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SOUHRN

Klasickd cytogeneticka analyza bunék kostni diené je zékladnim standardem pro vysetteni pacientd s myelodysplastickymi
syndromy (MDS). Pro detekci chromozomovych aberaci v jddrech nedélicich se bunék Ize vyuzit interfazni fluorescenéni
in situ hybridizaci (I-FISH). Jako alternativu k I-FISH analyze bunék kostni dfené jsme v této praci vyuzili metodu I-FISH
pro analyzu chromozomovych aberaci v CD34+ burkach cirkulujicich v periferni krvi. Cilem bylo hodnotit metodou |-FISH
frekvenci chromozomovych aberaci v CD34+ bunkach izolovanych z periferni krve, porovnat ji s vysledky |-FISH analyz
bunék kostni drené a posoudit moznost vyuziti této metody k monitorovani Uspésnosti terapie u nemocnych s MDS. VySettili
jsme celkem 22 vzorkl CD34+ bunék separovanych z periferni krve Sestnacti pacientl s MDS (13 Zzen; 3 muzi; 11krat 5g- syn-
drom, 4krat MDS RCMD a Tkrdt MDS/MPS). CtyFi nemocni byli vysetfeni opakované. Metoda I-FISH na separovanych CD34+
bunkach potvrdila predchozi ndlezy v burikdch kostni dfené u vsech vysetfenych pacientd - 14 nemocnych mélo deleci
chromozomu 5 v oblasti 5931, u jednoho nemocného byla nalezena delece chromozomu 20 v oblasti 20911912 a u jednoho
nemocného monozomie chromozomu 7. V nasi praci jsme prokazali, Ze izolace CD34+ bunék a nasledna I-FISH analyza
je prakticka neinvazivni metoda, ktera dokaze zachytit specifické chromozomové abnormality pfitomné v kostni dreni.
Vysetfenilze tedy vhodné vyuzit pro Setrnéjsi kontrolu onemocnéni a ke sledovani dynamiky patologického klonu po 1écbeé.

KLICOVA SLOVA
CD34+ bunky - I-FISH - myelodysplastické syndromy

SUMMARY

Ransdorfova $., Bfezinova J., Sarova ., Belickova M., Jondsova A., Neuwirtova R., Zemanova Z., Cerméak J.,
Michalova K.

Application of interphase fluorescence in situ hybridisation for the analysis of CD34+ cells in peripheral blood
of patients with myelodysplastic syndromes

Classical cytogenetic analysis of bone marrow cells is the standard for evaluating chromosomal aberrations in patients
with myelodysplastic syndromes (MDS). However, there are several factors affecting the success of this method, such
as the degree of cell proliferation, quality of preparations or size of pathological clone. In these cases, it is possible to
use interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH), which allows detection of chromosomal aberrations in the
nuclei of interphase cells. In this study, we used the I-FISH method to screen chromosomal aberrations in peripheral
blood circulating CD34+ cells. Our objective was to evaluate the frequency of chromosomal aberrations in CD34+ cells
isolated from peripheral blood, to compare this with the results of I-FISH analysis of bone marrow cells and to assess
the significance of this method for monitoring the effect of therapy in patients with MDS.

We examined 22 samples of CD34+ cells separated from the peripheral blood of 16 patients with MDS (13 females,
3 males; 11 x 5g- syndromes, 4x MDS RCMD and 1x MDS/MPS). Four patients were investigated repeatedly.
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[-FISH on the separated CD34+ cells confirmed the prior findings in bone marrow in all the patients examined - 14 patients
had deletion of chromosome 5 in the 5931 region, one patient had deletion of chromosome 20g11g12 and one patient
had monosomy of chromosome 7. In our work, we demonstrated that isolation of CD34+ cells followed by I-FISH ana-
lysis is a practical, non-invasive method that can detect specific chromosomal abnormalities present in the pathological
clone. This method has a predictive value and can be used for continuous disease control as well as for monitoring the

pathological clone dynamics following treatment.

KEY WORDS
CD34+ cells - I-FISH - myelodysplastic syndromes

uvob

Myelodysplastické syndromy (MDS) zahrnuji hete-
rogenni skupinu hematologickych malignit charakte-
rizovanych onemocnénim pluripotentni hematopoe-
tické bunky. Zmeény vedou k neefektivni hematopoeze,
morfologické dysplazii krvetvornych bunék a soucasné
periferni cytopenii postihujici jednu ¢i vice krvetvornych
linii. Pfitomna je rovnéz abnormalni imunitni odpovéd
organismu vedouci k aktivaci cytotoxickych T-lymfocyti
a zvySené produkci cytokinid indukujicich apoptézu,
zejména zralejSich forem krvetvorby [1, 2]. Incidence
MDS je udavana 2-3 ptipady na 100 000 obyvatel rocné.
Vyskyt MDS u déti a mladych dospélych osob je nizky,
ale stoupa s vékem nad 50 let, ve vékové skupiné nad 60
let je incidence 15-50 nemocnych na 100 000. U10-20 %
pacientl dochézi k postupnému rozvoji onemocnéni
a k transformaci do akutni myeloidni leukemie (AML).

Klasicka cytogeneticka analyza bunék kostni dfené
(KD) detekuje klonalni chromozomové aberace u 50-60 %
dospélych nemocnych s primarnimi MDS a aZ u 80 %
nemocnych se sekundarnim typem onemocnéni [3].
Nalez abnormalniho karyotypu je jednim ze zaklad-
nich parametra pfi hodnoceni patogeneze a prognozy
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze MDS jsou z hlediska
morfologické prezentace, klinického pribéhu i cytoge-
netickych naleza velmi heterogenni, proslo rozdéleni
do jednotlivych skupin zna¢nym vyvojem. Nejnoveéjsi
publikace rozdéluji MDS podle cytogenetického ndlezu
do 5 prognostickych podskupin [4, 5]. Do kategorie vel-
mi dobra prognéza patfi samostatna delece dlouhych
ramen chromozomu 11, del(11)(q) a ztrata gonozomu
Y. Normalni karyotyp, samostatna delece dlouhych
ramen chromozomu 5 a 20, del(5)(q) a del(20)(q) a de-
lece kratkych ramen chromozomu 12, del(12)(p) fadi
nemocné do skupiny s dobrou prognézou. V kategorii
stfedni prognoéza jsou zatfazeny delece dlouhych ramen
chromozomu 7, del(7)(q), trizomie chromozomu 8 (+8),
izochromozom dlouhych ramen chromozomu 17, i(17)
(q) a trizomie chromozom 19 a 21. Do skupiny s nepfi-

znivou prognézou jsou fazeni nemocni se samostatnou
monozomii chromozomu 7 (-7), derivovanym chromo-
zomem 3, der(3)(q) a komplexnimi zménami karyotypu
zahrnujicimi 3 zmény. Velmi §patnou prognézu pred-
stavuji komplexni pfestavby karyotypu s vice jak tfemi
zmeénami [6]. Mezi nejcastéjsi chromozomové aberace
u MDS patfi intersticialni delece dlouhych ramen chro-
mozomu 5 (5q) vyskytujici se u 10-15 % nemocnych [7].
WHO Klasifikace (World Health Organization, 2008)
fadi nemocné s pritommnosti samostatné delece 5q spolu
s dalsimi specifickymi znaky (absence Auerovych tyci,
< 5% blastil v KD, <1 % blastl v periferni krvi a dalsi
morfologické zmény) do podtypu MDS, nazyvaného 5q-
-syndrom [8]. Pacienti s 5q- syndromem maji relativné
jednotny fenotyp a nizkou pravdépodobnost transfor-
mace do AML [9]. Tento syndrom byl popsdn uz Van den
Berghem v roce 1974 a jeho klinicky popis plati dodnes
[10]. Spolecnym deletovanym tsekem (CDR) pacientti
s 5g-syndromem je oblast 5g32-q33.1[11]. Onemocnénim
jsou postiZeny pievazné zeny (vice neZ 80 % pripadn),
pri¢ina tohoto jevu neni zndma. V posledni dobé se
v souvislosti s 5q-syndromem hovotii o pacientech, ktefi
maji spolu s del(5)(q) druhy nepfibuzny klon s trizomii
chromozomu 8. Vzhledem ke klinickému prtibéhu one-
mocnéni se zvazuje zafazeni téchto piipadd biklonality
do samostatné podskupiny 5q- syndromu [12].

V roce 2001 Vehmeyer et al. [13] dokazali, Ze u MDS
pacienti se zvySuje pocCet CD34+ progenitorovych bunék
cirkulujicich v periferni krvi (PK). Obvyklé zastoupeni
CD34+ bunék je priblizné 0,5-3 % v kostni dfeni a 0,05 az
0,2 % v PK. U nemocnych s MDS se zastoupeni téchto
bunék v PK zvysSuje na 0,2-1,5 % [14]. Studie CD34+
bunék v KD pacientli s AML a MDS prokazaly vyskyt
klonalnich chromozomovych aberaci [15]. V soucasné
dobé je proto snaha vyuzit pritomnost CD34+ bunék
v PK k méné invazivni detekci téchto zmén.

Cilem této prace bylo zhodnotit vyskyt a procen-
tuadlni zastoupeni chromozomovych abnormalit
v CD34+ butikach izolovanych z PK u nemocnych s MDS
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v pribéhu onemocnéni metodou I-FISH, porovnat ji
s vysledky interfazni fluorescencni in situ hybridizace
(I-FISH) v bunikach kostni dfené (KD) a posoudit moz-
nost vyuziti této metody k monitorovani aspéSnosti
terapie.

SOUBOR NEMOCNYCH

Metodou I-FISH jsme vySetrili celkem 22 vzorkii
CD34+ bunék separovanych z PK od 16 nemocnych.
Ctyfi pacienti byli vySetfeni opakované, z toho u jedné
pacientky jsme provedli vySetfeni na 4 vzorcich CD34+
bunék v pribéhu onemocnéni. Skupinu nemocnych
tvorilo 13 Zen a 3 muzi ve véku od 20 do 82 let, median
70 let. Nejcastéji zastoupenou diagnézou byl 5g-syn-
drom u 11 nemocnych, ¢tyfi pacienti méli refrakterni
cytopenii s dysplazii ve vice fadich (MDS RCMD) a je-
den myelodysplasticky/myeloproliferativni syndrom
(MDS/MPS).

Metody
Konvencni cytogenetickd analyza

U vSech pacientti byla pfi stanoveni diagnoézy
provedena konvencni cytogeneticka analyza bunék
KD. Nestimulované buriky KD byly kultivovany 24
hodin pfi 37 °C v médiu pro kultivaci kostni diené
Marrow Grow (Cytogen, GmbH, Germany) s nasled-
nym G-pruhovanim podle klasickych cytogenetickych
postupli. Pri dostate¢ném poctu délicich se bunék
jsme vyhodnotili u kazdého nemocného 20 metafazi.
Karyotypy jsme popsali podle mezinarodni nomen-
klatury ISCN 2013 (International system for human
cytogenetic nomenclature) [16].

I-FISH, mFISH, mBAND

Sondy pro I-FISH byly zvoleny na zdkladé vysledkt
klasické cytogenetické analyzy bunék KD. Preparaty
jsme pripravili ze stejné bunécné suspenze jako pro
cytogenetické vySetfeni KD a ze suspenze izolova-
nych CD34+ bunék PK. Pro detekci delece 5q jsme po-
uzili dvoubarevnou lokus-specifickou sondu Vysis LSI
5q31/5p15.2 (Abbott Molecular, USA) nebo ON MDS
5q- EGRI1 5qg31; CSFIR 5g@33/hTERT 5pl5 Triple-Color
(Kreatech Biotechnology B.V., The Netherlands).
U jednoho nemocného byla pouzita k prikazu delece
dlouhych ramen chromozomu 20 dvoubarevna sonda
ON PTPRT 20q11/20q12 (Kreatech Biotechnology B.V.,
The Netherlands) a u jednoho pacienta sonda pro ové-
feni monozomie chromozomu 7 Vysis LSI 7q31/CEP
7 (Abbott Molecular, USA). Preparaty byly analyzo-
vany ve fluorescenénim mikroskopu Axio Imager.Z1
(Carl Zeiss, Germany) a vysledny obraz byl zpracovan
softwarem pro I-FISH (ISIS, MetaSystems, Germany).

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 22, 2016

Vzdy jsme hodnotili 200 interfaznich jader ¢i CD34+
bunék, hodnota ,,cut-off value* byla stanovena na 5 %.
K ovéfeni komplexnich chromozomovych aberaci nale-
zenych konvencnimi technikami u jednoho nemocné-
ho byla pouZita metoda mnohobarevné FISH (mFISH)
(MetaSystems, Germany) a mnohobarevného pruho-
vani (mBAND, MetaSystems, Germany). Metody byly
provadény podle standardnich postuptl doporucenych
vyrobci.

Izolace CD34+ bunék

V priibéhu onemocnéni byly analyzovany CD34+
burniky izolované z PK. Cirkulujici CD34+ burnky z PK
byly oddéleny pomoci magneticky aktivované separa-
ce bunék Auto MACS separatorem (magnetic-activa-
ted cell sorting, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). Pro izolaci byly pouzity mononuklearni
buriky - PBMCs (monocyty, lymfocyty) ziskané z 20 az
30 ml PK denzitni gradientovou centrifugaci za pomoci
Ficoll-Pague. Cilové buriky jsou zachyceny v separac-
ni koloné umisténé v magnetickém poli separatoru.
Neoznacené burnky protékaji separacni kolonou a po
odstranéni separacni kolony z magnetického pole jsou
cilové buriky separovany do pozitivni frakce.

Statistické metody
K priikazu korelaci mezi vysledky vySetfeni byl po-
uzit t-test.

VYSLEDKY

U vSech 16 pacientli jsme pfi diagnoéze provedli vy-
Setfeni bunék KD klasickou cytogenetickou analyzou
a metodou I-FISH (tab. 1). Ctrnact nemocnych mélo
deleci dlouhych ramen chromozomu 5, u 10 z nich
se jednalo o samostatnou aberaci a u ¢tyft se del(5)(q)
vyskytovala spolecné s dal§imi cytogenetickymi zmé-
nami. Nemocny ¢. 4 mél reciprokou translokaci t(2;11)
(p21;923), nemocny €. 6 deleci kratkych ramen chro-
mozomu 12 v oblasti 12p13.3 az 12pll.2 a u nemocného
¢. 16 jsme detekovali deletovany chromozom 5 zahr-
nuty do dalSich chromozomovych pfestaveb. U pa-
cientky €. 13 jsme prokazali dva nepiibuzné patolo-
gické klony, jeden s deleci del(5)(q13g33.3) a druhy
s trizomii chromozomu 8. U dvou pacientli jsme
identifikovali pomoci klasické cytogenetiky chro-
mozomové aberace, které nezahrnovaly chromozom
5 - nemocna ¢. 2 méla deleci dlouhych ramen chro-
mozomu 20 v oblasti 20q11 az 20q12 jako samostatnou
aberaci a nemocny ¢. 15 monozomii chromozomu
7. Nalezy klasické cytogenetiky v burnikdch KD jsme
u vSech nemocnych potvrdili metodou I-FISH za po-
moci komeréné dodavanych sond.
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U vSech 16 pacientti jsme rovnéz provedli I-FISH
vySetfeni CD34+ bunék izolovanych z PK. Vysledky
zobrazuje tabulka 1. Ctyti pacienti byli vySetfeni opa-
kované, z toho u jedné nemocné (¢. 3) jsme v pribéhu
onemocnéni provedli I-FISH vySetfeni na ¢tyfech vzor-
cich CD34+ bunék z PK. Celkem 6 nemocnych mélo
odbéry KD a PK provedeny ve stejny den nebo v rozmezi
jednoho mésice. U 10 nemocnych byl ¢asovy odstup
vétsi nez 1 mésic. Statisticka analyza vysledka I-FISH
KD a CD34+ bunék pomoci t-testu u vSech 16 nemocnych
neprokazala vyznamnou korelaci, ale ani odliSnost
téchto hodnot (na zvolené hladiné vyznamnosti 0,05).
U 11 nemocnych rozdil procentudlniho zastoupeni
patologickych klond v butikdch KD a v CD34+ (graf 1)
nepfesahoval 18 %. U téchto pacientd spolu hodnoty
CD34+ a KD statisticky vyznamné korelovaly, a to na
hladiné vyznamnosti 0,001. Pouze u péti pacientl
se zastoupeni klont lisilo zasadnéji, o vice nez 35 %.
V ptipadé nemocnych €. 5,7 a 13 se jednalo o velky ¢a-
sovy odstup mezi odbéry. Pacientka ¢. 5 méla v odbéru
KD pfti diagnéze v r. 2010 zachycenou deleci oblasti 5q31
v 79 % interfaznich jader. Po dvou letech 1é¢by lena-
lidomidem a dosazeni celkové hematologické remise
bylo v separovanych CD34+ burikach detekovano pouze
6 % bunék s deleci 5q31 (obr. 1). Naopak pacientka ¢. 7
meéla pfi vstupnim vysSetfeni KD deleci oblasti 5q31
v 27,5 % bunék a 3,5 % blastli v PK. Po 1é¢bé lenalido-
midem (1/2011 aZ 8/2011) se krevni obraz znormalizoval
a byla prerusena terapie (pojistovna odmitla dal hradit
1é¢bu). U pacientky od 4/2012 nasledovala progrese
onemocnéni, pokles hemoglobinu, zmnozZeni blastl
na 13 % a zavislost na transfuzich. Deleci 5g31 jsme
detekovali 7/2012 jiz v 95 % CD34+ bunék. V nasledu-
jicich odbérech, po 1écbé azacitidinem, se procento
patologickych bunék snizilo na 2 % (pod hranici cut-off)
a pacientka je v soucasné dobé v celkové hematologické
remisi. Pacientka ¢. 13 méla v odbéru KD pfi vstupnim

Obr. 1 Vysledek I-FISH na separovanych CD34+ bunkach u nemocné ¢. 1
Trojbarevna sonda ON MDS 5g- EGR15q31; CSFIR 5033/nhTERT 5p15;
vlevo bunka s deleci oblasti 5031 a 5033 (zeleny signal 1krdt a cerveny
signal 1krat), modry kontrolnf signal (2krat) pro oblast 5p15, vpravo
bunka s normalnim nalezem.

100 %

T2 3 4 5 6 7 8 9 10 0Mm 122 13 14 15 76
pocet nemocnych

Graf 1. Srovnani procentudiniho zastoupeni |-FISH nélez{ v bunkach KD
a v CD34+ bunkach PK u 16 nemocnych

vySetfeni v r. 2013 nalezeny pomoci I-FISH dva izolova-
né klony. Jeden s deleci del(5)(q13q33.3) v 57 % a druhy
s trizomii chromozomu 8 v 8,5 % interfaznich jader.
Béhem 1é¢by lenalidomidem (03/2014 aZ 11/2014) se
snizil klon s deleci chromozomu 5 na 17,3 %. Po 1écbé
ale nasledovala progrese onemocnéni, krvacivé stavy
a deleci 5q31 jsme detekovali 12/2014 v 52,5 % CD34+
bunék. U dvou nemocnych (€. 15, 16) bylo procentual-
ni zastoupeni patologického klonu v CD34+ burnkach
vyss$i oproti burnikam KD. Pacient ¢. 15 mél v odbéru
KD pfii diagnéze (02/2015) monozomii chromozomu 7
zachycenou v 18 % interfaznich jader. V nasledujicim
odbéru KD 03/2015 se zvysil patologicky klon na 28,5 %
interfaznich jader, doslo k zmnoZeni blasti v PK na
7,2 % a soucasné cytologicky nalez svédcil o progresi
onemocnéni. Vizolovanych CD34+ burikdch odbéru PK
téhoz dne jsme detekovali vysoké procento patologic-
kého klonu (89 %). U nemocného €. 16 jsme v prvnim
odbéru KD (10/2014) prokazali pomoci I-FISH aberovany
chromozom 5 v 28,5 % interfaznich jader. V dal§im
odbéru KD (04/2015) jsme zaznamenali jiZ zvy$ené pro-
cento patologického klonu (61 % interfaznich jader),
zvy$il se poCet blastii v PK na 13,4 % a cytologicky nalez
svédcil pro trvajici onemocnéni MDS RCMD. V odbéru
PK z téhoz dne jsme detekovali patologicky klon ve
vSech izolovanych CD34+ bunkach (100 %).

DISKUSE

Cytogeneticka analyza a cytomorfologie jsou stan-
dardem pro vySetfeni nemocnych s MDS. V na$i praci
jsme se zamérili na analyzu CD34+ bunék cirkulujicich
v PK, které predstavuji obecné primarni patologické he-
matopoetické buriky u MDS [15, 17]. K bunécné separaci
1ze vyuzit techniku priitokové cytometrie nebo metodu
magnetické separace bunék. Metoda MACS je zaloZena
na imunomagnetickém znaceni cilovych bunék podle
jejich povrchovych antigent monoklonalni protilat-
kou, ktera je konjugovana se superparamagnetickou
partikuli [18].
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Tab. 1 Souhrn cytogenetickych dat nemocnych

Vék pfi Materidl KD/ Data
Pohlavi diagnéze Diagnéza CD34+ odbéru Karyotyp FISH (%)*
; KD 24.10. 2011 46,XX,del(5)(022033.2)[17]/46,XX[5] 80,5
1 z 82 5g-syndrom
CD34+ 29.3.2012 0 86,5
KD 23.11.20M 46,XX,del(20)(a1q12)[15] 76
2 z 76 MDS/MPS o
CD34+ 2.4.2012 0 94
KD 1.6.2010 46,XX,del(5)(q14033)[6]/46,XX[14] 53,5
CD34+ 12.1. 2010 0 49
CD34+ 29.5.2012 0 53,5
3 z 66 5g-syndrom KD 7.1.2013 46,XX,del(5)(q14g33)[51/46,XX[13] 70,5
CD34+ 23.5.2013 0 35
CD34+ 30.5.2013 0 ll
KD 23.9.2013 46,XX[22] 4
46,XY,t(2;1M)(p21,023),del(5)(013.3933.3)
4 |m 54 54-syndrom KD 22.6.2010 [41/46,XY[12] 70
CD34+ 26. 6. 2012 0 71
. KD 12.10 .2010 46,XX,del(5)(a13033)[12]/46,XX[10] 79
5 z 77 5g-syndrom
CD34+ 3.7.2012 0 6
46,XX,del(5)(q13933),del(12)(p13.2p11.2)
6 5 77 50-syndrom KD 10.7.2012 [M]/46,XX[5] 75
CD34+ 10. 7. 2012 0 71
KD 3.6.2010 0 mitos 27,5
CD34+ 24.7.2012 0 95
7 z 66 5g-syndrom
KD 23.10. 2012 46,XX,del(5)(031.2033.1)[41/46,XX[4] 45,5
KD 22.7.2013 46,XX[23] 2
CD34+ 24.7.2012 0 255
8 7 78 5g-syndrom KD 16. 8. 2012 46,XX[22] 13
CD34+ 12.8.2013 0 77
5 KD 31.5.201 46,XX,del(5)(a14g33)[15] 77
9 z 71 5g-syndrom
CD34+ 19.9. 2012 0 67
KD 16. 4. 2013 46,XX,del(5)(q13933.3)[141/46,XX[5] 40
10 |z 71 5g-syndrom CD34+ 21.5.2013 0 38,5
CD34+ 23.7.2013 0 44,5
KD 26.6.2013 46,XX,del(5)(a13933.3)[6] 69,5
5 CD34+ 30.5.2013 0 45
n z 68 5g-syndrom
KD 18.7.2013 46,XX,del(5)(013033.3)[61/46,XX[16] 42,5
CD34+ 25.7.2013 0 36,6
) KD 1. 6.2013 46,XX,del(5)(a11.2034)[2]/46,XX[20] 23
12 z 68 5g-syndrom
CD34+ 22.7.2013 0 18,5
KD 22 10,2014 46,XX,del(5)(q13933.3)[61/47,XX,+8[91/46,XX 17.3/18.3
13 |z 69 RCMD /]
CD34+ 1.12.2014 0 52,5/0
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(pokracovani)

Tab. 1 Souhrn cytogenetickych dat nemocnych

Vék pfi Materidl KD/ Data
Pohlavi diagnéze Diagnéza CD34+ odbéru Karyotyp FISH (%)*
KD 30.10. 2014 46,XX,del(5)(q13933.3)[17]1/46,XX[5] 81
14 z 82 RCMD
CD34+ 1.12. 2014 0 97
KD 24.3.2015 45XY,-7[2] 28,5
15 m 20 RCMD
CD34+ 24.3.2015 0 89
42, XY, psu dic(3;6)(?;p?),der(5)t(517)(al;
KD 23.4.2015 q11.2),-12,-15,-17,i(21)(q10)x2,der(21)t(19;22) 6l
16 m 68 RCMD @:p1),+mar[11]
CD34+ 23.4.2015 0 100

*FISH vysledky - procentudlini zastoupeni patologického klonu v burikdch KD a v CD34+ bunkach
Legenda: KD - kostni drerl, MDS - myelodysplasticky syndrom, MPS - myeloproliferativni syndrom, FISH - fluorescenc¢ni in situ hybridizace, Z - zena, m - muz, RCMD - refrakterni cytopenie

s dysplazii ve vice fadach

Poprvé popisuje I-FISH analyzu CD34+ bunék izolo-
vanych z PK jako novou metodu pro genetické sledovani
MDS pacientt Braulke et al. v roce 2010 [14]. Autofi sepa-
rovali CD34+ buniky pomoci MACS separatoru celkem u 27
nemocnych s MDS a oznacili ji jako citlivou a vhodnou
k pouziti u véech pacientli. Rovnéz nase vysledky ukazuji,
Ze I-FISH analyza cirkulujicich CD34+ bunék v PK je schop-
na zachytit cytogenetické aberace pfitomné v burikach
KD. Metoda I-FISH na burikach KD potvrdila pfedchozi
nalezy klasické cytogenetiky u vSech 16 vySetfenych pa-
cientli a nasledna I-FISH analyza separovanych CD34+
bunék z PK a KD ukazala statisticky vyznamnou korelaci
ullnemocnych (69 %). Ve tfech piipadech (C. 5,7a13) se
vysledky procentudlné rozchazely v diisledku ¢asového
odstupu mezi odbéry KD a PK, odpovidaly ale aktudlnimu
Klinickému stavu nemocnych. U dvou pacientt (¢. 15
a 16) se potvrdila pfitomnost patologického klonu, jehoz
procentualni zastoupeni bylo v CD34+ butikach PK vySsi
oproti KD. V obou ptipadech byly odbéry provedeny v dobé
1écebné terapie nemocnych. Domnivame se, Ze dlsled-
kem 1é¢by je zastoupeni patologického klonu v KD nizsi
a pfedchazi nalezu v PK. Podobné vysledky uvadi i Liibbert
etal. [19]. V dal§i multicentrické studii z némeckych pra-
covist sledovali autofi celkem 360 nemocnych s MDS po
dobu tfi let [20]. K vySetfeni CD34+ bunék pomoci I-FISH
pouzili panel centromerickych sond pro chromozomy 7,
8, X, Y a lokus-specifickych sond pro deleci 5q, deleci 20q,
gen TP53 a fuzni gen TEL/AMLI. I-FISH analyzou potvrdili
predchozi nalez klasické cytogenetiky u 96 % nemocnych
arovnéz korelaci nalezti v bunikich KD a CD34+. V posled-
ni praci z roku 2015 [21], autofi rozsifili panel pouZitych
sond o lokus-specifické sondy pro deleci v oblasti 1p36
a1qg25, deleci genu RBI, deleci genu TET2 a fizni gen IgH/
BCL2 a opét potvrdili shodu vysledkd.

V souladu s literaturou nase vysledky potvrzuji, ze
analyza separovanych CD34+ bunék pomoci I-FISH je

vhodna metoda pro sledovani aberantniho klonu v PK.
Jedna se o cilené vySetfeni, které umoznuje monito-
rovat pouze konkrétni vybrané aberace. Tato metoda
tak nenahrazuje pocatec¢ni vySetfeni KD, kdy je nutné
urcit chromozomové zmény v karyotypu pomoci kla-
sické cytogenetiky. Neodrazi ani klonalni vyvoj nebot
nedetekuje dalsi zmény karyotypu, a nemitiZe tedy na-
hradit klasickou cytogenetickou analyzu. MiiZe ji ale
vhodné doplnit v intervalech mezi odbéry KD. Zvlasté
u pacientd s ,low-grade“ FAB/WHO - podtypy s nizkym
rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie
je Zadouci Castéjsi sledovani v pribéhu 1é¢by (nejlépe
s odstupem 1 mésice). V téchto pripadech je analyza
chromozomovych aberaci provadéna z PK méné invaziv-
nineZ biopsie KD a mtZe pomoci efektivnéji vést 1é¢bu
zalozenou na molekularné-cytogenetické odpovédi. Lze
ji pouzit k Setrnému sledovani pribéhu nemoci, nebo
pokud nelze odebrat KD pro suchou punkci, pfipadné
kdyZ pacient odbér KD odmita.

ZAVER

Prokazali jsme, Ze izolace CD34+ bunék s naslednou
I-FISH analyzou je prakticka neinvazivni metoda, je-
jiz vysledky reprezentuji patologické klony pritomné
v bunikach kostni dfené a maji vypovidajici hodnotu.
Tato metoda tak umoznuje castéji a snadnéji monito-
rovat nemoc a individualni rizika v souladu s IPSS-R [5].
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