-19% Takgkoliv
MDS, neklasifikované
(MDS-U)
S 1 % blasti v periferni krvi 1-3 1-3 Jza‘i‘(‘;rl‘;ﬁibo <5% 1% Jakykoliv
S uniline&mi dysplazi 1 3 ii‘;?;ﬁibo <5% <1% Jakykoliv
Podle definujici . 0 1-3 <15% <5% <1% MDS definujici abnormality
cytogenetické abnormality
Détska refrakterni cytopenie 1-3 1-3 Zadny <5% <2% Jakykoliv

Tab. 2: Aktualni klasifikace MDS dle WHO diagnostického systému z roku 2016. Pfevzato a upraveno podle Arber ef al. (2016).

* Cytopenie jsou definovany hodnotami: hemoglobin < 10 g/dl, krevni desticky < 100 x 10%1, absolutni po&et neutrofilti < 1,8 x 10%I; u lehké anémie ¢i trombocytopenie mohou byt vyjime¢ng
tyto hodnoty vy3i; poget monocytii v periferni krvi musi byt < 1 x 10%1

** Pokud je pfitomna mutace genu SF3B1
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IPSS-R na zidkladé¢ miry rizika transformace do AML a medianu pfeziti definuje pét
prognostickych skupin. Podobné jako IPSS stanovuje prognézu na zéklad¢ cytogenetického
vysetieni kostni dien€, procentudlniho poctu blastii v kostni dfeni a procentu cytopenii
(Greenberg et al., 1997, 2012). Z kazdého vysSetieni z vySe popsanych prognostickych kritérii
IPSS-R je pacientovi pridélena hodnota rizika dle bodové Skaly (tab. 3). Na zdklad¢ jejich

souctu se stanovi findlni prognoza pacienta (tab. 4) (Greenberg et al., 2012).

Jako signifikantni proménné ovliviiujici délku pteziti, ale ne riziko transformace do AML,
byly v IPSS-R definovany v&€k a celkovy stav pacienta, hladina sérového feritinu,
laktatdehydrogenazy a B2-mikroglobulinu. Z téchto kritérii ma nejvyssi prognostickou vahu
vék, kterym se pomoci vzorce upravuje vysledné skore. Zbylé kategorie jsou statisticky
signifikantni, ale v porovnani s vySe zmiflovanymi prognostickymi kritérii maji na prognézu

mensi vliv (Greenberg ef al., 2012; Schanz et al., 2012).

Hodnota rizika 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Cytogeneticky Velmi , & , Velmi Velmi
nalez dobry Dobry B Spatny Spatny Spatny
Proce’nt(z bl.astu v > B >7.<5 _ 5.10 >10 _
kostni dieni

Hemoglobin (g/dl) >10 - 8-<10 <8 - - -
Krevni desticky

(x10°11) > 100 50 -<100 <50 - - - -

Absolutni pocet
neutrofili (x10%1) = 8 <0,8 _ B - ) )

Tab. 3: IPSS-R bodova $kala pro vysledky z jednotlivych vySetteni rizikovych faktort.
Ptevzato a upraveno podle Greenberg ef al. (2012).

Kategorie rizika Rizikové skore
Velmi nizké <1,5

Nizké >1,5-3
Stiredni >3-45
Vysoké >45-6

Velmi vysoké >6

Tab. 4: IPSS-R systém pro findlni stanoveni prognozy na zaklad¢ souctu boda z jednotlivych
vysetieni rizikovych faktort. Pfevzato a upraveno podle Greenberg et al. (2012).
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Karyotyp v dobé stanoveni diagnoézy je jednim ze zakladnich nalezii nutnych ke stanoveni
findlni prognézy dle IPSS-R. IPSS-R na zdkladé cytogenetického nalezu rozliSuje pét
skupin: s velmi dobrou, dobrou, stfedni, Spatnou a velmi Spatnou progndézou. Mezi nalezy
spojené¢ s velmi dobrou prognozou fadime ztrdtu chromosomu Y nebo samostatnou deleci
dlouhych ramen chromosomu 11, del(11q). Dobrou prognézu indikuje normalni karyotyp,
samostatné delece del(5q), del(12p) a del(20q) nebo del(5q) s jednou dalsi zménou
(krom¢ monosomie chromosomu 7 nebo del(7q)). Stfedni prognézu maji nemocni s del(7q),
trisomii 8, isochromosomem pro dlouhd ramena chromosomu 17, i(17q), a trisomii 19 jako
samostatnymi zménami v karyotypu a nemocni s jakymkoliv dal§im jednim nebo dvéma
nezavislymi klony. Spatnou progndzu maji pacienti se samostatnou aberaci chromosomu 3,
izolovanou monosomii chromosomu 7, se dvéma zménami zahrnujicimi monosomii
nebo deleci chromosomu 7 a pacienti s komplexnim karyotypem se tfemi aberacemi.
Pacienti s komplexnim karyotypem s vice nez tfemi aberacemi jsou fazeni do skupiny s velmi

Spatnou prognozou (tab. 5) (Greenberg ef al., 2012; Schanz et al., 2012).

Prognosticka Median preziti
skupina Cytogenetické abnormality

(% pacienti) VLB
Velmi dobra

4%) -Y, del(11q) 54
DObol’{‘ Normalni karyotyp, del(5q), del(12p), del(20q), dve 4,8
(72%) aberace zahrnujici del(5q)

Stiedni del(7q), +8, +19, i(17q), jakykoliv dalsi jeden nebo 5 7
(13%) dva nezavislé klony

Slt)atn{‘ -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dv€ aberace zahrnujici - 1,5
(4%) 7/del(7q), komplexni karyotyp s ttemi abnormalitami

Velmi Spatna . o
(7%) Komplexni karyotyp s vice nez tfemi abnormalitami 0,7

Tab. 5: IPSS-R systém pro hodnoceni cytogenetickych aberaci. Pfevzato a upraveno podle
Greenberg et al. (2012).
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2.4 Chromosomové aberace u MDS

Klonalni chromosomové aberace jsou detekovany zhruba u 50 % pacientli s primarnim MDS
a u 80 % pacientl se sekunddrnim MDS. Jednad se prevazné o nebalancované zmény
(Haase et al., 2007; Sol¢ et al., 2000). Schanz et al. (2012) identifikovali 19 rekurentnich
cytogenetickych abnormalit u MDS pacientii (graf 1). Nejcastéjsi cytogenetickou zménou
je intersticialni delece dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q), které se podrobnéji vénuje

nasledujici kapitola (Haase ef al., 2007; Jerez et al., 2012; Schanz et al., 2012).
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Chromosomové aberace

Graf 1.: Frekvence rekurentnich aberaci u MDS detekovanych samostatné, v kombinaci
s jednou dalsi aberaci a jako soucast komplexniho karyotypu. Pfevzato a upraveno
podle Haase et al. (2007).

Aberace chromosomu 7, zahrnujici monosomii ¢i deleci dlouhych ramen, -7/del(7q), jsou
druhou nejcastéji pozorovanou zménou. Zarovei se jedna o nejcastéjsi chromosomovou aberaci
u détské formy MDS. Obecné je jeji ndlez spojovan se stfedni prognozou.
Monosomie chromosomu 7 je castéjSi a je spojend s hor§i prognoézou nez del(7q).
Aberace chromosomu 7 se vyskytuji pfiblizné u 10 % de novo MDS pacientli a u 50 % pacientti
se sekundarnim MDS a to bud’ jako izolované zmény, nebo jako soucast komplexnich
karyotypti (Bernasconi et al., 2005; Haase et al., 2007; Hasle, 1994; Hasle et al., 2007;
Schanz et al., 2012; Smith et al., 2003).
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Dalsi rekurentni aberaci je ztrata chromosomu Y, jejiz izolovany vyskyt v karyotypu je spojen
s velmi dobrou prognézou. Podle IPSS-R je ztrata chromosomu Y dokonce tazena do lepsi
prognostické skupiny nez normalni karyotyp (Greenberg et al., 2012; Nomdedeu et al., 2017,
Schanz et al., 2012). Pro¢ tento nalez souvisi s lepSi prognodzou, zatim neni objasnéno.
Ztrata chromosomu Y je spjata i s pfirozenym procesem starnuti a jeji vyskyt stoupa s vékem
stejné jako incidence MDS. Proto je obtizné stanovit souvislost mezi ztratou chromosomu Y

a MDS (Stone a Sandberg, 1995; Wiktor et al., 2011).

Pomérné Castou zménou je i delece dlouhych ramen chromosomu 20, del(20q). Jeji vyskyt vSak
neni omezen pouze na MDS, ale vyskytuje se i u jinych myeloproliferativnich onemocnéni
a AML. Jeji nélez proto sdm o sobé nestac¢i ke stanoveni diagnézy MDS. Pokud se del(20q)
vyskytuje v karyotypu jako samostatnd zmeéna, je tento nalez spojovan s dobrou progndzou
(Braun et al., 2011; Liu et al., 2006; Neukirchen et al., 2017; Ravindran et al., 2020;
Schanz et al., 2012).

Nejcastéjsi cytogeneticky nalez spojeny se ziskem genetického materidlu je izolovana trisomie
chromosomu 8, kterou pozorujeme asi u 10 % MDS pacientil s abnormélnim karyotypem.
Jednd se o nalez spojeny se stfedni progndézou a pozd€jsi fazi onemocnéni
(Greenberg et al., 2012; Schanz et al., 2011). U hematopoetickych bunék s trisomii
chromosomu 8 byla pozorovdna zvySena exprese anti-apoptotickych genli, ¢imZ tento
patologicky klon ziskavéa selekéni vyhodu oproti zdravym bunkdm (Sloand et al., 2007).
Podle nékterych autorii se mozaikova forma trisomie chromosomu 8 mize vzacné vyskytovat
u zdravych lidi jako vrozena aberace (cT8M). Podle Maserati et al. (2002) ptedstavuje cT8M
asi 15-20 % ptipadd hematologickych neoplastickych a dysplastickych onemocnéni
s prokazanou trisomii chromosomu 8. Nové;jsi studie vSak ukazuji, Ze je trisomie chromosomu

8 prevazné ziskanou zménou (Saumell ef al., 2015).

Mezi dal§i méné Casté chromosomové aberace patii delece dlouhych ramen chromosomu 11,
delece kratkych ramen chromosomu 12, isochromosom pro dlouhd ramena chromosomu 17,
trisomie chromosomu 19 ¢i riizné aberace zahrnujici chromosom 3. Velmi vzacné pozorujeme
také trisomii ¢i ztratu chromosomu 21, trisomii chromosomu 11 nebo ztratu chromosomu X

(Haase et al., 2007; Schanz et al., 2012).
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2.4.1 Delece 5q

Intersticialni delece dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q), je nejcastéjsi chromosomovou
aberaci u nemocnych s MDS. Tato aberace se vyskytuje u 15 % vSech MDS pacientii a u 30 %
pacientll s abnormalnim karyotypem (Haase et al., 2007; Jerez et al., 2012). V karyotypu
se muze vyskytovat jako samostatnd zména (obr. 1) nebo v kombinaci s dalSimi aberacemi
(obr. 2, 3). Nalez samostatné del(5q) nebo del(5q) spojené s jednou dal§i zménou
(mimo monosomii chromosomu 7 nebo del(7q)) je podle WHO 2016 definovan jako MDS
s izolovanou deleci 5q a je spojovan s dobrou progndézou. Nélez delece 5q zahrnuté
do komplexniho karyotypu je spojovan s prognozou Spatnou (Arber et al., 2016;
Greenberg et al., 2012; Schanz et al., 2012).

MDS s izolovanou del(5q) se vyskytuje v 5 % vSech MDS piipadu. Dtive se pro typicky soubor
klinickych projevii spjatych s izolovanou del(5q) pouzivalo také oznaceni 5q- syndrom.
Mezi klinické projevy izolované del(5q) v periferni krvi patfi vdZznd makrocytdrni anémie,
kvili které pacienti musi pravidelné podstupovat transfuzi ¢ervenych krvinek. Hladina krevnich
desticek je normalni ¢i zvySena a pozorujeme zadné nebo mén¢ nez 1 % blastl. V kostni dieni
je normalni ¢i zvySena hladina megakaryocytii, jejichz jadra jsou vSak nelobulizovana

a pozorujeme méné nez 5 % blastl (Schanz et al., 2012; Vardiman et al., 2009).

Nalez izolované del(5q) je spojovan s dobrou prognézou. Oproti jinym subtypim MDS,
kdy k transformaci do AML dochazi priblizné u 30 % pacientii, u pacienti s izolovanou del(5q)
je tomu pouze v 10 % piipadd (Boultwood et al., 2010; Giagounidis et al., 2004;
Sperling et al., 2017). Pacienti s izolovanou del(5q) velmi dobfe odpovidaji na Iécbu
lenalidomidem, ktera u velké Casti z nich vede k nezavislosti na transfuzich ¢ervenych krvinek.
K tomu dochazi u 2/3 pacienti a polovina dosahuje kompletni cytogenetické remise

(List et al., 20006).

Del(5q) vsak mlzeme nachazet i v kombinaci s dal§imi chromosomovymi aberacemi.
V komplexnich karyotypech (tfi a vice klonalnich zmén) je del(5q) nejCastéji pozorovanou
aberaci, kterd se muze vyskytovat az v 95 % ptipadi. Tito pacienti maji o poznani horsi
prognoézu nez pacienti s izolovanou del(5q) s vysokou pravdépodobnosti transformace

do AML (Schanz et al., 2012; Sole et al., 2005; Zemanova et al., 2014).
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Obr. 1: Izolovana del(5q) v karyotypu muZe na preparatu obarveném metodou konvenéniho
G-pruhovéni. Prevzato z databaze Centra nadorové cytogenomiky ULBLD, VFN a 1.LF UK.

Velmi $patnou prognoézu maji pacienti s komplexnim karyotypem, u kterych chromosom 5
vstupuje do dal$ich nebalancovanych prestaveb (inzerce ¢i translokace). Diive byla u pacienti
s MDS popisovana monosomie chromosomu 5, ktera byla spojovana s velmi Spatnou
progndézou. Nové studie zaloZzené na vyuziti modernich cytogenomickych technik,
jako je mnohobarevnd FISH (mFISH) nebo komparativni genomova hybridizace na Cipech
(aCGH) (obr. 4), vSak prokazaly, Ze se ve vSech ptipadech s ptedpoklddanou monosomii 5
ve skuteCnosti jedna o nebalancované prestavby deletovaného chromosomu 5. U pacienti
s MDS zlstava ¢ast materidlu z chromosomu 5 vzdy zachovdna a v ramci komplexnich
pfestaveb je premisténa na jiné misto v genomu. Monosomie chromosomu 5 tedy u MDS
pacientl jako rekurentni zména neexistuje. Spatna progndza popisovana u téchto nemocnych
souvisi zejména s komplexitou karyotypu. Tento ndlez je vZdy spojen s deleci proximalni CDR

v pruhu 5q31 (Galvén et al., 2010; Herry et al., 2007; Jerez et al., 2012; Zemanova et al., 2014).
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Obr. 2: Del(5q) v komplexnim karyotypu zeny s MDS detekovany metodou konvenéniho
G-pruhovani. Pievzato z databdze Centra nadorové cytogenomiky ULBLD, VFN a 1.LF UK.

Obr. 3: Karyotyp Zeny s MDS a del(5q) v komplexnim karyotypu analyzovany metodou
mFISH. Na zaklad¢ vysledku mFISH byl karyotyp popsan jako: 43,XX,-3,del(5)(q14.1933.3),
der(7)t(7;17)(q?21;9?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;q34)t(3;12)(?q13;?),der(14)t(3;14)(?;p11.2),
-17. Pfevzato z databaze Centra nadorové cytogenomiky ULBLD, VFN a 1.LF UK.
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Obr. 4: Delece 5q v oblasti 5q14.3-5q33.3 analyzovand metodou aCGH (SurePrint G3 Cancer
CGH+SNP 4x180K, Agilent). Pfevzato a upraveno podle Zemanova et al. (2018).

Na dlouhych ramenou chromosomu 5 byly identifikovany dvé spolecné deletované oblasti,
CDR (commonly deleted region): proximalni a distalni. Distalni CDR je lokalizovana v oblasti
5q32-33 a byva oznacovéana jako CDR 1 (Boultwood et al., 1994, 2002). Proximéalni CDR
se nachazi v oblasti 5931 a je oznacovana jako CDR 2 (Horrigan et al., 2000; Lai et al., 2001,
Le Beau et al., 1993). Delece distalni CDR je spojovadna s nizkym rizikem pro pacienta.
Jedna se o oblast o velikosti 1,5 megabaze, kterd obsahuje 40 kandidatnich gend zapojenych
v patogenezi MDS s izolovanou del(5q). Obsahuje geny minimalné nutné pro rozvoj projevi
MDS (Boultwood et al., 2002). Delece proximalni CDR je spojovéana s pozd&j$imi fazemi MDS
a AML a obecné s vy$$im rizikem nez delece distalni CDR. V této oblasti bylo identifikovano
18 kandidatnich genii zapojenych v patogenezi delece oblasti 5q31. U pfevazné vétSiny

pacientl jsou vSak deletovany ob¢ oblasti (Lai ef al., 2001; Zhao et al., 1997).

Na dlouhych ramenou chromosomu 5 byla snaha definovat krom& CDR 1 spole¢né zachované
oblasti, tzv. CRR (commonly retained regions). Jerez ef al. (2012) u pacientli s 5q- syndromem
definovali tyto oblasti dvé: CRR 1 tvofici Gsek od centromery k pruhu 5q14.2 a CRR 2 tvofici
usek od pruhu 5g34 k telomete. CRR u pacientl s del(5q) v komplexnich karyotypech byla
popsana v oblasti 5p11.1-p14.2 (Zemanova et al., 2014).
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Vyznam prace Jerez et al. (2012) spo¢ivd zejména v pozorovani vlivu rozsahu delece 5q
na rozvoj komplexnich karyotypt. Rozsahlejsi delece 5q byla asociovana s vyskytem dalSich
aberaci a horsi prognozou. La Starza et al. (2010) pozorovali stejnou spojitost u pacientti
s haploinsuficienci genu NPM1 (v oblasti 5q35). Dle Jerez et al. (2012) by se tedy jednalo
o deleci oblasti CRR 2. U pacienti s deleci alespoii jedné CRR byla také popséna souvislost
s mutaci genu 7P53. Souvislost mezi rozsahem delece 5q, rozvojem komplexnich karyotypt
a Spatnou progndzou popsali 1 dalsi autofi (Nofrini et al., 2012; Zemanova et al., 2018).
Jini vSak korelaci mezi rozsahem del(5q) a medianem pieziti nepotvrdili

(Giagounidis et al., 2004; Mallo et al., 2011).

Dtivodem horsi progndzy u pacientil s rozsdhlou deleci mize byt bud zvySend geneticka
nestabilita v dlsledku ztraty velkého mnozstvi genetického materidlu nebo delece gent
v postizenych oblastech. Vliv zvySené genetické nestability je podpotfen asociaci delece 5q
velkého rozsahu s vyskytem komplexnich karyotypt, klonalni evoluci a mutaci genu 7P53
(Hosono et al., 2016; Jadersten et al., 2011; Jerez et al., 2012; La Starza et al., 2010;
Volkert et al., 2014; Zemanova et al., 2014).

2.4.2 Vznik komplexnich karyotypt

Za komplexni karyotyp je povaZovan soucasny nalez tii a vice klondlnich chromosomovych
aberaci. Komplexni karyotypy se vyskytuji zhruba u 10 % MDS pacientll a souvisi s vySSim
rizikem transformace do AML (Haase ef al., 2007; Jasek et al., 2010). Komplexni karyotypy
mohou vznikat dvéma procesy: klondlni evoluci nebo v disledku jevu oznaCovaného jako

chromotripsis (Feurstein et al., 2018).

V prabéhu klonalni evoluce dochazi k postupné akumulaci genetickych zmén v nadorovych
bunikach (Nowell, 1976). Klonalni vyvoj probiha dvéma moznymi zplsoby: linearné
¢i divergentné. Pfi linedrni klondlni evoluci dochézi k zisku novych aberaci, ¢imz vznika novy
klon, ktery plvodni klony postupné pieroste a stdva se dominantnim. Pfi divergentnim
klonalnim vyvoji dochazi diky rychlé akumulaci genetickych aberaci k sou¢asnému rozvoji
nekolika ptibuznych klont, které vychazi z jednoho ptivodniho klonu. V duasledku klonélni
heterogenity se zvySuje pravdépodobnost, ze se néktery z takto vzniklych klond stane
rezistentnim  vii¢i  zvolené 1é€bé a nasledné dojde k relapsu  onemocnéni

(Brychtova et al., 2018).
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U nemocnych s MDS byl pozorovan jak linearni, tak divergentni klondlni vyvoj
(da Silva-Coelho et al., 2017). Klonalni evoluce u MDS pacientl je sama o sob¢ spojena s kratsi
dobou preziti a rychlejsi progresi do AML (Bernasconi et al., 2010; Neukirchen et al., 2017).
Druhym mechanizmem, ktery vede ke vzniku komplexnich karyotyptl, je chromotripsis.
Jedna se o proces, pti kterém dojde béhem jediné katastrofické udalosti k rozpadu a naslednym
chaotickym chybnym opravam jednoho nebo vice chromosomt nebo jejich ¢asti. V disledku
chromotripsis dochazi k mnohondsobnym delecim a/nebo amplifikacim v zasaZzenych oblastech

a vznikaji vysoce piestavéné marker chromosomy (Stephens et al., 2011).

U pacientl s izolovanou del(5q) se klonalni evoluce uplatituje zhruba v 10 % ptipadi a Castéji
u nich dochazi k postupné akumulaci dalSich aberaci v rdmci linearniho vyvoje nez procesem
chromotripsis. U pacienti s deleci 5q a jednou dalsi klonélni aberaci dochazi k obéma procesiim
s podobnou frekvenci. Castymi nové ziskanymi zménami v pribéhu klondlni evoluce
jsou zejména trisomie chromosomi 21 a 8. V piipad¢ chromotripsis jsou nejcastéji detekovany
aberace zahrnujici chromosom 7 a dale delece kratkych ramen chromosomu 17, kde se nachazi

gen TP53 (Feurstein et al., 2018; Zemanova ef al., 2014, Zemanova et al., 2017).

2.5 Patogeneze MDS

Patogeneze MDS doposud neni zcela objasnéna. Piedpokladé se, Ze podobné jako u jinych
nadorovych onemocnéni, je pacient nositelem ancestralni mutace a v priabchu Zivota u n¢j
nasledné¢ dojde ke kumulaci dalSich mutaci, ¢imZz dochdzi k rozvoji onemocnéni.
Piesnd posloupnost ziskanych aberaci v klonalni evoluci MDS vS§ak zatim neni zcela znadma.
Rekurentni zmény jako je del(5q) napovidaji, Ze se nejednd o ndhodné udalosti, ale Ze tyto
aberace reflektuji vyvoj onemocnéni. Né&které prace povazuji del(5q) za primarni zménu
(Acha et al., 2021; Nilsson et al., 2007; Woll et al., 2014). Jiné prace naopak za primarni
oznacuji mutaci 7P53 nebo dalsi driver mutace, po kterych posléze dochazi ke vzniku del(5q)

(Hosono et al., 2016; Mossner et al., 2016).

2.5.1 Molekularni patogeneze delece 5q

U pacientt s del(5q) vétSinou nebyva mutovana druhd alela genti lokalizovanych v deletované
oblasti. Pravdépodobné se v§ak mohou uplatiovat epigenetické modifikace téchto alel vedouci
k dalsimu snizeni exprese danych gent. Patogeneze del(5q) zfejmé spocivd zejména

v haploinsuficienci genti nachézejicich se v deletované oblasti na 5q (obr. 5).
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Mezi geny nachazejicimi se v spole¢né deletované oblasti 5q doposud nebyl identifikovan
zadny, jehoz delece by zpusobila cely rozsah pozorovanych klinickych projevii u MDS
pacientl. Proto se na fenotypu MDS zfejm¢ uplatiiuje haploinsuficience vice genti v této oblasti.
Dale se na projevu MDS uplatiuji faktory jako dalsi cytogenetické aberace, somatické mutace,
mikroprostiedi kostni dfen¢, imunitni systém ¢i délka telomer (Ebert, 2011; Hwang et al., 2016;

Liu et al., 2007; Wang et al., 2018; Ye et al., 2009; Zhao et al., 1997).

5g23.2 <
Cytokinovy klastr

5q23.3 —| R M (IL3, IL4, IL5, IL13, GM-CSF)

5q31.1 — < PP2A

B < MDS/AML
5q31.2 (CTNNAI, EGR1, CDC25C)
50q31.3
5g32

5q- syndrom

5q33.1 ]".«m{\'u' SPARC)
5q33.2
5q33.3
5q34
5q35.1 < NPMI
5q35.2
5q35.3

Obr. 5: Schéma umisténi hlavnich gent uplatiiujicich se v molekularni patogenezi delece
dlouhych ramen chromosomu 5 u myelodysplastickych syndromt. Pfevzato a upraveno
podle Ebert (2009).

2.5.1.1 RPSI4

Za makrocytarni anémii, typickou pro pacienty s del(5q), je pravdépodobné zodpoveédna
zejména delece genu RPSI4, ktery se nachdzi v distalni CDR na dlouhych ramenou
chromosomu 5 (obr. 5). Protein RPS14 je slozkou 40S ribozomalni podjednotky. Pfi snizeni
mnozstvi proteinu RPS14 pomoci RNA interference dochdzi k nahromadéni 30S pre-rRNA
prekurzoru a ke snizeni mnozstvi 18S/18SE rRNA. RPS14 se tedy ziejmé uplatiiuje v ipravach
pre-tfRNA. Tento defekt v biogenezi ribozomil vede ke snizené diferenciaci erytroidni linie,
zvySenému poctu nezralych erytroidnich bunék a zvySené frekvenci apoptdzy diferencujicich

se erytroidnich bunék (Ebert et al., 2008).
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Narusena biogeneze ribozomi vede k jejich nedostatku a ke zpomaleni translace.
Tim je zpomalend mimo jiné produkce globinu, coz vede k pomérnému zvyseni mnozstvi hemu
oproti mnozstvi globinu v ¢asnych protoerytroblastech a CFU/E buiikach. Nedostatkem globinu
vznika volny hem, ktery je toxicky. Jeho toxicita spo¢iva ve Fentonové reakci, kdy atom Zeleza
hemu reaguje s peroxidem vodiku za vzniku hydroxylového radikalu - typu reaktivnich forem
kysliku (ROS). Ty ve zvysené koncentraci mohou poskozovat proteiny, lipidy i nukleové
kyseliny, coz nasledn¢ vede ke smrti buniky (Auten a Davis, 2009; Chiabrando et al., 2014;
Yang et al., 2016).

Defekt v biogenezi ribozomii dale vede ke zvysSeni hladiny proteinu RPL11, ktery se vaze
na MDM2, negativni regulator proteinu p53. Tim zptsobend akumulace proteinu p53 vede
k zastaveni bunétného cyklu a zvySené frekvenci apoptdzy. Timto mechanizmem jsou
ovlivnény primarné progenitorové erytroidni buiiky, coz v kone¢né fazi vede k makrocytarni

anémii (obr. 6) (Dutt et al., 2011; Fumagalli et al., 2009).

Propojeni mezi témito dvéma mechanizmy spoc¢iva v tom, ze protein pS3 reprimuje transkripci
SLC7A411, genu pro cystein-glutamatovy antiporter, coz ve vysledku vede ke sniZeni syntézy
glutationu — proteinu odstranujiciho ROS. SniZzené mnozstvi glutationu vede ke zvySené
senzitivit¢ bunek k ferroptdéze — typu bunééné smrti zplisobené peroxidaci lipidi v dusledku
zvySené koncentrace ROS (Dixon et al., 2012; Jiang et al., 2015; Li et al., 2020).
Role zvySeného mnozstvi hemu navic neni pouze v produkci ROS, ale i v represi SLC7A411,
coz umocni vySe popsany mechanizmus (Yang et al., 2016). Yang et al. (2016) prokézali,
Ze snizenim syntézy hemu navozenim nedostatku zeleza nebo zvySenim transportu hemu

z bunky, byla erytropoéza obnovena.

Pti deleci RPSI4 byla pozorovana deregulace vrozené imunitni signalizace projevujici
se zvysSenou hladinou proteinii S100a9 a S100a8. Jednd se o endogenni aktivatory Toll-like
receptoru 4 (TLR4), ktery mimo jiné aktivuje NF-kB signalizaci vedouci k produkci
prozanétlivych cytokint. Protein S100a8 se navic tcastni pozitivni regulace p53, jehoz zvysSené
hladiny v erytroidni linii vedou ke zvySené apoptdze a vzniku anémie (Kawai a Akira, 2007;

Schneider et al., 2016).

Mei et al. (2018) pozorovali u mysi s knockoutem genli pro miR-146a a mDial,
které se nachézeji v oblasti 5q, neefektivni erytropoézu a na véku zavislou anémii. U téchto

mysi se starnutim dochdzi v mikroprostiedi kostni diené ke zvySené sekreci prozanétlivych
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cytokinti interleukinu 6 (IL-6) a tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a). IL-6 zplsobuje
nartist ROS a néaslednou apoptézu prostiednictvim kaspazy 3. TNF-a vede k degradaci
transkripéniho faktoru GATAI1, ktery je nutny pro spravnou erytropoézu. Se zvySujicim
se vékem tak v disledku naruseného mikroprostiedi kostni dfen¢ nedochéazi k efektivni

erytropoéze (Mei et al., 2018).

2.5.1.2 miRNA-145 a miRNA-146a

Haploinsuficience RPSI14 vSak kromé& anémie nevysvétluje dalSi charakteristické rysy
izolované del(5q), jako trombocytézu, megakaryocytarni dysplazii, neutropenii ¢i klondlni
dominanci klonu s del(5q). MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici RNA, které snizuji
translaci svych cilovych mRNA (Mott a Mohr, 2015). Pti deleci 5q dochéazi ke znatelnému
snizeni exprese dvou miRNA: miR145 a miR146a. Jako cile téchto miRNA byly rozeznany
signalni molekuly TIRAP a TRAF®6, které jsou soucasti signalizace pomoci receptoric TLR.
Jejich hladiny byly v bunkach kostni diené¢ MDS pacienti oproti kontrolam zvySené.
ZvySena byla 1 hladina mRNA IL-6 (Starczynowski et al., 2010). IL-6 stimuluje proliferaci
megakaryocytli a tvorbu krevnich desticek (Kishimoto, 2005). Starczynowski et al. (2010)
potvrdili, Ze snizenim miR145 a miR146a dochazi diky zvySenému mnozstvi TRAF6
ke zvySeni hladiny IL-6, ¢imz dochazi k deregulaci tvorby krevnich desti¢ek a megakaryocyti.
Pii knockdownu miR145 a miR146a ¢i pti zvySeni exprese jejich cilovych proteinii byla
v mySich hematopoetickych kmenovych a progenitorovych buiikich (HSPC) opravdu
pozorovana trombocytdza, megakaryocytarni dysplézie i variabilni neutropenie (obr. 6)

(Starczynowski et al., 2010).

Jako dalsi cil miR146a byla ur¢ena kindza IRAK1, jejiz hladiny jsou podobné jako TRAF6
u MDS pacientl zvySené. IRAK1 a TRAF6 spolu interaguji, coz mimo jiné vede k aktivaci
NF-«B signalizace a k produkci prozanétlivych cytokini. To spolu s vySe popsanym zvySenim
hladiny IL-6 ukazuje na mozny vliv deregulace vrozené imunitni signalizace na patogenezi

MDS (Conze et al., 2008; Rhyasen et al., 2013; Taganov et al., 2006).

Mezi geny nachédzejicimi se na dlouhych ramenou chromosomu 5 1ze pozorovat i epistatické
interakce. Delece miR146a je u 80 % MDS pacientli ptitomna soucasn¢ s deleci genu 7/FAB.
TIFAB je protein snizujici stabilitu TRAF6 (Varney et al., 2015). Mysi s knockoutem téchto
gent vykazovaly vy$$i miru exprese TRAF6 nez mysi se samostatnym knockoutem miR146a

nebo TIFAB. U téchto mysi byl také pozorovan rychlejsi nastup leukopenie a Castéji u nich
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dochdzelo k selhani kostni dfené. To naznacuje kooperaci miR146a a TIFAB na snizovani
exprese TRAF6 (Varney et al., 2017). Mysi s knockoutem TTFAB vykazovaly vyssi citlivost
k signalizaci pfes TLR4. To dale ukazuje na vliv deregulace vrozené imunitni signalizace

na patogenezi MDS (Varney et al., 2015).
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Obr. 6: Schéma molekularni patogeneze delece distdlni CDR na dlouhych ramenou
chromosomu 5. Pievzato a upraveno podle Venugopal et al. (2021).

Jako dals$i cil miR145 byl identifikovan transkripéni faktor Flil (Kumar et al., 2011).
Megakaryo-erytroidni progenitorova bunka (MEP) je oligopotentni bunka, ze které
se diferencuji pod vlivem transkripcniho faktoru Flil megakaryocyty nebo pod vlivem
transkripcniho faktoru EKLF erytrocyty (Perry a Soreq, 2002). Neuwirtova et al. (2013)

prokézali, Ze u pacientil s 5q- syndromem jsou zvySené hladiny Flil mRNA. To by mohlo vést
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k posunuti diferenciace MEP smérem k megakaryocytiim, coz by vysvétlovalo i normalni
¢i zvysenou hladinu krevnich desti¢ek u pacientt s izolovanou del(5q). Mimo regulaci pomoci
miR 145 je exprese Flil dale zvySena diky IL-6, ktery je, jak je popsano vyse, deregulovany
deleci miR146a (Hodge et al., 2002). Tretim mechanismem zvySeni exprese Flil je pozitivni

zpétna smycka (Svenson et al., 2010).

Vysoké mnozstvi Flil poskytuje jedno z moznych vysvétleni pro to, pro¢ protein pS3 vyvolava
apoptozu pouze u erytroidnich bunék. Flil vazbou na promotor genu koédujiciho MDM2
zvySuje jeho expresi, ¢imZ nepfimo snizuje mnozstvi p53, a to pouze v megakaryocytickych
buiikach. V erytroidnich bunkéch je mnozstvi pS3 zvySené a tim zplsobend vysoka mira

apoptdzy vede ke vzniku anémie (Truong et al., 2005).

2.5.1.3 CSNKIAI

U pacienti s 5g- syndromem byla pozorovana snizend exprese CSNK1A1 genu, ktery se nachazi
v distdlni CDR chromosomu 5. Déle byla zaznamenana s tim spojend deregulace
Whnt signalizace (Boultwood et al., 2007). Wnt signalizace se podili na regulaci mnoha procest,
dulezitou roli mé zejména v regulaci bunécné proliferace. CSNK1A1 je tumor supresorovy gen,
kodujici kasein kindzu lo (CKla), kterd se ucastni kanonické Wnt signalizace.
CKla je dilezitou soucasti komplexu degradujiciho B-katenin. Tim zabranuje jeho presunu

do jadra, kde B-katenin reguluje transkripci cilovych gent (MacDonald et al., 2009).

Jiz diive bylo prokézano, Ze kindaza CKla je negativnim reguldtorem proteinu p53
(Huart et al., 2009). Homozygotni ztraita CSNKI1A1 vede v disledku akumulace p53 k rychlé
smrti bun¢k a k selhani kostni diené. Schneider et al. (2014) na mySich modelech ukazali,
ze haploinsuficience CSNK1A41 vede k akumulaci B-kateninu a naslednému zvySeni mnozstvi
a funkci HSC, a umoziuje tedy jejich expanzi. Heterozygotni ztrata CSNKIAI vedouci
k haploinsuficienci by tudiz mohla byt klicem k vysvétleni klondlni dominance del(5q)
(Schneider et al., 2014). Podobné nalezy u mysi s homozygotni nebo heterozygotni deleci APC,
genu kodujiciho dalsi slozku komplexu degradujiciho B-katenin, potvrzuji vliv deregulované

Whnt signalizace na patogenezi del(5q) (Luis et al., 2011; Qian et al., 2008; Wang et al., 2010).

Lietal. (2017) prokazali, Ze heterozygotni delece genu pro B-katenin u mys$i s haploinsuficienci
APC vedla k obnoveni sprdvné hematopoézy a zabranila expanzi bunck s deleci APC.

Pfi snizeni mnozstvi B-kateninu v lidskych primérnich buiikach kostni dien¢ s del(5q) doslo
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k jejich snizené proliferaci a snizenému piezivani. Tato data naznacuji, Ze by to mohl byt prave
B-katenin, ktery je slozkou Wnt signalizace zodpovédnou za zisk klonalni dominance bun¢k
s del(5q) a jejich obnovu. Snizeni jeho mnozstvi by mohlo byt potencidlné velmi dobrou

variantou 1écby pacientt s del(5q) (Li et al., 2017).

Uvedeny piehled se zabyva hlavnimi geny dilezitymi pro patogenezi del(5q), na niz se vSak
dale podili cela fada dal$ich gent jako napt. EGRI, SPARC, DIAPH, Cdc25C, PP2Aca, NPM1,
CTNNAI ¢i HSPA9 (Grisendi et al., 2005; Joslin et al., 2007; Keerthivasan et al., 2014;
Liu et al., 2017, 2007; Pellagatti et al., 2007; Wei et al., 2009).

2.5.1.4 Mutace gent lokalizovanych mimo znamé CDR

U 80-90 % pacienti s MDS byla detekovana >1 znama rekurentni mutace spojend s MDS
(Haferlach et al., 2014; Papaemmanuil et al., 2013). Nejcastéji se jedna o geny pro opravy
DNA, DNA metylaci, modifikace chromatinu, signalni transdukce, transkripcni faktory a RNA
odpovidalo jejich ndhodné kombinaci. Napiiklad mutace v genech pro RNA splicing se spolu

zpravidla nevyskytuji (Aleshin a Greenberg, 2018).
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Graf 2: Zastoupeni mutaci a genetickych zmén u pacienti s myelodysplastickymi syndromy.
Ptevzato a upraveno podle Bejar a Steensma (2014).

Jednim z nejcastéji mutovanych genti u MDS, a u nadorovych onemocnéni obecné, je TP53.

TP53 je gen kodujici protein pS53 nachazejici se na kratkych ramenou chromosomu 17.
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Jedna se o zndmy tumor supresorovy gen. Za fyziologickych podminek se jako transkripcni
faktor ucastni mnoha biologickych procesti jako jsou opravy DNA, regulace bunééného cyklu,
apoptoza Ci senescence. Reaguje na poskozeni DNA a diky této roli je také piezdivan jako

strazce genomu (Benchimol ef al., 1985; Hafner et al., 2019).

K inaktivaci genu TP53 je zapotiebi poskozeni jeho obou alel. Jedna se o tzv. Knudsonovu
teorii dvou zasahl. Prvni zasah spociva v mutaci tumor supresorového genu, pficemz se miize
jednat o mutaci vrozenou (germinalni) ¢i nové vzniklou (somatickou). Druhym zasahem miize

byt bud’ delece nebo ztrata heterozygozity (LOH) alely druhé (Knudson, 1971; Lipsick, 2020).

U MDS pacientli s mutaci 7P53 byla asi v 1/3 ptipadi pozorovana mutace pouze jedné alely
(monoalelickd mutace) a ve 2/3 ptipadii byly inaktivované alely obé. Poskozeni obou alel 7P53
je spojeno s Spatnou progndzou, vysokym rizikem transformace do AML a niz§im medidnem
preziti. Zaroven tito pacienti hiife odpovidaji na 1écbu lenalidomidem. U nemocnych
s monoalelickou mutaci nebyl ve srovnani s pacienty s obéma funkénimi alelami pozorovan
rozdil v pteziti, frekvenci progresi do AML ani v reakci na 1écbu. U téchto pacientl je vSak
zvySena pravdépodobnost vzniku bialelické inaktivace v disledku poSkozeni druhé alely
(Bejar et al., 2011; Bernard et al., 2020; Jadersten et al., 2011; Kulasekararaj et al., 2013;
Mallo et al., 2013; Saft et al., 2014).

Poskozeni obou alel 7P53 je aberaci pozorovanou pfevazné v dominantnim klonu a s mens$im
poctem dalSich somatickych mutaci. Oproti tomu monoalelickd mutace je ¢asto doprovazena

dal$imi mutacemi a vyskytuje se zejména v subklonech (Bernard et al., 2020).

K inaktivaci obou alel 7P53 miize dochazet n¢kolika riznymi mechanizmy. U pacientti s MDS
a komplexnimi karyotypy s del(5q) se mutace 7P53 Casto vyskytuje spolu s deleci kratkych
ramen chromosomu 17, na nichz se gen pro 7P53 nachéazi. Spole¢né se vyskytuji zhruba
v 70 % ptipadi. V takovém piipade se tedy jednd o kombinaci mutace jedné alely a delece alely
druhé. Tento ptipad byl pozorovan u 22 % pacientd s primdrnim MDS (Bernard et al., 2020;
Jasek et al., 2010; Sebaa et al., 2012).

Déle mizeme pozorovat homozygotni mutaci genu 7P53 bez zjevné aberace kratkych ramen
chromosomu 17. Tyto pfipady jsou vysvétlovany mechanizmem ziskané CN-LOH
(copy number neutral loss of heterozygosity). V takovém piipade nejcastéji dochazi k deleci
wild-type alely a k nésledné duplikaci mutované alely, ¢imz vznikd homozygotni mutace.

V tomto ptipad¢ tedy nedochézi ke ztraté¢ kopie genu. Timto zpisobem dochazi k bialelické
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inaktivaci u 21 % MDS pacienti (Bernard et al., 2020; Christiansen et al., 2001,
Jasek et al., 2010; Svobodova et al., 2016). Tietim dokumentovanym zptisobem jsou odlisné
mutace obou alel 7P53, bez delece ¢i LOH. Tento zpiisob byl pozorovan u 24 % MDS pacient
(Bernard et al., 2020).

Kromé samotné mutace hraje vyznamnou roli i jeji frekvence. Hodnota cut-off, kdy je
pozorovan rozdil v pfeziti pacientd s MDS s mutaci 7P53 a bez ni, byla stanovena na 6 %.
Pod tuto hodnotu je klon s mutaci 7P53 relativné stabilni (Belickova et al., 2016;
Jadersten et al., 2011; Sallman et al., 2016).

U MDS se mutace TP53 vyskytuje zhruba u 10 % pacienti. Mutace 7P53 jsou spojovany
s vysoce rizikovymi MDS a sekundarnimi AML s komplexnimi karyotypy (Fidler et al., 2004;
Milosevic et al., 2012; Sebaa et al., 2012). U pacientd s komplexnimi karyotypy a s mutaci
TP53 byla pozorovana doba pieziti zhruba o polovinu krat$i nez u pacientii s komplexnimi
karyotypy a nemutovanym 7P53 (Haase et al., 2019). Nékolik studii vSak dokazalo, Ze mutace
TP53 jsou cCast¢ 1 u skupiny pacientti s MDS s nizkym rizikem
(Bejar et al., 2011; Belickova et al., 2016; Jadersten et al., 2011; Kulasekararaj ef al., 2013;
Scharenberg et al., 2017).

Nejcastéji se mutace 7P53 vyskytuji u pacientt s del(5q). Kulasekararaj et al. (2013)
ji pozoroval u 19 % pacientl s izolovanou del(5q) a Belickova ef al. (2016) u 24 % pacientil
s MDS s nizkym rizikem a del(5q). V komplexnich karyotypech obsahujicich del(5q) byla
mutace pozorovana u 72 % pacientll (Kulasekararaj et al., 2013). Dlvod castého vyskytu
mutace 7P53 spolu s del(5q) neni zcela objasnén, nicméné protein p53 je kliCovym hracem
v molekulérni patogenezi del(5q). V ptipadé delece distalni CDR, dochazi k deleci genu RPS14,
jeho haploinsuficience zpiisobuje akumulaci p53 v erytroidni linii. Tim zplsobena vysoka
frekvence apoptozy vede k anémii. Inhibici p53 se podafilo obnovit spravnou hematopoézu
(Barlow et al., 2010; Dutt et al., 2011). Jelikoz jsou mutace 7P53 u MDS pacientl spojeny

s hor$i prognozou a odpovedi na 1éCbu, je jejich vcasna detekce zasadni.

2.5.2 Dalsi vlivy na patogenezi delece 5q

S patogenezi MDS je spojovana napiiklad i délka telomer a mikroprostfedi kostni dfené.
Telomery jsou u MDS pacientll vyrazné kratsi nez u zdravych lidi. Zkracovani telomer vede

ke zvySené genomové nestabilité, vzniku komplexnich karyotypli a zvySenému riziku
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transformace do AML. Vyjimku tvofi pacienti s monosomii chromosomu 7, ktefi maji telomery
oproti zdravym lidem naopak delsi (Hwang et al, 2016; Lange et al., 2010).
Autofi predpokladaji, Ze klon s monosomii chromosomu 7 mohl ziskat mutaci aktivujici
telomerazu ¢i alternativni prodluzovani telomer (ALT). Hor$i median preziti byl stanoven
u pacientl s vice nez 80 % buné€k se zkracenymi telomerami. Délka telomer navic u pacientl
s del(5q) souvisi s vaznosti cytopenii a délkou trvani onemocnéni. Mohlo by se tak
jednat o dalsi signifikantni prognosticky faktor (Beier et al., 2015; Hwang et al., 2016;
Lange et al., 2010; Sieglova et al., 2004).

Mikroprostiedi kostni diené je tvofeno fadou bunék podporujicich spravnou obnovu
a diferenciaci HSC. Patfi sem naptiklad osteoblasty, osteocyty, endotelidlni a perivaskularni
bunky (Galan-Diez et al., 2018). Pfi cileném poskozeni osteoprogenitorové buiiky u mysi
dochézelo k projeviim odpovidajicim MDS u lidi véetné transformace do leukémie. U zdravych
my$i s transplantovanymi HSC z této mutované linie se MDS neprojevilo. Autofi proto
vyvodili, ze prvni zména vedouci k rozvoji MDS by se mohla odehravat praveé v mikroprostiedi
kostni dfené¢ (Raaijmakers et al., 2010). Nasledujici studie potvrdily, Ze mutaci genu
pro B-katenin v osteoblastech, ktera vede k jeho zvySenému mnozstvi, dochdzi k rozvoji MDS
s rychlou progresi do AML. Zaroven byly pozorovany i rekurentni chromosomové aberace.
Zvysenim B-kateninu dochézi skrze jeho interakci s transkripénim faktorem FOXO1 ke zvySeni
exprese genu Jagged-1, jehoz produkt je ligandem receptoru Notch. Tim dochézi ke zvySeni
Notch signalizace v HSC progenitorové bunice a klonélni expanzi (Kode et al., 2014, 2016).
Jiné studie sv&dci spise pro to, ze poSkozend HSC reprogramuje své okolni prostfedi k sekreci
cytokinG a dalSich molekul, které ji umozni expanzi na tkor zdravych bunck
(Medyouf ef al., 2014). Nicméné je mozné, ze se v riznych piipadech uplatituje jeden nebo

druhy z téchto procesi.

2.6 Leécba

Doposud jedinym zptisobem vyléceni MDS ziistava alogenni transplantace kmenovych bunék
krvetvorby (ASCT). Dalsi zpiisoby terapie cili na zmirnéni projevi cytopenii, zvyseni kvality
Zivota a oddaleni progrese onemocnéni. Vybér terapie se odviji od rizika onemocnéni
stanoveného dle IPSS-R. Pacienti s niz§im rizikem jsou nejcastéji léeni pomoci faktort
stimulujicich erytropoézu (ESA) a imunomodulacni terapii lenalidomidem, ktery ucinkuje

hlavné u pacientti s del(5q) (Platzbecker, 2019; Steensma, 2018). K 1é¢bé trombocytopenie
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se taktéz vyuzivaji rustové faktory. V ptipad¢ nizké odpovédi na lenalidomid ¢i ristové faktory
se pristupuje k 1é¢bé hypometyla¢nimi faktory (HMA) nebo imunosupresivni terapii (IST).
Pacienti s vys$§im rizikem se d¢€li dle toho, zda jsou vhodnymi kandidaty pro ASCT, ¢i nikoliv.
Pacienti, ktefi nejsou vhodnymi kandidaty, jsou primarné IéCeni HMA (obr. 7)

(Platzbecker, 2019; Steensma, 2018).

Pacientlim ve vSech stupnich rizika je nasazovéna podplrna 1écba. Béznou strategii pro snizeni
symptomu spjatych s anémii a trombocytopenii jsou transfuze ¢ervenych krvinek a krevnich
desticek. S dlouhodobymi transfuzemi ¢ervenych krvinek je spojeno riziko zvysSené akumulace
zeleza, v jehoz dusledku dochéazi k tvorbé nadmérného mnozstvi ROS, které mulize vést
k poskozeni organi. V néckterych piipadech se proto dale nasazuje chelatacni 1écba.
V neposledni fad¢ se vyuZzivéa antibiotické a antimykotické 1écby k zabranéni bakteridlnim

a plistiovym infekcim (Platzbecker, 2019; Steensma, 2018).

Diagnéza MDS,
urceni IPSS/IPPS-R

< N

Nizké riziko Vysoké riziko
5g-syndrom Anémie bez Anémie bez Ostatni cytopenie Wik < 65 let Vak > 65 let
5q-, EPO < 500 5qg-, EPO = 500

V .JJ .J,

lenalidomid | ESA IST ST HSCT AZA

Podplrna lécha Podplrna lécba
Chelataéni lé¢ba || Chelata¢nilécba

Obr. 7: Postup volby vhodné 1é€by nemocnych s myelodysplastickymi syndromy.
EPO = endogenni erytropoetin, ESA = erytropoézu stimulujici faktory, IST = imunosupresivni
1é¢ba, HSCT = alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék, AZA = azacytidin.
Prevzato z Bélohlavkova (2021).

38



2.6.1 Lenalidomid

Jednou ze zakladnich moznosti 1écby pro pacienty s MDS s del(5q) v nizsich rizikovych
kategoriich je 1éCba imunomodula¢ni latkou lenalidomidem. Tato 1écba vede k nezavislosti
na transfuzich ¢ervenych krvinek u 2/3 pacientli a az u poloviny ke kompletni cytogenetické
remisi (List et al., 2006). Skupina Jonasova et al. (2018) zaznamenala nezéavislost na transfuzich
cervenych krvinek v odpovédi na 1éCbu lenalidomidem dokonce u 90 % pacientd.
Kromé¢ pacientii s del(5q) v nizSich rizikovych kategoriich byl pozitivni efekt lenalidomidu
pozorovan i u pacientll v nizsich rizikovych kategoriich bez del(5q) a u pacientli ve vyssich

rizikovych kategoriich s del(5q) (Adés et al., 2009; Santini ef al., 2016).

Lenalidomid byl schvélen jako vhodna 1é¢ba jiz v roce 2005, ptesny mechanizmus jeho u¢inku
vSak dlouho poté nebyl zcela znam. Specificky ucinek lenalidomidu na klon s del(5q) spociva
v inhibici fosfatdzy PP2Aca a Cdc25C, které reguluji G2M kontrolni bod.
PP2Aca defosforyluje Cde25C, coz umoziuje vstup builky do mitosy. Geny pro PP2Aca
1 Cdc25C se nachazi v proximdlni CDR a u pacientii s del(5q) jsou tedy haplodeficientni.
V disledku haploinsuficience PP2Aca a Cdc25C lenalidomid zplisobi zastaveni buné¢ného
cyklu a naslednou apoptoézu pouze v bunikach s del(5q), zatimco u buné€k bez del(5q) k apoptoze
nedochézi. Uginek lenalidomidu je tedy zavisly na efektu genové davky, ¢imz je zapiicinéna
cilend apoptdza bunck s del(5q). Pii sniZzeni exprese PP2Aca a Cdc25C mechanizmem RNA

interference u bunék bez del(5q) dochdzi ke zvySeni citlivosti na lenalidomid

(Margolis et al., 2006; Wei et al., 2009).

Wei et al. (2013) ukazali, ze lenalidomid dale stabilizuje MDM2. V dutsledku inhibice PP2Aca
dochazi k hyperfosforylaci serinovych zbytkli 166 a 186 na MDM2. Na MDM2 se potom nevazi
ribozomdlni proteiny, které v piipadé del(5q) zpasobuji jeho naslednou degradaci.
Takto dochdzi k obnoveni degradace p53 a naslednému obnoveni erytropoézy

(Wet et al., 2013).

Ptilisna exprese PP2Aca naopak vede k rezistenci na 1écbu lenalidomidem. V disledku toho
byla u pacientli rezistentnich vii¢i 1écb¢ lenalidomidem pozorovana i zvySena hladina p53.
Jeho cilenou supresi byla obnovena spravnd hematopoéza a pacienti na lenalidomid zacali

odpovidat (Caceres et al., 2013; Wei et al., 2013).
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Ttfetim principem U¢inku lenalidomidu je indukce ubikvitinaci kinazy CKlao.
Lenalidomid se vaze na protein CRBN, ktery slouzi jako adaptorovy protein E3 ubikvintin
lighzy CRL4RBEN 4 tak méni substratovou specifitu CRL4REN, CRL4REN ybikvitinuje kinazu
CKla, coz vede k jeji degradaci v proteasomu. Snizené mnozstvi CK 1o negativné ovlivituje
buiky s del(5q), u nichz je mnozstvi CKla v dasledku delece jiz snizené, pfi¢emz normalni
bunky zlstavaji neposkozeny. V disledku snizeného mnozstvi CKla dochéazi ke zvyseni

hladiny p53, zastaveni bunééného cyklu a apoptéoze pouze u bunck s del(5q)

(Kronke et al., 2015).

Stejnym mechanizmem dochézi ke sniZeni hladiny proteinu IKZF1. V dasledku jeho snizeného
mnozstvi dochazi ke zvySeni exprese genu pro receptor GPR68, ktery se uplatiiuje
v metabolismu vapniku. Jeho zvysena exprese vede ke zvySeni mnozstvi vapniku v cytosolu
a nasledné aktivaci protedzy CAPNI1, coz umozni apoptoézu. Specifickd senzitivita k takto
indukované apoptoze klonu s del(5q) je zfejmée zplsobena deleci genu pro inhibitor proteazy

CAPNI, ktery se v oblasti del(5q) nachazi (Fang et al., 2016; Kronke et al., 2015).

Zatimco bunky s del(5q) na zvySené mnozstvi vapniku odpovidaji apoptézou, u T bunék toto
zvyseni vede ke zvySeni jejich aktivity (Trebak a Kinet, 2019). Aktivace imunitniho systému
je klicova pro rozeznani a eliminaci nddorovych bunék. Dal$im mechanismem ucinku
lenalidomidu je tudiZz stimulace T bunék. Kromé& interakce mezi antigenem na antigen
prezentujicich buiikkach (APC) s receptorem na T bunkéach je zapotfebi interakce mezi
molekulou B7 na APC a receptorem CD28 na T bunkach (Schildberg et al., 2016). Lenalidomid
zpisobuje fosforylaci tyrosinu CD28, coz posili signalizaci skrze tento receptor. To vede
ke zvyseni sekrece interferonu-y (IFN-y) a interleukinu 2 (IL-2). ZvySend sekrece [FN-y a IL-2
zpusobi zvySenou proliferaci T bun€k a zvySenou aktivitu NK bun¢k (Corral et al., 1999;

Gorgiin et al., 2010; LeBlanc ef al., 2004).
Lenalidomid navic inhibuje sekreci prozanétlivych cytokini IL-6, TNF-a, IL-1, IL-12

by tak navrch mohl spocivat i v korekci patologického mikroprostiedi kostni diené.

V neposledni fad¢é jsou dalSi dulezitou charakteristikou lenalidomidu jeho antiangiogenni
ucinky. U pacientii s MDS je, stejné jako u jinych nadorovych onemocnéni, neoangiogeneze
zvysena. K tvorbé krevnich cév je zapotiebi faktoru VEGF, jehoz mnozstvi je u pacientii s MDS

zvysené (Aguayo et al., 2000), stejné jako mnozstvi jeho receptoru VEGF-R
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(Cortelezzi et al., 2005; Kotla et al., 2009). Po 1é¢b¢ lenalidomidem byla u pacientd s MDS
pozorovana snizena vaskularita v kostni dieni, ktera znaci pokles v angiogenezi. Toto snizeni
nicméné nespocivalo ve snizeni exprese VEGF ¢i VEGF-R a ucinek lenalidomidu se zfejmé
tyka slozek signalizacni kaskady nachazejicich se downstream od VEGF (Dredge et al., 2005;
Lu et al., 2009).

2.6.2 Azacytidin

Primérni 1écbou pro MDS pacienty s vysokym rizikem, ktefi nejsou vhodnymi kandidaty
pro ASCT, jsou HMA. V CR se jednd zejména o azacytidin (AZA), ktery na rozdil
od lenalidomidu tcinkuje stejné na klony s riznymi cytogenetickymi aberacemi a komplexnimi
karyotypy. Mechanizmus tc¢inku 1é¢by azacytidinem neni doposud zcela objasnén, coz zté¢zuje
uréeni specifickych znakt u pacientt, ktefi na 1é¢bu budou odpovidat. Azacytidin ma nicméné
pleiotropni funkci a mimo hypometyla¢nich uc¢inkli méa 1 imunomodulac¢ni efekt

(Bontkes et al., 2012; Cervinek, 2015; Steensma, 2018).

Na 1é¢bu azacytidinem odpovida pouze zhruba polovina pacientl. U téchto nemocnych byl
pozorovan prodlouzeny median pieziti z 15 na 24 mésict. Jedna se vSak o 1é¢bu s pfechodnym
ucinkem, jelikoz azacytidin neodstrani patologickou hematopoetickou buniku. Neodvratitelné
tak nastdva relaps onemocnéni a medidn efektu l1éCby se pohybuje okolo jednoho roku.
Relaps znamena Spatnou prognoédzu, s medidnem pieziti pouze 6 mésicl. Ve vyvoji je vsak
nekolik novych 1é€iv, jako guadecitabin, stejné jako nové kombinace jiz existujicich 1é€iv

(Bewersdorf a Zeidan, 2020; Saygin a Carraway, 2021).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo studovat vliv rozsahu delece dlouhych ramen
chromosomu 5 na prognézu pacientii s myelodysplastickymi syndromy. Analyza probihala

pomoci metod klasické a molekularni cytogenetiky.

Specifické cile:

e S vyuzitim kombinace cytogenomickych metod studovat nebalancované aberace

chromosomu 5 v diagnostickych vzorcich u pacienti s myelodysplastickymi syndromy.

e Porovnat rozsah deletovaného segmentu ve skupinach nemocnych s izolovanou deleci

a s komplexnimi karyotypy.

e Posoudit vliv rozsahu del(5q) na prognézu pacienti s myelodysplastickymi syndromy.
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4 Material

4.1 Soubor pacientil

Od 1. 10. 2018 do 28. 2. 2021 jsme v Centru nadorové cytogenomiky Ustavu lékaiské
biochemie a laboratorni diagnostiky, VSeobecné fakultni nemocnice a 1.LF UK v Praze
a cytogenetické laboratofi Ustavu hematologie a krevni transfuze vysetiili 88 vzorkt kostni
dfen¢ nové diagnostikovanych pacienti s del(5q) detekovanou metodou konvenéniho
G-pruhovéni. Jednalo se o 56 zen (63,6 %) a 32 muzl (36,4 %) s medidnem véku v dobé&
stanoveni diagnézy 75 let (rozmezi 42 az 95,4 let) (ptiloha 1). U 79 pacientt (89,8 %) bylo
diagnostikovano primarni MDS nebo AML se zménami typickymi pro MDS
(MDS-related changes), devét pacientti (10,2 %) mélo sekundarnim MDS.

Vzorky kostni dien€ vSech pacientil jsme vysSetfili klasickou cytogenetickou analyzou a deleci
oblasti 5931 a velikost patologického klonu jsme nésledné ovéfili metodou interfazni
fluorescenéni in situ hybridizace (I-FISH). Komplexni karyotypy jsme analyzovali metodou
mnohobarevné FISH (mFISH). K pfesnému urceni zlomovych mist na piestavénych
chromosomech a rozsahu delece 5q jsme pouzili metodu mnohobarevného pruhovani
s vysokym rozliSenim (mBAND). U vybranych nemocnych jsme rozsah delece upfesnili

metodou komparativni genomové hybridizace na mikrocipech (aCGH).

4.2 Pouzite chemikalie a roztoky

4.2.1 Chemikalie

Odbér, kultivace a zpracovani vzorki kostni diené:
* Heparin
+ PBS

*  MarrowGrow medium

+  Kolcemid

« 0,075 M KCl
« dHO
*  Metanol

» Kyselina octova
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Barveni preparati:

0,2 N HCI

2x SSC
Wrightovo barvivo
Na,HPOs4 - 2 H,O
KH>POq4

dH,O

I-FISH:

20 x SSC
EtOH absolutni
dH,O
Rubbercement
Antifade/DAPI
NP-40

Imerzni olej

mFISH, mBAND:

20 x SSC
EtOH absolutni
dH.O
Rubbercement
NaOH
Antifade/DAPI
Tween 20

Imerzni olej

aCGH/SNP:

1 x PBS
Proteinaza K
AL pufr

EtOH absolutni
AWI1 pufr
AW?2 pufr

AE pufr
Agaroza

1 x TAE pufr
GelRed
GeneRuler DNA Ladder
Nanaseci pufr
dH.O
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ddH>O

Referencni genomova DNA

10 x reakéni pufr (pro restrikéni enzymy)
BSA

Alul

RSA T

Random primer

5 x reakéni pufr (pro znacici polymerazu)
dNTP

Cy-3

Cy-5

Exo-Klenowiv fragment

TE pufr

Cot-1 DNA

10 x CGH blokujici agent

HI-RPM hybridiza¢niho pufr

Roztoky

Odbérové médium (400 ml PBS; 4,8 ml heparinu)

Fixaéni roztok (metanol a kyselina octova, v pomeéru 3:1)

Hypotonicky roztok (0,075M KCl: 2,796 g KCI; 500 ml redestilované H>0)
Roztok A (5,34 g Na;HPO4 - 2 H>O; 500 ml redestilované H>O)

Roztok B (4,05 g KH2PO4; 500 ml redestilované H>0)

Sorenstv pufr (roztok A a roztok B, v poméru 1:1)

Barvici roztok (2,5 g Wrightova barviva; 1000 ml methanolu)

70% EtOH (700 ml EtOH; 300 ml redestilované H>O)

85% EtOH (850 ml EtOH; 150 ml redestilované H>0)

96% EtOH (960 ml EtOH; 40 ml redestilované H>O)

0,1 x SSC (2,5 ml 20 x SSC; 497,5 ml redestilované H>O)

0,4 x SSC (10 ml 20 x SSC; 490 ml redestilované H>O)

2 x SSC (50 ml 20 x SSC; 450 ml redestilované H>O)

0,4 x SSC/0,3% NP-40 (10 ml 20 x SSC; 488,5 ml redestilované H>O; 1,5 ml NP-40)
2 x SSC/0,1% NP-40 (50 ml 20 x SSC; 449,5 ml redestilované H,O; 0,5 ml NP-40)
2 x SSC/0,05% Tween 20 (50 ml 20 x SSC; 449,75 ml redestilované H>O; 0,25 ml
Tween 20)

0,07 M NaOH (1,4 g NaOH; 500 ml redestilované¢ H>O)

1% agardzovy gel (0,9 g agardzy, 90 ml 1 x TAE pufru, 9 pl GelRed)
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4.3 Ostatni material

4.3.1 DNA sondy

Pro detekci nejCastéjsich a prognosticky nejvyznamnéjsich aberaci u MDS metodou I-FISH

jsme pouzili panel lokus-specifickych (LSI) a centromerickych (CEP) DNA sond od firem

Abbott (USA) a MetaSystems (Némecko) (tab. 6, obr. 8).

Nazev DNA sondy Cilova oblast Vyrobce
XL 5q31/5q33/5p15 5931, 5933, 5pl15 MetaSystems
XL del(20q) plus 20q12-13.1 MetaSystems
Vysis LSI D7S486 SpectrumOrange/
CEP 7 Spectrum Green 7931, centromera chromosomu 7  Abbott
Vysis CEP 8 SpectrumOrange Centromera chromosomu 8 Abbott
Vysis CEP 9 SpectrumGreen Centromera chromosomu 9 Abbott
Tab. 6: Pfehled DNA sond zahrnutych v MDS panelu.
5p15.2-153 5q31.2 5q32-33.1
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Obr. 8: Schéma lokus-specifické fluorescencni sondy XL 5q31/5q33/5p15 (MetaSystems).
Ptevzato a upraveno podle https://metasystems-probes.com/en/probes/x1/d-5081-100-tc/.

Pro analyzu rozsahu del(5q) metodou mBAND jsme pouzili DNA sondu XCyte 5 od firmy

MetaSystems (obr. 9). Pro analyzu komplexnich karyotypt metodou mFISH jsme pouzili DNA

sondu 24X Cyte (MetaSystems).
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Obr. 9: Schéma sondy mBAND pro chromosom 5.
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5 Metody

5.1 Konvenéni cytogeneticka analyza

Konvencni cytogeneticka analyza bun¢k kostni dfené je jednim ze zékladnich laboratornich
vysetieni pii stanoveni diagndézy MDS. Vysetieni karyotypu slouzi ke stanoveni diagnozy,

upiesnéni progndzy, urceni klonality a k v€asnému zachytu relapsu onemocnéni.

5.1.1 Odbér vzorku

Vzorky kostni dfen¢ byly odebirdny do specidlnich uzaviratelnych odbérovych zkumavek
s odbérovym médiem, které obsahovalo PBS a heparin. Pro analyzu je potieba minimalné¢ 1 ml
kostni dfen&. Vzorky jsme centrifugovali 5 minut pii 2000 rpm. Tim se oddé€lily leukocyty
do samostatné vrstvy, kterou jsme ve sterilnim boxu odebrali do pfedem pfipravené zkumavky

s 5 ml kultivaéniho média.

5.1.2 Kultivace buné¢k a zpracovani bunéénych kultur

Buniky kostni dfené jsme kultivovali v kultivaénim médiu po dobu 24 hodin v termostatu
s 5% COz pti teploté 37 °C. Po kultivaci jsme bunécéné déleni zastavili tak, ze jsme ke vzorkiim
pridali 100 pl kolcemidu. Kolcemid je vieténkovy jed, ktery narusuje délici vieténko,

¢imz zastavuje bunééné déleni ve stadiu metafaze.

Nasledné jsme kulturu pievedli do centrifugacnich zkumavek a vlozili do sklizeciho
automatu  HANABI-PII Plus Metaphase Chromosome Harvester (ADS Biotec, USA).
Hladiny ve zkumavkach jsme dorovnali kultivaénim médiem do maximalniho objemu 6 ml.
V automatu probihala kultivace s kolcemidem po dobu 1 hodiny. Nésledné¢ probihala
centrifugace a po odsati supernatantu bylo k sedimentu pfidano 5 ml hypotonického roztoku
(0,075M KCl). Inkubace probihala po dobu 20 minut. Pisobenim hypotonického roztoku doslo
ke zvétSeni objemu bunck a ke ztenceni a naslednému popraskdni bunécnych membran,
¢imz se uvolnil geneticky material. Po dalsi centrifugaci bylo k sedimentu ptfidano 5 ml smési
hypotonického a fixacniho roztoku (metanol a kyselina octova v poméru 3:1).
Inkubace probihala 5 minut a po ni nasledovala dalSi centrifugace, odsati supernatantu

a opétovné piidani 5 ml fixa¢niho roztoku na dobu 5 minut. Proces fixace a nasledné
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centrifugace byl opakovan celkem pétkrat pro uplné odmyti zbytkii membran, cytoplazmy
a hemoglobinu. Takto zpracované bunééné kultury jsme uchovavali v lednici do dal$iho dne

v teplotnim rozmezi 4-7 °C.

Nasledujici den jsme vzorky opét centrifugovali 5 minut pii 2000 rpm, odebrali vétsi cast
supernatantu a zbytek jsme promichali s peletou. Vzorky jsme doplnili fixaénim
roztokem - pfidané mnozstvi se fidilo bunécnosti suspenze. Vysledkem byla suspenze
opaleskujici barvy. Suspenzi jsme nakapali na podlozni skla pomoci piistroje HANABI PVI
Metaphase Spreader (ADS Biotec). Ten zajiStuje optimalni a stadlé podminky prostiedi
(teplota, vlhkost) pro idealni rozlozeni chromosomti v metafazich. Na kazdé podlozni sklo

jsme nakapali 100 pl pfipravené suspenze a nechali v pfistroji susit.

Optimalni hustotu jader a mnozstvi metafazi na preparatu jsme zkontrolovali ve svételném
mikroskopu. V pfipadé, Ze byla hustota jader prili§ vysokd, nafedili jsme suspenzi piidanim
fixatniho roztoku. V pfipad€, Ze hustota jader byla naopak pfili§ nizka, koncentrovali
jsme suspenzi centrifugaci a odebranim C€asti supernatantu. Pfed dal§im zpracovdnim jsme
preparaty uchovavali cca 1 tyden v krabicich pii pokojové teplote, aby dostateéné vyschly.
Nespotfebovana bunécnd suspenze se uchovavda v mrazicim boxu pifi teplotach

-15az-30 °C.

5.1.3 Barveni preparati

Preparaty jsme barvili cca tyden po nakapani. Pokud se jednalo o akutni ptipad, ostarsili jsme
Cerstve nakapana skla 20 minut na histologické plotynce vyhtaté na 70 °C. Skla jsme nasledné
vlozili do kyvety s 0,2 N roztokem HCI na 5 minut. Poté jsme skla pfendali na 20 minut

do kyvety s 2xSCC, ptredehtaté ve vodni 14zni na 60 °C.

Kazdé¢ z takto pfipravenych skel jsme barvili smési 3 ml Sorensenova pufru a 1 ml Wrightova
barviva po dobu mezi 30 vtefinami a 5 minutami, dle U¢innosti plsobeni barviva.
Po stanoveném case jsme barvivo ze skla slili a sklo jsme oplachli v nadobé s ¢istou vodou.
Po zaschnuti jsme zkontrolovali kvalitu barveni ve svételném mikroskopu. Pokud byla skla
obarvena spravn¢, uchovavali jsme je v krabici pfi pokojové teploté. Byla-li skla obarvena
nedostatecné, opakovali jsme predchozi krok a prodlouzili jsme cas barveni.

Ptebarvené preparaty jsme odbarvili a znovu provedli barveni pti kratSim Case.
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5.1.4 Mikroskopicka analyza a sestaveni karyotypu

U kazdého vzorku jsme hodnotili alespoit 20 metafdzi, pokud byly na preparatu pfitomny.
Vybrané Ctyfi mitosy jsme nasnimali pii zvétSeni 1000x. Pomoci specialniho pocitacovém
programu Ikaros (MetaSystems) jsme nasnimané mitosy upravili dle potfeby a skladali
jsme karyotyp. V ptipadé, ze na preparatech bylo méné nez 20 mitos, ovétili jsme vzdy nélez
metodou fluorescenéni in situ hybridizace s vyuzitim specifického panelu DNA sond

pro nejcastéjsi a prognosticky nejvyznamné;jsi aberace u MDS.

5.2 I-FISH

5.2.1 Princip metody

Metodu interfazni FISH (I-FISH) jsme vyuzivali k ovéfeni nalezu klasické cytogenetické
analyzy a k ur¢eni velikosti patologického klonu. Metoda je zalozenéd na komplementarni vazbé
fluorescenéné znacené DNA sondy k vySetfovanému useku DNA. V prvnim kroku dochazi
diky zvySené teplot¢ k denaturaci DNA sondy i vySettované DNA chromosomu
fixovanych na mikroskopickém prepardtu. Naslednym sniZenim teploty se DNA sonda
vaze ke komplementdrnimu useku na chromosomech a probiha tzv. hybridizace.
Fluorescencni signdl jsme nasledné¢ vyhodnocovali ve fluorescenénim mikroskopu.
Hodnotili jsme pocet signélii, znacici duplikaci ¢i deleci cilové oblasti, a procentudlni

zastoupeni patologickych jader a mitos.

5.2.2 Laboratorni postup

Preparaty pro FISH analyzu jsme nakapali den pfed samotnou hybridizaci. Pomoci pfistroje
HANABI PVI Metaphase Spreader (ADS Biotec) jsme na podlozni skla nakapali 100 pl
suspenze a prepardty jsme nechali oschnout pii pokojové teploté. Do druhého dne jsme
preparaty uchovavali v pokojové teploté. Nasledujici den jsme skla dali do kyvety s 2xSCC
predehtaté ve vodni lazni na 38 °C a inkubovali je 20 minut. Nésledné jsme skla dehydratovali
po 2 minutach ve vzestupné alkoholové fadé (70%, 85% a 96% etanol). Poté jsme skla nechali

na vzduchu uschnout.

Hybridiza¢ni sondy jsme uchovévali v mrazéku pfi teploté -20 °C. K analyze pacientti s MDS

jsme pouzili komercné pripravované lokus-specifické a centromerické DNA sondy od firem
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MetaSystems a Abbott Vysis, tzv. MDS panel (tab. 6). Sondy jsme pfipravili podle pokynt
vyrobce. Sondy Abbott Vysis bylo pfed hybridizaci nutno smichat s pufrem Vysis CEP
Hybridization Buffer ¢i LSI/WCP Hybridization Buffer (dle pouzité sondy) a redestilovanou
vodou (0,5 ul DNA sondy, 7 ul pufru, 2 pl redestilované vody). Sondy od firmy MetaSystem
jsou jiz natedéné. Fluorescencné znacené sondy jsou fotosenzitivni, a proto je uchovavame
ve tm¢. Pristupu svétla zabraitujeme i u preparati s nakapanou sondou. Pied pouzitim sondy

jsme ji vzdy dikladné protiepali na vortexu a kratce stocili v mikrocentrifuze.

Na kryci skla o velikosti 22x22 mm na histologické plotné vyhtaté na 42 °C jsme nakapali
vyrobcem urcené mnozstvi hybridizaéni smési (sondy Abott Vysis 9,5 pl a sondy
MetaSystems 10 pl), priklopili jsme podloznim sklem a vytlacili ptipadné vzduchové bubliny.
Pozici kryciho skla jsme oznacili z obou stran na podloznim skle diamantovym popisovacem,
coz zjednodusilo krok vyhodnoceni. Kryci sklo jsme oblepili rubbercementem, coz zabranilo

vyschnuti hybridiza¢ni smési béhem nasledujicich krokd.

Takto piipravené preparaty jsme vlozili do automatického hybridiza¢niho bloku ThermoBrite
(Abbott), ve kterém byly pfedem umistény navlhéené buni¢inové prouzky pro udrzeni
pozadované vlhkosti. Nasledna denaturace a hybridizace probihala automaticky podle
piislugného predem nastaveného programu. Cas a teplota denaturace sond MetaSystems
byly 2 minuty p¥i 75 °C a néasledna hybridizace probihala pies noc pii 37 °C. Cas a teplota
denaturace sond Abbott Vysis byly 2 minuty pfi 73 °C, hybridizace probihala pies noc
pti 42 °C.

Druhy den jsme z preparat odstranili rubbercement a kryci skla. Nenavazanou DNA sondu
a zbytky hybridiza¢ni smési jsme odmyli v sérii mycich roztoki pomoci automatu VP 2000
Processor (Abbott). V piistroji byly preparaty inkubovany 2 minuty pii teploté 73 °C v roztoku
0,4xSSC/0,3% NP-40. Déle byly na 1 minutu pieneseny do kyvety s roztokem
2xSSC/0,1% NP-40 pti pokojové teplote, a poté postupné do kyvet s 70%, 85% a 96% etanolem

vzdy po 2 minutéch.

Po odmyti jsme nechali preparaty ve tmé& uschnout. Po oschnuti jsme na né na ptredehraté
plotynce nanesli 25 pl smési Antifadu s DAPI a pfikryli velkym krycim sklem (22x60 mm).
DAPI je fluorescencni barvivo slouzici k vizualizaci chromosomi. Antifade stabilizuje

fluorescenci. Ze skel jsme pomoci buniCiny odstranili pfebytecnou Antifade/DAPI sm¢s.
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Skla jsme ulozili do tmavych desek a kratce uchovéavali v mrazicim boxu. Nasledn¢ jsme
preparaty vyhodnocovali pomoci fluorescencniho mikroskopu Axio Imager 2
(Zeiss, Némecko). Piitomnost signalu jsme hodnotili v pfisluSném optickém filtru
odpovidajicim pouzitému fluorescencnimu znaceni dané sondy. Analyzu vzdy provadéli
alesponn dva nezavisli hodnotitelé. Hodnotili jsme celkem alespon 10-20 mitos
(pokud byly na preparatu ptitomny) a 200 interfaznich jader za pomoci imerzniho objektivu
se zvétSenim 60x. Piipadné aberace jsme snimali pomoci chlazené CCD kamery a upravili
pomoci specidlniho softwaru pro pocitacovou analyzu obrazu ISIS (MetaSystems). Po analyze

skla dlouhodob¢ uchovavame v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

5.3 mFISH, mBAND

5.3.1 Princip metody

Metoda mnohobarevné FISH (mFISH) a mnohobarevného pruhovani (mBAND) jsou stejné
jako vyse popsana metoda I-FISH zaloZeny na principu komplementérni vazby fluorescencné
znacené DNA sondy a cilové oblasti vySettované DNA. V piipadé metody mFISH jsou
v hybridiza¢ni smési obsazeny celochromosomové sondy pro vSech 22 pard autosomii a dva
pohlavni chromosomy. Sondy jsou znafeny péti riznymi fluorochromy, jejichZ kombinace
od sebe umozZiluje barevné odlisit vSechny chromosomy v karyotypu. Metoda mBAND
je zalozena na pouziti specifickych sond pro oblasti v rdmci jednoho chromosomu.
DNA pro ptipravu mBAND sond se ziskava nejCastéji mikrodisekci konkrétniho chromosomu
pfimo z cytogenetického preparatu. Takto ziskand DNA je nastépena na nékolik fragmentt,
které se vzajemné piekryvaji, a amplifikovana. Jednotlivé amplifikované fragmenty
jsou nasledné opét znaceny péti riznymi fluorochromy. Diky tomu, Ze se jednotlivé fragmenty
piekryvaji, vznikd dostatecny pocet barevnych kombinaci a na obarveném chromosomu
tak vznikaji specifické barevné pruhy. Obraz z fluorescenéniho mikroskopu je sniman CCD
kamerou a dale zpracovavan specidlnim softwarem pro pocitacovou analyzu obrazu ISIS
(MetaSystems), ktery na zdklad¢€ intenzity fluorescen¢nich signalli pfifadi jednotlivym

chromosomiim ¢i chromosomovym pruhiim tzv. pseudobarvy.
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5.3.2 Laboratorni postup

Metoda mFISH a mBAND maji stejny pracovni protokol a 1i§i se pouze typem pouzit¢é DNA
sondy. Preparaty jsme na 30 minut vlozili do kyvety s roztokem 2xSCC ptedehiatym na 70 °C.
Nasledn¢ jsme je ve stejné kyveté nechali dalSich 30 minut pii pokojové teploté. Poté jsme
preparaty na 1 minutu pfenesli do roztoku 0,1xSSC pii pokojové teploté, a nasledné
je denaturovali 1 minutu v roztoku 0,07 M NaOH pfi pokojové teplot¢ a dale inkubovali
I minutu v 0,1xSSC vychlazeném na 4 °C a 1 minutu v 2xSSC vychlazeném na 4 °C. Pot¢ jsme
skla dehydratovali ve vzestupné alkoholové tadeé (70%, 96% a 100% etanol) po 1 minuté
v kazdé koncentraci. Po dehydrataci jsme preparaty nechali uschnout pii pokojové teploté

ve tmé.

Ptenesli jsme 10 ul sondy do mikrozkumavky a denaturovali ve vodni lazni vyhtaté na 75 °C
po dobu 5 minut. Poté jsme ji prudce ochladili 1 minutu na ledu. Nasledné jsme inkubovali
30 minut pii teploté 37 °C. Pfed nanesenim na preparaty jsme hybridizacni smés dikladné
protiepali a sto€ili. Denaturovanou hybridizacni smés jsme nanéseli na kryci sklo o velikosti
22x22 mm umisténé na histologické plotn€ vyhiaté na 42 °C a nésledné ptiklopili podloZznim
sklem. Diamantovym popisovac¢em jsme oznacili pozici nanesené sondy na podloznim skle
a kryci sklo jsme oblepili rubbercementem. Hybridizace probihala ve vlhké komtrce 1-2 dny

v termostatu vyhifatém na 37 °C.

Po hybridizaci jsme z preparati odstranili rubbercement a kryci skla. Preparaty jsme odmyli
v sérii mycich roztoktl. Preparaty jsme vlozili do kyvety s roztokem 0,4xSSC pii teploté 72 °C
anechali inkubovat 2 minuty. Poté jsme preparaty inkubovali 30 vtefin v roztoku 2xSSC/0,05%

Tween 20. Preparaty jsme oplachli redestilovanou vodou a nechali ve tmé¢ uschnout.

Na predehiaté plotynce jsme nanaSeli 25 ul smési DAPI/Antifade a prekryli velkym krycim
sklem (22x60 mm). Preparaty jsme ulozili do tmavych desek a uchovavali je v mrazicim boxu
pfi -20 °C. Nasledné jsme obraz snimali pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Axio Imager 2

(Zeiss) a CCD kamerou a hodnotili softwarem pro analyzu obrazu ISIS (MetaSystems).
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5.4 aCGH

5.4.1 Princip metody

Princip metody komparativni genomové hybridizace na mikrocipech (aCGH) spociva
v kompetitivni hybridizaci referen¢ni a vySettované DNA k fragmentim genomu umisténym
na mikro¢ipu. Referen¢ni a vySetfovana DNA jsou znaleny odliSnymi fluorochromy.
Po hybridizaci je mikro€ip snimén specidlnim skenerem, ktery vyhodnocuje intenzitu obou
fluorochromit v jednotlivych bodech. Vyhodnoceni spocivd v porovnani intenzit
fluorescencéniho signalu vysetfované DNA a referencniho genomu. ZvySeni ¢i snizeni intenzity
fluorescence vySettované DNA v porovnani s referenénim genomem znaci duplikaci ¢i deleci.
Nékteré¢ mikrocipy kombinuji aCGH a tzn. SNP array (single nucleotide polymorphism).
Diky takové kombinaci je mozné detekovat jednonukleotidové polymorfismy, coz umoziuje
1 detekci oblasti se ztratou heterozygozity bez ztraty kopii DNA sekvenci (CN-LOH),

tzv. uniparentdlnich disomii (UPD).

5.4.2 Laboratorni postup

DNA jsme izolovali z fixovanych bun€k kostni dfené pomoci kitu QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Némecko). Pii 12000 rpm jsme centrifugovali 200 pl bunééné suspenze,
supernatant jsme odstranili a peletu resuspendovali v 200 pul 1xPBS. K vzorku jsem pftidali

20 pl proteindzy K a 200 pl AL pufru a nasledné jej inkubovali 10 minut pii 56 °C.

Ke vzorku jsme dale ptidali 200 ul 100% EtOH a pienesli jej na sterilni kolonku, ve které jsme
1 minutu centrifugovali pfi 6000 g. Pfidali jsme 500 pl AW1 pufru a opét centrifugovali
1 minutu pti 6000 g. Dale jsme ptidali 500 ul AW2 pufru a centrifugovali 3 minuty pfi 20000
g anasledné 1 minutu pii 20000 g na sucho. Dal§im krokem byla eluce do ¢isté mikrozkumavky
pomoci 55 ul AE pufru a néslednd inkubace po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci

jsme opét centrifugovali 1 minutu pi1 6000 g.

Koncentraci a Cdistotu ziskané DNA jsme ovéfili pomoci pfistroje NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific, USA). K ovéfeni kvality DNA jsme vyuzili gelovou elektroforézu.
Na 1% agardzovy gel jsme nanesli 80 ng vzorku smichaného s nanasecim pufrem. Elektroforéza

probihala pfi napéti 5V/cm.
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Mnozstvi DNA potfebné pro analyzu pomoci aCGH na mikro¢ipu o formatu 4x180K
je 1000 ng. Stejné mnozstvi je potiebné pro analyzovany vzorek i pro referenéni DNA.
Vzorek DNA jsme doplnili destilovanou vodou na objem 20,2 ul. Prvnim krokem bylo
restrik¢ni Stépeni. Nejprve jsme si pfipravili Master Mix, ktery se skladal z 2 ul ddH»O,
2,6 ul 10x reakéniho pufru (pro restrikéni enzymy), 0,2 pul BSA, 0,5 ul restriktazy Alu 1
a 0,5 pl restriktdzy Rsa I (mnozstvi na jeden vzorek). Na ledu jsme pfidali 5,8 pl Master Mixu
do kazdé zkumavky. Nechali jsme inkubovat 2 hodiny pii 37 °C a nasledné 20 minut pii 65 °C.

Poté jsme zchladili v lednici minimaln€ po dobu 5 minut.

Nasledné jsme si ovétili vysledek sté€peni pomoci gelové elektroforézy. Na 1% agardzovy gel
jsme nanesli 2 pl vzorku smichaného s nandsecim pufrem. Elektroforéza probihala 5 minut

pii napéti 50 V a poté 50 minut pii napéti 90 V.

Pro znaceni DNA jsme ptidali 5 pl random primeru do kazdého vzorku a inkubovali jsme
3 minuty pii 98 °C. DalSich 5 minut jsme inkubovali na ledu. Pfipravili jsme
si Master Mix: 2 pl ddH20O, 10 pl 5 x reakéni pufr (pro znacici polymerazu), 5 pul dNTP,
3 ul Cy-3 (vzorek)/Cy-5 (referencni DNA), 1 ul Exo-Klenowova fragmentu. Ke kazdému
vzorku jsme pfidali 21 pl Master Mixu a inkubovali jsme 2 hodiny pfi 37 °C a poté 10 minut

pii 65 °C.

K purifikaci znacené DNA jsme vyuZzivali SureTag DNA Labeling Kit
(Agilent Technologies, USA). Ke vSem vzorkiim jsme ptidali 430 pl TE pufru a pfenesli
na kolonku. Centrifugovali jsme 10 minut pii 14000 g. Po wvyliti eludtu jsme ptidali
480 pl TE pufru a centrifugovali jsme 10 minut pfi 14000 g. Kolonku jsme ptenesli dnem
vzhtru do nové zkumavky a centrifugovali 1 minutu pfi 1000 g. Inkorporaci znacené DNA
jsme méfili spektrofotometricky pfistrojem NanoQuant Infinite M200 Microplate Reader

(Tecan, Svycarsko) a uréili jsme specifickou aktivitu.

Kazdy vzorek jsme smichali s ekvivalentnim mnoZstvim piislusného vzorku referenéni DNA
do vysledného objemu 40 pl. Do kazdého vzorku jsme dale postupné ptidali 5,5 pl Cot-1 DNA,
11,5 ul 10 x aCGH blokujici agent a 60 ul HI-RPM hybridizaéniho pufru. Inkubovali jsme
3 minuty pii 98 °C a dale 30 minut pti 37 °C.

Tésnici sklicko Backing Slide (Agilent Technologies) jsme umistili do hybridiza¢ni komirky
Microarray Hybridization Chamber (Agilent Technologies) a do kazdé ohranicené ¢asti jsme

napipetovali cely objem vzorku. Na takto pfipravené tésnici sklicko jsme ptiklopili aktivni
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stranou sklicko mikro¢ipu SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Microarray a komurku jsme
uzavieli. V hybridizaéni peci Microarray Hybridization Oven (Agilent Technologies) jsme
inkubovali 24 hodin pti 67° C. Promyvaci pufr 2 jsme zahiali na 37° C. Promyvaci pufr 1 jsme
si ve dvou kyvetach v lednici ochladili na 20-22 °C. Pod hladinou promyvaciho pufru 1 v prvni
kyveté jsme oddélili té€snici sklo od mikroc€ipu, ktery jsme nasledné pienesli do druhé kyvety
s promyvacim pufrem 1 a inkubovali 5 minut. Néasledn¢ jsme mikrocCip pienesli do kyvety
s promyvacim pufrem 2 a pii 37° C inkubovali 1 minutu. Mikroc¢ip jsme vytahovali pomalu
a plynule a umistili do pfislusného drzdku. Skenovali jsme pomoci skeneru
SureScan Dx Microarray Scanner (Agilent Technologies) a poté vyhodnocovali pomoci

programu Agilent Cytogenomics (Agilent Technologies).

5.5 Statisticka analyza

Pro statistické zhodnoceni rozdili v celkovém preziti (OS) mezi definovanymi skupinami
pacientdl jsme pouzili Kaplan-Meirovu analyzu a Mantel-Haenszeltiv test. OS jsme definovali
jako dobu od diagndzy pacienta do smrti ¢i do posledni kontroly. Nasledn¢ jsme pouzili Coxovu
vicerozmérnou regresni analyzu ke zhodnoceni vlivu jednotlivych faktort na OS.
Statistické hodnoceni jsme provadéli pomoci programu RStudio Desktop 1.4.1717.

Veskera testovani jsme provadéli na hladin€ vyznamnosti p = 0,05.
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6 Vysledky

6.1 Klasicka cytogeneticka analyza

Deleci dlouhych ramen chromosomu 5 jsme klasickou cytogenetickou analyzou prokazali
u vSech pacientti. U 31 nemocnych se jednalo o izolovanou del(5q), z nich bylo 26 Zen
(81,2 %) a Sest muzl (18,8 %). Deleci 5q v kombinaci s jednou dalsi klonalni aberaci jsme
detekovali u deviti pacientli (Sesti zen a tfi muzl). Deleci 5q jako soucast komplexnich
karyotypti (tfi a vice klonalnich aberaci) jsme del(5q) pozorovali ve 48 ptipadech

(24 Zen a 23 muzi).

Pokud se delece 5q vyskytovala soucasné s jednou dalsi aberaci, byla doprovazena aberacemi
+8 (n=2), -Y (n=1), -X (n=1), +21 (n=1), del(20)(q11ql3) (n=1), t(2;6)(p23;q21) (n=1),
t(12;22)(q21;q11) (n=1) a der(18)t(1;18)(p22;923) (n=1). U pacientii s del(5q) zahrnutou
v komplexnim karyotypu se na chromosomovych piestavbach nejcastéji podilely chromosomy
7 (n=27), 17 (n=25), 21 (n=18), 18 (n=18), 20 (n=17), 12 (n=16) a 11 (n=16) (graf 3).
U pacientii s MDS ptevladaly ztraty celych chromosomi (monosomie) ¢i jejich ¢asti (delece)
nad trisomiemi ¢i tetrasomiemi. Naopak u pacientd s AML jsme Castéji detekovali trisomie
a tetrasomie. Trisomie nejcastéji postihovaly chromosomy 8 (n=10), 22 (n=6), 21 (n=6) a 11

(n=5). Monosomie nejc¢astéji zahrnovaly chromosomy 7 (n=10), 16 (n=6), 13 (n=5) a 18 (n=5).

Chromosomy zahrnuté do komplexnich piestaveb spolu s del(5q)

30
25

20
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Graf 3: Zahrnuti jednotlivych chromosomt v komplexnich karyotypech soucasné s del(5q).
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U 24 pacientl jsme v diagnostickém vzorku pozorovali dva a vice pfibuznych klond.
To znamend, Ze u nich doslo k divergentnimu klonalnimu vyvoji. Komplexni karyotyp jsme
detekovali u 21 z nich a tfi spadali do kategorie del(5q) s jednou dalsi zménou. U dvou pacienti
ze skupiny del(5q) s jednou dalsi aberaci byla ve druhém klonu kromé delece 5q detekovéana
trisomie chromosomu 8 (obr. 10) a translokace t(2;6)(p23;q21). U tietiho pacienta jsme jako
primarni zménu v puvodnim klonu detekovali deleci dlouhych ramen chromosomu 20
a ve druhém piibuzném klonu jsme detekovali del(20q) soucasné s del(5q). U vétSiny pacientii
s komplexnim karyotypem a divergentnim klondlnim vyvojem byla del(5q) pfitomna
jiz v primarnim klonu. Vyjimkou byl pouze pacient ¢. 6, u kterého byla pivodni aberaci
samostatnd trisomie chromosomu 8 a del(5q) se objevila spolu s ostatnimi komplexnimi

aberacemi az v dal$im heterogennim klonu.

Dva neptibuzné klony jsme pozorovali pouze u pacientky €. 31. V jednom klonu jsme prokazali

izolovanou del(5q) a v druhém samostatnou ztratu chromosomu X.

del(5)(q31)

Obr. 10: Delece 5q a trisomie 8 detekovana metodou tfibarevné [-FISH soucasné ve stejném
klonu. Vlevo metafaze s deleci 5q31 (chybi Cerveny signal) a trisomii 8 (tfi modré signaly).
Vpravo stejny nalez v interfaznim jadru (sondy Vysis LSI 5q31 a 5p15, CEP 8; Abbott).

V souboru jsme nepozorovali zddny piipad monosomie chromosomu 5. U vSech pacientd
s podezienim na monosomii chromosomu 5 na zadkladé klasické cytogenetické analyzy
jsme nasledné pomoci molekuldrné cytogenetickych metod prokazali zahrnuti chromosomu 5
v nebalancovanych aberacich (inzerce, translokace). NejCastéjsi partneii chromosomu 5

v téchto prestavbach byly chromosomy 17 (n=3), 2 (n=3), 4 (n=3), 7 (n=2), 12 (n=2) a 16 (n=2).
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6.2 Molekularné cytogeneticka analyza

6.2.1 Velikost patologickeho klonu s del(5q)

U 84 pacientl jsme ptitomnost del(5q) ovéfili metodou I-FISH. U ¢tyf pacientii jsme analyzu
I-FISH nemohli provést z divodu nedostatku materialu. U 78 pacientl jsme prokazali deleci
oblasti 5q31 i oblasti 5q33 (obr. 11). U Sesti pacientli byla deletovana pouze oblast 5q31.
Tato metoda ndm zaroven umoznila urcit velikost patologického klonu, ktera se pohybovala

v rozmezi od 9 % do 96,5 %.

Obr. 11: Delece 5q detekovana metodou I-FISH. Vlevo metafaze s deleci oblasti 5q31 a 5933
(chybi cerveny a zeleny signal), oblast S5pl5 zistala zachovana (modry signal).
Vpravo interfazni jadro se stejnou deleci oblasti 5q31 a 5q33 (sonda XL 5q31/5q33/5pl5;
MetaSystems).

6.2.2 Rozsah delece 5q

Ptesnd zlomova mista a velikost delece jsme urcili metodou mBAND (obr. 12). U 18 pacientt
jsme nasledné velikost delece upfesnili metodou aCGH. V péti ptipadech, kdy mél pacient
komplexni karyotyp a nemél dostatek materialu pro dalsi analyzy, jsme zlomova mista urcili
na zaklad€ metody mFISH a klasické cytogenetické analyzy. Celkové nejcastéjsi rozsah delece
byl v oblasti 5q14.1-5933.3 (n=19; 21,6 %) odpovidajici 83 Mb. Pouze jeden pacient mél deleci
na kratkych ramenou chromosomu 5, a to v rozsahu 5p12-5pter. Nejcastéj$i zlomova mista
zahrnovala pruhy 5q33.3 (n=34), 5q14.1 (n=32), 5934 (n=24) a 5q13.3 (n=10). Ve skupiné

s izolovanou del(5q) byl nej€astéjSim proximalnim zlomovym mistem pruh 5ql14.1 (n=15)
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a nejcastéjSim distalnim zlomovym mistem pruh 5q33.3 (n=14). Ve skupiné s del(5q) s jednou
dalsi aberaci dochazelo k proximalnim zlomim nejcastéji v pruhu 5q14.1 (n=3) a 13.3 (n=3)
a k distalnim zlomim v pruhu 5934 (n=3). Ve skupin¢ s del(5q) zahrnutou v komplexnim
karyotypu nejCastéji dochazelo k proximalnim zlomim opét v pruhu 5ql4.1 (n=13)

a k distalnim zlomim v pruhu 5q33.3 (n=15).

U pacientt s izolovanou del(5q) jsme nejcastéji pozorovali deleci v oblasti 5q14.1-5q33.3
(obr. 12) (n=10; 32,3 %). Minimalni spole¢nou deletovanou oblast, CDR, jsme urc¢ili jako oblast
ohrani¢enou pruhy 5q31.1 a 5q31.3 o velikosti 13,9 Mb (obr. 13). Tato CDR odpovidé i CDR
nalezené u skupiny s del(5q) a jednou dal§i zménou (krom¢€ monosomie 7 a delece 7q).
Stejna je 1 nejcastéji detekovana delece, a to 5q14.1-5933.3, ktera se vyskytovala u 20 % (n=2)

pacientli z této skupiny (obr. 14). Spolecnd zachovand oblast, CRR, v obou skupinich

odpovidala celému rozsahu p ramen (obr. 13, 14).

Obr. 12: Analyza del(5q) metodou mBAND. Obrézek nahote zobrazuje normalni chromosom
5 bez delece. Na obrazek dole je chromosom 5 s nejcastéji deletovanou oblasti 5q14.1-5q33.3.

U pacientd s komplexnim karyotypem jsme pozorovali vétsi rozsah deleci 5q nez v ostatnich
skupinach. NejcCasteji byla opét deletovana oblast 5q14.1-5q33.3, kterd byla v této skupiné
nalezena u 14,6 % pacientll (n=7). Jako CDR jsme urcili oblast 5q23.3-5q31.2 o velikosti
18 Mb. Oblast CRR jsme v této skupin€ nedetekovali (obr. 15).

U pacienta €. 13 jsme pozorovali 2 klony s riznym rozsahem delece, a to v oblastech

5q13-5934 a 5q21.2-5q34. Rozsah delece v obou klonech byl ovéten metodou aCGH.
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Obr. 13: Grafické znazornéni rozsahu deleci ve skupiné nemocnych s izolovanou del(5q)
(n=31) s vyznacenou CDR v oblasti 5q31.1-5q31.3. Nejcastéjsi deletovana oblast byla
5q14.1-5q33.3 (32,3 %, n=10).
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Obr. 14: Grafické zndzornéni rozsahu deleci ve skupin€ s izolovanou del(5q) a del(5q) s jednou
dalsi klonalni aberaci (krom¢& monosomie 7/delece 7q) (n=40) s vyznac¢enou CDR v oblasti
5931.1-5q31.3. Nejcastéjsi deletovana oblast byla 5q14.1-5q33.3, kterd ve skupin€ s izolovanou
del(5q) tvotila 32,3 % ptipadi (n=10) a ve skupin¢ s del(5q) a jednou dal§i zménou
20 % ptipadi (n=2). V obou skupinéch tvotila celkem 30 % ptipadii (n=12).
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Obr. 15: Rozsahy delece ve skupiné s del(5q) v komplexnim karyotypu (n=48).
Vyznacena spolecna deletovana oblast (CDR) v oblasti 5923.3-5q31.2. Nejc¢ast¢jsi deletovana
oblast byla 5q14.1-5933.3 (14,6 %). Jako prvni rozsah je zndzornén jediny pacient v souboru

s deleci p ramen, v rozsahu 5p12-5Spter.
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6.3 Analyza preziti a souCasny klinicky stav

Ke dni 30. 4. 2021 v celém souboru zilo 46 pacientii (52 %), 42 nemocnych (48 %) zemielo.
Median celkového preziti (OS) celé skupiny byl 15 mésici. Median délky sledovani byl

6,8 mésicti (v rozpéti od 0,2 do 31,4 mésici).

V prvni fazi jsme ovérili, zda skupinu nemocnych s izolovanou del(5q) miizeme sloudit
se skupinou pacientli s jednou dal$i klondlni aberaci (krom¢ monosomie 7/delece 7q),
jak je popisovéano v literatufe. Rozdil pfeziti mezi skupinou s izolovanou del(5q) a del(5q)
s jednou dalsi aberaci vySel na hladin€ p=0,05 jako nesignifikantni (p=0,25) (graf 4). Proto jsme
ob¢ skupiny pro dalsi testovani sloucili do jedné kategorie izolované del(5q). Median OS nebyl
ani u jedné skupiny dosazen. Primér OS byl u skupiny s izolovanou del(5q) 21,2 mésici

a u skupiny s jednou dalsi aberaci 28,8 mésict.
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Graf 4: Graf celkového pieziti skupiny s izolovanou del(5q) (modra kiivka) (n=31) a skupiny
s del(5q) a jednou dalsi klonalni aberaci (krom¢ aberaci zahrnujicich chromosom 7)
(Cervena kiivka) (n=9). Rozdil na hladiné¢ vyznamnosti p=0,05 neprokazan jako statisticky
vyznamny (p=0,25).
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Déle jsme porovnali celkové preziti mezi skupinou s izolovanou del(5q) a del(5q)
v komplexnich karyotypech. Mezi t¢émito skupinami jsme na hladin€ vyznamnosti p=0,05 rozdil
prokazali (p < 0,0001) (graf 5). Stejn¢ jako v predchozim pozorovani nebyl pro skupinu
bez komplexniho karyotypu dosaZzen median OS. Pro skupinu pacienti s komplexnim
karyotypem byl median OS dva mésice. Primér OS u skupiny bez komplexniho karyotypu byl

27,3 mésice a u skupiny s komplexnim karyotypem pouze 7,5 mésice.
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Graf 5: Graf celkového preziti skupiny pacientli s komplexnim (Cervena kiivka) (n=48)
a nekomplexnim (modra kiivka) (n=40) karyotypem. Rozdil byl na hladiné vyznamnosti
p=0,05 prokazan jako statisticky vyznamny (p < 0,0001).

K dalsi analyze vlivu rozsahu del(5q) na pteziti pacientll jsme pozorované rozsahy del(5q)
na zakladé¢ expertniho odhadu rozd¢lili do tfi skupin. Do skupiny se stfednim rozsahem delece
jsme zaradili pacienty s nejCastéji pozorovanou deleci 5ql4.1-5933.3 (n=19).
Veskera pozorovani s vétSim rozsahem jsme zatadili do skupiny pacientti s velkym rozsahem
delece (n=44), veskera pozorovani s menSim rozsahem jsme zafadili do skupiny s malym

rozsahem delece (n=25).



Na hlading p=0,05 jsme prokazali statisticky vyznamny rozdil mezi pfezitim skupiny s malym
a velkym rozsahem delece 5q (p=0,03). Statisticky vyznamny rozdil v pfeziti jsme vSak
neprokazali mezi skupinami se stfednim a malym rozsahem delece (p=0,99) a stiednim
a velkym rozsahem delece (p=0,051) (graf 6). Median OS byl dosazen pouze u skupiny
s velkym rozsahem del(5q) a rovnal se Sesti mésicim. Primér OS byl u skupiny s velkym
rozsahem roven 11,7 mésicim, se stfednim rozsahem 21 mésicim a s malym rozsahem

20,4 mésicum.
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Graf 6: Graf celkového pieziti mezi skupinami pacientii s malym (zelena kiivka) (n=25),
sttednim (Cervena kiivka) (n=19) a velkym (modra kiivka) (n=44) rozsahem del(5q).

Na hladin€ p=0,05 je statisticky vyznamny pouze rozdil mezi malym a velkym rozsahem
del(5q) (p=0,03).

Skupina s velkym rozsahem delece tvotila 66,7 % (n=32) ptipadli mezi pacienty s komplexnim
karyotypem, zatimco mezi pacienty s izolovanou del(5q) tvofila pouze 30 % (n=12).
Naopak delece s malym rozsahem byla ¢astéjsi u pacientd s izolovanou del(5q), kde tvofila
40 % (n=16) ptipadi. U pacientd s komplexnim karyotypem tvofila pouze 18,8 % (n=9).
Naslednymi testy korelace (Cramerovo V, koeficient kontingence) jsme prokazali zavislost

mezi ptitomnosti komplexniho karyotypu a kategorizovanym rozsahem del(5q).
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Dale jsme tedy analyzovali vliv rozsahu del(5q) zvlast’ ve skuping s izolovanou deleci (graf 7)
a ve skupiné s komplexnim karyotypem (graf 8). V zadné ze zkoumanych skupin nebyl vliv
rozsahu del(5q) prokazan jako statisticky vyznamny (p=0,54; p=0,52). Tento zavér jsme overili
Coxovou vicerozmérnou regresni analyzou. Po vytvoreni modelu s faktorem komplexnich
karyotypll a zaroven s rozsahem del(5q) jsme prokazali, ze rozsah del(5q) na OS nema
statisticky vyznamny vliv (p=0,93), =zatimco ndalez komplexniho karyotypu ano
(p=0,000000284). Tzn. model pouze s faktorem komplexnich karyotypti vysvétluje témér
stejnou miru variability jako model s pfidanym faktorem rozsahu del(5q). Rozsah del(5q) tedy
v tomto modelu neposkytuje zadné dalsi informace a k analyze preziti stai znat faktor

komplexnich karyotypu.
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Graf 7: Graf celkového preziti u nemocnych s izolovanou del(5q) a/nebo s del(5) a jednou dalsi
zménou rozdélenych do tfi skupin podle rozsahu del(5q). Pacienti s malym rozsahem del(5q)
(zelend kiivka) (n=16), sttednim rozsahem del(5q) (Cervena kiivka) (n=12) a velkym rozsahem
del(5q) (modra kiivka) (n=12). Rozdil na hladiné¢ vyznamnosti p=0,05 neprokazan jako
statisticky vyznamny (p=0,54).
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Graf 8: Graf celkového preziti mezi tfemi skupinami s riznymi rozsahy del(5q) v ramci
skupiny s komplexnimi karyotypy. Pacienti s malym rozsahem del(5q) (zelena kiivka) (n=9),
sttednim rozsahem del(5q) (Cervena kiivka) (n=7) a velkym rozsahem del(5q) (modra ktivka)
(n=32). Rozdil na hladin€ vyznamnosti p=0,05 neprokazan jako statisticky vyznamny (p=0,52).

Dale jsme testovali rozdil v OS mezi skupinami nemocnych s komplexnimi karyotypy,
u kterych chromosom 5 vstupuje a u kterych nevstupuje do dalSich aberaci. Na hlading
vyznamnosti p=0,05 jsme odliSnost v OS nepotvrdili (p=0,55) (graf 9). Median OS byl u obou
skupin roven dvéma meésicim. Primér OS byl ve skupiné pacientli, kde chromosom 5
nevstupuje do dalSich aberaci 8,9 mésict a ve skuping, kde chromosom 5 do dalSich aberaci

vstupuje 5,3 mésict.
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Graf 9: Graf celkového preZiti skupin pacientli s komplexnimi karyotypy, kde se chromosom
5 ucastni (Cervena kiivka) (n=20) a neucastni (modra kiivka) (n=28) dalSich nebalancovanych
chromosomovych prestaveb. Rozdil na hladiné vyznamnosti p=0,05 neprokazén jako
statisticky vyznamny (p=0,55).
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7 Diskuze

vvvvvv

syndromy (MDS) je karyotyp bunék kostni dfen¢ v dob¢ stanoveni diagndzy. NejCastejsi
rekurentni cytogenetickou zménou pozorovanou u pacienti s MDS je intersticialni delece
dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q). Tato delece se mize v karyotypu vyskytovat
jako samostatnd aberace nebo jako soucast komplexniho karyotypu. Dle aktudlni WHO
klasifikace je delece 5q jedinou aberaci definujici samostatny subtyp MDS, a to MDS
s izolovanou del(5q) (Arber ef al., 2016). Nélez izolované del(5q) je dle IPSS-R tfazen do dobré
prognostické kategorie, oproti tomu nélez del(5q) v komplexnim karyotypu je fazen do skupiny
se Spatnou prognédzou (Greenberg et al., 2012). Cilem predkladané diplomové prace bylo
porovnat rozsah delece 5q mezi skupinou s izolovanou del(5q) a skupinou s komplexnimi

karyotypy a zaroven posoudit mozny vliv rozsahu delece na prognézu pacienti s MDS.

MDS je onemocnéni vyskytujici se zejména u starSi populace se zvysujici se incidenci
s narastajicim vékem (Williamson et al., 1994). Pacienti starsi 60 let v nasem souboru tvofili
92 % vSech pfipadl. Median véku pii diagnéoze MDS je udavan mezi 70 a 76 lety
(Greenberg et al., 2012; Ma et al., 2007; Schanz et al., 2012; Sekeres et al., 2008). V souladu
s témito daty jsme v naSem souboru 88 pacientli pozorovali medidn véku pti diagnoze 75 let
(v rozpéti od 42 let do 95,4 let). K rozvoji MDS dochézi u vétSiny pacientd de novo a pticina
rozvoje onemocnéni u nich neni znama. Takové piipady oznaCujeme jako primarni MDS.
Zhruba u 10 % pacientli dochdzi k rozvoji MDS v disledku predchozi 1é€by — tj. sekundarni
MDS (Bowen, 2013; Ma et al., 2007; Sekeres et al., 2008). Stejn¢ tak v naSem souboru byly
primarni MDS nebo AML se zménami typickymi pro MDS (MDS-related changes)
diagnostikovany u 79 pacientl (89,8 %) a sekundarni MDS u 9 pacienti (10,2 %).

MDS je obecné castéji diagnostikovano u muzl, vyjimku tvoii skupina MDS s izolovanou
deleci 5q, ktera se Cast&ji vyskytuje u Zen (Feurstein et al., 2018; Giagounidis et al., 2004;
Greenberg et al., 2012; Sekeres et al., 2008). V celém nasem souboru bylo celkem 56 Zen
(63,6 %) a 32 muzt (36,4 %), coz vyssi incidenci MDS u muzi neodpovidd. Tento rozdil
je vsak velmi pravdépodobné zpiisoben nendhodnym vybérem pacientli v naSem souboru,
do kterého jsme zatadili pouze nemocné s prokadzanou deleci dlouhych ramen chromosomu 5,
pficemz u témét tretiny z nich se del(5q) vyskytovala jako samostatnd zména.

MDS s izolovanou del(5q) jsme detekovali u 32 pacienti, 26 zen (81,2 %) a 6 muza (18,8 %).
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Izolovand delece byla tedy v souladu s literarnimi udaji Castéji prokdzana u Zen,

v pom¢éru 4,3:1.

Delece dlouhych ramen chromosomu 5 se v karyotypech vyskytuje bud’ jako samostatnd zména
nebo soucasné s dalSimi aberacemi. MDS pacienti s izolovanou deleci 5q tvofi podle platné
WHO Kklasifikace samostatnou klinickou skupinu s velmi dobrou prognézou. Podle literarnich
udaji mohou byt do této kategorie fazeni i nemocni, ktefi maji v karyotypu del(5q) a jednu dalsi
chromosomovou aberaci (krom¢€ monosomie 7 nebo delece 7q ) (Arber et al., 2016). Pii analyze
celkového preziti v naSem souboru jsme mezi pacienty se samostatnou deleci 5q a nemocnymi
s del(5q) a jednou dal$i zménou nepozorovali statisticky vyznamny rozdil, proto jsme je v této

studii rovnéz spojili do jedné kategorie.

V ptipad¢ detekce tii a vice klonalnich aberaci hovotfime o tzv. komplexnim karyotypu.
Pacienti s komplexnim karyotypem maji vyznamné horsi prognézu nez pacienti s izolovanou
del(5q) (Greenberg et al., 2012; Haase et al., 2007; Schanz et al., 2012). Toto pozorovani jsme
v nasem souboru potvrdili. Median pteziti pacientii s komplexnim karyotypem byl pouze dva
meésice, zatimco u pacientl s izolovanou deleci 5q median pteZziti nebyl dosaZen (priamér preziti

28,8 mesicti).

Delece dlouhych ramen chromosomu 5 je nejCast&j$i aberaci pozorovanou v komplexnich
karyotypech pacientii s MDS. Jako dal$i nejcastéj$i rekurentnimi zmény jsme detekovali
aberace chromosomi 7 (n=27), 17 (n=25), 21 (n=18), 18 (n=18), 20 (n=17), 12 (n=16)
a 11 (n=16), coz je v souladu s daty v dostupné literatute (Feurstein et al., 2018;
Schanz et al., 2012; Zemanova et al., 2014). Pro MDS jsou typické zejména nebalancované
zmény, jako jsou monosomie celych chromosomi, nebalancované translokace ¢i delece
(Haase et al., 2007; Solé et al., 2000). V nasem souboru patfily k nejcastéjSim nebalancovanym
aberacim monosomie chromosomi 7 (n=10), 16 (n=6), 13 (n=5) a 18 (n=5).
Naopak u nemocnych s AML jsou castéji nachazeny balancované ptestavby jako jsou
translokace, inzerce a inverze nebo trisomie celych chromosomi, pfipadné zmnoZeni celych
chromosomovych sad (triploidie/tetraploidie). V nasem souboru jsme u pacientli, u kterych
doslo k progresi MDS do AML, nejcastéji pozorovali trisomie chromosomt 8 (n=10), 22 (n=6),
21 (n=6) a 11 (n=5), coz je v souladu s nalezy dalSich autori (Arber et al., 2016;
Chilton et al., 2014; Mrbzek, 2008).
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Ve starSich studiich byla u MDS kromé delece 5q popisovana i ztrata (monosomie) celého
chromosomu 5. Nov¢jsi studie vyuzivajici metody molekularni cytogenetiky vSak prokazaly,
ze prava monosomie chromosomu 5 u MDS neexistuje (Jerez et al., 2012;
Zemanova et al., 2014). Stejny zavér potvrzuje i tato diplomova prace, ve které nebyla
monosomie chromosomu 5 detekovana ani v jednom piipadé. U nemocnych se suspektni
monosomii chromosomu 5 detekovanou na zdkladé konvencniho G-pruhovani,
jsme molekuldrné cytogenetickymi metodami prokézali, ze Cast materidlu z deletované¢ho
chromosomu 5 vzdy zustala zachovana a v dusledku nebalancovanych translokaci nebo inzerci
byla pfemisténa na jiné¢ misto v genomu. Nepodafilo se nam vsak potvrdit §patnou progndzu
nemocnych s takto rozpadlym chromosomem 5, kterou v literatufe popisuji nékteti autofi
(Tasaka et al., 2008; Volkert et al., 2014; Zemanova ef al., 2014). Divodem byl zfejm¢ nizsi
pocet pacientl s deletovanym chromosomem 5 vstupujicim do dalSich pfestaveb nebo
se suspektni monosomii 5, coz jsme v tomto soboru pozorovali pouze u 20 pacientt.
Trend horsiho celkového pieziti téchto nemocnych je vSak z naSich dat jasné patrny
(18 z 20 pacientii zemfielo). Podle publikovanych udaji do nebalancovanych piestaveb
s deletovanym chromosomem 5 nejcastéji vstupuji chromosomy 3, 7, 17 a 18
(Zemanova et al., 2014). V naSem souboru nebalancované translokace deletovan¢ho
chromosomu 5 nejcasteji zahrnovaly kromé vyse zminénych chromosomt 17 (n=3) a 7 (n=2)
jesté chromosomy 2 (n=3), 4 (n=3), 12 (n=2) a 16 (n=2). Rozdily jsou ziejmé& op¢t zplisobeny

velikosti souboru pacientt.

Prestoze maji pacienti s MDS a s izolovanou deleci 5q dobrou prognézu, mize i u nich dojit
v prubéhu onemocnéni ke kumulaci dalSich genetickych aberaci, tj. k tzv. klonalnimu vyvoji.
Klonalni vyvoj je obvykle spojeny s progresi onemocnéni a s horSi prognozou.
RozliSujeme linearni a divergentni klonalni vyvoj. V pfipad¢ divergentniho klonalniho vyvoje
dochdzi k soufasnému rozvoji nékolika pifibuznych heterogennich klond riznymi
chromosomovymi aberacemi ve stejném vzorku. V této studii jsme divergentni klonalni vyvoj
pozorovali celkem u 24 pacientt (Feurstein et al., 2018; Neukirchen et al., 2017). U vétSiny
pacienti s divergentnim klondlnim vyvojem byla delece dlouhych ramen chromosomu 5
pfitomna jiZ v ptivodnim klonu, coz je v souladu s nazorem, ze del(5q) je priméarni zménou
u pacientll s MDS (Acha et al., 2021; Nilsson et al., 2007; Woll et al., 2014). Nekteré studie
vSak ukdzaly, Ze primarni aberaci v hematopoetické buiice by mohla byt mutace genu 7P53
¢idalSich gent jako naptiklad DNMT3A ¢i SF3B1. JelikozZ jsme neprovadéli sekvenovani téchto

genl, nemuzeme potvrdit ani vyvratit, Ze del(5q) je az naslednou zménou. Stale se vSak ukazuje,
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ze delece 5q je velmi Casnou aberaci v procesu rozvoje MDS (Hosono et al., 2016;

Mossner et al., 2016).

Nalez dvou nezavislych klona je pomérné vzacnou rekurentni zménou v karyotypech MDS
pacienti. Tento nalez je spojovan se stfedni prognozou (Greenberg et al., 2012).
Nejcastéjsimi aberacemi vyskytujicimi se vedle klonu s izolovanou del(5q) jsou trisomie
chromosomu 8 ¢i delece dlouhych ramen chromosomu 20, del(20q) (Han et al., 2006).
V nasem souboru jsme pozorovali pouze jeden piipad nezavislych klont, kdy jsme v druhém

klonu detekovali ztratu chromosomu X.

IPSS-R mezi riznymi nalezy v nezavislych klonech nestanovuje rozdil, ale podle prace
Neuwirtové et al. (2018) je delece 5q spolu s trisomii 8 v nezavislych klonech asociovana
s velmi dobrou prognézou - podobnou prognodze pacientil s izolovanou del(5q). Oproti tomu
nemocni, kteti maji ob& aberace ve stejném klonu, a m¢li by tedy byt fazeni do dobré
prognostické kategorie izolované del(5q), splnuji podle dalSich klinickych nalezii kritéria
pro vysoce rizikové MDS (Neuwirtova et al., 2018). Deleci dlouhych ramen chromosomu 5
souCasn¢ s trisomii chromosomu 8 jsme ve stejném klonu detekovali u tii pacientl
(OS 0,4; 2; 5,9 mésicir). U dvou z téchto pacientil jsme detekovali klondlni vyvoj, ktery ma
negativni vliv na progndzu. Jeden z téchto pacientd mél navic v dalsim klonu komplexni

karyotyp, ktery je taktéz negativnim prognostickym faktorem.

Velmi vzacné je v literatufe popisovan soucasny vyskyt subklonil s riiznym rozsahem delece
5q (Kroef et al., 1997). V naSem souboru jsme tento jev pozorovali u jednoho pacienta,
u kter¢ho jsme potvrdili nezavislé klony s rozsahy delece 5q13-5q34 a 5q21.2-5q34.
Klon s vétsi deleci byl vyrazné vétsi nez klon s menSim rozsahem delece
(81,5 % versus 4,5 %). Mensi delece se vyskytovala bud’ jako izolovana del(5q) nebo soucasné
s trisomii 8. Deleci s vét§Sim rozsahem jsme detekovali v klonu s komplexnim karyotypem.
Kroef et al. (1997) udava dvé moznosti vzniku tohoto jevu. Bud’ by se mohlo jednat o dvé
nezavislé zmény v genomu nebo by klon s vét§im rozsahem delece mohl vzniknout klonalnim
vyvojem z puvodniho klonu, kdy deletovany chromosom vstupuje do dalSich aberaci.
Vyskyt delece vétsiho rozsahu v klonu s komplexnim karyotypem v tomto piipad¢ podporuje

spiSe druhou variantu.

Stejny pacient mél v klonu s komplexnim karyotypem tetraploidni pocet chromosomu.

Tento nalez jsme detekovali u dalSich dvou nemocnych. Tetraploidie je u pacientii s MDS
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zménou, kterd je spojovana s horsi prognozou, krat$im prezitim a Castéj$im vyskytem mutace
genu TP53 (Iyer et al., 2004; Watanabe et al., 2004). Pacienti jsou standardné fazeni do skupiny
s komplexnimi karyotypy. Nové studie ale ukazaly, Ze tetraploidie bez aberaci spojenych
se Spatnou progndzou znamena lepsi prognozu nez vyskyt komplexniho karyotypu. Je tedy
nutné piihlizet i k typu piitomnych aberaci v tetraploidnim klonu (Lazarevic et al., 2015;
Pang et al., 2015). Pacienti s tetraploidnim poctem chromosomu a del(5q), u kterych byly
detekovany dalsi aberace, méli velmi kratkou dobu preziti; pouze 0,4 a 1,8 mésice, coz je jeste
méné nez u skupiny s komplexnimi karyotypy (kde byl median pteziti dva mésice).
Naopak pacient s tetraploidnim nalezem a del(5q) bez dalSich aberaci mél dobu pieziti

28,3 m¢ésice.

Na dlouhych ramenou chromosomu 5 byly popsény dvé spole¢né deletované oblasti (CDR).
Distalni CDR 1 v oblasti 5q32-33 a proximalni CDR 2 v oblasti 5q31.1-31.2. Delece CDR 1
nese minimalni nutné geny pro rozvoj MDS a podle udajii v literatufe byva spojovana
s rozvojem MDS s izolovanou del(5q) a s nizkym rizikem. Byla definovana na zakladé
konven¢niho pruhovani u malého poctu pacientli, ktefi maji pouze tuto malou deleci.
Delece CDR 2 byva casto naopak spojovana s vysoce rizikovymi MDS a AML.
Vétsina pacientll (~95 %) ma vsak deletované obé oblasti (Boultwood et al., 1994, 2002;
Lai et al., 2001; Le Beau et al., 1993; Zhao et al., 1997). Stejné tomu bylo v naSem souboru,

kde méli obé oblasti deletovany témé&f vSichni pacienti.

Jerez et al. (2012) definoval kromé& CDR u skupiny pacientli s 5q- syndromem dvé spole¢né
zachované oblasti (CRR). CRR 1 definoval jako oblast od centromery k pruhu 5q14.2 a CRR 2
jako oblast od pruhu 5q34 k telomete. Prokazal spojitost mezi deleci téchto oblasti
(a tedy obecné mezi rozsahlejsi deleci zahrnujici kratka i dlouhd ramena chromosomu 5)
a vyskytem komplexniho karyotypu. Pacienti s deletovanymi CRR m¢li horsi prognoézu a vyssi
pravdépodobnost progrese do AML. Dale La Starza ef al. (2010) pozorovali pacienty s mutaci
a s haploinsuficienci genu NPM]I, ktery se nachazi v termindlni oblasti dlouhych ramen
chromosomu 5 (pruh 5q35). Tzn. v oblasti CRR 2, jak ji definoval Jerez et al. (2012).
Pacienti s mutaci genu NPMI méli vyznamné lepSi prognézu nez pacienti s jeho
haploinsuficienci. To znamend, Ze Spatnd prognoéza plyne spiSe z delece termindlnich ¢asti
chromosomu 5, nez ze samotné mutace genu NPMI. Volkert et al. (2014) dale prokazali,
ze nebalancované translokace zahrnujici chromosom 5, kdy je deletovana terminalni oblast

chromosomu 5, jsou asociovany s komplexnim karyotypem, mutaci genu 7P53 a Spatnou

74



prognozou. Tyto a dalsi studie (Nofrini et al., 2012; Zemanova et al., 2018) tedy mimo jiné
prokazali souvislost mezi velkym rozsahem del(5q), pfitomnosti komplexniho karyotypu
a horsi progno6zou onemocnéni. Avsak vztahy a posloupnost mezi jednotlivymi faktory nejsou

zcela upfesnény.

V této studii jsme pozorovali CRR pouze ve skupiné s izolovanou del(5q) nebo s deleci 5q
a jednou dalsi zménou, kde tato oblast pokryvala celd kratkd ramena chromosomu 5.
Nemiizeme tak potvrdit nalez CRR 1 a 2, definovanych dle Jerez et al. (2012). Nepotvrdili jsme
ani nalez CRR popsané u nemocnych s komplexnimi karyotypy v praci Zemanova et al. (2014),
ktefi detekovali CCR v oblasti 5pl1.1-p14.2, protoze v nasem souboru byl jeden pacient

s deleci zahrnujici celd kratka ramena chromosomu 5.

Nejcastéjsi zlomova mista zahrnovala pruhy 5q33.3 (n=34), 5ql4.1 (n=32), 534 (n=24)
a5q13.3 (n=10). Nejcastéji prokézana delece byla v oblasti 5q14.1-5933.3 (n=19). Nase nalezy
odpovidaji predchozim studiim, odchylky ve frekvenci jsou ziejmé zptisobeny riznym vybérem
dataseti a pouzitim odlisnych metod (Bystricka et al., 2012; Mallo et al., 2013;
Royer-Pokora et al., 2006; Zemanova et al., 2014, 2018). Dle rozsahu delece jsme skupinu
pacientt rozdé€lili do tif kategorii. Do skupiny s deleci menSiho rozsahu jsme zatadili pacienty,
ktefi méli deletovany mensi segment nez u nejcastéji pozorované delece (5q14.1-5q33.3).
Pacienti s deleci 5q14.1-5q33.3 tvorili skupinu se stiednim rozsahem a pacienti s vétsi deleci
tvofili skupinu s velkym rozsahem delece. Jelikoz Jerez et al. (2012) urcil hranici CRR 1
pruhem 5q14.2 a CRR 2 pruhem 5q34, mizeme ptedpokladat, Ze se jednad o podobnou skupinu

pacientd.

Stejné jako piedchozi studie jsme pozorovali vztah mezi rozsahem del(5q) a vyskytem
komplexniho karyotypu. Po rozd¢€leni rozsahti del(5q) na tfi skupiny tvoftila kategorie s velkym
rozsahem delece 69,6 % (n=32) ptipadli s komplexnimi karyotypy, ale pouze 29,3 % (n=12)
ptipadd s izolovanou del(5q). Delece 5q s malym rozsahem tvoiila 17,4 % (n=9) ptipada
s komplexnimi karyotypy a 41,4 % (n=16) pfipadu s izolovanou del(5q). Také statistickymi

korelacnimi testy jsme mezi témito faktory prokézali zavislost.

Na zéklad¢ prokazané zavislosti je vSak nutné dale analyzovat, do jaké miry pfispiva
ke zhorSené progndze rozsah delece 5q a do jaké miry vyskyt komplexniho karyotypu.
Kdyz jsme testovali vliv rozsahu delece pouze v ramci skupiny izolované del(5q) a v rdmci

skupiny s komplexnim karyotypem (¢imz jsme odstranili faktor komplexity), vliv rozsahu
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nebyl statisticky vyznamny. Néasledné testovani Coxovou vicerozmérnou regresni analyzou
potvrdilo stejny zavér a jako signifikantni proménou ovliviiujici pteziti oznacilo pouze vyskyt

komplexniho karyotypu.

Z nasi studie vyplyva souvislost mezi rozsahem del(5q) a komplexnimi karyotypy, které jsou
hlavnim negativnim prognostickym faktorem ovliviiujicim celkové pieziti pacientd s MDS.
Samotny rozsah delece 5q tak jiz v téchto ptipadech vyznamné nepfispiva k porozuméni
celkového stavu a progndzy pacienta. Tim jsme byli schopni objasnit, pro¢ prace,
které studovaly pouze skupinu s izolovanou del(5q), vliv rozsahu delece neprokazaly.
A naopak, pro¢ prace pracujici se vSemi skupinami MDS a s rliznymi rozsahy del(5q)
zahrnujicimi komplexni i1 nekomplexni karyotypy, vliv rozsahu del(5q) pozorovaly
(Fenaux et al., 2009; Giagounidis et al., 2004; Jerez et al., 2012; Stengel et al., 2016).

Objasnéni a popsani tohoto vztahu je dilezitym pifinosem této diplomové prace.

V nasem modelu je nékolik vyjimek z pravidla, které je nutno objasnit dalSim vyzkumem.
Ve skupiné s izolovanou del(5q) se objevuji ptipady s velkym rozsahem delece. Otazkou tedy
je, pro¢ maji tito pacienti s velkym rozsahem delece izolovanou del(5q) a ne komplexni
karyotyp. Moznym vysvétlenim je, Ze u téchto pacientl jeSté nedoslo k rozvoji komplexniho
karyotypu a progresi onemocnéni. Tyto pacienty je proto nezbytné nadéale sledovat.
Druhym moZnym vysvétlenim je pfitomnost dalSiho faktoru, ktery ovliviluje rozvoj
komplexnich karyotypi. Jejich vyskyt byl naptiklad opakované prokézan ve spojitosti s mutaci
genu 7P53. Analyza muta¢niho stavu genu 7P53 a dalSich vyznamnych gent u dostatecné
velkych souborll s vyuzitim modernich sekvenacnich technik je proto pro pfesné stanovani

prognézy pacienti s MDS velmi dilezita.

Kombinaci metod klasické cytogenetické a molekuldrni cytogenetické analyzy jsme studovali
nebalancované aberace chromosomu 5 u rozsahlého souboru pacientli s MDS. Prokézali jsme
souvislost mezi rozsahem delece dlouhych ramen chromosomu 5 a vyskytem komplexnich
karyotypt a definovali jsme vliv jednotlivych proménnych na celkové pieziti nemocnych.

Tim jsme pfispéli k lepSimu pochopeni patogeneze MDS.
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8 Zaver

Nejcastéjsi chromosomovou zménou v genomu pacientli s myelodysplastickymi syndromy
(MDS) je delece dlouhych ramen chromosomu 5, del(5q). Jako izolovana zména v karyotypu
je spojovana s dobrou prognozou, naopak jako soucast komplexniho karyotypu je spjata
s prognozou Spatnou. Mezinarodni prognosticky skorovaci systém IPSS-R zohlediiuje pouze
ptitomnost dalSich zmén, ale ne rozsah delece chromosomu 5 (Greenberg et al., 2012).
Ptesto nekolik autor popsalo souvislost mezi velkym rozsahem delece a Spatnou prognozou
(Jerez et al., 2012; La Starza et al., 2010; Volkert et al., 2014; Zemanova et al., 2018).
Cilem této diplomové prace bylo zkoumat nebalancované aberace chromosomu 5, ovéfit diive
popsané rozdily mezi rozsahem delece u skupiny s izolovanou del(5q) a del(5q) v komplexnich

karyotypech a popsat vliv rozsahu delece na prognozu pacienti.

Deleci 5q jsme studovali u 88 nemocnych s MDS. V karyotypech jsme del(5q) nachazeli
izolovang, s jednou dal§i klonalni aberaci nebo jako soucast komplexnich karyotypu.
Stejné jako dalsi autoii jsme nepozorovali rozdil v pfeziti mezi pacienty s izolovanou del(5q)
a del(5q) s jednou dalsi aberaci (krom¢ aberaci zahrnujicich chromosom 7). Proto jsme ob¢
kategorie sloucili. Mezi skupinou s izolovanou deleci 5q a deleci 5q v komplexnich karyotypech
jsme prokazali statisticky vyznamny rozdil v celkovém pieziti. Mezi skupinami
se taktéz liSil rozsah delece 5q - velky rozsah delece byl Castéj$i u skupiny pacient
s komplexnimi karyotypy, maly rozsah delece byl cast&j$i u skupiny s izolovanou del(5q).
Na zaklad¢ zavislosti mezi rozsahem delece a vyskytem komplexniho karyotypu jsme zkoumali
vliv jednotlivych faktor na prognézu nemocnych. Coxovou vicerozmérnou regresni analyzou,
ktera zahrnovala jak rozsah delece, tak vyskyt komplexnich karyotypi, jsme prokazali, Ze téméf

veskerou variabilitu v pfeZziti pacientli vysvétluje proménna komplexnich karyotypt.

Vysledky nasi studie potvrdily diive popsanou souvislost mezi rozsahem delece 5q
a komplexnimi karyotypy. Komplexita karyotypu pfedstavuje hlavni negativni prognosticky
faktor ovliviiujici celkové preziti pacientii s MDS. Pfimy prognosticky vliv rozsahu delece 5q
jsme neprokazali. Vysledky této prace proto ukazuji, Ze v ramci bézné rutinni diagnostiky nema
v soucasné dob€ vyznam analyzovat rozsah delece 5q. DalS§im vyzkumem vSak bude nutné
objasnit, zda pacienti s izolovanou deleci 5q velkého rozsahu nemaji zvySené riziko klonalniho
vyvoje a vzniku komplexnich karyotypd, pfipadné jak toto riziko souvisi s dalSimi

prognostickymi faktory jako napft. s mutaci genu 7P53 ¢i mutacemi dalSich kandidatnich gen.
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10 Ptilohy

Ptiloha 1.

Cislo pacienta pohlavi vék pii diagnéze  karyotyp

1 Zena 84,9 46,XX,del(5)(q21.1q33.3)[16]/46,XX[6]

2 7ena 70,0 46,XX.,del(5)(q13.2q34)[14]/46,XX[8]

3 Zena 70,7 46,XX,del(5)(q14q34)[2]/46,XX[18]

4 Zena 81,5 46,XX,del(5)(q14q33.3)[31)/57,XX,+X,del(5)(q14q33.3),+del(5)(q14933.3),+8,+8,+9,+10,+11,+13,+14,+19,+22[12]/46,XX[5]

5 Zena 85,9 43~47,XX,del(5)(q13.3q34),der(17)t(17;21)(p11.2;q11.2),del(21)(q1 1.2)x2[19]/46,XX[1]

. . oLl 47, XY +8[3]/55~60,XY,+1,+2,der(5)del(5)(q11.2q14)del(5)(q2133),+6,+8,+9,+11,+13,+14,+16,+19,+20,+21,
’ +der(18)r(18;21)(p10q11.2;p?q?),+r(21)(p?q?),+22,1~4dmin[9]

7 Zena 80,2 46,XX,del(5)(q14q33.3)[3]/46,XX[2]

8 zena 73,4 46,XX,del(5)(q15q34)[131/46,XX[7]

9 muz 83,7 46,XY,del(5)(q14q33.3)[18]/46,XY[4]

45, XY, der(5)del(5)(p12)del(5)(q1 1.2),t(6;1 1)(q123;p121.2),der(7)t(X;7)(%:q11.2),-16,der(18)t(5;18)(p12:q12)[15)/

10 iz 711 44,XY,-5,1(6;11)(q123;p121.2),der(T(X;7)(2:q11.2),-16,der(18)t(5; 18)(p12:q12)[41/46,XY[3]

11 Zena 76,0 46,XX.del(5)(q12933.3)[151/46,XX[5]

45,XY ,del(5)(q22933).der(17)t(17;20)(p13;?2),dic(18;20)(p10;2q10),der(19)t(19;21)(?p13.3;q21),der(2 )t(19;21)(?p13.3;q21)

12 muz 79.8 inv(19:21)(p2;q?)[20]
13 s 625 46,XY,del(5)(q21.2q34)[2]/47,XY ,del(5)(q21.2q34),+8[1]/84~85<4n> XX ,-Y,-Y,-2,del(5)(q13q34)x2,+8,der(9;17)(p10;q10)x2,
’ -12,-14,-16,-21[16]/46,XX[1]
46,XY,del(5)(q14q33.3),del(20)(q1 1q13)[15]/42~45,idem,der(6)t(6;12)(q?25;p?),der(6)t(6;17)(p21.3;q?21),
14 zena 71,6 dic(12;18)(p11.1;p11.1),dic(15;21)(p11.1;p11.1),der(17)t(6;17)(p21.3;?)[11]/42~45,X X, der(4)t(4;17)(q21;9?23),ins(5;4)
(921.1;97q?),del(5)(q14q33.3),der(7)t(4;7)(q?;q11.2),del(20)(q11q13)[2]
15 muz 70,8 46,XY,del(5)(q31.1q31.3)[20]
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47~50,X,der(X)t(X;2)(2%;2).der( Dt(1;11)(p362:q221),+5,del(5)(q?13),der(7)t(7;12)(p?12;2),+9,del(9)(q?21),del(12)(q?15),

16 zena 420 del(13)(q?14).der(14)t(12;14)(%;p1 1.1)t(7;12)(2;2),der(18)?,+20,+21[10]/46,XX[7]
17 U 23.0 44, X, der(Y)inv(Y)(p11.3q12)t(Y;22)(q12;q11.1),del(5)(q14.1q33.3),der(7)t(7;21)(q21.11;q21.1),
’ der(9)del(9)(p13.1)del(9)(q21.11),der(18)t(9;18)(p13.2;q22.1)del(18)(q21.2q21.31),dic(20;22)(q11.21;p11.1),-21[9]/46,XY[3]
18 7ena 71,2 46,XX,del(5)(q14.1q34)[17]/46,XX[7]
19 muz 76,8 40~43,XY,del(5)(q14qter),del(6)(q?),-7,der(9;17)(p10;p10)ins(17)(q1 1.1p13.1p13.22),-18[ 11]/46,XY[12]
20 Zena 75,3 46,XX,del(5)(q14q34)[8]/46,XX[12]
21 muz 82,0 45,X,-Y,del(5)(q21.1q33.2)[20]
22 muz 78,9 46,XY ,der(5)ins(5;12)(q23.3;q?)del(5)(q23.3932)ins(5;8)(q32;q7?),del(8)(q?),del(12)(q?)[19]/46,XY[2]
. 46,XY,del(4)(q11q34),del(5)(q14.3g31.2),ins(14;4)(q24;q24q21::q31q33)[19]/46,XY,del(4)(q11q34),t(7;17)(q32;q12),ins(14;4)
23 muz 87,0 .
(924;924921::q31q33),inc[3]
24 sena 78.6 41~45,XX,del(5)(q13.2q33.3),der(6)t(6;17)(q27;?),-13,der(13)t(13;21)(p11.1;q22),
’ -17,der(17)t(13;17)(q?14;p12),der(18;19)(p10;?p10),der(19)t(19;20)(?;?),r(21;13)(p11.1;q?),inc[5]/46,XX[5]
25 - 683 47,XY,+2,der(5)t(5;16)(q13.1;2),+11,dic(16;17)(p11.2;p1 1.2)t(5;16)(q31.3;q13),dic(21;22)(p12;p12)x2,+21,+22[15]/
’ 48,idem,+8[2]/46,XY[3]
26 Zena 78,8 46,XX,del(5)(q14q33.2)[16]/47,XX,del(5)(q14q33.72),+8[3]/46,XX[1]
27 Zena 77,3 46,XX,del(5)(q15.3q34)[51/46,XX[15]
28 Zena 71,7 46,XX,del(5)(q13.3934)[11]/46,XX[9]
46,XY,del(5)(q13.1q34)[11/43,XY,-3,der(4)t(4;5)(p11;q34),der(5)del(5)(q13.1q34)t(4;5)(p11;q13.1),-6,-7,del(12)(p12.1p13.3),
29 s 677 der(18)r(6;18)(?;p11.3q11.1)[21]/42,X,-Y,-3,der(4)t(4;5)(p11;q34).der(5)del(5)(q13.1q34)t(4;5)(p11;q13.1),-7,
’ del(12)(p12.1p13.3),-18,der(19)t(11;19)(2;2p13.1)[1]/46~48,XY del(1)(q21)x 1~2,der(4)t(4;5)(p1 1;934),der(5)del(5)(q13.1q34)
t(4;5)(p11;q13.1),der(6)t(6;15)(p21;q?15),der(15)t(6;15)(p25;q?15),+17,der(18)r(6;18)(?;p11.3q11.1)[2]/46,XY[1]
30 Zena 69,5 46,XX,del(5)(q14q33.3)[6]/46,XX[14]
31 Zena 76,0 45,X,-X[71/46,XX,del(5)(q13.3q34)[7]/ 46,XX[6]
32 muz 80,0 46,XY,del(5)(q13.2q34)[1]/46,XY,del(5)(q13.2q34).del(7)(q21.1q31.3),der(17)t(1;17)(?;p12)[17]/ 46,XX[1]
. 47,XY,del(5)(q2?2q373.3),+8,i(11)(q10)[3]/47,idem,der(2)t(2;4)(q?21;q?),der(4)t(2;4)(?;q?),2del(14)(q?),ins(16;2)(p?;?)[ 5]/
33 muz 80,3
46,XY[12]
34 ena 70,2 49~51,XX,+1,del(5)(q13.3q34),+11,421,422,+22inc[13]/46,XX[12]
15 sena 67.8 46~50,XX,del(5)(q13.3933.3),psu dic(21;21)(q22.3;q22.3)x2,tpsu dic(21;21)(q22.3;q22.3),+psu dic(21;21)(q22.11;q22.11)x2,

+der(21;21)(q10;q10)inv(21)(q11.1q22.2)[24]/46,XX[1]
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46~48,XY ,der(5)t(5:20)(q14:p?),der(7)t(7;19)(p13;?)t(7;20)(q22;?),der(1 1)t(11;21)(q23.3;q1 1), +r(1 1)(p1 1q25)x4,

36 muz 66,8 ~18,del(19)(2),der(20)t(18:20)(%;p?),-21[23]/46,XY[2]
37 Zena 74,5 46,XX,del(5)(q13.3q34)[24]/46,XX[1]
42~46,XX,der(3)t(3;22)(q?12q?),der(4)t(4;?)(p?13;?),der(5)t(5;16)(q11.2;?)del(5)(q11.2q34),der(16)t(5;16)(q34;q?24),-7,
38 Zena 69,3 -9,der(9)t(9;3)(q?12:Mt(3;13)(?;9?),-13,der(13)t(13;13)(p?12;qM)t(13;15)(q?:q7?),-15,der(16)t(5;16)(q?;q?24),
der(19)(p13)(q13)x3,+19,der(21)t(19;21)(q?;q?21),der(22)t(?;22)(?;p?11.2),-22[7]/46,XX[2]
39 muz 62,5 40~45,XY,der(5;17)ins(5;17)(p?;M)t(5;17)(q1 1;p11),der(5;17)t(5;17)(q1 1;p11),-7,psu dic(14;19)(p12;q13),-16[241/46,XY[1]
40 s 714 47~49,XY,del(5)(q23.3933.3),del(7)(q21),der(8)t(8;16)(p1 1;p11),+i(8)(q10)x2,-16,r(18)(p11.2q12),+r(18)(p1 1q11),+22[8]/
’ 47,XY,t(1;5)(p22;q34),del(5)(q23.3q33.3),del(7)(q21),der(8)t(8;16)(p1 1;p11),+i(8)(q10),-16,r(18)(p11.2q12),+22[16]/46,XY[1]
41 zena 78,6 46,XX,del(5)(q14q34)[22]/46,XX[3]
46,XX,del(5)(q13.1q34)[7]1/46,XX,del(5)(q13.1q34).del(8)(q11.2¢23),der(8)t(8;11)(q23;q13),der(11)ins(11;8)(p?15.5;q11.2923)
42 zena 80,9 t(8;11)(q23;q13)[7]/46,XX,der(4)del(4)(p?15)del(4)(q?13),del(5)(q13.1q34),del(8)(q11.2q23),der(8)t(8;11)(q23;q13),del(9)
(q?21q?34),der(11)ins(11;8)(p?15.5;q11.2923)t(8;11)(q23;q13)[6]/46,XX[3]
43 Zena 81,8 46,XX,del(5)(q14q33.2)[16]/46,XX[6]
44 Zena 82,8 46,XX,del(5)(q14q33.3)[17]/46,XX[3]
45 zena 64,4 46,XX,del(5)(q14933.3)[16]/46,XX[6]
46 zena 84,8 46,XX,del(5)(q15q34)[10]/46,XX[13]
47 Zena 76,3 46,XX,del(5)(q14933.3)[2]/46,XX[7]
48 muz 75,7 47,XY,del(5)(q14q33.3),+8[20]
49 sena 779 45~46,XX,der(3)t(3;12)(p14.3;p13.31)ins(3;12)(q27.1;p11.1¢21.32),der(3)t(3;12)(p14.3;p13.31)ins(3;12)(q27.1;q1?5q21.32),
’ der(5)t(5;12)(q15;p12.2)t(12;12)(p11.22;q23.1),-12,der(12)del(12)(p11.22)del(12)(q13.3)[22]
50 sena 714 53,XX,+X,+1,del(5)(q14q33.3)x2,+8,+14,+22[15]/53,idem,der(7)t(7;?)(q31;?)[4]/53,XX,+X,+r(1)(p36.3q1 1),del(5)(q14q33.3)x2,
’ der(MHt(7;2)(q31;2),+8,+11,+14,+22[1]
51 muz 72,1 46,XY,del(5)(q12q35.3)[71/46,XY[13]
. 42~46,XX,del(5)(q12q34),del(7)(q11.2),-13,-18,t(19;19)(q?;q?),del(21)(q?12),+der(21;21)(p10;p10)t(13;21)(q?13;q?12),
52 zZena 77,6
+1(21)(p?:97)[20]
53 Zena 77,8 46,XX,del(5)(q13.3933.3)[7]/46,XX[13]
54 zena 83,3 46,XX,del(5)(q14933.3)[8]/46,XX[12]
55 Zena 95,4 46,XX,del(5)(q14q33.3)[4]/46,idem,t(2;6)(p?23;q21)[12]/46,XX][5]
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56 zena 77,8 46,XX,der(5)del(5)(q13.2q33.3)t(5;14)(q12;q32),del(10)(q?22),ins(12;10)(q?14;q7?),der(14)t(5;14)(q12;q32)[20]/46,XX[1]

57 muz 75,3 46,XY,del(5)(q21q33.3)[14]/46,XY[6]

58 zena 80,0 46,XX,der(3)t(3;11)(p11.2;q14.2)del(11)(p11.11q14.3),der(5)t(3;5)(p12.3;q14),r(11)(p11.11q14.2)[22]

59 muz 76,2 46~50,XY,der(2)t(2;5)(q37;7),del(5)(q?13q?33),+8,t(9;13)(p?22;q?32),-14,der(17)t(14;17)(q11.2;p?12),der(20)t(6;20)(?;q11.2)[5]

60 zena 73,5 46,XX,del(5)(q22q34)[2]/polyploidie[15]/46,XX[16]

61 muz 57,4 46,XY,del(5)(q21q31.3),t(12;22)(q21;q11)[10]/46,XY[15]

62 sena 5.0 44,XX,del(5)(q13.1933.3),-7,dic(12;20)(p13;?),der(15)r(15,18)(q?;q?),del(18)(q?)[24]/88, XXX X,del(5)(q13.1g33.3)x2,

’ -7,-7,dic(12;20)(p13;?)x2,der(15)r(15,18)(q?;q?)x2,del(18)(q?)x2[1]

63 Zena 78,9 46,XX,del(5)(q13.3q34),der(18)t(1;18)(?p22;q23)[20]
45,XX,der(5)del(5)(q14q33.3)t(5;17)(q33.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;Mt(12;13)(q?;q?),der(12)t(12;13)(p13;qNt(1 1;12)(?;p11.2),

64 sena 9.9 -13,der(17)t(5;17)(q33.2;p12),der(18)t(12;18)(?;q22),der(20)t(11;20)(?;p11.2)[20]/45,X X der(5)del(5)(q14q33.3)

’ t(5;17)(q33.2;p12),der(1 Dt(11;13)(q12;?)t(12;13)(q?;q?),der(12)inv(12)(p11.2q13)t(12;13)(p11.2;?7p11.2))t(11;12)(?;9?)
t(11;13)(2;13)(7;q7),-13,der(17)t(5;17)(q33.2;p12),der(18)t(12;18)(?;q22),der(20)t(11;20)(?;p11.2)[5]

65 zena 74,3 47,XX,del(5)(q13.3q31.3),+21[24]/46,XX[1]

66 muz 80,0 46,XY,r(7)(p11.2921.1)[10]/44,XY ,-7[4]/45,XY,dic(5;17)(q11.1;p11.1),1(7)(p11.2q21.1)[4)/44,XY ,dic(5;17)(q11.1;p11.1),-7[2]
45,XX,der(1)t(1;5)(p?;q33.3),der(5)del(5)(q22933.3)t(1;5)(p?;q33.3),der(7)del(7)(p12)del(7)(q1 1.2),der(13)t(7;13)(?;q12),
-14,der(16)t(13;17)t(13;16)(q?;q11)(q?;p11),der(17)t(16;17)(p11;q11),der(18)t(18;20)(p11;q?),der(20)t(14;20)(q?;q11.2)[2]/

7 sena 50.1 44, XX der(1)t(1;5)(p?;q33.3),der(5)del(5)(q22q33.3)t(1;5)(p?;q33.3),dic r(7;22)(?;?),der(13)t(7;13)(?;q12),-14,

’ der(16)t(13;17)t(13;16)(q?;q11)(q?;p11),der(17)t(16;17)(p11;q11),der(18)t(18;20)(p11;q?),der(20)t(14;20)(q?;q11.2),-22[7]/
43~45,XX, der(1)t(1;5)(p?;q33.3),der(5)del(5)(q22q33.3)t(1;5)(p?:933.3),-7,der(13)t(7;13)(?;q12),-14,
der(16)t(13;17)t(13;16)(q?;q11)(q?;p11),der(17)t(16;17)(p11;q11),der(18)t(18;20)(p11;q?),der(20)t(14;20)(q?;q11.2),+22,-22[9]/

68 zena 59,3 46,XX,del(5)(q23.2q31.3)[5]/46,XX[15]

9 s 0.5 48~49,XY,ins(2;5)(p?13;q23.3923.3),der(4)t(4;13)(p16;q1?4)del(4)(q?3 1),der(5;19)(p10;?p10),del(13)(q1?4),del(20)(q12),+21,

’ der(20;22)(p10;q10)x2~3[21]

70 sena 76 45,XX,der(1)t(1;7)(p?32;p22),del(5)(q14q34),der(t(7;1 1)(p15.3;Mt(1;11)(p?31;?),der(11;17)(q10;q10),t(15;16)(q?23;q?23),

’ der(17)(p10)t(11;17)(q13;11.2)[10]/46,XX[10]

71 muz 72,8 46,XY,-2,del(5)(q14q33.2),der(11)t(2;11)(q12;q12),dic(11;13)(p10;q10),der(2;20)(p10;p10)x2[16]/92,XXYY,idemx2[4]

7 sena 734 45~46,XX,+1,der(3)t(3;6)(q2?8;?),del(5)(q14q33.3),der(9)t(9;?11)(q3?3;?),del(11)(p11.2),der(11)t(11;13)(q24;q12),der(11;17)

(P11.2t(17:2)(%2),+i(11)(q10),-13,der(16)t(16;7)(%;2),-17[18]/46,XX[2]
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46,XY der(5)t(5;7)(q14.3;?).der(7)t(7;17)(q1 1.23;?),der(7)t(7:20)(q1 1.23;2).der(17)t(17;19)(p13.1;p13.2)t(7;17)(q21.11;q22),

73 muz 66,0 del(20)(?q)[15]/46,idem,t(X;8)(p?22.1;q?24.1),der(4)t(4;19)(q35;?),-16,der(19)t(16;19)(?;?),+der(19)del(19)(p12)del(19)(q12)[ 7]/
46,XX[3]
74 muz 65,1 43~45,XY,del(5)(q11.2q35.3),der(7)t(7;12)(q11.2;?),+8,r(12)(?),-16,dic(17;22)(p11.2,p12),-18[ 7]/46,idem,+6[4]
75 muz 72,9 46,XY,del(5)(q14q33.3)[13]
44 XY der(1)t(Y;1)(q12;p36.3),dup(3)(q2?76.1q2?6.3),der(5)t(5;7)(q13.2;p13),r(7)(p11.2921),+8,der(13;21)(p10p10),der(15;17)
76 muz 69,2 (p10;p10)[13]/43, XY, der(1)t(Y;1)(q12;p36.3),dup(3)(q2?6.192?6.3),der(5)t(5;7)(q13.2;p13),-7,+8,der(13;21)(p10p10),
der(15;17)(p10;p10)[3]
77 muz 76,1 46,XY,del(5)(q14.3q34)[11]/46,XX[11]
78 Zena 59,6 46,XX,del(20)(ql1.1q13)[1]/46,XX,del(5)(g23.3q34),del(20)(q11.1q13)[12]/ 46,XX[7]
79 sena 776 46,XX,der(2)t(2;5)(?p11.2;7)del(2)(?q?31),der(5)t(2;5)(?;q122),der(12)t(2;12)(?;q24.3)[8]/45,idem,dic(7;12)(q11.2;p11.2),
’ der(?13)t(12;13)(p13.21;?)[12]
80 Zena 79,2 46,XX,del(5)(q14q33.3)[22]/46,XX[3]
43,XX,-3,del(5)(q14.1q33.3),der(7)t(7;17)(q?21;q?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;q34)t(3;12)(?q13;?),der(14)t(3;14)(?;p11.2),-7[19]/
81 Zena 65,1 43,X,der(X)del(X)(p?11.4)del(X)(q?13),-3,del(5)(q14.1q33.3),der(7)t(7;17)(q?21;q?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;q34)
t(3;12)(?q13;?),-17,der(20)t(X;20)(q?13;?p13)[2]/46,XX][1]
82 Zena 46,7 45,XX,dic(5;17)(q11.1;p11.2)[2]/44,idem,-7,dic(5;15)(q11.1;p11.1)[8]/45,idem,r(18)(p11.1q21.2)[10]/44,idem,-18[2]/46,XX[11]
83 Zena 84,8 46,XX,del(5)(q14q33.3)[19]/46,XX[1]
84 zena 81,3 46,XX,del(5)(q22q33)[14]/46,XX[11]
85 zena 59,0 46,XX,del(5)(q13.3q32)[23]/46,XX][2]
36 Sena 68.2 44,XX,ins(3;6)(p11;?),der(5)del(5)(p12)del(5)(q13.2),-6,der(7)del(7)(p12)del(7)(q22),del(13)(q?),dic(12;17)(p1 L;p11),
’ der(22)t(3;22)(?;q12)[241/46,XX[1]
46,XX,del(5)(q14q35),der(7)t(7;21)(q22;q?),t(10;17)(q?26;q?22),der(12)t(12;21)(p?13;q?),der(15)t(1;15)(?;p?),
87 sena 65.4 del(21)(q21q22)[12)/45,XX,del(5)(q14q35).der(7)t(7;21)(q22;q7?),t(10;17)(q?26;q?22),der(12)t(12;21)(p?13;q7?),der(15)t(1;15)
’ (2;p7),-21[121/47,XX,del(5)(q14q35),der(7)t(7;21)(q22;q9?),t(10;17)(q?26;q?22),der(12)t(12;21)(p?13;q?),der(15)t(1;15)(?;p?),
+del(21)(q21q22)[2]
88 s 614 43,XY.,del(1)(p11),t(2;11)(p12;923),der(4)t(4;5)(q14;?),der(5)(5;7)(q12;)t(7;17)(?;?),-7,der(7)t(1;7)(p11;p12)

dup(1)(p?)ins(1;7)(2;2),del(10)(p1 1),dic(12;15)(p1 1;p11),-17,der(20)t(?10;20)(?p11:q1 1),ins(20;17)(?;2)[12]/46,XY[2]
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