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Homogénne sa farbiace oblasti u pacientov s leukémiou (kazuistiky)
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Uvod: Homogénne sa farbiace oblasti (hsr) podobne ako dmin predstavuji cytogeneticky viditelny znak géno-
vej amplifikacie. Je zname, Ze obsahuju képie amplifikovanych DNA segmentov. Ich vyskyt je ¢asty v roznych
l'udskych nadoroch, v hematologickych malignitach ich vSak detegujeme zriedkavo. Ich Gloha v leukemogenéze
nie je jasna, su vSak asociované s rychlou progresiou ochorenia a kratkym prezivanim. Mechanizmus vzniku nie
presne opisany. Na cytogenetickej Grovni sa hsr deteguje ako velka ¢ast difizne zafarbeného chromatinu véle-
neného do normalneho chromozému.

Kazuistiky: Predstavujeme troch pacientov s de novo AML a MDS, ktori boli v ¢ase diagnézy vySetreni na na-
Som oddeleni genetiky. U vSetkych troch bola uskuto¢nena cytogeneticka analyza, FISH a molekulova analyza
metoédou MLPA. Cytogenetickd analyza G-pruzkovanych chromozémov po 24-hodinovej kultivacii buniek kost-
nej drene odhalila komplexny karyotyp s deléciou dlhého ramena chromozému 5, pritomnost hsr oblasti a mno-
hé dalSie numerické a Struktirne zmeny. FISH metéda pomohla odhalit a Specifikovat aberacie a amplifikacie
a stanovit ich percentualne zastupenie.

Vysledky: VSetci prezentovani pacienti majui spolocné znaky: starsi vek, de novo ochorenie AML alebo MDS
s komplexnym karyotypom, ktory obsahoval deléciu 5q oblasti, zIi prognézu a kratke prezivanie.
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The homogeneously staining regions in patients with leukaemia (case reports)

Introduction: The homogeneously staining regions (hsr) just as the dmin represent cytogenetically visible signs
of gene amplification. They contain copies of an amplified DNA segment. Although found in the variety of human
cancer cells, their presence in hematologic malignancies is rare. Their role in leukemogenesis is not clear, but
they have been reported to be associated with rapid progression and short survival time. The mechanism of their
origination is not known exactly. Characteristically, hsr can be detected after chromosome banding in metapha-
se preparations as a large chunk of diffusely staining chromatin somewhere inside an ordinary chromosome.
Case reports: We report three patients with de novo AML and MDS who were examined by the cytogenetic ana-
lysis, FISH and MLPA method in our laboratory at the time of diagnosis. After 24-hour cultivation of bone mar-
row cells, the analysis of G-banded chromosomes revealed complex karyotype including deletion of the long
arm of chromosome 5, the presence of hsr and other numerical and structural changes. The use of FISH method
enabled the identification of chromosome aberrations and genes amplified in hsr and the determination of the-
ir percentage.

Results: All three patients shared the same characteristics: they were old, de-novo diagnosis AML or MDS with
complex karyotype including deletion of 5q, bad prognosis and short survival time.
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Uvod

Leukémia je maligne ochorenie krvotvornych buniek, pri
ktorom dochadza k zmnozeniu a hromadeniu nezrelych fo-
riem bielych krviniek a tie postupne obsadzuju priestory
v kostnej dreni a potla¢aju normalnu krvotvorbu. S leukémiou
sa spajaju rézne Struktirne chromozémové zmeny, ako su
translokacie, delécie, inverzie, adicie, alebo numerické zme-
ny, ako su aneuploidie, polyploidie chromozémov(®. Zriedka-
vo sa vSak (~ 1 %) stretdvame s cytogeneticky viditelnym
znakom amplifikdcie DNA. Toto mnohonasobné zmnoze-
nie DNA sa moze vyskytovat extrachromozémovo ako tzv.
double minute (dmin), malé parové chromatinové telieska
bez centroméry alebo intrachromozémovo, zndme ako ho-
mogénne sa farbiace oblasti (hsr- homogenously staining re-
gion), ked' je zmnozZenie integrované do chromozému (obra-
zok 1). Mechanizmus vzniku nie je Uplne objasneny. Prvykrat

boli opisané v roku 1962 u pacientov s bronchogénnym kar-
cinomom®. Nasledkom amplifikdcie DNA dochadza k zvy-
Senej expresii génov obsiahnutych v amplikéne, dochadza
k modifikacii normalneho bunkového delenia a prezivania
buniek. Zmnozenie ma potencialny leukemogénny ucinok
a je asociované s rychlou progresiou ochorenia a kratkym
¢asom prezivania. NajCastejSie amplifikovanymi génmi su
MYC, MYCN (neuroblastém), HER2/neu (nadory prsnika),
KMT2A®,

Material a metody
V ¢lanku predstavujeme troch pacientov, u ktorych sme
cytogenetickou analyzou detegovali homogénne sa farbia-
ce oblasti a pomocou FISH metdédy sme odhalili ich povod.
Na cytogenetickl analyzu boli pouzité vzorky kostnej dre-
ne kultivované 24 hodin v kompletnom kultivathom médiu
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pri 37 °C a nasledne spracované podla Standardnych cytoge-
netickych postupov. Preparaty boli farbené Wrightovym roz-
tokom a u kazdého pacienta bolo hodnotenych 20 G-pruzko-
vanych metafaz. Karyotyp bol zapisany podla International
System of Chromosome Nomenclature (ISCN)®.

Na FISH analyzu boli pouzité suspenzie pripravené spo-
menutym postupom. Boli pouzité nasledovné sondy od fir-
my Metasystems XL Del(5)(q31), XL 7q22/7q36, XL TP53/
17cen, XCE 8 Blue, XL 22911 IGL BA, XL 20q12/20qter, XL
Iso(17q), XCE 12 Orange, XL MLL plus, sonda ZytoLight®
SPEC BCL2 DC BA od Zytovision a sonda LSI 21 SO od firmy
Abbott. Preparaty a sondy boli denaturované, nasledne pre-
behla hybridizacia a hodnotenie 200 interfazovych jadier pod
fluorescenénym mikroskopom.

Na molekulovej Urovni sa u pacientov po izolacii DNA
z kostnej drene alebo periférnej krvi realizovala MLPA analyza
pomocou kitu MDS P414-A1. Technika deteguje len numeric-
ké zmeny, delécie a amplifikacie. Obsahuje 46 sond pre niekol-
ko chromozémov, ktoré maju diagnosticky alebo prognostic-
ky vyznam pre pacientov s myelodysplastickym syndromom
(MDS) (chromozoémy 3, 5q, 7q, 8q, 11q, 12p, 17,19, 20q, Y).

Kazuistika €. 1

V juni 2016 sme na naSe oddelenie prijali vzorku kost-
nej drene 78-rocnej pacientky s diagnézou akidtna myelob-
lastova leukémia (AML) blizsie neuréeného typu. Na cytoge-
netickej Urovni sme analyzovali 20 G-bandovanych metafaz
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Nomye —» 0=

HSR
na chromozome 13

Extrachromozomalne
double mimity

Chromozom 2 Chromozom 13
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a stanovili sme komplexny karyotyp (obrazok 2): 47,XX,-
der(5)t(5;21)(p11;921),-17,+21,der(22)t(17;22)(q21;q10),
+hsr(22)(q11)[20].

Na preparatoch sme uskutocnili aj FISH analyzu pomocou
sond pouzivanych pri diagnéze MDS a zachytili sme zmeny
zhrnuté v tabulke 1.

Vysetrenie IGL génu lokalizovaného na chromozéme 22 bo-
lo uskuto¢nené pomocou sondy XL IGL BA z Metasystems
(obrazok 3). Detegovali sme amplifikaciu len zelenej 3 oblas-
ti (obrazok 4), v ktorej sa nachadza gén BCR. Napriek tomu, ze

Tabulka 1. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

Vysledky

5p15/5q31 Pozitivne delécia 5q31: 84%

CEP8 Negativne

7/7922/7q36 Negativne

TP53(17p13) Pozitivne -17: 93%

17q22 Negativne

20912 Negativne

+21 Pozitivne zisky 21q22: 97%
IGL(22q11) Pozitivne +IGL/amplif. IGLC, BCR: 97%

Obrazok 3. Schéma sondy XL IGL BA
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Obrazok 4. Amplifikacia 3 oblasti IGL génu (zeleny signal)
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Obrazok 5. MLPA analyza u pacientky
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Tabulka 2. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

Sonda Vysledok

MLL (11g23) Pozitivne zisky MLL: 80%

5p15/5q31 Pozitivne delécia 5931: 83%

BCL2(18q22) Pozitivne -18q22: 89%

IGL(22q11) Pozitivne zisky IGL: 42%

CEP12 Pozitivne na metafazach der(12)t(11;12;?)

fazny protein ber/abl patri k velmi skimanym, nie je funkcia
normalneho BCR génu Uplne objasnena. Predpoklada sa, ze
ma GTP-azovu aktivitu a reguluje signdlne drahy v bunke®. Za-
roven sme pacientke detegovali stratu centroméry a kratkych
ramien chromozému 17, na ktorych je lokalizovany tumorsu-
presorovy gén TP53. Byva tiez oznacovany ako strazca gend-
mu. Jeho ulohou je udrZovat genémovd stabilitu a integritu,
regulovat expresiu mnohych génov s dolezitou tlohou pri bun-
kovom raste, deleni, apoptdze, angiogenéze a ma kl'icovu ulo-
hu v ochrane pred tvorbou nédoru ©7). MLPA analyza potvrdi-
la amplifikaciu 22q11.21, deléciu 5q22-q34,17p13.1,17q11.2
a odhalila deléciu kratkych ramien chromozému 3 (3p22.2)
(obrazok 5). Pacientka exitovala e$te toho mesiaca.

Kazuistika ¢. 2

V aprili 2017 sme na nase oddelenie prvykrat prijali vzor-
ku periférnej krvi 73-roéného pacienta s diagn6zou myelo-
dysplasticky syndrom (MDS). Na molekulovej trovni bola
realizovana MLPA analyza, ktora preukdzala pritomnost am-
plifikacie chromozému 11 v oblasti q23.3-q24.3. O mesiac
neskor, v maji, sme prijali vzorku kostnej drene a vySetrenie
bolo doplnené o cytogenetiku a FISH analyzu. Po cytogene-
tickej analyze sme v 13 metafazach identifikovali komplex-
ny karyotyp s marker chromozémom (obrazok 6): 45,XY,
5,der(11)t(5;11)(p13;922),+hsr(11)(q23),der(12)t(11;12,?)

Obrazok 6. Karyotyp pacienta so Sipkou na hsr(11)(q23)
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(923;911;?),-18[6]/46,idem,+22[7]/46,XY[7]. Vysledky FISH
analyz su uvedené v tabulke 2.

Pomocou sondy MLL plus dc (obrazok 7) sme odhalili, ze
marker chromozdm je cely tvoreny namnozenym génom KM-
T2A (starsi ndzov MLL) a zéroven na chromozéme 11 sa tiez
vyskytuje KMT2A gén dvakrat za sebou (obrazok 8). KMT2A
gén koduje transkripny koaktivator, ktory ma délezitd ulo-
hu v reguldcii génovej expresie poc¢as vcasného vyvoja a he-
matopoézy®.

Na obrazku 9 je odhalena delécia oblasti 5q31, ktora sp6-
sobuje, Ze nezrelé krvné bunky nie su schopné dodiferenco-
vat sa normélne a vysledkom je vel'a nezrelych foriem buniek
a malo zrelych. NajCastejSie deletovany region DNA obsahu-
je 40 génov.

Na obrazku 10 je potvrdena trizémia chromozému 22 po-
mocou FISH metddy. Pacient koncom juna 2017 exitoval.
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Obrazok 7. Schéma sondy XL MLL Plus
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Obrazok 8. FISH vysetrenie pomocou sondy XL MLL plus so ZI-
tou Sipkou na hsr(11)(g23) a bielou na chromozém 11 s dup-
likdciou KMT2A génu

Obrazok 9. Strata 5q31 zndzornena na chromozéme

Obrazok 10. Trizdmia chromozdmu 22

Kazuistika ¢. 3

Vzorka kostnej drene 68-ro¢ného pacienta bola v na-
Som laboratériu prvykrat vySetrend v janudri 2017. Diagné-
za bola myelodysplasticky syndrom. V 10-tich metafdzach
sme urcili nasledovny komplexny karyotyp (obrdazok 11):
47,XY,del(5)(q15q33),der(7)del(7)(q11)t(3;7)(q13;q11),
+hsr(21)(q22)[10]/46,XY[10]. Vysetrenie kostnej drene bolo
doplnené o FISH analyzu a vysledky su zhrnuté v tabulke 3.

V oblasti 21922, ktora bola vySetrena sondou LSI 21 SO
(obrazok 12) a bola detegovana amplifikacia (obrazok 13), sa
nachadza gén RUNXT (starsi nazov AMLT). Tento gén kodu-
je transkripcny faktor zodpovedny za reguldciu diferenciacie
hematopoetickych buniek na zrelé bunky®. Pomocou sondy
XL 7922/7q36 bola potvrdena strata dlhych ramien chromo-
zému 7, ked' ostali v karyotype len kratke ramena a centro-
méra chromozému 7 (modra farba, obrazok 14).

MLPA analyza potvrdila deléciu 5q22.2-q33.1 a 7q22.3-
g36.1 a odhalila deléciu 3p22.2, nezachytenu na cytogene-
tickej urovni.

Pacient v marci 2017 exitoval.

Diskusia

Homogénne sa farbiace oblasti sU chromozémové mies-
ta s mnohonasobnym opakovanim (~20 — 100) segmen-
tov DNA. Su charakteristickym znakom maligneho procesu
a zvyCajne su detegované v pokrocilych stadiach maligneho
procesu spojené so zlou prognézou. Nasledkom zmnozenia
sa mbzu vytvarat rozne velké markery vyskytujlice sa samo-
statne alebo sa mo6zu vélenit do chromozému. KedZe sa far-
bia rovhomerne, ich identifikacia pomocou G-bandu je velmi
narocna. Na odhalenie pévodu zmnozenia sa preto najcas-
tejSie vyuziva FISH metdda.

Hoci boli opisané amplifikacie roznych génov, najcastej-
Sie amplifikované su gény z malej génovej rodiny MYC (MYC,
MYCN, and MYCL). Su identifikované v mnohych solidnych
nadoroch, ako st nadory mozgu, prsnika, pankreasu, neurob-
lastdm. V hematologickych malignitach sa vyskytuju zried-
ka, okolo 1 %9, Tu ¢asto amplifikovanym génom byva KM-
T2A, ktorého amplifikaciu sme detegovali u nasho jedného
pacienta. KMT2A gén je lokalizovany v lokuse 1123 a v leu-
kémiach sa vyskytuje hlavne v translokdaciach, doteraz bolo
identifikovanych viac ako 80 jeho fiznych partnerov(",

66

1/2020
newsla




Kazuistiky

Obrazok 11. Karyotyp pacienta, sipka znazornuje hsr(21)(q22)
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Tabulka 3. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

[Sonda | Vysledok

5p15/5g31 Pozitivne delécia 5q31: 68%
CEP8 Negativne

7/7q922/7q36 Pozitivne delécia 7q: 44%
TP53 (17p13) Negativne

20q12 Negativne

BCL6 (3g27) Pozitivne na metafazach t(3;7)
+21 Pozitivne zisky 21: 45%

Obrazok 12. Schéma sondy LSI 271 SO
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Pacienti s amplifikaciou 11q23 sa vyskytuji pomerne zried-
kavo, maju vSak niektoré Crty velmi podobné: su to pacienti
starsSieho veku, s de novo ochorenim AML/MDS, s komplex-
nym karyotypom a kratkym prezivanim. U 90 % pacientov je
tiez pritomna delécia dlhych ramien chromozému 5, ktorej vel-
kost variruje, ale vsetkym pacientom chyba oblast 53102,

Druhym najmensim chromozémom v karyotype, ktory ob-
sahuje ~ 600 génov, je chromozém 22. Pomocou FISH met6-
dy sme detegovali amplifikaciu jeho 3" oblasti q11, v ktorej sa
nachdadzaju gény IGLC a BCR. IGLC kéduje imunoglobulinovy
lambda retazec, ktorého prestavba je pritomna hlavne v lym-
fomoch. Pri hematologickych malignitach je amplifikacia gé-
nu BCR zriedkavd, najcastejSie je gén opisovany v translo-
kacii t(9;22)(q34;q11), na molekulovej trovni fuzia ber/abl.

Obrazok 13. FISH analyza pomocou sondy LSI 21 SO znazorriu-
juca amplifikdciu 2122

Obrazok 14. FISH vySetrenie pomocou sondy XL 7q22/7q36, Sip-
kou je znazorneny deletovany chromozém

Gén BCR kdduje protein so serin/treoninkindzovou aktivitou
zahrnuty v signalnej transdukcii, jeho presna uloha v§ak nie
je odhalena®.

Tretim chromozémom, na ktorom sme potvrdili amplifi-
kaciu, bol chromozém 21. Pouzita sonda LSI 21 SO hybridi-
zuje k oblasti 21g22. Ktory gén z danej oblasti je presne am-
plifikovany, nevieme, ale kandidatnym génom je gén RUNX1
(21922.1). RUNX1 gén zohrédva vyznamnu ulohu pri hemato-
poetickej diferenciacii a v mnohych inych bunkovych funkci-
ach. Patri ku génom, ktoré su pri leukémiach ¢astym cielo-
vym miestom translokacii. S amplifikaciou génu RUNXT sa
stretdvame hlavne pri detskych akdtnych leukémiach, no mo-
Ze sa vyskytovat aj u dospelych s komplexnym karyotypom
a je spojena so zlou prognézou3'4).
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Zaver

Hsr/dm sa vyskytuju prevazne u starSich pacientov s diag-
nézou AML alebo MDS. U pacientov je pritomny komplexny
karyotyp s deléciou dlhych ramien 5. chromozému so spo-
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