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Abstrakt CJ

Akutni lymfoblasticka leukemie je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u déti. Jedna se o
heterogenni onemocnéni, u kterého byla popséana cela fada rekurentnich chromosomovych
aberaci. Mezi nejvyznamngjsi aberace spojené s dobrou prognézou patii translokace
t(12;21)(p13;922), pti které vznika fuzni gen ETV6/RUNX1 a tzv. hyperdiploidie. Naopak
nejvyznamnéjsi prognosticky nepiiznivé nalezy jsou translokace t(9;22)(q34;q11) vedouci ke

vzniku fuzniho genu BCR/ABL1, piestavby MLL genu a tzv. hypodiploidie.

Tzv. heteroploidie, patii mezi nejcastéjsi cytogenetické nalezy u détskych ALL.
Charakteristickym rysem je nendhodné zmnoZzeni ¢i ztrata chromozomu z diploidni sady.

K nejvyznamnéj$im naleziim patii hyperdiploidie, pii které dochazi k nendhodnému zmnozeni
n¢kterych chromozomi. Hyperdiploidie je spojena s velmi dobrou prognézou, vliv dalsich
strukturnich aberaci na prognozu je pfedmétem dalsiho zkoumani. Dalsi prognosticky
vyznamnou skupinou v ramci heteroploidii je hypodiploidie. Jedna se o pomérné vzacny
nalez, ktery je doprovazen obvykle velmi Spatnou prognézou. U hypodiploidie dochazi

k nendhodnym ztratdm chromozomi. Hypodiploidie mize byt v nékterych ptipadech

maskovand zdvojenym hyperdiploidnim klonem, coz ztéZuje jeji identifikaci.

Pfesné a vCasna cytogenetickd analyza heteroploidnich buné¢k je velmi dilleZita, protoze
pfispiva ke spravnému urceni diagnézy a prognézy onemocnéni a tim i k volb& odpovidajici

terapie.

Klic¢ova slova: détska leukemie, akutni lymfoblasticka leukemie, heteroploidie, modalni
pocet hyperdiploidie, hypodiploidie, karyotyp, cytogenetika, FISH



Abstrakt AJ

Acute lymphoblastic leukemia is the most common type of cancer in children. It is a very
heterogenous disease in which many recurrent chromosomal abnormalities have been
described. The most important chromosomal abnormalities associated with a good prognosis
are t(12;21)(p13;922) which result in ETV6/RUNX1 fusion and hyperdiploidy. On the
contrary findings suggesting a poor prognosis are t(9;22)(q34;911) leading to fusion

gene BCR/ABL1, MLL rearrangements or hypodiploidy.

Heteroploidy is one of the most frequent findings in childhood ALL. It is characterised by
nonrandom gain or loss of chromosomes from diploid cells. One of the most important
findings in childhood ALL is hyperdiploidy where a non-random gain of chromosomes is
present. Hyperdiploidy has a favorable prognosis and the impact of additional structural
aberations requires further research. Another prognostically important group of heteroploidy
is hypodiploidy. It is a quite rare finding and has a very poor outcome. There are hon-random
acquired chromosome losses observed in hypodiploid cells. Hypodiploid cell line may be
masked with a doubled hyperdiploid clone which makes it difficult to identify.

Proper and early cytogenetical analysis of heteroploid cells is very important as it contributes
assigning correct diagnosis and risk stratification, making it easier to choose adequate

therapy.

Key words: childhood leukemia, acute lymphoblastic leukemia, heteroploidy, modal nhumber,

hyperdiploid, hypodiplid, karyotype, cytogenetics, FISH



Seznam zkratek

ALL Akutni lymfoblasticka leukemie

AML Akutni myeloidni leukemie

array CGH komparativni genomova hybridizace na Cipu
B-ALL ALL vychdzejici z B-lymfocyt

BAC bacterial artificial chromosome

DAPI fluorescenéni barvivo (2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin)
del delece

DI DNA index

DNA deoxyribonukleova kyselina

EFS preziti bez udalosti (event free survival)

FACS prutokovy cytometr (flow cytometry cell sorter)
FISH fluorescenéni in situ hybridizace

HeH vysoka hyperdiploidie (High Hyperdiploidy)

HeL nizka hyperdiploidie (Low Hyperdiploidy)

HoH vysoka hypodiploidie (High Hypodiploidy)

HoL nizka hypodiploidie (Low Hypodiploidy)

ISCN International System of Cytogenetic Nomenclature
LOH ztrata heterozygozity

mBAND mnohobarevné pruhovani

mFISH mnohobarevna fluorescenc¢ni in situ hybridizace

p kratké rameno chromozomu

q dlouhé rameno chromozomu

RFLP Polymorfismus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment

length polymorphism)
SNP array ¢ipova technologie zaloZzena na jednonukleotidovych

polymorfismech (single nucleotide polymorphism)

T-ALL ALL vychazejici z T-lymfocytd
TT téméf triploidni/tetraploidni bunééna linie (near triploid/tetraploid)
WBC mnozstvi bilych krvinek (White Blood Cells)

wWUPIDs celochromozomové uniparentdlni isodisomie
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Uvod

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) patfi mezi nejcastéj$i nadorova onemocnéni u déti.
Vzniké v disledku poruchy proliferace u jedné hematopoetické buiiky z lymfoidni linie, ktera
vede k rozvoji maligniho klonu. Jedna se o velmi heterogenni onemocnéni. Cytogeneticka
analyza nadorovych bunék kostni diené¢ predstavuje jeden z hlavnich néstrojii pro zafazeni
pacientl do diagnostickych podskupin a pro volbu vhodného 1é¢ebného postupu. V kombinaci
s fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) a dalsimi metodami pomaha k identifikaci
chromozomovych aberaci, které nachdzime asi u 90 % ptipadii ALL.! Ziskané chromozomové
aberace mohou byt dvojiho typu, pocetni a strukturni, a u vétSiny z nich zname jejich

prognosticky vyznam. I pfes vyrazné pokroky v diagnostice i 1é¢bé tohoto onemocnéni

dochazi u 15-20% déti s ALL k relapsu.”

V bakalatské praci se budu vénovat zejména odchylkam v modalnim poc¢tu chromozomi (tzv.
heteroploidiim). Heteroploidie nachazime asi u 40 % nemocnych a jedna se tak o jeden

Z nejcastéjsich cytogenetickych nalezli. V nadorovych buiikdch pozorujeme nendhodny zisk ¢i
ztratu jednoho i vice chromozomtl, ale mechanizmus tohoto dé€je neni zcela objasnén.
Nejvyznamnéjsi skupinu tvoii pacienti s vysokou hyperdiploidii, kteti maji vice nez 50
chromozomt a relativné nejlepsi prognézu. Vysokou hyperdiploidii nachdzime asi u 30%

pacientd.

Dal8im vyznamnym nélezem je hypodiploidie s méné¢ neZ 46 chromozomy, ktera je naopak
spojovana se Spatnou odpovédi na 1é€bu a velmi §patnou prognézou. Piesto, Ze se jedna o
relativné vzacny nalez (~5-7 % nemocnych), jeho v¢asna detekce je vzhledem

k prognostickému vyznamu velmi dilezita. Spravna identifikace hypodiploidniho klonu je
vsak v fad¢ ptipadii velmi obtizna. Pfekazkou ve spravné diagnostice miize byt napft.
maskovani hypodiploidiniho klonu jeho zdvojenou hyperdiploidni kopii. Do skupiny

S hyperdiploidiemi dale fadime pomérné vzacnou skupinu nemocnych s témef
triploidnim/tetraploidnim poc¢tem chromozomil, u kterych pozorujeme odlisné chovani

. . , 2
nemoci a ne zcela jasnou prognozu.




Leukemie u déti

Leukemie je nejcastéjsim nadorovym onemocnénim u déti a tvoti priblizné 30% vsech
détskych nadort. Ro¢né onemocni asi 150 déti na 1 mil. obyvatel. Nejvice nemocnych je mezi
2. a 5. rokem veku a ¢astéji onemocni chlapci nez divky (1,2:1). Signifikantné nizsi vyskyt
leukemii nachazime u obyvatel na stfednim vychod¢ a u afroamerické populace po celém
svéte. Ostatni etnické ¢i geografické rozdily v incidenci leukemii nejsou vyznamné. Obecné je

vy§si vyskyt leukemii spojovan s rozvinutymi staty.

Détské leukemie jsou velice variabilni jak v biologickém ptivodu, tak v klinickém projevu.
Genetické abnormality pozorujeme asi u 90 % ptipadu détskych leukemii. U jednotlivych
subtypt pozorujeme odli$ny vyvoj nemoci — v€k nemocnych, odpovéd’ na 1é¢bu spojenou
S progndzou onemocnéni, citlivost na riizna chemoterapeutika atd. Akutni leukemie u déti
délime na ALL, ktera ma ptivod v lymfoidni vyvojové fad¢ a tvoii asi 80-85 % détskych
leukemii, a AML, vznikajici zménénou proliferaci myeloidni linie krevnich bunék, ktera
zastupuje asi 15 % détskych leukemii. Jednotlivé typy leukemii rozliSujeme na zakladé

imunofenotypu, krevniho obrazu, karyotypu a dalsich parametri.*>

Leukemie jsou charakteristické klonalnim vyvojem patologickych buné¢k (blastl), které se
kumuluji zejména v kostni dfeni a infiltruji periferni krev. Leukemogeneze zacina zpravidla
nadorovou transformaci jediné buriky, ze které se vyviji maligni klon. Leukemie proto
postihuje pouze konkrétni linii krevnich bunék, v zavislosti na okamziku mutace v prib&hu
maturace krevnich elementt (obrazek 1). Z po¢atku nemoci nachazime identické aberace ve
vSech nadorovych buiikach. S postupem onemocnéni miize dochdzet ke vzniku dalSich
aberaci a heterogenita genomu nadorovych bunék tak muze byt ukazatelem stadia vyvoje
nemoci & jeji agresivity.® Ziskané chromozomové abnormality uzce koreluji se subtypem
nemoci. Diky cytogenetickému vySetieni mizeme pacienty zatradit do diagnostickych

podskupin a prispét k volbé nejvhodn&jsiho 1é¢ebného postupu a uréit progndzu onemocnéni.’
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Obrazek 1: Hematopoéza. Krevni buriky jsou odvozené od multipotetnich progenitort. Témét
kazda zde zminéna buiika ma neoplasticky protéjsek, ktery prezentuje stejné morfologické
vlastnosti. (Wiemels a kol., 2012)*

Détské leukemie vznikaji pravdépodobné dvou-krokovym mechanismem. K prvni mutaci
muze dochazet jiz v prenatalnim vyvoji, ale pro rozvoj leukemie je nutna jesté dalsi udélost,
kterd samotné onemocnéni spusti. lonizujici zafeni je jedinym zndmym faktorem, ktery mize
vyvolat rozvoj leukemie de novo. ® Nékteré dalsi faktory mohou mit kli¢ovy vliv za
predpokladu pfedchozi mutace v konkrétnich genech — zpravidla protoonkogenech,
tumorsupresorech a dalSich regulatorech bunééného cyklu a déleni. Tyto faktory mohou pii
tzv. tiché fazi (silent phase) nemoci fungovat jako jeji spoustéce. Mezi né patii zejména
infekce a imunitni reakce na né€, neionizujici zafeni, vybrané chemikélie (napt. benzen) a

v neposledni fad¢ také dédicné genetické faktory.9



Teorii prenatalniho ptivodu nékterych leukemii podporuje velmi ¢asny rozvoj onemocnéni.
Napiiklad ALL se zménami MLL genu u déti se nejcastéji rozvine jiz v 6 mésicich veku.
Teorii podporuji i vysledky novorozeneckych vysetieni (tzv. suché kapky krve na
novorozeneckych kartickach) ¢i vySetieni pupe¢nikové krve, které dokazuji pfitomnost
mutaci jiz pted ¢i v dob¢€ narozeni a tim 1 jejich prenatalni ptivod. Genetické abnormality se

mohou vyskytovat i u zcela zdravych jedinci, u nichZ se leukemie nikdy nerozvine.'***

Do skupiny se zvySenym rizikem vzniku leukemie patii déti s dédicnymi genetickymi
poruchami, jako je Downilv syndrom, neurofibromatéza’®, Fanconiho anemie, Bloomav &
Shwachman-Diamonddav syndrom. S ptitomnosti genetickych abnormalit roste
pravd&podobnost vzniku dalsich mutaci** a tyto déti maji i horsi prognézu oproti détem bez
dédicné genetické choroby. Naptiklad u Downova syndromu se u 3-10% novorozenct rozvine
porucha myeloproliferace, ze které se v dusledku dal$i mutace v 13-33% stane leukemie. Déti
s Downovym syndromem maji asi 500krat vyssi pravdépodobnost vzniku AML a 20krat vyssi

pravdépodobnost vzniku ALL nez déti bez vrozené genetické pomchy.15




Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

Akutni lymfoblasticka leukemie je nejrozsifenéjsi formou détské leukemie, zastupujici asi

85 % vsech détskych leukemii. Jedna se o heterogenni lymfoproliferativni onemocnéni. Diky
moderni terapii se v soucasné dobé¢ dafi vylécit az 80 % déti s timto onemocnénim. V¢asna a
ptesna diagnodza je klicova pro zafazeni do diagnostické skupiny a pro volbu odpovidajici
1écby. Akutni lymfoblastickou leukemii mizeme dale rozdélit na B-ALL a T-ALL,

Vv zavislosti na prekurzoru, ze kterého vychazeji. U déti ¢astéji nachazime B-ALL, u kterych

mé cytogeneticky nalez signifikantni vyznam, na rozdil od T-linie ALL.*

Chromozomové abnormality u déti s B-ALL

faktory spojenymi s dobrou prognézou jsou translokace t(12;21)(p13;q22) vedouci ke vzniku
fazniho genu ETV1/RUNXG6 (dtive TEL/AMLL1) - a hyperdiploidie. Naopak nejcastéjsi nalezy
spojené se $patnou progndzou jsou translokace t(9;22)(q34;q11), kterou vznika fuzni gen
BCR/ABL1 na tzv. Philadelphském chromozomu, ptestavby MLL genu (11g23) a
hypodiploidie.*’
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Obriazek 2: RozloZeni subtypt akutni lymfoblastické leukemie podle véku.
Grafy ukazuji znacné rozdily ve frekvenci vyskytu cytogenetickych abnormalit u

leukemii v zavislosti na véku. (Wiemels a kol., 2012)*
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Obriazek 3: Rozdéleni nemocnych s ALL do prognostickych skupin dle cytogenetického nalezu a graf pieZiti bez

udalosti dle Kaplan-Meyera. Podle UK Medical Council ALL97/99. (Moorman a kol., 2010)?




Heteroploidie u détskych B-ALL

Zmény v modalnim poctu chromozomi u déti s ALL reprezentuji asi 40 % ptipadd, coz je

fadi mezi nejcastcjsi cytogenetické nalezy. Jedna se o nendhodny zisk ¢i ztratu jednoho ¢i vice

chromozomu. Nejvyznamnéjsi skupinu tvoii tzv. hyperdiploidie s >46 chromozomy. Naopak

V hypodiploidnim karyotypu dochazi ke ztratdm chromozom a jejich pocet je nizsi nez 46.

Tento nalez byva spojovan s velmi $patnou prognozou. 8 podle nekterych studii maji

strukturni ¢i komplexni chromozomové aberace v heteroploidnim karyotypu vyznamny vliv

na klinicky vyvoj onemocnéni a zhor3uji jeho prognézu.*? Jiné studie tento fenomén

nepotvrzuji a modalni pocet chromozomil povazuji za nejdilezitéjsi prognosticky faktor. 2
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Obriazek 4: Doba preZiti bez udalosti (EFS) dle modalniho po¢tu chromozomi u pacienti s akutni lymfoblastickou

leukemii (ALL). MN=modalni po&et chromozomii. (Raimondi a kol, 2003)*2



Hyperdiploidie

Za hyperdiploidii oznacujeme nalez s klonalnim vyskytem vice nez 46 chromozomu. Jedna se
o nenahodné zmnozeni jednoho ¢i nékolika chromozomt. Hyperdiploidie se nejcasté&ji
vyskytuje u pre-B-ALL a B-ALL (kolem 95 %), vzacné ji ale nachazime i u T-ALL

(kolem 5 %). Podle celkového poctu chromozomu, ktery koreluje s hodnotou DNA indexu
(DI) délime hyperdiploidie do n¢kolika skupin. Nalez 47-50 chromozomu (DI < 1.16)
nazyvame nizka hyperdiploidie (HeL — low hyperdiploidy), vice nez 50 chromozomui (1.16 <
DI < 1.50) pak oznac¢ujeme jako vysoka hyperdiploidie (HeH — high hyperdiploidy).
Nejcast€jsim nalezem byva 51-65 chromozomu. Za téméf triploidni (TT — near
triploid/tetraploid) oznacujeme nalez 68-80 chromozomd (1.50 < DI <1.75), resp. za témé&f
tetraploidni oznacujeme karyotyp s vice jak 80 chromozomy (DI > 1.75). Nejcastéji
zmnozené chromozomy (U >50 % piipadi) jsou 4, 6, 8, 10, 14, 17, 18, 20, 21 a X. Vé&tSinou
se, az na chromozom 21, vyskytuji ve tiech kopiich. Chromozom 21 je obecné nejcastéji
zmnozenym chromozomem a muze se vyskytovat ve 3-4 kopiich. Naopak vzacné jsou

popisovany trisomie chromozomi 1, 2, 3, 12 a 16. 22

Ptesto, Ze zisk jednotlivych chromozomt je nendhodny, mechanismus vzniku hyperdiploidie
neni zatim zcela objasnén. Existuje nekolik teorii: ztrata nékolika chromozomu z ptivodné
tetraploidni bunky, postupny zisk chromozomi v naslednych bunéénych cyklech ¢i zisk
nékolika chromozomi béhem jednoho abnormalniho bunééného déleni. V malém procentu
pfipadli mize dojit ke zmnoZeni témet haploidniho klonu (23-29 chromozomil). Soucasné
studie se nejvice piiklanéji k mechanismu simultanniho zisku nékolika chromozomu, ale ani

ostatni teorie nebyly dosud presvédciveé vyvraceny. 23

Jeden z moznych mechanismii vzniku hyperdiploidie zahrnuje nejprve vznik tetraploidni
buniky zdvojenim zdravé diploidni a nasledné postupnou ztratu chromozomu. Predpokladali
bychom tedy, Ze u chromozomi ptitomnych ve dvou kopiich najdeme asi u 1/3 z nich ztratu
heterozygozity, za pfedpokladu ztraty chromozomu nezavisle na parentalnim piivodu ¢i jinych
externich vlivech. V praxi bylo ale ovéfeno, Ze v naprosté vétsing piipadi (99-100 %) je
heterozygotni konstituce u diploidnich chromozomii zachovana, tedy jeden z homologt je
paternalniho a jeden maternalniho ptivodu. Dal$i molekularn€ genetické analyzy ukazaly na
mozny vznik hyperdiploidie touto cestou asi u 30 % piipadu, ale pro zpiesnéni téchto dat je

L s . ot Tl XiNT s . o 2224
nezbytné v této oblasti provést cilenéjsi vyzkum u vice pacientti. ©




Dalsi moznost vzniku hyperdiploidie se popisuje jako postupny zisk chromozomi béhem
n¢kolika bunéénych déleni. Tato cesta by dobie korelovala s teorii klonalniho vyvoje u
leukemii, avSak neshoduje se s cytogenetickymi nalezy. Zpravidla nenachazime vedlejsi
subklony, které by nutn¢ musely vznikat pti tomto vyvoji maligniho klonu. Na molekularni
urovni bychom ocekavali u 66 % pomér alel tetrasomickych chromozomt u heterozygott 1:3,
kde chromozom od jednoho z rodi¢i nese néjakou mutaci ¢i dava bunce proliferativni
vyhodu. Paulsson a kol. (2009) uvadi pouze 2 znamé piipady, u kterych byl na zakladé
molekularni analyzy tento alelicky pomér popsan. Z toho vyplyva, ze tetrasomie
nejpravdépodobnéji vznikla dvojitou nondisjunkci béhem jednoho déleni bunky, nikoliv jako

, , 2
nésledna udalost.?®

Zejména z diivodu velmi charakteristického nendhodného vzoru, ktery nachazime

Vv hyperdiploidnich karyotypech, se mtize zdat posledni teorie simultanniho zisku
nadpocetnych chromozomu nepravdépodobna. Dosud zjisténa data ale ukazuji, ze nejéastéji
vznikd hyperdiploidie pravé béhem jediného abnormalniho bunééného déleni, kdy dochézi k
zisku viech nadpocetnych chromozomil.??® Piedpokladame zachovani poméru alel u
disomickych i tetrasomickych chromozomu 2:2 a u trisomii pak alelicky pomér 2:1. Takovyto
vysledek dostavame nej€astéji 1 z klinickych vySetieni, a proto se udava, ze timto

mechanizmem miize vznikat asi 70 % pripadii hyperdiploidie.??

Patofyziologickou podstatu zisku nékolika konkrétnich chromozomi béhem jednoho
bunééného déleni se dosud nepodatilo objasnit, je ale mozné, Ze je to nasledek
kancerogenniho procesu ¢i ptisobeni exogennich faktorti, spiSe nez ndhodna porucha déliciho
aparatu buiiky ¢i mutace na samotnych chromozomech.? Ukazuje se, Ze hyperdiploidni
karyotyp nemusi byt samostatné pfi¢inou rozvoje onemocnéni. Je pravdépodobné, ze musi
dojit k dalSim kryptickym aberacim ¢i mutacim, které jsou pro leukemogenezi nezbytné. Tyto

aberace ale nebyly presné popsany.




Nizka hyperdiploidie (HeL)

Nizka hyperdiploidie se lisi od vysoké hyperdiploidie nejen poctem a vzorem nadpocetnych
chromozomtl, ale i klinickymi ukazateli. Je charakterizovana poctem 47-50 chromozomt a
nachazime ji asi u 10-15 % déti s ALL. Dle soucasnych zjisténi je spojovana se stiedné
dobrou az mirné lepsi progndzou oproti pacientim s poctem 46 a méné chromozomu (4 leté
EFS asi 75 %). Nejc€astéji nachazime zmnozené chromozomy X, 8, 10 a 21. Ve vétsSing
ptipadi (asi 70 %) nachazime 47 chromozomtl, ale tomuto nalezu neni pfikladan zvlastni
prognosticky vyznam. Vyjimku tvoii déti s ALL s trisomii 21 (47,XX/XY,+21) jako jedinou
abnormalitou v nadorovych buiikach, u nichz pozorujeme lepsi prognézu v ramci skupiny se

47-50 chromozomy. %

U pacientt s nizkou hyperdiploidii také pomérné Casto (i u vice nez 50 %) nachézime
strukturni aberace v hyperdiploidnim karyotypu. Nejcastéji dochazi ke zménam na 1q, 6q, 12p
a 19p. Mirn¢ horsi progndzu oproti vysoké hyperdiploidii mize ovliviiovat mnoho faktord.
Pravdépodobné ale je, ze celkové mnozstvi genetické informace i pfitomné strukturni aberace

jsou velmi diileZité pro v§voj a povahu onemocnéni.?*?’

Vysoka hyperdiploidie (HeH)

Vysoka hyperdiploidie je charakterizovana vice nez 50 chromozomy a vyskytuje se

u 25-30 % détskych B-ALL. Nalez vysoké hyperdiploidie je spojovan s obecné nejlepsi
progndzou ve srovnani s ostatnimi cytogenetickymi nalezy (6-leté EFS asi 90 %). V¢asny
zachyt a diagndza jsou velmi dulezité, protoze mizeme V téchto ptipadech zvolit mirng;si

16¢bu a tim eliminovat jeji pozdni nasledky.?

Heteroploidni klon byva pomérné silné zastoupen ve vzorku kostni dfeng, ale i ptes to se
mnohdy nepodati hyperdiploidii pomoci pruhovacich technik zachytit. Pfi¢inou mize byt
vyskyt kryptického klonu, ktery se ned¢€li v in vitro podminkach nebo nalez nedostate¢ného
poctu kvalitnich mit6z. Kromé konven¢ni cytogenetické analyzy se k detekci hyperdiploidii
pouziva metoda stanoveni DNA indexu pomoci prutokové cytometrie (FACS). Pratokovy
cytometr detekuje celkové mnozstvi DNA v bufice a srovnava namétené hodnoty se
stanovenym normalem (DI=1). Vysledkem je hodnota pomérného mnozstvi DNA

v patologickych buiikach, u hyperdiploidii tedy hodnoty vyssi nez 1. 2 Vyrazné lepsi zachyt
patologickych klont umoziuje metoda I-FISH, pomoci které zaroven presné identifikujeme

zmoZené chromozomy a podet jejich kopii.*® Tento postup umoziiuje odhalit 1/3 piipadi,

10




které mély v konven¢ni analyze normalni vysledek a dokonce 60 % u kterych nebylo

¥ ’ o7 v v ro vv 31
predchozi konvenéni vySetfeni uspeésné.

Moznych vysvétleni velmi dobré progndzy a dobré reakce na 1é¢bu u déti s vysokou
hyperdiploidii je nékolik. Bunky s vysokou hyperdiploidii vykazuji vyssi citlivost k nékterym
chemoterapeutikiim, jako jsou kortikosteroidy, L-asparaginaza ¢i metotrexat. Je znamo, ze
tyto leukemické buiiky v sobé kumuluji metotrexat kviili zvySené expresi jeho prenasect, coz
vyrazné zvysuje jeho G&inek.” Dalsi souvislost s dobrou odpovédi na 16¢bu miZze mit zvysena
aktivace apoptotickych drah v leukemickych buiikach, kterou pozorovali na in vitro kulturach
specificky u bun¢k s vysokou hyperdiploidii Ch. Ito a kol. (1999). Z jejich pozorovani také

vyplyva, Ze tyto buiiky maji horsi schopnost riistu mimo mikroklima kostni dfeng.*

Prognéza déti s vysokou hyperdiploidii se miize liSit dle konkrétniho poctu chromozomii.
Podle nékterych autord maji nejlepsi progndzu pacienti s poctem 58-66 chromozomi.
S klesajicim poétem chromozomu dochazi k mirnému zhorseni prognoézy. Piesto se celkova

Sance na preziti pohybuje okolo 90 %.%

Podle nekterych praci je zmnozeni nékterych konkrétnich chromozomi u ptipadl vysoké
hyperdiploidie povazovano za prognosticky vyznamné. Naptiklad Heerema a kol.
predpokladaji, ze zmnozeni chromozomu 10 a/nebo 17 v kombinaci s modalnim poctem 63-
66 chromozomil znaci velmi dobrou progndzu, naopak s trisomii chromozomu 5 spojuji

v o1ox 11 3334
stfedn€ dobrou prognézu.

AZu 50 % ptipadd vysoké hyperdiploidie nachazime dalsi strukturni aberace. VétSina
strukturnich aberaci je nebalancovana, dochézi ke ztraté ¢i zisku genetického materidlu.

Mezi nejcastéjsi nalezy patii duplikace dlouhého ramena chromozomu 1 [dup(1q)], delece
dlouhého ramena chromozomu 6 [del(6g)] a méné Casto také izochromozomy 7 [i(7q)]

a 17 [i(179)]. Duplikace 1q signifikantné souvisi s trisomii chromozomu 5. Izochromozom 17
se nejcastéji vyskytuje v karyotypech bez trisomie 17, a je pravdépodobné, ze souvislost

s leukemogenezi mohou mit geny lokalizované na dlouhém ramenu chromozomu 17. Ptes
objasnéni téchto strukturnich ptestaveb jejich vliv na patogenezi onemocnéni ziistava

T “ . 192
predmétem dalsiho zkoumani. 192

Se zavedenim technologii s vysokou rozliSovaci schopnosti (micro array) objevujeme
pomérné velké mnozstvi submikroskopickych aberaci, které se mohou vyskytovat

v hyperdiploidnim karyotypu. Nejcastéji mize dochazet k mikrodelecim, zpravidla na
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chromozomech, které nebyvaji zmnozeny. Tyto mikrodelece mohou zasahovat i geny, které
souvisi S leukemogenezi, napt. TEL (12p13.2), PAX5 (9p13.2), CDKN2A (9p21.3) nebo
IKZF1 (7p12.2). 353

Translokace specifické pro ALL mizeme vzacnéji najit i v karyotypech s vysokou
hyperdiploidii. V disledku translokaci dochazi ke vzniku faznich gentt BCR/ABL -
translokace t(9;22)(q34;911), ETV6/RUNX1 (dtive TEL/AML1) - translokace
t(12;21)(p13;0922) a TCF3/PBX1 —t(1;19)(q23;p13). Produkty téchto fuznich gent se Gcastni
regulace genové exprese, ¢imz mohou podpofit rozvoj leukemie.* Opacné nazory podporuji
zjisténi, Ze produkty téchto translokaci nemusi byt v hyperdiploidnim klonu exprimovény, na

rozdil od naprosté v&tsiny nadorovych bunék bez nalezu vysoké hyperdiploidie.?®
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Obriazek 5: PFiklad karyotypu pacienta s hyperdiploidii a balancovanou translokaci t(17;19)
54, XY ,+X,+4,+6,+8,+14,+17,t(17;19)(q22;p13),+21,+21 (A.J.Dawson a kol., 2011)*’
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CENTRUM NADOROVE CYTOSENETIKY UKBLD, VFN a L LF UK v Praze
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51,XY,+X,+Y,49,+21,421

Obrazek 6: Hyperdiploidie. Vysledek analyzy metodou mFISH. (Pfevzato z databaze Centra nadorové cytogenetiky
VFN a 1.LF UK)

Témét triploidni/tetraploidni karyotyp je pomérné vzacny a nachazime jej asi u 1-2,5 % déti
s hyperdiploidii. Ve vétsing studii byva tato skupina zafazena pod hyperdiploidie, ale
vzhledem k odlisnému chovani onemocnéni je vhodné popsat ji samostatné. Castgjsi je nalez
témér tetraploidniho po¢tu chromozomi, ktery nachazime asi u % ptipada. Zbyvajicich Y4
tvoii skupina s téméf triploidnim karyotypem. Téméf triploidni buiiky maji 68-80

chromozoml a téméf tetraploidni 80-103 chromozom.**

Progn6za nemocnych s t¢éméf TT poctem chromozomi neni zcela jasna, protoZze se jedné o
velmi vzacné onemocnéni. Pui a kol. (1990) uvadi, Ze téméf triploidni nalez se vyrazné
neodlisuje klinicky ani prognosticky od bézného ALL. Naproti tomu u pacientli s t€émet

tetraploidnim karyotypem pozorovali odliiné znaky a zhorsenou prognézu.®®
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Nov¢jsi studie (Raimondi a kol., 2006; Lemez a kol., 2010) fadi pacienty s témét
tri/tetraploidnim poctem chromozomt do skupiny s nizkym rizikem a dobrou prognézou
onemocnéni srovnatelnou s vysokou hyperdiploidii. Pfi¢inou zafazeni do lepsi prognostické
skupiny muze byt zlepSeni a vyssi intenzita 1é¢by, coz vede ke statisticky lep§imu pieziti bez
udalosti (EFS).¥* Viechny vyse zminéné studie byly z ditvodu vzacného vyskytu tohoto
nalezu provadény na malych souborech pacientii, proto nemtizeme na jejich zakladé udélat

jednoznacéné zaveéry.

Proces formovani téméf tri/tetraploidniho karyotypu nebyl dosud zcela objasnén, ale nabizi se
nékolik moznych variant, zahrnujicich nondisjunkci, ztratu chromozomi z tetraploidni buriky,
multipolarni mit6ézu ¢i zdvojeni chromatinu témét diploidnich nebo diploidnich bunék. Je
pravdépodobné, ze tém¢ét triploidni/tetraploidni klony mohou vznikat vicero mechanismy, coz
muze mit vliv na progn6zu onemocnéni. Nékteré nedavné poznatky naznacuji, ze
tetraploidizace je jednim z procesi, které se ucastni rozvoje téméf tetraploidnich malignich

o " N . . « sws oo , \ «1. 41,40
klont a pravdépodobné souvisi s proliferativni ¢i ristovou vyhodou téchto bunék.

Témet triploidni buiiky nachazime asi u 0,3 % déti s ALL, jedna se tedy o pomérné vzacny
nalez. V porovnani s téméf tetraploidnim nalezem pozorujeme statisticky mirn¢ horsi

prognézu (5-let EFS 75 %).%°

Podle drivéjsich zdroji nachazime téméf tetraploidni pocet chromozomt asi u 1 % détskych
ALL. Tito pacienti patii do pomérné heterogenni skupiny s pfevahou T-ALL, specifickymi
morfologickymi vlastnostmi a mozn4 i horsi prognézou.® Nov&jsi studie popisuji témét
tetraploidni karyotyp u 0,7-2,2 % détskych ALL. Vétsina pacientl vykazuje znaky B-ALL,
velmi Casty vyskyt fuzniho genu ETV1I/RUNX6 a dobrou odpovéd’ na 1é¢bu. Proto byva tato

skupina fazena do kategorie s nizkym rizikem.*

Prognosticky vyznamné strukturni abnormality béZzné u détskych ALL byly z davodu
ojedinélosti diagndzy v témét tetraploidnich bunikdch popsany jen u malého poctu pacientd, a

proto nemizeme vyvodit ptipadnou signifikantni souvislost s vyskytem TT.*
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Hypodiploidie

Za hypodiploidii oznac¢ujeme nalez mén¢ nez 46 chromozomu a nachazime ji asi u 5-7 %
piipadi ALL. Pti vzniku hypodiploidie dochazi k nenahodnym ztratam jednoho ¢i nékolika
chromozom. Nejcastéji, asi u 80% hypodiploidii, nachdzime v nadorovych buiikach 45

chromozomii. Bun&éné klony s méné nez 45 chromozomy nachazime u zbylych 20 %.*

Na zéklad¢ modalniho po¢tu chromozomu v leukemickych bunikach miizeme 1 hypodiploidii
rozdélit do mensich podskupin. Nejvétsi skupinou je vysoka hypodiploidie, do niz fadime
pacienty s 42-45 chromozomy. Nizka hypodiploidie je popisovana jako nalez 33-41
chromozomu. Témét haploidni skupinu pak tvofi nalez do 32 chromozomt a nejcastéji
nachazime 23-29 chromozomti. Tyto skupiny se navzajem lisi vékovou distribuci nemocnych,
cytogenetickym nalezem a dal$imi klinickymi vlastnostmi, které ovliviiuji prognézu

Y w1, 42,43
onemocnéni a uspésnost 1écby.

Vysoka hypodiploidie (HoH)

Vysoka hypodiploidie je nejpocetnéjsi skupinou v rdmcei hypodiploidii. Az u 80 % pacienti s
hypodiloidii nachazime 45 chromozomi, naopak nélez 42 - 44 chromozomti je pomé&rné
vzacny (kolem 5 % hypodiploidii). Nékteti autoti zatazuji do skupiny hypodiploidii se 45
chromozomy 1 ptipady, kdy dochazi nebalancovanou translokaci ke tvorbé dicentrického
chromozomu. V téchto ptipadech se sice jedna o modalni pocet chromozomu 45, ale nejedna
se o klasickou heteroploidii. U vétSiny pacienti je tento nalez doprovazen komplexnimi

zmé&nami v karyotypu.*

U vysoké hypodiploidie pozorujeme pfiblizn€ rovnomérné rozlozeni pacientl ve vSech
vékovych skupinach. Vedle vyskytu B-imunofenotypu se objevuji i ptipady T-ALL, které se u
ostatnich skupin hypodiploidii témét nevyskytovaly. Nalez 45 chromozomt je spojovan

se stfedné€ dobrou prognozou (3-leté EFS 66 %), odpovidajici primérné hodnoté vSech
détskych ALL nezavisle na cytogenetickém nélezu, ¢imz se vyrazné odliSuje od ostatnich

. s 37 v s . ’ v v 7 v 4
hypodiploidii. U T-bun&&né ALL ale pozorujeme vyrazn& zhorienou prognézu onemocnéni.*
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Chromozomov¢ abnormality u skupiny se 45 chromozomy jsou vyrazn¢ homogennéjsi nez u
ostatnich heteroploidii. Zdvojené bunécné klony nebyly v tomto piipad€ pozorovany. Pti
ztraté celého chromozomu chybi asi v poloviné piipadii jeden z pohlavnich chromozomt a
obvyklé jsou také ztraty chromozomt 7, 9, 13 a 17. Opakovan¢ pozorovanou strukturni
aberaci jsou delece dlouhého ramena chromozomu 6 [del(6q)]. Nalezy prognosticky
vyznamnych translokaci pro détské ALL [t(9;22)(934;q11), t(4;11)(921;923),
t(1;19)(g23;p13)] se vyskytuji vyjimeéné. Vzniku dicentrického chromozomu se vétSinou
ucastni alespon jeden z chromozomu 9, 12 a 7. Nejcastéji pozorujeme aberantni
dic(9;12)(p11;p11.2), dic(9;20)(p11~13;q11) a dic(7;9)(p11.2;p11), které jsou zpravidla
spojované s dobrou prognézou. Neobvyklé dicentrické chromozomy se objevuji u T-bunééné

ALL. 42,43

V nékterych studiich byla popsana asi ve 1/4 ptipadl ptitomnost fizniho genu ETV6/RUNX1
vzniklého translokaci t(12;21)(p13;022), ktery je exprimovan pouze v buitkach s modalnim
po¢tem chromozom 45. U bunék s jinou heteroploidii nebyl transkript fizniho genu
pozorovan® V jinych studiich byli pacienti s touto a obdobnymi translokacemi vytazeni ze
studie z divodu znamého a dominantniho efektu na klinicky obraz a prognézu onemocnéni,

ve snaze prognosticky posoudit vliv samotné hypodiploidie.43

Navzdory stale se zlepSujicim vysledkiim 1écby déti s ALL (asi 80 % uspéSnost) dochazi u
zbylych ptiblizné 20 % piipadi k pozdnimu relapsu onemocnéni. Dalsi studie, které pomohou
ptesnéji identifikovat pficiny vzniku hypodiploidie, mohou byt zasadni pro urceni spravné
diagnozy. Dle specifickych parametrii je nezbytné u této skupiny onemocnéni vyvinout
individualni diagnostické a 1éGebné postupy, aby se zlepsila usp&nost 1é¢by.** Zlepseni by
mohlo pfinést 1 zavedeni modernich diagnostickych metod do rutinni praxe k doplnéni dnes

pouzivanych vySetfeni.
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Nizka hypodiploidie (HoL)

Nizka hypodiploidie se odliSuje od ostatnich skupin hypodiploidie cytogeneticky i klinicky.
Z hlediska chromozomovych aberaci nachazime podobné zachované disomie jako v piipadé
téméi haploidni konstituce (X, Y, 21, 18, 14 a 10), doplnéné o dalsi nendhodn¢ zachované
chromozomové pary. Nejcastéji 1, 11 a 19, které nachdzime u naprosté vétSiny nemocnych, u
vice nez ¥ nachazime zachované pary chromozomt 5,6, 8, 10 a 22 a dvé kopie chromozomu
2 a 12 u vice nez poloviny piipadii. Naopak velmi ziidka nachazime disomické chromozomy
3,4, 13,15 a 16 a chromozomy 7 a 17 byly pifitomné pouze v 1 kopii u vSech dosud
popsanych pripadu. V ptipadech nizké hypodiploidie mizeme nachdzet soucasné i
hyperdiploidni linii, kterd vznikla zdvojenim hypodiploidniho klonu, ale vyrazny vliv

s . . 7 7 v 7 , 43
ptitomnosti zdvojeného klonu na prognézu onemocnéni nebyl pozorovan.

U pacientt s nizkou hypodiploidii nachdzime aditivni strukturni aberace v hypodiploidnim
bunééném klonu pomérné Casto. Signifikantné vyssi vyskyt nékteré z téchto aberaci nebyl
pozorovan. Nejcastéji se nizka hypodiploidie objevuje u pacientid mezi 9 a 20 rokem. U déti
s nizkou hypodiploidii je prognéza velmi Spatna (3-leté EFS asi 30 %), u dospélych se udava
jests mirng horsi (3-leté EFS 20-30 %).*3*

Témér haploidni bunéc¢nd linie

Nalez téméf haploidniho poétu chromozomu je diagnosticky nejvyznamnéjsi mezi
hypodiploidiemi, protoZe je spojeny Se $patnou prognézou a nedostateéna 1é¢ba miize vést

k relapsu ¢i progresi onemocnéni. V leukemickych bunkach nachazime haploidni sadu

s nendhodné zachovanymi disomiemi. U témé&f vSech pacientti nachazime obvykle dvé kopie
chromozomu 21, dale maji nejcasteji zachovany pocet kopii chromozomy X, Y, 18, 14 a 10.
Bunééné klony s témét haploidnim poctem chromozomil pravdépodobné vznikaji béhem
jednoho aberantniho bunécného déleni z diivodu ptitomnosti multipolarniho dé€liciho vieténka
¢1 Castecného parovani homolognich chromozomil béhem mit6zy. Dodnes vSak neni jasné,
zda takovéto déleni predchazi nadorové transformaci €i je jejim disledkem.***® Nekteré
zdroje ale podporuji teorii, ze vznik hypodiploidniho klonu je primarni udalosti

C : .45
Vv leukemogenezi a je pti¢inou rozvoje leukemie.
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Soucasné S hypodiploidni linii bunék se v kostni dfeni ¢asto objevuje jeji zdvojena kopie,
ktera mtize byt v Case diagndzy dominantni. Béznymi diagnostickymi postupy mtze dojit

k zaméné této linie s obvyklou hyperdiploidii, ktera je spojovana s dobrou prognoézou, coz
muze zapti¢init volbu nespravného 1écebného postupu. V takovychto ptipadech se v kostni
dfeni mohou idealné vyskytovat dva patologické klony. Jeden téméf haploidni, ktery byva

Vv Case diagndzy v minimalnim zastoupeni a druhy hyperdiploidni, ktery je zdvojenou kopii
téméi haploidniho klonu a zpravidla se vyskytuje ve vétSin€ patologickych bunék. V case
relapsu onemocnéni se pomérné zastoupeni téchto klonit mize obratit. V praxi ale ve vétsSing

piipadii ale odhalime pouze jeden patologicky klon.?**’

Hyperdiploidie vzniklé touto cestou maji oproti ostatnim piipadiim specificky cytogeneticky
nalez. V literatufe je vétSina piipadl charakterizovana vyskytem tetrasomii a disomii zatimco
trisomické chromozomy nachdzime méné Gasto.?® V piipadé heterozygotni konstituce maji
tetrasomické chromozomy pomér alel 2:2 a u disomickych chromozomt pozorujeme ploSnou

ztratu heterozygozity, coz jen potvrzuje vznik zdvojenim témet haploidni sady.zz’25

Mozné zlepSeni diagnostiky pfinasi kombinace klasickych vySetfeni, jako je konvenéni
cytogeneticka analyza ¢i stanoveni DNA indexu pomoci priitokové cytometrie, a modernich
postupti. Vyuzitim metod FISH a M-FISH muZzeme piesné identifikovat pocet jednotlivych
chromozomt a zjistit, které chromozomy se nachazeji v jedné, dvou, tfech ¢i ¢tyfech kopiich.
Ptvod zdvojené hypodiploidni sady miizeme také potvrdit metodami jako je RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), SNP array (Single Nucleotide Polymorphism),
CGH array (Comparative Genomic Hybridisation) ¢i Next-Generation-Sequencing, kterymi
zkoumame ziskané celo-chromozomové uniparentalni isodisomie (WUPIDs, whole-
chromosome uniparental isodisomies) a ztratu heterozygozity (LOH, Loss Of Heterozygozity)
u disomickych chromozomu, tj. potvrdime, Ze maji piivod u jednoho z rodi¢u a vznikly
endoreduplikaci témét haploidni sady. Naopak u tetraploidnich chromozomi je
heterozygozita zachovana. Tyto moderni diagnostické metody pfinasi nastroj, ktery je
schopny analyzovat cely genom a odliSit zdvojenou hypodiploidni sadu od bézné

hyperdiploidie na zéklads analyzy heterozygozity.*®4>**
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Nélez témet haploidni ALL je nejcastéjsi u déti kolem 7 let (od 2 do 15), u dospélych byly
popsany pouze jednotlivé piipady. Déti s maskovanou hypodiploidii maji stejné Spatnou
prognézu jako ty s Cistou hypodiploidii (3-leté EFS asi 30 %). Stale neni zfejmé, jak burky,
kterym chybi téméf polovina genetické informace mohou piezit. Je-li zachovani 2 kopii
chromozomu 21 nezbytné pro preziti téchto bun€k, vzhledem k tomu, Ze byl nalezen ve vSech
dosud popsanych piipadech, se také dale zkouma. Ristova vyhoda i schopnost odolavat
intenzivni chemoterapii muze byt disledkem plosné ztraty funk¢nosti tumor supresorovych
gentl. Dalsi molekularné genetické analyzy zalozené na expresnim profilu bunék s odlisSnou
ploidii by mohly odhalit konkrétni geny, které zptisobuji vysoky maligni potencial bun¢k

v C s « o 43,45 47
s témé&f haploidnim po&tem chromozomi.** *:

25,XY,-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9,-10,-11,-12,-13,-15,-16,-17,-18,-19,-20,-20,-22

Obrazek 7: Témér haploidni karyotyp. Analyza provedena metodou mFISH. (Pfevzato z databaze Centra nadorové
cytogenetiky VFN a 1.LF UK)
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CENTRUM NADOROVE CYTOGENETIKY UKBLD, VFN a 1LF UK

' .. :
. 1 % % 5 i 1 > g s G

L

NP
o
P LAY FYTYRTRLTE
6 7 8

v
dup(1)(q21.1932.2)

63,XY,+X,dup(1)(g21.1g32.2),4+4,+5,der(6)t(X;6)(q24;q11),+8,+8,+10,+11,+12,+14,+14,+15,+17,+18,+21,+21,422

Obrazek 8: Priklad vySetfeni metodou mFISH a doplnény MBAND chromozomu 1. U pacienta pozorujeme mnohacetné zmnozeni
chromozomd, intrachromozomalni duplikaci chr.1 a derivovany chromozom, ktery vznikl nebalancovanou translokaci mezi chromozomy 6 a X.
(Pfevzato z databaze Centra nadorové cytogenetiky VFN a 1.LF UK)
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Obrazek 9: PFiklad vySetfeni metodou arrayCGH. Pacient s mnohocdetnymi zmnozenymi chromozomy a ztratou heterozygozity u
chromozomu 2 a 11. Ptiklad hyperdiploidie, ktera pravdépodobné vznikla duplikaci hypodiploidniho klonu. (Pfevzato z databaze Centra
nadorové cytogenetiky VFN a 1.LF UK)
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Pouzité metody

Konvenc¢ni cytogeneticka analyza

Zakladem cytogenetického vysetieni je analyza metafaznich chromozomi, které¢ ziskavame
nejcastéji z bunek kostni dien¢ a v nékterych specifickych ptipadech také z periferni krve. Po
kratkodobé kultivaci (24h u bun¢k kostni dfen¢ a 48h u periferni krve) ziskame v idedlnim
ptipadé preparat s délicimi se buiikami, ktery posléze barvime nékterou z pruhovacich technik
a analyzujeme ve svételném mikroskopu. Dnes k analyze vyuzivame pocitacové softwary od
riznych vyrobcll (napt. MetaSystems, LIM, Leica, atd.) a nékdy také systém Metafer,
automaticky vyhledavajici mitotické figury na mikroskopickych preparatech. Vysledky
obrazové analyzy zapisujeme dle aktualni nomenklatury ISCN (International System of

Cytogenetic Nomenclature), nyni je platna verze z roku 2013.%

Bunky kostni dené kultivujeme pii 37°C po dobu 24h v mediu RPMI nebo v jiném médiu
podobného slozeni. Kultivaci zastavime pfidanim kolcemidu, ktery ptsobi jako mitoticky jed,
blokujici funkci déliciho vieténka. Pro ziskani rozprostfenych mitéz pfiddme hypotonicky
roztok 0,075M KCl, ktery zpisobi nabobtnani cytoplasmatickych membran a rozvolnéni
bunééného obsahu véetné chromozomi. Nasledné buiiky fixujeme pomoci smési methanolu a
kyseliny octové v poméru 3:1. Po vytvotfeni optimalné koncentrované lehce opaleskujici
suspenze bunék kapeme na €istd podloZzni skla. Pro €inné rozprostieni materidlu kapeme
vzorky z V}'/éky,49 na podchlazena podlozni skla nebo pouZzivame pfistroj s optimalnim

mikroklima (Hanabi Metaphase Spreader).

Takto ptipraveny preparat po ¢astecné degradaci chromozomu barvime Wrightovym
barvivem pro ziskani kvalitniho G-pruhovani. Rezoluce této metody se pohybuje kolem 5-

10Mb.

Vysledkem celého procesu jsou stabilni preparaty, na kterych vyhledavame mitozy a
sestavujeme karyotyp. Dle vysledki klasické cytogenetické analyzy pifipadné postupujeme

vr rox . ’ v oA
k dalsim molekularné cytogenetickym vySetienim. 9,50
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Molekularné cytogenetické metody

FISH (fluorescencni in situ hybridizace)

Konvencni cytogenetické analyza neni v mnohych ptipadech dostacujici pro identifikaci
mensich ¢i komplexnich chromozomovych aberaci. Nizka rezoluce, $patna kvalita mitéz,
nizky mitoticky index ¢i omezena prolifera¢ni aktivita nadorovych bunék in vitro byvaji
davodem neuspésnosti vysSetteni. Také proto velmi Casto pristupujeme k molekularné

cytogenetickym anal}'/zém.?’o

Nejcastéji pouzivame metodu fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a jeji rizné
modifikace. Princip metody je zaloZen na hybridizaci vySetfované DNA s fluorescencné
zna¢enymi sondami, komplementarnimi k vySetrovanému useku. Vyhodou metody je cilené,
rychlé a citlivé vySetieni, kterym detekujeme zmény nejen v mitdézach, ale pti pouZziti
vhodnych sond 1 v interfaznich jadrech (I-FISH). Pro vétSinu vySetieni tak neni nezbytné
nutné ziskat d€lici se bunky, coz vyrazné zlepsuje moznosti diagnostiky. Za nevyhodu
muizeme povazovat omezené mnozstvi vysetfovanych mist genomu a také zavislost na

sortimentu sond od komerénich dodavatelu.

Hybridiza¢ni roztok se sondou aplikujeme na sklo s fixovanymi chromozomy, pfipravené
stejnym zplsobem jako pro klasickou cytogenetikou analyzu. Poté nechame hybridizovat ve
specialnich termostatech — napf. HyBrite, které umoziuji rychlé pfechody mezi teplotou
denaturace (70-80°C) a samotnou hybridizaci pti 37°C, dle pfedem uréené¢ho schématu
udavaného vyrobcem konkrétnich sond. Po dokonceni hybridizace odmyjeme nespecificky
navazané sondy v sérii mycich roztokd, ¢cimz eliminujeme pozadi, a nasledné detekujeme ve

fluorescen¢nim mikroskopu.

Existuje n€kolik typl sond navrzenych pro cilené vySetieni aberaci, nejobvyklejsich u
konkrétnich hematologickych malignit. Pro detekci pocetnich odchylek pouzivame sondy
hybridizujici k a-satelitni DNA lokalizované v oblasti centromer jednotlivych chromozomi —
sondy centromerické. Ziskame tak rychly ptehled o ptipadnych aneuploidiich ¢i rozséhlejSich
pocetnich aberacich. Dal§im typem jsou sondy lokus specifické, komplementérni ke
konkrétnim genim ¢i nejéastéjSim zlomovym oblastem na chromozomech. Slouzi k detekci
strukturnich ptestaveb ve smyslu translokaci, deleci a amplifikaci a je rovnéZ mozné je vyuzit

k detekci po&etnich odchylek.”*
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Strukturni aberace vétsiho rozsahu je mozné analyzovat pomoci malovacich sond pro celé
chromozomy (WCP, whole chromosome painting), které obsahuji sekvence z celych

chromozom.
Modifikace FISH

Dalsi vylepsSeni diagnostickych moznosti cytogenetické a molekularné cytogenetické analyzy
genomu leukemickych bunék pfinasi metoda mnohobarevné FISH (mFISH), diky které

Vv jediném hybridiza¢nim pokusu specificky ozna¢ime vSechny chromozomy v karyotypu, tj.
22 autozomovych pari a pohlavni chromozomy X a Y. K takovému znaceni staci 5
fluorochromt, jejichz kombinacemi ziskame 24 barevnych odstinti, kterymi oznacime
vSechny chromozomy v karyotypu odliSnou barvou. Ozna¢enim pomoci fluorescenéniho
barviva DAPI vizualizujeme veskery chromatin, cozZ nam umoziuje vyhledavat mitozy na
preparatu. Za pomoci citlivé snimaci kamery a softwaru pak v pocitaci dostaneme obraz, ve
kterém je kazdému chromozomovému paru pfifazena falesna barva (tzv. pseudobarva). Diky
jednotnému nabarveni celych chromozomil rozezname soucasné v§echny aberace a komplexni
pfestavby pfitomné v genomu nadorovych bun¢k. Nevyhodou této techniky je, ze

neumoznuje pfesné ur¢it zlomova mista na prestavénych chromosomech a detekovat inverze a

mengi intrachromozomalni aberace.*?
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Obrazek 10: Znadici schéma mFISH firmy MetaSystems pro 24 lidskych chromozomi.
(ptevzato z: http://www.metasystems-international.com/index.php?option=com_joodb&view
=article&joobase=5&id=72%3Ad-0125-060-di&|temid=285)
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Pro ptesnéjsi lokalizaci zlomovych mist na chromozomech pouzivame metodu
mnohobarevného pruhovani s vysokou resoluci, tzv. mBAND. Sondy pro mBAND se
piipravuji tak, ze DNA jednotlivych chromozomu ziskand mikrodisekci pfimo

Z cytogenetického preparatu nebo pritokovou cytometrii je fragmentovana na nékolik
prekryvajicich se tsekd, které jsou opét oznaceny pomoci 5 fluorochromi dle specifického
barevného schématu (obrazek ¢.11). Po nasnimani obrazu z fluorescen¢niho mikroskopu a

S pouzitim specialniho software pak ve vysledku ziskdme mnohobarevné napruhované
chromozomy. Metodu mBAND pouzivame pro analyzu deleci, amplifikaci, duplikaci a pro
presné urceni zlomovych mist. B€zné se neaplikuje na cely genom, ale jen cilené na konkrétni

chromozomy vybrané na zaklad¢ analyzy metodou mFISH.

igﬁu E N
SO - T R
O T

Obrazek 11: Znaé¢ici schéma mBAND pro chromozomy 1-5 od firmy MetaSystems. (ptevzato z:
http://mww.metasystems-international.com /index.php?option=com_joodb &view=article&joobase=5&id=76%3Ad-02nn-
nnn-di&ltemid=285)

array CGH

Metodou, ktera umoziuje sledovat zmény v mnozstvi DNA kopii ve studovaném vzorku je
komparativni genomova hybridizace, kterd je zaloZena na vyuziti tzv. ¢ipi jako templatu pro
hybridizaci (array CGH). Diky komplexni analyze a vysoké citlivosti se ¢ipové technologie, i
pies svou finan¢ni naro€nost, stavaji postupné soucasti molekuldrné cytogenetické analyzy

nadorovych bungk.

Array CGH byla vyvinuta v roce 1997 nejdfive za vyuziti BAC sond,” pozdgji s pouzitim

synteticky pfipravovanych oligonukleotidii.>**®

Dnes mame moznost pouzivat mnoho
ruznych ¢ipt od riznych vyrobcd, nejlépe vyhovujicich potfebam konkrétniho vysetfeni —

napt. Affymetrix, Agilent, BlueGnome, Illumina aj.
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Metoda je zalozena na soucasné hybridizaci rozdiln¢€ znacené celogenomové DNA ziskané
Z nadorovych bunck a kontrolni DNA na ¢ip, na kterém se jednotlivé fragmenty vazou na

sekvence (nebo BAC klony) imobilizované na Cipu.

DNA nejdiive izolujeme z fixovanych buné¢k kostni dien¢ a nasledné zna¢ime rozdilnymi
fluorochromy — naptiklad referen¢ni vzorek fluorochromem Cy3 (Cervena barva) a
vySetfovanou DNA fluorochromem Cy5 (zelena barva). Nasledné oba vzorky hybridizujeme
na ¢ip dle navodu piislusného vyrobce. Vysledkem hybridizace jsou rizn€ barevné body v
¢ipovém rastru, reprezentujici jednotlivé kratké useky genomové DNA. Analyzu provadime
za pomoci citlivych skeneril (nejc¢astéji laserovych) a specialniho pocitacového software
(napft. BlueFuse multi, BlueGnome), ktery vyhodnoti intenzitu fluorescencnich signalt

Vv jednotlivych bodech a ptitazuje je ke konkrétnim lokusiim na chromozomech.
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Obrazek 12: Schéma arrayCGH (pfevzato z: http://nanohub.org/resources/17797/watch?resid=17915)

Za normalni nalez povazujeme shodné zastoupeni ¢ervené a zelené barvy (oranzovy signal).
V ptipadé, Ze prevlada zeleny signal odpovidajici vySetfované DNA, jedna se o duplikaci ¢i
amplifikaci ptislusného useku. Naopak kdyz je dominantni Cerveny signal odpovidajici

kontrolni DNA, znamend to, Ze ve vy3etiované DNA doslo k deleci daného useku.”
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Za pomoci specialniho software pak sestavujeme kompletni karyotyp a nasledné popisujeme

pritomné aberace podle platné ISCN.

Vyhodou metody je vysoké rozliSeni (<400bp), detekce veskerych nebalancovanych zmén
V jednom pokusu a nezavislost na bunécném déleni. Nevyhodou metody je, Ze umoznuje
detekovat pouze klony s minimalné 20 - 50% zastoupenim ve studovaném vzorku v zavislosti

na pouzité platformé¢ a neumoziuje zachytit balancované aberace.
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Zaver

Cytogenetickd analyza je v soucasné dob¢ nedilnou soucasti vysetieni vSech hematologickych
malignit. Identifikace chromozomovych aberaci v nddorovych butikach piispiva zejména ke
stanoveni diagnozy, ur€eni prabéhu a stadia nemoci, sledovani tispéSnosti terapie a

Vv neposledni fad¢ ke stanoveni progndzy onemocnéni a volbé vhodné terapie.

U déti s akutni lymfoblastickou leukemii patfi mezi vyznamné prognostické ukazatele
modalni pocet chromozomu v leukemickych blastech. Heterolploidie byly popsany jako
nendhodné klonalni zmény poctu chromozomii v leukemickych bunikéch kostni diené.
Nachazime je asi u 40 % déti s ALL. Mezi prognosticky nejvyznamnéjsi heteroploidie patii
vysoka hyperdiploidie (>50 chromozom1), ktera je provazena relativné nejlepsi progndzou.
Diky v€asné diagndze je mozné v téchto piipadech zvolit mirngjsi lé¢ebny protokol a tim

eliminovat pozd¢jsi nasledky 1éCby.

Vzacny, ale prognosticky vyznamny je nalez hypodiploidie (<46 chromozomi), ktery je
spojovan s velmi Spatnou prognézou. VEasny zachyt a spravna diagnostika jsou pro déti s
hypodiploidii klicové. S pouzitim vSech dostupnych metod by bylo mozné dosahnout lepsiho
zéachytu tohoto vzacného onemocnéni, jehoz identifikace je ¢asto velmi obtizna. Piesna
detekce hypodiploidie, ktera je ¢asto maskovana hyperdiploidnim klonem, by mohla pfispét

ke zlepseni vysledkt 1é¢by a tim zvysit Sance na pieziti téchto pacientu.

V soucasné dobé se stale rozsifuji moznosti diagnostiky a je dilezité rozeznat ptipady, ve
kterych je vhodné tyto metody pouzit. Zaroven je nezbytné navrhnout nejvhodné;si postup ke
spravné a efektivni identifikaci mnohdy skrytych rekurentnich chromozomovych aberaci.
Pfesné analyza genomovych zmén v leukemickych buiikdch u déti s ALL pfispiva nejen

k lepsimu pochopeni pfi¢in a mechanismil vzniku a rozvoje leukemie, ale v budoucnu mize

ptispét i k vyvoji novych diagnostickych a 1é¢ebnych ptistupt.
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