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Abstrakt

Myelodysplastické neoplazie (MDS) jsou heterogenni skupinou klonalnich onemocnéni krvetvorby.
Jednim z cytogenetickych nalezl, se kterym se u pacientl s MDS vzacné setkavame, jsou aberace
chromosomu 17. Byla provedena cytogenomicka analyza nebalancovanych aberaci chromosomu 17
u 37 dospélych pacient( s primarnimi a sekundarnimi MDS. Nejcastéjsim typem zmén chromosomu 17
byly nebalancované translokace, ke kterym dochdzelo stémér vSemi chromosomy. Aberace
chromosomu 17 byly u 34 pacientl (91,9 %) soucasti komplexniho karyotypu. Osm pacientd (21,6 %)
mélo zmény obou homolognich chromosomG 17. Rozdil v celkovém preziti pacientl s jednim a se
dvéma aberovanymi chromosomy nebyl statisticky vyznamny. Byl vSak pozorovan trend lepsiho preziti
pacientl s jednou aberaci. U tfi pacientli doslo ke klondlnimu zisku aberace chromosomu 17 spolu s
deleci oblasti 17p13, kde se nachazi gen TP53. Delece byla potvrzena celkem u 27 pacientll (72,9 %),
vcetné vSech nemocnych se sekundarnimi MDS, a jeji zisk nemél vliv na celkové preZziti. Mutace TP53
byla zjisténa u 17 z 21 (80,9 %) vy$etiovanych nemocnych. Z toho 12 mélo zarover deleci 17p13. Ctyfi
pacienti méli dvé mutace a jeden pacient mél mutaci spolecné s uniparentalni disomii 17p. Tyto nalezy

maji velmi Spatnou progndézu a median celkového preZiti nemocnych byl 2 mésice.

Klicova slova: myelodysplastické neoplazie (MDS), chromosomové aberace, chromosom 17, TP53



Abstract

Myelodysplastic neoplasias (MDS) are heterogeneous group of clonal hematopoietic disorders.
Chromosome 17 aberrations are one of the rare cytogenetic findings in MDS patients. A cytogenomic
analysis of unbalanced aberrations of chromosome 17 was performed in 37 adult patients with primary
and secondary MDS. The most common change of chromosome 17 was unbalanced translocations,
which occurred with almost all chromosomes. Chromosome 17 aberrations were part of the complex
karyotype in 34 patients (91.9%). Eight patients (21.6%) had changes of both homologous
chromosomes 17. The difference in overall survival of patients with one and two aberrated
chromosomes was not statistically significant. However, a trend towards better survival of patients
with a single aberration was observed. Three patients had a clonal gain of chromosome 17 aberration
as well as a deletion of the 17p13 region where the TP53 gene is located. The deletion was confirmed
in a total of 27 patients (72.9%), including all patients with secondary MDS, and its gain did not affect
overall survival. TP53 mutation was found in 17 out of 21 (80.9%) examined patients. Of these, 12 had
a 17p13 deletion at the same time. Four patients had two mutations and one patient had a mutation
together with uniparental disomy 17p. These findings have a very poor prognosis and the median

overall survival of the patients was 2 months.

Keywords: myelodysplastic neoplasia (MDS), chromosome aberrations, chromosome 17, TP53
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1 Uvod

Myelodysplastické neoplazie (MDS) jsou skupina vysoce heterogennich klonalnich onemocnéni
krvetvorby s nejasnou etiologii a patogenezi, které az u 30 % pacientl prechazi do akutni myeloidni
leukémie (AML). MDS postihuji zejména osoby starsi 70 let, lze se s nimi ovSsem vzacné setkat
u pacient mladsich 40 let a v pediatrické populaci. V téchto pfipadech je predpokladano, Ze k rozvoji
dochazi v disledku germindlni mutace vybranych gend. U ¢asti nemocnych jsou MDS dasledkem
terapie pro jina onkologicka onemocnéni ¢i expozice nékterymi latkami. Tyto MDS jsou oznacovany

jako sekundarni a progndza téchto pacientd je ve srovnani s primarnimi MDS horsi (Tria et al., 2022).

MDS se zpravidla projevuji cytopenii v jedné nebo vice myeloidnich krevnich fadach. Pfi dalSich
vySetfenich byva zjisténa hypercelularita a dysplazie kostni dfené pacientl. Pfedpoklada se tedy, Ze za
rozvojem MDS stoji selhani krevni kmenové buriky, které je disledkem genetickych a epigenetickych

zmén (Zini, 2017).

Revidovany mezinarodni prognosticky skérovaci systém (IPSS-R) a jeho nejnovéjsi molekularni
varianta (IPSS-M) jsou kli¢ovymi ndstroji pro zhodnoceni zadvaznosti onemocnéni a predikci klinického
prabéhu. Na zakladé rizikového skére je rozhodovédno o lécebné strategii a toto skére zaroven
poskytuje cenné informace o progndze pacienta a riziku prechodu onemocnéni do AML.
V diagnostickém systému IPSS-R je u pacientll hodnoceno procentudlni zastoupeni blastd v kostni
dreni, pocet krevnich fad s cytopenii a jejich zdvaznost a také ziskané cytogenetické zmény (Greenberg
et al., 2012a). Ty se vyskytuji u 40—50 % pacientl s primarnimi a 90—95 % pacientl se sekundarnimi
MDS (Leone et al., 2022). Jejich pfitomnost a rozsah jsou dlleZitym ukazatelem vyvoje onemocnéni.
Spektrum ziskanych chromosomovych aberaci je velmi Siroké. Nicméné existuji zmény, které jsou pro
MDS zcela typické. Pfikladem muze byt delece dlouhych ramen chromosomu 5, kterd je u nemocnych
nejcastéji detekovanou aberaci. Dale se mizeme setkat s deleci dlouhych ramen chromosomu 7 a 20
nebo se ztratou chromosomu Y (Schanz et al., 2012). Mezi aberacemi zjisténymi u pacienti s MDS jsou
také strukturni prestavby a numerické zmény chromosomu 17. Ty jsou popisované u 2 % pacient(
s primarnimi a 4,5 % pacient(l se sekundarnimi MDS (Leone et al., 2022). Mezi nejéastéji popisované
aberace chromosomu 17 patfi jeho monosomie nebo delece oblasti 17p13, které se ovSsem zpravidla
vyskytuji v kontextu komplexniho karyotypu (Diamantopoulos et al., 2019; Xu et al., 2010).
Isochromosom pro dlouha ramena je pak jedinou zménou chromosomu 17, kterad je vizolované
podobé hodnocena klasifikaci IPSS-R. Jedna se o ndlez fazeny do kategorie stfedniho rizika (Greenberg

et al., 2012a).

Tato diplomové prace byla zpracovdna v Centru nadorové cytogenomiky ULBLD, Vieobecné

fakultni nemocnice a 1.LF UK v Praze, které se zabyvd klasickou cytogenetickou analyzou
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a cytogenomickou analyzou prevdiné hematologickych malignit. V diplomové praci byla provedena
detailni cytogeneticka analyza nebalancovanych aberaci chromosomu 17 u dospélych pacient(i s MDS.
Pro dalsi upfesnéni nalezu byly vyuZity cytogenomické metody. U vSech pacientli byla ovérena
pritomnost delece oblasti 17p13 a velikost patologického klonu. Pfesny rozsah deletovanych segmentt
na kratkém rameni chromosomu 17 byl uréen mikrocipovou analyzou. U casti pacientl byla dale
zjistovana pritomnost mutaci genu TP53, ktery se nachazi na kratkém rameni chromosomu 17. Byl
sledovan vliv téchto zmén na klonalni vyvoj, progresi onemocnéni a porovnana jeji frekvence a vyznam

u primdrnich a sekunddrnich MDS.



2 Prehled literatury

2.1 MDS

Myelodysplastické neoplazie (MDS) jsou klinicky i biologicky heterogenni skupina klonalnich
hematologickych onemocnéni se znaky selhani kostni diené. Vznikaji v disledku poskozeni a nasledné
neefektivni diferenciace hematopoetické kmenové burky projevujici se cytopenii rizného rozsahu
v jedné ¢i ve vice myeloidnich bunécnych liniich. Kostni dfen byva hypercelularni (ale i normo- nebo
hypoceluldrni) a dysplasticka. Pacienti jsou ohroZeni zvySenym rizikem pfechodu onemocnéni do

akutni myeloidni leukémie (AML), ke kterému dochazi u 30 % nemocnych (Tria et al., 2022; Zini, 2017).

K prvnimu zachytu onemocnéni mizZe dojit zcela ndhodné pfi rutinnim laboratornim vysSetrfeni
krevniho obrazu. Nejcastéji je zjiSténa anémie, leukopenie i trombocytopenie ¢i jejich vzajemna
kombinace. Pacienti ale také mohou ptichdzet s anemickym syndromem, projevujicim se napfiklad
bledosti kiZe a sliznic, celkovou slabosti a Unavou, zavratémi ¢i palpitacemi. V 25-30 % pripadi jsou
pacienti leukopenicti a pres nespecificky klinicky obraz jsou ohroZeni zavainymi infekcemi z dlvodu
imunodeficience. U 10 % pacientl se Ize setkat s trombocytopenii a s ni spojenou zvySenou krvacivosti
klzZe a sliznic. U ¢asti pacientl navic dochazi k autoimunitni reakci naptiklad v podobné perikarditidy
¢i artritidy (Vondrakova, 2010). Potvrzeni diagndzy vychazi z vysetfeni bunék kostni dfené, které jsou
ziskané aspiraci. Je hodnocena jejich morfologie a zastoupeni blastd. Celkova morfologie a bunéénost

kostni diené jsou hodnoceny z materialu ziskaného biopsii (Cervinek, 2013; Zini, 2017)

Etiologie MDS zatim neni zcela objasnéna. Pfredpoklada se, Ze selhani krevni kmenové burky je
dlisledkem akumulace mutaci v prabéhu Zivota, ale i celé rady dalsich faktord (Zini, 2017). MDS se
vyskytuji zejména ve starsi populaci s vékovym medidnem 71 let a s vyssi prevalenci u muzl oproti
Zzenam. U populace starsi 70 let je odhadovany vyskyt 75 nemocnych na 100 000 obyvatel rocné a
incidence onemocnéni s vékem déle vzrista. Naopak u pacientd mladsich 40 let se s MDS setkdvame
vzacné — pocet pacientll je odhadovan na 0,1 pfipadu na 100 000 obyvatel roéné (Nachtkamp et al.,

2024).

Pfresto, Ze se MDS tykaji zejména dospélé populace, mohou se vyskytnout i u déti. V pediatrické
populaci MDS predstavuji méné nez 5 % vsech hematologickych malignit a pfedpoklada se, Ze pfic¢inou
je vrozend genetickd predispozice (Xie et al., 2023; Zeidan et al., 2019). Mezi geny, které jsou
dlouhodobé spojovany s pediatrickymi MDS a s MDS u pacientd mladsich 40 let, jsou naptiklad SAMD9
a SAMDGIL. Studie provedena na lidskych a mysich hematopoetickych burkach zjistila, Ze exprese
mutantniho SAMD9/SAMDSIL vedla k naruseni proteosyntézy a bunééného cyklu pfi soucasné aktivaci

odpovédi na poskozeni DNA a apoptdzy (Thomas et al., 2021).



Zcela oddélenou kategorii nemocnych predstavuje skupina pacientl se sekundarnimi MDS. Jedna
se asi 10 % vSech MDS a jejich progndza je oproti primarnim MDS horsi. U téchto nemocnych doslo k
rozvoji MDS v dlsledku radioterapie ¢i chemoterapie myeloidnich neoplazii a dalSich onkologickych
onemocnéni (napriklad rakoviny prsu, vajecnik(l nebo plic). Zejména po podavani alkylaénich cinidel
nebo inhibitort topoisomerazy Il. Pfipadné mohou byt MDS disledkem expozice nékterym chemickym

latkdm (napriklad organickym rozpoustéditm). (Cervinek, 2013; Feng et al., 2021)

2.2 Klasifikace MDS

MDS zacaly byt odbornou verejnosti vnimany jakou soubor onemocnéni s podobnymi znaky
zhruba v 50. letech 20. stoleti. Do té doby byly povazovany za rtizné formy preleukémii ¢i sporadické

hematologické syndromy, které nereagovaly na klasickou Ié¢bu (Vardiman, 2012).

2.2.1 FAB klasifikace

Prvni terminologické a klinické sjednoceni provedla v roce 1976 Francouzsko-Americko-Britska
(FAB) skupina pro klasifikaci leukémii. Ve FAB klasifikaci byly rozliseny akutni leukémie a
dysmyelopoetické, respektive myelodysplastické syndromy. Ty byly na rozdil od leukémii oznaceny za
méné akutni, nevyZadujici okamZitou |éCbu svyskytem u pacientd ve véku nad 50 let.
Myelodysplastické syndromy byly dale rozliSeny na dvé kategorie. A to na refrakterni anémie s

prebytkem blastli (RAEB) a chronické myelomonocytarni leukémie (CMML) (Bennett et al., 1976).

V diagnostickém systému FAB z roku 1982 doslo k rozdéleni MDS do 5 kategorii podle novych
diagnostickych kritérii. Tentokrat byla brana v potaz zejména pfitomnost dyserytropoézy, procentudlni
zastoupeni blastd v periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD). A to spoleéné s morfologickymi znaky
krevnich bunék jako je naptiklad vyskyt Auerovych tyci v prekurzorech granulocytd. Na zakladé téchto
kritérii byly MDS rozdéleny na refrakterni anémie (RA), refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
(RARS), refrakterni anémie s prebytkem blastl (RAEB), RAEB v transformaci (RAEB-t) a CMML
(tabulka 1) (Bennett et al., 1982).

Nazev blasty v KD (%) blasty v PK (%)
RA, refrakterni anémie <5 <1

RARS, refrakterni anémie s prstencitymi <5 <1
sideroblasty

RAEB, refrakterni anémie s prebytkem blastd | 5-20 0-4

RAEB-t, RAEB v transformaci 21-30 >5

CMML, chronické myelomonocytarni <20 -

leukemie

Tabulka 1: FAB klasifikace z roku 1982 rozdélujici MDS NA zakladé poctu blasta v periferni krvi (PK) a
kostni dfeni (KD). Pfevzato a upraveno (Bennett et al., 1982)



2.2.2 WHO klasifikace

Zasadni zména v klasifikaci MDS probéhla vroce 1997. Byla provedena Evropskou
hematopatologickou asociaci ve spolupraci s Americkou hematopatologickou spolecnosti a Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO). Novy systém vychazel nejen z morfologickych znak(l a poctu
nezralych krevnich bunék, ale bral v potaz klinické, genetické a dalsi udaje za Ucelem co nejpresné;jsi
diagnostiky a evaluace zavaZznosti nejen MDS, ale i dalSich hematologickych a lymfoidnich neoplazii
(Harris et al., 1999; Vardiman, 2012). WHO klasifikace oproti klasifikaci FAB preradila CMML do
kategorie smiSenych myelodysplasticko-myeloproliferativnich syndrom (MDS/MPN). Déle byla
vzhledem k podobnosti progndzy pacientl s RAEB-t (definovana jako 21-30 % blast( v PK) a pacientd
s AML sniZena hranice procentudlniho zastoupeni blastl v PK pro diagnézu AML z30 % na 20 %.
Kategorie RAEB-t tim byla zruSena. Zasadni zménou bylo zavedeni samostatné kategorie MDS
s cytogenetickou abnormalitou. Jednalo se o MDS s deleci ha chromosomu 5 a skupina téchto nalez(

byla nazvana jako 5g-syndrom (Harris et al., 1999).

Klasifikacni systém WHO prosel a stdle prochazi revizemi. Prvni z nich probéhla v roce 2001 a
dalsi nasledovala v roce 2008. Ackoli do soucasnosti nedoslo k rozsifeni diagnostickych kategorii o
skupinu MDS s dalsi specifickou chromosomovou abnormalitou, jsou od roku 2008 aberace jako -7,
del(7q), del(11q), del(9q) (dale viz tabulka 2) povazovany za dostatecné pro diagndézu MDS v pfipadé,
Ze neni moziné u pretrvavajici cytopenie nespecifického plvodu najit dostatecné prikazny

morfologicky ndlez v KD (Vardiman et al., 2009).

nebalancovand aberace balancovand aberace
7 or del{7q) 111;16)(g23;p13.3)
del(5q) t(3;21)(g26.2;922.1)
i(17q)a del(17p) 1(1;3)(p36.3;921.1)
13 or del{13q) b2;11)(p21;923)
del{11q) inv(3){q21g26.2)
del{12p) or t(12p) 16,9} (p23;q34)
del{2q)
idic(X)(q13)

Tabulka 2 Chromosomové aberace povazované za dostatecny dikaz pro diagnézu MDS v pfipadé
neprakazného morfologického nalezu pri cytopenii neznamého plavodu.
Pfevzato a upraveno (Vardiman et al., 2009)

Dalsi revize WHO klasifikacniho systému probéhla v roce 2016. Do diagnostickych kritérii byl
zafazen cytogeneticky ndlez. Pro stanoveni subtypu MDS zacal byt rozliSovan jednak jakykoli
cytogeneticky nalez kromé delece 5q, dédle nalez pouze s deleci 5q, popfipadé vyskyt jakékoli aberace
vCetné delece 5q. Zlstala zachovana kategorie MDS bez dysplazie, jez je definovana vyskytem

balancovanych a nebalancovanych chromosomovych aberaci. Také doslo kupfresnéni, Ze



chromosomové zmény musi byt potvrzeny klasickou cytogenetickou analyzou, nikoli pouze metodou
I-FISH (fluorescencni in situ hybridizace v interfazi) (klasifikace podrobnéji viz tabulka 3). V této verzi
klasifikaéniho systém byla poprvé zminéna pfitomnost mutaci specifickych pro MDS identifikovanych
sekvenaci kandidatnich genll. Konkrétné se jednalo o geny SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A,
RUNX1, U2AF1, TP53 a EZH2. Ptesto, ze dle sekvenacni analyzy mélo 80—90 % pacient s diagnézou MDS
mutantni variantu alespon jednoho z nich, bylo rozhodnuto, Ze jejich vyskt s vyjimkou SF3B1 nelze
povaZovat za dostatecny dlivod pro stanoveni digandzy ani u pacientd s cytopenii neznamého plvodu.
Patogenni mutace v genu SF3B1 pak byla ustanovena za dostatec¢nou pro stanoveni diagnézy MDS
s prstenéitym siderolasty (MDS-RS) bylo-li vKD maximalné 5% prstencitych sideroblast(.
V klasifikacnim systému bylo dale uvedeno, Ze vyskyt nékterych mutaci u pacientd s MDS je silné spjat
s progndzou. Napriklad mutace v genu TP53 byly spojeny s téZzkym prilbéhem onemocnéni a patogenni
varianta TP53 u MDS s izolovanou deleci 5q predikovala Spatnou odpovéd' pfi |écbé lenalidomidem

(Arber et al., 2016).



prstencité

nazev dysplazie cytopenie ST blasty KD  blasty PK cytogeneticky nalez

MDS-SLD, MDS s dysplazii v jedné fadé 1 1-2 <15 % <5% <1% jakykoli, kromé delece 5q
MDS-MLD, MDS s multilinearni dysplazii 2-3 1-3 <15 % <5% <1% jakykoli, kromé delece 5q
MDS-RS, MDS s prstencitym siderolasty

J!\él::;z:élj’ MDS s dysplazii v 1 1-2 215 % <5% <1% jakykoli, kromé delece 5q

MDS_BS.:MLD' MDS s multilinearni 2-3 1-3 >15% <5% <1% jakykoli, kromé delece 5q

dysplazii

izolovana delece 5q,
MDS s izolovanou deleci 5q - = Ne <5% <1% muztve,byt pritomna J?dna
dalsi aberace kromé -7
nebo del7(q)

MDS-EB, MDS s piebytek blastt

MDS-EB1 0-3 1-3 Ne 5-9 % 2-4% Jakykoli

MDS-EB2 0-3 1-3 Ne 10-19% 5-9% Jakykoli
MDS-U, MDS neklasifikovatelny subtyp

S 1 % blastd v PK 1-3 1-3 Ne <5% 0,01 % Jakykoli

S unilinedrni dysplazii 1 3 Ne <5% <1% Jakykoli

Podle definujici cytogenetické 0 1-3 <15 % <5 % 1% MDS definujici

abnormality abnormality

Refrakterni cytopenie u déti 1-3 2-3 Ne <5% 2% jakykoli

Tabulka 2: Klasifikace MDS podle WHO klasifikacniho systému revidovaného v roce 2016. Déleni
vychazi ze stupné cytopenie, dysplazie, dale poctu blastl v PK a KD a cytogenetického nalezu. Pfevzato
a upraveno (Arber et al., 2016)

Posledni aktualizace systému déleni MDS probéhlo v roce 2022 a to hned dvakrat. Byla vytvorena
pata aktualizace WHO klasifikacniho systému, nicméné poprvé bez spoluprdce s European
hematological association a American society of Haematology. Ztoho dlivodu se jmenované
organizace spojily a wvytvofily Mezinarodni konsenzudlni klasifikaci (International Consensus
Classification, ICC). V klasifikaci WHO byly provedeny nejen zmény v clenéni MDS, ale také
v terminologii. Bylo zavedeno oznaceni myelodysplasticka neoplazie, které podle autort lépe vystihuje
neoplasticky charakter onemocnéni, a zdroven tim doSlo ke sjednoceni terminologie
s myeloproliferativnimi neopldsiemi. MDS byly rozdéleny do 2 zakladnich kategorii. A to na MDS
definované genetickymi abnormalitami a na MDS definované morfologicky. Doslo k Upravé
cytogenetickych kritérii, kdy se pro urceni subtypu MDS stala vyznamna také monosomie chromosomu
7 Ci delece 7q. Pribyla dalsi kategorie MDS definovana molekuldrné, konktrétné MDS s bialelickou
deleci TP53 (Khoury et al., 2022). ICC klasifikace zcela zrusila kategorii MDS-RS a skupina byla
nahrazena MDS s mutaci SF3B1 (MDS-SF3B1). MDS-RS bez mutace v genu SF3B1 byla presunuta do

kategorie nespecifikovanych MDS (MDS-NOS). Vznikla nova kategorie geneticky definovanych MDS,
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ato MDS s mutacemi genu TP53. MDS-neklasifikované (MDS-U) a MDS bez dysplazie definovana
genetickymi abnormalitami byla redefinovana jako klonalni cytopenie nezndmého plvodu (CCUS).
MDS-EB2 se stala novym subtypem — MDS/AML. MDS-EB1 byla zachovana (Arber et al., 2022).
Vzhledem k ¢astecné retrospektivnimu charakteru diplomové prace bude v praci pouzivana klasifikace

WHO z roku 2016.

2.3 Mezinarodni prognosticky skorovaci systém

Publikace FAB systému klasifikace MDS vedla nejen k rozvoji na poli studia MDS, ale také ke vzniku
systémi pro stanoveni jejich zavaznosti. Vzhledem k velmi heterogennimu fenotypu onemocnéni
muze byt v nékterych pripadech dostacujici pravidelné sledovani stavu pacient(l, u jinych muze
zdravotni stav vyZzadovat transfuze s chelataéni terapii, chemoterapie ¢i alogenni transplantaci
krevnich kmenovych bunék (Jonas and Greenberg, 2015). Mezinarodni prognosticky skérovaci systém
(International Prognostic Scoring Systém, IPSS) spole¢né napfiklad se skdrovacim systémem zalozenym
na WHO klasifikaci (WHO Classification-based Prognostic Scoring, WPSS) byly vytvofeny pravé za

ucelem stanoveni zavaznosti onemocnéni a odhadu progndzy a rizika pfechodu onemocnéni do AML.

IPSS byl vytvofen Mezinarodni skupinou pro prognézu MDS a publikovan v roce 1997. K jeho
sestaveni doslo na zakladé klinickych, cytogenetickych a morfologickych dat ze studii zabyvajicich se
|éCbou pacientd s primarnimi MDS. Bylo zjisténo, Ze procentudlni zastoupeni blastl v KD, pocet
krevnich fad s cytopenii a cytogenetické zmény lze povaZovat nejen za nejvyznamnéjsi nezavislé
proménné pro stanoveni medidnu preziti, ale i ukazatele pravdépodobnosti prechodu do AML. Pacienti
byli rozdéleni do Ctyf kategorii. Kategorie s nizkym rizikem a medidanem preziti 9,5 roku. Déle na
kategorii stfedniho rizika-1 a stfedniho rizika-2 s mediany preziti 3,5 roku a 1,2 roku. Posledni kategorii
byla skupina s nepfiznivou prognézou a medidnem preZziti 0,4 roku. Presto, Ze v pribéhu let doslo
k vytvoreni dalSich prognostickych systémd, IPSS se stal standardem v klinické praxi i ve vyzkumu.

(Greenberg et al., 1997; Vardiman, 2012)

V roce 2012 byla publikovdna druha verze IPSS takzvany Revidovany mezinarodni prognosticky
skorovaci systém (Revised International Prognostic Scoring System IPSS—R). Novy systém vychazel z dat
vice nez 7 000 pacientd s MDS. Tyto poznatky umoznily nejen upfesnéni zndmych prognostickych
faktord, ale i zatazeni faktord novych. Zasadnim podnétem pro vytvoreni IPSS—R byla publikace studie,
ve které byl, po zhodnoceni cytogenetického nalezu témé 3 000 nemocnych s MDS, vytvoren novy
cytogeneticky skérovaci systém. Cytogenetické nalezy byly vtéto studii rozdéleny do péti
prognostickych kategorii. A to na aberace s velmi dobrou, dobrou, stfedni, Spatnou a velmi Spatnou
progndzou. Do prvni skupiny s velmi dobrou progndzou byla zarazena uplna ztrata chromosomu Y

a delece dlouhych ramen chromosomu 11. Do kategorie ndlez(l indikujicich dobrou prognézu byla



zarazena delece dlouhych ramen chromosomu 5 a chromosomu 20, delece kratkych ramen
chromosomu 12, dvé aberace (z nichZ jedna je del(5q)) a normalni karyotyp. Delece kratkych ramen
chromosomu 7, nadpocetny chromosom 8 nebo 19, isochromosom pro dlouhd ramena chromosomu
17 a jakykoliv dalsi jeden nebo dva nezavislé klony v karyotypu pacientll byly oznaceny za nalezy se
stfedni progndézou. Za aberace se Spatnou progndzou byla oznacena monosomie chromosomu 7,
aberace chromosomu 3 (inverze, translokace nebo delece dlouhych ramen), dvé zmény zahrnujici
monosomii nebo deleci chromosomu 7 a komplexni karyotyp s tfemi abnormalitami. Ukazatelem velmi
Spatné progndzy byl stanoven komplexni karyotyp s vice nez tfemi abnormalitami. Oproti plivodnimu
déleni cytogenetickych zmén, které bylo vyuzivano v IPSS, doslo ke zméné klasifikace 13 % pacientd.
Z toho se 6 % pacientl posunulo do skupiny s lepsi progndézou a 7 % do skupiny s horsi progndzou
(Schanz et al., 2012). Toto nové rozdéleni a rozsifeni cytogenetické klasifikace bylo klicovou soucasti
IPSS-R (tabulka 4), nicméné v systému byly dale upfesnény dalsi prognostické faktory. Doslo ke
zménam pfri evaluaci procentudlniho zastoupeni blastl v KD. Pacient nové ziskal plné skére jiz pfi
zjisténi >10 % blastl oproti plivodnim 21 %. Byly podrobnéji zohlednény cytopenie a v krevnim obrazu
zacaly byt kromé jejich poctu sledovany hodnoty hemoglobinu, krevnich desti¢ek a absolutni pocty
neutrofild. V souhrnu tedy IPSS-R hodnotil cytogeneticky nalez, procentudlni zastoupeni blastd v KD a
cytopenie. V zavislosti na vysledcich vysetieni pro zhodnoceni téchto faktor( byly pacientlim pfifazeny
body rizikového skére. Na zakladé souctu bodd byli nemocni rozdéleni do péti rizikovych skupin
(skupina s velmi nizkym rizikem, nizkym, stfednim, vysokym a velmi vysokym) za Ucelem stanoveni

agresivity onemocnéni a predikce preZiti (Greenberg et al., 2012). Tabulka 5 srovnava IPSS a IPSS—R.

prognosticka median
skupina cytogenetické abnormality preiiti (roky)

velmi dobra -Y, del(11q) 5,4

dobra normalni karyotyp, del(5q), del(12p), del(20q), dvé aberace 4,8
zahrnujici del(5q)

stredni del(7q), +8, +19, i(17q), jakykoliv dalsi jeden nebo dva 2,7
nezavislé klony

$patna -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dvé aberace zahrnujici -7/del(7q), 1,5
komplexni karyotyp s tfemi aberacemi

velmi Spatna komplexni karyotyp s vice nez tfemi aberacemi 0,7

Tabulka 3: Prognosticky vyznamné chromosomové aberace u MDS podle IPSS—R. Cytogenetické
nalezy pacientl jsou rozdéleny do péti prognostickych kategorii podle preziti. Pfevzato a upraveno
(Greenberg et al., 2012a)



IPSS IPSS-R

BLASTY BLASTY
<5% 0 52% (1]
5-10% 0.5 >2-<5% 05
11-20% 1.5 5-10% 15
21-30% 2 >10% 2
CYTOGENETIKA CYTOGENETIKA
Good 0 Very good 0
Intermediate 0.5 Good 0.5
Poor 2 Intermediate 2
CYTOPENIE  Hgb<10 g/dL, Poor 3
PLT <100/pL, Very poor 4
g CYTOPENIE
0-1 0 Hgb 8-<10 g/dL 1
2-3 0.5 Hgb <8 g/dL 15
RIZIKOVA SKUPINA ANC <0.8/pL 05
Low 0 PLT 50-100/pL 0.5
INT-1 05-1 PLT <50/pL 1
INT-2 152
High 225 RIZIKOVA SKUPINA
Very low <15
Low 1.5-3
Intermediate 3.5-45
High 5-6
Very high >6

Tabulka 4: Srovnani kritérii, kterd jsou hodnocena podle IPSS a IPSS-R pfi stanoveni progndzy pacient(
s MDS. Prevzato a upraveno (Zeidan et al., 2019)

Celad rada studii dlouhodobé poukazovala na skutecnost, Ze s MDS jsou spojovany mutace
konkrétnich gen(l. Naptiklad studie z roku 2014 odhalila, Ze témér 90 % vSech pacientll mélo mutace
alespon v jednom ze 104 znamych nebo suspektnich gend spojovanych s patogenezi MDS (Haferlach
et al., 2014a). Zaroven bylo prokdzano, Ze vyskyt nékterych specifickych mutaci silné koreluje
s progndzou pacientl. Tyto znalosti nakonec vyustily ve vytvoreni molekularni verze IPSS (Molecular
International Prognostic Scoring Systém, IPSS-M), ktery navic poprvé zahrnul skupinu pacientl se
sekundarnimi MDS. IPSS—M stratifikuje pacienty na zakladé blastli v KD, hemoglobinu, poctu krevnich
desticek, cytogenetického nalezu (pfi zachovani stratifikace z IPSS—R) a vyskytu patogennich mutaci
v 16 genech (tabulka 6), respektive zohledriuje 17 variant mutaci. Studie vedouci k vytvoreni IPSS—M
zjistila, Ze molekularni abnormality se vyskytuji az u 94 % pacientd s MDS a MDS/MPN. Byla
identifikovdna jasna korelace mezi rostoucim poctem mutaci a velmi nepfiznivou progndzou. Nélez
TP53™ultihit(yice nei jedna mutace vgenu TP53 ¢i ztrdta heterozygotnosti), FLT3'™*™P (interni
tandemova duplikace + mutace vtyrosin kindzové doméné&) nebo MLLP™®(parcidlni tandemova
duplikace MLL) byl asociovdn s nejzavaznéjsi progndzou a nejvyssim rizikem transformace do AML
(Bernard et al., 2022). Podle IPSS-M je rozliSovano Sest rizikovych kategorii. Kategorii s velmi nizkym
rizikem, nizkym, stfedné nizkym, stfedné vysokym, vysokym a velmi vysokym. Mezinarodni skupina
pro prognostifikaci MDS navic uverejnila online kalkulacku (https://mds-risk-model.com/), kterou Ize

vyuzit pro stratifikaci pacientd.
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IPSS-M rizikové skore sestavené na zékladé Cox regresni analyzy

KATEGORIE POMER RIZIK VAHOVY KOEFICIENT MODELU

Clinical * X
Bone marrow blasts — % 1.07 (1.05-1.09) 0.0704
min (Platelets,250) — x10%/! 0.998 (0.997-0.999) 0.00222
Hemoglobin — g/dI 0.84 (0.81-0.88) 0171

Cytogenetic
IPSS-R cytogenetic category§ 133 (L.21-1.47) 0.287

Gene main effects (17 variables, 16 genes)1
Tps3multhit 3.27 (2.38-4.48) 1.18
ML 2.22 (1.49-3.32) 0.798
FLTFTO TR 2.22 (1.11-4.45) 0.798
SF3B1% 1.66 (1.03-2.66) 0.504
NPM1 1.54 (0.78-3.02) 0.430
RUNX1 1.53 (1.23-1.89) 0.423
NRAS 1.52 (1.05-2.20) 0.417
ETV6 1.48 (0.98-2.23) 0.391
IDH2 1.46 (1.05-2.02) 0.379
cBL 1.34 (0.99-1.82) 0.295
EZH2 1.31 (0.98-1.75) 0.270
U2AF1 1.28 (L.01-1.61) 0.247
SRSF2 1.27 (1.03-1.56) 0.239
DNMT3A 1.25 (1.02-1.53) 0.221
ASXL1 1.24 (1.02-1.51) 0.213
KRAS 1.22 (0.84-1.77) 0.202
SF3BI* 0.92 (0.74 1.16) ~0.0794

Gene residuals (1 variable, 15 genes; possible values of 0, 1, or 2)||
min(Nres,2) 1.26 (1.12-1.42) 0.231

Tabulka 5: Tabulka shrnuje kritéria hodnocena pfi stanoveni progndzy pacienti s MDS podle IPSS-M.
Je zahrnuto vSech 16 mutovanych genl respektive 17 variant mutaci a uvedeno rizikové skére
pifechodu onemocnéni do AML a smrti. Pfevzato a upraveno (Bernard et al., 2022)

Zarazeni pacienta do rizikové skupiny je klicové nejen pro predikci jeho progndzy a rizika prechodu
do AML, ale zejména pro volbu vhodného terapeutického ptistupu. Posledni verze stratifikacniho
systému navic poukazuje na dlleZitost sekvenacni analyzy za Ucelem identifikace specifickych mutaci,
které maji zasadni vliv na prlibéh onemocnéni. Zahrnuti genovych mutaci tak pfinasi do skérovaciho

systému novy nahled. Nicméné i nadale zlstava nedilnou soucasti stratifikace pacientd hodnoceni

ziskanych chromosomovych aberaci.

Ve

2.4 Nejcastéjsi chromosomové zmény u MDS

Cytogeneticky nélez je klicovy pro stanoveni progndzy pacientl s MDS. Chromosomové zmény
Ize pomoci cytogenetickych a molekularné cytogenetickych metod detekovat u 40—70 % pacientu
s primarnimi MDS a az 20 % z nich ma komplexni karyotyp (3 a vice chromosomovych aberaci).
V pripadé sekundarnich MDS je vyskyt aberaci vyrazné castéjsi. U téchto forem MDS se s nimi

setkavdme v 90—95 % pripad(l a ¢asto navic v kontextu komplexniho karyotypu (Leone et al., 2022)

Zjisténé chromosomové aberace rozdélujeme na numerické a strukturni zmény. Ze strukturnich
zmén jsou u MDS nejcastéjsi delece. Zcela typickou deleci u MDS je delece dlouhych ramen
chromosomu 5. Déle se setkdvame napfriklad s deleci dlouhych ramen chromosomu 7 ¢i 20. Méné
Castymi strukturnimi zménami u MDS jsou inverze (napriklad chromosomu 3) nebo isochromosomy

(napfriklad isochromosom pro dlouha ramena chromosomu 17). Z numerickych zmén se Ize u MDS
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setkat s monosomii 7. Chromosomové zisky jsou u téchto onemocnéni vzacné a fadime mezi né
napriklad trisomii chromosomu 8. Spektrum aberaci popsanych v patologickych klonech muze byt
velmi Siroké. Béhem vysetfeni je mozné detekovat od drobnych izolovanych prestaveb po velmi
komplexni zmény vcetné naptiklad polyploidii. Zisk novych aberaci naznacuje klondlni vyvoj a je spojen

s progresi onemocnéni a zhorsujici se prognézou (Hoff and Madanat, 2023).

2.4.1 Delece dlouhych ramen chromosomu 5

Vilbec nejcastéjsi chromosomovou zménou u MDS je intersticidlni delece dlouhych ramen
chromosomu 5. Tato aberace se vyskytuje u vice nez 25 % pacientl a v kontextu komplexniho
karyotypu byla popsdna v témér 95 % pripadl (Zemanova et al., 2014). V karyotypu nékterych
nemocnych byla popisovana také monosomie chromosomu 5. Studie oviem naznacuji, Ze o monosomii
ve skute¢nosti nejde a chromosom 5 je zachovan diky kryptickym translokacim malych ¢asti materialu

do jinych chromosomU (Zemanova et al., 2014).

Jedna-li se o deleci chromosomu 5 bez dalSich cytogenetickych zmén, hovofime o specifickém
subtypu MDS tzv. MDS s izolovanou deleci 5q. Tito pacienti mivaji makrocytarni anémii ¢i dalsi druhy
cytopenii, <5 % blast v KD a ¢astéji se jedna o Zeny (Hoff and Madanat, 2023). Podle kritérii IPSS-R je
izolovana del(5q) hodnocena jako nalez s dobrou progndzou a medidanem preziti 57 mésicl (Greenberg
et al.,, 2012). Pacienti velmi dobfe odpovidaji na standardni Ié¢bu imunomodulacnim lékem
lenalidomidem, ktery je také pouzivan napfiklad k 1é¢bé mnohocetného myelomu. Nicméné studie
klonalniho vyvoje u nemocnych sizolovanou deleci 5q poukazala na skutecnost, Ze po Uvodni
vyznamné redukci patologického klonu dochazi u pacientl I1é¢enych lenalidomidem k vzniku novych
subklon( s mutacemi spojenymi s rezistenci na lIé¢bu (napf. v genu TP53)(Da Silva-Coelho et al., 2017).
Vyskytuje-li se delece dlouhych ramen chromosomu 5 spole¢né s -7/del(7q), vice chromosomovymi
aberacemi nebo >5 % blasty, je u pacientl aZ 6x vyssi riziko transformace do ALM (Hoff and Madanat
2023). Ddle lze pacienty sizolovanou deleci dlouhych ramen chromosomu 5 rozdélit na zadkladé
klinicko-onkologického nalezu. A to na ty, ktefi maji primarni MDS a ty, u kterych doslo k rozvoji
onemocnéni sekundarné v disledku cytotoxické terapie nebo radioterapie. U téchto pacientl bylo
pozorovano vyrazné kratsi celkové preziti v délce od 6 do 17 mésicl, 2x vyssi riziko rozvoje AML

a zvySena frekvence mutaci v tumor supresorovém genu TP53 (Komrokji et al., 2013).

Na zakladé lokalizace zlomovych mist na dlouhych ramenech chromosomu 5 rozliSujeme
nejméné dvé béiné deletované oblasti (commonly deleted regions, CDR). Proximalni CDR je
lokalizovédna v oblasti 5q32—5q33. Jedna se o 1,5 Mbp oblast k jejiz ztraté dochazi zejména MDS
s izolovanou deleci 5g. Druha CDR se nachazi v oblasti 5931.2 S jeji deleci se Castéji setkdvame u

sekundarnich MDS nebo AML (Boultwood et al., 2002; Komrokji et al., 2013). Nicméné na dlouhém
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rameni chromosomu 5 byly popsany delece ve vSech pruzich a zda se, Ze jejich rozsah m{ze souviset
s celkovym cytogenetickym ndlezem. PFi srovnani pacientl sizolovanou del(5q) a del(5q)
s komplexnim karyotypem byla u pacientl s komplexnim karyotypem castéji pozorovana delece celého

dlouhého ramene véetné telomerickych oblasti (Zemanova et al., 2018).

Na dlouhych ramenech chromosomu 5 je lokalizovana rfada gend, jejichZ ztrata ma zasadni vliv
na klinicky prlibéh onemocnéni. Nachazi se zde napriklad gen RPS14 pro ribozomalni protein S14, ktery
je soucasti malé 40S ribosomalni podjednotky. Monoalelickd delece RPS14 se podili na patogenezi MDS
s izolovanou deleci 5g v podobé snizené erytroidni diferenciace. (Ebert et al., 2008; Komrokji et al.,

2013). Déle jsou zde geny pro tfi microRNA a to pro miR-143, miR-145 a miR-146 (Komrokji et al., 2013).

2.4.2 Delece dlouhych ramen chromosomu 7 a monosomie

Druhym nejcastéjsim patologickym nalezem v karyotypu pacientd s MDS jsou aberace
chromosomu 7. Setkavame se jak s deleci dlouhych ramen, tak s iplnou monosomii. Tyto zmény jsou
detekovany pfriblizné u 10 % pacientd s primarnimi MDS a az u 50 % pacientl se sekundarnimi MDS
(zahid et al., 2016). V kontextu komplexniho karyotypu pak byly Uplné ztraty chromosomu 7 popsany
u 27 % pacientd (Zemanova et al.,, 2014). Monosomie chromosomu 7 ma vysokou prevalenci u
pediatrickych MDS, s vyskytem az u 40 % nemocnych (Cammenga, 2024). Podle IPSS-R je izolovana
del(7q) fazena do kategorie stfedniho rizika s medidnem preziti 32 mésictl. Uplna ztrdta chromosomu

7 znakem neptiznivé progndzy s medidnem preziti 18 mésicli (Greenberg et al., 2012b).

Pfesto, ze del(7q) a monosomie jsou aberace stejného chromosomu, stoji zpravidla za jejich
vznikem rlzné patofyziologické procesy. Monosomie je disledkem mitotické nondisjunkce, zatimco
k deleci dochazi v disledku chromosomovych prestaveb (Hoff and Madanat, 2023). V literature je dale
popsan jesté jeden mozny mechanismus vzniku monosomie chromosomu 7. U sekundarnich MDS
muze byt monosomie chromosomu 7 vysledkem postupnych strukturnich prestaveb v podobné zlomd,
které vedou ke ztraté genetického materialu a nakonec celého chromosomu (Zemanova et al., 2014;

Wyandt et al., 1998).

Na dlouhém rameni chromosomu 7 se nachdzi nékolik oblasti s jejichz deleci se Ize setkat. Ve
sméru od centromery k distalnimu konci byly u pacientl s primarnimi a sekundarnimi MDS a AML
zjiStény nasledujici CDR: 7922, 7932—33 a 7935—36 (Beau et al., 1996). V téchto oblastech bylo
sekvenacni analyzou identifikovano nékolik gen(, které se podili na patogenezi MDS. Mezi nimi byl
napriklad gen pro histon demethyldzu MLL5 ¢i gen CUX1, jehoz proteinovy produkt p200 CUX1 je
transkripcni faktor Gcastnici se oprav DNA mechanismem bdazové excizni reparace (Hosono, 2019). Na
chromosomu 7 se také nachazi geny SAMDY/SAMDSL. Germinalni mutace téchto gen( jsou spojovany

s pediatrickymi MDS s monosomii chromosomu 7 (Cammenga, 2024).
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2.4.3 Trisomie chromosomu 8

Dalsi rekurentni chromosomovou aberaci, jejiz prfitomnost je dle IPSS-R fazena do kategorie
stredniho rizika je trisomie chromosomu 8 (Greenberg et al.,, 2012). K zisku nadpocetného
chromosomu 8 dochazi v pozdéjsich fazich patogeneze MDS a to u 5-10 % pacientl. Tato aberace je
jednou z nejcastéjsich ziskanych trisomii u MDS (Hoff and Madanat, 2023). Presto, Ze se jedna aberaci
bézné spojovanou s MDS, jeji samostatny vyskyt bez dalSich chromosomovych aberaci ¢i dysplazie v
KD neni povaZovan za dostatecny pro stanoveni diagndzy. Divodem je skutecnost, Ze se s trisomii
chromosomu 8 mizeme vzacné setkat ve formé mosaicismu v krevnich burikach zdravych jedinc(. Déle
také k jejimu zisku miZze dochazet v pribéhu klonalniho vyvoje u jinych myeloidnich malignit, napfiklad

aplastické anémie, AML, CML atd. (Tria et al., 2022)

V CD34+ T-lymfocytech s trisomii chromosomu 8 byla prokazana zvysena exprese glykoprotein(
CD1 a transkripéniho faktoru c-myc. Kromé téchto proteinl byla dale zaznamenana zvysena aktivita
antiapoptického proteinu survivinu a pfi expozici ionizujicimu zareni se CD34+ ukazaly méné nachylné
k apoptdze (Sloand et al., 2007). V soucasné dobé neni presné znamo, jakym zplsobem tato aberace
prispiva k nddorové transformaci. Nicméné u 68 % pacientl s primarnimi MDS byla zaznamendna velmi
dobra odpovéd na terapii imunosupresivy a lze se tedy domnivat, Ze soucasti patofyziologického
procesu je pravé autoimunitni mechanismus (Sloand et al., 2005). Tuto skute¢nost miZe podpofit
studie analyzujici expresni profil u pacientd s primarnimi MDS, kde byla zjisténa nadmérna produkce
napriklad TGF-a, receptoru TGF-B, IL-10, IL-7R, které se mimo jiné podili na procesech regulace

imunitniho systému (Chen et al., 2004).

2.4.4 Delece dlouhych ramen chromosomu 20

Izolovana intersticidlni delece dlouhych ramen chromosomu 20 je popsana u 5 % pacientd
s primarnimi MDS a bunky nesouci tuto aberaci zpravidla predstavuji dominantni klon (Campagna et
al., 2022). Tento nalez je povazovan za znak dobré progndzy s medidnem preziti 57 mésicl. Presto, Ze
MDS s izolovanou deleci 20g neni specifickym subtypem MDS, nese tento nalez u pacientl nékteré
spoleéné charakteristiky. Pacienti jsou pfevazné muzi s nizkym poctem blastl (<5 %) a vice nez 50 %

z nich trpi trombocytopenii (Campagna et al., 2022; Greenberg et al., 2012).

Na q ramenech chromosomu 20 byly identifikovany dvé oblasti CDR. CDR1 o velikosti 2,5 Mbp
nachdazejici se mezi pruhy 20g11.23 a 20g12 a CDR2 0 1,8 Mbp v oblasti 20q13.12. Ackoli neni vzhledem
k velikosti chromosomu mozné napfiklad pfi karyotypovani urcit rozsah delece, mikrocipova analyza
jednonukleotidovych polymorfismG (SNP array) potvrdila, Ze centromera i telemetrickd oblast

chromosomu zUstavaji zachovany (Huh et al., 2010). V soucasné dobé neni znam mechanismus, kterym
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by del(20q) prispivala k patogenezi MDS, nicméné v CDR byly identifikovany transkripcni regulatory
L3MBTL1 a MYBL2, které by s timto procesem mohly souviset (Campagna et al., 2022).

2.4.5 Dalsi chromosomové aberace

Mezi dalSi chromosomové aberace spojené s MDS, jejichz izolovany vyskyt je hodnocen IPSS-R
patti naptiklad ztrata pohlavniho chromosomu Y. Tento ndlez, jez je povazovan za znak velmi dobré
progndzy, patfi k dlouhodobé diskutovanym (Greenberg et al., 2012). Dosud nebyl v odbornych kruzich
pfijat jednotny konsenzus v otdzce, zda ma ztrata chromosomu Y skutec¢né prognosticky vyznam pro
patofyziologii MDS, Ci zda se jedna o aberaci vznikajici v souvislosti s procesem starnuti (Zahid et al.,
2016). Dalsi aberaci s velmi dobrou prognézou je delece dlouhych ramen chromosomu 11 (Greenberg
et al., 2012). Ve studii celkového ndlezu u pacientl s del(11q) byla tato abnormalita izolovanym
nalezem v karyotypu v témér 50 % pripadl. Nejcastéji pak dochazelo k deleci v oblasti 11g22—11¢23
zahrnujici gen ATM, CBL ¢i MLL (Lafage-Pochitaloff et al., 2022). Kromé téchto aberaci je dle IPSS-R pro
progndzu pacientl relevantni delece kratkych ramen chromosomu 12, které ma stejné jako del(11q)
dobrou progndzu, dale zisk chromosomu 19 se stfedni progndzou a pfestavby chromosomu 3 se

Spatnou progndzu (Greenberg et al., 2012).

U 20 % pacientl s primarnimi MDS a az 90 % pacientl se sekundarnimi MDS mUZeme pozorovat
komplexni karyotyp. V obou pfipadech je tento nalez spojen svysokym rizikem transformace
onemocnéni do AML (Shahjahani et al., 2019). Jedna se o rozsahlé genetické zmény, které kromé
balancovanych translokaci zahrnuji i fadu nebalancovanych prestaveb vedoucich ke ztraté genetického
materidlu. Disledkem je pak naruseni funkce celé rfady genl. Podle IPSS-R rozliSujeme komplexni
karyotyp se tfemi zménami, ktery ma Spatnou progndzu a median preziti 18 mésicli. Dale komplexni
karyotyp, ve kterém byly potvrzeny vice nez tfi zmény a ma tedy velmi Spatnou prognézou s medianem

preZiti 8,5 mésice (Greenberg et al., 2012b; Schanz et al., 2012).

2.5 Chromosom 17

Chromosom 17 je maly submetacentricky chromosom fazeny do skupiny E. Jeho dlouhé rameno
(q) je asi dvakrat delsi nez rameno kratké (p) a hodnota jeho centromerického indexu leZi v rozmezi od
0,34 do 0,45. Jednd se o chromosom sdruhou nejvyssi denzitou protein kdédujicich gend. Na
chromosomu 17 je uloZena fada genu spojenych se zvySenym rizikem rozvoje malignit ¢i hereditarnich
nadorovych syndromd. Pfikladem muzZe byt gen BRCA1 lokalizovany v oblasti 17921, jehoZ patologické
mutace jsou spojeny srozvojem nadoru prsu a vajecnikll. Nebo gen NF1 nachézejici se v pruhu

17911.2, které je mutovany v zarodecné linii pacientt trpicich neurofibromatézou (Zody et al., 2006).
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Dale se na kratkém rameni chromosomu 17 v oblasti 17p13.1 nachazi tumor supresorovy gen TP53

(obrazek 3), jehoz produktem je protein p53.

Ch 17
850 pruht

Obrazek 1: Ideogram chromosomu 17 (850 pruh). V oblasti 17p13.1 se nachazi gen TP53. Pfevzato a
upraveno (https://genetics.pediatrics.med.ufl. edu/teaching-resources/chromosome-ideagrams/)

2.5.1 Aberace chromosomu 17

Aberace chromosomu 17 jsou popisovany u fady u hematoonkologickych malignit jako je
napftiklad chronicka myeloidnileukémie (CML), AML nebo MDS (Sanchez-Castro et al., 2013). V pfipadé
MDS se s nimi setkavame u 2 % pacientl s primarnimi MDS, a to jak v izolované podobé, tak jako
soucdst komplexniho karyotypu (Leone et al., 2022). Cytogenetické zmény, které nejcastéji doprovazeji
aberace chromosomu 17 se chronologicky dle frekvence vyskytu tykaji chromosomui 7, 8, 3, 5, a 12
(Diamantopoulos et al.,, 2019). U pacientd se sekundarnimi MDS se pak prevalence aberaci

chromosomu 17 pohybuje okolo 4,5 % (Leone et al., 2022).

Typy zmén chromosomu 17 lze rozdélit na dvé skupiny. RozliSujeme zmény strukturni zahrnujici
translokace (napfiklad s chromosomy 11, 19, 21), delece a duplikace (napfiklad zisk oblasti 17p11,
delece 17p13.3) isochromosom (zpravidla pro dlouhd ramena) a dicentricky chromosom. Zmény
numerické, do kterych radime monosomii chromosomu 17 &i trisomii chromosomu 17, se kterou se
ovsem obvykle nesetkdvame. Aberace chromosomu 17 byly pfi cytogenetické analyze KD dospélych
pacientd s MDS |écenych 5-azacytidinem sedmé nejcastéjsi a 75 % z nich bylo zjisténo v komplexnim

karyotypu (Diamantopoulos et al., 2019).

Nejcastéjsi se u MDS setkdvame se ztratou druhého homologniho chromosomu 17. Pro

monosomii neni typicky izolovany vyskyt v karyotypu, byva zpravidla soucasti komplexniho nalezu
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(Diamantopoulos et al., 2019; Xu et al., 2010). Podle nékterych autor( je po provedeni presnéjsich
cytogenetickych a molekularné cytogenetickych vysetfeni moziné detekovat alespori malou c¢ast
chybéjiciho chromosomu 17 a to jako soucast nékterého z derivovanych chromosom (Schanz et al.,
2013). Monosomie chromosomu 17 neni IPSS—R hodnocena, a to ani samostatné, ani v kontextu
dalsich zmén (Greenberg et al., 2012a). Nicméné napriklad Spanélska studie provedla srovnani
progndzy pacientll s primarnimi MDS s monosomii 17 a bez tohoto nalezu. U nemocnych s monosomii
chromosomu 17 a komplexnim karyotypem byla zjisténa horsi progndza oproti pacientiim
s komplexnim karyotypem bez monosomie 17 a to nezavisle na poctu pfidruzenych aberaci, které samy

o sobé koreluji se zhorsujici se prognézu (Sanchez-Castro et al., 2013).

Delece na kratkém rameni chromosomu 17 byla zjisténa u 3,7 % pacientd s myeloidnimi
malignitami véetné MDS. SNP array analyzou byla v této studii indentifikovdna CDR. Jednalo se o
1,25 Mb oblast v pruhu 17p13.1 a pouze u dvou ze 14 pacientl nezahrnovala gen TP53. Déle byla u
1,8 % téchto pacientl zjisténa aUPD kratkého ramene chromosomu 17 (Jasek et al., 2010). V kontextu
komplexniho karyotypu byly aberace chromosomu 17 popsany jako druhé nejcastéjsi a analyza I-FISH

potvrdila, Ze v 53,6 % pfipadl doslo k deleci oblasti 17p13 (Barouk-Simonet et al., 2005).

Isochromosom pro dlouha ramena chromosomu 17 ma v IPSS-R samostatnou kategorii a jeho
vyskyt v karyotypu je hodnocen jako stfedné rizikovy s medidanem preZiti 32 mésicl (Greenberg et al.,
2012). Pro isochromosom 17 je charakteristicky izolovany vyskyt a zaroven se jedna o nejcastéji
vyskytujici se typ isochromosomu u hematologickych i jinych malignit viibec (Diamantopoulos et al.,
2019; Sanchez-Castro et al., 2013). V hematoonkologii se s nim, kromé MDS, setkdvdme napfiklad
u CML, AML a Hodgkinova a Non-Hodgkinova lymfomu. Z nehematologickych malignit |ze jmenovat
neuroektodermdlni nadory a meduloblastomy. U MDS se pak incidence jeho vyskytu pohybuje okolo
2,5 % (Diamantopoulos et al., 2019). Pacienti s MDS s izolovanym i(17q) maji specificky klinicky nalez
zahrnujici hyperplastickou KD s mikromegakaryocyty a tézkou anémii, zvySenym pocétem leukocytt a

vyskytem pseudo Pelgerova-Huetovy anomalie v PK (Zahid et al., 2016).

Isochromosom 17 je struktura tvofena dvéma kratkymi nebo dvéma dlouhymi rameny. Vznika
chybnym rozdélenim centromery anebo mechanismem U-type strand exchange, a to béhem mitdzy
nebo meidzy. Chybné rozdéleni centromery nastdva v anafazi, pokud je centromera délena pfricné,
respektive kolmo na dlouhou osu chromosomu. Kchybnému rozdéleni castéji dochazi pfimo v
pericentricka oblasti. Vznikly chromozom je tedy ve skutecnosti izodicentricky se dvéma centromerami
velmi blizko sebe. U-type strand exchange mechanismus je pfi formovani isochromosom( castéjsi.
Odehrava se v Casné anafazi a jedna se o dlsledek zlomu a nasledné fuze sesterskych chromatid v
pericentrické oblasti. K U-type strand exchange muze dochdzet také u homolognich chromozom{, ¢imz

vznikne isochromosom s homolognimi rameny. (Kaiser-Rogers and Rao, 2013). Mistem zlomu na
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chromosomu 17 jsou pericentromerické sekvence REPA a REPB v oblasti 17p11.2 na kratkém rameni
(Fioretos et al., 1999). Tyto sekvence jsou tvoreny repeticemi s nizkym poctem opakovani, jedna se o
240 kb vysoce nestabilni palindromy, které jsou nachylné k rliznym typim genetickych zmén a
poskozeni (Barbouti et al., 2004). V dasledku vzniku i(17q) dochazi k deleci celého kratkého ramene

v€etné oblasti 17p13.1, ve které je lokalizovan gen TP53.

Z dalSich aberaci chromosomu 17 se lze setkat s balancovanymi a nebalancovanymi
translokacemi. Nebalancované translokace jsou takové prestavby, pti kterych neni zachovano pavodni
mnozZstvi genetického materidlu. Podle ISCN nomenklatury (International System for Human
Cytogenomic Nomenclature, 2021) jsou takto prestavéné chromosomy oznacovany jako derivované.
U MDS se mlzeme setkat s translokacemi vSech chromosom( a chromosomy 1, 3, 7, 12 a 17 jsou
translokovany nejcastéji. Balancované translokace chromosomu 17 s izolovanym vyskytem jsou ovsem
u MDS pomérné vzacné. Typicky se setkdvdme s nebalancovanymi zménami, které jsou soucasti
komplexniho karyotypu. (Mohamed et al., 2020; Xu et al., 2010). Ve studii zabyvajici se balancovanymi
a nebalancovanymi zménami u MDS byl chromosom 17 soucasti translokace v 9,1 % pfripadi
a nejcastéjsi zZlomovou oblasti byl pruh 17g22. Gen TP53 tak v prestavbé nebyl zahrnut (Mohamed et
al., 2020). Jina studie identifikovala, Ze chromosom 17 tvofil translokaéni par nejcastéji s chromosomy
4,7, 11, 19 a 21 (Diamantopoulos et al., 2019). V kontextu komplexniho karyotypu byly pfestavby
chromosomu 17 popisovany v 55,3 % pfipadd a nebalancované translokace byly druhym nejcastéjsim
nalezem aberace chromosomu 17 (Xu et al., 2010). Translokace jsou obecné u pacientld s MDS
spojovany s tézsim pribéhem onemocnéni, nicméné pric¢inou této skutecnosti je fakt, Ze se zpravidla

jednd o prestavby vyskytujici se v komplexnim karyotypu (Mohamed et al., 2020).

2.6 Molekularné genetické zmény u MDS

Jak jiz bylo zminéno, za rozvojem MDS stoji poskozeni krevni kmenové bunky. Ziskané aberace
vedou k narudstu nestability genomu, jeZ ma za nasledek zvysenou pravdépodobnost vzniku dalsich
mutaci. Onkogenni mutace byly identifikovany u 78 % pacient s MDS, z toho 43 % pacientl mélo dvé
a vice mutaci spojovanych s patogenezi tohoto onemocnéni a 10 % pacientll pak mélo vice neZ Ctyfi
mutace (Papaemmanuil et al., 2013). Pozdéjsi studie provedena za ucelem vytvoreni IPSS-M zjistila
vyskyt molekularnich zmén u 94 % pacient(, kdy 53 % z nich mélo zcela normalini karyotyp a naopak
pouze 4 % méli aberantni karyotyp bez zjisténych mutaci. Dale byl porovnan mutacni profil pacientd s
primarnimi MDS a sekundarnimi MDS a kromé& zvy$eného vyskytu mutaci TP53™t PpPM1D a SETBP1

se tyto dvé skupiny nelisily (Bernard et al., 2022).

U MDS se nejcastéji setkdvdme s mutacemi vgenech pro komponenty spliceosomalnich

komplex(, jakou jsou napfiklad SF3B1, SRSF2 ¢i U2AF1, dale v genech pro proteiny ucastnici se
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epigenetickych modifikaci — konkrétné metylaci, kterymi jsou DNMT3A &i IDH1/IDH2 nebo v genech
RUNX1 a TP53 kéduijicich transkripéni faktory. Casto také nachazime mutace v genech pro komponenty
drah signalni transdukce a modulace chromatinu (geny shrnuty na obrazku 1) (Bernard et al., 2022,
Hoff and Madanat, 2023). Vzhledem k frekvenci vyskytu mutaci a funkcim zasazenych genl je jasné, Ze
genetické defekty hraji zcela zdsadni roli v procesu patogeneze MDS. Jejich identifikace a presnd

charakterizace jsou klicové pro spravnou klasifikaci a uréeni progndzy.

IPSS-M geny s prognostickym vyznamem (n=16)

PRIZNIVE NEPRIZNIVE

RN F3810 1
ShnoneLser | i ]
SF3B1% K DNAMETYLACE
CBL 1 \ isocitrat
SIGNALNi NEAS ¢ \& 1
TRANSDUKCE FL 30O \\\
NPT aKs |
o ¢ SIGNALNI TRANSDUKCE ~ \2
TRANSKRIPCNI FAKTORY| RUNXT _ XA
ETVE 2HG
TUMOR SUPRESOR _ M
E—
ASXL1 MODIFIKACE CHROMATINU
MODIFIKACE EZH2 RNAsplicing
CHROMATINU MLLPTD TUMOR SUPRESOR -

DNAMETYLACE 1DH2 I TRANSKRIPCNI FAKTOR

KOHESINOVY KOMPLEX

Obrazek 2: Prognosticky vyznamné geny a varianty jejich mutaci. Geny jsou rozfazeny na zakladé
progndzy a je uvedena funkce proteind, které kéduji, a to véetné jejich lokalizace v bunécnych
kompartmentech. Pfevzato a upraveno (Hoff and Madanat, 2023).

2.6.1 Mutace genu pro RNA sestfih

Spliceosomy jsou ribonukleoproteinové komplexy slouZici k posttranslacnim modifikacim. Tyto
jaderné organely katalyzuji sestfih nascentni pre-mRNA, ¢imzZ se podili na jejich Gpravach na mRNA a
stoji tak na pocatku procesu genové exprese. Spliceosomy jsou tvoreny péti hlavnimi jadernymi
ribonukleoproteiny (snRNP). snRNP U1, U2, U4, U5 a U6 interaguji s pre-mRNA i spolu navzajem a jsou
nezbytné pro presny a ucinny splicing. Spliceosomy jsou kromé snRNP tvoreny celou fadou dalSich
proteini dulezitych napfiklad pro sestaveni ribosomu, katalytickou aktivitu ¢i regulaci presnosti
splicingu. Kromé klasického sestfihu introni umoZiuji spliceosomy také alternativni sestfih a davaji
vzniknout rlznym variantdm mRNA, ze kterych jsou translatovany izoformy proteind (Wahl et al.,

2009).
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Spliceosomalni mutace vznikaji v raném klonalnim vyvoji a v patogenezi MDS ¢asto predstavuji
iniciacni udalost vedouci k dysfunkci hematopoetické kmenové buriky. Jejich disledkem je neefektivni
sestfih pre-mRNA, preskakovani introna ¢i splicing exonl (Lee et al., 2016; Yoshida et al., 2011).
Prevalence sesttihovych mutaci je u MDS vysokd. V somatickych burikdch se s nimi setkdvdme az
u 60 % pacient(l a nejcastéji se jedna o mutace bodové lokalizované v hot-spot oblastech genl SF3B1,
SRSF2, U2AF1, ZRSR2, PRPF40B, SF3A1, SF1 a U2AF65 (Hoff and Madanat, 2023; Yoshida et al., 2011).

Mezi viibec nejfrekventovanéjsi spliceosomalni mutace patfi ty v genech SF3B1, SRSF2, U2AF1.

Gen SF3B1 je mutovan u 20-30 % pacientll a nachazi se na kratkém rameni chromosomu 2
(Hosono, 2019). Podle WHO klasifikacniho systému tvofi MDS s nizkym poctem blastl a mutaci SF3B1
vlastni subtyp onemocnéni zvany MDS-SF3B1, ktery spadd do kategorie MDS definovanych
genetickymi abnormalitami. MDS-SF3B1 predstavuje vice nez 90 % pripad({ MDS s =5 % prstencitych
sideroblastd v KD (Khoury et al., 2022). V minulosti byl nalez mutace SF3B1 asociovan s dobrou
progndzou, nicméné v klasifikaci IPSS-M bylo poukdzano na skute¢nost, Ze tyto pacienty lze dale délit
do tfi kategorii s odliSnou progndzou. Byla rozliSena skupina nemocnych s mutaci v genu SF3B1 se
sou&asnou izolovanou del(5q). Tato skupina byla oznaena SF3B1°9. Déle byla rozlisena skupina SF3B1°
charakteristickd mutaci genu SF3B1 a komutacemi v genech BCOR, BCORL1, NRAS, RUNX1, SRSF2 nebo
STAG2. Posledni identifikovanou skupinou byla SF3B1%. U téchto pacient( byla identifikovana mutace
SF3B1 spolec¢né s jakoukoli dalsi aberaci, kromé vyse jmenovanych. Dobrd progndza dfive obecné
asociovand s mutacemi genu SF3B1 byla omezena na skupinu SF3B1% kterd predstavovala 78 %
pfipad(i viech SF3B1 nalezl. U skupin SF3B1°% a SF3B1P dobrd progndza potvrzena nebyla (Bernard et
al., 2022).

Druhym vyznamnym sestfihovym genem je SRSF2, ktery se nachdzi na kratkém rameni
chromosomu 17 v oblasti g25. Mutace SRSF2 se vyskytuje asi u 15 % pfipadd MDS a je casto
doprovdazena dysplastickymi zménami vedoucimi ke granulocytopenii a trombocytopenii. Celkové je
pak nalez spojovan s horsi progndzou a zvySenym rizikem transformace do AML (Hoff and Madanat,
2023; Thol et al.,, 2012). Poslednim genem je gen U2AF1. V IPSS-M je mutace tohoto genu
lokalizovaného na chromosomu 22922 hodnocena jako znak Spatné progndzy s vysokym rizikem

pfechodu do AML. Prevalence této mutace je 10-15 % (Bernard et al., 2022; Thol et al., 2012).

2.6.2 Mutace genl pro metylaci DNA

Neefektivni metylace zplsobend mutacemi v genech pro epigenetické mechanismy je dnes
povaZovana za jednu z hlavnich pficin aberantni diferenciace hematopoetickych kmenovych bunék, a
tedy patogeneze MDS. CpG ostriivky jsou soucasti 60—-70 % genovych promotor(i a zmény v jejich

metylacnim stavu zcela logicky ovliviiuji genovou expresi (Hoff and Madanat, 2023). Stejné jako
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v pfipadé mutaci v sestfihovych genech i metyla¢ni mutace vznikaji v ¢asnych fazich onemocnéni a
pacienti s témito aberacemi dobre reaguji na |écbu hypometylaénimi Cinidly jako jsou 5-azacytidin a 5-
aza2'deoxycytidine (Aleshin and Greenberg, 2018). Mezi ¢asto zasazenymi DNA metylac¢nimi geny jsou
napriklad TET2, DNMT3A ¢i IDH1 a IDH2 (Hoff and Madanat, 2023). V klasifikaci IPSS-M jsou

povaZovany za prognosticky vyznamné geny DNMT3A a IDH2 (Bernard et al., 2022).

DNMT3A je DNA metyltransferaza 3A nachazejici se na chromosomu 2 v oblasti p33 (Hosono,
2019). Tento enzym zjistuje de novo metylaci cytosinu v CpG ostrlivcich, je mutovan u 8 % pacientd
a jedna se o jeden z Sesti nejcastéji mutovanych gent u MDS (Haferlach et al., 2014b; Walter et al.,
2011). Ackoli byla napftic¢ celou kodujici oblasti genu identifikovana fada mutaci od rdznych typa
substituci pres inzerce a delece, az 25% vSech nalez predstavuje substituce R882H
v metyltransferazové doméné, kterda ma za nasledek utlumeni metylaéni aktivity enzymu (Nguyen et
al., 2019; Walter et al., 2011). Mutace v tomto genu nejsou asociovany se specifickym karyotypem
a z hlediska progndzy a rizika transformace do AML méli pacienti s mutacemi v DNMT3A ve srovnani

s pacienty bez aberace kratsi dobu preZiti a rychlejsi transformaci do AML (Jawad et al., 2022).

Naopak mutace genu TET2 vedou k hypermetylaci. Enzymatickym produktem tohoto genu je
metylcytosin dioxygendsa 2, ktera katalyzuje oxidaci 5-methyl-cytosinu na 5-hydroxymethyl-cytosin a
stoji tak za prvnim krokem procesu demetylace DNA (Hosono, 2019). TET2 se nachazi se na
chromosomu 4 v oblasti q44 a je mutovan u vice nez 20 % pacient( s tim, Ze vyskyt této mutace se
vzajemné vylu€uje s mutacemi v demetylazach IDH1/2 (Hosono, 2019; Papaemmanuil et al., 2013).
Prognosticky vyznam mutaci TET2 je dlouhodobé podrobné studovan vzhledem k frekvenci jejich
vyskytu nejen u MDS. Zavéry jednotlivych studii se vyznamné odlisuji a IPSS-M klasifikace tak mutace

TET2 nehodnoti (Bernard et al., 2022; Danishevich et al., 2024).

IDH1/2 kéduiji isocitrat dehydrogenazy katalyzujici napfiklad oxidativni dekarboxylaci isocitratu
na o-ketoglutarat. Jedna se o geny klicové pro bunéény metabolismu a disledkem jejich mutaci je
tvorba onkogenniho R-2-hydroxyglutaratu. Ten pUsobi jako antagonista a-ketoglutaratu a stoji za
inhibici nékolika dioxygenaz zavislych na a-ketoglutaratu véetné TET2 (ilustruje obrazek 2). Mutace
IDH1/2 tak nepfimo pfispivaji k udrzovani metylovaného stavu (Hosono, 2019). Geny IDH1/2 se
nachdazeji v oblastech 2933 a 15926 a vyskyt jejich mutantnich variant se uvadi v rozmezi od 5 % do
12 % ptipadl (DiNardo et al., 2016, Hosono, 2019). Pfi porovnani klinického ndlezu pacientu
s mutacemi IDH1/2 a bez nich bylo pozorovano, Ze pacienti s IDH1/2 mutacemi méli zavainéjsi
neutropenii a trombocytopenii, a naopak vyssi pocet blastd v KD. Jejich cytogeneticky nalez byl fazen
do kategorie stfedniho rizika a byl u nich pozorovan zvyseny vyskyt izolované trisomie chromosomu 8
(DiNardo et al., 2016). Zatimco IDH2 je v IPSS-M povazovan za prognosticky marker MDS, vyznam

mutace IDH1 zatim nebyl zcela objasnén (Bernard et al., 2022).
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Obrazek 3: Znazornéni rozdilnych vlivi normalnich a mutantnich produktd genl IDH1/IDH2 na
bunécny metabolismus a aktivitu bunécné dioxygenazy TET2. Pfevzato (Hosono, 2019).

2.6.3 Mutace genu pro histonové modifikace

Upravy N-termindlnich koncl histon(l se spole¢né s metylaci DNA Fadi mezi epigenetické
modifikace. Vazba metylovych, acetylovych ¢i naptiklad fosfatovych skupin na aminokyselinové zbytky
histonl ovliviiuje interakce mezi histonovymi proteiny a DNA, coZ umoZnuje zmény architektury
chromatinu a ovliviiuje dostupnost DNA pro transkripci (Hosono, 2019). Geny pro histonové
modifikace, které jsou hodnoceny IPSS-M, jsou ASXL1, EZH2 a MLLP™ a ve srovndni s geny pro metylaci
DNA ¢i spliceosomdlni podjednotky jsou tyto geny mutovany az v pozdéjsich fazich klonalniho vyvoje

MDS ( Bernard et al., 2022; Papaemmanuil et al., 2013).

ASXL1 kdduje protein, ktery interaguje s proteiny polycomb komplexu a tim se neptimo podili
na represi transkripce indukované metylaci H3K27 (Hosono, 2019). Gen ASXL1 se nachazi na
chromosomu 20 v pruhu q11 nicméné klasickd delece 20q se jej tykat nemusi, jelikoZ se nachazi mimo
obvykle deletovanou oblast (Martin et al., 2021). NejcastéjSim typem aberaci ASXL1 jsou inzerce a
delece. Jejich dlisledkem je posun ¢teciho rdmce v exonu 12, coz ma za nasledek zmény C-terminalni
oblasti obsahujici PHD doménu, ktera ziejmé slouZzi k protein-proteinovym interakcim (Martin et al.,
2021). Frekvence vyskytu mutaci tohoto genu je uvadéna v rozmezi 10-20 % a jedna se o tfeti nej¢astéji
mutovany gen u MDS (Khoury et al., 2022). Sekvenace 27 driver genl u osob ve véku > 80 let také
zjistila zvySenou prevalenci této aberace u pacientl, ktefi byli béhem Zivota exponovani latkam
poskozujicim DNA, jakou jsou chemoterapeutika, pesticidy ¢i se jednalo o kuraky. Celkové je pak
mutace nebo delece ASXL1 znakem nepfiznivé progndzy, pacienti hlfe odpovidaji na Iécbu
azacytidinem a je u nich zvySené riziko pfechodu onemocnéni do AML (Bernard et al., 2022; Martin et

al., 2021).
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Stejné jako u ASXL1, tak i v pFipadé MLLP™ byl klinicky ndlez u MDS spojen s nepfiznivou
progndzou a vysokym rizikem transformace do AML. Hor$i progndza pro pacienty s MLL?™® platila i pfi
srovhani s pacienty s komplexnim ovéem bez MLL?™® (Choi et al., 2018). Gen MLL dnes oznalovany
KMT2A, se nachdzi v oblasti 11923 a studie naznacuji jeho vyznamnou roli v hematopoéze a myeloidni
diferenciaci (Zahid et al., 2016). MLL"™® byl zjitény u 2,5 % pacientl s MDS spoleéné vysokym poétem
blastl v KD a dle IPSS-M se tento nélez rfadi mezi jedny z nejsilnéjsich molekularnich ukazatel( Spatné

progndzy (Bernard et al., 2022).

DalSim vyznamnym genem pro histonové modifikace je gen EZH2, ktery se nachazi v oblasti
7q936.1 (Zahid et al., 2016). EZH2 se spolecné s ASXL1 podili na procesu metylace histonu H3K27 a jeho
mutace, se kterou se setkdvame si v 6 % pfipadd, je znakem nepftiznivé progndzy a vysokého rizika

transformace do AML stejné jako je tomu v pfipadé MLL"°(Bernard et al., 2022).

2.6.4 Mutace v dalSich genech

Transkripéni faktory nebo molekuly Ucastnici se signalni transdukce jsou dalSimi dvéma
skupinami gend, s jejichz mutacemi se u MDS setkdvame. Z klinického hlediska je vyznamny napfiklad
transkripéni faktor RUNX1. Mutace tohoto reguldtoru diferenciace hematopoetickych kmenovych
bunék jsou nejen znakem nepftiznivé progndzy, ale navic se s nimi miZeme setkat i v zarodec¢né linii a
stoji za familidrnimi formami MDS, pro kterou je charakteristickd mirna az stfedni trombocytopenie a
abnormalni funkce trombocytd (Liew and Owen, 2011). Z hlediska IPSS M je dale velmi vyznamny
transkrip¢ni faktor p53 kddovany genem TP53, ktery bude podrobnéji rozebrdn v nasledujici
kapitole. Do skupiny vyznamnych transkrip&nich faktortl fadime CBL, NRAS, KRAS a FLT3'TP*T«D,
Vsechny jmenované geny se Ucastni RAS-MAPK signalizace a jsou €astéji mutovany u AML nez u

MDS (Hoff and Madanat, 2023).

2.6.5 Protein p53

Protein p53 je sekvencné specificky transkripéni faktor, ktery byva oznacovdn jako ,strazce
genomu”. Toto oznaceni ziskal proto, Ze se podili na regulaci kritickych signacich drah jejichZz fungovani
je nezbytné pro procesy, jakymi jsou naptiklad bunécné déleni, apoptdza, autofagie, imunitni odpovéd
¢i udrzovani genomové stability. Jednim z nejbéznéjsich negativnich reguldtord p53 je MDM2.
Nejsou-li bunky vystavovany endogennimu ¢i exogennimu stresu, je p53 vazan a znacen touto E3
ubikvitin ligdzou a nasledné dochazi k jeho proteosomalni degradaci. Timto zplsobem je udrZovana
pouze nizka hladina p53 v burikach. Naopak za nefyziologickych podminek dochazi k jeho fosforylaci,
coz vede k disociaci MDM2 a p53 se tak stava aktivnim (Fuchs et al., 1998; Momand et al., 1997; Shieh
et al., 1997).
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Aktivni p53 se vaze do definovanych oblasti genomu oznacovanych také jako p53-vazebna mista
a aktivuje genovou expresi. Zaroven je také schopen expresi nékterych genl reprimovat, a to
nepfimym mechanismem. Jeho spravné fungovani brani akumulaci poskozeni DNA, jejimz dlisledkem
je genova nestabilita, vedouci k zisku dalSich mutaci a k nasledné nadorové transformaci (Marei et al.,

2021; Song et al., 2024).

2.6.5.1 Mutace genu TP53

Gen TP53 je nejcastéji mutovanym genem u vsech typl nadorovych onemocnéni a mutace v ném
jsou povazovany za kli¢ové pro jejich rozvoj. V soucasné dobé bylo identifikovano pfes 1 000 variant
mutantnich alel (Sabapathy and Lane, 2018). Studie analyzujici alelickou frekvenci v tomto tumor
supresoru a celkovy genomicky kontext u pacientd s primarnimi MDS zjistila, Ze 78 % vsech ptipadu
predstavuji substituce, z nichZ nejcasté;jsi jsou missense mutace. Zbylé zmény v nukleotidové sekvenci
zahrnovaly nonsense Ci silent mutace, dadle mutace v sestfihovém misté, ale i posuny v ¢tecim ramci

zpUsobené inzercemi a delecemi (Montalban-Bravo et al., 2020).

Z hlediska lokalizace je mutacemi nejCastéji postihovanda sekvence kodujici DNA-vazebnou
doménu proteinu p53 a mutace vni miZeme dale rozdélit na 2 typy. RozliSujeme mutace
v aminokyselinach kli¢ovych pro interakci p53 s DNA, konkrétné se jedna napfiklad o hotspot mutace
R273H a R248Q, a mutace v aminokyselinach konformacni domény jako napfiklad mutace R175H ¢i
R249S. V jejichz dUsledku se protein nemuizZe spravné skladat, a tedy ztraci svou DNA-vazebnou
schopnost. (Sabapathy and Lane, 2018). Dalsi mutacni hotspoty se nachazi vN a C terminalnich
doméndach. V N-terminalni doméné se jedna o sekvenci kodujici transaktivaéni doménu a oblast
bohatou na prolin. V C-termindlni oblasti se mutacni hotspoty nachazeji v oligomerizaéni doméné a

doméné pro negativni regulaci (Sabapathy and Lane, 2018).

Mutaci v genu TP53 ma 10-12 % pacientl s primarnimi MDS a 30 % nemocnych se sekundarnimi
MDS, z toho dvé tiretiny maji tzv. nékolik zasaht. Nékolik zasah( je stav, kdy ma gen bud'vice nez jednu
mutaci, mutaci a deleci a nebo mutaci se ztratou heterozygotnosti (LOH) (Bernard et al., 2020; Hosono
et al.,, 2019). LOH, pfi které byl zachovan pocet kopii sekvenci DNA je oznacovan jako ziskana
uniparentalni disomie (aUPD). Tento jev je Casto asociovdan s homozygotnimi mutacemi tumor
supresorovych genll nebo onkogenll (Tuna et al., 2009). Retrospektivni analyza sekvenacnich a
cytogenetickych dat pacientl sdiagnézou AML a MDS asoucasnou aberaci chromosomu 17
detekovala patogenni mutaci v tomto tumor supresoru v 70 % pfipadQ. Vznikl-li navic i pfes mutaci
proteinovy produkt, byl pozorovan dominantné negativni efekt a aberantni protein interferoval
s funkéni variantou (Britt et al., 2020a). Spoleénym znakem pacientl v této studii byl také komplexni

karyotyp. S mutaci TP53 a tfemi a vice cytogenetickymi zménami se setkdvame aZ u 55 % pacient(
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(Haase et al., 2019). Pfi porovnani pacientt s komplexnim karyotypem s aberantni alelou TP53 a wild
type alelou byla u pacientll s mutaci zaznamenana vyssi komplexita karyotypu a castéjsi vyskyt
monosomii. Tito pacienti méli také vyssi podil blast v KD, vyraznéjsi trombocytopenii a jejich klinicky
nalez byl dle kritérii IPSS-R horsi (Haase et al., 2019). Souvislost mezi komplexnim karyotypem s
mutaci TP53 a klinickym pribéhem byla zaznamenana i ve studii analyzujici genomicky kontext a
frekvenci mutantnich alel. U pacientl s nizsi variantni alelickou frekvenci (VAF) aberentniho TP53 bylo

Vv

zjisténo nizsi riziko transformace do AML celkové lepsi celkové preziti (Montalban-Bravo et al., 2020).

2.7 Lécba

Lécba nemocnych s MDS je vidy vysoce individualizovana. Pacienti jsou na zakladé stadia
onemocnéni, IPSS-R a/nebo IPSS-M rizikového skore déleni na dvé skupiny. Do kategorie s vysokym
rizikem spadaji pacienti se stfednim, vysokym a velmi vysokym rizikem (déleni dle IPSS-R) do kategorie
nizkého rizika jsou fazeni nemocni s velmi nizkym, nizkym rizikem a ¢ast nemocnych se stfednim

rizikem, ktefi maji < 3,5 bodu (Bélohlavkova, 2021).

Cést pacient(i spadajicich do skupiny s nizkym rizikem md v dobé& stanoveni diagnézy pouze
lehkou cytopenii bez blastl v KD ¢i chromosomovych zmén. V takovém pfipadé nemocni pouze dochazi
na pravidelné kontroly a je sledovan jejich krevni obraz (Cerméak, 2016). Zmé&ny zdravotniho stavu,
zavaznéjsi cytopenie nebo aberantni chromosomovy nalez jiz vyZaduji terapeutickou intervenci.
Anemickym pacientlim jsou podavany krevni transfuze a pfi nizké hladiné endogenniho erytropoetinu
mUze byt zahdjena podplirna Iécba preparaty stimulujicimi erytropoézu. Pri tézké trombocytopenii
mohou byt indikovany transfuze krevnich desticek a jak anemickym, tak trombocytopenickym
pacientim byva nasazovéna chelataéni l1é¢ba k zamezeni akumulace Zeleza v organismu (Cermak,
2016; Cervinek, 2013). Je-li cytopenie pfitomna v dalsich krevnich faddch mlZe byt zahajena
imunosupresivni |écba soucasné s profylaktickym podavanim antibiotik a antimykotik, které mohou
byt indikovany také u tézké neutropenie. Imunosupresivni terapie je doporu¢ovana u nemocnych s

MDS s izolovanou deleci 5q, ktefi na ni dle dat z klinickych studii dobfe reaguji (Bélohlavkova, 2021).

U nemocnych, které fadime do skupiny s vysokym rizikem, existuji dvé hlavni moZnosti: terapie
hypomethylacnimi Cinidly jako je azacitidin anebo alogenni transplantace krevnich kmenovych bunék.
Podavani azacitidinu muze vést ke zlepseni krevniho obrazu aZ odstranéni zavislosti na transfuzich,
prodlouZeni preZiti a zejména oddaleni pfechodu onemocnéni do AML. Nicméné median trvani
|écebné odpovédi se pohybuje kolem dvanacti mésicl. (Vondrakova, 2010). U pacientll ve véku < 65
let, ktefi dle IPSS-R spadaji do skupiny s vysokym a velmi vysokym rizikem, mze byt indikovana

alogenni transplantace krevnich kmenovych bunék. V soucasné dobé se jedna o jedinou kurativni
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metodu |éCby MDS. Tento druh terapie neni standardné indikovan u pacientt ze skupiny nizkého rizika,
nicméné muiZe byt zvazena u mladsich pacientd pfi selhani prvni linie IéCby. Transplantace je téz

zvazovana u sekundarnich MDS po lé¢bé chemoterapii ¢i radioterapii (Bélohlavkova, 2021)

Diagnéza MDS,
urceni IPSS/IPPS-R

< S

Nizké riziko Vysoké riziko
5g-syndrom Anémie bez Anémie bez Ostatni cytopenie Vek < 65 let Vitk > 65 let
5@-, EPO < 500 5g-, EPO > 500

lenalidomid I

|ESA l IST IST | HSCT
Podplirné lécba || Podplirna lécba

Chelatacnilécba || Chelatacni lé¢ba

Obrazek 4: Schéma terapeutickych moznosti pacientl s MDS. Prevzato (Bélohlavkova, 2021)
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo provést detailni cytogenomickou analyzu nebalancovanych aberaci
chromosomu 17 u dospélych nemocnych s rliznymi subtypy myelodysplastickych neoplazii. Sledovat
jejich asociaci s delecemi/mutacemi/LOH genu TP53, posoudit jejich vliv na klondlni vyvoj, progresi

onemocnéni a porovnat jeji frekvenci a vyznam u primarnich a sekundarnich MDS.
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4 Material

4.1 Soubor pacienti

V obdobi od 1.1.2021 do 31.3.2024 byly 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 vySetfeny vzorky kostni dfené 37 pacientd
s primarnimi a sekundarnimi myelodysplastickymi neoplaziemi (MDS) a aberacemi chromosomu 17.
Jednalo se o0 zmény zjisténé metodou konvenéniho G-pruhovani. Soubor tvorilo 35 % Zen a 65 % muzQ.
Priimérny vék pacientl byl 68 let a median véku byl 72 let. Vékové rozmezi nemocnych bylo od 37 let
do 85 let (pfiloha 1). U 33 pacientl (89 %) byly diagnostikovany primarni MDS a se sekundarnimi MDS
byli diagnostikovani 4 pacienti (11 %).

Vzorky kostni dfené vsech nemocnych byly vySetfeny klasickou cytogenetickou analyzou.
V diagnostickém odbéru byla metodou interfazni fluorescenéni in situ hybridizace (I-FISH) ovérena
delece oblasti 17p13 a velikost patologického klonu. U pacientl s komplexnim karyotypem bylo
provedeno vySetfeni metodou mnohobarevné FISH (mFISH) za Ucelem presné charakterizace
prestaveb, do kterych chromosom 17 vstupoval. Pro dalsi upfesnéni oblasti zlomu na chromosomu 17
byla pouZita metoda mnohobarevného pruhovani (mBAND). Dale byly u nemocnych metodou
komparativni genomové hybridizace na mikrocipech (aCGH/SNP) upfesnény rozsahy deleci na kratkém
rameni chromosomu 17. V pfipadé dostatku biologického materidlu bylo provedeno vysetieni
metodou sekvenovdni nové generace (NGS) za pouZiti genového panelu Archer™ VARIANTPlex™

Myeloid kit k detekci pfitomnosti mutaci asociovanych s MDS véetné mutaci tumorsupresoru TP53.
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4.2 Chemikalie

Priprava bunék pro cytogeneticka a molekularné cytogeneticka vysetieni

Heparin (Heparin natricum 5000 IU/ml)
PBS (Fosfatovy pufr)

kultivaéni médium MarrowGrow
Colcemid (Demecolcine solution)

0,075 M KCl

dH,0

methanol

kyselina octova

G — pruhovani

Wrightovo barvivo (eosin, methylenova modfr)
0,2 N HCl

2xSSC

NaH,PO,4 . 2 H20

KH,POs,

dH;0

methanol

I-FISH, mFISH/mBAND

20 x SSC

absolutni ethanol

NaOH

dH20

DAPI/antifade

FIXOGUM-Rubber cement

NP-40 (Nonidet P40)

imerzni olej (Immersol)
fluorescencni sondy viz kapitolou 4.4

1x PBS

QlAamp DNA Blood Mini Kit
absolutni ethanol

Agardza (PCR agarose)

1x TAE pufr (Tris-acetat-acid-EDTA)
GelRed

GeneRuler DNA Ladder

nanaseci pufr

Zentiva
lékarna VFN
Pentagen
Sigma-Aldrich
Lékarna VFN

Penta
Penta

Sigma-Aldrich
lékdrna VFN
lékdrna VFN
Fluka

Penta

Penta

lékarna VFN
Penta
lékarna VFN

MetaSystems
Marabu

Glentham Life Sciences

Carl Zeiss

lékarna VFN
Qiagen

Penta

Top-Bio s.r.o.
Sigma
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
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e dH20

e ddH20

e anotovana referentni genomova DNA
(OneSeq Regerence DNA Male or Female)

e 10x reakéni pufr pro restrikéni enzymy

Agilent Technologies

Agilent Technologies

e BSA
o Alul Agilent Technologies
e RSAI Agilent Technologies

random primer

5x reak¢ni pufr pro znacici polymerazu

10x dNTPs

Cyanine 3-dUTP (Cy-3)
Cyanine 5-dUTP (Cy-5)
Exo-Klenow(v fragment

TE pufr (Tris-EDTA)

Cot-1 DNA

10x CGH blokujici ¢inidlo

2x HI-RPM hybridiza¢ni pufr

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Sigma

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies

NGS
e 1xPBS lékarna VFN
e QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
e absolutni ethanol Penta

Agardza (PCR agarose)

1x TAE pufr (Tris-acetat-acid-EDTA)
GelRed

GeneRuler DNA Ladder

nanaseci pufr

Top-Bio s.r.o.
Sigma

Biotium
Thermo Fisher
Thermo Fisher

e ddH20

e Tris-HCI lékarna VFN
e PCR Nuclease-free water Archer

e NaOH Lékarna VFN
e Archer™ VARIANTPlex™ Archer

Qubit dsDNA HS Assay kit
AMPure XP magmatické kulicky

KAPA Universal Library Quantification Kit

NextSeq System Mid-Output kit

Thermo Fisher
Beckman Coulter
Roche

Illumina
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4.3 Roztoky

Priprava bunék pro cytogeneticka a molekularné cytogeneticka vysetieni

odbérové médium: 400 ml PBS + 4,8 ml heparinu
hypotonicky roztok: 0,075M KCI (2,796 g KCI + 500 ml dH,0)
fixacni roztok: metanol + kyselina octova, pomér 3:1

G-pruhovani

2x SSC: 50 ml 20x SSC + 450 ml dH20

0,2 N HCI: 7,3 g HCI + 1000 ml dH20

roztok A: 5,34 g Na2HPO4 . 2 H20 + 500 ml dH20

Roztok B: 4,05 g KH2PO4 + 500 ml dH20

Sorensendv pufr: roztok A + roztok B v poméru 1:1

barvici roztok: 2,5 g Wrightova barviva + 1000 ml methanolu

I-FISH, mFISH/mBAND

aCGH

NGS

70% EtOH: 700 ml EtOH + 300 ml dH20

85% EtOH: 850 ml EtOH + 150 ml dH20

95% EtOH: 950 ml EtOH + 50 ml dH20

2x SSC: 50 ml 20x SSC + 450 ml dH20

0,4x SSC/0,3% NP-40: 10 ml 20x SSC + 488,5 ml dH20 + 1,5 ml| NP-40
2x SSC/0,1% NP-40: 50 ml 20x SSC + 9,5 ml dH20 + 0,5 ml NP-4

CEP hybridiza¢ni pufr: 55% formamid, 1x SSC, 10% dextran sulfat
LSI/WCP hybridiza¢ni pufr: 50% formamid, 2x SSC, 10% dextran sulfat
0,07 M NaOH: 1,4 g NaOH + 500 ml dH20

1% agardzovy gel: 0,9 g agardzy + 90 ml 1xTAE pufru

1% agardzovy gel: 0,9 g agardzy + 90 ml 1xTAE pufru
10mM Tris-HCI:200mM Tris-HCl + 1000 ml dH20
5mM NaOH:0,2 NaOH + 1000m| dH20

70% EtOH: 700 ml EtOH + 300 ml dH20

80% EtOH: 800 ml EtOH + 200 ml dH20
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4.4 DNA sondy pro FISH

I-FISH
nazev sondy cilova oblast vyrobce
XL 5931/5933/5p15 5931 5031.2/5932-33.1/5p15.2—15.3 MetaSystems
XL del(20q) plus 20q12—ql3.1 MetaSystems

LSI D75486 SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen

7931/7p11.1—q11.1

Abbot Molecular

CEP 8 SpectrumOrange 8pll.1—qll.1 Abbot Molecular
CEP 9 SpectrumGreen 9p1l1.1—qll.1 Abbot Molecular
XLTP53/17cen 17p13/7p11.1—ql11.1 MetaSystems

LSI TP53/CEP17 17p13.1/17p11.1—qll.1 Abbot Molecular
TP53 (17p13)/ SE 17 17p13/17p11.1—qll.1 Kreatech

Tabulka 6: Soubor sond pouzivanych pfi vysetfovani pacientl s MDS.

TP53

D17p13

RRTEARS=] R 17p11.1-11.1
M 167

EFNB3
D175655

vin 1

Obrazek 5: Schéma lokus specifické fluorescencni sondy TP53/17cen od firmy MetaSystems. OranZové
je znacena oblast genu TP53 (17p13), jejiz delece je sledovana. Zeleny signal patfi centromerické
oblasti (17p11.1—q11.1) a slouZi jako kontrola. Pfevzato https://metasystems-probes.com/en/probes/

mFISH, mBAND

nazev sondy vyrobce
XCyte 24 MetaSystems
XCyte 17 MetaSystems

Tabulka 7: Sondy pro mFISH/mBAND
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5 Metody

5.1 Priprava bunék pro cytogeneticka a molekularné cytogeneticka vysetreni

Konvencéni cytogenetickd analyza je zakladnim vySetfenim v algoritmu cytogenetické
a molekularné cytogenetické diagnostiky MDS. Ziskané chromosomové zmény poskytuji cenné
informace o zavaznosti onemocnéni a pravdépodobnosti prechodu do akutni myeloidni leukémie.
Cytogeneticky nalez tak napomahd individualizovat |éCebny postup a nastavit co nejvhodnéjsi

|éCebnou strategii.

5.1.1 Kultivace bunék kostni difené

Pro cytogenetickou analyzu byly pouZity burky kostni dfené (KD) ziskané aspiraci ze sterna
nebo trepanobiopsii. Dfen byla |ékafi sterilné odebirana do specidlnich zkumavek s odbérovym
médiem sloZzenym z PBS a heparinu. Po doruceni do laboratofe byly vzorky centrifugovany po dobu
5 minut pfi 2000 rpm. Centrifugaci oddélené leukocyty vytvofily na hladiné média prstenec, ktery byl
vlamindrnim boxu prenesen do kultivaénich nadobek obsahujicich 5 ml kultivaéniho média
Marrowgrow obsahujiciho fetdlni teleci sérum, pH indikator a antibiotikum gentamicin. Buriky byly

nasledné kultivovadny v termostatu s 5 % CO; atmosférou pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

5.1.2 Zpracovani bunéénych kultur

Po uplynuti doby kultivace bylo k burikdm pfidano 100 pl kolcemidu. Kolcemid je mitoticky jed
zastavujici bunécné déleni v metafazi vazbou na mikrotubuly déliciho vieténka. Bunky byly opét
kultivovany v termostatu s5 % CO; atmosférou pfi teploté 37 °C 1 hodinu. Nasledné byly buriky
preneseny z kultivaénich nadob do centrifugaénich zkumavek a médium ve zkumavkach bylo doplnéno
kultivaénim médiem na maximalni objem 6 ml. Centrifugacni zkumavky se vzorky byly vlozeny do
automatu HANABI-PII Plus Metaphase Chromosome Harvester (ADS Biotec, Omaha, USA). Burniky byly
centrifugovdny a byl odsat supernatant. K bunéénému precipitatu bylo pfidano 5 ml hypotonického
roztoku a vzorky byly 20 minut inkubovany pfi pokojové teploté. Hypotonické prostredi vedlo ke
zvétseni objemu bunék a prasknuti bunécnych membran, coz zpuUsobilo vyliti bunééného obsahu
a genetického materidlu. Nasledné byla vzorky opét centrifugovany a po odsati supernatantu bylo
k bunkam pfidano 5 ml smési tvorené hypotonickym a fixaénim roztokem (methanol a kyselina octova
v poméru 3:1). Po 5 minutach inkubace byly vzorky centrifugovany. Bunécny precipitat byl naredén
v 5 ml samotného fixacniho roztoku a po 5 minutach opét centrifugovan. Tento postup byl zopakovan
Ctyrikrat, ¢imZz bylo dosaZzeno Uplného procisténi od zbytkd plazmatické membrany, cytoplazmy

a dalsich necistot.
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5.1.3 Priprava preparatt

Do pristroje HANABI Metaphase spreader (ADS Biotec, Omaha, USA) byla vloZzena podlozZni
skla, aby béhem pfipravy vzorku doslo k jejich ohrati a zvlhéeni. Z centrifugacnich zkumavek bylo
opatrné odsato co nejvice fixacniho roztoku tak, aby nedoslo k rozvifeni precipitatu na dné. Poté byl
k precipitdtu pomalu pfikapavan Cerstvy fixacni roztok az do dosazeni mlééné opaleskujiciho zbarveni
roztoku. Nasledné bylo do stfedu podloznich skel pres specialni otvory v pfistroji HANABI Metaphase
spreader naneseno 100 pl vzniklé suspenze. Mikroprostfedi uvnitf pfistroje HANABI Metaphase

spreader zajistilo rovnomérné rozprostfeni bunécnych suspenzi po podloznich sklech.

Skla se zaschlou suspenzi byla na zavér zkontrolovana ve svételném mikroskopu, aby bylo
ovéreno, Ze suspenze neni pfilis husta ¢i fidka a buriky jsou na podloZnich sklech v optimalni hustoté.
V ptipadé, Ze hustota bunék byla pfilis nizka, byla pfipravend suspenze znovu centrifugovana, poté byla
odebrana ¢ast supernatantu, aby doslo ke sniZeni objemu suspenze a zvySeni jeji hustoty. V pfipadé
pfilis vysoké hustoty bunék na podloinim skle byla suspenze ve zkumavce nafedéna fixacnim

roztokem.

Nasledné byla skla uloZzena do kazet, a to zhruba na dobu jednoho tydne pfi laboratorni
teploté, aby doslo k jejich kompletnimu proschnuti. Jestlize bylo nutné provést analyzu vzorku
urychlené, bylo provedeno ,ostarSeni”. V takovém pripadé byly preparaty umistény na histologickou

plotynku zahtatou na 70 °C.

5.2 G-pruhovani a analyza karyotypu

Proschlé nebo , ostarSené” preparaty byly pfipraveny na barveni. Pfed samotnym barvenim
byly preparaty vlozeny na 5 minut do kyvety s 0,2 N roztokem HCl, ¢imZe doslo k natraveni
chromatinovych proteind a mirnému rozvolnéni chromatinu. Nasledné byla skla na 20 minut umisténa
do pufraéniho roztoku SSC, ktery byl predem vytemperovan pomoci vodni |azné na 60 °C. Béhem
inkubace bylo pfipraveno 5 ml barviciho roztoku sloZzeného ze 3 ml Sérensenova pufru a 1 ml
Wrightova barviva. Do tohoto roztoku byla skla viozena na 30 sekund az 5 minut podle jeho Ucinnosti.
Poté byla skla oplachnuta destilovanou vodou a ponechana volné oschnout za laboratorni teploty.
Nakonec byla provedena kontrola barveni chromosomi ve svételném mikroskopu. Pokud byly
chromosomy pfilis svétlé, bylo sklo znovu vloZena do barviciho roztoku. V ptipadé prebarveni

chromosomu bylo provedeno odbarveni v 99,8% roztoku methanolu.

Pomoci mikroskopu AXIOPLAN 2 Imaging (Zeiss, Oberkochen, Némecko) a systému Metafer
(MetaSystems, AltluBheim, Némecko) byly nasnimany metafdze. Pravé v tomto stadiu bunécného

déleni lze nejlépe zachytit chromosomové aberace, jelikoZ jsou chromosomy nejvice kondenzované.
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Z nasnimanych fotografii byly vybrany mitézy, které byly pomoci programu lkaros (MetaSystems,
AltluBheim, Némecko) upraveny a byly sestaveny karyotypy. Pokud nebylo moiné zhodnotit 20

metafazi, bylo pfistoupeno k molekuldrnim metoddm.

5.3 Fluorescencni in situ hybridizace

I-FISH je molekularné cytogeneticka metoda slouzZici k vizualizaci specifickych nukleotidovych
sekvenci pomoci fluorescenéné znacenych oligonukleotidovych sond. Podle mista vazby sondy na
chromosomu Ize sondy rozdélit na satelitni (centromerické a telomerické), lokus specifické a malovaci.
Diky I-FISH lze cilové sekvence studovat na mikroskopické urovni pfi zachovani morfologie interfaznich
jader a mitotickych chromosomu. Tato metoda je vyuZivana k ovéreni nalezu klasické cytogenetické
analyzy, oproti které ma vyssi citlivost a zdroven nevyZaduje proliferujici buriky. Vazba sondy do
komplementarnich oblasti chromosomd, tedy tzv. hybridizace, probiha po kratké denaturaci sondy a
chromosomové DNA indukované vysokymi teplotami. Fluorescenéni signaly jsou nasledné hodnoceny
ve fluorescencnim mikroskopu. I-FISH umoZiuje detekci strukturnich ¢i pocetnich zmén, mezi které
patfi napfiklad genové fuze, duplikace, amplifikace, delece nebo Uplné ztraty chromosomu. Tato

metoda také umoziiuje hodnotit procentualni zastoupeni patologického klonu.

] BB BEEREBEEE!
O | |

znaéeni florescenénim barvivem

DNA sonda
WITH  STTR ( TIRIRT (BT W1

T TRRT  INEEET ITTRT IR

Denaturace a hybridizace

DNA :Ill‘ll‘TililiII-
T\K\I‘/yf N\

Obrazek 6: Schéma metody I-FISH. Fluorescencéné znacend sonda komplementarné paruje s cilovou
oblasti DNA. Pfevzato a upraveno https://www.genome.gov/genetics-glossary/Fluorescence-In-Situ-
Hybridization
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5.3.1 Laboratorni postup

Na podlozni skla byla nanesena bunécna suspenze stejné jako pfi pripravé preparatld pro
klasickou cytogenetickou analyzu. Preparadty byly ponechdny schnout za laboratorni teploty.
Nasledujiciho dne bylo provedeno ,,ostarseni” preparatll v roztoku 2xSSC zahratého ve vodni lazni na
37 °C. Po 20 minutach v 2xSSC byla vzorky dehydratovany ve vzestupné alkoholové fadé sestavajici ze
70%, 85% a 95% roztoku ethanolu. V kazdém roztoku byly preparaty 2 minuty. Nasledné byla skla

opfena o histologickou plotynku zahtatou na 42 °C, ¢imz bylo urychleno jejich oschnuti.

Nasledovala pfiprava fluorescencné znacenych sond, které byly skladovany v mrazniéce pfi
teploté -20 °C. Pfi pfipravé sond bylo postupovano dle instrukci vyrobce. Pouzity byly hybridizaéni
sondy od firmy MetaSystems (AltluBheim, Némecko), sondy Kreatech (Leica Biosystems, Deer Park,
USA), které vyrobce dodava predem naredéné. 0,5 pl sondy od firmy Abbott Molecular (Des Plaines,
USA) bylo smichano s 2 pl redestilované vody a 7 pul centromerického pufru (CEP Hybridization Buffer
nebo s LSI/WCP pufr podle typu pouzité sondy). Na podlozni skla sfixovanymi cytogenetickymi
preparaty, ktera byla umisténa na histologické plotynce predehtaté na 42 °C, bylo naneseno 4—10 ul
sondy. Preparaty byly prekryty krycimi skly typicky o rozmérech 15 x 15 mm (rozméry se mohly lisit
v zavislosti na mnoZstvi biologického materidlu nebo pfesném objemu roztoku hybridiza¢ni sondy).
Pozice krycich skel byla, pro snazsi orientaci pfi hodnoceni preparatu, vyznacena zrubové strany
pomoci diamantového popisovace. Kryci skla byla oblepena rubbercementem, aby nedochdazelo
k vysychani sondy béhem hybridizace a byla umisténa do automatického hybridiza¢niho bloku
ThermoBrite (Abbott Molecular, lllinois, USA). Do hybridizacniho bloku byly vloZeny navlhéené
bunicinové platy pro udrzeni optimalni vihkosti v pribéhu hybridizace. Programy byly nastaveny podle

pokyn( vyrobce dané sondy.

Nasledujici den bylo provedeno odmyti zbytkd hybridizacniho roztoku a nespecificky navazanych
sond pomoci automatu VP 2000 Processor (Abbott Molecular, Illinois, USA). Pfed umisténim preparat(
do stojanku byl odstranén rubbercement a kryci sklo. Stojanek byl umistén na pohyblivé rameno, které
jej v automatu prendselo mezi jednotlivymi roztoky. Nejprve byly vzorky ponofeny do roztoku 0,4x
SSC/0,3% NP-40 pri teploté 72 °C na 2 minuty, poté na 1 minutu do 2x SSC/0,1% NP-40 pfi laboratorni
teploté. V poslednim kroku probéhla dehydratace vzork( ve vzestupné alkoholové radé (70%, 85%,
95% ethanol) po 2 minutach. Skla byla ponechana oschnout a bylo na né naneseno 25 pul smési
DAPI/antifade. PodloZni skla s preparaty byla prekryta krycimi skly o rozmérech 22x60 mm, byly
odstranény vzduchové bubliny a prebytky barvy a vzorky byly uloZeny alespon na nékolik minut do
chladiciho boxu. Po celou dobu bylo dbano na neustalé zakryti preparatd, aby se tim zabranilo vyzareni

fluorescence.

36



Takto zpracované vzorky byly pripraveny k hodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu Axio
Imager 2 (Zeiss, Oberkochen, Némecko). Pfi hodnoceni bylo vyuZivano optickych filtr( podle typu
pouzitych fluorescein(. Nejdfive byly preparaty prohlizeny zvétsenim 16x (identifikace mitdz) a poté
pod zvétsenim 63x s pouZitim imerzniho objektivu (identifikace interfaznich jader). Zaroven bylo
vyuzivano CCD kamery pripojené na mikroskop. Pofizené snimky byly zpracovavané v pocitacovém
programu ISIS (MetaSystems, AltluBheim, Némecko). Analyza byla provadéna alespori dvéma

pracovniky a bylo hodnoceno 20 mitdz a 200 interfaznich jader.

5.4 mFISH a mBAND

Metoda mnohobarevné FISH (mFISH), stejné jako metoda mnohobarevného pruhovani
(mBAND), umoZriuje vizualizaci celych chromosomu a to prostfednictvim vazeb celochromosomovych
fluorescencné znacenych sond komplementarnich ke specifickym oblastem chromosom. Jedna se

o metody zaloZzené na kombinatoridlnim znaceni.

V pfipadé metody mFISH je sada malovacich sond pro vSechny chromosomy v karyotypu
znacena kombinaci 5 rlznych fluorochrom(. Dand kombinace je charakteristickd pro konkrétni
chromosomovy par. Celkem je tedy pouzivano 24 kombinaci fluorochroma (22 par( autozomd, jedna
kombinace pro X chromosomy a jedna pro chromosom Y). Obraz je sniman sadou fluorescencnich filtrd
a na zakladé kombinace fluorochrom( jsou ve specidlnim software prifazeny chromosomim
pseudobarvy. Metoda mFISH umozZniuje komplexni pohled na cely karyotyp pfi provedeni jediné
hybridizacni reakce. Lze diky ni pozorovat nebalancované chromosomové aberace, komplexni
prestavby a také urcit pdvod marker chromosomi. Naopak chromosomové inverze a delece mensiho

rozsahu pomoci mFISH identifikovat nelze, a je tak nutné vyuZzivat i jinych typl vySetieni.

Metoda mBAND slouZi kvizualizaci jednotlivych Usekl jednoho chromosomu za pouZiti
parcialnich malovacich sond. Sondy jsou pfipravovany mikrodisekci konkrétniho chromosomu
z cytogenetického preparatu. Ziskana DNA je Stépena na vzajemné se prekryvajici fragmenty o rizné
velikosti. Ziskané fragmenty jsou znaceny kombinaci péti riznych fluorochrom(. Po hybridizaci je
chromosom sniman sadou fluorescencnich filtrl a na zakladé kombinace fluorochrom jsou pfifazeny
pseudobarvy. Vysledkem je tedy chromosom s riizné zbarvenymi pruhy, které jsou charakteristické pro
konkrétni oblasti. Absence i pruhy navic znaci delece nebo duplikace (amplifikace) chromosomovych
oblasti. Mezi dal$i chromosomové aberace, které je touto metodou mozné detekovat, se fadi inverze.
Jednd se o metodou umoznujici detekovat pruhy na chromosomech s vétsi presnosti nez klasicka

cytogeneticka analyza.
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Obrazek 7: Kombinatorialni znaceni péti rliznymi fluorochromy pouzivané pro vizualizaci chromosom?
metodu mFISH a mBAND. Pfevzato a upraveno z https://metasystems-
probes.com/en/probes/mfish/d-0125-600-di/

5.4.1 Laboratorni postup

Kyveta s roztokem 2xSSC byla ve vodni [azni pfedehfata na 70 °C a nasledné do ni byly na dobu
30 minut vloZeny preparaty. Po ubéhnuti doby inkubace byla kyveta i s preparaty vyjmuta z l1azné, aby
roztok zchladl po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Nasledné byly preparaty na 1 minutu
preneseny do roztoku 0,1xSSC o laboratorni teploté a poté byla provedena jejich denaturace v 0,07 N
roztoku NaOH opét po dobu 1 minuty. Dale byly preparaty inkubovany v roztoku 0,1xSSC a 2xSSC v
obou pfipadech o teploté 4 °C po dobu 1 minuty. Nakonec byla provedena dehydratace vzorkd ve
vzestupné alkoholové radé (70%, 85%, 95% ethanol) po 1 minuté. Preparaty byly opfeny o plotynku

zahratou na 42 °C, aby doslo k jejich oschnuti od zbytk{ roztoku ethanolu.

Do mikrozkumavky bylo pfeneseno 8 pl roztoku hybridizaéni smési 24XCyte, anebo XCytel7 od
firmy MetaSystems (AltluRheim, Némecko) a smés byla denaturovana po dobu 5 minut ve vodni lazni
o teploté 75 °C. Po denaturaci byla smés prudce ochlazena na ledu 1 minutu, promichana ve vortexu,
kratce centrifugovana a inkubovana 30 minut ve vodni lazni pfi 37 °C. Takto ptipravena smés byla
nanesena na preparat a prekryta krycim sklem o rozmérech 22x60 mm, které bylo oblepeno
rubbercementem, aby nedochdzelo k vysychani hybridizacni smési. Preparaty byly pfeneseny do vihké
komurky a umistény do termostatu vyhratého na 37 °C, ve kterém probéhla hybridizace po dobu 1—2

dna.

Po uplynuti doby hybridizace byl z preparatl odstranén rubbercement a kryci skla a byla odmyta

v automatu VP 2000 Processor. Odmyti probéhlo za dodrZeni stejného protokolu jako u I-FISH.
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Po oschnuti preparatl bylo naneseno 25 pl smési DAPI/antifade 22x60 mm a po odstranéni

vzduchovych bublin a prebytk( barviva byly preparaty v kazeté uchovany v mraznicce pti -20 °C.

Metafdzni chromosomy byly nasnimany pomoci automatického vyhledavaée bunék v metafazi
Metaferu (MetaSystems, AltluBheim, Némecko) v kombinaci s fluorescenénim mikroskopem Axio
Imager 2 (Zeiss, Oberkochen, Némecko) se specidlnimi optickymi filtry a citlivou CCD kamerou.
Pofizené snimky byly upraveny v softwaru pro pocitacovou analyzu obrazu ISIS (MetaSystems,

AltluBheim, Némecko).

5.5 array CGH a SNP array

Array CGH (aCGH) neboli komparativni genomova hybridizace je mikrocipova technologie
pouzivana k identifikaci zmén poctu kopii DNA a prfesnému urceni zlomovych mist na chromosomech.
Jeji vyznamnou vyhodou je skutecnost, Ze umozZnuje identifikovat amplifikace i delece bez pfedchozi
znalosti cilové oblasti na rozdil od metod FISH. Metoda aCGH spociva v hybridizaci fluorescencné
znacené DNA vySetfovaného pacienta a referenéni DNA k fragmentdm genomu umisténych na cipu.
DNA pacienta a referencni DNA jsou znaceny rdznymi fluoresceiny. Nasledné dochazi k detekci
fluorescence v jednotlivych bodech Cipu a porovnani jeji intenzity. Jestlize pfevazuje signal referencni
DNA, ma pacient v dané oblasti deleci. Pokud naopak prevlada fluorescencni signal vysetfované DNA,
jednad se o zisk genetického materidlu. Tato metoda nepfinasi informace o balancovanych zménach.
Pomoci kombinace aCGH a SNP array (umoZfuje detekovat jednonukleotidové polymorfizmy) je

mozné detekovat oblasti ztraty heterozygotnosti bez ztraty poctu kopii tedy oblasti oblasti aUPD.

DNA extrakce a stépeni
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Obrazek 8: Schématické znazornéni metody aCGH/SNP. DNA pacienta je znacena flurochromem Cys5,
kontrolni DNA flurochromem Cy3 a vzorky jsou ponechdny hybridizovat s fragmenty genomu na Cipu.
Nasledné je pomoci laserového skeneru hodnocena hodnota fluorescence. Prevzato a upraveno
(Shakoori, 2017).
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5.5.1 Laboratorni postup

Izolace DNA z fixované kostni dfené pacientl byla provedena pomoci QlIAamp DNA Blood Mini
kitu (Qiagen, Hilden, Némecko). Z bunécné suspenze bylo odebrano 200 ul objemu. Ten byl po dobu
3 minut centrifugovan na centrifuze MiniSpin (Eppendorf, Hamburk, Némecko) pfi 12 000 rpm a po
odebrani supernatantu byl precipitat resuspendovan ve 200 ul PBS. Nasledné bylo priddno 200 pl Al
pufru a 20 pul proteindzy K a vzorek byl inkubovan v termobloku pfi teploté 56 °C 10 minut. Po ubéhnuti
doby inkubace bylo ke vzorku pfidano 200 ul 96% ethanolu, vzorek byl pfenesen na sterilni kolonu
a centrifugovan 1 minutu pfi 6 000 rpm. V dalSich krocich bylo provadéno ¢isténi vzorku, nejdfive
500 pl AW1 pufru s naslednou centrifugaci 1 minutu pfi 6 000 rpm, poté 500 pl AW2 pufru pfi 20 000
rpm po dobu 3 minut. Proces precisténi byl zakoncen centrifugaci 1 min pfi 20 000 rpm na sucho. DNA
byla eluovana do Cisté mikrozkumavky 55 pl AE pufru s inkubaci po dobu 5 minut a zdvére¢nou
centrifugaci 6 000 rpm/1 minuta. Cistota a koncentrace vzorku byla zji§téna pomoci NanoDrop 2000

(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

Pro microarray formdatu 4x180K bylo pouzito 0,5-1,5 ug genomové DNA a referencni DNA. Pred
restrikénim stépenim byly vzorky nafedény na objem 20,2 ul. Nasledné byl pfipraven Master Mix. Pro
jeden vzorek byly pouzity 2 ul ddH,0 bez nukleaz, 2,6 u 10x restrikéniho pufru pro Stépici enzymy
a 0,2 ul BSA. Restriktazy Alul a Rsal v obou pfipadech o objemu 0,5 ul byly pfidany nakonec. Po celou
dobu pfipravy byl Master Mix udriovan na ledu. Do zkumavky se vzorkem bylo pfidano 5,8 pul
namichaného Master Mixu a Stépici reakce byla pfenesena do termobloku. Inkubace probéhla nejprve
2 hodiny pti 37 °C, poté 20 minut pfi 65 °C, a nakonec byla reakce pfenesena opét na led, a to alespon
na 5 minut. Fragmentace vzorku byla ovéfena pomoci agarézové elektroforézy. Na 1% agardzovy gel
byly naneseny 2 ul vzorku. Elektroforéza probihala nejprve 5 minut pti napéti 50 V a posléze 50 minut

pfi napéti 90 V.

Dalsim krokem bylo fluorescencni znaceni vzorku. Do kazdé reakéni smési bylo pfidano 5 ul
Random Primeru a probéhla inkubace v termobloku 3 minuty pfi 98 °C. Poté byly vzorky pfeneseny na
led. Za stalého udrZovani na ledu byl pfipraven znacici Master Mix. Na jednu znacici reakci bylo pouZito
2 pl ddH;0 bez nukledz, 10 ul 5x reakéniho pufru, 5 pl 10x dNTPs, 3 ul Cy-3 (pro vySetfovanou DNA)
a 3 ul Cy-5 (pro referencni DNA) a 1 ul Exo-Klenowova fragmentu. Do kazdého vzorku bylo pfidano 21
ul namichaného Master Mixu a probéhla inkubace nejprve 2 hodiny pfi 37 °C, poté 10 minut pfi 65 °C.
Reakéni smés byla prenesena na led. Takto naznacena genomovd DNA byla precisténa od zbytk(
Master Mixu k ¢emuz byl pouZit SureTag DNA Labelling Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
Ke kazdé reakéni smési bylo pridano 430 ul TE pufru a smés byla pfenesena na purifikaéni kolonu
umisténou v 2 ml sbérné zkumavce. Probéhla centrifugace po dobu 10 minut pfi 14 000 g za pokojové

teploty. Byl odstranén eluat, na kolonu naneseno 480 ul TE pufru a opét probéhla centrifugace
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za stejnych podminek jako v predchozim kroku. Nasledné byla kolona dnem vzhiru umisténa do nové
sbérné zkumavky a byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pfi 1 000 rpm. Purifikovand
genomova DNA byla koncentrovdna ve vakuové odparce na objem 22-24 ul. Mira inkorporace
fluorescenéné znacené DNA do vzorku (pmol/ul) byla ovéfena na spektrofotometru NanoQuant
Infinite M200 Microplate (Reader, Tecan, Svycarsko) a na zakladé téchto Udaji byla vypoltena
specificka aktivita vzork( (specifickd aktivita = pmol/pl fluorescenéni barvivo/ug na pl genomové DNA).
Poslednim krokem bylo smichani 20 ul fluorescenéné znacené DNA vzorku s ekvivalentnim mnozstvim

fluorescencné znacené referencni DNA na vysledny objemu 40 pl.

K pfipravenym vzorkdim bylo pfidano 5,5 pl Cot-1 DNA, 11,5 ul 10x aCGH blokovaciho cinidla
a 60 pl 2x HI-RPM hybridizaéniho pufru. Smés byla inkubovana 3 minuty pfi 98 °C a dalSich 30 minut
v 37 °C.

Do hybridiza¢ni komurky Agilent SureHyb (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bylo
umisténo tésnici sklicko (gasket slide) a do vyznacenych oblasti na sklicku byl aplikovan cely objem
pfipravené hybridizaéni smési. Tésnici sklicko bylo pfiklopeno aktivni stranou sklicka mikrocipu
SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Microarray (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) a vSe bylo uzavieno
v hybridizaéni komurce. KomUrka byla pfemisténa do hybridiza¢ni pece Microarray Hybridization Oven
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) a rychlost otaceni nastavena na 20 rpm. Mikrocipy byly takto

ponechdany hybridizovat po dobu 16 hodin pfi 67 °C.

Po hybridizaci byly mikrocipy odmyty. Pufr 1 byl ve dvou rliznych kyvetach ochlazen na 20-22 °C
a pufr 2 byl predehiat na teplotu 37 °C. Pod hladinou pufru 1 byl mikrocip sejmut z tésniciho sklicka
a umistén do druhé kyvety s odmyvacim pufrem 1 na dobu 5 minut. Nasledné byl mikrocip pfenesen
do pufru 2 na 1 minutu a z néj pak pomalu a plynule vytazen, osusen mimo aktivni stranu a uloZen do
drzaku ke skenovani. Samotné skenovani skenerem SureScan Dx Microarray Scanner (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) bylo provedeno na Ustavu biologie a lékafské genetiky (Purkyritiv
ustav, Albertov 4, Praha 2) a prostrednictvim programu Agilent Cytogenomics (Agilent Technologies,

Santa Clara, USA) byly vyhodnoceny vysledky.

5.6 NGS

[llumina sekvence je metodou sekvenovani nové generace (NGS) urcéend k identifikaci poradi
nukleotidli v DNA. Pti pouziti kitu Archer™ VARIANTPlex™ Myeloid (IDT, Coralville, USA) slouzi
k rozpoznani mutaci 75 gent asociovanych s myeloidnimi neoplaziemi. Princip metody je zaloZzen na
vysoce paralelni sekvenci klonalné amplifikovanych fragmentli DNA, a to za pouZiti nukleotidd
s fluorescencné znacenymi reverzibilnimi  terminadtory. Fragmentovand DNA hybridizuje

prostfednictvim svych oligonukleotidovych adaptérl na oligonukleotidové kotvy ve flow-cell
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sekvenatoru. Po pripojeni fragmentl dochazi ke klonalni bridge amplifikaci, pfi niZ vznikaji kolonie
DNA, tedy soubory kopii daného fragmentu. Po amplifikaci ndsleduje syntéza za soucasné sekvence.
K fragmentim ve flow cell jsou komplementarné inkorporovany nukleotidy s fluorescencné znacenymi
reverzibilnimi termindtory. Po emisi a detekci fluorescenéniho zareni dochdzi k odstranéni
terminator(l, coZz umoznuje pripojeni nového nukleotidu. Ziskana data o poradi nukleotidd jsou dale

bioinformaticky zpracovana, dochdzi k mapovani na referenéni genom a detekci a klasifikaci variant.
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Obrazek 9: Schéma prabéhu lllumina sekvenace vyuZivané pro detekci gent asociovanych
s myeloidnimi malignitami. Pfevzato a upraveno (Voelkerding et al., 2009)

5.6.1 Laboratorni postup

Byla provedena izolace DNA z fixované kostni dfené pacientli pomoci QlAamp DNA Blood Mini
kitu (Qiagen, Hilden, Némecko). Vyizolovand DNA o objemu 20-25 pl byla smichana
s magnetickymi kulickami AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, USA) v poméru 1:2, smés byla
promichana na vortexu a inkubovana 10 minut pti pokojové teploté. Poté byla zkumavka se smési
vlozena do magnetického stojanku na 2 minuty a byl odstranén supernatant. Do zkumavky bylo
napipetovano 200 pl 80 % ethanolu, probéhla inkubace 2 minuty a supernatant byl odstranén. Tento
postup, slouzici k promyti izolované DNA, byl zopakovan tfikrat. Po tretim promyti byly co

nejdikladnéji odstranény zbytky ethanolu a magnetické kulicky byly vysuseny ve zkumavce
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s otevienym vickem pfi pokojové teploté po dobu maximdlné 5 minut. Do zkumavky bylo pfidano 21 pl
10mM Tris-HClI, kulicky byly dikladné resuspendovany. Smés byla 5 minut inkubovana pfi pokojové
teploté, poté byl vzorek velmi kratce promichan na vortextu a zkumavka umisténa do magnetického
stojdnku na pfiblizné 2 minuty, dokud nezmizel zakal. Supernatant byl pfenesen do 1,5ml
mikrozkumavky. Koncentrace a Cistota precisténé DNA byla mérena spektrofotometrem NanoDrop
2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) / Qubit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Dale
byla DNA nafedéna na koncentraci 10 ng/pul 10mM pufrem Tris-HCl a opét byla premérena jeji

koncentrace pfistrojem Qubit. Nakonec byla DNA nafedéna 10mM pufrem Tris-HCI na koncentraci

2 ng/ul.

Z takto naredéné DNA byla dle protokolu Archer™ VARIANTPlex™ Myeloid kitu (IDT, Coralville,
USA) pfipravena knihovna pro NGS sekvenovani vybranych gentd v ramci tohoto myeloidniho panelu.
Do reakéni zkumavky, se suchou peletou s enzymy a pufrem pro zajisténi enzymatického stépeni DNA,
bylo na ledu napipetovdno 50 ul narfedéné vstupni DNA. Zkumavka byla umisténa do PCR cykleru
GeneAmp PCR System 9700 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) a inkubovdna 12 minut pfi
teploté 37 °C a 20 minut pfi teploté 72 °C. Z cykleru byla zkumavka pfesunuta na led. Ndsledné byl
veskery objem pfenesen do zkumavky oznacené jako End repair a opét inkubovan v cykleru 30 minut
pfi teploté 25 °C, ¢imZ doslo k Upravé koncl fragmentované DNA. Poté byla zkumavka kratce
centrifugovdna a prenesena na led. Dalsim krokem bylo opétovné precisténi DNA. Do reakéni
zkumavky byly pfidany AMPure XP beads o objemu rovném 2,5x objemu reakéni smési a smés byla
velmi peclivé homogenizovana. Po 5minutové inkubaci pfi pokojové teploté byla zkumavka kratce
centrifugovana a vloZzena do magnetického stojanku na dobu 4 minut a/nebo do Uplného projasnéni
roztoku. Byl odstranén supernatant a magnetické kulicky 2x promyty 200 ul 70 % ethanolu s inkubacni
dobou 30 sekund. Po kratkém vysuseni za pokojové teploty byly kulicky resuspendovany ve 20 pl

10mM Tris-HCl a inkubovany 2 minuty.

Roztok s precisténou DNA byl prenesen do zkumavky Ligation Step 1 na ledu. Vzorek byl
inkubovan v PCR cykleru 15 minut pfi teploté 37 °C. Do zkumavky byly pfidany AMPure beads v 2,5x
objemu vzorku. Byla provedena purifikace postupem popsanym v predchozim odstavci. DNA byla
eluovana resuspendovanim magnetickych kuli¢ek ve 42 pl 10mM Tris-HCl s inkubacéni dobou 2 minuty.
Reakéni zkumavka MBC Adapter byla umisténa na led a bylo do ni velmi opatrné preneseno 40 pl
vzorku tak, aby jeho soucasti jiz nebyly magnetické kulicky. V pfipadé pfitomnosti kulicek bylo nutném
zkumavku umistit do magnetického stojanku a po 1 minuté opét vzorek premistit do novych zkumavek.
Po kratkém promichani na vortexu a centrifugaci byl cely objem opét prenesen tentokrat do zkumavky

Ligation Step 2 umisténé na ledu. Zkumavka byla vlozena do PCR cykleru a inkubovdna 5 minut
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pfi teploté 22 °C. V tomto kroku doslo k ligaci prvniho indexu (p5/i5) spoleéné s unikatnimi Archer MBC

adaptéry.

Do Cisté 0,2ml PCR zkumavky bylo napipetovano 50 ul Ligation Cleanup Beads. Zkumavka byla na
1 minutu umisténa do magnetického stojanku, aby magnetické kulicky vytvofily peletu za projasnéni
roztoku. Byl odstranén supernatant a kuli¢ky byly resuspendovany v 50 ul Ligation Cleanup Buffer.
Do takto ptipravené zkumavky byl prenesen veskery objem z Ligation Step 2 zkumavky. Roztok byl
promichdn na vortexu a inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté a tento krok jednou zopakovan.
Zkumavka byla na 1 minutu a/nebo do projasnéni umisténa do magnetického stojanku, odstranén
supernatant a kulicky resupendovany v 200 ul Ligation Cleanup Buffer. Po kratké centrifugaci byla
zkumavka na 1 minutu ¢i do projasnéni vracena do stojanku, supernatant byl odstranén a postup
promyti byl jednou opakovan. Poté byly magnetické kulicky resuspendovdny ve 200 ul Ultra-Pure
Water, zkumavka umisténa do stojanku a po projasnéni byl supernatant odstranén. Pfed pfesunem do
cykleru byly kulicky resuspendovany v 32 ul 5mM NaOH a inkubovany 10 minut pfi 75 °C. Zkumavka

byla pfenesena do magnetického stojanku do vytvoreni pelety.

Prvni PCR byla na ledu ptipravena rozpusténim pelety ve First PCR HS/HCG zkumavce tim, ze do
ni bylo napipetovdno 5 pl GSP1. Po kratké centrifugaci byl ptidan cely objem vzorku. Suspenze byla
promichdna, kratce centrifugovana a inkubovana v PCR cykleru pti podminkach uvedenych v tabulce 9.
Po probéhnuti PCR reakce byla zkumavka ptenesena na led a nasledovalo precisténi. Ke vzorku bylo
napipetovano 0,8x jeho objemu AMPure XP beads a smés byla dikladné homogenizovana. Byl
zopakovan postup purifikace DNA provedeny po fragmentaci a Upravé konctl DNA s tim rozdilem, Ze

DNA byla eluovéana do 34 ul 10mM Tis-HCI.

Krok teplota (°C) cas pocet
1 95 3 min 1
2 95 30s 16
3 60 10s 16
4 62 5 min 16
5 72 3 min 1

Tabulka 8: Podminky pribéhu PCR 1

Druha PCR reakce byla pfipravena rozpusténim pelety s MiSeq Index 1 Illlumina (p7/i7) primery
v Second PCR HS/HCG zkumavce, pridanim celého objemu rozpusténé DNA z predchozi reakce a 8 pl
GSP2. Po kratkém promichani a centrifugaci v mikrocentrifuze MiniSpin (Eppendorf, Hamburk,
Némecko) byl vzorek umistén do PCR cykleru a byla spusténa druha PCR reakce za podminek
uvedenychv tabulce 10. Poté bylo provedeno precisténi vzorku stejnym zptsobem jako po PCR 1 reakci
a DNA byla eluovana do 20 ul 10mM Tis-HCl. Z tohoto objemu pak bylo odpipetovano 18 ul do nové
PCR zkumavky.
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Krok teplota (°C) cas Pocet
1 95 3 min 1
2 95 30s 20
3 60 10s 20
4 65 5 min 20
5 72 3 min 1

Tabulka 9: Podminky priibéhu PCR 2

Kvantifikace knihovny byla provedena pomoci KAPA Library Quantification Kit for lllumina
Platforms — ABI Prism qPCR Master Mix (Roche, Basilej, Svycarsko) dle protokolu vyrobce. Bylo
smichano 200 ul 500mTris-HCI, 9,5 ml vody a 5 ul Tween 20, ¢imz byl pfipraven 10mM Tris/Tween pufr.
Timto pufrem byla knihovna fedéna, a to zplsobem uvedenym v tabulace 11. Déle byl ptipraven
Master Mix z 6 ul KAPA SYBR FAST qPCR Master Mixu a 2 pl PCR-grade water a do jedné jamky PCR
desticky bylo pipetovano 8 pl. Byly pfidany 2 ul knihovny fedéné v poméru 1:100 000 a 1:500 000 (v

duplikatech/triplikatech), standardy 1-6 (uvedeno v tabulce 12) a negativni kontrola.

knihovna (ul) Tris/Tween pufr (pl)
fedéni knihovny 1:100 2 ul knihovny 198
fedéni knihovny 1:10 00 2 ul knihovny 1:100 198
fedéni knihovny 1:100 000 | 10 pl knihovny 1:10 000 90
fedéni knihovny 1:500 000 | 20 pl knihovny 1:100 000 80

Tabulka 10: Redéni knihovny pro kvantifikaci

koncentrace (pM)
standard 1 20
standard 2 2
standard 3 0,2
standard 4 0,02
standard 5 0,002
standard 6 0,0002

Tabulka 11: Tabulka koncentrace standard

Na desti¢ku s jamkami byla nalepena adhezivni fdlie, desticka byla kratce centrifugovana a
nasledné vloZena do pfistroje pro real-time PCR QuantStudio 3 (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA) a inkubovana za podminek uvedenych v tabulce 12. ZjiSténa koncentrace DNA byla porovnana
s koncentraci ovérfenou fluorimetricky na Qubitu a hodnota byla prevedena z ng/ul na molarni

koncentraci (nM).

Krok teplota (°C) cas pocet cyklt
Pocatecni aktivace/denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s 1
Extense 60 45s 35

Tabulka 12: Podminky real-time PCR reakce
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Dalsim krokem bylo smichani 5 pl nenaredéné knihovny s objem destilované vody bez nukleaz
X ul H,0 vypoditanym jako: 5x(koncentrace nenafedéné knihovny [nM]/4)-5 = X ul H,0. Z takto
pfipravené 4 nM knihovny bylo pipetovano 5 pl do jedné 1,5 ml zkumavky a byl tak vytvoren 4nM pool.
4nM pool byl fedén smichanim 10 pl 0,2N NaOH, vzorek byl promichan, centrifugovén a inkubovan
5 minut pfi pokojové teploté. Bylo pfiddano 10 pl destilované vody bez nukledz a 970 ul HT1
uchovdvaného na ledu, vzorek byl promichd a takto byla pfipravena 40 pM knihovna. Déale byla fedéna
20 pM PhiX kontrolni knihovna. Nejprve byly 2 pl 10 nM PhiX knihovny smichany se 3 ul destilované
vody bez nukledz. Nasledné bylo 5 pul vzniklé 4nM PhiX knihovny smichano s Cerstvé pfipravenym
roztokem 0,2N NaOH. Vzorek byl promichan na vortexu, kratce centrifugovan a inkubovdn 5 minut pfi
pokojové teploté. Poté k nému bylo pfidano 995 pul HT1 uchovavaného na ledu. Nakonec byla 40 pM
knihovna fedéna na poZadovanou koncentraci podle tabulky 13. Vzorek byl kratce vortexovan,

centrifugovan a sekvenovan na sekvenatoru NextSeq 550 (lllumina, San Diego, USA).

pozZadovana koncentrace

(pM) 40pM knihovny : 1,6
objem (ul)

40pM knihovna 52

20pM denaturovany PhiX 26

HT1 1222

vysledny objem 1300

Tabulka 13: Redéni 40pM knihovny na jednu z poZadovanych koncentraci

5.7 Statisticka analyza

Statistické hodnoceni rozdill v celkovém preZiti mezi definovanymi skupinami pacientl bylo
provedeno Kaplan-Meierovou analyzou. Celkové preziti bylo definovano jako doba od diagndzy
pacienta do posledni kontroly ¢i smrti. Hladina vyznamnosti pro hodnoceni vsech vysledk( byla
stanovena na p=0,05. Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci XLSTAT | Statistical Software for

Excel (Addinsoft, Patiz, Francie).
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6 Vysledky

6.1 Analyza karyotypu

Aberace chromosomu 17 byly metodou klasického G-pruhovani a/nebo mFISH a mBAND
(obrazek 10) prokazany u 37 pacientu. Jejich karyotypy jsou uvedeny v pfiloze 1. Z toho 33 nemocnych
(89,2 %) mélo primarni MDS a Ctyfi pacienti (10,8 %) méli sekundarni MDS po |é¢bé pro jina nadorova
onemocnéni. Aberace chromosomu 17 byly u sekundarnich MDS vZdy soucasti komplexniho karyotypu
(tfi a vice aberaci). Celkové pak byl komplexni karyotyp s aberaci chromosomu 17 v patologickém klonu
detekovan u 34 pacient( (91,9 %) v souboru. Izolovanou aberaci jsme identifikovali ve tfech pfipadech.
Jednalo se o isochromosom pro dlouhd ramena i(17)(q10) (pacient ¢. 4), isodicentricky chromosom
idic(17)(p11.1) (pacient ¢. 30) a balancovanou translokaci chromosomu 10 s chromosomem 17
t(10;17)(p10;q10) (pacient ¢.33). Dale byly u osmi pacientl (21,6 %) v karyotypu zjistény aberace obou
homolognich chromosomG 17. Z toho v Sesti pripadech byla alespori jednou z aberaci translokace
(balancovand nebo nebalancovana). Soucasti souboru byli také tfi nemocni (8,1 %), ktefi
v diagnostickém odbéru neméli aberaci chromosomu 17. Jeji zisk byl popsdn az pfi dalSich kontrolach,
a to v kontextu komplexniho karyotypu. Graf 1 shrnuje pocty jednotlivych typl ziskanych aberaci

chromosomu 17, které byly v naSem souboru detekovany.

Obrazek 10 mBAND analyza chromosomu 17 u pacienta ¢. 18. (A) Normalni chromosom 17 (B)
Derivovany chromosom 17, jehoZz soucasti je geneticky materidl z chromosom( 10 a 16. Zapis:
der(17)t(16;17)(g?;925)t(10;16)(?;9°?)
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® nebalancované translokace

= balancované translokace

= dicentricky chromosom

= monosomie

= delece

= jsodicentricky chromosom pro

kratkd ramena
m jsochromosom pro dlouhd ramena

Graf 1: Pocty aberaci chromosomu 17 u pacientli s MDS v nasem souboru.

NejcastéjSimi aberacemi chromosomu 17 byly strukturni prestavby v podobé balancovanych a
nebalancovanych translokaci. Nebalancované translokace byly detekované celkem u 24 pacientd
(64,8 %). Balancované translokace byly popsany u ¢tyf nemocnych (10,8 %) a to konkrétné u pacienta
€. 5, 8,10 a 33. Oblastmi zlomu na chromosomu 17 byly pruhy 17q11.1 (n=2), 17910 (n=1), 17925 (n=1)
av jednom pripadé nebylo moZné misto zlomu urcit. Jeden nemocny z této skupiny (pacient ¢. 10) mél
ve stejném patologickém klonu soucasné balancovanou prestavbu s chromosomem 19 a Y. V souhrnu
pak transloka¢nimi partnery chromosomu 17 pro tento typu pretaveb byly chromosomy 4 (n=1), 10
(n=1) a 15 (n=1), 19 (n=1), Y (n=1). Do balancovanych a nebalancovanych translokaci s chromosomem
17 vstupovaly témér vsechny chromosomy s vyjimkou chromosom( 8, 11 a X. Naopak nejéasté&jsimi
translokacnimi partnery byly chromosomy 7 (n=4) a 9 (n=4). Dale byly popsany translokace
s chromosomy 5 (n=3), 15 (n=3), 18 (n=3), 21 (n=3), 6 (n=2), 10 (n=2), 11 (n=2), 12 (n=2), 13 (n=2),
1(n=1), 2 (n=1), 3 (n=1), 4 (n=1), 9 (n=1), 14 (n=1), 16 (n=1), 20 (n=1), Y (n=1). Zastoupeni jednotlivych

chromosomu v balancovanych a nebalancovanych translokacich s chromosomem 17 shrnuje graf 2.
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Graf 2: Translokacni partnefi chromosomu 17 u pacientd s MDS.

Druhym nejcastéjSim typem aberaci chromosomu 17 byly monosomie, které byly popsany v péti
pfipadech (13,5 %). U ¢tyfech z péti nemocnych doslo soucasné se ztratou chromosomu 17 k aberaci
druhého homologniho chromosomu. V téchto pfipadech se vidy jednalo o translokace, a to tfi
nebalancované schromosomy 7, 18, 19 a jeden pacient mél translokaci balancovanou
s chromosomem 4. Tito pacienti byli hodnoceni jako samostatna prognostickd skupina a jejich nalezy

budou v této kapitole podrobnéji rozebrany.

Dalsimi nebalancovanymi zménami chromosomu 17 u nemocnych s MDS byly dicentrické
chromosomy, které se nachazely v patologickém klonu ¢tyf nemocnych (10,8 % pacientll). U jednoho
pacienta (pacient ¢. 25) byly popsany dva rGzné dicentrické chromosomy ve dvou rlznych klonech.
Tyto chromosomy vznikly fuzi chromosomu 7 (oblast zlomu 7p11.2) a 17 (oblast zlomu 17p11.1) a
chromosomu 17 (oblast zlomu 17p11.1) a 18 (oblast zlomu 18p?11.1). Dicentrické chromosomy ddle
vznikaly fuzi chromosomu 17 (oblasti zZlomu 17p11.2, 17p11.2, 17p11.1) s chromosomy 5 (oblast zlomu
5q11.1), 16 (oblast zlomu 16p11.2) a 20 (oblast zlomu 20g11.1). V souhrnu byly oblastmi zlomu a
nasledné fuze na chromosomu 17 pruhy 17p11.1 (n=3) a 17p11.2 (n=2) a ve vSech pfipadech tak pfi
formovani dicentrickych chromosom( doslo ke ztraté oblasti kratkych ramen chromosomu 17

obsahujici lokus genu TP53.

Isodicentricky chromosom 17 byl popsan u jednoho pacienta s primarnimi a jednoho pacienta
se sekundarnimi MDS (5,4 %). Zlomovymi oblastmi byly, stejné jako u dicentrickych chromosomd,
pruhy 17p11.1 (n=1) a 17p11.2 (n=1). Jednalo se tedy o isodicentrické chromosomy pro dlouha ramena
chromosomu 17 a ve vSech pfipadech opét doslo ke ztraté genu TP53. V pfipadé pacienta ¢. 30 byl
idic(17)(p11.1) izolovanou aberaci v karyotypu. To platilo také pro pacienta ¢. 4, ktery mél jako jediny
isochromosom a to pro dlouha ramena chromosomu 17 (obrdzek 11). Z charakteru prestavby vyplyva,

Ze u tohoto pacienta doslo k deleci genu TP53. Poslednim typem aberaci byly delece detekované ve
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trech pripadech (8,1 %). Delece zahrnovaly kratka ramena: 17p13.3—17p11.2 (n=1) a 17p13—17pter
(n=1), kde je lokalizovan gen TP53. Jeho ztrata byla potvrzena metodou aCGH/SNP. U jednoho pacienta
byla pozorovana delece na dlouhych ramenech 17q11—17qter (n=1) a kratkych ramenech 17pter—

17p11 (n=1) soucasné. A to na nadpocetném derivovaném chromosomu 17.

xla 825 ST

B B&E ¥ AR Ka 2% xw

6 7

4

a8 abp a9 K& g3 &8
13 14 15 16 17 18

XN Ra iy A & P
19 20 21 22 X Y

Obrazek 11: Isochromosom 17 v karyotypu pacienta €. 4. Jednd se o vySetfeni metodou G-pruhovani.
U pacienta byl dalSimi vySetfenimi potvrzen nalez 46,XY,i(17)(q10).

Graf 3 shrnuje zastoupeni oblasti zlomu na kratkych a dlouhych ramenech chromosomu 17, které
byly zjistény metodami mFISH a/nebo mBAND u vyse popsanych aberaci. Ve 12 pfipadech nebylo
mozné, vzhledem ke komplexité prestaveb, oblasti zlomu urcit. Nejcastéji zjiSténymi oblastmi zlomu
na kratkych ramenou byly pruhy 17p13.1 (n=4) a 17p11.2 (n=3). Na dlouhych ramenech dochazelo
nejcastéji ke zlomu v pruzich 17910 (n=4) a 17921 (n=3). V souhrnu byl pak zlom na kratkém rameni

detekovan 14x a na kratkém rameni byl zlom zjistén v 15 pripadech.

w

N

[N

pl13.1 p13 pl2 pl1.2pll.1 pl0 ql0 qll.1qll1l.3 g21 22 q24 25

pocet opakovani

pruhy

Graf 3 Oblasti zlomu na kratkych a dlouhych ramenech chromosomu 17.
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Osm pacient( (21,6 %) mélo aberace obou homolognich chromosom 17. Ve ¢tyfech pripadech
(pacienti €. 5, 7, 28, 37) byla popsana monosomie chromosomu 17 pfi soucasné translokaci druhého
homologniho chromosomu. Dvakrdt se jednalo o nebalancovanou translokaci. V prvnim pfipadé
dlouhych ramen (oblast zlomu 17g?21) s chromosomem 7 a ve druhém pfipadé doslo ke vyméné
genetického materidlu s chromosom 19. Nicméné oblasti zlomu ani ramena chromosomu 17 nebylo
mozné urcit. Dale byla spole¢né s monosomii 17 popsdna nebalancovana translokace kratkych ramen
(oblast zlomu 17p10) s chromosomem 18 a balancovana translokace (oblasti 17q11.1—17qter) s
chromosomem 4. U dvou pacientl byly detekované dvé nebalancované translokace homolognich
chromosomu 17. A to dlouhych ramen (oblasti zlomu 179?24) s chromosomy 3 a 6 a dlouhych ramen
(oblasti zlomu 17g?21) s chromosomy 19 a 21. Pacient ¢. 10 mél soucasné tti aberace chromosomu 17.
Jednalo se o nebalancovanou translokaci dlouhych ramen (oblast zlomu nebylo moZné urcit)
s chromosomem 6 advé balancované translokace dlouhych ramen (oblast 17q11.1—17qter)
s chromosomem 19 achromosomem Y. Vsouhrnu tedy do translokaci ve skupiné pacientd
s aberacemi obou chromosom 17 vstupovaly chromosomy 19 (n=3), 6 (n=2), 3 (n=1), 4 (n=1), 7 (n=1),
18 (n=1), 21 (n=1) a Y (n=1). U posledniho z pacientl (pacient ¢.25) ve skupiné s pfestavbami obou
chromosomi 17 byl v karyotypu popsan dicentricky chromosom (oblast zlomu pruh 17p?11.1) vznikly
prestavbou s chromosomem 7 (oblast zlomu p11.2) soucasné snadpocetnym derivovanym
chromosomem 17 u kterého doslo ke ztraté dlouhych (17q11—17qter) i kratkych ramen (17pter—
17p11) a byl tedy deletovan gen TP53.

Déle byl u pacientl €. 2, 8, 22 (n=3) pozorovan klonalni vyvoj. Pfi prvnim odbéru byl vidy zjistén
patologicky klon s deleci dlouhych ramen chromosomu 5 oblasti 5q14—5qg34 (n=1), 5q14.3—5g33.3
(n=1) a 5913.3—5q34 (n=1). Pfi kontrolnich odbérech v prlibéhu onemocnéni byl pozorovan zisk
dalSich genetickych zmén, coz vedlo ke vzniku heterogennich klonl. U pacienta ¢. 2 doslo k deleci
kratkych ramen chromosomu 17 vrozsahu 17p13.3—17p11.2. Pacient ¢. 8 mél balancovanou
translokaci dlouhych ramen chromosomu 17 (oblast zlomu 17g25) s dlouhymi rameny chromosomu
15 (oblast zlomu 15g25). U pacienta ¢. 22 byl popsan derivovany chromosom 12, ktery byl tvoren
materialem z chromosomu 1 v rozsahu 1p13—1pter a ¢asti chromosomu 17. V ptipadé chromosomu 17
nebylo mozné bliZe urcit plivod materialu. Ve vsech pfipadech byla aberace chromosomu 17 soucasti
komplexniho karyotypu a primérna doba sledovani nemocnych, nez doslo k zisku patologického klonu

s komplexnim karyotypem zahrnujicim chromosomu 17, byla 79 mésic (median 68 mésica)
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6.2 Cytogenomicka analyza

U vsech pacientl bylo v prvnim odbéru, provedeno vysetfeni metodou I-FISH a/nebo array
CGH/SNP. Velikost patologického klonu, stanovenad metodou I-FISH, se pohybovala v rozmezi od 1 %
do 91,5 %. Pacienti byly rozdéleni na dvé skupiny, a to podle toho, zda u nich byla v nékterém z odbéra
detekovana delece v oblasti 17p13, kterd zahrnuje lokus genu TP53 (obrazek 12). Dale bylo u 21
nemocnych (56,7 %) alesporn v jednom odbéru provedeno vysetfeni metodou NGS za pouZiti genového
panelu Archer™ VARIANTPlex™ Myeloid kitu pro detekci mutaci a variant 75 gend asociovanych
s myeloidnimi malignitami vcéetné MDS. U 18 nemocnych (47 %) byla zjisténa pfitomnosti

patogenni/pravdépodobné patogenni mutace genu TP53.

A

Obrazek 12 Vysetfeni metodou I-FISH — detekce delece 17p13 za pouziti lokus specifické sondy
XLTP53/17cen od firmy MetaSystems. (A) Pacient ¢. 3: chromosomy v metafazi s viditelnou deleci
v oblasti 17p13 (chybi druhy ¢erveny signal) (B) Pacient €. 5: interfazni jadro s monosomii chromosomu
17 (chybi zeleny a Cerveny signal).

Celkem 27 pacientl (72,9 %) mélo metodou I-FISH prokdzanou deleci oblasti 17p13, ve které je

lokalizovéana gen TP53. U 25 (92,5%) z nich byl popsan komplexni karyotyp a Sest nemocnych v této

skupiné (22,2 %) mélo aberace obou homolognich chromosomu 17.

Delece byla potvrzena u vsech pacient( se sekundarnimi MDS (n=4) a zastoupeni patologického
klonu se pohybovalo v rozmezi od 48,5 % do 73,5 %. U 23 nemocnych s primarnimi MDS a deleci 17p13
(69,7 %) byl patologicky klon zastoupen v rozsahu od od 1 % do 91,5 %. Do této skupiny patfili vSichni
pacienti, u kterych byl popsan klonalni vyvoj (u pacienta ¢. 2 byla delece potvrzena metodou
aCGH/SNP). V ptipadé téchto nemocnych doslo k deleci oblasti 17p13 soucdasné se ziskem aberace
chromosomu 17. Dale bylo metodou I-FISH zjisténo, Ze narulst patologického klonu s deleci 17p13
nastal u ¢tyf nemocnych (¢. 11 28, 34, 35). U pacienta ¢. 25 aZ na 91,5 %. Naopak v pfipadé Sesti

pacientll (pacienti ¢. 4, 17, 20, 24, 25, 29) bylo mozné diky opakovanym odbérim pozorovat pokles

52



patologického klonu v reakci na 1é¢bu. Z toho ctyfi pacienti (C. 4, 17, 24 a 29) podstoupili transplantaci
krevni kmenové burky a u dvou z nich (pacienti ¢. 24 a 29) doslo spole¢né s Uplnym vymizeni klonu

také k normalizaci karyotypu.

U 18 nemocnych s deleci 17p13 bylo provedeno vysetfeni metodou array CGH/SNP. Nejéastéji
deletovanymi oblastmi na kratkém rameni chromosomu 17 byly 17p13.3-17p11.2 (n=7) a 17p13.3—
17p13.1 (n=4). Dale byly zaznamendany delece oblasti 17p13.13-17p11.2 (n=2), 17p11.2-17p11.1
(n=2), 17p12p—-1711.2(n=1), 17p13.1-17p12 (n=1) a 17p13.2-17p11.2 (n=1) (obrazek 13). V15
pripadech (83,3 %) tak doslo k delelci oblasti 17p13.1, ve které je lokalizovan gen TP53. Pruh 17p13.1
jsem tedy stanovili jako spole¢nou deleltovanou oblast (CDR). U zbylych nemocnych vysetifeni nemohlo

byt provedeno pro nedostatek archivniho materialu.

Il cDR

21.33
C| 22

q23.2
q24.1

Obrazek 13: Grafické znazornéni rozsahu deleci na kratkém rameni chromosomu 17 zjiSténych
metodou array CGH/SNP u 18 pacientd. V pruhu 17p13.1 se nachazi lokus genu TP53.

U celkem 21 pacientd bylo provadéno vysetfeni metodou NGS. Z toho u 17 nemocnych (80,9 %)
byla potvrzena pfitomnost patogenni ¢i pravdépodobné patogenni mutace genu TP53. Jeden pacient
mél mutaci nezndmého klinického vyznamu. Déle celkem 12 nemocnych (57,1 % z 21 vySetfovanych
pacientl) mélo soucasné s mutaci deleci oblasti 17p13. Variantni alelicka frekvence (VAF) (=podil
reads, které maji specifickou genetickou variantu) s detekovanou mutaci se pohybovala v rozmezi od
2 % do 91,3 %. Z toho v péti pfipadech byla mutace pravdépodobné patogenni (VAF od 24,0 % do 97,5
%). Celkem ¢tyfi nemocni v této skupiné (19,0 %) méli dvé mutace. A to pacienti ¢. 1, 6, 10 a 23. U

pacienta €. 1 se jednalo o patogenni mutaci (VAF=42,8 %) a pravdépodobné patogenni mutaci
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(VAF=41,4 %). Nemocny ¢. 6 mél patogenni mutaci (VAF=38 %) a mutaci neznamého klinického
vyznamu (VAF= 32 %). Pacient ¢. 10 mél obé mutace patogenni (VAF 33 % a 38 %) a stejné tak pacient
¢. 23 (VAF 13%a56%). Pacient ¢.7 mél spolecné s pravdépodobné patogenni mutaci TP53
(VAF=56,9 %) metodou array CGH/SNP potvrzenou ziskanou UPD oblasti 17p13.3—p13.1

(obrazek 14). Median celkového preziti uvedenych pacientl byl 2 mésice.
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Obrazek 14 Ziskana uniparentalni disomie (aUPD) na kratkych ramenech chromosomu 17 v oblasti
17p13.3p13.1 detekovand metodou a CGH/SNP u pacienta ¢. 7. Modra barva predstavuje zisky
genetického materidlu, ¢ervena ztraty a zelené jsou oznaceny sondy pro detekci SNP.

Vysledny popis nalezu dle ISCN:

arr[GRCh37]1p22.3p22.2(87652058_89835311)x1[0.2],1p22.2p22.1(91992730_93512606)x1[0.3],29

12.2q13(1061_071937)4],2q14.1q21.1(114432312_132185774)x1[0.2],2921.3922.1(135551908_137

082615)x1[0.2],2933.1G830703(2¢032703(07)x1[0,2],3p26.3p26.1(62199_5218766)x1[0,2],3p14.3p1
4.2(58065292_59908105)x1[0,2],5q11.2q12.1(54011892_61663078)x1[0,4],5q13.2935.1(72040048_

171338748)x1[0.4],6p23p22.3(13826764_17126851)x1[0.2],6p22.3(20229610_24477242)x1[0,2],6p2
2.2p22.1(26169611_27822448)x1[0.3]?6p12.3p12.2(47262620_52211783)x1[0.1],6q22.31(12355406
9_125643341)x1[0.4],6G22.3923.3(129737392_137940816)x1[0.4],6925.2925.3(154521898_159691

782)x1[0.5],7p22.3p21.1(58764_20647522)x1[0,2]7p17.2p14.1(36035548_39988050)x1[0.4],7p14.1(
40008451_40426281)x0[1.0],7p14.1(40451874_41512695)x1[0.4],7G36.1(149415472_151059267)x1
[0,3],13q14,2(49391460_50073727)x1[0,2],13q14.2q14.3(50106550_51076505)x1[0,5]13q14.3(5109
7789_52364379)x0[0.3],13q14.3(52392915_53131100)x1[0,4],13q14.3(53173014_53350913)x1[0,1],
17p13.3p13.1(72083_9653852)x2mos.hmz.,17q11.2q12(28094309_33031451)x1[0.2],18p11.32p11.2
1(14316_12816994)x1[0.2],219912q13.11(30128930_33233873)x1[0.14],20q11.23q13.33(34536862

60277934)x1[0,2]
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6.3 Analyza preziti

Priimérny vék nemocnych s primarnimi MDS byl v dobé stanoveni diagndzy 68 let (median 74 let).
Median celkového preziti byl sedm mésici a median délky sledovani Sest a pul mésice. Primérny vék
nemocnych se sekundarnimi MDS byl 63 let (median 62 let). Median celkového preziti byl jeden mésic
a median délky sledovani byl tfi a pal mésice. Z celkového poctu 37 nemocnych byly Ctyfi pacienti
(10,8 %) léceni pro sekundarni MDS. K datu 31.3.2024 Zili tfi pacienti s primarnimi MDS (9%) a vSichni

nemocni se sekundarnimi MDS zemfreli.

Za Ucelem analyzy preziti byli pacienti (n=37) rozdéleni na dvé skupiny podle toho, zda u nich byla
alesponi v jednom vySetfovaném odbéru zjisténa delece oblasti 17p13 zahrnujici gen TP53. V prvni
skupiné byli nemocni s prokdzanou deleci (n=28) a do druhé skupiny byli zafazeni pacienti bez
prokazané delece (n=9). Po provedeni Kaplan-Meierovy anlyzy nebyl pozorovan rozdil v celkovém
preZiti mezi stanovenymi skupinami (p=0,672) (graf 4). Median celkového preziti prvni skupiny (skupina

s deleci) byl tfi mésice a v pripadé druhé skupiny (skupina bez delece) byl osm mésicu.
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Graf 4 Analyza celkového preZiti pacientll s prokazanou deleci oblasti 17p13 (oranzova kfivka) a
pacientl bez delece (zelend ktivka). Rozdil v preziti skupin nebyl statisticky signifikantni (p=0,672).

Dale byli pacienti (n=37) rozdéleni na zakladé toho, zda u nich byla v karyotypu prokazana aberace
jednoho ¢i obou chromosomu 17. Prvni skupinu tvofili pacienti s jednim aberovanym chromosomem
17 (n=29). Druhou skupinu tvofili nemocni s obéma aberovanymi chromosomy 17 (n=8). Rozdil
v preziti vymezenych skupin nebyl statisticky vyznamny (p=0,151), nicméné bylo mozné pozorovat
tendenci k lepSimu preZiti ve skupiné jedna, ve které byli pacienti s jednou aberaci chromosomu 17

(graf 5). Skupina jedna méla median celkového preZiti Sest mésicli a druha skupina dva mésice.
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Graf 5: Analyza celkového prefZiti pacientl s jednou prokazanou aberaci chromosomu 17 (prvni skupina

zndzornénd oranzovou kfivkou) a nemocnych saberacemi obou chromosom( (druha skupina
znazornéna zelenou krivkou).

Nakonec bylo provedeno srovnani celkového preziti pacientd saberaci chromosomu 17

a primarnimi MDS (n=33) a pacientl s aberaci chromosomu 17 lé¢enych pro sekundarni MDS (n=4).
Ve skupiné jedna byli nemocni s primarnimi MDS a ve skupiné dva byli zafazeni pacienti se
sekundarnimi MDS. Rozdil v preziti mezi pacienty ze skupiny jedna a dva nebyl statisticky vyznamny
(p=0,164), nicméné opét bylo mozné pozorovat tendenci k lepSimu celkovému preZiti ve skupiné jedna
(graf 6). V pripadé skupiny jedna byl median celkového preZiti sedm mésicl a skupiny dva jeden mésic.
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Graf 6: Analyza celkového preziti pacientl s primarnimi MDS (prvni skupina zndzornéna oranzovou
kfivkou) a nemocnych se sekundarnimi MDS (druha skupina znazornéna zelenou kfivou).
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7 Diskuse

Jednim  zklicovych  nezavislych  prognostickych  faktorld, u pacientd |écenych
s myelodysplastickymi neoplaziemi (MDS), ale i s dalSimi hematologickymi malignitami, je
cytogeneticky nalez v burikdch kostni dfené. Na zakladé chromosomovych aberaci spole¢né s dalSimi
prognostickymi faktory, jako je procentualni zastoupeni blastl v kostni dfeni ¢i pocet cytopenii
myeloidnich krevnich rad, je pomoci Revidovaného mezinarodniho prognostického systému (IPSS-R)
stanoveno celkové rizikové skére pacientl. Z néj pak plyne predikce rizika vaznych komplikaci véetné
transformace do akutni myeloidni leukémie (AML) a odviji se od néj indikovana lé¢ba. Ta u nemocnych
mUze zahrnovat pravidelné monitorovani stavu a transfuze nebo, v pfipadé nepfiznivého stavu

pacientl, chemoterapie Ci transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék.

Cytogenetické zmény jsou v systému IPSS-R déleny do péti prognostickych skupin. A to na
aberace s velmi dobrou progndzou, dobrou, stfedni, Spatnou a velmi Spatnou progndzou. Do kategorie
stfedniho rizika je fazen isochromosom pro dlouhd ramena chromosomu 17 (Greenberg et al., 2012a).
Chromosom 17 je z hlediska progndzy pacientl vyznamny také proto, Ze je na jeho kratkych ramenech,
konkrétné v oblasti v oblasti 17p13.1, lokalizovdn tumor supresor TP53. Delece ¢i mutace tohoto genu,
klicového v procesech jako je bunécné déleni, apoptdza a udrzovani genomové stability, mohou mit
zcela zasadni vliv na pribéh onemocnéni. Souvislost se zjisténou mutaci genu TP53 a progndzou
pacientd, véetné rizika rezistence na lécbu, byla popisovana dlouhodobé. Podle molekularni verze IPSS-
R (IPSS-M) je TP53™u!thit (TP53 s nékolika zasahy, co? je stav, kdy ma gen bud' vice ne? jednu mutaci,
mutaci a deleci anebo mutaci se ztrdtou heterozygotnosti) nejsilnéjsi ukazatel velmi nepfiznivé
progndzy a vysokého rizika transformace do AML (Bernard et al., 2022; Da Silva-Coelho et al., 2017).
Cilem této diplomové prace bylo provést detailni cytogenomickou analyzu nebalancovanych aberaci
chromosomu 17. Déle sledovat jejich asociaci s delecemi/mutacemi/LOH genu TP53, posoudit jejich
vliv na klonalni vyvoj a progresi onemocnéni a porovnat jejich frekvenci a vyznam u primarnich a

sekundarnich MDS.

MDS jsou soubor klondlnich onemocnéni krvetvorby, se kterymi se typicky setkavame
u populace starsi 70 let. V této vékové skupiné je incidence 75 pripadl na 100 000 obyvatel
a s rostoucim vékem se dale vyznamné zvySuje. Naopak u pacientll mladsich 40 let je odhadovana
na 0,1 nemocného na 100 000 obyvatel ro¢né a predpoklada se, Ze v téchto pripadech je pficinou
germindlni mutace v genech klicovych pro hematopoézu. Celkové je pak vékovy medidn pacientl
v dobé diagndézy 71 let a nemocnych mladsich 50 let je méné nez 10 % (De Roos et al., 2007; Greenberg
et al., 2012; Klimek et al., 2012). V nasem souboru byl vékovy median vsech pacientl pti diagndze

72 let, tedy v souladu s uvedenymi daty. NejstarSimu pacientovi bylo 85 let a nejmladsimu pacientovi
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37 let. Mladsi 50 let byli tfi pacienti, tedy 8,1 %. Z toho dva byli Ié¢eni pro primarni MDS a lze se v jejich
pfipadé domnivat, Ze k rozvoji onemocnéni doslo na zakladé genetickych predispozic. Dale jsou dle
dostupnych dat MDS diagnostikovany 1,67x ¢astéji u muz(l ve srovnani s Zenami (Zeidan et al., 2019).

Z celkem 37 pacient( bylo 35 % Zen a 65 % muzll, coZ odpovida uvedenému poméru.

Aberace chromosomu 17 jsou cytogenetické zmény popisované u rady hematologickych
malignit. V pripadé MDS jsou detekovany v karyotypu u 2 % pacientl, u sekundarnich MDS pak Castéji
ato ve 4,5 % pripada. Jejich vyskyt je asociovan s komplexnim karyotypem. Lze tedy predpokladat, Ze
ve vyskytu cytogenetickych zmén. U nemocnych s primarnimi MDS jsou chromosomové aberace
popisovany v 40—50 % pripadl. U sekundarnich MDS v 90—95 % , z cehoz aZz 50 % tvofi nalezy, které
jsou podle IPSS-R klasifikovany jako komplexni karyotyp (Greenberg et al., 2012; Leone et al., 2022).

Pti rozdéleni pacientli na zédkladé skutecnosti, zda se u nich MDS rozvinuly de novo nebo
sekundarné, v dlsledku chemoterapie ¢i radioterapie pro jind naddorovda onemocnéni, byl vékovy
median nemocnych s primarnimi MDS 74 let. V pfipadé pacientl se sekundarnimi MDS byl ovsem
median 62 let, tedy jiZ vyrazné nizsi nez hodnota udavana v literature (De Roos et al., 2007b). Pfi¢inou
tohoto rozdilu je zfejmé nedostatecné reprezentativni zastoupeni pacientll se sekundarnim MDS
v nasem souboru. Median celkového preZiti pacientd s primarnimi MDS a aberacemi chromosomu 17
byl sedm mésicll. V pfipadé nemocnych se sekundarnimi MDS byl median celkového preziti jeden
mésic. Analyzou rozdilll preZiti uvedenych skupin pacientl nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil
(p=0,164) a v odborné literature tento typ analyzy dosud nebyl proveden. Mezi uvedenymi skupinami
pacientl je nicméné mozné pozorovat trend delsiho celkového preZiti pacientll s primarnimi MDS
a vysledky nasi analyzy jsou tedy zfejmé duisledkem malého vzorku pacientd. Je tedy nutné dale
studovat rozdily preZiti uvedenych skupin pacientll a také provést analyzu zdvislosti preZiti na

komplexnim karyotypu, ktery je se sekundarnimi MDS asociovan ¢astéji (Moreno Berggren et al., 2023)

Ve $panélské studii, analyzujici aberace chromosomu 17 u 88 pacientd s primarnimi MDS, byl
chromosom 17 soucasti komplexniho karyotypu v 70,4 % pfipadd. Izolované, ¢i s jednou dalsi
abnormalitou, se tedy vyskytoval u 29,6 % pacientli (Sanchez-Castro et al., 2013). V naSem souboru byl
komplexni karyotyp s alespon jednou aberaci chromosomu 17 popsdn u 91,9 % nemocnych. AZ na
jednoho pacienta (pacient ¢. 12) méli vSichni tito pacienti vice nez 3 zmény. Nicméné pacient ¢. 12
s aberaci chromosomu 17 a tfemi zménami, mél dalsi dva patologické klony, ve kterych byl jiz pocet
zmén >3. Podle kritérii IPSS-R Ize tedy cytogeneticky ndlez vSech pacient(i hodnotit jako velmi Spatny
(Greenberg et al., 2012a). U tfech nemocnych byla popsana izolovand aberace chromosomu 17. Zadny

z pacientl nemél aberaci chromosomu 17 doprovazenou jednou dalsi cytogenetickou zménou.
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Nejcastéji popisovanym typem prestaveb chromosomu 17 byly translokace (balancované
a nebalancované), které byly zjistény u 28 pacientl (75,6 %). Balancované translokace jsou u MDS
obecné povaZovany za vzacné (Leone et al., 2022). V nasem souboru byly balancované translokace
detekovany ve Ctyfech pripadech a vidy zahrnovaly dlouhd ramena chromosomu 17. Oblasti zlomu
byly pruhy 17q11.1 (n=3), 17910 (n=1) a 17925 (n=1). V pfipadé pacienta ¢. 33 byla balancovana
translokace s chromosomem 10 izolovanou zménou v karyotypu. Z celkového pocétu 37 pacient( se

tedy balancované translokace vyskytovaly v 10,8 % pfipadu.

V balancovanych a nebalancovanych translokacich byly nejé¢astéjSimi translokaénimi partnery
chromosomu 17 chromosomy 7 (n=4) a 9 (n=4). Dale byly popsany translokace s chromosomy 5 (n=3),
15 (n=3), 18 (n=3), 21 (n=3), 6 (n=2), 10 (n=2), 11 (n=2), 12 (n=2), 13 (n=2), 1 (n=1), 2 (n=1), 3 (n=1), 4
(n=1), 9 (n=1), 14 (n=1), 16 (n=1), 20 (n=1), Y (n=1). Naopak chromosomy 8, 11 a X v translokacich
s chromosomem 17 zjistény nebyly. V literature byly napfiklad popsany translokace chromosomu 17
s chromosomy 4, 7, 11, 19 a 21 (Diamantopoulos et al., 2019). Zemanova et al. (2014) zjistili, Ze
u pacientll s komplexnim karyotypem byl chromosom 17 c¢tvrtym nejcastéjsim translokaénim
partnerem chromosomu 5. Jak jiz bylo uvedeno, v nasem souboru byly translokace nejcastéjsim typem
prestaveb chromosomu 17. V literatufe jsou tyto zmény popisovany jako druhy nejcasté;jsi typ aberaci
u pacient s MDS (Britt et al., 2020; Diamantopoulos et al., 2019). Nicméné starsi studie, ve kterych
byla provadéna mFISH analyza chromosomovych prestaveb u pacientl s MDS a AML a komplexnim
karyotypem, identifikovaly translokace chromosomu 17 jako vibec nejcastéjsi typ jeho zmén (Barouk-
Simonet et al., 2005; Xu et al., 2010). A podle téchto studii tvotily nebalancované translokace az 57 %
z prestaveb tohoto chromosomu a vyskytovaly se dvakrat ¢astéji nez jeho monosomie (Xu et al., 2010).
Studie pacientl pouze s AML pak napriklad popsala nebalancované translokace vedouci k ztraté 17p
v68 % pripadd (Schoch et al., 2002). Rozdily ve frekvenci vyskytu translokaci a v zastoupeni
translokacnich partnerl chromosomu 17 tedy nejsou zcela v souladu s pfedchozim vyzkumem.
Nicméné i v literatufe existuji rozpory. PFicinnou mlze byt velikost sledovanych skupin a nenahodny

vybér pacientd, rozdily v souborech vybranych pacientll a pouZité metody.

Nejcastéji typem aberace chromosomu 17 v karyotypu pacientl s MDS jsou podle literatury
jeho monosomie (Britt et al., 2020; Diamantopoulos et al.,, 2019; Sanchez-Castro et al., 2013).
Zemanova et at. (2014) déle uvadéji, Ze monosomie chromosomu 17 byla tfeti nejcastéji pozorovanou
monosomii u pacientd s komplexnim karyotypem. V nasem souboru byla Uplna ztrdta druhého
homologniho chromosomu 17 zaznamenana u 13,5 % pacientll a jednalo se o druhou nejcastéji
popisovanou zménu, coZ se shoduje se starsi literaturou (Barouk-Simonet et al., 2005). Pouze
u jednoho pacienta byla detekovdna monosomie chromosomu 17 bez aberaci i druhého homologniho

chromosomu. Ve c¢tyfech pripadech se v karyotypu pacientl vyskytovala spolecné s monosomii
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translokace druhého homologniho chromosomu 17. Tfi z translokaci byly nebalancované (translokace
s chromosomy 7, 18, 19) a jedna balancovand (s chromosomem 4). Také je popisovan vyskyt
translokace chromosomu 17 za soucasné monosomie druhého homologu v paru (Diamantopoulos et

al., 2019; Sanchez-Castro et al., 2013).

Aberace obou homolognich chromosom( 17 byly celkové detekovany u osmi pacientt. Ctyfi
pripady téchto cytogenetickych zmén byly popsdny v predchozim odstavci. Ddle byly ve dvou
pfipadech popsany nebalancované translokace obou homolognich chromosomi 17, a to
s chromosomy 3, 6, 19 a 21. U pacienta €. 10 byly popsany translokace tfi. Z toho dvé balancované
s chromosomy Y a 19 a jedna nebalancovand s chromosom 6.V souhrnu tedy, do translokaci ve skupiné
pacientl s aberacemi obou chromosom( 17, vstupovaly chromosomy 19 (n=3), 6 (n=2), 3 (n=1), 4
(n=1), 7 (n=1), 18 (n=1), 21 (n=1) a Y (n=1). Posledni pacient (C. 25) v této skupiné mél zcela odlisny typ
nalezu. U pacienta €. 25 byl detekovan dicentricky chromosom pro dlouha ramena chromosomu 17,
ktery vznikl prestavbou s chromosomem 7 a soucasné nadpocetny derivovany chromosom 17,
u kterého doslo k deleci dlouhych i kratkych ramen (oblasti zlomu 17q11 a 17p11). V literature bylo
nalezeno pouze omezené mnozstvi informaci k tomuto tématu. Konkrétné se o ném v ptipadé tfi
nemocnych zmifiuje starsi studie, ve které byli kromé pacientd s MDS také zahrnuti nemocni s AML
(Barouk-Simonet et al., 2005) Déle bylo provedeno srovnani celkového preZiti pacientld s jednim
aberovanym chromosomem 17 a pacientl s aberacemi obou homologl v paru. Skupina s jednim
aberovanym chromosomem 17 méla median celkového preZiti Sest mésicl a druha skupina dva
mésice. Rozdil v preziti vymezenych skupin pacientl nebyl statisticky vyznamny (p=0,151), nicméné
bylo mozZné pozorovat tendenci k lepsimu preZiti ve skupiné pacientd, ktefi méli pouze jednu aberaci
chromosomu 17. Pro objasnéni vyznamu jedné a dvou aberaci chromosomu 17 pro progndzu pacientd

bude nutné provést rozsahlejsi analyzu téchto dvou skupin nemocnych.

Dalsim typem cytogenetického nalezu chromosomu 17 v souboru pacientl byly dicentrické a
isodicentrické chromosomy. Jednad se o sporadicky popisované nalezy a v naSem souboru byly
zastoupeny v 10,8 % a 5,4 % pripad (Britt et al., 2020; Diamantopoulos et al., 2019). Zajimavé je, Ze
ve studii analyzujici karyotyp pacientd s AML, byl dicentricky chromosom 17 popsan v 8,8 % ptipadl
(Schoch et al., 2002). V nami studovaném souboru pacientd dicentrické chromosomy vzdy vznikaly
z dlouhych ramen chromosomu 17 ato s chromosomy 5, 7, 16, 18, 20. Oblastmi zlomu na chromosomu
17 byly pruhy 17p11.1 (n=3) a 17p11.2 (n=2). V karyotypu pacienta ¢. 25 byly detekovany dva razné
dicentrické chromosomy 17. Ve vsech ptipadech, vzhledem k povaze prestavby, doslo ke ztraté genu
TP53, ktery se nachazi na kratkych ramenech chromosomu 17. Tato skutecnost byla potvrzena

vySetfenim metodou I-FISH. Déle byly ve dvou pfipadech popsany isodicentrické chromosomy pro
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dlouhd ramena chromosomu 17. Zlomové oblasti byly 17p11.1 (n=1) a 17p11.2 (n=1), tedy stejné pruhy

jako v pripadé dicentrickych chromosom.

Isochromosom pro dlouhda ramena chromosomu 17 je jako izolovany nalez fazen
v prognostickém systému IPSS-R do kategorie stfedniho rizika s medidnem preziti 32 mésicl
(Greenberg et al., 2012). i(17q) je aberace, kterd je v karyotypu pacientll popisovana prevainé bez
dalsich chromosomovych aberaci a jeji vyskyt u pacientl s MDS je udavan v rozmezi od 1 % do 33%
(Britt et al., 2020b; Diamantopoulos et al., 2019; Sanchez-Castro et al., 2013). V nami studovaném
souboru pacientt byl isochromosom pro dlouha ramena chromosomu 17 popsan jednou (pacient ¢. 4).
Jednalo se o izolovanou aberaci a zastoupeni patologického klonu se v kontrolnich odbérech
pohybovalo v rozmezi 87—91 %. Vzhledem k povaze prestavby doslo ke ztraté kratkych ramen, na

kterych se nachazi lokus genu TP53.

U tfi pacientl (8,1 %) byla metodou mFISH zjisténa delece na chromosomu 17. Jeden pacient
mél dvé delece soucasné. A to na dlouhém i kratkém rameni nadpocetného chromosomu 17.
V souhrnu pak byly na kratkych ramenech zjistény delece oblasti 17p13.3—17p11.2 (n=1) 17p13—
17pter (n=1). V obou ptipadech doslo ke ztraté oblasti 17p13.3, kde se nachazi gen TP53, coz bylo
potvrzeno metodou aCGH/SNP. V jednom ptipadé byla popsana delece na dlouhych ramenech

17g11—17qter i kratkych ramenech 17p11—17pter.

Analyzou zlomovych oblasti na chromosomu 17 u vysSe popsanych zmén bylo metodami
mFISH/mBAND zjisténo, Zze na kratkych ramenech dochéazelo ke zlomim v pruzich 17p13.1 (n=4)
a17p11.2 (n=3) a na dlouhych ramenech v pruzich 17q10 (n=4) a 17921 (n=3). Déle se oblasti zlomu
nachazely v pruzich 17p12 (n=2), 17p11.1 (n=2), 17p10 (n=1), 17q11.1 (n=2), 17q11.3 (n=1), 17922
(n=1), 17924 (n=2), 17925 (n=2). Zlom byl tedy detekovan v témér vSech pruzich chromosomu 17
a nejcastéji pak v oblasti lokalizace genu TP53. V ptipadé 12 pacient( v nasem souboru nebylo mozné
zlomové oblasti vzhledem ke komplexité prestaveb blize urcit. Nase zjisténi odpovidaji udajim

v literature (Alvarez and Cigudosa, 2005; Barouk-Simonet et al., 2005; Zemanova et al., 2014).

Ke klondlnimu vyvoji Castéji dochazi u pacientl, ktefi maji cytogeneticky ndlez jiz
v diagnostickém vysetieni kostni dfené. Je uvddéno, Ze se jedna o 12—20 % nemocnych s MDS, a pfi
prvnim vySetfeni je u nich nej¢astéji detekovana delece dlouhych ramen chromou 5. del(5q) je pak
obecné castéji zjiSténa u pacientl s klonalnim vyvojem ve srovnani s pacienty, u kterych k dalSimu
klonalnimu vyvoji nedoslo. U nemocnych s klondlnim vyvojem existuje, ve srovnani s pacienty bez néj,
zvysené riziko transformace do AML (Schanz et al., 2018; Wang et al., 2010). Wang et al. (2010) dale
popsali, Ze ke klonadlnimu zisku delece 17p doslo u 2,2 % pacientd. Nemocni s deleci kratkych ramen

chromosomu 17 méli kratsi celkové prefZiti ve srovnani s pacienty, u kterych k del(17p) nedoslo (Wang
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etal., 2010). Ve skupiné nasich pacient( byl klonalni vyvoj, spojeny se ziskem aberace chromosomu 17
spolecné s deleci oblasti 17p13, zjistén u tfech nemocnych (8,1 %). U téchto pacientd byl nejprve
v diagnostickém odbéru popsan patologicky klon sdeleci dlouhych ramen chromosomu 5.
V naslednych vysetfenich byl detekovan zisk komplexniho karyotypu, ktery zahrnoval aberaci
chromosomu 17. Jednalo se o balancovanou translokaci, nebalancovanou translokaci a deleci na
kratkém rameni. Median doby sledovani nemocnych, nez doslo k zisku popsanych zmén, byl 68 mésicu.

Median celkového preZiti byl 89 mésicu.

U vsech pacientl v souboru bylo provedeno vysetfeni metodou I-FISH pro potvrzeni delece
tumor supresorového genu TP53, jehoZ lokus se nachdzi v pruhu 17p13.3. Celkem 27 nemocnych
(72,9 %) mélo alespon v jednom vysetfovaném odbéru prokazanou deleci oblasti 17p13. Delece byla
detekovana u viech pacientl se sekundarnimi MDS a u 23 nemocnych (69,7 %) s primarnimi MDS. Dale
celkem Sest (22,2 %) pacientl z této skupiny mélo aberaci obou homolognich chromosom( 17 a delece
byla prokazana u vsech pacientll s klonalnim vyvojem (u pacienta ¢. 2 byla potvrzena metodou
aCGH/SNP). Zastoupeni patologického klonu sdeleci 17p13 se u pacientd v nasem souboru
pohybovalo v rozmezi od 1% do 91,5 %. U ¢tyf nemocnych byl pozorovan jeho nardst a u Sesti
nemocnych naopak jeho pokles v reakci na léébu. U dvou pacientli (pacienti ¢. 24 a 29), ktefi
podstoupili transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék, dosSlo spolecné s vymizenim
patologického klonu k normalizaci karyotypu. Median celkového preZiti pacientl s deleci 17p13.3 byl
tfi mésice, v pfipadé skupiny bez delece pak 8 mésicl. Analyzou, srovnavajici preziti téchto dvou
skupin, nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p=0,672). Britt et al. (2020) popsali deleci 17p13 pouze
u6 % s MDS a AML, cozZ je ndlez, se kterym se nase zjisténi neshoduji. Nicméné v soucasné dobé
existuje malé mnoiZstvi aktudlnich dat o deleci oblasti 17p13 u pacientll s MDS a prokazanymi
aberacemi chromosomu 17. Sanchez-Castro et al. (2015) napftiklad provedli I-FISH analyzu ztraty
zminéné oblasti, nicméné hlavnim zamérenim studie bylo prokazat deleci u pacientd bez zjisténych
aberaci chromosomu 17 (u 2,6 % nemocnych byla delece skutecné detekovana). V souboru byla pouze
mala podskupina 6 pacientd, ktefi méli aberaci chromosomu 17 beze zmén kratkého ramene. V této

skupiné byla delece zjisténa u 50 % nemocnych (Sdnchez-Castro et al., 2015).

Jasek et al. (2010) definovali spole¢nou deletovanou oblast (CDR) na chromosomu 17 na
kratkém rameni v pruhu 17p13.1. Tato 1,25 Mb oblast obsahujici gen TP53, byl deletovana u 85,7 %
pacientd s MDS. V ndmi studovaném souboru pacientl u 18 z nich bylo provedeno vysetfeni metodou
aCGH/SNP a byly analyzovany lokalizace a rozsah oblasti delece na kratkém rameni chromosomu 17.
Ato vCetné téch, kde se nachazi gen TP53. Nejcastéji byla zjisténa delece 17p13.3-17p11.2 ato v sedmi
pfipadech (38,8 % vysSetfovanych pacientll). Druhou nejcastéji deletovanou oblasti byly pruhy

17p13.3-17p13.1 a to ve Ctyfech pripadech (22,2 % vySetfovanych pacientll). Dale byly zaznamenany
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delece oblasti 17p13.13-17p11.2 (n=2), 17p11.2-17p11.1 (n=2), 17p12p-1711.2(n=1), 17p13.1-17p12
(n=1), 17p13.2-17p11.2 (n=1). U 83,3 % pripadi skute¢né doslo k deleci v popisované CDR a nase data
tady souhlasi s uvedenou literaturou. U pacientli s MDS je ziskana uniparentalni disomie (aUPD)
nejcastéji popisovana na kratkém rameni chromosomu 17. Tato zména, pfi které dochazi ke ztraté
heterozygotnosti pti zachovani poctu kopii, je nejcastéji detekovana v oblasti 17p13.1—17p13.2
(rozsah 8.2—20.8 Mb) a vZdy tedy zahrnuje gen TP53 (Jasek et al. 2010; Svobodova et al., 2016). V nami
vySetfovaném souboru nemocnych byla aUPD zjisténa u pacienta €. 7. Jednalo se o oblast 17p13.3—
p13.1 a ndlez tak odpovidal popisované oblasti. Dale byla u pacienta detekovdna pravdépodobné

patogenni mutace TP53 (VAF= 56,9 %).

Mutace v genu TP53 jsou zjistény u 10-12 % pacientd s primarnimi MDS a 30 % pacientu se
sekundarnimi MDS. Jejich nalez je vyznamné asociovan s komplexnim karyotypem (Bernard et al.,
2020; Hosono et al., 2019; Svobodova et al., 2016). U nemocnych s rliznymi aberacemi chromosomu
17 s MDS a AML je pak mutace detekovana v 31 % pfipadl (Britt et al., 2020). V roce 2022 byla
publikovana molekularni verze prognostického skdrovaciho systému IPSS-M. V IPSS-M je jiz hodnocena
pfitomnost mutaci, a to v 16 genech, véetné genu TP53 (Bernard et al., 2022). TP53™/thit je povazovén
za nejsilnéjsi ukazatel velmi nepfiznivé progndzy a vysokého rizika transformace do AML (Bernard et
al., 2020; Bernard et al., 2022). V nami studovaném souboru pacient( byla u 17 z 21 vysetfovanych
(80,9 %) potvrzena patogenni nebo pravdépodobné patogenni mutace tohoto tumor supresoru. Tedy
vyrazné Castéji nez v uvedené literature. Rozdil je zfejmé dlsledkem malého vzorku pacient(, jejich
nenadhodnym vybérem a také zahrnutim pacientl s AML v uvedené studii. VSichni vySetfovani nemocni
méli komplexni karyotyp. Variantni alelicka frekvence (VAF) (=podil reads, které maji specifickou
genetickou variantu) se pohybovala v rozmezi od 2 % do 91,3 %. V pfipadé jednoho nemocného byla
zjiSténa mutace neznamého klinického vyznamu. U 12 (z 21 pacientd, tedy 57,1 %) nemocnych byla
zjiSténa soucasna delece oblasti 17p13, potvrzend metodou I-FISH, a mutace. Ve studii pacient(
|éCenych s MDS a AML byla sou¢asna mutace a delece zjisténa u 69,2 % nemocnych, ve studii pacientd
pouze s AML pak v 62,5 % (Becker et al., 2020; Britt et al., 2020). Pro upfesnéni dat bude nutné provést
analyzu pacientd lééenych pouze s MDS. Ddéle celkem c¢tyfi nemocni méli soucasné dvé potvrzené
mutace. Tento nélez byl hodnocen jako TP53™“hit Jelikoz podle kritérii IPSS-M je do kategorie
TP53multihit ;azen i sou€asny nalez mutace a LOH, patfil do skupiny nemocnych s velmi $patnou prognézu

také pacient ¢. 7. Median celkového preziti téchto nemocnych byl dva mésice.

Byla provedena detailni cytogenetickd analyza nebalancovanych aberaci chromosomu 17
u dospélych pacientl s primarnimi a sekundarnimi MDS. Delece oblasti 17p13 byla metodou I-FISH
zjisSténa u 72,9 % z nich. Cytogenomickymi metodami byla potvrzena lokalizace CDR na kratkém rameni

chromosomu 17 popisovand v literature. Bylo provedeno srovnani preziti pacientl s jednou a se dvéma
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aberacemi chromosomu 17 a dale pacient( s primarnimi a sekundarnimi MDS. Statistickou analyzou
nebyla u uvedenych skupin prokdzana souvislost s celkovym prezitim. Nicméné bylo mozné pozorovat
trend lepsiho preziti u pacientl s jednou aberaci chromosomu 17 a u pacientl s primarnimi MDS. Bude
tedy nutné provést dalsi studii vétsiho souboru pacientll. Analyza mutaci genu TP53 identifikovala
jejich pritomnost u 80,9 % vysetfovanych a z toho 57,1 % pacientd mélo deleci oblasti 17p13 a mutaci.

Celkem &tyFi pacienti mé&li TP53mlthit,
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8 Zaver

Byla provedena detailni cytogenomickd analyza aberaci chromosomu 17 u 37 dospélych
pacientd s primarnimi a sekundarnimi MDS. Nejcastéji detekovanym typem prestaveb chromosomu
17 byly nebalancované translokace. Typicky naptiklad s chromosomy 7, 15, 18 a 19. Tyto aberace byly
zjistény u 24 pacientd (64,8 %). Druhou nejcastéjsim typem aberaci chromosomu 17 byly jeho
monosomie zjisténé u 5 nemocnych (13,5 %). Dale byl detekovan vyskyt dicentrickych chromosomd,
isodicentrickych chromosomi a balancovanych translokaci. Isochromosom pro dlouhd ramena
chromosomu 17 byl zjistén v jednom pfipadé a jednalo se o izolovanou aberaci. Tato cytogeneticka
zména je zaroven jedinou aberaci chromosomu 17, ktera je hodnocena prognostickym systémem
IPSS-R (Greenberg et al., 2012). Jeji izolovany vyskyt v karyotypu pacientll je povazovan za stfedné
rizikovy s medidnem preziti 32 mésicl. Celkové byla izolovana aberace chromosomu 17 popsana u tfi

pacientl a komplexni karyotyp s aberaci chromosomu 17 byl tedy zjistén u 34 nemocnych (89,2 %).

U osmi pacientl (21,6 %) byly detekovany aberace obou homolognich chromosomu 17. V péti
pfipadech se jednalo o monosomii jednoho a translokaci druhého chromosomu 17. Dvakrat byly
popsany dvé translokace a u jednoho pacienta byly zjiStény translokace tfi. Posledni z této skupiny
nemocnych mél dicentricky chromosom pro dlouha ramena chromosomu 17 soucasné s nadpocetnym
derivovanym chromosomem 17, u kterého doslo k deleci na dlouhych i kratkych ramenech. Analyzou
celkového preiZiti pacientd sjednou ase dvéma aberacemi chromosomu 17 nebyl mezi témito
skupinami prokazan statisticky vyznamny rozdil. Nicméné bylo mozné pozorovat trend del$iho preziti

u pacientl s jednou aberaci.

Déle bylo mozné diky opakovanym kontrolnim odbérlim pozorovat u 3 pacientl (8,1 %)
klonalni zisk aberace chromosomu 17, ktera byla vidy soucasti komplexniho karyotypu. K zisku aberace
doslo spolecné s deleci oblasti 17p13. Delece oblasti 17p13, ve které se nachazi tumor supresorovy
gen TP53, byla detekovana u 27 pacientld (72,9 %) a do této skupiny patfili vSichni nemocni se
sekundarnimi MDS. Statisticka analyza neprokazala signifikantni rozdil v délce preziti pacientl s deleci
a bez ni. Zaroven nebyl prokdzan vyznamny rozdil v délce preZiti nemocnych s primarnimi a

sekundarnimi MDS, ackoli bylo moZné pozorovat trend delSiho preziti nemocnych s primarnimi MDS.

Molekularné cytogenetickymi metodami byla potvrzena CDR na kratkém rameni chromosomu
17. Celkem 12 (57,1 %) pacient(i vySetfovanych pro pfitomnost mutace genu TP53 mélo soucasné
prokazanou deleci oblasti 17p13. U ¢tyf nemocnych byly zjistény dvé mutace tohoto tumor supresoru

a v pripadé jednoho pacienta byla prokazana mutace a aUPD na kratkém rameni chromosomu 17.
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10 Prilohy

Priloha 1 Karyotypy pacientl stanovené na zakladé klasické cytogenetické analyzy a vySetfeni metodami mFISH a mBAND

€. p. — Cislo pacienta; dg. — diagndza,

s o | delece | mutace TP53
¢.p. | pohlavi vek pri TP53 karyotyp
dg. %] VAF [%]
45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)t(5;17)(q33.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;?)t(12;13)(q?;q?),der(12)t(12;13)(p13;q?)t(11;12)(?;p11.2),
NE ANO -13,der(17)t(5;17)(q33.2;p12),der(18)t(12;18)(?;q22),der(20)t(11;20)(?;p11.2) [25]/45,XX,der(5)del(5)(q14q33.3)t(5;17)
42,5;414 | (a33.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;?)t(12;13)(q?;q7?),der(12)inv(12) (p11.2q13)t(12;13)(p11.2;7p11.2)t(11;12)(2;9?)t(11;13)
(?;13)(?;9?),-13,der(17)t(5;17)(933.2;p12),der(18)t(12;18)(?;922),der(20)t(11;20)(?;p11.2)[8]/45,idem,-13[9]
NE ND 45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)t(5;17)(q33.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;?)t(12;13)(g?;q?),der(12)inv(12)(p11.2q13)t(12;13)(p11.2;?
1 sena 79 p11.2)t(11;12)(%;9?)t(11;13)(?;13)(?;9?),-13,der(17)t(5;17)(q33.2;p12) der(18)t(12;18)(?;22),der(20)t(11;20)(?;p11.2) [22]
45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)t(5;17)(g33.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;?)t(12;13)(g?;9?),der(12)t(12;13)(p13;q?)t(11;12)(?;p11.2),
-13,der(17)t(5;17)(933.2;p12),der(18)t(12;18)(?;q22),der(20)t(11;20)(?;p11.2)[13]/45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)t(5;17)

\D \D (933.2;p12),der(11)t(11;13)(q12;?)t(12;13)(q?;9?),der(12)inv(12)(p11.2q13)t(12;13)(p11.2; p11.2) t(11;12) (?;9?) t(11;13)(
2:13)(?;9?),-13,der(17)t(5;17)(g33.2;p12),der(18)t(12;18)(?;q22),der(20)t(11;20)(?;p11.2) [3]/45,XX,der(5) del(5) (q14g33.3)
1(5;17)(933.2;p12),del(11)(q?),der(12)t(12;13)(p13;9?),-13,der(17)t(5;17)(q33.2;p12),der(18)t(12;18)(?;922), der(20)
t(11;20)(?;p11.2)[4]/46,XX[1]

NE NE 46,XX,del(5)(q13.3q34)[6]

ND ND 46,XX,del(5)(q13.3q34)[6]/46,XX[16]

ND ND 46,XX,del(5)(q13.3g34)[1]/46,XX[17]

2 Zena 68

ND ND 46,XX[12]/46,XX,del(5)(q13.3934)[10]

ND ND 46,XX,del(5)(q13.3934)[16]/46,XX[6]

ND ND 46,XX,del(5)(q13.3934)[22]
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ND ND 46,XX,del(5)(q13.3g34)[20]/46,XX[2]
ND ND 46,XX,del(5)(q13.3934)[16]/47,XX,+X[1]/46,XX[10]
ANO ANO 46,XY,del(5)(q14.3934),del(12)(p13.3p12.3),del(17)(p13.3p11.2)[7]/45,idem,der(3;13)(q10;q10)del(3)(p26.1p24.3)del(3)(p24.3p
97,3 12.1)del(3)(g11.1g21.3)[11]/45,idem,ins(1;3)(p?;p24.3p24.3),der(3)t(3;6)(12.1;9?)ins(3;6)(q11.1;?),-6[13]
. ANO 47,XY,+2,der(5)t(5;16)(q13.1;?),+11,dic(16;17)(p11.2;p11.2)t(5;16)(g31.3;q13),7dic(21;22) (p12;p12)x2,+21,+22[15]/48,idem,+8[
muz 68 ND
74,0 21/46,XY[3]
ANO
NE 46,XY,i(17)(q10)[20]/46, XY[2]
91,0
ANO
ND 46,XY,i(17)(q10)[17][17]/46, XY[1]
muz 68 87,5
ANO
ND 46,XY,i(17)(q10)[18]/46, XY[2]
85,0
NE ND 45,X,-Y[2]/46, XY[18]
mus 7 ANO ND 44,XY,-3,t(4;17)(912;q11.1),der(5)t(5;13)(q11.1;9?),+der(8)del(8)(p11.1pter)t(3;8)(q11.2;,q11.2),del(12)(g13),-13,-17,der(21)
18,5 t(3;21)(p11.1;11.1)[6]/46,XY[18]
sena 74 ND ANO 44,XX,del(5)(q13.3933.3),-7,del(13)(q?14),der(17)t(13;17)(q?14;q?21),-18[16]/45,XX,del(5)(q13.3933.3),-7,+8,del(13)(q?14),
32,0;38,0 |der(17)t(13;17)(q?14;q721),-18[13]/47,XX,del(5)(q13.3933.3),-7,+8,del(13)(q?14)x2,der(17)t(13;17) (q?14;q?21)[8]/46,XX[5]
43~45,XY,der(3)t(3;13)(?;9?14),der(5)del(5)(q11.1935)ins(5;6)(q11.1;?),der(6)t(6;13)(p21;q?),der(6)del(6)(p12)del(6)(q13),der(7
ANO )t(6;7)(?;p13)t(6;13)(?;q?),der(7)inv(7)(p?q?)ins(7;6)(q?;?),del(12)(q?12)13,der(13;14)(p10;p10),der(15)t(2;15)(?;p11),-
NE 56.9 17,der(18)t(17;18)(q?;p10),der(19)t(5;19)(g35;?p12),der(20)t(12;20)(?;q?12)[5]/45,idem,del(12)(q?12),der(20)t(12;20)(?;q?12)[
mus 63 ! 3]/43~45,XY,der(5)del(5)(q11.1935)ins(5;6)(q11.1;?),der(6)t(6;13)(p21;q?),der(6)del(6)(p12)del(6)(q13), der(7)inv(7)
(p?q?)ins(7;6)(q?;?),der(13;14)(p10;p10),der(15)t(2;15)(?;p11),-17,der(18)t(17;18) (q?;p10),der(19)t(5;19)
(g35;?p12),2mar[5]/46,XY[5]
ND ND 0 mitos

77




NE ND 46,XX,del(5)(q14.3933.3)[10]/46,XX[12]
45,XX,del(5)(q14.3933.3),-18[15]/45,XX,del(5)(q14.3g33.3),del(12)(p11.2p13.2),del(13)(g21.2932),der(15;21)(p10;p10)[8]
NE \D 46,XX,del(5)(q14.3q33.3),ider(9)del(9)(q10),+r(9)(q?),del(12)(p11.2p13.2),del(13)(q21.2q32),der(15;21)(p10;p10) [8]/46, XX,
del(5)(q14.3933.3),ider(9)del(9)(q10),+r(9)(q?),del(12)(p11.2p13.2),del(13)(q21.2932),der(15;21)(p10;p10),t(15;17)(g25;925),d
8 ena 45 er(19)t(9;19)(?;?p13),ider(21)t(9;21)(?;922.3)[4]/46,XX[9]
ND ND 0 mitos
ND ND 0 mitos
ND ND 0 mitos
ANO ANO 46,XX,del(5)(q13.3934)[13]/44~45,XX,del(5)(q13.3934),der(10)t(10;18)(p10;?),der(11)hsr(11)(q22923.3)t(11;21)(q23.3;q21),der
9 fena 79 (17)t(10;17)(p10;p10),-18,-21,+22[27]/45,XX,del(5)(q13.3q34)ins(5;12)(q13.3;q13G24.3),del(12)(q13G24.3),-
68,0 65,2 14,der(17)t(14;17)(g?;p13)[2]/46,XX[1]
ANO 46,XY,del(5)(q13.3934)[20]/41~46,XY,del(5)(q13.334),der(7)r(7;12)(p11.1q11;p13.1p22.3),t(X;9)(p22.2;p24),der(12)t(7;12)(p1
ND 1.1;p13.1),?del(17)(p13)[28]/42,%,t(Y; 17)(q11.21;q11),del(5)(q13.3q34),der(5)t(1;5)(?;q35),der(6)t(6;17)(q12;G?),-7,-8,-9,
9,5 der(14;19)(p10;?p10),t(16;20)(p11.1;p11.1),t(17;19)(q11.1;p11)[2]/46,XY[4]
10 muz 74
ANO 41~46,XY,del(5)(q13.3g34),der(7)r(7;12)(p11.1q11;p13.1p22.3),t(X;9)(p22.2;p24),der(12)t(7;12)(p11.1;p13.1),?del(17)(p13) [20]
ND /38~42,X,t(Y;17)(q11.21;q11),del(5)(q13.3q34),der(5)t(1;5)(?;g35),der(6)t(6;17)(q12;q?),-7,-8,-9,der(14;19)(p10;?p10),-16,
33,0; 38,0 t(16;20)(p11.1;p11.1),t(17;19)(q11.1;p11),+19[10]/ 46,XY,del(5)(q13.3934)[1]/46,XY[1]
46,XY,der(5)t(5;7)(q14.3;?),der(7)t(7;17)(q11.23;?),der(7)t(7;20)(q11.23;?),der(17)t(17;19)(p13.1;p13.2)t(7;17)(921.11;922),
ANO \D del(20)(?q)[26]/46,idem,t(X;8)(p?22.1;q?24.1),der(4)t(4;19)(g35;?),-16,der(19)t(16;19)(?;?),+der(19)del(19)(p12)del(19)
82,5 (g12)[13]/ 92,idem x2,t(X;8)(p?22.1;q?24.1)x2,der(4)t(4;19)(q35;?)x2,-16,-16,der(19)t(16;19)(?;?)x2,+der(19)del(19)(p12)
11 muz 66 del(19)(q12)x2[2]/46,XY[4]
ANO 46,XY,der(5)t(5;7)(q14.3;?),der(7)t(7;17)(q11.23;?),der(7)t(7;20)(q11.23;?),der(17)t(17;19)(p13.1;p13.2)t(7;17)(g21.11;922),del(
390 ND 20)(?q)[10]/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)(g12)[10]
ANO 46,XX,del(5)(q13.3g33.3),?idic(11)(p11.1),der(17)(t(11;17)(p11.1;p?11.2)[15]/45,XX,del(5)(q13.3933.3),der(6)t(6;15)(9?;q?),
12 Zena 55 29 ND 11,der(15)t(6;15)(g?;q?),der(16)t(16;21)(p13;97?),der(17)(t(11;17)(p11.1;p?11.2),der(18)t(11;18)(?;q?22)[14]/46,idem,del(4)(q?)
,5

[1]
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v ANO 44,XY,-3,der(5)t(3;5)(q?;9?12),-9,der(12)t(9q12)(?;p?13),der(17)t(17;21)(p?13;q?)[19]/90<4n>XXYY,-3,-3,der(5)t(3;5)
13 | muz 82 NE 820 (9?7;9?12)x2,-9,-9,der(12)t(9q12)(?;p?13)x2,der(17)t(17;21)(p?13;q?)x2,+21,+21[3]/45,idem,+21[10]/46,XX[1]
] ANO 45,XY,del(5)(q22933),der(17)t(17;20)(p13;7?),dic(18;20)(p10;?q10),der(19)t(19;21)(?p13.3;q921),der(21)t(19;21)(?p13.3;921)
14 muz 80 ND inv(19;21)(p?;q?)[40]
77,0
ANG 42745 XY,-2,°5,dic(5;16)(a11.2,413) 1(610)(025;025), der(11)t(11;13)(p15;?),1(13)(?)x2,-14,der(16)t(5;16)(434;q13) (5;16)
00 ND (p11;q24),der(17)t(2;17)(q11.2;p13)inv(2)(q?q?)t(13;17)(q?;921)[10]/46,XY[35]
15 | muz 65 :
ANO | 42745XY,-2,-5,dic(5;16)(q11.2;q13),t(6;10)(q25;425),der(11)t(11;13)(p15;0?),r(13)(?)x2,-14,der(16) t(5;16)(q34;913)
ND 540 t(5;16)(p11;924), der(17)t(2;17)(q11.2;p13)inv(2)(q?q?)t(13;17)(q?;921) [7]/46,XY[18]
ANO ANO 84~85<4n>,XX,-Y,-Y,-2,del(5)(q13q34)x2,+8,der(9;17)(p10;410)x2,-12,-14,-16,-21[37]/46,XY,del(5)(q21.2q34)[2]/
16 muz 62
88,0 876 47,XY,del(5)(g21.2q34),+8[1]/46,XY[2]
ANO 38~40,XY,-1,der(4)t(4;5)(q?31;0723.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(?;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[19]/46,XY[9]/40,XY,-
650 ND 1,der(4)t(4;5)(a?31;q?23.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(?;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[15]
ANO 40,XY,-1,der(4)t(4;5)(q?31;9?23.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(?;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[39]/46,XY[2]
ND
47,0
ANO 40,XY,-1,der(4)t(4;5)(q?31;?23.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(2;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[4]/46,XY[26]
17 muz 59 ND
36,0
ANO 40,XY,-1,der(4)t(4;5)(q?31;9?23.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(?;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[1]/46 XY[23]
ND
1,0
ANO ANO | 40,XY,-1,der(4)t(4;5)(q?31;0723.3)t(5;12)(q?35.2;?)t(1;12)(?;?),-5,der(6)t(1;6)(?;q12),-7,-12,-17,-18[5] /46 XY[23]
3,5 2,0
s cons 24 NE ND 43,XX,t(1;9)(p36;p22),der(4;7)(p10;p10)del(7)(p11.1p14),del(5)(q13.3933.3),dic(12;18)(p11.1;p11.1),der(16)t(10;16)

(?;p11.1),der(17)t(16;17)(q?;925)t(10;16)(?;q?),der(10;20)(p10;p10)[31]/46,XX,del(5)(q13.3933.3)[5]/46,XX[5]
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44,XY,der(1)t(Y;1)(g12;p36.3),dup(3)(92?6.127?6.3),der(5)t(5;7)(q13.2;p13),r(7)(p11.2921),+8,der(13;21)(p10p10),der(15;17)(p

) NE ND 10;p10)[30]/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),
19| muz 69 der(15;17)(p10;p10)[6]
ND ND 0 mitos
ANO 0 mitos
ND
21,5
ANO 45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)inv(5)(p15.3933.3)del(5)(p15.2p15.3),dic(17;20)(p11.1;q11.1)[18]/46,XX[16]
ND
36,0
20 Zena 54
ANO 45,XX,der(5)del(5)(q14q33.3)inv(5)(p15.3933.3)del(5)(p15.2p15.3),dic(17;20)(p11.1;911.1)[10]/46,XX[10]
ND
21,5
ANO 45,XX,der(5)del(5)(q14933.3)inv(5)(p15.3933.3)del(5)(p15.2p15.3),dic(17;20)(p11.1;q11.1)[1]/46,XX[8]
ND
14,0
ANO ANO 41~43,XY,del(5)(g15q34),-9,der(12)t(12;16)(q24.?1+7?),ins(12;18)(p?12;9?),-16,der(17)t(12;17)(?;p?13),-18,
21 muz 77
51,5 37,6 der(18)del(18)(p?)del(18)(q?)[24]/46,XY,del(5)(q14934)[1]/46,XX[5]
NE ND 46,XY,del(5)(q14q34)[12]/46,XY[10]
ND ND 46,XY[22]
ND ND 47,XY,+8[7]/46,XY,del(5)(q14q34)[10]/46,XY[3]
ANO 46,XY,del(5)(q14q34)[6]/45~46,XY,der(1)t(1;12)(p13;924.72),t(4;7)(p14;936),del(5)(q14q34),?amp(11)(q?),der(12)t12;17)(q24.?
22 | mus 71| ags ND 2;?)t(1;17)(p13;97),der(21;22)(p10;p10)x1~2[15]/47,XY,+8[9]/46,XY[9]
ND ND 45~46,XY,der(1)t(1;12)(p13;924.72),t(4;7)(p14;936),del(5)(q14q34),?amp(11)(g?),der(12)t12;17)(q24.?2;?)t(1;17)(p13;q?),der(2
1;22)(p10;p10)x1~2[6]/46,XY,del(5)(q14q34)[6]/47,XY,+8[6]/46,XY[2]
ND NE 0 mitos
ND ND 0 mitos
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45,XY,r(5)(p13.1g23.1),7,der(7)t(5;7)(p12;p22)t(7;12)(q11.22;p13.3)del(7)(q11.22),der(10)t(10;13)(q?23;q?13),der(12)t(7;12)(q

ANO ANO
23 muz 79 ?32;p13.3),der(12)t(10;12)(g?23;p?13),del(13)(g?13),der(18)t(18;20)(q?11.2;?),der(20)t(7;20)(p21;9?),der(22)t(7;22)(q21.2;9?1
67,0 13,0;56,0 | 1.2)[21]/44,idem,der(17)t(17;21)(q?21;q?),der(19)t(17;19)(q?21;q?13),-21[16]/44,idem,-5[3]/46,XY[1]
ANO ANO 42,XY,der(5)t(5;21)(q12;q?22),del(7)(g22),der(7)t(7;?)(p14;?),der(12)del(12)(p10)del(12)(q10),der(13)t(13;12)(q?34;?),-
850 171 15,16,der(17)t(15;17)(q11.2;p11.2),-18,-21[26]/42,idem,r(16)(p?12q?21)[9]/46,XY[7]
24 muz 79 ANO
ND 46,XY[25]
10,5
NE ND 46,XY[13]
ANO ANO 44,XX,der(3)t(3;18)(p13;q?),der(5)del(5)(q13.3933.3)ins(5;18)(q13.3;9?q?),dic(6;22)(p?21;q?),dic(7;17)(p11.2;p?11.1),+der(17)
del(17)(p11)del(17)q(11),-18[19]/44,XX,der(5)del(5)(q13.3g33.3)ins(5;18)(q13.3;9?q?), dic(3;7)(p11.1;p11.2), dic(17;18)
91,5 83,0 (p?11.1;p?11.1)[19]
25 | Zena 37 44,XX,der(5)del(5)(q13.3933.3)ins(5;18)(q13.3;q?q?),dic(3;7)(p11.1;p11.2),del(6)(q?25),dic(17;18)(p?11.1;p?11.1),del(18)(q?12)
ANO ANO [8]/44,XX,der(5)del(5)(q13.3933.3)ins(5;18)(q13.3;q?q?),dic(3;7)(p11.1;p11.2),del(6)(q?25),dic(17;18)(p?11.1;p?11.1),del(18)(q
66,0 67,0 ?12),+mar[2]/44,XX,der(3)t(3;18)(p13;q?),der(5)del(5)(q13.3933.3)ins(5;18)(q13.3;q?q?),dic(6;22)(p11.2;p11.2),dic(7;17)(p11.2;
p?11.1),+der(17)del(17)(p11)del(17)q(11),-18[10]/46,XY[7]
NE ND 43~46,XY,der(1)t(1;3;12)(p12;?;p13),der(3)t(1;3)(p12;9?13)t(3;17)(p?12;9?24),der(6)inv(6)(ql4g23.2)t(3;6)(?;q23.2),der(11)del(
11)(q?139?)t(11;18)(q?13;p11.1),der(12)t(3;12)(?;p13),der(17)t(6;17)(q23.2;q?24),der(18)t(11;18)(q?;p11.1) [12]/ 46,XY[8]
ND NE 43~46,XY,der(1)t(1;3;12)(p12;?;p13),der(3)t(1;3)(p12;9?13)t(3;17)(p?12;9?24),der(6)inv(6)(q14g23.2)t(3;6)(?;q23.2),der(11)del(
26 11)(q?13q?)t(11;18)(q?13;p11.1),der(12)t(3;12)(?;p13),der(17)t(6;17)(q23.2;q?24),der(18)t(11;18)(q?;p11.1)[11]/ 46,XY[3]
muz 81
ND ND 43~46,XY,der(1)t(1;3;12)(p12;?;p13),der(3)t(1;3)(p12;9?13)t(3;17)(p?12;9?24),der(6)inv(6)(q14g23.2)t(3;6)(?;q23.2),der(11)del(
11)(q?139?)t(11;18)(q?13;p11.1),der(12)t(3;12)(?;p13),der(17)t(6;17)(q23.2;q?24),der(18)t(11;18)(q?;p11.1) [17]/ 46,XY[3]
ND ND 43~46,XY,der(1)t(1;3;12)(p12;?;p13),der(3)t(1;3)(p12;9?13)t(3;17)(p?12;9?24),der(6)inv(6)(q14923.2)t(3;6)(?;q23.2),der(11)del(
11)(q?139?)t(11;18)(q?13;p11.1),der(12)t(3;12)(?;p13),der(17)t(6;17)(q23.2;q?24),der(18)t(11;18)(q?;p11.1) [17]/ 46,XY[3]
NE ND 46,XY,der(2)t(2;11)(g37;912),del(7)(q22.2),der(8)t(7;8)(922.2;q12),del(11)(q12),der(11)t(8;11)(q12;912),der(17)t(11;17)(q12;92
7 ” U3 5)inv(11)(q12921)[35]/46,XY[5]
ND ANO 53~56,XY,+1,+2,der(2)t(2;5)(931;912)t(5;9)(q13.1;?)t(5;9)(q35.3;?),der(5)t(5;9)(q11.2;?),+der(5)t(5;9)(q11.2;?),+8,+8,+9,+der(?)

x2~3,+15,+22[18]/53,XY,+1,+2,der(2)t(2;5)(q31;912)t(5;9)(q13.1;?)t(5;9)(935.3;?),der(5)t(5;9)(q11.2;?),+8,+8,+15,+22[4]/54,ide
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89,2 m,+der(5)t(5;9)(q11.2;?)[9]/55,idem,+Y,+der(5)t(5;9)(q11.2;?)[2]/56,idem,+9,+der(9)(?)x3[3]/45,XY,t(4;12)(935;?)  del(8)(g?),-
16[4]
ANO
ND 0 mitos
23,7
ANO 43 XX,-3,del(5)(q14.1q33.3),der(7)t(7;17)(q?21;q?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;34)t(3;12)(?q13;?),-17[43]/ 43,X,der(X)del(X)
ND (p?11.4)del(X)(g?13),-3,del(5)(q14.1933.3),der(7)t(7;17)(9?21;9?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;q34)t(3;12)(?q13;7?),-17,
75,0 der(20)t(X;20)(q?13;?p13)[5]46,XX[3]
43,XX,-3,del(5)(q14.1g33.3),der(7)t(7;17)(q?21;q?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;934)t(3;12)(?q13;?),-17[71/43,X,
28 | ena 65 ND ND der(X)del(X)(p?11.4)del(X)(q?13),-3,del(5)(q14.1q33.3),der(7)t(7;17)(q?21;9?11.3),-12, der(13)t(12;13)(?;934) t(3;12)(?q13;?),-
17,der(20)t(X;20)(q?13;?p13)[2]/46,XX[10]
ANO 43,XX,-3,del(5)(q14.1933.3),der(7)t(7;17)(q?21;9?11.3),-12,der(13)t(12;13)(?;934)t(3;12)(?q13;?),-17[17]/43,X,der(X)
ND 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)(?;934)t(3;12) (?q13;?),-17,
91,5 der(20)t(X;20)(q?13;?p13)[5]
ANO 46,XY,del(5)(q13.2q34),del(7)(g21.1931.3),der(17)t(1;17)(?;p12)[34]/46,XY,del(5)(q13.2q34)[1]/46,XY[4]
ND
81,5
29 muz 80
NE ND 45,X,-Y[4]/46,XY[16]
NE ND 47,XY,del(5)(q13.2934),del(7)(q21.1931.3),der(17)t(1;17)(?;p12),+22[7]/46,XY,del(5)(q13.2q34)[2]/46,XY[10]
ANO 46,XY,idic(17)(p11.1)[5]/45,idem,t(3;22)(p24.2;q11),-7[6]/45,idem,-3,t(3;22)(p24.2;q11),+der(3)t(3;22)[3]/46,XY[28]
30 muz 75 ND
34,5
ANO ANO 44,X,Y,der(5)del(5)(g11.2q15)t(5;13)(p15.3;9?)t(8;13)(p21.1;9?)t(5;17)(g21.1;?),der(7)ins(7;5)(p14;911.2q11.2)t(5;7)(q35.3;p22
31 muz 74 ), der(7)t(7;12)(q933;q14.3),der(8)t(8;13)(p11.2;q31),r(9)(p24.3p22.2), +r(9)(p24.3p21.1::9q33.2934.3),
73,0 60,9 der(12)t(2;12)(p15;q14.3),-13, der(17)r(17;21)(p?q?;q23.3923.3,-18,der(22)t(9;22)(?;p11.1)[36]/46,XY[1]
ANO ANO 46,XY,der(4)t(4;9)(p?13;?),del(5)(q13.3933.3),r(7)(p22931.3),+8,-9,der(17)t(17;18)(p?13;?)t(17;18)(q?;?), der(18)t(17;18)
32 muz 75 (?;9?12), del(20)(g1213.12)[18]/45,XY,der(4)t(4;9)(p?13;?),del(5)(q13.3933.3),-7,+8,9,der(17)t(17;18) (p?13;?)t(17;18)
29,0 39,0 (g?;?),der(18)t(17;18)(?;q?12),del(20)(q12q13.12)[3]/46,XY[13]
33 muz 75 NE ND 45,X,-Y[17]/46,XY,t(10;17)(p10;q10)[10]/44,X,-Y,der(5)t(5;19)(q12;?),der(7)del(7)(p?)del(7)(q?),-18[4]/46,XY[11]
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ANO 46 X,idic(X)(q13.?1),idic(17)(p11.2)[22]/46,XX,del(5)(q1?4G3?4)[1]/46,XX[20]
NE
37,5
34 Zena 54
ANO 46 X,idic(X)(q13.?1),idic(17)(p11.2)[3]/46,XX[16]
ND
48,5
ANO 45,XX,dic(5;17)(q11.1;p11.2)[5]/44,idem,-7,dic(5;15)(q11.1;p11.1)[16]/45,idem,r(18)(p11.1g21.2)[12]/44,idem,-18[2]/46,XX[15]
ND
62,5
35 Zena 46
ANO
ND 0 mitos
77,0
46~47,XY,del(3)(p?21.3),der(5)inv(5)(p13.1q13.2)t(5;12)(q13.2;?),-7,+12,der(12)r(5;12)(p15p12;?)x2,der(17)
36 w3 20 ANO \D t(7;17)(p?;p?13),+21[26]/45,XY,der(5)inv(5)(p13.1q13.2)t(5;12)(q13.2;?),-7,der(8)dup(8)(q?q?),der(12)r(5;12) (p15p12;?),-
68,5 16,der(17)t(7;17)(p?;p?13),+21[10]/47,XY,del(3)(p?21.3),der(5)inv(5)(p13.1q13.2)t(5;12)(q13.2;?),-7,+8,
der(11)dup(11)(g?qg?),der(12)r(5;12)(p15p12;?),der(17)t(7;17)(p?;p?13)[6]/46,XY[3]
] ANO 42~45 XX,der(3)t(3;19)(q22;?),der(3)t(3;5)(q13.3;935.3)t(5;7)(q32; ?)t(7;3)(?;26.3)t(3;5)(q21;p14),-5,der(7)del(7)(p12)
37 | zena 85 135 ND del(7)(q11.2),der(12)t(3;12)(q22;p13),-17,der(19)t(17;19)(?;?),der(21)dup(21)(g?),+ider(21)dup(21)(q?) [28]/46,XX[1]
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