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Myeloproliferativni neoplazie (MPN) predstavuji skupinu klonalnich onemocnéni hematopoetické kmenové buriky s fenotypickymi zménami,
které jsou disledkem zvysené myeloidni proliferace se zachovanou maturaci a akumulaci myeloidnich bunék v periferni krvi: leukocytézou,
trombocytdézou a zvysenym poctem cervenych krvinek nebo riiznou kombinaci proliferace jednotlivych bunécnych linii. Cytogenetické
analyzy odhalily opakujici se chromozomové zmény u 5-45% nemocnych, ale specifickda chromozomova zména zatim nebyla nalezena.
K ¢astym chromozomovym zménam, které u MPN nachazime, patfi predevsim ztraty genetického materialu v podobé deleci dlouhych ramen
chromozomu 20 (20qg-), dlouhych ramen chromozomu 13 (139-) a delece kratkych ramen chromozomu 12 (12p-). ZmnozZeni genetického
materialu se tyka predevsim trisomii chromozom 8 (+8) a 9 (+9) a parcialnich duplikaci dlouhych ramen chromozomu 1 (1q+). K dalSim
pozorovanym zménam patii balancované translokace, naptiklad chromozomu 8 s riznymi chromozomovymi partnery. Takovy nalez je
oznacovan jako syndrom 8p11 (EMS - eight myeloproliferative syndrome) a vzdy zahrnuje gen FGFR1. Cytogenetika doplnéna molekularné
cytogenetickymi a genetickymi metodami doplriuje diagnostiku MPN, ale ma vyznam i pro stanoveni prognézy. Uréeni pfestavby FIP1L1/
PDGFRA u nemocnych s MPN s eosinofilii umoznuje zahdjit efektivni cilenou Ié¢bu imatinibem. Pfesné urceni genetickych zmén umoziuje
porozumét molekularni etiopatogenezi MPN a pfispiva ke zpiesnéni klasifikace, prognézy a personalizace 1é¢by nemocnych.
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Cytogenetics and molecular cytogenetics in diagnosis and prognosis of myeloproliferative neoplasms

Myeloproliferative neoplasias (MPNs) are a group of hematopoietic stem cell clonal diseases with phenotypic changes resulting from
increased myeloid proliferation with preserved maturation and accumulation of myeloid cells in peripheral blood: leukocytosis, throm-
bocytosis and increased red blood cell count or their various combinations. Cytogenetic analyses revealed recurrent chromosomal
aberrations in 5-45 % of patients, but so far, a specific chromosomal change has not been found. Frequent chromosomal aberrations
observed in MNPs mainly include losses of genetic material such as deletions of the long arms of chromosome 20 (20qg-), long arms of
chromosome 13 (13g-) and deletions of the short arms of chromosome 12 (12p-). Gains of genetic material are particularly in the form of
trisomies of chromosomes 8 (+8) and 9 (+9) and partial duplications of the long arms of chromosome 1 (1g+). Other observed changes are
balanced translocations, such as those of chromosome 8 with various chromosomal partners. These findings are referred to as the 8p11
myeloproliferative syndrome (EMS), always involving the FGFR1 gene. Cytogenetic analyses supplemented with molecular cytogeneticand
genetic methods play supplementary role in the diagnosis of MPNs but are also contributory prognostic determinants. Recognition of the
FIP1L1/PDGFRA rearrangement in patients with NPM with eosinophilia enables initiation of targeted therapy with imatinib, significantly
improving their prognosis. Accurate determination of genetic aberrations enables understanding of the molecular etiopathogenesis of
MPNs and contributes to more accurate classification and more individual therapy of patients.
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Uvod

Myeloproliferativni neoplazie (MPN) jsou
klonalni onemocnéni hematopoetické kmenové
nebo progenitorové buriky tvofené fadou odlis-
nych podskupin, které jsou charakterizovany roz-
dilnymi klinickymi projevy, zménamiv poctech
myeloidnich bunék v periferni krvi, zménami
jejich morfologie, ale i genetickymi zménami.
Jednotlivé podskupiny jsou charakterizovany
narlstem proliferace jedné, dvou nebo vsech
tfi myeloidnich bunéc¢nych linii v kostni dfeni
s jejich pfislusnym nérlstem v perifern{ krvi.

Myeloproliferativni neoplazie (MPN) tvoff
podle WHO klasifikace jednu z péti kategorif
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myeloidnich malignit. Za subkategorii je povazo-
véna skupina ,Ph negativnich (Ph-) MPN*, kterou
tvoff pravé polycytemie (PV), esencidlni trom-
bocytemie (ET) a primdrni myelofibréza (PMF).
Cytogeneticky zajimavé jsou — vzacna chronickd
eosinofilni leukemie (CEL), hypereosinofilni syn-
drom (HES) a samostatna podjednotka chronic-
ké granulocytarnf leukemie (CGL) (1, 2).
Spole¢nym jmenovatelem MPN je, Ze se jed-
né o klonalni myeloproliferativni onemocnénti,
jehoz pficinnd mutace dosud nenizndma (2, 3).
Neddvné urcenf vysoké incidence JAK2 mutaci
predevsim u nemocnych s PV, PMF a ET (4-6),
detekce fuze FIPTP1/PDGFRA u MPN s eosinofilif

(7,8) a pouziti cilené terapie imatinibem u téchto
nemocnych pfineslo novy impulz pro zvyseni
zajmu o genetickou diagnostiku a sledovani
minimalni rezidudini nemoci u téchto MPN.
Zé&kladni charakteristikou odlisujici chronickou
myeloidni leukemii (CML) od ostatnich MPN je Ph
negativita. Pfestoze neexistuje specifickd chro-
mozomova zména pro jednotlivé subtypy MPN,
nalezené chromozomové zmény prispivaji k jejich
diferencidini diagnostice a ur¢eni progndzy.
Chromozomové aberace byvaji pozorovany
u 5-45% nemocnych (9). Tato pozorovani jsou
zalozena predevsim na klasickém cytogenetic-
kém vysetieni a na metodeé fluorescencnfin situ



hybridizace (FISH), které jsou v soucasnosti dopl-
novany vysoce sofistikovanou analyzou celého
genomu metodou array komparativni genomo-
vé hybridizace (arrayCGH) s oligonukleotidovymi
nebo SNP (single-nucleotide polymorphism)
Cipy. Cilem je urcit specifické genetické zmény
podilejici se na patogenezi MPN.

V tomto ¢lanku poskytneme prehled soucas-
nych poznatkd vychazejicich z cytogenetickych
nélezd a poukdzeme na jejich klinicky vyznam
u nemocnych s nékterymi typy MPN.

Metody
Konvencni cytogenetika

Klasické cytogenetické vysetfeni kostni dre-
né patfi u nemocnych s MPN k zakladnim vyset-
renim. Vysledkem cytogenetického vysetieni je
sestaveni nejméné 10 karyotypd a hodnocenf
nejméné 20 metafazi podle ISCN 2009 (10).

Molekuldrni cytogenetika
Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
Metoda FISH je aplikovdna na preparéty
pfipravené ze suspenze bunék zpracované pro
cytogenetické vysetieni. Pro FISH vysetfen( je
mozné aplikovat komercné pfipravené lokus
specifické, centromerické nebo celochromo-
zomové sondy. V pfipadé ndlezu komplexnich
zmén a kompexnich translokaci je mozné po-
uzit pfi dostate¢ném poctu metafdzi metodu
mnohobarevné FISH (mFISH) (obrazek 1) nebo
pro mapovani zmeén jednotlivych chromozom(
metodu mnohobarevného pruhovani (MBAND
FISH) a specialni BAC (Bacterial arteficial chromo-
some) sondy pro detailni mapovani zlomovych
mist. V pfipadé nepritomnosti metafdzovych
chromozomd je mozné metodou FISH hodnotit
pouze interfazové buriky, a pak je tato metoda
oznacena jako intefazni FISH (iFISH). Hodnoti se
v priméru 200-300 intefaznich jader.

Cipové technologie

Rychly rozvoj Cipovych technologii ved|
v nékterych laboratofich k zafazeni metody
arrayCGH do rutinnf praxe. PGvodni BAC cipy
s rozlisenim kolem 1 Mb (megabdéze) byly v po-
slednich letech nahrazeny ¢ipy s vyssim, oligo-
nukleotidovym rozlidenim (11). Imobilizované
sondy jsou uméle syntetizované oligonukleotidy
0 délce 25-70 pb (part bazf). Rozliseni takovych
Cipl je zavislé na poctu genl a jejich pokryti
sondami.V posledni dobé jsou stale ¢astéji vyu-
Zivény znalosti o jednonukleotidovych polymor-
fizmech (SNP). SNP ¢ipy nebo kombinace oligo-
nukleotidovych ¢ipl se SNP sondami dovoluje
nejen urcit kvantitativni zmény ve studovaném

genomu, ale také vyskyt uniparentaini disomie
(UPD) a ztraty heterozygozity (LOH) (12).

Cytogenetika pravé polycytemie (PV)

Vice neZ 95% nemocnych s PV md mutace
Janus kinase2 (JAK2), genu lokalizovaném na chro-
mozomu 9p24. Nejsou to jediné mutace vysky-
tujicf se u MPN, ale napf. mutace MPL genu, TET2,
nebo IDH maji nizkou frekvenci a jejich klinicky

vyznam je zatim nejasny (3). Cytogenetické zmeény
u PV nachdzime v priméru u 35% nemocnych
(9). Rada studif ukézala, Ze identifikace chromo-
zomové zmeny u PV v dobé diagndzy je spojena
s nepfiznivou progndzou. U ¢asti nemocnych
se zmény objevuji az v prlbéhu onemocnéni
(13-15). Terminalni fazi PV mdze byt transformace
do postpolycytemické myelofibrézy nebo sekun-
darni akutni myeloidnf leukemie (AML). Téméf

Obrdzek 1. mFISH karyotyp nemocného s MPN s balancovanymi translokacemi v karyotypu: 46, XY,

t(2; 3)(q?23; q?25),t(12; 15; 19)(p13; q?24; p?12) (derivované chromozomy jsou oznaceny Sipkou)

Obrdzek 2. Karyotyp nemocného s MPN: 47, XY, +8 (G-pruhovéni)
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Obrdzek 3. Karyotyp nemocného s MPN: 47, XY, +9 (G-pruhovani)
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Obrdzek 4a. Karyotyp nemocného s MPN: 46, XY, del(20q)
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Obrdzek 4b. \/ysledek hybridizace se sondou ON
MDS 20g- (PTPR 20g12)/20q11 (Kreatech, Amsterdam,
The Netherlands) potvrzujici deleci (chybéjici cer-
veny signal) na dlouhych ramenech chromozomu
20 v oblasti q12

del(20q)

-
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vsichni nemocni, kteff progreduji v PMF nebo
AML majf chromozomoveé zmény. Nejcastéjsi pro-
kdzanou zménou u PV jsou trisomie chromozomu
8 a9 (obrazky 2, 3). Trisomie chromozomu 8 a 9
mohou perzistovat i bez dalSiho klonainiho vy-
voje i vice jak 15 let, zatimco piftomnost jinych
chromozomovych zmén, jako je monosomie 7
nebo delece 5g a komplexni karyotyp, mize byt
signalem pfechodu do terminaini faze onemoc-
néni. Dalsimi zménami, které u PV nachazime,
jsou delece dlouhych ramen chromozomu 20
(obrazek 4), delece chromozomu 13 a zmnozeni
chromozomu 1q. Byly popsany i dal$i zmény: +19,
+21, =Y, del (12p) a i (17q), ale jejich frekvence je
nizkd (9). Klasické cytogenetické vysetieni jsme
proved|i u souboru 54 nemocnych s diagnézou

PV (16). Chromozomové zmény jsme identifikovali
u 35% nemocnych. Frekvence zmén v dobé trans-
formace PV do PMF byla 65% a nej¢astéjsi nacha-
zenou zménou byla delece 20q. Neprokazali jsme
zvyseny vyskyt genetickych zmén v souvislosti
s myelosupresivni lécbou. Vysledky byly v souladu
s daty publikovanymi v literatufe.

Zvyseni poctu identifikovanych chromozo-
movych zmeén v dobé diagndzy bylo ocekdvano
se zavedenim citlivéjsi vysetfovaci metody — FISH.
Jak se ukdzalo, zavedeni FISH u PV ale vyznamnéji
nepfispélo ke zvysenfidentifikace chromozomo-
vych zmén a nepomohlo odhalit ani submikro-
skopické zmény, pfedevsim delece u nemocnych
s normalnim karyotypem (17, 18).

Cytogenetika esencidlni trombocytemie (ET)

EsencidIni trombocytemie (ET) je klonaini
maligni hematologické onemocnéni, charakteri-
zované trvalym zvysenim poctu desticek a rizikem
vzniku trombotickych a krvacivych komplikacf.
Odlisit v diferencidlni diagnostice reaktivni trom-
bocytemii od ET je Casto slozité, ale je dUlezité
predevsim z lé¢ebnych a prognostickych ddvodd.
Pfes fadu provedenych genetickych studii nebyl
nalezen jednoznacny geneticky marker charakte-
risticky pro ET. Celkem u 50% nemocnych muze-
me potvrdit piftomnost JAK2'"F mutace. Pouze
mala ¢ast nemocnych transformuje do sekundarni
myelofibrézy (post-ET MF), myelodysplastického
syndromu (MDS) nebo AML (19, 20).

Jen asi u 5% nemocnych mlzeme pozoro-
vat chromozomové zmény, nejc¢astéji trisomii
chromozomu 9. Snaha ur¢it dalsi, dosud neod-
halené zmény jinou metodou, napf. metodou
CGH, nepfinesla zadné nové vysledky (21). Ve své
praci analyzoval Gangat a spol. (22) soubor 402
nemocnych s ET a chromozomové zmény byly
nalezeny u 7% nemocnych s nejfrekventné;jsi
zménou — trisomif chromozomu 9. Tito autofi
pozorovali, ze nemocni s aberacemi v dobé di-
agnodzy méli splenomegalii, anémii, trombozy
a jednalo se casto o kufaky. Vliv chromozomo-
vych zmén na celkové pfeZiti nebyl pozorovan,
stejné jako nebylo pozorovadno spojenf s trans-
formaci ET. Naopak Hsiao a spol. (23), ktefi ana-
lyzovali vztah chromozomovych zmén a trans-
formace ET u souboru 89 nemocnych, prokazali
vztah mezi chromozomovymi zménami, leu-
kemickou transformaci a nepfiznivou progné-
zou. V roce 2009 publikoval Sever a spol. (24)
vysledky cytogenetické analyzy 172 nemocnych
s ET a cytogenetické zmény byly pozorovéany
u5,29% nemocnych v dobé diagndézy au 1,7%
nemocnych v pribéhu transformace. Nej¢astéjsi
zménou byla trisomie chromozomu 9. Autofi



nepotvrdili vyznam cytogenetického sledovani
pro v¢asné odhalenf transformace ET.

Cytogenetika primdrni myelofibrézy (PMF)

Primarni myelofibréza je definovana jako
klonalni myeloproliferace charakterizovana
proliferaci prfedevsim megakaryocytl a gra-
nulocytd v kostni dfeni, abnormalni expresf
cytokind, v pIné rozvinuté fazi i fibrézou kostni
drené, anémif, splenomegalii a extramedularni
krvetvorbou a ve srovnani s ostatnimi MPN
i kratkou dobou pfezivani (25). Kromé mor-
fologického zhodnocenf kostni dfené, zjistént
pritomnosti fibrozy drené a JAK2/MPL mutaci
je v dobé diagndzy doporuceno provést i cy-
togenetické vysetreni. Cytogenetické zmény
pozorujeme pfiblizné u 35% nemocnych.
Nejcastéji se jednd o trisomii chromozomu 9
a deleci 13q, kterd vsak nemé specificky dia-
gnosticky vyznam (26).

Hussein a spol. (26) provedli metaanalyzu
cytogenetickych nélez(i dvaceti praci u PMF. Dosli
k z&véru, Ze na zékladé cytogenetiky nelze odli-
Sit PMF od post PV nebo post ET myelofibrézy.
Z vysledkU analyzy tif nejvétsich soubor nemoc-
nych vyplynulo, Ze frekvence chromozomovych
zmeén v dobé diagndzy PMF je 33%, 34% a 35%
(27, 28, 29) a Ze nejcastejsimi zménami jsou de-
lece del(20q) (22%, 34% a 36 %), del(13q) (14 %,
249% a 25%) a zmény chromozomu 1 (19-28 %).
Frekvence izolované del(20qg) a del(13q) byly 14—
28% a 8%. Detailnf analyzy chromozomovych
zlomd na 20q urcily zliomovou oblast g11.2-13.1,
u delece 13 oblast q12-22. Ani na zékladé této
analyzy se zatim nepodafilo urcit kandidatnf
geny z téchto oblasti, které se podileji na pato-
genezi PMF. Byly vSak pozorovany i dal$f zmény
jako -7/del(7q), del(5q), del(12p), +21 a der(6)t (1;6)
(@21;p21.3), které se ale vyskytujf s nizkou frekven-
ci. Stejné zmény byly pozorovéany i u post-PV MF
a post-ET MF, jen jejich frekvence byla odlisna.
Prace ukdzala, Ze pozorované chromozomové
zmeény je mozné rozdélit na pfiznivé a nepfizni-
vé. Jako pfiznivy byl oznacen nalez normalniho
karyotypu nebo izolované delece del(20g) nebo
del(13q). Nepfiznivy karyotyp predstavuje nélez
komplexnich zmén, monosomalni karyotyp (MK),
inv(3) a i(17q). Pfitomnost MK u primarni MF pfed-
ur€uje horsi prognoézu, nez je progndza nemoc-
nych s komplexnim karyotypem bez monosomie
nebo se samostatnou zménou - trisomii 8 (30).
Pocet studovanych pacient( viak byl maly a zjis-
téné vysledky bude nutné potvrdit na velkych
souborech nemocnych. Nicméné z praktického
hlediska je u PMF doporuceno vysledek cytoge-
netiky zahrnout do prognostického hodnocent.

Chronickd neutrofilni leukemie (CNL)

CNL je vzécné onemocnéni s klinicky a la-
boratorné definovanymi vlastnostmi a velmi
heterogennim prezivanim nemocnych. Proto
i cytogenetické studie u téchto nemocnych jsou
vzacné a vétsinou se jedna o jednotlivé pozoro-
vani. Nalezené chromozomové zmény se tykaly
trisomif chromozom 8, 9, delece 20q a delece
11qg (31, 32). Vétsina nemocnych mé normaini
karyotyp. Pfedpokladé se, ze nemocni mohou
mit genetické zmény, které mohou byt submi-
kroskopické a tedy cytogeneticky nepoznané,
a ze chromozomové zmény jsou sekundarni
udalosti v patogenezi CNL (33).

Myeloidni a lymfoidni neopldzie spojené s eosi-
nofilii azménami PDGFRA, PRGFRB a FGFR1

WHO klasifikace 2008 vyclenila MPN s eosi-
nofilifa zménami gen PDGFR a FGFR1 a oddé-
lila od samostatné stojici chronické eosinofilni
leukemie (CEL) jinak nespecifikované (NOS) —
(CEL, NOS) (2). Spravnost tohoto pfistupu byla
potvrzena i pozorovanim, které publikoval v roce
2009 Thiele (35). V pfehledové praci o Ph- MPN
a vysledcich workshopu CEL, NOS ukazal na
detailnfanalyze 33 pffpadl s plvodni diagnézou
CEL, NOS vyznam jejiho samostatného postave-
ni. CEL, NOS byla pracovni skupinou potvrzena
pouze u 4z 33 hodnocenych pfipadl. U zadné-
ho nebyla nalezena chromozomova zména, ani
prestavby gend PDGFRA.

Do této skupiny MPN s eosinofilii patfi MPN
s fuzi genl FIPIL1/PDGFRA. Fuze je vysledkem
kryptické delece dlouhého ramene chromozo-
mu 4 v pruhu g12. Tuto zménu popsal poprvé
Cools a spol. (7) a jeji identifikace ma vyznam
predevsim pro moznost Uspésné |éCit tyto ne-
mocné imatinibem. Fuzni gen je vysledkem
kryptické zmény, a proto je mozné ji cytoge-
neticky ur¢it jen metodou FISH pomoci speci-
fické sondy FIP1L1-CHIC2-PDGFRA (4g12) jak na
chromozomech, tak predevsim na interfaznich
jadrech (obrazek 5).

Syndrom se zménou chromozomu 8 oznace-
ny jako EMS (eight myeloproliferative syndrome),
nékdy také jako stem cell leukemia/lymphoma
(SCLL), je relativné vzacné onemocnéni s typic-
kou formou Ph negativni myeloproliferace a lym-
fomu, ¢asto T lymfoblastického lymfomu. Velmi
¢asto je pozorovana rezistence ke konvencnf
chemoterapii, kterd vede k vyvoji AML. Tento
syndrom je spojen s balancovanou translokaci
chromozomu 8p11 (36). Zlomové misto vzdy za-
hrnuje gen pro fibroblastovy rlstovy receptor 1
(FGFRI). Ackoliv FGFRT kéduje tyrozinovou kinazu,
Ucinna lécba zatim neexistuje, a proto je jako

|é¢ba volby pfedevsim mladych nemocnych do-
porucovana alogenni transplatace krvetvornych
bunék. Jako nej¢astéjsitranslokace zahrnujici gen
FGFRT jsou uvedeny translokace t(8; 13)(p11; g12)
s fuzi gend ZNF198/FGFRI, 1(8; 9)(p11; g33) a t(6;
8)(q27; p11-12) s fuzi CEP110-FGFR a FGFRIOPI-
FGFRT (9, 37).V soucasnosti bylo popsano celkem
13 fiznich partner a chromozomovych oblasti
(obrazek 6). Nemocni s pfestavbou FGFRT maji
nejcastéji MPN s eosinofili nebo T lymfoblasticky
lymfom s eosinofilif (38).

Nejcastéjsi chromozomové
zmény u MPN
Trisomie chromozomu 8

Trisomie chromozomu 8 je nejcastéjsi nu-
merickd chromozomovéa zména pozorovana
u myeloidnich malignit. Je rutinné ur¢ovana
jak pomocf klasické cytogenetiky, tak metodou
FISH. Zavedeni metody FISH ukézalo, Ze i pfi
nepfitomnosti metafazi nebo jejich velmi Spatné
morfologii je tato metoda pomoci centrome-
rické sondy schopnd urcit i maly bunécny klon
s touto zménou. Ukazuje se, Ze frekvence zmény
je vyssinez prokazala klasicka cytogenetika (39).
Viyznam trisomie chromozomu 8 neni zcela ob-
jasnén nejen u MPN, ale ani u jinych myeloidnich
malignit. Pfedpoklada se, ze geny lokalizované
na dlouhém rameni chromozomu 8 by mohly
hrat vyznamnou roli v patogenezi MPN. V této
souvislosti se uvazovalo i o mozné roli onkogen(
lokalizovanych na 8q, pfedevsim genu CMYC.
Vroce 2010 Thoennissen a spol. (40) publikovali
vysledky analyzy SNP array na souboru 88 MPN
nemocnych a 71 MPN nemocnych v blastické
fazi. Touto metodou zjistili 3x vice genomickych
zmén u nemocnych v blastické nez v chronické
fazi, a Ze trisomie chromozomu 8 nebo ampli-
fikace 8924 (CMYC) byla téméf vyhradné pozo-
rovana u nemocnych s JAK2Y"F v blastické fazi.
Naopak u PV bylo pozorovano, Ze trisomie 8

Obrdzek 5. \/ysledek FISH se sondou ON FIP1L1-
CHIC2-PDGFRA (4q12) Del, Break (Kreatech, Amster-
dam, Netherlands) u nemocného s HES. Fizni signdl
(Cerveny a zeleny) pfredstavuje normalni ndlez na
chromozomu 4, delece genu CHIC2 a fuze FIP1L1/
PDGFRA potvrzuje pouze zeleny signél

www.onkologiecs.cz | 2012;6(3) | Onkologie



Obrdzek 6. Schematické zndzornéni genu FGFR1, jeho fuznich partnerd a chromozomovych oblasti

(upraveno podle http://atlasgeneticsoncology.org)
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mUZe perzistovat bez dalsiho klonalni vyvoje ¢i
transformace do AL a mUze byt spojena s rela-
tivné dobrou prognézou (13, 14).

V poslednich letech se uvazuje i o mozné
roli miRNA lokalizovanych na chromozomu 8.
Jednd se pfedeviim o miR-124a a miR-30d, kte-
ré jsou lokalizovany v pruhu 8p21 a 8g23. Bylo
Zjisténo, Ze u nemocnych s trisomii 8 jsou obé
miRNA nadmérné exprimované, a to vedlo
k Uvaze o mozném efektu davky gend (41). Tato
pozorovani bude potfeba potvrdit na analyzach
velkych soubord nemocnych.

Zmény chromozomu 9

Trisomie chromozomu 9 je také ¢astou zme-
nou u myeloidnich malignit a presnéjsi data o té-
to zméné prinesla az technika FISH (42, 43), pro-
toZe klasickou cytogenetikou nebyla tato zména
vétsinou prokdzana. Kromé klasické trisomie 9
je mozné pozorovat i parcidlni trisomii, kterd se
tykd kratkych ramen chromozomu 9 (9p) a je
vysledkem nebalancovanych translokaci napt.
s chromozomem 1p nebo 1q, a to pfedevsim
u PV (44, 45). Jako rekurentniaberace u MPN byla
také popsana translokace mezi chromozomy 9
a 18 se zmnozenim 9p (46, 47).

Doplnéni cytogenetiky a FISH metodou CGH
zvysilo frekvenci detekce zmnozeni 9p a urci-
lo ztrdtu heterozygozity (44). Chen a spol. (48)
popsali pacienty s izochromozomem kratkych
ramen —i (9p) a povazuji tuto zménu za vyznam-
nou v patogenezi PV. Za kritickou oblast je po-
vazovana oblast mezi pruhy p13 az pter, kde leZi
fada kandidatnich gent jako JAK2, MLLT3 nebo
SMARCA2. Snaha urcit presnéji oblast 9p a geny
v nflokalizované a jejich podil na patogenezi MPN
ved| k fadé detailnich studii této oblasti. Kralovics
a spol. (49) provedli mikrosatelitnf analyzu oblasti
9p. Zjistili ztratu heterozygozity 9p (OpLOH) u 33%
nemocnych s PV a prokdzali, ze je vysledkem
mitotické rekombinace a uniparentaini disomie.
Viyznam této oblasti v patogenezi PV byl nakonec
potvrzen i ndlezem mutace JAK2 genu.
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Delece 20q

Delece 20q je ¢astd chromozomova zména
u myeloidnich, ale vzacnd u lymfoidnich onemoc-
néni. Je nejcastéjsi zménou pozorovanou nejen
u nemocnych s PVa PMF (asi 10%),aleiu ETa CNL.
MUze se vyskytovat jako samostatnd zména nebo
spolecné s dalsimi zmeénami (50). Nédlez delece
nejen v burkach myeloidnti, ale i lymfoidni linie
(51) ved| ve svém dusledku k tvaze o mozném
plvodu MPN z ¢asnych progenitorovych bunék
s myeloidnim i lymfoidnim potencidlem (52).

Mapovani deletované oblasti ukazalo, ze
delece je spise intersticidlni neZ termindlni a jako
nejcastéji deletovana oblast byla uréena oblast
mezi pruhy g11-q13. Detailni analyza zde odhalila
Sest kandidatnich genli a mezi nimi gen L3MBTL.
Tento gen kdduje protein, ktery je transkripcnim
represorem a je vaznym kandidatnim supre-
sorovym genem, ktery by se mohl podilet na
patogenezi MPN (53-56).

Klinickd pozorovani ukazujf, Ze skupina ne-
mocnych s deleci 20g by mohla pfedstavovat
samostatnou podskupinu MPN charakterizo-
vanou megakaryocytovou a erytroidni dysplazif
(50). Prognosticky vyznam delece nenf zcela
jasny, protoZe néktera pozorovani nepotvrdila
rozdily v pfeziti nemocnych s a bez delece 20q
(56-58). Soucasné se zd3, ze to neplati pro ne-
mocné s PMF s izolovanou deleci 20q a s dalsimi
zménami. Napf. Bfezinova a spol. (59) pozorovali,
Ze nemocni s MPN s izolovanou aberaci 20q Zij
déle nez nemocni s deleci 20q a dalsimi pfidat-
nymi zménami. Skute¢ny prognosticky vyznam
delece by mohly pfinést az analyzy velkych sou-
borl nemocnych.

Delece 13q

Delece 13q je zménou vyskytujici se ¢astéji
u PMF nez u PV. Je vsak pozorovanai u post-poly-
cytemickych MF. Zajimavé je, Ze je ¢astou zménou
i u lymfoidnich a dalsich myeloidnich malignit,
a ze se deletované oblasti ¢astecné prekryvaji
(60-62). Olcaydu a spol. (63) studovali deleci 13q
na souboru 367 MPN nemocnych. Pozorovali

vyssi frekvenci delece u PMF a post-polycyte-
mické myelofibrézy a urcili ¢asto deletovanou
oblast (CDR) o velikosti 9,8 Mb, kterd zahrnovala
i RBI gen. Expresni analyza téchto pfipadd vsak
neukdzala v granulocytech nemocnych s MPN
vyznamné rozdily v expresi mRNA ve srovnani
s normalni kontrolou. Na zékladé téchto vysledkd
predpokladaji, Ze kompletni ztrata ani haploinsu-
ficience nejsou pravdépodobné patogenetické
mechanizmy pro vznik MPN.

Kromé této delece jsou pozorovany balan-
cované i nebalancované translokace, z nichz
nekteré nesou submikroskopické delece 13q
(64). Studium zlomovych mist a urc¢enf gend
v nich lokalizovanych by mohlo pfinést dalsi
ddkazy o vyznamu téchto zmén u MPN.

Zmény chromozomu 1q

Aberace chromozomu 1 jsou u MPN po-
zorovany velmi ¢asto, ale vyskytuji se i u jinych
myeloidnich malignit. Chromozom 1 je nejvetsi
lidsky chromozom a obsahuje asi 8 % lidské DNA,
1600 zndmych gend a 1000 novych kodujicich
sekvencf a transkriptd (65). Caramazza a spol.
(66) ukazali, Ze existuje vztah mezi aberacemi
a MPN. Tyka se jak duplikaci,
tak deleci a nebalancovanych translokaci. Napr.
duplikace obvykle zahrnuje u PV oblast 1q12—
1932, zatimco u PMF vétsinou oblast 1g32-g44.

chromozomu 1

Translokace t(1; 6) byla pozorovéna u PMF, u po-
st-PV MF nebo u post-ET MF, zatimco transloka-
ce t(1; 7) vétsinou u nemocnych s PMF. Zajimava
jsou pozorovani translokace t(1; 2) (p34; p21), pro-
toze zlom nastava ve stejném misté, ve kterém
je lokalizovan gen pro receptor trombopoetinu
(MPL). 11 % nemocnych s PMF a niZsi procento
nemocnych s ET nesou somatickou mutaci ak-
tivujici MPL (MPLW515L). Jeji tloha nenf zatim
pfesné urcena (67). Vysledky Cipové analyzy
s pouzitim SNP ¢ipd publikovali Klampfl a spol.
(68). Na souboru 408 nemocnych zjistili lokalizaci
uniparentalni disomie v oblasti 1q a urcili kan-
didatni gen MDMA4, ktery je silnym inhibitorem
p53. Déle pozorovali, Ze aberace 1q je spojena
se sekundarni myelofibrézou a akcelerovanou
fazi. Zda mUze zisk materidlu chromozomu 1q
pUsobit jako zména vedouci ke kumulaci dalsich
zmén s naslednou leukemickou transformact
musi potvrdit az dalsf studie.

Nebalancované zmény genomu MPN
urcené ¢ipovymi analyzami
Nebalancované zmény v nddorovém geno-
mu (zmnozeni nebo ztraty genetického materi-
alu) mohou vést ke ztraté tumor supresorovych
genl a zmnozeni maze vést k efektu davky ge-



nd. Cipové analyzy potvrdily, ze nebalancované
zmény jsou unemocnych s MPN casté. Tefferi
a spol. (69) provedlianalyzu arrayCGH s oligonuk-
leotidovymi Cipy u 71 pacientd s MPN. Zmény
v poctu kopii (CNC) byly pozorovany u 44 %
PMF, u 35% pacientl s PVa u 15% pacientl s ET.
Srovnéni nalezl chromozomovych zmén u PMF
urcenych klasickou cytogenetikou a arrayCGH
ukazalo pfednostni vyznam metody arrayCGH
s ndlezem zmén u 489% nemocnych ve srovnani
s cytogenetikou, kde byly zmény nalezeny u 36 %
nemocnych. Kawamata a spol. (70) pouZili pro
vysetfeni 43 MPN nemocnych SNP Cipy a zjistili,
Ze genomické zmény jsou u ET vzacné. Celkem
u 11 nemocnych (3 PV, 1 ET, 7 PMF) pozorovali
uniparentalni disomii 9p. Uniparentalni disomie
1p byla pozorovana u 4 nemocnych (1 PV a3
PMF). Nejvétsi dosud publikovana celogenomo-
va analyza pouzivajici SNP Cipy je studie celkem
408 nemocnych s MPN (65). Vysledky ukazaly,
Ze 62,5% vysetfenych nemocnych ma nejmé-
né 1 chromozomovou zménu. Z tohoto poctu
se jednalo celkem o 25 rekurentnich aberaci
(vyskytovaly se u 3 a vice nemocnych). Narst
zmeén byl signifikantné spojen s narlstem véku
nemocnych, s progresi choroby a s leukemickou
transformaci. Nebalancované zmény chromo-
zomd 1qg a 9p se vyskytovaly predeviim u ne-
mocnych s progresi do sekundarni myelofibrozy
nebo akcelerované faze. Zmény chromozom
19,79, 59, 6p, 7p, 19q, 229 a 3q byly asociovany
s transformaci do AML. Zmapovéanim nejcastéji
postizenych oblasti byly ur¢eny kandidatnf geny:
pro 3p gen FOXP1, pro 4q TET2, pro 7p IKZF1, pro
7q gen CUXI, pro 12p gen ETV6 a pro 21g gen
RUNXT. Prace ukazala, Ze na rozdil od klasické
cytogenetiky ma zmény urcené touto metodou
vice nez 50% nemocnych. Nebyla pozorovana
vyssi frekvence zmén u nemocnych s JAK2VeVF
mutaci, ale vyssi vyskyt téchto zmén byl pozo-
rovan u starsich pacientd.

Zavér

Myeloproliferativni neoplézie jsou cha-
rakterizované klonalni hematopoezou, ktera
pravdépodobné vznikd na Urovni abnormalni
hematopoetické kmenové nebo progenitorové
bunky. Konvencni cytogenetickd analyza potvr-
dila klondIni vyvoj téchto onemocnéni a urcila,
7e chromozomové aberace se mohou objevit
v ¢asnych progenitorovych bunkach a mohou
vznikat jako sekunddrni uddlost u nemocnych
s preexistujici klonalni hematopoezou (71).
Ziskanou somatickou mutaci je mutace JAK2Y¢"7F
u nemocnych s MPN (4-6). Mutace JAK2"'7F
je pfitomna u vice nez 95% nemocnych s PV

a u 50% pacientt s PMF a nebo ET. Tato mutace
byla pozorovana u MPN v CD34+ burkéch (72),
stejné jako v progenitorovych MPN bunkach
av bunkich schopnych repopulace dreng,
potvrzujici pdvod tohoto onemocnéni v pri-
mitivnich hematopoetickych progenitorovych
bunkach. Klinické a molekularnf studie presto
ukazaly, ze mutace JAK2Y"F nemusf byt jedinou
udélosti zodpovédnou za vznik MPN. V soucas-
nosti se uvazuje o dvou moznych modelech
a roli mutace JAK2Y"7F v klonalnim vyvoji MPN
(73, 74). Prvni model predpoklada, ze JAK2Y'"F je
sama zodpovédna za vyvoj MPN a Ze tato muta-
ce iniciuje a podnécuje klonalni hematopoezu.
Druhy model pfedpokldda, Ze inicidlni je mutace
dosud nezndmého(mych) genu(l), které pred-
chazeji JAK2Y"F mutaci. Takova preJAK2 mutace
mUze poskytnout klonalni zéklad pro ziskanf
fady aktivujicich mutaci, véetné JAK2'6'”F, JAK2
exon 12 mutace nebo MPL mutace. Pfitomnost
obou MPL a JAK2 mutaci u nékterych pacientl
s PMF a ET podporuje druhou hypotézu (75).
Pokud je tento model spravny, pak by JAK2'6!"F
predstavovala sekundérni udalost v prdbéhu
vyvoje MPN. Vedle této mutace nachédzime u ne-
mocnych s PMF v 509% chromozomové aberace,
ale u PV je nachdzime jen u29% nemocnych
a unemocnych s ET jen u 8-10% (76-78). Vztah
mezi chromozomovymi zménami, které zahrnuji
trisomii 9/49p, del(20q), trisomii 8, pfestavby 13q,
1qg a JAK2Y"Fmutaci zatim nebyl ur¢en. Jedna se
0 zmény, které nejsou pro MPN specifické a jejich
role v etiopatogenezi a progresi choroby zatim
neni zndma. Studie Wang a kol. (79) ukazala, ze
v hematopoetickych progenitorech MPN nemu-
sf probihat genetické udalosti vzdy ve stejném
poradi. Zmeény, jako je +8 a +9, mohou nékdy
predchézet vzniku JAK2Y6"7F mutace. Tento nalez
pak podporuje existenci ¢asnych genetickych
udalosti, které predchézeji JAK2Y"F mutaci nebo
cytogenetickym aberacim v hematopoetickych
progenitorovych bunkach MPN. Pfi hodnocenf
vztahu JAK2Y"F mutace a chromozomovych
zmén bylo pozorovano, Ze del(20q) se muze
objevit pfed JAK2 mutaci (75, 80) a jen vzacné
mohou mit pacienti biklonalni onemocnéni
(75). Vsechny tyto skutec¢nosti potvrzuji kom-
plexnivztah chromozomovych zmén a mutace
JAK2Y'F 3 ukazuiji, ze tyto dvé udalosti mohou
byt na sobé nezavislé.

Daldi cytogenetické, molekuldrmé cytogene-
tické a celogenomové analyzy v blizké budouc-
nostijisté prinesou dalsi informace k pochopent
patogeneze MPN.

Podeékovdni: Prdce byla podpofena grantem
MSM 6198959205 a grantem LF 2012-007.
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