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SOUHRN

Cytogeneticka analyza bunék kostni drené je jednim ze zakladnich vySetreni nemocnych s malignim hematologickym
onemocnénim. Prispivd k upresnéni diagndzy, urceni stadia nemoci, sledovani jejiho pribéhu a stanoveni prognozy.
Detekce chromozomovych aberaci je limitovana rozliSovaci schopnosti metody, proto jsou v sou¢asné dobé vyuzivany
i citlivéjsi molekularné cytogenetické techniky zalozené na fluorescencniin situ hybridizaci. Umoznuji rychlou a presnou
analyzu pocetnich a strukturnich zmén chromozom, detekci kryptickych prestaveb i uréeni zlomovych mist a jednotli-
vych alterovanych genl. Riizné modifikace molekuldrné cytogenetickych metod jsou vyuzivany jak v rutinni laboratorni
praxi, tak i ve vyzkumu. S jejich vyuzitim mdzeme detekovat minimalni zbytkovou chorobu, sledovat benigni proliferaci
i pfipadnou klonaini evoluci, a posuzovat tak Uspésnost [écby. Nové objevy molekuldrnich zmén prispivaji k lepSimu po-
rozumeéni patogenezi onemocnéni. Stratifikuji nemocné k cilené terapii a odhaluji dalsi genetické pficiny a mechanismy
vzniku a vyvoje leukemického klonu.
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SUMMARY

Bfezinova J., Sarova l., Ransdorfova S., Zemanova Z., Michalova K.

Use of molecular cytogenetic techniques in the analysis of chromosomal aberrations in haematological malignancies
Cytogenetic analysis of bone marrow cells is one of the basic examinations performed in patients with malignant hae-
matological diseases. It helps specify the diagnosis and provides valuable information regarding disease prognosis.
Detection of chromosomal aberrations is limited by the method’s resolution and thus more sensitive molecular cytogenetic
technigues, based on fluorescence in situ hybridization, are used. These allow rapid and accurate analysis of numerical
and structural aberrations, detection of cryptic chromosomal rearrangements, exact determination of breakpoints and
identification of altered genes. Various modifications of molecular cytogenetic techniques are used both in routine
laboratory practice as well as for research purposes. These can help detect minimal residual disease, monitor benign
proliferation or eventual clonal evolution and assess treatment success. New insights into molecular changes contribute
to a better understanding of pathogenesis, to the stratification of patients for targeted therapy and to the detection of
other genetic mechanisms behind the origin and development of the leukaemic clone.
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Cytogenetickd analyza bunék kostni dfené jejednim né relapsu choroby. Cytogenetické vysledky se proto
ze zakladnich vySetfeni nemocnych s preleukemiemi staly nedilnou soucasti mezindrodnich prognostic-
a leukemiemi, a to jak pfi diagnéze, tak i v priibéhu kych skérovacich systémti i jejich revidovanych verzi.
onemocnéni. Podava informace, slouzici k upfesnéni Napiiklad u myelodysplastického syndromu (MDS)
diagnézy, stanoveni prognézy a urceni remise, pfipad- byla dlouhou dobu tzv. ,zlatym standardem* prace
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Creenberga et al. z roku 1997, kterd rozdélovala ne-
mocné do tfi prognostickych skupin - pfiznivé, stfedni
a neptiznivé. S pfiznivou prognoézou byly spojeny sa-
mostatné delece dlouhych ramen chromozomf 5 a 20,
samostatna ztrata chromozomu Y a normalni karyotyp.
Aberace chromozomu 7 a komplexni karyotyp, zahrnu-
jici pfestavby 3 a vice chromozomi, poukazovaly na
nepiiznivou prognézu. Ostatni aberace predstavovaly
prognozu stfedni [1]. Pozdé&ji byl tento systém revidovan
na velkém souboru 7 012 nemocnych a na zakladé cyto-
genetického nalezu a dalSich parametrii bylo vytvoreno
pét prognostickych skupin - velmi dobra, dobra, stred-
ni, Spatna a velmi $patna [2]. Podobny mezinarodni
prognosticky skérovaci systém byl vypracovan a dale
revidovan i pro nemocné s akutni myeloidni leukemii
(AML) [3, 4].

Genomové alterace, vedouci k aktivaci onkogent
¢i ztraté nadorovych supresorovych gent, jsou rozho-
dujicimi mechanismy pfi vzniku a vyvoji nadorového
onemocnéni. Detekce chromozomovych zmén metodou
klasické cytogenetické analyzy neni vSak vzdy zcela
informativni - at uz z divodu nizkého poctu délicich
se bunék, nedostatecné kvality mitos nebo pfitom-
nosti kryptickych aberaci, které jsou pod rozliSovaci
schopnosti metody (pfiblizné 4 Mb). V téchto pfipadech
nachazeji uplatnéni citlivéjsi molekularné cytogenetic-
ké techniky, zalozené na hybridizaci in situ s vyuzitim
fluorochromy znacenych DNA sond, tzv. fluorescencni
insitu hybridizace (FISH) [5]. Principem metody je vazba
specifické jednotfetézcové DNA sondy ke komplemen-
tarnimu tseku cilové DNA pacienta na mikroskopickém
preparatu. Podle lokalizace cilovych mist 1ze sondy pro
FISH analyzu délit na satelitni, lokus specifické a ma-
lovaci. Satelitni sondy hybridizuji s repetitivnimi sate-
litnimi DNA sekvencemi, které se nachazeji predevsim
v oblasti centromer a telomer. Vyuzivaji se k vySetfeni
aneuploidi ¢i k uréeni chromozomi neznamého ptivodu
(tzv. marker chromozom). Lze jimi detekovat centro-
mery, telomery nebo heterochromatinovou oblast na
Y chromozomu. Lokus specifické sondy se vazi na jedi-
necné sekvence DNA. SlouZzi k lokalizaci jednotlivych
gentli nebo specifickych tiseki DNA. Jde zpravidla o ge-
nomické klony, které se 1isi velikosti v zavislosti na klo-
novacim vektoru. Tim mtze byt plazmid (55 bp - 5 kb),
kosmid (20-50 kb), bakteriofag lambda (8-15 kb),
umélé kvasinkové chromozomy YAC (Yeast artificial chro-
mosomes, 50-1 000 kb), umélé bakterialni klony BAC
(Bacterial artificial chromosomes 150-350 kb) a dalsi vektory
[5]. Malovaci sondy obsahuji mnozstvi chromozomo-
vych sekvenci, a oznacuji tak cely chromozom nebo cela
dlouhd, ptipadné celd kratka ramena. Slouzi k detekci
strukturnich i po€etnich odchylek a k identifikaci mar-

ZVLASTNI VYDANI SUPLEMENTU K 65. VYROCI UHKT

ker chromozomt. Oproti pfedchozim dvéma typtim
sond je nelze pouzit k analyze interfaznich jader, ve
kterych je diky despiralizaci chromozomu viditelny
pouze rozptyleny, difuzni signal. Specifickym vyu-
zitim malovacich sond je sonda pro mnohobarevnou
FISH (mFISH) a mnohobarevné pruhovani (mBAND).
Princip metody mFISH (MetaSystems, Germany) Spo-
¢iva ve znaceni jednotlivych chromozomovych part
péti riznymi fluorochromy a jejich kombinacemi,
coZ umoznuje barevné odlisit vSech 22 parti autozomu
i dva pohlavni chromozomy. Marker chromozomy,
komplexni chromozomové aberace i pocetni zmény
chromozom tak lze soucasné identifikovat v jednom
hybridiza¢nim pokusu. Na podobném principu je za-
loZzena i metoda mBAND (MetaSystems, Germany),
kdy kombinaci dvou a vice rtiznych fluorochrom neni
znacen cely genom, ale pouze fragment DNA, ziskany
z jednoho chromozomového paru. Vyhodnocenim za-
stoupeni jednotlivych fluorochromii na aberovaném
chromozomu pak mézeme presné definovat jednotlivé
intrachromozomové pfestavby, zlomova mista, rozsah
delece ¢i inverze a dalsi zmény.

Pro vizualizaci sond se dfive vyuzivalo radioaktivni
znaceni, v soucasné dobé sondy obsahuji jiz zabudova-
né fluorochromy a identifikuji se pfimo ve fluorescenc-
nim mikroskopu. Sondy pro hybridizaci 1ze ptipravovat
nejraznéjsimi zptisoby v laboratofi, nejjednodussim
a nejroz§ifenéjSim postupem je vSak vyuziti komerc-
né dostupnych kitli, které obsahuji znacenou sondu
s ptisluSnym detek¢énim systémem.

Prvni prace, vyuzivajici fluorescencné znacené DNA
sondy v analyze chromozomovych aberaci, byly pub-
likovany v 80. letech minulého stoleti [6, 7]. Na na-
Sem pracovisti jsme metodu FISH zavedli v 90. letech
a v soucasné dobé pouzivame vSechny jeji dostupné
modifikace. Prvni kazuistiku, vyuzivajici k cytoge-
netické analyze bunék kostni dfené tuto techniku,
jsme publikovali v roce 1996. U pacientky s diagnézou
AML jsme prokazali bunécny klon s nebalancovanou
translokaci, ktera méla za nasledek parcialni trizomii
dlouhych ramen chromozomu 1 v oblasti 1g22 az 1qter
a parcidlni monozomii kratkych ramen chromozomu 6
v oblasti 6p21 az 6pter. Nalez jsme ovéfili pomoci ce-
lochromozomovych malovacich sond pro chromozomy
1a 6, které ndm umoznily presné;jsi identifikaci pfe-
stavby i zlomovych mist, nez bychom byli schopni urcit
metodou klasické cytogenetické analyzy [8].

V soucasné dobé vyuzivime molekuldrné cytogene-
tické techniky k analyze bunék kostni dfené a periferni
krve v bézné rutinni diagnostice, pfi screeningovych
vySetfenich i ve vyzkumu. Napfiklad u vSech nemoc-
nych s nové diagnostikovanou AML aplikujeme ihned
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Obr. 1. Vysledky screeningového vysSetfeni FISH pfi pouziti panelu sond pro detekci
delece 5q, delece 7q, amplifikace KMT2A (MLL) a trizomie 8 (Abbott Molecular, USA)

u nemocnych s nové diagnostikovanou AML

krvi u nemocnych s myelodysplastickymi
syndromy jako alternativu k I-FISH analy-
ze bunék kostni dfené. Analyza separova-
nych CD34+ bunék pomoci I-FISH je vhodna
metoda pro sledovani aberantniho klonu
v periferni krvi. Jedna se o cilené vySet-
feni, které umoznuje monitorovat pouze
konkrétni vybrané aberace. Tato metoda
tak nenahrazuje pocatecni vysetfeni bunék
kostni dfené, kdy je nutné urcit chromozo-
mové zmeény v karyotypu pomoci klasické
cytogenetiky. Neodrazi ani klonalni vyvoj,
nebot nedetekuje dalsi zmény karyotypu,
a nemiuze tedy nahradit klasickou cyto-
genetickou analyzu. MizZe ji ale vhodné
doplnit v intervalech mezi odbéry kostni
dfené. Zvlasté u pacientl s nizkym rizikem
transformace do akutni myeloidni leuke-
mie je Zadouci ¢astéjsi sledovani v priibéhu
1é6¢by (nejlépe s odstupem 1 mésice). V téch-

a) lokus specificka sonda Vysis LS| EGR1/D5S23, D55721 Dual Color Probe Kit prokazala
deleci oblasti 5931 (pouze 1 cerveny signal)

b) lokus specificka sonda Vysis LSI 7q31/CEP 7 identifikovala deleci oblasti 7931 (pouze
1 Cerveny signal, dvé centromery chromozomu 7 znaceny zelené)

¢) lokus specificka sonda Vysis LSI MLL Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe
odhalila amplifikaci genu KMT2A (MLL)

d) centromericka sonda Vysis CEP 8 SpectrumOrange Direct Labeled Fluorescent

DNA Probe Kit spole¢né s centromerickou sondou Vysis CEP 9 SpectrumGreen Probe
potvrdily ndlez trizomie chromozomu 8 (Cervené znac¢end centromera chromozomu 8,

to pripadech je analyza chromozomovych
aberaci provadéna z periferni krve méné
invazivni neZ biopsie kostni dfené a miize
pomoci efektivnéji vést 1écbu zaloZenou na
molekuldrné cytogenetické odpovédi. Lze
ji pouzit k Setrnému sledovani priibéhu

zelené chromozomu 9)

po zpracovani dodaného vzorku FISH s panelem vybra-
nych sond pro detekci delece 5q, monozomie 7/delece
7q, trizomie 8/9 a prestaveb genu KMT2A (MLL). Tyto
aberace jsou prognosticky vyznamné, a poskytuji proto
oSetfujicim 1ékarim dileZité informace v krats$i dobé
nez vysledky klasické cytogenetické analyzy. V soucas-
né dobé mame timto panelem sond vySetfeny a zpraco-
vany soubor 245 nemocnych s nové diagnostikovanou
AML, u vSech jsme pfi analyze bunék kostni dfené
pouzili lokus specifické sondy Vysis LSI EGR1/D5S23,
D5S721 Dual Color Probe Kit, Vysis LSI7q31/CEP 7, Vysis
LSI MLL Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe
a centromerické sondy Vysis CEP 8 SpectrumOrange
Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit a Vysis CEP 9
SpectrumGreen Probe (Abbott Molecular, USA). Deleci
chromozomové oblasti 5931 jsme prokazali u 12 %
nemocnych, deleci/monozomii chromozomu 7 u 11 %
nemocnych. Pfestavbu, nadpocetnou kopii ¢i ampli-
fikaci genu KMT2A (MLL) jsme identifikovali u 15 %
nemocnych, trizomii chromozomu 8 u 10 % nemocnych
(obr. 1).

Do rutinni praxe jsme zavedli metodu interfazni
FISH (I-FISH) také pro analyzu CD34+ bunék v periferni
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nemoci, pokud nelze odebrat kostni dfen
pro suchou punkci, pfipadné kdyZ pacient
tento odbér odmita [9].

Cilem naseho dlouhodobého vyzkumu jsou delece
chromozomi. V deletovanych tsecich jsou ¢asto loka-
lizovany nddorové supresorové geny, které maji dilezi-
tou tlohu v regulaci bunécné proliferace, diferenciace
ivjinych bunécénych a systémovych procesech. Jejich
produkty inhibuji bunécny cyklus, mutace ¢i delece
téchto gent vede ke ztraté inhibi¢ni funkce a predsta-
vuje jeden z krokil v procesu nadorové transformace
buriky. V roce 2000 jsme publikovali studii 77 nemoc-
nych s hematologickym malignim onemocnénim
a s deleci dlouhych ramen chromozomu 5. Klasickou
cytogenetickou analyzou jsme suspektni deleci 5q na-
lezli u 63 nemocnych, u 14 dalSich byla delece 5q prova-
zena i komplexnimi prestavbami. Metodou FISH s lokus
specifickymi sondami pro oblast 5g31 (Oncor, USA)
jsme samostatnou deleci 5q potvrdili u 23 nemocnych,
u 12 nemocnych jako soucast komplexnich prestaveb
karyotypu. Strukturni pfestavby chromozomu 5 jsme
u vSech nemocnych ovéfovali malovaci sondou pro
chromozom 5. V praci jsme potvrdili nezbytnost FISH
analyzy pro detekci malych patologickych klont [10].
Soubor nemocnych s deleci 5q jsme v pribéhu let neu-
stale roz§itovali a v roce 2014 vysledky analyz komplex-



né vyhodnotili v publikaci. Kombinaci molekularné
cytogenetickych technik jsme provedli detailni analyzu
bunék kostni dfené u 157 nemocnych s nové diagnosti-
kovanym MDS s komplexnimi prestavbami karyotypu
a deleci 5q. U zadného z nemocnych jsme nenalezli
monozomii chromozomu 5 - ve vSech pripadech, kdy
bylo pfi klasické cytogenetické analyze podezieni na
tuto monozomii, prokazala metoda mFISH pritomnost
alespon c¢asti aberovaného chromozomu 5 na jiném
misté v karyotypu. Potvrdili jsme tak hypotézu, zZe
deletovany chromozom 5 je znac¢né nestabilni a casto
vstupuje do riznych, pfevazné nereciprokych kryptic-
kych prestaveb. VSichni nemocni s komplexnimi pfe-
stavbami a deleci 5q méli velmi Spatnou prognoézu s me-
didnem preziti dva mésice. U 47 %
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preziti ve skupinach s alterovanym a nealterovanym
genem ASXL1. Mapovanim s vyuzitim BAC sond, po-
kryvajicich oblast 20q11.21 az 20q13.2 (BlueGnome,
UK) jsme prokazali alteraci genu ASXLI (parcialni nebo
uplnou deleci) celkem u 19 nemocnych (56 %). Rozdily
v prezivani mezi obéma skupinami nejsou statisticky
vyznamné (p = 0,15), coZ je patrné dano malym poctem
vySetfenych nemocnych. Souvislost alteraci genu ASXL1
s pribéhem malignich hematologickych onemocnéni
je stale predmeétem intenzivniho studia, a proto i my
budeme klinicky a prognosticky vyznam prestaveb genu
ASXL1nadale sledovat.

Cilem naseho soucasného vyzkumu je analyza di-
centrickych chromozomi (chromozomy se dvéma cen-

nemocnych jsme prokazali chro-
mozomové aberace, vzniklé v da-
sledku chromotripsis [11]. Pfi tomto
procesu jeden ¢i vice chromozomi
v nadorové burce podléha desitkam
az stovkam prestaveb pii jedné ka-
tastrofické udalosti. Nejjednodussi
vysvétleni jejich vzniku predstavu-
je fragmentace chromozom na vy-
soky pocet malych segmenti, které
jsou zpétné nepresné sestaveny po-
moci DNA opravnych mechanismi

[12, 13]. Identifikace téchto zmén je
pod rozliSovaci schopnosti klasické
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cytogenetické analyzy a je mozna
pouze na zakladé vyuziti moleku-
larné cytogenetickych metod a ¢i-

dﬁ&vaa xAX qm

povych technologii.

Zabyvame se rovnéz delecemi S8 AA BA in 5 aa
dlouhych ramen chromozomu 1 1 1 18 7
20. V roce 2014 jsme mapovanim /
pomoci BAC sond spolecné s mo- s X .- _ms -

lekularni analyzou DNA prokazali
vznik fazniho genu ASXLI/TSHZ2
unemocného s MDS a derivovanym
chromozomem 20 [14]. Zatimco sa-
mostatna delece 20q fadi nemocné
do skupiny s pfiznivou prognézou,
jsou alterace ASXLI genu u nemoc-
nych s MDS spojené se zhorSenym

pribéhem onemocnéni. Cilem nasi
soucasné studie proto bylo identi-
fikovat v souboru 34 nemocnych se
samostatnou deleci 20q zlomova
mista v genu ASXLI, urcit frekvenci
parcidlnich/aplnych deleci tohoto
genu a vyhodnotit rozdily v dobé

chromozomd
a) b) mFISH

22 (SpectrumOrange)

Obr. 2. Vyuziti kombinace molekuldrné cytogenetickych technik pfi analyze dicentrickych
¢) FISH s multicentromerickou sondou (XCen mFISH)
d) FISH analyzy s kombinaci centromerickych sond pro chromozomy 13, 21 (SpectrumGreen) a 14,

e) mBAND pro chromozom 9
f) mMBAND pro chromozom 1
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tromerami). Jsou povazovany za iniciatory genomové
nestability nadorovych bunék, vedouci k dal§im chro-
mozomovym aberacim a klonalni evoluci patologického
klonu. V pribéhu bunééného déleni putuji centromery
téchto aberantnich chromozomu k opacnym pdliim
buriky, s naslednymi zlomy a opétovnymi spojenimi,
cozma za nasledek vznik chromozomovych prestaveb,
predevsim deleci, duplikaci a amplifikaci. Dicentrické
chromozomy casto podstupuji dalsi sekundarni zmeé-
ny, které je béhem déleni stabilizuji - je to inaktivace,
pripadné delece Ci excize jedné z centromer. Dochazi
tak ke vzniku sekundarnich monocentrickych chro-
mozomi, jehoz dlisledkem je monozomie ptislusného
chromozomu [15]. Klasickou cytogenetickou analyzou
nelze dicentrické chromozomy casto zcela identifiko-
vat, ani odlisit skutec¢né ztraty celych chromozomi od
parcidlnich monozomii, kdy ¢asti chromozom zlista-
vaji soucasti karyotypu ve formé marker chromozom
¢ijinych aberaci. K detekci je nutné vyuzit molekularné
cytogenetické metody. Jejich kombinaci jsme uplatnili
ve studii, jejimz cilem bylo za pomoci kombinace mno-
hobarevné multicentromerické sondy XCen mFISH,
mFISH a mBAND (MetaSystems, Germany) revidovat
karyotypy pacientlli s AML, u nichz byla klasickou
cytogenetickou analyzou nalezena suspektni pritom-
nost dicentrickych chromozomt (obr. 2). NaSe studie
odhalila dicentrické chromozomy, které nebylo mozné
identifikovat klasickou cytogenetickou analyzou a pro-
kazala vyssi frekvenci dicentrickych chromozom, nez
se predpoklada na zakladé literarnich idaji. Prokazali
jsme rovnéz asociaci mezi poc¢tem dicentrickych chro-
mozoma v karyotypu a dobou pfeZivani nemocnych
[16]. Vzhledem k vyznamné tloze dicentrickych chro-
mozomu v procesu iniciace i progrese nadorovych one-
mocnéni chceme nadale pokracovat v jejich analyze,
vyhodnotit vyskyt a zastoupeni téchto aberaci pfi dia-
gnoéze i v zavislosti na 1é¢bé a pribéhu onemocnéni.
Komplexni analyzou vSech ziskanych cytogenetickych
i molekularné cytogenetickych dat méZeme pfispét
k zpfesnéni diagnostiky, prognostického rizika a tim
ik efektivné;jsi 16¢bé nemocnych.

I pfes rychly rozvoj molekularné genetickych me-
tod, jako jsou napf. ¢ipové technologie a sekvenovani
nové generace (NGS), maji molekularné cytogenetic-
ké metody v soucasné dobé stale své nezastupitelné
misto jak v rutinni diagnostice bunék kostni dfené
a periferni krve, tak i v oblasti vyzkumu nadorovych
onemocnéni. Doplnuji vysledky klasické cytogenetické
analyzy, umoznuji ziskat informace o zménach geno-
mu v ptipadé nedostatecného poctu délicich se bunék
nebo $patné kvality mitos a prinaseji komplexni pohled
na zmeény v genomu nadorovych bunék. Urceni speci-
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fickych alteraci pomoci molekularné cytogenetickych
metod prispiva k identifikaci gentl a odhaleni dalsich
moznych mechanismi, které se podileji na nadorové
transformaci burnky, a tim i na vzniku a rozvoji one-
mocneéni.

Pouzité zkratky

AML - akutni myeloidni leukemie
ASX1L1 - additional sex combslike1

BAC - bacterial artificial chromosome

FISH - fluorescencni insitu hybridizace
I-FISH - interfazni fluorescenc¢ni insitu hybridizace
LSI - locus specific identification

mBAND - multicolor banding

mFISH - multicolor FISH

MDS - myelodysplasticky syndrom
MLL - myeloid/lymphoid leukaemia

NGS - next generation sequencing

TSHZ2 - teashirt zinc finger homeobox 2

YAC - yeast artificial chromosome
LITERATURA

1. Greenberg P, Cox C, LeBeau MM, et al. International scoring sys-
tem for evaluating prognosis in myelodysplastic syndromes. Blood
1997,89:2079-2088.

2. Greenberg PL, Tuechler H, Schanz J, et al. Revised international
prognostic scoring system for myelodysplastic syndromes. Blood
2012;,120:2454-2465.

3. Grimwade D, Walker H, Oliver F, et al. The importance of diagnostic
cytogenetics on outcome in AML: analysis of 1,612 patients entered
into the MRC AML 10 trial. The Medical Research Council Adult and
Children's Leukaemia Working Parties. Blood 1998;92:2322-2333.

4. Grimwade D, Hills RK, Moorman AV, et al. Refinement of cytogenetic
classification in acute myeloid leukemia: determination of prognos-
tic significance of rare recurring chromosomal abnormalities among
5876 younger adult patients treated in the United Kingdom Medical
Research Council trials. Blood 2010;116:354-365.

5. Michalova K, Zemanova Z. Molekuldrni cytogenetika v diagnostice na-
dorovych onemocnéni. Cas Lek Ces 2006;145:532-537.

6. Pinkel D, Straume T, Gray JW. Cytogenetic analysis using quantita-
tive, high-sensitivity, fluorescence hybridization. Proc Natl Acad Sci
U S A1986;83:2934-2938.

7.Fan YS, Davis LM, Shows TB. Mapping small DNA sequences by flu-
orescence in situ hybridization directly on banded metaphase chro-
mosomes. Proc Natl Acad Sci USA 1990,87:223-227.

8. Michalova K, Lemez P, Bartsch O, et al. Derivative (6)t(1;6)(q22;p21)
revealed in bone marrow cells by FISH 9 months before diagno-
sis of acute T-lymphoblastic leukemia. Cancer Genet Cytogenet
1996,86:131-135.

9. Ransdorfova S, Bfezinova J, Sarova |, et al. Vyuziti interfazni fluo-



rescencni in situ hybridizace pro analyzu CD34+ bunék v periferni krvi
u nemocnych s myelodysplastickymi syndromy. Transfuze Hematol
dnes 2016;22:90-96.

10. Brezinova J, Zemanova Z, Cermak J, Michalova K. Fluorescence in
situ hybridization confirmation of 5q deletions in patients with he-
matological malignancies. Cancer Genet Cytogenet 2000;117:45-49.

1. Zemanova Z, Michalova K, Buryova H, et al. Involvement of deleted
chromosome 5 in complex chromosomal aberrations in newly dia-
gnosed myelodysplastic syndromes (MDS) is correlated with extre-
mely adverse prognosis. Leukemia Res 2014;38:537-544.

12. Kloosterman WP, Guryev V, van Roosmalen M, et al. Chromothripsis
as a mechanism driving complex de novo structural rearrangements
in the germline. Hum Mol Genet 2011;20:1916-1924.

13. Stephens PJ, Greenman CD, Fu B, et al. Massive genomic rearrange-
ment acquired in a single catastrophic event during cancer develop-
ment. Cell 2011,144:27-40.

14. Brezinova J, Sarova |, Buryova H, et al. Fusion of the additional sex
combs like 1 and teashirt zinc finger homeobox 2 genes resulting
from ider(20q) aberration in a patient with myelodysplastic syndro-
me. Br J Haematol 2014;164:153-155.

15. MacKinnon RN, Campbell LJ. The role of dicentric chromosome for-
mation and secondary centromere deletion in the evolution of my-
eloid malignancy. Genet Res Int 2011;2011:643628.

16. Sarova |, Brezinova J, Zemanova Z, et al. Molecular cytogenetic ana-
lysis of dicentric chromosomes in acute myeloid leukemia. Leukemia
Res 2016;43:51-57.

Podil autort na pripravé rukopisu
JB - provedeni a vyhodnoceni mFISH analyz, zpracovani
podkladi a literatury, napsani rukopisu

ZVLASTNI VYDANI SUPLEMENTU K 65. VYROCI UHKT

IS - provedeni a vyhodnoceni FISH a mFISH analyz,
pfipominkovani a iiprava rukopisu, kontrola a schva-
leni finalni verze

SR - provedeni a vyhodnoceni FISH a mFISH analyz,
pripominkovani a iiprava rukopisu, kontrola a schva-
leni finalni verze

ZZ - provedeni a vyhodnoceni mFISH analyz, pfipo-
minkovani a tprava rukopisu, kontrola a schvaleni
finaln{ verze

KM - pripominkovani rukopisu, kontrola a schvaleni
finalni verze

Cestné prohlaseni autora

Autor prace prohlasuje, Ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku neni ve stfetu zajmu
avznik ani publikace ¢lanku nebyly podpofeny zadnou
farmaceutickou firmou. Toto prohlaseni se tyka i vSech
spoluautori.
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Spickové zazemi

Jednotlive laboratore klinickeho, transfuziologickeho a vyzkumneého tseku UHKT tvoii Komplement labo-

ratofif UHKT. Cim se vyznacuje?

B Provadi vysoce specializovana laboratorni vySetfeni v téchto oblastech:
e hematologie (véetné metod pritokové cytometrie)
@ imunohematologie a transfuzni sluzba (v€etné sérologickych metod)

e cytogenetika

@ molekularni genetika (v€etné metod masivné paralelniho sekvenovani)

e Iékarska mikrobiologie

B Ma zavedeny systém managementu kvality podle CSN EN ISO 15 189 a pravidelne uspésné prochazi
akreditadnim $etfenim Ceského institutu pro akreditaci (CIA)

B Je akreditovanym pracowstem pro vyuku systému managementu kvality v klinickych laboratorich
a Skolicim stfediskem manazer(, metrologl a auditord managementu kvality

W Organizuje kazdoro¢ni celorepublikové odborné konference na téma ,Implementace CSN EN I1SO
15189:2013 do praxe ve zdravotnickych laboratofich“

B Nékteré laboratofe komplementu slouzi jako narodni referencni laboratofe a spolupracuiji na pfiprave
vzork( pro externi hodnoceni kvality v ramci Ceské republiky
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