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Abstrakt  

 

Genomová nestabilita projevující se mimo jiné přítomností nebalancovaných 

změn je charakteristickým rysem maligní transformace buňky. Metodami I-FISH, 

mFISH, mBAND, CGH array, SNP array, MLPA, MS-MLPA a MS-PCR jsme 

analyzovali genomové aberace, metylační a mutační stav některých klinicky 

významných genů. Zaměřili jsme se na dvě skupiny nemocných, u kterých se často 

setkáváme s nebalancovanými změnami – pacienty s maligními mozkovými nádory 

(gliomy) a nemocné s myelodysplastickými syndromy (MDS).  

U pacientů s nízkostupňovými gliomy (WHO grade I-II) patřila k nejčastějším 

nálezům kodelece 1p/19q (82,6 % nemocných s oligodendrogliomy a 

oligoastrocytomy), mutace IDH1/IDH2 genů (87 % s WHO grade I-II gliomy), získaná 

UPD 17p (72,2 % pacientů s astrocytomy) a obecně vyšší výskyt nebalancovaných 

změn u nemocných s astrocytomy. Popsali jsme dosud nepublikovanou metylaci 

promotoru genu MLH3 u 60,9 % nemocných s oligodendrogliomy a 27,3 % pacientů s 

astrocytomy. Rovněž jsme sledovali zisk chromosomových aberací u nemocných 

s recidivujícími nádory. 

V souboru nemocných s MDS a komplexním karyotypem jsme studovali 

přestavby deletovaného chromosomu 5 a popsali jsme jeho nejčastější translokační 

partnery. U 49 % pacientů z tohoto souboru jsme pozorovali znaky chromotripsis 

spojené s vysokým počtem delecí/ amplifikací, s četným výskytem aberací krátkých 

ramen chromosomu 17, velmi špatnou prognózou a vysokým rizikem transformace do 

akutní myeloidní leukémie (AML). Za použití kombinace CGH array, I-FISH a 

sekvenačních technik jsme popsali dosud neznámý fúzní gen ASXL1-TSHZ2 u pacienta 

s MDS a s isoderivativním chromosomem 20 - ider(20q).  

Tyto nálezy přispívají nejen k přesném určení subtypu onemocnění nebo ke 

stanovení jeho prognózy, ale v budoucnu mohou přispět také k lepšímu pochopení 

patogeneze hematologických malignit a solidních nádorů a tím i k vývoji nových 

léčebných přístupů cílených na konkrétní genetický profil nádorových buněk.  

 

Klíčová slova: molekulární analýza, cytogenetická analýza, maligní mozkové nádory, 

myelodysplastické syndromy  
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Abstract 

 

Malignant transformation of cell is characterized by genomic instability that 

involves unbalanced changes besides other things. We analyzed genomic aberrations, 

promoter methylation and mutations of several clinically relevant genes using I-FISH, 

mFISH, mBAND, CGH array, SNP array, MLPA, MS-MLPA and MS-PCR methods. 

We focused on two groups of patients well known for frequent appearance of 

unbalanced changes – patients with malignant brain tumors (gliomas) and patients with 

myelodyspastic syndromes (MDS).   

In patients with low grade glioma (WHO grade I – II), the codeletion of 1p/19q    

(82,6% oligodendrogliomas and oligoastrocytomas), mutation of IDH1/IDH2 genes 

(87% WHO grade I-II gliomas), copy neutral loss of heterozygozyty of 17p (72,2% 

astrocytomas) and higher presence of  unbalanced aberration in astrocytomas belongs to 

the most frequent findings. We described yet unpublished methylation of MLH3 gene 

promoter in 60,9% oligodendrogliomas and in 27,3% astrocytomas. We also observed 

clonal evolution in patients with recurrent tumors. 

We studied secondary rearrangements of deleted chromosome 5 in patients with 

MDS and complex karyotype and we described its most recurrent translocation partners 

and breakpoints. We observed chromothripsis in 49% of these patients and it was 

frequently associated with high number of deletions/ amplifications, aberrations of short 

arm of chromosome 17, poor prognosis and higher risk of transformation to acute 

myeloid leukemia (AML). We also described a new fusion gene ASXL1-TSHZ2 in 

patient with MDS and isoderivative chromosome 20 [ider(20q)] using CGH array, I-

FISH and sequencing methods.  

These findings contribute to early and specific classification of cancer subtype as 

well as to determination of patient’s prognosis. They may also help better understanding 

of hematologic malignancies or solid tumor pathogenesis and therefore assist in the 

development of new therapeutic approaches targeted to the particular genetic profile of 

cancer cells. 

Key words: molecular analysis, cytogenetic analysis, malignant brain tumor, 

myelodysplastic syndromes   
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Seznam zkratek 

ABL1 Abelson urine leukemia viral oncogene homolog 1 

α-KG  alpha ketoglutarate (α-ketoglutarát) 

AML  acute myeloid leukemia (akutní myeloidní leukémie) 

ASXL1 additional sex combs like 1 

ATRX ATRX, chromatin remodeler 

BAC  bacterial artificial chromosome 

BCR breakpoint cluster region protein 

CCR commonly conserved region (společná zachovaná oblast) 

CDKN2A cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

CDKN2B cyclin dependent kinase inhibitor 2B 

CDR commonly deleted region (společná deletovaná oblast) 

CEBPA  encoding CCAAT-enhancer binding protein α 

C-GIMP  CpG island methylator phenotype 

CGH comparative genomic hybridization (komparativní genomová 

hybridizace) 

CML chronic myeloid leukemia (chroniská myeloidní leukémie) 

CLL chronic lymphocytic leukemia (chronická lymfatická leukémie) 

D-2-HG D-2-hydroxyglutarate (D(R)-2-hydroxyglutarát) 

dmin  double minute 

DNA  deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleová kyselina) 

EGF  epidermal growth factor (epidermální růstový faktor) 

EGFR epidermal growth factor receptor (receptor pro epidermální růstový 

faktor) 

EORTC European Organization for Research and Treatment of Cancer (Evropská 

organizace pro výzkum a léčbu rakoviny) 

FISH  fluorescence in situ hybridization (fluorescenční in situ hybridizace) 

HIF  hypoxia-inducible factor (hypoxie – inducibilního faktoru) 

hsr homogenously staining region (homogenně se barvící oblast) 

GATA2 GATA binding proten 2 

IDH isocitrate dehydrogenase 

I-FISH  interphase FISH (interfázní FISH)  
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IPSS-R revised interantional prognostic scoring system (revidovaný mezinárodní 

skórovací systém) 

KD kostní dřeň 

mBAND multicolor banding (mnohobarevné pruhování) 

MDS  myelodysplastic syndromes (myelodysplastické syndromy) 

MDS-RS MDS with ring sideroblasts (MDS s prstenčitými sideroblasty) 

mFISH multicolor FISH (mnohobarevná FISH) 

MGMT  O-6-methylguanine-DNA methyltransferase 

miRNA micro RNA 

MLH3  mutL homolog 3 

MLPA  multiplex ligation-dependent probe amplification 

MMBIR microhomology-mediated break-induced replication (mikrohomologií 

zprostředkované spojování volných konců) 

MMR  mismatch repair 

MRI  magnetic resonance imaging (magnetická rezonance) 

MSH6  mutS homolog 6 

MS-MLPA methylation-specific MLPA (metylačně specifická MLPA) 

MS-PCR methylation-specific polymerase chain reaction (metylačně specifická 

polymerázová řetězová reakce) 

MYC  MYC proto-oncogene 

NADP+ Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(nikotinadenindinukleotidfosfát) 

NCIC National Cancer Institute of Canada (Kanadského národního ústavu pro 

nádorová onemocnění) 

NOS  not otherwise specified 

OS  overall survival (celkové přežití) 

PK  periferní krev 

PTEN  phosphatase and tensin homolog  

RB1  retinoblastoma transcriptional corepressor 1 

RUNX1  Runt-related transcription factor 1 

TP53  tumor protein p53 

RNA  ribonucleic acid (ribonukleová kyselina) 

RTK   receptor tyrosine kinase (receptor tyrosin kináza)  

SHH  sonic hedgehog 
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SNP  single nucleotide polymorphism (jednonukleotidový polymorfismus) 

TSHZ2  teashirt zing finger homeobox 2  

UPD  uniparental disomy (uniparentální disomie) 

WHO  Word Health Organization (Světová zdravotnická organizace)  
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ÚVOD 

 

Analýza genomu nádorových buněk za využití cytogenetických a molekulárně 

genetických metod patří k základním vyšetřením nemocných s nádorovým 

onemocněním. Tyto přístupy jsou potřebné nejen ke stanovení diagnózy, ale také          

k určení velikosti nádorového klonu, stanovení prognózy, detekce remise, či relapsu      

a sledování úspěšnosti léčby. Výzkum genetických a epigenetických změn v nádorově 

transformovaných buňkách rozvíjí naše znalosti o vzniku, vývoji a metabolismu nádorů, 

přispívá k pochopení molekulárních mechanismů tumorigeneze a umožňuje vývoj 

nových léčebných strategií. 

V nádorových buňkách dochází k celé řadě náhodných i nenáhodných 

genetických změn. Mnoho z nich hraje důležitou roli při vzniku a progresi neoplázií. 

Během minulých desetiletí byly u většiny nádorových onemocnění popsány 

chromosomové aberace, které jsou specifické pro konkrétní typ a maligní stupeň 

nádoru.  Množství a charakter změn odráží celkovou nestabilitu genomu nádorových 

buněk. Velká míra genomové nestability se na chromosomové úrovni projevuje 

vznikem komplexních změn karyotypu často provázených přítomností nebalancovaných 

změn a obvykle je spojena s agresivními formami nádorů a s vysokým stupněm 

nádorové transformace. 

V rámci předkládané disertační práce jsme analyzovali nebalancované přestavby 

genomu, vybrané genové mutace a metylační stav genových promotorů u nemocných 

s různým typy maligních a premaligních onemocnění. Zaměřili jsme se zejména na dvě 

skupiny onemocnění, které jsou známé častým výskytem nebalancovaných genomových 

změn – pacienty s maligními mozkovými nádory a nemocné s MDS 

(myelodysplastickými syndromy).  K přesné detekci chromosomových aberací jsme 

využívali konvenční a molekulárně cytogenetické metody, především metody založené 

na fluorescenční in situ hybridizaci (FISH) – I-FISH (interfázní FISH), mFISH 

(mnohobarevnou FISH) a mBAND (mnohobarevné pruhování s vysokou rozlišovací 

schopností). Dále jsme chromosomové změny analyzovali pomocí čipových technologií 

(array) využívajících princip CGH (komparativní genomové hybridizace) a SNP 

(jednonukleotidových polymorfismů). Genové mutace a metylace promotorových 

oblastí jsme detekovali pomocí metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe 

amplification) a MS-MLPA (metylačně specifické MLPA). Výsledky z metody MS-
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MLPA jsme následně ověřovali pomocí MS-PCR (metylačně specifické polymerázové 

řetězové reakce). 

V první části disertační práce jsou shrnuty současné poznatky o balancovaných a 

nebalancovaných změnách v genomu nádorových buněk a jejich úloze v patogenezi 

onemocnění. Druhá část obsahuje soubor publikovaných prací opatřených komentářem 

k vlastním výsledkům.     
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Cíle práce 

 

1. Analýza genetických a epigenetických změn v genomu nádorových buněk 

nemocných s maligními mozkovými gliomy 

 

Molekulárně cytogenetická analýza genomu nádorových buněk dospělých 

nemocných s vybranými maligními mozkovými nádory – astrocytomy, 

oligodendrogliomy, oligoastrocytomy a glioblastomy; detekce rekurentních 

aberací; analýza metylace promotorových oblastí vybraných genů; popis 

získaných aberací u pacientů s relabujícími  difúzními mozkovými gliomy; 

zhodnocení vlivu nalezených změn na diagnózu a prognózu nemocných; 

sestavení panelu metod pro detekci specifických změn a jejich zavedení do 

rutinní diagnostiky difúzních gliomů.  

 

 

2. Analýza nebalancovaných změn a komplexních karyotypů v buňkách 

kostní dřeně u nemocných s myelodysplastickými syndromy  

 

Cytogenetická a molekulárně cytogenetická analýza buněk kostní dřeně 

nemocných s MDS; detekce rekuretních chromosomových aberací; zjištění 

nejčastějších zlomových míst na chromosomech zahrnutých do komplexních 

přestaveb; analýza zlomových míst na úrovni vybraných genů; popis frekvence 

chromotripsis a jejího prognostického významu pro nemocné; zhodnocení vlivu 

popsaných změn na diagnózu a prognózu onemocnění.  
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Současné poznatky o nestabilitě genomu nádorových 

buněk a její roli v patogenezi onemocnění 

 

Mitotické chromosomy slouží především k přenosu a zachování genetické 

informace během buněčného cyklu. Stabilita chromosomů během tohoto procesu je 

nezbytná pro normální fungování somatických buněk, a proto byla v průběhu evoluce 

vyvinuta řada kontrolních a reparačních mechanismů zajišťujících tuto funkci (Ye, et al. 

2007). Přesto není genom lidských somatických buněk stabilní. Replikační proces není 

absolutně spolehlivý a dochází i k chybám v segregaci chromosomů během mitózy. 

Chemické změny, virové nákazy a ionizační záření způsobují celou řadu změn ve 

struktuře DNA. Tyto změny zahrnují například substituce jednotlivých bází, strukturní 

přestavby genomu, zvýšení počtu kopií jednotlivých genů, chromosomů či celých 

chromosomových sad nebo naopak jejich ztráty. Poškozené buňky jsou průběžně 

nahrazovány novými, které jsou generovány z kmenových buněk dané tkáně. Celková 

kontrola těchto dějů na buněčné úrovni je tedy dynamický proces s mnoha kontrolními 

body  (Bernheim 2010).     

První hypotézu zabývající se původem nádorového bujení formuloval Boveri již 

v roce 1914 (Boveri 1914). Tato teorie předpokládala, že: (1) maligní buňky pochází 

z normálních somatických buněk; (2) příčina abnormálního chování nádoru je 

způsobena nádorem samotným, a ne jeho okolím; (3) nádorové buňky ztratily vlastnosti 

normálních somatických buněk; (4) každý nádor má obvykle původ v jediné somatické 

buňce; a že (5) nádorové buňky mají abnormální chromatinový obsah (Hsu 1987). 

Vzhledem k omezeným možnostem vyšetřovacích metod používaných v té době 

k analýze chromosomů v somatických buňkách však nebylo možné dlouho tuto 

hypotézu experimentálně prokázat. Teprve v  roce 1956 Tjio a Levan popsali přesný 

počet chromozomů (46) v lidských somatických buňkách (Tjio and Levan 1956) a jejich 

závěry byly rychle potvrzeny i studiemi Forda a Hamertona (Ford and Hamerton 1956). 

Tyto práce stimulovaly zájem vědců o lidskou nádorovou cytogenetiku a vedly 

k potvrzení některých předpokladů Boveriho teorie.  

Aktuální hypotéza tumorigeneze je založena na předpokladu, že mutace (včetně 

chromozomových přestaveb) umožní dělící se buňce získat selektivní výhodu 

(Schvartzman, et al. 2010). V průběhu dalších dělení je pak zajištěna jejich stabilita 

v genomu buňky a v novém kole klonální selekce může docházet k zisku dalších 
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mutací. Tento mnoha-krokový proces vyústí ve vznik nádoru, který může tvořit 

metastázy, být klinicky agresivní a expandovat do okolních tkání (Greaves and Maley 

2012).  

Na chromosomové úrovni se nádorová buňka projevuje vznikem numerických 

a/nebo strukturních aberací, které lze detekovat pomocí různých cytogenetických a 

molekulárně genetických technik. Numerické aberace zahrnují případy, při kterých 

dochází ke změně počtu chromosomů či celých chromosomových sad. Vznikají 

nejčastěji v důsledku chyb v buněčném cyklu a v segregaci chromosomů během mitózy 

(Gollin 2005). Do této skupiny patří polyploidie (zmnožení celých chromosomových 

sad) a aneuploidie, při kterých jeden nebo více chromosomů chybí (monosomie) či jsou 

přítomny v nadpočetných kopiích (trisomie, tetrasomie atd.). 

Strukturní chromosomové aberace představují skupinu s abnormální stavbou 

chromosomu, přičemž původní množství genetického materiálu může, ale nemusí být 

zachováno. Vznikají nejčastěji v důsledku dvouřetězcových zlomů DNA, které nejsou 

opraveny reparačními buněčnými mechanismy, nebo vlivem ztráty telomerické 

integrity. Dělíme je na balancované (původní množství genetického materiálu zůstává 

zachováno) a nebalancované (část genetického materiálu chybí či je zmnožena). 

Balancované změny zahrnují chromosomové translokace, které jsou popisovány jako 

reciproká výměna genetického materiálu mezi dvěma chromosomy. Translokace často 

zahrnují geny pro transkripční faktory či protein kinázy. Dále sem řadíme 

chromosomové inzerce, při kterých dochází k přesunu chromosomového fragmentu 

z jednoho chromosomu na druhý, a inverze, která vzniká jako důsledek dvou zlomů na 

jednom chromosomu a následného otočení uvolněného fragmentu do invertované 

(opačné) polohy. Strukturní aberace vedou k nádorové transformaci buňky různými 

mechanismy. Může při nich například dojít ke zlomům v různých genech, což následně 

vede k jejich fúzi za vzniku nového hybridního genu, který kóduje nový chimerický 

protein. Ten pak může hrát zcela novou roli ve fyziologii buňky. Příkladem tohoto typu 

strukturní přestavby je fúzní gen BCR-ABL, který vzniká na tzv. Ph-chromosomu u 

nemocných s  CML (chronickou myeloidní leukémií) v důsledku translokace 

t(9;22)(q34;q11) (Nowell and Hungerford 1960). Dalším mechanismem může být 

deregulace normální funkce genu tzv. pozičním efektem. Jako příklad může sloužit 

translokace t(8;14)(q24;q32) u nemocných s Burkittovým lymfomen, při které je MYC 

gen, normálně lokalizovaný v oblasti 8q24, přemístěn do blízkosti zesilovače 

(enhanceru) těžkého řetězce imunoglobulinového genu lokalizovaného v oblasti 14q32, 
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čímž dochází k jeho deregulaci (Toujani, et al. 2009). 

Mezi nebalancované změny patří aberace, při kterých dochází ke ztrátě nebo 

zisku jednoho či více genů nebo chromosomových segmentů. Ziskem (amplifikací) 

genetického materiálu dochází ke zvýšení genové dávky a amplifikovaná oblast velice 

často zahrnuje některý z protoonkogenů (např. EGFR, MYC, apod.). Specifickou 

variantou amplifikace je tzv. „hsr“ (homogenně se barvící oblast, homogenously 

staining region). V tomto případě vlivem opakovaného procesu zlomů a fúzí dochází 

ke vložení mnoha kopií určitého genu či genů do chromosomu ve formě bloků či 

opakovaných amplikonů. hsr vždy zahrnuje oblast nesoucí protoonkogen. Další 

variantou jsou tzv. „dmin“ (double minute). Jedná se o extrachromozomální kruhovité 

prstence, které se obvykle prvně objeví v metafázi, a posléze je možné je najít i 

v profázních jádrech. dmin se mohu v buňce vyskytovat ve vysokém počtu a jejich 

množství se může mezi jednotlivými buňkami lišit. V některých případech může dojít 

k vypuzení dmin z jádra a dokonce i z cytoplasmy buňky (Valent, et al. 2001).  

Další skupinu nebalancovaných změn představují delece. Jsou spojené se ztrátou 

genetického materiálu a často zahrnují tumor-supresorové geny (např. RB1, TP53, 

CDKN2A, apod.), reparační geny a geny pro miRNA. 

Chromosomové aberace lze v nádorových buňkách nalézt samostatně či 

v různých kombinacích. Přítomnost řady různých chromosomových aberací a jejich 

kombinací je typickým projevem genové nestability nádorových buněk. Pokud dochází 

ke kumulaci více změn v jedné buňce, označujeme takový nález jako komplexní 

karyotyp. Definice komplexního karyotypu se mezi jednotlivými autory liší (Breems, et 

al. 2008). Nejčastěji jsou komplexní karyotypy popisovány jako změny, které zahrnují 3 

a více chromosomů anebo takové změny, kde došlo ke třem a více zlomům na 

chromosomech (Schoch, et al. 2001).   

Nedávný rozvoj metod sekvenování nové generace v kombinaci se SNP array 

odhalila v genomu nádorových buněk přítomnost velkého množství kryptických intra- i 

inter- chromosomových přestaveb, které jsou natolik složité, že pravděpodobně 

nemohly vzniknout postupně a nezávisle na sobě. Tento jev byl označen jako 

chromotripsis (Stephens, et al. 2011). Stěžejním znakem chromotripsis je vznik desítek 

či stovek DNA zlomů lokalizovaných na jednotlivých chromosomech nebo jejich 

částech (zlomové clustery). Na těchto chromosomech lze pozorovat charakteristický 

vzor zahrnující kolísání mezi jednou až mnoha kopiemi DNA sekvencí. (Maher and 

Wilson 2012; Stephens, et al. 2011). 
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V důsledku chromotripsis vznikají masivní přestavby genomu, při kterých může 

dojít ke ztrátě tumor supresorových genů, genovým fúzím či genovým deregulacím. To 

může mít významný vliv na buněčnou transformaci. Molekulární mechanizmy a příčiny 

tohoto jevu doposud nejsou zcela objasněny. Model chromotripsis navržený v původní 

práci Stephense a kol. předpokládá, že postižený chromosom je během jediné 

katastrofické události fragmentován a následně jsou jednotlivé fragmenty bez jakékoliv 

sekvenční homologie nahodile znovu spojeny  do vysoce přestavěných marker 

chromosomů a jiné jsou naopak ztraceny (Stephens, et al. 2011). V současnosti nejvíce 

přijímanou teorií je hypotéza, která navrhuje fyzické oddělení chromosomů v 

cytoplasmatické organele označované jako mikrojádro (micronucleus). Mikrojádra jsou 

běžným důsledkem defektů hromadících se během mnoha buněčných dělení, včetně 

chyb v mitóze či při DNA replikaci (Terradas, et al. 2010). DNA v mikrojádře 

nepodléhá žádné kontrole a proto je více náchylná k poškození (Terradas, et al. 2009). 

Takto poškozená DNA pak může být následně opravena opakovanými cykly 

mechanismu označovaného jako MMBIR (mikrohomologií zprostředkované spojování 

volných konců) (Zhang, et al. 2015). Tento proces spočívá v kopírování distálních 

sekvencí do míst kolapsu replikační vidličky (Liu, et al. 2012). Mikrojádro umožňuje 

zajistit přechodné podmínky pro izolaci chromosomů během interfáze (Zhang, et al. 

2015). Následně během téhož buněčného cyklu mohou být přestavěné chromosomy 

z mikrojádra integrovány zpět do dceřiného jádra, obzvláště pokud obsahují centromeru 

(Crasta, et al. 2012; Huang, et al. 2012). Přestože se teorie mikrojader jeví jako 

nejpravděpodobnější, není jediným modelem, který by mohl vysvětlit vznik 

chromotripsis. Dalšími faktory, které se mohou podílet na vzniku tohoto jevu, jsou 

například předčasná kondenzace chromosomů, ionizační záření, přerušení apoptózy, 

zkracování telomer či breakage-fusion-bridge cyklus (Rode, et al. 2016).  

Chromotripsis byla poprvé popsaná u pacientky s CLL (chronickou lymfocytární 

leukemií) (Stephens, et al. 2011) a doposud byla pozorována u velkého množství 

různých typů hematologických malignit i solidních nádorů. Frekvence chromotripsis se 

mezi jednotlivými typy nádorů velmi liší, od téměř nulového až do stoprocentního 

výskytu, jako bylo například popsáno u SHH (Sonic Hedgehog) meduloblastomu 

s mutovaným TP53 (Rode, et al. 2016). Tento rozdíl může být způsobený odlišnou 

mírou genomové nestability různých nádorových subtypů. Je velmi pravděpodobné, že 

nádory s vysokou genomovou nestabilitou, které postupně kumulují mnoho změn, 

mohou být více náchylné k této katastrofické události. Také použití odlišných 
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metodologií k detekci chromotripsis a různých definicí tohoto jevu může činit stanovení 

frekvence chromotripsis obtížným. 

K analýze genomových změn v nádorových buňkách je používána kombinace 

různých metod, zahrnujících nejen klasickou cytogenetickou analýzu, ale i molekulárně 

cytogenetické a molekulárně genetické metody. Řada z nich je založena na hybridizaci 

tzv. DNA sond ke specifickým sekvencím DNA. Velký význam pro studium těchto 

změn získaly metody umožňující analýzu vybraných aberací či celého genomu 

v jednom experimentu. Z hlediska molekulární cytogenetiky se zejména jedná o metody 

mFISH, mBAND, CGH array, SNP array a MLPA. Tyto metody jsou v současné době 

již součástí rutinního provozu cytogenetických laboratoří. Možnosti a limitace jejich 

využití jsou uvedeny v tabulce 1. 

 

Tabulka 1: Srovnání cytogenetických metod využívaných pro detekci chromosomových aberací a genových 

mutací.  Převzato a upraveno z (Speicher and Carter 2005). 

 

Technika Klasické 

pruhování 

chromosomů 

I-FISH mFISH/

mBAND 

CGH 

array 

SNP 

array 

MLPA 

Přibližné rozlišení > 5 Mb 
> 50 

Kb 
> 5 Mb 

≥ 50 

Kb* 
≥ 50 

Kb* 
až 50 b 

T
y

p
 a

b
er

a
ce

 

Polyploidie + + + - - - 

Aneuploidie + + + + + + 

Balancovaná 

translokace 
+ + + - - - 

Nebalancovaná 

translokace 
+ + + + + + 

Amplifikace 

(dmin či hsr) 
+ + + + + + 

UPD - - - - + - 

Mutace genu - - - - - + 

Intercelulární 

heterogenita 
+ + + - - - 

Potřeba mitóz + - + - - - 

* Rozlišovací schopnost CGH array a SNP array se odvíjí od konkrétního rozložení hybridizačních prób. 
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Nebalancované změny karyotypu lze nalézt v nádorových buňkách nemocných 

s hematologickými malignitami i solidními nádory. Tyto změny často nalézáme během 

prvního cytogenetického vyšetření při stanovení diagnózy. Řada těchto změn je 

specifická pro určitý subtyp malignit či premaligních stavů z čehož vychází aktuální 

WHO (Word Health Organisation) klasifikace nádorových onemocnění. Nemocní jsou 

dle laboratorních nálezů řazeni do prognostických skupin. Kromě klinického významu 

hraje výzkum chromosomových aberací nespornou úlohu v pochopení nádorové 

transformace buněk a jejich významu pro patogenezi nádorového onemocnění. 

Důsledná analýza rekurentních zlomových míst a změn může vést k odhalení příčin 

vzniku nádorových onemocnění a může pomoci odhalit aberace, které mohou hrát 

důležitou roli v raných i pozdních stádiích tumorigeneze.  
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Shrnutí výsledků na základě publikačních výstupů 

 

1. Analýza genetických a epigenetických změn v genomu 

nádorových buněk nemocných s maligními mozkovými 

gliomy 

  
Gliomy jsou primární mozkové nádory vznikající z buněk podpůrné mozkové 

tkáně (neuroglií) a tvoří 44 % všech nádorů centrální nervové soustavy. Jejich roční 

výskyt v evropské populaci činí 5,6 nových případů na 100 000 osob (Darlix, et al. 

2016). Z hlediska klasifikace, která se donedávna zakládala pouze na 

histopatologických rysech nádoru, představují difúzní gliomy velmi heterogenní 

skupinu benigních i maligních tumorů, jež se od sebe navzájem liší prognózou, 

celkovou dobou přežití i odpovědí na léčbu.  

Gliomy jsou pomalu, ale kontinuálně rostoucí léze, u nichž lze předpokládat 

čtyř-krokový proces vzniku. 1) Okultní stádium – tedy biologický vznik gliomu, při 

kterém dochází k maligní transformaci iniciujících gliových buněk. Tato transformace 

nezpůsobuje žádné fyziologické symptomy a událost zůstává nedetekována, protože je 

pod detekčním limitem magnetické rezonance (MRI). 2) Po určité době růstu gliomu 

začíná být tento útvar viditelný při použití MRI, avšak prozatím nezpůsobuje žádné 

klinické symptomy. Je označován jako klinicky dormantní stádium. 3) Symptomatické 

stádium, kdy gliom začíná způsobovat klinické symptomy, obvykle se jedná o 

epileptické záchvaty. 4) V určitém stádiu růstu gliomu dochází k tzv. maligní 

transformaci, tedy náhlému přesmyku doposud netečně se chovající léze k agresivnímu 

růstu a expanzi nádoru do okolních tkání (Lima, et al. 2016). 

Současná WHO klasifikace rozděluje difúzní gliomy nejen podle jejich 

fenotypu, ale také dle specifických genetických změn. Nádory jsou děleny do čtyř 

stupňů (WHO grade I-IV) podle stupně malignity. Mezi nejčastější subtypy patří 

astrocytomy (grade II a III), oligodendrogliomy (grade II a III), oligoastrocytomy (grade 

II a III) a glioblastomy (grade IV) (Louis, et al. 2016). 

Jednou ze specifických genetických změn jsou mutace v genech kódujících 

IDH1 (isocitrát dehydrogenázu 1) – R132H a IDH2 (isocitrát dehydrogenázu 2) – 

R172M.  Nemutovaný protein IDH katalyzuje oxidativní karbonylaci isocitrátu na α-

KG (α-ketoglutarát), čímž současně dochází k redukci NADP+ 
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(nikotinadeninnukleotidfosfátu) na NADPH. Mutovaná forma IDH může redukovat α-

KG na D-2-HG (D(R)-2-hydroxyglutarát), čímž  dochází ke spotřebě NADPH (Dang, et 

al. 2009). Zvýšená produkce D-2-HG redukuje množství HIF (hypoxie – inducibilního 

faktoru), což zvyšuje proliferační schopnosti gliových buněk (Koivunen, et al. 2012) a 

vyvolává oxidativní stres, který napomáhá tumorigenezi, avšak zároveň činí nádor 

citlivý k chemo- či radioterapii (Molenaar, et al. 2014). Mutovaný IDH protein také 

inhibuje α-KG dependentní dioxygenázy, a tím způsobuje epigenetickou deregulaci 

mnoha genů (Guo, et al. 2011), popisovanou jako C-GIMP (CpG island methylator 

phenotype) (Noushmehr, et al. 2010).  

Mutace v IDH genu dělí gliomy na dvě genotypově odlišné skupiny (obr 1.), 

IDH-mutované a IDH-wildtype. Nedávno publikovaná WHO klasifikace rozděluje 

astrocytomy, oligodendrogliomy a oligoastrocytomy na IDH-mutované, IDH-wildtype a 

NOS kategorie (NOS = not otherwise specified). Do NOS kategorie spadají nádory, u 

kterých nemohlo být provedeno stanovení IDH mutace. Glioblastomy jsou pak děleny 

na (1) glioblastomy, IDH-wildtype (90% případů), které odpovídají klinicky 

definovaným primárním glioblastomům a vyskytují se u pacientů starších 55 let; (2) 

glioblastomy, IDH-mutované, které odpovídají takzvaným sekundárním glioblastomům 

a nacházejí se u pacientů mladšího věku s historií nízkostupňového gliomu (grade II) a 

(3) blíže nespecifikované glioblastomy NOS (Louis, et al. 2016).   
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Z důvodu četného výskytu u všech typů nízkostupňových gliomů a rozsáhlého 

dopadu na fenotyp buňky jsou mutace IDH považovány za jednu z nejranějších událostí 

v tumorigenezi difúzních gliomů (Watanabe, et al. 2009). Z hlediska klinického 

významu mají pacienti s mutací v IDH genu lepší prognózu a celkovou dobu přežití 

(Houillier, et al. 2010). 

Další rekurentní aberací je kombinovaná delece 1p a 19q, která se vyskytuje 

výhradně u nádorů obsahujících buňky oligodendrocytárního původu, tedy u 

oligodendrogliomů a oligoastrocytomů.  Kombinovaná delece 1p/19q vzniká nejčastěji 

v důsledku pericentrické fúze za vzniku dvou derivovaných chromosomů 

der(1;19)(p10;q10) a der(1;19)(q10;p10) a následnou ztrátou prvního z nich (Griffin, et 

al. 2006; Jenkins, et al. 2006).  Podle řady autorů přítomnost této aberace znamená pro 

pacienty obvykle dobrou prognózu, zejména díky pomalejšímu růstu nádoru a dobré 

odpovědi na chemo- a radio- terapii (Cairncross, et al. 2013).  

Další genetické změny, které napomáhají vzniku a růstu gliomů, se týkají genů 

patřících mezi základní buněčné signalizační kaskády: p53 a RB1 (retinoblastoma) 

(Brennan, et al. 2013).  Receptor pro EGF (epidermální růstový faktor) může sloužit 

jako jeden z příkladů. Amplifikace tohoto genu se často vyskytuje u glioblastomu a 

Obrázek 1: Zjednodušené schéma klasifikace difúzních mozkových nádorů, založené na histologických a 

genetických změnách.     * - Tato aberace se charakteristicky vyskytuje u zmíněného typu gliomu, avšak není 

nezbytná pro jeho diagnózu. NOS – not otherwise specified. Převzato a upraveno z (Louis, et al. 2016).  
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anaplastického astrocytomu, IDH-wildtype a polovina případů je provázena přítomností 

variantní formy tohoto genu EGFRvIII (Wong, et al. 1992). Tato konstitutivně aktivní 

forma EGFR aktivuje onkogenní transkripční faktor c-Myc, který vede k 

přeprogramování buněčného metabolismu, a tak usnadňuje proliferaci nádoru (Babic, et 

al. 2013; Masui, et al. 2013).  

 Epigenetické změny, jakým je například hypermetylace promotoru genu MGMT 

(O-6-metylguanin-DNA-metyltransferázy) či metylace promotoru MMR (mismatch 

repair) genů, se mohou také podílet na charakterizaci nádoru. Hypermetylace MGMT 

promotoru je spojena se sníženou expresí tohoto genu (Esteller and Herman 2004) a 

hraje stěžejní roli při stanovení léčby maligních gliomů. Nádory s hypermetylovaným 

MGMT promotorem jsou dle klinických studií Evropské organizace pro výzkum a léčbu 

rakoviny (European Organization for Research and Treatment of Cancer, EORTC) a 

Kanadského národního ústavu pro nádorová onemocnění (National Cancer Institute of 

Canada, NCIC) obvykle citlivější k alkylačním činidlům, jako je například preparát 

temozolomid (Hegi, et al. 2005). Léčba temozolomidem vede k delšímu přežití 

nemocných a je tedy první volbou u pacientů s glioblastomem a s metylovaným MGMT 

promotorem. (Everhard, et al. 2009; Houillier, et al. 2010).  

Ve spolupráci s Neurochirurgickou klinikou Ústřední vojenské nemocnice 

v Praze a Národní referenční laboratoří pro DNA diagnostiku Ústavu hematologie a 

krevní transfuze v Praze na našem pracovišti provádíme molekulárně cytogenetickou a 

epigenetickou analýzu genomu nádorových buněk u nemocných s difúzními gliomy. 

K detekci vybraných specifických aberací u různých histologických subtypů nádoru 

používáme I-FISH s panelem lokus-specifických a/ nebo centromerických sond. 

Konkrétně vyšetřujeme delece tumor supresorových genů TP53, PTEN, RB1, CDNK2A, 

CDNK2B, delece chromosomových oblastí 1p36 a 19q13, monosomii chromosomu 10, 

amplifikaci EGFR genu a/nebo trisomii chromosomu 7.  Další nebalancované aberace 

v gliových buňkách detekujeme prostřednictvím SNP array.  Mutace IDH1 a IDH2 genu 

vyšetřujeme pomocí metody MLPA. Metylace MGMT promotoru a promotorů MMR 

genů vyšetřujeme prostřednictvím metody MS-MLPA. Pozitivní nález metylace 

promotoru MMR genů ověřujeme metodou MS-PCR. 

V letech 2012 – 2015 jsme retrospektivně či prospektivně vyšetřili celkem 126 

pacientů (57 žen a 69 mužů, medián věku 40,5 let) s difúzními gliomy.  Nemocné jsme 

rozdělili do dvou skupin na nízkostupňové gliomy – WHO grade I a II (76 pacientů) a 

vysokostupňové gliomy – WHO grade III a IV (50 pacientů). Molekulárně 
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cytogenetickou analýzou jsme v 95 % případů potvrdili původní histologickou 

diagnózu. Ve zbylých případech pak byl histologický nález upřesněn.  

V naší studii jsme se především zaměřili na skupinu nemocných 

s nízkostupňovými gliomy.  Celogenomovou analýzou jsme u této skupiny mozkových 

nádorů potvrdili výskyt mutací IDH1 či IDH2 genu v 87 % všech histologicky 

definovaných nízkostupňových gliomech. Pro nemocné s nízkostupňovým 

oligodendrogliomem byl, v souladu s odbornou literaturou, specifický nález 1p/19q 

kodelece (83% pacientů). Dále jsme pozorovali získanou uniparentální disomii (UPD) 

na krátkých ramenech chromosomu 17, která je spojována s mutacemi v genu TP53 

(obr. 2) (Suzuki, et al. 2015). Tuto aberaci jsme detekovali u 73 % pacientů 

s astrocytomem, avšak u žádného pacienta s oligodendrogliomem (příloha 1, příloha 2) 

(Lhotska, et al. 2015; Lhotská, et al. 2014). O klinickém významu  výše zmíněných 

aberací svědčí skutečnost, že byly zahrnuty do nedávno revidované WHO klasifikace 

mozkových nádorů (Louis, et al. 2016). Rovněž na našem pracovišti jsme již analýzu 

aberací metodou I-FISH a detekci mutací genů IDH1 a IDH2 metodou MLPA zavedli 

do rutinní praxe.  

 

 

Obrázek 2: Přehled nejčetnějších aberací u astrocytomů a oligodendrogliomů. (A) Kombinovaná delece 

1p/19q prokázaná metodou I-FISH u nemocného s oligodendrogliomem. (B) Kombinovaná delece 1p/19q 

detekovaná metodou SNP array u pacienta s oligodendrogliomem. Rozsah delece je vyznačen červeně. (C) 

Získaná UPD na 17p detekovaná metodou SNP array u pacienta s astrocytomem. Rozsah získané UPD je 

vyznačen šedým boxem. 
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Použitím t-testu pro 2 nezávislé výběry jsme zjistili, že průměrná hodnota 

chromosomových aberací pozorovaných u pacientů s nízkostupňovými astrocytomy 

byla statisticky významně vyšší, na hladině významnosti p= 0,001, než u nemocných s 

oligodendrogliomy. Medián u astrocytomů byl 6,9 a u oligodedrogliomů 3,5 změn (obr. 

3) (příloha 2). Právě vyšší výskyt aberací v buňkách astrocytomů muže být jednou 

z příčin horší prognózy u těchto pacientů. 
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Obrázek 3: Frekvence aberací detekovaných metodou SNP array u nemocných s astrocytomy (A) a 

oligodendrogliomy (B). Krátká ramena jsou označena jako p, dlouhá jako q. Ve spodní části grafu jsou znázorněny 

delece (záporná procentuální hodnota). Amplifikace a získaná UPD jsou umístěny v horní části grafu. Převzato z 

(Lhotska, et al. 2015)  
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Metylaci MGMT promotoru jsme pozorovali u 56 % nemocných s 

nízkostupňovými astrocytomy a u 81 % nemocných s nízkostupňovými 

oligodendrogliomy.  Rovněž inaktivace dalších genů podílejících se na opravách DNA, 

ke kterým patří i MMR geny, může hrát roli v patogenezi gliomů. V naší pilotní studii 

(příloha 2) jsme za použití metod MS-MLPA a MS-PCR detekovali metylaci MLH3 

(MutL homologu 3) promotoru u 27 % difúzních astrocytomů a 61 % 

oligodendrogliomů (obr. 4) (Lhotska, et al. 2015).  

 

MLH3 protein je součástí MutLy komplexu, který je hlavní komponentou 

meiotického aparátu (Lipkin, et al. 2002), avšak hraje roli i v nestabilitě mikrosatelitů 

(Lipkin, et al. 2000) a je kritickým genetickým modifikátorem CAG expanzivních 

repetic u Hungtingtonovy choroby (Pinto, et al. 2013). V somatických buňkách je 

MLH3 nejspíš lokalizován na centrozomech, kde kontroluje jejich množství (Roesner, 

Obrázek 4: Metylace MGMT a MLH3 promotoru. Výsledek metody MS-MLPA (A). Metylace MLH3 

promotoru je označena černou šipkou. Kontrola výsledku nálezu z MS-MLPA metodu MS-PCR (B). Navrhli 

jsme tři sety primerů. První z nich je označený jako W a rozpoznává nekonvertovanou DNA, U primery detekují 

konvertovanou nemetylovanou DNA a M primery rozeznávají konvertovanou metylovanou DNA.      
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et al. 2014). Mutace či ztráta exprese MLH3 genu byla vyšetřována u hereditárního i 

sporadického kolorektálního karcinomu (Wu, et al. 2001) a pravděpodobně hraje roli i 

v tumorigenezi endometriálních a thyroidních nádorů (Kunstman, et al. 2015; Taylor, et 

al. 2006). Metylace promotoru může být v některých případech nedostačující ke snížení 

proteinové exprese. Avšak v případě MLH3 genu Jiang a kol. popsali jeho statisticky 

signifikantně sníženou expresi u nízkostupňových astrocytomů (Jiang, et al. 2006). 

Celkově tyto nálezy naznačují, že změny v expresi MLH3 mohou ovlivňovat stabilitu 

genomu, a tím i karcinogenezi gliomů. Následnou analýzou větší skupiny 

nízkostupňových gliomů jsme mohli srovnat celkové přežití (OS) u nemocných s 

kombinovaným nálezem mutace IDH genu a metylace promotoru MLH3 genu a 

pacientů s mutací IDH genu bez metylace promotoru MLH3 (graf 1). Pacienti s 

kombinovaným nálezem mutace IDH/metylace MLH3 mají statisticky delší OS na 

hladině významnosti p = 0,1 (p = 0,089). 

 

 

 
Graf 1: Kaplan-Meierova analýza přežití ve skupinách nemocných s mutací IDH genu/ metylací promotoru 

MLH3 genu (1) a pacientů s mutací IDH genu/ bez metylace MLH3 promotoru (2). OS – overal survival, celkové 

přežití. Je uvedeno v měsících.  
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Řada relabujících gliomů je charakterizována sdíleným souborem mutovaných 

genů a chromosomových aberací, které s největší pravděpodobností pochází z jedné 

prekurzorové buňky (Lass, et al. 2012; Suzuki, et al. 2015). Z tohoto důvodu je léčebná 

terapie zaměřena na molekulární markery definované u prvotní léze. Avšak i přes 

cílenou léčbu a radikální resekci nádoru, po určité asymptomatické fázi vždy dochází u 

velké většiny pacientů k progresi nádoru. V naší studii jsme na dvou konkrétních 

případech potvrdili, že každý z gliomů je unikátní entitou, která obsahuje velké 

spektrum různých chromosomových změn (příloha 3) (Lhotska, et al. 2016). Výskyt 

nových aberací, ať už získaných vlivem selekčního tlaku vzniklého léčbou, nebo jako 

náhodná změna zafixovaná klonální evolucí v průběhu onemocnění, pak může ovlivnit 

pacientovu odpověď na léčbu. Jako konkrétní případ může sloužit mutace v MSH6 

(MutS homologu 6), ke které dochází v glioblastomových buňkách jako odpověď na 

léčbu temozolomidem, a která způsobuje rezistenci buněk k tomuto chemoterapeutiku 

(Yip, et al. 2009). 

 

Závěr – cíl 1.: 

 

Nejčastějšími nálezy byly v souladu s literaturou kodelece 1p/19q u 

nemocných s oligodendrogliomy, mutace v IDH genech a dále získané UPD na 17p 

u nemocných s astrocytomy. Některé z těchto změn jsou v současné době již 

zahrnuty do revidované WHO klasifikace difúzních nádorů. U nemocných 

s astrocytomy jsme pozorovali vyšší komplexitu nebalancovaných přestaveb v 

gliomových buňkách, která by mohla souviset s obecně horší prognózou u těchto 

pacientů. Dále jsme v naší studii prvně popsali metylaci promotoru genu MLH3 u 

nízkostupňových difúzních gliomů. Vzhledem k absenci metylace promotoru 

ostatních MMR genů je možné, že metylace MLH3 promotoru hraje významnou 

roli v tumorigenezi gliomů a může představovat další potenciální terapeutický cíl. 

Také jsme poukázali na to, že každý z gliomů je jedinečná entita, která se 

v průběhu času vyvíjí, ať už vlivem klonálního vývoje, či selekce způsobené léčbou. 

Z tohoto důvodu je komplexní analýza genomu i epigenomu diagnostických, ale i 

následujících vzorků maligních mozkových gliomů velmi přínosným přístupem k 

případné modifikaci léčebné terapie.     
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2. Analýza nebalancovaných změn a komplexních karyotypů u 

nemocných s myelodysplastickými syndromy 

  

Myelodysplastické syndromy (MDS) představují skupinu klonálních 

onemocnění kostní dřeně, která jsou obvykle asociovaná s morfologickou dysplázií  

hematopoetických buněk, cytopeniemi v periferní krvi, neefektivní hematopoézou a s 

rizikem progrese do akutní myeloidní leukémie (AML) (Cazzola and Malcovati 2005; 

Vardiman 2003). Roční incidence MDS činí okolo čtyř nemocných na 100 000 obyvatel 

(Ades, et al. 2014). Toto onemocnění většinou vzniká sporadicky, výjimečně se může 

objevit jako důsledek různých dědičných predispozic, jako je např. Fanconiho anémie 

(Ades, et al. 2014; West, et al. 2014) či mutace v některých predispozičních genech 

(např. RUNX1 - Runt-related transcription factor 1, CEBPA - encoding CCAAT-

enhancer binding protein α, GATA2 - GATA binding proten 2, atd.) (Hahn, et al. 2011; 

Owen, et al. 2008). Většina nemocných je diagnostikována v pozdějším věku, 

(mediánem věku při primární diagnóze 65 let, méně než 10 % nemocných je mladších 

padesáti let). Tato skutečnost může naznačovat, že se jedná o onemocnění vznikající 

jako důsledek akumulace neopravených chyb v DNA, ke kterým dochází během 

normálních fyziologických procesů buňky (Behrens, et al. 2014; Ghosal and Chen 

2013). 

Typické morfologické znaky MDS mimo jiné zahrnují defekty v maturaci buněk 

myeloidní linie či přítomnost prstenčitých sideroblastů. Dle WHO klasifikace se pak 

myelodysplastické syndromy dělí na jednotlivé subtypy hlavně na základě míry 

dysplázie myeloidních buněk, počtu blastů v periferní krvi i kostní dřeni a 

cytogenetického nálezu (tabulka 2) (Arber, et al. 2016). K dysplázii buněk kostní dřeně 

může nicméně dojít u některých zdravých jedinců, anebo i u jiných klinických stavů, 

jako jsou například nutriční deficity (nedostatek vitamínu B12), infekce nebo 

kongenitální poruchy kostní dřeně. Navíc identifikace dysplázie nemusí být 

reprodukovatelná ani mezi zkušenými hematology (Parmentier, et al. 2012). Často také 

dochází k tomu, že v jednotlivých případech nemusí korelovat manifestace dysplázie se 

specifickou cytopenií (Germing, et al. 2012; Verburgh, et al. 2007). Klonální 

chromosomové aberace jsou popisovány u    ~50 % nemocných s de novo MDS a až 

~80 % nemocných se sekundárními MDS. U ostatních 20-50 % nemocných 

s normálním karyotypem můžeme pozorovat submikroskopické genetické změny 

(bodové mutace, mikrodelece, mikroamplifikace, epigenetické změny, CN LOH, 
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aUPD). Vyšetření genomu buněk kostní dřeně u nemocných s MDS je proto velmi 

důležité nejen pro přesné stanovení diagnózy a prognózy onemocnění, ale i pro následné 

monitorování v průběhu léčby.  
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Tabulka 2: WHO klasifikace myelodysplastických syndromů.  Převzato a upraveno z (Arber, et al. 2016).    

Subtyp Dysplastické 

linie 

Cytopenie* prstenčité sideroblasty  v 

KD 

Blasty v KD 

a PK 

Cytogenetiký nález 

(konvenční karyotyp) 

MDS s dysplázií          

v jedné řadě 

(MDS-SLD) 

1 1 či 2 <15%/<5%** KD<5%, 

PK<1% 

jakýkoliv  pokud 

nesplňuje kritéria pro 

MDS s isolovanou 

del(5q) 

MDS s 

víceliniovou 

dysplázií    

(MDS-MLD) 

2 nebo 3 1 – 3 <15%/<5%** KD<5%, 

PK<1% 

jakýkoliv pokud 

nesplňuje kritéria pro 

MDS s isolovanou 

del(5q) 

MDS s prstenčitým sideroblasty 

(MDS-RS) 

    

MDS-RS 

s dysplázií          

v jedné řadě 

(MDS-RS-SLD) 

1 1 či 2 ≥15%/≥5%** KD<5%, 

PK<1% 

jakýkoliv pokud 

nesplňuje kritéria pro 

MDS s isolovanou 

del(5q) 

MDS-RS 

s víceliniovou 

dysplázií  

(MDS-RS-

MLD) 

2 nebo 3 1 – 3 ≥15%/≥5%** KD<5%, 

PK<1% 

jakýkoliv pokud 

nesplňuje kritéria pro 

MDS s isolovanou 

del(5q) 

MDS 

s isolovanou 

del(5q) 

1 – 3 1 – 2 žádné či cokoliv KD<5%, 

PK<1% 

del(5q) samotná či 

s jednou další aberací 

[s výjimkou del(7q), -

7] 

MDS s přebytkem blastů 

(MDS-EB) 

    

MDS-EB-1 0 – 3 1 – 3 žádné či cokoliv KD 5-9%, 

či PK 2-4% 

jakýkoliv 

MDS-EB-2 0 – 3 1 – 3 žádné či cokoliv KD 10-19%, 

či PK 5-19% 

jakýkoliv 

MDS, neklasifikovaná 

(MDS-U) 

    

s 1% blastů KD 1 – 3 1 – 3 žádné či cokoliv KD<5%, 

PK=1% 

jakýkoliv 

s dysplázií          

v jedné řadě a  

pancytopenií 

1 3 žádné či cokoliv KD<5%, 

PK<1% 

jakýkoliv 

v závislosti na 

definující 

 cytogenetické 

aberaci 

0 1 – 3 <15%+ KD<5%, 

PK<1% 

 

refrakterní 

cytopenie u dětí 

1 – 3 1 – 3 žádné či cokoliv KD<5%, 

PK<2% 

jakýkoliv 

* Cytopenie je definovaná jako: hemoglobin, < 10 g/dl; množství krevních destiček, < 100x109 l; množství neutrofilů, 

1.8x109 l. Některé MDS se mohou vzácně projevovat mírnými anemiemi či trombocytopeniemi, které mají výšší 

hodnoty. Množství monocytů izolovaných z periferní krve musí být 1x109 l. 

**  Musí být přítomná mutace SF3B1. 

+ Nemocní s ≥ 15% prstenčitých sideroblastů jsou podle definice klasifikováni jako MDS-RS-SLD. 

 



 37 
 

Myelodysplastické syndromy se obecně vyznačují charakteristickým 

genetickým profilem zahrnujícím převážně nebalancované změny. Většinou jsou 

pozorovány ztráty genetického materiálu ve formě delecí či monosomií. Zisk 

genetického materiálu (parciální nebo kompletní trisomie) a balancované translokace 

jsou méně časté. Mezi prognosticky významné a tedy nejlépe prostudované 

cytogenetické změny u MDS patří izolovaná delece dlouhých ramen chromosomu 5 

[del(5q)], ztráta celého chromosomu 7 nebo delece jeho dlouhých ramen [del(7q)], a 

dále delece krátkých ramen chromosomu 17 [del(17p)], která je spojovaná s mutacemi 

genu TP53. Dalšími významnými nálezy jsou trisomie chromosomu 8, delece dlouhých 

ramen chromosomu 20 [del(20p)], delece dlouhých ramen chromosomu 11 [del(11q)] 

atd. (Haase 2008; Sperling, et al. 2017). 

 Delece 5q se vyskytuje u přibližně 30 % abnormálních karyotypů, ať už jako 

jediná změna, či v kombinaci s dalšími aberacemi. Rozsah delece 5q se mezi 

jednotlivými nemocnými liší, nicméně na základě několika studií byly stanoveny dvě 

společné deletované oblasti (common deleted regions, CDR) (Boultwood, et al. 2010; 

Jaju, et al. 1998; Westbrook, et al. 2000). Proximální CDR je popisována v oblasti 

5q31.1-5q31.2. Tato oblast může být ve vzácných případech u atypických delecí 

zachována (Brezinova, et al. 2012). Distální oblast zahrnuje pruhy 5q32 – 5q33 a 

předpokládá se, že je spojena s patogenezí 5q- syndromu (Boultwood, et al. 2010).  

Prognóza nemocných se mezi jednotlivými aberacemi liší, avšak jakýkoliv zisk 

dalších aberací během vývoje onemocnění či výskyt komplexního karyotypu znamená 

zhoršení prognózy (Wang, et al. 2010). Revidovaný mezinárodní skórovací systém 

(IPSS-R) shrnuje tyto nálezy a jejich dopad na prognózu nemocných (tabulka 3).   
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Tabulka 3:  Revidovaný mezinárodní skórovací systém (IPSS-R). Převzato a upraveno z (Greenberg, et al. 2012). 

 

V letech 2002 až 2016 jsme na našem pracovišti rektrospektivně i prospektivně 

vyšetřili v rámci grantových projektů nemocné s MDS kombinací metod konvenční 

cytogenetiky, mFISH, mBAND, I-FISH a CGH/SNP array. Získaná data jsme pak 

využili pro sepsání několika publikací.   

 Analyzovali jsme skupinu 148 nemocných s komplexním karyotypem a 

intersticiální delecí dlouhých ramen chromosomu 5 s cílem zjistit, které chromosomy 

nebo chromosomové oblasti vstupují nejčastěji do komplexních přestaveb, lokalizovat 

přesná zlomová místa na přestavěných chromosomech a identifikovat nebalancované 

genomové změny, které mohou hrát významnou úlohu v progresi onemocnění (příloha 

4) (Zemanova, et al. 2014).  

Komplexní karyotyp jsme definovali jako numerické a strukturní změny, které 

zahrnovaly tři a více chromosomů, a/nebo strukturní přestavby, u kterých došlo ke třem 

a více zlomům na chromosomech. Balancované přestavby (např. reciproké translokace, 

inzerce), zisk či ztrátu celého chromosomu, či ring chromosom tvořený materiálem 

z jednoho chromosomu jsme počítali jako jednu změnu. Nebalancované změny vedoucí 

k přestavbě dvou či více chromosomů a invertované duplikace byly počítány jako dvě a 

více změn (podle počtu zahrnutých chromosomů).  

Prognóza dle IPSS-R Cytogenetické aberace Medián přežití [r] 

Velmi dobrá   -Y, del(11q) 5,4 

Dobrá 

Normální nález, del(5q), del(12p), 

del(20q), del(5q) a jedna další 

aberace 

4,8 

Střední 

del(7q), +8, +9, i(17q), jakýkoliv 

nezávislý klon obsahující jednu či 

dvě aberace 

2,7 

Špatná 

-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), klon 

s del(7q)/-7 a jednou další 

aberací, komplexní karyotyp 

zahrnující tři aberace 

1,5 

Velmi špatná 
Komplexní karyotyp s více než 

třemi aberacemi 
0,7 



 39 
 

V této studii jsme nejčastější zlomy pozorovali v oblastech 5q14.3, 5q34, 

5q33.3, 5q11.2 a 5q13.2 (viz obr. 6). Fragmenty chromosomu 5 pak byly často 

translokovány na jiné chromosomy, konkrétně se jednalo o chromosomy 17, 3, 7 a 18 

(seřazeno dle četnosti výskytu).  

 

 

Kromě delece chromosomu 5 jsme často pozorovali delece či monosomie 

chromosomů 3, 7, 16, 17 a 18. Amplifikace či trisomie/tetrasomie se v našem souboru 

v souladu s literaturou vyskytovaly s nižší četností. Nejčastěji postihovaly chromosomy 

8, 21, 22, 11, 13, a 9.  Komplexní karyotyp ve většině případů (89,2 %) obsahoval více 

než pět chromosomových změn. U nemocných s více než pěti aberacemi jsme prokázali 

Obrázek 6: Rozsah delecí a amplifikací na chromosomu 5 detekovaných metodou array CGH. Deletované 

oblasti jsou zeleně značené a amplifikované oblasti červeně. CCR – společná zachovaná oblast (5p11.1- p14:2), 

CDR – společná deletovaná oblast (5q31.1 – 5q32). Převzato z (Zemanova, et al. 2014).  
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statisticky horší celkové přežití (p = 0,004), které pravděpodobně souvisí s vysokou 

genomovou nestabilitou studovaných buněk.  

Analýza genomu pomocí DNA mikročipů u 49 % nemocných s komplexním 

karyotypem odhalila změny, skládájící se z velkého množství ztrát či zisků genetického 

materiálu v rámci ohraničeného úseku chromosomu. Rozpad chromosomů na malé 

kousky nejspíše vznikl jako důsledek chromotripsis. V našem souboru byly nejčastěji 

zasaženy chromosomy 5, 7, 12 a 17. Celkové přežití pacientů se nijak nelišilo od 

ostatních nemocných s komplexním karyotypem (medián OS pro obě skupiny byl 4 

měsíce, p = 0,224). V další studii jsme na větším souboru vyšetřených pacientů (222 

pacientů s MDS a komplexním karyotypem) popsali vyšší frekvenci ztráty 

hererozygozyty či získanou uniparentální disomii na krátkých ramenech chromosomu 

17 u nemocných s výskytem chromotripsis (p = 0,05) (Zemanova, et al. 2016). Právě 

oblast 17p je spojována s mutacemi v genu TP53, jehož ztráta exprese může vyústit 

v tak rozsáhlé a katastrofické přestavby jako je zmiňovaná chromotripsis (Jasek, et al. 

2010).       

V další práci jsme se u nemocného s refraktorní anémií s prstenčitými 

sideroblasty (MDS-RARS dle WHO klasifikace 2008) zaměřili na analýzu 

isochromosomu 20 se ztrátou intersticiální části 20q [ider(20q)] (příloha 5) (Brezinova, 

et al. 2014). Pomocí FISH s lokus specifickými sondami jsme potvrdili deleci oblasti 

20q11/20q12. Metodou mBAND jsme přesně popsali ider(20)(q10)del(20)(q11.1q13.1). 

Metoda CGH array potvrdila dvě amplifikované oblasti add(20)(p11q11.21) a 

add(20)(q13.2q13.33), a dvě deletované oblasti, první zahrnující krátká ramena 

chromosomu 20 del(20)(pterp11.2) a druhou del(20)(q11.21q13.2). Prokázali jsme, že 

se jedná dicentrický chromosom a že ke zlomu došlo za 4. exonem ASXL1 (Additional 

Sex Comb Like 1) genu a před 3. exonem TSHZ2 (Teashirt Zing Finger Homeobox 2) 

genu. Pomocí šesti bacterial artificial chromosome (BAC) sond  jsme potvrdili místa 

zlomu zahrnující proximálně gen ASXL1 a distálně gen TSHZ2. Vznikl tak nový fúzní 

gen, který jsme ověřili sekvenováním na mRNA úrovni (obr. 7). Na rozdíl od samotné 

delece 20q, která pro nemocného znamená dobrou prognózu, mutace ASXL1 genu, 

především zahrnující exon 12, má nepříznivý vliv na vývoj onemocnění (Baker, et al. 

2008).    
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Zaměřili jsme se rovněž na detailní analýzu delecí ASXL1 genu (Brezinova, et 

al. 2016). V souboru 32 nemocných se samostatnou delecí 20q jsme popsali parciální 

deleci ASXL1 genu u 24 % nemocných, deleci celého genu u 32 % pacientů. Metoda 

CGH/SNP array prokázala jako nejčastější, avšak ne výlučné zlomové místo 4. exon  

ASXL1 genu (pět nemocných), dvanáctý exon byl deletován u všech pacientů. V této 

skupině doposud přežívá 47 % nemocných, ve skupině bez delece ASXL1 přežívá 67 % 

pacientů. Pozorujeme tedy mírný nepříznivý trend u pacientů s delecí, nicméně 

vzhledem k nízké frekvenci výskytu této aberace, a tedy i malému počtu pacientů, jsme 

jej prozatím nemohli statisticky potvrdit. Naše studie však naznačuje, že nejen mutace 

genu ASXL1, ale také jeho parciální či totální delece může mít nepříznívý vliv na 

prognózu nemocných s MDS. 

 

Obrázek 7: Výsledek molekulárně cytogenetických a genetických analýz mapujících aberaci na chromosomu 20. (A) 

Výsledek CGH array. Deletované oblasti jsou vyznačeny červeně. Zeleně jsou značeny amplifikované části chromosomu 20. 

(B) Agarosový gen dokumentující 247kb velký PCR produkt pocházející z ASXL1/TSHZ2 fúzního genu. M, 50bp DNA 

žebříček; N kontrola bez templátu; P, pacientův vzorek. Sekvenační analýza slabého produktu nalézající ho se mezí 350 – 

400bp odhalila nespecifický amplifikační produkt. (C) Metoda mBAND potvrdila isochromosom dlouhých ramen 

chromosomu 20. (D) Sekvenace identifikovala fúzi mezi čtvrtým exonem ASXL1 a třetím exonem TSHZ2. Převzato z 

(Brezinova, et al. 2014) 
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Závěr – cíl 2.: 

 

Kombinací molekulárně cytogenetických a molekulárně genetických metod 

jsme analyzovali nebalancované chromosomové změny v genomu preleukemických 

buněk nemocných s myelodysplastickými syndromy. Popsali  jsme nejčastější 

rekurentní zlomová místa na deletovaném chromosomu 5. Zjistili jsme, že do 

přestaveb s deletovaným chromosomem 5 nejčastěji vstupovaly chromosomy 17, 3, 

7, a 18. U 49 % nemocných s MDS a komplexním karyotypem jsme pozorovali 

rozpad některých chromosomů nebo jejich částí, v literatuře popisovaný jako 

chromotripsis. Současně s tímto jevem jsme pozorovali četný výskyt aberací 

krátkých ramen chromosomu 17, zahrnujících tumor supresorový gen TP53.  Za 

použítí kombinace metod CGH/SNP array a I-FISH jsme přesně určili zlomové 

místo na derivovaném isochromosomu 20 u nemocného s MDS-RARS a popsali 

jsme nový, dosud neznámý fúzní gen ASXL1-THSZ2. Naše výsledky ukazují, že 

kombinace molekulárně cytogenetických metod umožňuje nejen přesně popsat 

chromosomové přestavby, ztráty či zisky chromosomového materiálu, ale také 

identifikovat unikátní jevy (např. chromotripsis) či nové fúzní geny.  
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Závěr 

Charakteristickým rysem maligního procesu je vysoká nestabilita genomu 

nádorových buněk. Příčinou tohoto jevu může být hromadění poškození DNA, selhání 

buněčných reparačních mechanismů, poruchy v regulaci buněčného cyklu či 

epigenetické změny. Genomová nestabilita hraje důležitou roli při vzniku a progresi 

maligních onemocnění a projevuje se zvýšenou frekvencí genových mutací a 

nebalancovaných chromosomových aberací. V jejich důsledku dochází nejen ke vzniku 

nových fúzních genů, ale také k amplifikaci a deleci jednotlivých genů nebo celých 

genomových oblastí. Přímým dopadem nebalancovaných aberací jsou ztráty či 

inaktivace tumor supresorových genů a/nebo amplifikace onkogenů, které vedou 

k dalším poruchám regulace buněčného cyklu. 

Ve studiu úlohy nebalancovaných změn v patogenezi nádorových onemocnění 

jsme se zaměřili na dvě skupiny – nemocné s MDS a pacienty s difúzními mozkovými 

gliomy. Obě skupiny jsou charakteristické vysokým výskytem nebalancovaných aberací 

v karyotypu nádorových buněk. U těchto onemocnění jsme detailně popsali nejčastější 

chromosomové aberace a určili jsme jejich frekvenci u jednotlivých subtypů (specifický 

výskyt 1p/19q kodelece u nemocných s oligodendrogliomy, apod.). Detailně jsme 

prostudovali rekurentní zlomová místa na přestavěných chromosomech. Například u 

nemocných s MDS na chromosomu 5 jsme nejčastěji pozorovali chromosomové zlomy 

v oblastech 5q14.3, 5q34, 5q33.3, 5q11.2 a 5q13.2. Zjistili jsme, že k interakcím mezi 

některými chromosomy docházelo s vyšší frekvencí než v ostatních případech. 

Domníváme se tedy, že se pravděpodobně nejedná o nahodilý děj. 

Na unikátních souborech nemocných jsme potvrdili, že s vyšší mírou komplexity 

přestaveb genomu, a tedy i vyšší frekvencí nebalancovaných změn se zhoršuje prognóza 

nemocných (např. statisticky potvrzený vyšší výskyt nebalancovaných 

chromozomových změn u nemocných s astrocytomy či horší OS u nemocných s MDS a 

komplexním karyotypem zahrnujícím více jak pět změn). V některých případech pak 

může dojít k rozpadu jednoho či více chromozomů v jeden kritický okamžik 

(chromotripsis). V našich studiích byl výskyt chromotripsis často asociovaný se ztrátou 

heterozygozyty krátkých ramen chromosomu 17 a mutacemi TP53 genu. Chromotripsis 

lze na chromosomové úrovni odhalit prostřednictvím CGH/SNP array, mFISH či 

sekvenováním nové generace. Vzhledem k tomu, že tento jev hraje pravděpodobně 
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významnou úlohu v progresi nádorových onemocnění, může být jeho včasné odhalení 

velmi důležité pro volbu odpovídajícího léčebného přístupu.     

Kombinace molekulárně cytogenetických a molekulárně genetických metod 

umožňuje detailně analyzovat stav genomu nádorových buněk, tj. nejen detekovat 

balancované či nebalancovaná změny, ale také zachytit některé nové jevy (např. 

chromotripsis), nové fúzní geny, či dosud nepopsané metylace genových promotorů. 

Tyto nové nálezy pak mohou hrát roli při určení subtypu onemocnění nebo stanovení 

prognózy nemocných a některé z nich mohou být následně využity jako vhodné cíle pro 

budoucí terapii. Z těchto důvodů jsou cytogenetické a molekulárně cytogenetické 

metody i v době sekvenování nové generace stále významnou součástí vyšetření 

nemocných s různými typy nádorových onemocnění, a to jak v době stanovení 

diagnózy, tak i při monitorování léčebné odpovědi a sledování klonálního vývoje či 

relapsu/rekurence onemocnění. 
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