Klasickym cytogenetickym vySetienim v naddorové cytogenetice rozumime Kkultivaci
nadorovych bunc¢k za ucelem ziskani metafdzickych chromosomi. U hematologickych
malignit se nejcastéji provadi kratkodoba, 1-3 denni kultivace bunék kostni diené, periferni
krve, uzliny, sleziny nebo jater. Kultivaci in vitro se rozumi kultivace bun¢k v kultivacnim
médiu s obsahem fady latek umoznujici in vitro bunéény riust a déleni. Bunky kostni difené
mohou byt kultivovany bez pouzitim stimulacnich latek, zatim co lymfocyty periferni krve
naopak s pouzitim stimulacnich agens proto, Ze tyto buiikky maji in vitro nizky mitoticky a
proliferacni potencidl. Piikladem jsou lymfocyty periferni krve chronické lymfocytarni
leukémie (CLL) nebo plasmocyty mnohocetného myelomu (MM). V roce 2000 Decker et al.,
vyuzili u CLL nemocnych kultivaci bunék v médiu obohaceném s CpG oligodinukleotidy
DSP30 a interleukinem 2 (IL-2). Celkem 72 hodin trvajici kultivace in vitro vedla k zisku
metafazickych bun¢k az v 95 % ptipadd a zah4jila nové obdobi vyznamu cytogenetického
vySetfeni u CLL. Dalsi stimula¢ni latkou pro periferni lymfocyty miize byt phytohemagglutinin
(PHA), ktery se vaze predev§im na membranu T bunc¢k a stimuluje bunécné déleni a
metabolické aktivity.

Chromosomova analyza predstavuje 5 zakladnich kroka: 1) zalozeni bunécné kultury, 2)
ukonceni kultury a sklizeni metafdzovych chromosomt, 3) pfiprava chromosomovych
preparatd, 4) pruhovani chromosomti a 5) sestaveni karyotypu. Objev, Zze kolchicin (nebo
kolcemid) pisobi jako latka, ktera zastavuje délici se buiky v metafizi a spolecné
s hypotonickym roztokem ovlivituje pocet 1 kvalitu metafazi, se staly zékladem uspésného
cytogenetického vySetfeni. Zpracovani vzorku a nasledné barveni preparati pro ziskdni
cytogenetického vysledku se provadi dle standardnich protokolti a je shodné pro vSechny typy
kultur.Cely proces je sloZzen z hypotonie roztokem 0,75M KCI a naslednou fixaci smési
metanolu a kyseliny octové v poméru 3:1 opakovang. Ziskana fixovand smér bunék mléného
zabarveni a poZzadované hustoty je pak pouzita na pfipravu preparati kapanim na sklo.
Nakapané preparaty jsou barveny riznymi pruhovacimi metodami G-, Q- a R- pruhovani,
avSak nejcastéji pouzivané je G-pruhovani. Jde o tzv. euchromatinové pruhovani, pfi kterém
detekujeme pozitivné a negativné zbarvené pruhy lokalizované v euchromatinovych oblastech.
Vytvoteni pruhli se docili denaturaci DNA trypsinem a naslednym barvenim Giemsovym
barvivem. Pocet pruhti zalezi na stupni kondenzace chromosomi a typu bun¢k, vétSinou se
pohybuje mezi 300-500 pruhy pocitano na haploidni pocet chromosomd.

Pro vlastni karyotypovani se pouziva digitalizace, automatické vyhledavani metafazi, kdy
metafdze na preparatu jsou pomoci softwarového programu a digitdlni kamery vyhledany,
nasnimany a digitalni obraz v pocitaci je pak cilem karyotypovani cytogenetika. Sestaveni
karyotypu se fidi celosvétové platnou nomenklaturou ISCN - International Systems for
Cytogenomic Nomenclature. Cytogenetické vySetfeni by méli provadét dva nezavisli
cytogenetici — analytici, se zkuSenosti s onkocytogenetikou. Chromosomova analyza poskytuje
informaci o vSech chromosomovych zménach v jedné nadorové buiice na urovni svého
rozliSeni.

Cytogenetickd analyza je u fady hematologickych malignit povinna, jak je uvedeno
v evropském doporuceni (Tab.1). Tato evropska doporuceni navrhuji hodnoceni 20 metafazi a
z nich nejméné u 10 pak sestaveni karyotypu. Pfi hodnoceni chromosomovych zmén je také
definovan pojem klon, jako nalez dvou metafdzi se stejnou strukturni nebo nadpocetni
chromosomovou zménou nebo nalez tii a vice metafazi se ztratou stejného chromosomu. Za
klon je povazovan i nélez pouze jedné metafaze s normalnim karyotypem. Klondlni zmény
jsou cilem vysledku cytogenetického vySetieni. Cytogenetické vySetfeni se provadi nejen
v dobé diagnosy hematologické malignity, ale také po 1é¢bé€, v dobé remise onemocnéni nebo
pii dalsim vyvoji onemocnéni. 1 v téchto piipadech je opét potieba dodrzovat evropska
doporuceni a hodnotit ptislusny pocet metafazi ve vztahu k ndlezu v dob¢ diagnosy.



Obr.1: Karyotyp muze 46,XY (G-pruhovani, Sekce Nadorové cytogenetiky CMBGT IHOK Brno)
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Metody molekularni cytogenetiky
Molekularné cytogenetické metody jsou zalozeny na principu hybridizace zna¢enych sond
s DNA zkoumaného vzorku.

Fluorescencni in situ hybridizace - FISH

Principem metody FISH je cilend hybridizace jednofetézcové sondy znacené fluorochromem
ke komplementdrnim usekiim DNA pacienta. Sondy mohou byt lokus specifické (k detekci
duplikaci, deleci ¢i translokaci), centromerické (ke zjisténi poctu chromosomil) nebo
celochromosomové (pro uréeni chromosomovych piestaveb). Casto se pouzivaji i rizné
kombinace téchto sond. Jadra i chromosomy jsou pro vizualizaci ve fluorescenénim
mikroskopu  podbarvena  fluorochromem  DAPI  (4',6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride).

Cely hybridizacni proces zafina tepelnou denaturaci preparatu a fluorescenéni sondy
k vytvoteni jednofetézcovych tusekli DNA. Naslednd normalizace teplot vede k vytvotreni
dvoufetézcovych tseklit DNA na zakladé komplementarity bazi, kdy dojde k hybridizaci sondy
k cilen¢é DNA. Po odmyti nenavidzané sondy se pomoci fluorescenéniho mikroskopu
s piislusnou sadou filtrli hodnoti pfitomnost a pocet signalii v interfaznich jadrech nebo na
chromosomech.Pravé hodnoceni bun€k v interfazi je obrovskou vyhodou této metody oproti
klasické cytogenetice, protoZe odpadd nutnost nalezeni metafazi. Standardné se hodnoti u
kazdého pacienta 200 interfaznich jader a citlivost metody je zdvisla na velikosti sondy
pokryvajici chromosomovy usek nebo gen.

Interfazni FISH mlzZe byt pouzita jako samostatna diagnosticka metoda pro nékteré diagndzy
je povinna nebo doporucend pro jiné hematologické malignity, jak ukazuji tabulky (Tab.1, 2)

Mnohobarevna fluorescencni in situ hybridizace (mFISH) a mnohobarevné pruhovani
(mBAND)

Dalsim pokrokem v metod¢ FISH bylo zavedeni metody mnohobarevné fluorescencni in situ
hybridizace (mFISH). Princip metody je shodny s klasickou metodou FISH, pficemz
hybridizace je provadéna se smési celochromosomovych sond, které¢ odpovidaji kazdému
chromosomu v karyotypu. Sondy pro kazdy chromosom jsou pfipraveny kombinaci 5 rtiznych
fluorochromi a zakladem je vypocet kombinaci barev 2N-1, tedy kombinace 5ti barev pokryva
22 autosomi a 2 gonosomy. Pro snadnéjsi hodnoceni a rozliSeni kombinaci barev jednotlivych
chromosomil je karyotyp pomoci specialnim softwaru hodnocen piifazenim jednotlivym
kombinacim pseudobarvy. mFISH analyzuje cely lidsky genom v jednom vySetieni. Metodou



mFISH dokézeme idetifikovat balancované i nebalancované translokace a predevsim ptesn¢
urc¢it komplexni prestavby chromosomu a komplexni karyotyp i pfitomné marker chromosomy.

Dalsi variantou metody FISH je metoda mBAND, vyuzivajici sond opét znacenych kombinaci
fluorochromii. Jedna se o urcitou formu modifikace metody mFISH, kdy se na jednotlivé Casti
kazdého chromosomu hybridizuji rizné oznacené tseky daného chromosomu tvotici sondu pro
dany chromosom. Po nasnimani a zobrazeni v softwaru lze pak na zakladé¢ nasnimanych
intenzit fluorochromt podél chromosomu a mapy znaceni jednotlivych ¢asti chromosomu, urcit
strukturni zmény daného chromosomu. Mnohobarevné pruhovéni lze vyuzit pro rozliSeni
intrachromosomovych piestaveb, zejména pro lokalizaci mista zlomu.

ArrayCGH-array komparativni genomova hybridizace

K ptekonani ne¢kterych limitaci klasické cytogenetiky a metod FISH je mozné pouzit ¢ipové
technologie, které urcuji zmény v poctu kopii (CNA) a mohou urcit ziskané ztraty
heterozygozity (aCN-LOH). Metoda arrayCGH je molekularné cytogenetickd metoda,
zalozend na kompetitivni hybridizaci normalni a nddorové DNA k DNA ciliim, kterymi jsou
fragmenty genomické DNA nebo oligonukleotidy umisténé na hybridiza¢nim skle, které
oznacujeme microarray nebo ¢ip.

Jednou za zdkladnich podminek Usp&$né hybridizace je ziskani velmi kvalitni normdlni a
nadorové DNA. Nasledné jsou fragmenty genomické a normalni DNA znaceny rozdilnymi
fluorochromy, denaturovany a néasledné hybridizovany k fragmentim DNA na hybridiza¢nim
skle-Cipu. Vysledek hybridizace jednofetézcovych, rozdilné fluorescenéné oznacenych
fragmentl genomické a nadorové DNA je hodnocen na zidkladé méfeni intenzity
pfihybridizované DNA k fragmentl na ¢ipu. Pomér obou naméfenych intenzit je porovnan a
podle stanovenych hranic namétfenych intenzit pak urcujeme oblasti se ztratou genetického
materidlu nebo naopak se ziskem genetického materialu. SNPs array jsou dal§i variantou
celogenomovych c¢ipovych metod, vyuzivajici jednonukleotidové polymorfismy v lidském
genomu a Cip pak obsahuje oligonukleotidy ptislusnych alel. Vysledek je shodny s metodou
arrayCGH, dovoluje ur¢eni jak CNA, tak aCN-LOH a je citlivéjsi pro urceni hyperploidii.

Cytogenetika vybranych hematologickych malignit.

Hematologické maligni onemocnéni jsou definovana spektrem genetickych zmén, nékteré
z nich jsou specifické a nendhodné a maji diagnosticky a nebo prognosticky vyznam. Vybér
metod pro urceni specifickych, nenahodnych ale i1 nahodnych aberaci u vybraného
hematologického onemocnéni souvisi s potvrzenym klinickym vyznamem a poznatky o
patogenezi onemocnéni. Cytogeneticka vySetfeni se provadéji jak v dobé diagnosy, tak
v pribéhu onemocnéni. Dulezité je si uvédomit, ze zatim neexistuje metoda, kterd by
odpovédela na vSechny genetické otazky a odhalila vSechny genetické zmény a proto je vhodné
kombinovat rizné metody k ziskani optimalnich vysledkd.

Prikladem je vySetfovani nemocnych s chronickou myeloidni leukémii (CML) a urceni prvni
specifické chromosomové zmény u nadort ¢loveka, Filadelfského chromosomu (Ph). Ten je
vysledkem reciproké translokace mezi chromosomy 9 a 22, t(9;22)(q34;q11). Tato zména je
pritomna u 90-95% nemocnych v dobé diagnosy CML. Ostatni nemocni (5-10%) maji variantni
translokaci nebo kryptickou pfestavbu, ktera vede k fuzi geni BCR/ABLI. Potvrzenim
diagnosy CML je tedy pfitomnost fuzniho genu uré¢eného metodou FISH nebo RT-PCR.
Cytogenetické vySetfeni je ptresto podle evropského doporuceni povinné, protoze jiz v dobe
diagnosy 10-15% nemocnych ma ptidatné chromosomové zmény v Ph pozitivnim klonu a
jejich ur€eni je vyznamné, protoze miize odhalit nemocné v pokrocilé f4zi onemocnéni jako je



akcelerovana faze CML, tedy miZze byt zndmkou nepiiznivé prognosy. V soucasném
doporuceni ELN (Evropskd leukemicka sit’) je cytogenetické vysetieni v dobé diagnosy
povinné a doporuceny pocet analyzovanych metafazi je 20 pravé z diivodi mozného odhaleni
pridatnych chromosomovych zmén. Metoda FISH je povinna v piipadech netspésného
cytogenetického vySetfeni nebo nedostatecného poctu metafazi nebo v piipadé nalezu
normalniho karyotypu s podezienim na kryptickou piestavbu. Cytogenetika je rovnéz povinna
pii monitorovani odpovédi na 1écbu v obdobi po 3, 6 a 12 mésicich 1écby a to az do dosazeni
kompletni cytogenetické odpovédi, tedy nenalezeni zddné metafaze s Ph chromosomem mezi
20 hodnocenymi metafazemi. DalSi monitorovani odpovédi je stanovovano molekuldrné
geneticky hladinou BCR/ABLI transkriptu.

U akutni myeloidni leukémie (AML) jsou diagnostické¢ podskupiny AML definovany na
zéklad¢é nalezu specifickych chromosomovych zmén nebo genovych mutaci. Cytogenetické
vySetfeni je v diagnose povinné a mé prognosticky vyznam. Stejné tak je povinné molekularné
genetické vysSetfeni rekurentnich mutaci. Metodou FISH je doporuceno vysetieni prestavby
genu MECOM a KMT2A. Ostatni fuzni geny je mozné stanovit metodou FISH, ale jsou
stanovovany z divodl vyuziti pro sledovani minimalni residudlni nemoci (MRN) metodami
molekularni genetiky.

Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL) je také charakterizovana rekurentnimi aberacemi
prognostického vyznamu. K nejvyznamnéj$im patii nalez Ph chromosomu, translokace
t(9;22)(q34;q11) s fuzi geni BCR/ABLI, piestavby genu KMT2A a u détskych ALL nalez
hyperdiploidie a translokace t(12;21)(p13;922). Doporuceni pro analyzy fuznich geni u ALL
jsou také soucasti evropskych doporuceni.

Nenahodné chromosomové zmény predevsim prognostického vyznamu mizeme pozorovat i u
raznych typt myeloproliferativnich onemocnéni a myelodysplastického syndromu a
doporuceni jejich vySetfeni je uvedeno v tabulce ¢.2.

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) je nej€astejSim onemocnénim vysSiho véku v zadpadnim
svété. Rekurentni chromosomové zmény maji potvrzeny prognosticky vyznam a jsou ur€ovany
metodou FISH, jak doporuc¢uje IWCLL guidelines (Mezindrodni workshop CLL). Prognosticky
nepiiznivou podskupinou jsou nemocni s ndlezem delece chromosomu 11q, 17p a komplexniho
karyotypu. Pro ur¢eni komplexniho karyotypu vyuzivame klasické cytogenetické vysSetieni
doplnéné metodou mFISH.

Stejnd doporuceni plati 1 pro uziti metody FISH pro prognostickou stratifikaci nemocnych
s mnohocetnym myelomem. S nepfiznivym prognostickym vyznamem je spojena translokace

t(4;14),t(14;16) a delece TP353.

Posledni velkou skupinou hematologickych malignit, kde urceni chromosomovych zmén ma
prognosticky vyznam jsou nehodgkinské lymfomy (NHL). K nejcastéjSim rekurentnim
aberacim patii translokace t(11;14) u lymfomu z plaStovych bunck (MCL), t(14;18) u
folikularniho lymfomu (FL), t(8;14) u Burkitt lymfomu (BL) nebo translokace zahrnujici gen
ALK u difuznich velkobunéénych lymfomi (DLBCL). VSechna tato doporuceni shrnuje
tabulka €. 2.

Cytogenetika a jeji metody zlstavaji i v éfe celogenomoveho a exomového sekvenovani stale
nedilnou soucasti diagnostickych a prognostickych metod.



Tabulka ¢.1: Pfehled povinné provadénych metod u hematologickych malignit (Upraveno podle Evropskych
doporuceni; Rack et al, 2019)

Typ

onemocné

ni Metoda Literatura

CML Karyotyp Baccarani et al, 2013,2015
FISH: BCR/ABLI1 Hochhaus et al.2020

MDS Karyotyp Malcovati et al, 2013
FISH: -5/5q-,-7/7q-, MECOM,+8,20q-,delTP53

AML Karyotyp Dohner et al, 2017
FISH: PML/RARA,CBFB/MYHI1,RUNXI/RUNXIT,KMT24A,MECOM

ALL Karyotyp Hoelzer et al, 2016

FISH: fuzni geny (specifikovano v Tab.2)

Harrison et al, 2010

CML-chronicka myeloidni leukémie; MDS-myelodysplasticky syndrom; AML-akutni myeloidni leukémie; ALL-akutni lymfoblasticka

leukémie

Tabulka ¢.2: Pfehled cytogenetickych vysetieni u hematologickych malignit (upraveno podle Rack et al, 2019)

Typ onemocnéni Metoda Literatura
arrayCGH
/SNP
Cytogenetika | FISH array
CML Karyotyp BCR/ABLI NE Hochhaus et al, 2020
Myeloidni/lymfoidni Karyotyp PDGFRA,PDGFRB,FGFR1,PCM1/JAK2 | NE* Butt et al, 2017
neoplézie s eosinofilii
MDS Karyotyp del(5q)/-5,del(7q)/-7, MECOM, +8, ANO Schanz et al, 2012 ; Xu
del(20q),del(17p)/TP53 etal, 2013
AML Karyotyp KMT24, MECOM, +8, fuzni geny: PML- | NE* Dohner et al, 2017
RARA, CBFB-MYH11, RUNXI-RUNXIT Papaemmanuil, E. et al.
2016
B-ALL dospéli Karyotyp KMT2A4, BCR/ABLI, TCF3, CRLF2 ANO Moorman, 2010
Schwab&Harrison 2018
B-ALL deéti Karyotyp KMT24, ETV6/RUNX1,BCR/ABL1,TCF3 | ANO Moorman, 2010
CEP sondy-hyperdiploidie Tasian et al, 2017, Liu
etal, 2016
T-ALL déti/dospéli Karyotyp TLX3,TLX1,KMT2A,TALI, LMOI, ABL] |NE Mrozek et al, 2009
CLL Karyotyp delece 13q, ATM, TP53, trisomie 12 ANO Hallek et al, 2018
Schweighofer et al, 2013
MM t(4;14),t(14;16),delece TP53, zisk ANO Sonneveld et al, 2016
1g/del(1p), t(11;14),t(14;20), CEP sondy- Avet-Loiseau H et al,
ploidie 2009
Jiné B bunécné Karyotyp IGH, CCND1, MYC, BCL2, ALK, BCL6, ANO Swerdlow et al, 2016;

malignity (B-NHL,
BL)

NMYC

Armitage et al, 2017,
Tirado et al, 2012

CML-chronicka myeloidni leukémie; MDS- myelodysplasticky syndrom; AML-akutni myeloidni

leukémie; B-ALL-B-bunécna akutni lymfoblasticka leukémie; T-ALL-T-bunécna akutni

lymfoblasticka leukémie; CLL-chronicka lymfocytarni leukémi; MM-mnohocetny myelom; B-

NHL-nehodkinsky lymfo; BL-Burkittiv lymfom;
NE*-vysetfeni mize byt provedeno v piipad€ nalezu komplexniho karyotypu

CEP-centromerické sondy
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