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ANOTACE 

Tato bakalářská práce je věnována problematice genu MLL (KMT2A), který 

je lokalizován na chromozomu 11. Přestavby genu MLL spolu 

s velkým počtem fúzních partnerských genů doprovází vznik maligního hematologického 

onemocnění. Přítomnost fúzních proteinů, které jsou výsledkem chromozomálních aberací 

genu MLL, jsou charakteristické pro akutní myeloidní a lymfoblastické leukémie. Právě abe-

race genu MLL jsou považovány za velmi důležitý diagnostický a prognostický ukazatel. 

V poslední části práce se zaměřuji na detekci, která umožňuje identifikovat chromozomální 

přestavby. 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

MLL, akutní myelodní/lymfoblastická leukémie, translokace, fúze 

 

 

 

 

TITLE 

Rearrangements of gene KMT2A (MLL) 

 

ANNOTATION 

This bachelor's thesis deals with the issue of the MLL gene (KMT2A), which is located on 

chromosome 11. Rearrangements of the MLL gene together with a large number of fusion 

partner genes are accompanied by the development of malignant haematological disease. The 

presence of fusion proteins resulting from chromosomal aberrations of the MLL gene is char-

acteristic of acute myeloid and lymphoblastic leukaemia. It is the aberrations of the MLL 

gene that are considered to be a very important diagnostic and prognostic indicator. The last 

part of this work is focused on detection, which allows to identify chromosomal rearrange-

ments. 
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SET   Su(var)3-9, enhancerofzeste, trithorax 

WDR5   WD repeat-containing protein 5 
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Úvod 

Geny patří neodmyslitelně mezi základní jednotky dědičných informací kódující úsek 

DNA na chromozomu, díky kterým může vznikat jedinečnost každého z nás. Dědič-

né informace jsou předávány z generace na generaci a předurčují vlastnosti každého jedince. 

Problematika dědičnosti nastává ve chvíli, kdy dochází k přestavbě genů. Právě následkem 

různých strukturních změn chromozomů mohou vznikat onemocnění, s kterými se potýkáme 

v běžném životě. Nádorová onemocnění patří mezi druhou nejčastější příčinu úmrtí, jejich 

nástup je často ojedinělý a nemusí být podmínkou dědičnosti. 

 

Práce pojednává o problematice genu MLL (KMT2A), jehož přestavba způsobí naruše-

ní kódujícího jaderného proteinu MLL. Při přestavbě genu MLL dochází k funkčnímu naru-

šení proteinu MLL a následně k nedostatečné ochraně před vznikem maligního hematologic-

kého onemocnění. Jedná se o akutní leukémie, které jsou vyvolány strukturní chromozomální 

změnou tzv. aberací genu MLL. Chromozomální aberace nejčastěji zahrnují translokace 

s fúzními partnerskými geny MLL, zmnožení genu neboli amplifikace či chybějící částí genu 

zvanou delece. Doposud bylo na molekulární úrovni charakterizováno přibližně 80 přímých a 

120 recipročních fúzí genu MLL, ačkoli u většiny forem akutních leukémií je nejčastěji dia-

gnostikována fúze s šesti partnerskými geny MLL.  

 

Translokace genu MLL jsou detekovány zhruba v 10 % všech případů u leukémií. Pomocí 

speciálně detekovatelných přístrojů je možné pozorovat a zaznamenávat jednotlivé aberace. 

Pro přesnější stanovení nestačí klasické určení lidského karyotypu, a proto se v dnešní době 

používají molekulárně cytogenetické metody, které přesněji odhalí jednotlivé translokace ge-

nu MLL. Právě identifikace chromozomových změn jsou velmi užitečným ukazatelem 

k přesnému určení diagnózy a stádia nemoci. Dále přispívají k prognóze, která u forem akutní 

leukémie není optimistická. 

 

Záměrem bakalářské práce je poskytnout přehled možných fúzních partnerů podílejících se 

na přestavbě genu MLL. Spolu s partnerskými fúzními geny představují nástup zhoubného 

onemocnění krvetvorného systému.  
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1 Gen 

Jako první použil pojem gen roku 1909 dánský vědec Wilhelm Johansen. Gen tvoří zá-

kladní informační jednotku dědičnosti, která spolu s funkční jednotkou obsahuje genetickou 

informaci o primární struktuře molekul. Jedná se o určitý úsek deoxyribonukleové kyseliny 

neboli DNA na chromozomu. Lidský genom, soubor všech genů v organismu se odhaduje na 

30 – 40 tisíc genů [1,2]. 

Důležitou stavební i funkční složkou buněčných struktur jsou proteiny a ribonukleové ky-

seliny. Tyto kódující geny můžeme rozdělit do dvou základních skupin. Prvním typem je 

strukturní gen, který obsahuje informace o primární struktuře proteinů, popř. polypeptidů. 

K těmto genům patří geny kódující proteiny se stavební funkcí a geny kódující proteiny 

s biochemickou nebo fyziologickou funkcí. Druhou skupinu tvoří geny pro funkční ribonuk-

leovou kyselinu neboli RNA, jejichž transkripční produkty nepodléhají translaci. Především 

se jedná o geny kódující transferovou RNA (tRNA) a ribozomální RNA (rRNA) [1, 2]. 

Gen obsahuje úseky zvané exony a introny. Exony a introny jsou sekvence nukleotido-

vých kyselin, které se liší schopností kódování při syntéze proteinů. Tuto schopnost si zacho-

vává pouze exon, u intronu dochází k odstranění uvnitř buněčného jádra. 

 

Ke změně genetické informace neboli mutaci může dojít za určitých podmínek, které nej-

sme v jisté míře schopni ovlivnit. Jedná se tak o mutace, které jsou vyvolané zvýšeným půso-

bením některých chemických látek, fyzikálních faktorů a virů. Společně tyto faktory vedou 

k chemické změně struktury DNA, a jsou tak schopné vyvolat zlomy nebo jiné přestavby je-

jich molekul. Soubor těchto faktorů označujeme mutageny, jejichž následkem dochází 

k poškození genu. Změna genetické informace však nemusí mít za následek jen těžké vývojo-

vé vady, poruchy metabolismu či nádorové onemocnění, samotné mutace totiž i v některých 

případech přispívají k přežití a vývoji [2]. 

 

1.1 Gen MLL 

Téměř před dvěma desítkami let byly získány první poznatky poskytující základní identi-

fikaci genu MLL. Geny jsou označovány zkratkami tvořenými alespoň dvěma nebo častěji 

více písmeny. V našem případě se jedná o poruchu genu spojeného se vznikem určité nemoci 

a označení genu vychází z jejího názvu. V některých případech se zkratkové označení genu 

doplňují číslem. Nejčastější označení genu nese symbol MLL (mixed lineage or mye-
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loid/lymphoid leukemia), a proto se v této bakalářské práci budu držet tohoto pojmenování. 

Podle své buněčné funkce je nyní nazýván Lysin – specifická Methyl Transferáza 2A a ozna-

čován symbolem KMT2A. Ve vědeckých databázích a odborných článcích se však můžeme 

setkat i s dalšími méně známými symboly – HRX, HTRX1, TRX1, ALL1, CXXC7 a WDSTS 

[3]. 

Může být také přezdíván jako gen lidského proteinu Drosophila melanogaster, tj. octomil-

ka obecná. Jedná se o lidský protein, který spadá do rodiny proteinů – Trithorax group protein 

(TrxG), jejichž hlavním účinkem je udržení genové exprese. Expresí genu se rozumí proces, 

během kterého je genetická informace uložená v genu převedena do struktury proteinů [4, 5]. 

 

Gen MLL se nachází na dlouhém raménku 11. chromozomu s poškozením lokusu v oblasti 

11q23. Zahrnuje 37 exonů a kóduje jaderný protein o délce 3969 aminokyselin s přibližnou 

velikostí 500 kDa [6, 7]. 

1.1.1 Struktura genu 

Jak bylo již zmíněno výše, gen MLL je tvořen 37 exony a lokalizován na 11. chromozomu. 

Kóduje velký jaderný protein, který je shodný s proteinem Droshophila trithorax.   

Protein MLL je tvořen funkčními doménami a vazebnými partnery. Pomocí specifické 

taspázy (Threonineaspartase 1) dochází k translačnímu štěpení jednotlivých aminokyselin 

proteinu MLL, jež je v konečné fázi sestřižen na dva fragmenty. Další funkcí této taspázy je 

udržení exprese HOX genů. HOX gen neboli homeotický gen je označení pro geny, jenž mají 

významnou roli v průběhu embryonálního vývoje mnohobuněčných organismů. Jaderný pro-

tein je specifickou taspázou rozštěpen na větší N-koncovou část s velikostí 320 kDa a menší 

C-koncovou část s velikostí 180 kDa. Tyto dva proteinové fragmenty z genu MLL jsou sesta-

veny do důležitého proteinového komplexu s vysokou molekulovou hmotností. Obě části jsou 

nekovalentně vázány v dimer s umístěním v jádře, ve kterém působí jako regulační tran-

skripční faktor [5, 9]. 

 

Struktura komplexu MLL je složitá a jednotlivé domény můžeme vidět na obrázku 1. N-

koncová část proteinu MLL se skládá z domény pro protein Menin, růstového faktoru vázají-

cího chromatin, pojmenována LEDGF a tří domén – CxxC, PHD a AT- háčků. Vazebné místo 

pro jaderný protein – Menin, je na nejvzdálenějším místě a dále interaguje s LEDGF (PC4 

and SFRS1 interacting protein 1). LEDGF či růstový faktor odvozený od epitelu oční čočky 
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obsahuje doménu PWWP, která má schopnost vázání na nukleozomy. Základní struktura nuk-

leozomu je tvořena komplexem DNA a několika histony a obtočenými vlákny DNA. Dále se 

na N-koncové části nachází AT-háčkové motivy, které slouží pro navázání DNA přítomnou 

v proteinech. Jejich další funkcí je interakce mezi sebou, nebo s doménou CxxC (CXXC-type 

zinc finger protein 1). Ta se podobá motivu zinkového prstu a slouží jako senzor pro udržení 

metylace DNA. Jako poslední připojenou doménou této části MLL jsou 4 prsty cysteinové 

PHD doména (PHD fingers) [5, 8, 10, 13, 14]. 

 

Na C-koncovou část proteinu MLL je připojena doména SET a čtveřice proteinů MOF, 

RBBP5, ASH2L a WDR5. Tyto proteiny pomáhají k přípravě chromatinu na efektivní tran-

skripci, tj. přepis genetické informace z molekuly DNA na molekulu RNA. Protein WDR5 

(WD repeat-containing protein 5) působí jako spoj mezi proteiny RBP5, ASH2L a samotným 

MLL-C.  Přítomnost mezi proteiny je však zanedbatelná, zatímco větší důraz je kladen na 

účast proteinu WDR5 u aktivity H3K4. Methylace histonů je kovalentní modifikace, která je 

zprostředkována histonovými methyltransferázami. Ty můžeme rozdělit do dvou skupin: pro-

tein arginin methyltransferázy a enzymy obsahující SET doménu, jejím úkolem je regulace 

genové aktivity. Methylací lysinu v pozici H3K4 vede k aktivaci transkripce. ASH2L 

(Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2) a RBP5 (Retinol Binding Pro-

tein 5) tvoří proteinový komplex, který je nezbytný pro účinnou aktivitu methyltransferázy a 

její přizpůsobení pomocí alosterické regulace. Tou se rozumí změna konformace enzymové 

molekuly, které jsou složené z proteinů. Za nejdůležitější doménu celého komplexu se pova-

žuje doména SET, na které je celá methylace H3K4 závislá. Doména SET (Su(var)3-9, en-

hancer of zeste, trithorax) se nachází v mnoha proteinech a je shodná s doménou u proteinu 

Drosophila trithorax. Katalyzuje metyltransferázovou aktivitu na histony H3 v regionu HOX 

genů. Poslední připojenou doménou je protein MOF, který je schopný acetyltransferázy his-

tonu 4 lysin 16 (H4K16). Jeho další funkcí je regulace chromatinu a kontrola buněčných pro-

cesu, jako je diferenciace T-buněk či poškození DNA [8, 9, 15, 16]. 

 

Fúzní geny si zachovávají doménu s AT – háčky a methyltransferázovou doménu, a nao-

pak postrádají doménu SET, spolu s cysteinovou PHD doménou. V této sekvenci dochází k 

nahrazení translokačními partnery. Tato přestavba proteinu vede k přeskupení genu MLL a 

následnému vzniku leukémií [17]. 
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Obrázek 1: Komplex MLL s funkčními doménami [51] 

1.1.2 Molekulární podstata 

Obohacujícím přínosem dnešní vědy je informace o mechanismu účinku způsobující 

mutaci genu MLL. Provedené experimenty zřetelně prokazují genetické narušení genu MLL. 

Ať už se jedná o samotné přeskupení genu, či fúzních alel, toto přeuspořádání genu MLL je 

dostačující, a nevyhnutelně tak spojeno se vznikem akutní myeloidní nebo akutní lymfoblas-

tické leukémie.  

Fúzní proteiny MLL spolu s partnerskými geny vytváří rozmanité fúze genu MLL. Pří-

buzné genové produkty poté spouštějí aberantní vývoj buněk. Protein divokého typu MLL se 

sestavuje do komplexu s transkripčními faktory, jehož následkem se označují sekvence DNA, 

které slouží k navázání RNA polymerázy a aktivaci transkripce. U diferencovaných buněk 

dochází k transkripci genu za vytvoření transkripčního paměťového systému, který je nezbyt-

ný pro udržení tkáňové identity linie stabilním způsobem. 

Pomocí cytogenetické analýzy bylo doposud rozpoznáno přes 80 přímých fúzí genu 

MLL a přibližně 130 recipročních fúzí. Fúze genu vedou ke vzniku nových chimérických 

proteinů a genetické narušení genu MLL poté vede ke vzniku fúzních proteinů, které se vážou 

na jaderné proteiny LEDGF a MENIN v N – koncové části, kde způsobují transkripci mimo 

obvyklé místo genu a tyto změny vedou k přímým fúzím genu MLL. Reciproční fúze jsou 

naopak charakteristické PHD doménou, která je schopná methylace histonů. Oddělují také 

vazebné proteiny CREBBP a MOF, a vyznačují se napojením SET domény na C – koncové 

části [7, 11, 12]. 
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Společným motivem těchto genetických změn, spojených s leukémií, je genetické naru-

šení genu MLL. O nejčastějších fúzích genu MLL (MLL-AF4, MLL-AF5, MLL-AF9, MLL-

AF10) je podrobněji pojednáno v další kapitole.  

 

1.1.3 Funkce genu 

Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.1., gen MLL je strukturně i funkčně shodný s proteinem 

trithorax Drosophila melanogaster. Tento protein se podílí na zachování genové exprese a 

epigenetické regulaci definovaných genů. Biologická funkce proteinu MLL vyplývá z aktivity 

histonové methyltransferázy domény SET [4]. 

Důležitou funkcí je kódování transkripčního koaktivátoru, který představuje zásadní úlohu 

v regulaci genové exprese během časného vývoje a hematopoézy. Kódovaný protein obsahuje 

více konzervovaných funkčních domén a udržuje správnou regulaci onkogenetických genů 

HOX. Specifické potlačení aktivity jediné alely genu MLL vyvolává změnu exprese genu 

HOX a zapříčiňuje poruchy myeloidního vývoje [5]. 
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2 Přestavby genu MLL 

Výskyt patologických nálezů genu MLL spočívá ve velkém počtu způsobů vzniku aberací. 

Z důvodu velkého množství fúzních partnerských genů s kódujícími proteiny dochází 

k nejrůznějším změnám genu MLL. Doposud všechny diagnostikované přesmyky MLL jsou 

spojovány s podobným fenotypovým onemocněním. Aberace genu MLL se vyskytují u akut-

ních leukémií, které jsou většinou asociovány se špatnou prognózou. V závislosti vznikajících 

fenotypových změn můžeme mluvit o zařazení k chromozomovým mutacím neboli chromo-

zomovým aberacím. Jedná se o mutační změny, které vedou ke zlomům a přestavbám struktu-

ry chromozomů [9]. 

 

Nejběžnější aberace u genu MLL jsou translokace, amplifikace a delece. V dalších přípa-

dech byla popsána vlastní fúze dvou částí MLL genu. Jedná se o oblast bodového zlomu, kte-

rá vede k částečné tandemové duplikaci. tj. přeskupení chromozomu v bezprostřední blízkosti. 

U amplifikační abnormality oblasti 11q23 bylo díky studii poukázáno na přítomnost více ko-

pií genu MLL. K dalším kopiím genu MLL můžou vést numerické abnormality chromozomu 

11, těmi můžou být trizomie, či tetrasomie. Reciproční genové fúze představují většinu stabil-

ních přesmyků MLL. Dále bylo u pacientů s leukémií identifikováno množství dalších MLL 

aberací. Jedná se o genové vnitřní duplikace, inverze, delece, inzerce a komplexní přeskupení. 

Další možnou přestavbou je zlomové místo genu označováno MLL-bcr (the breakpoint clus-

ter region), které je lokalizováno mezi exonem 5 a 11, uvnitř 8,5 kb regionu. U zlomového 

místa genu můžeme identifikovat připojení ALU sekvence v centromerické části, které jsou 

odpovědné za regulaci genu. Na druhé části je napojen topoizomerázový inhibitor, který se 

podílí taktéž na vzniku leukémií. Jedná se o připojení topoisomerázy II k vazebnému místu 

v telomerické části genu MLL. Topoizomeráza II (TOP 2) je enzym pozměňující sekundární 

strukturu DNA s přerušením obou vláken dvoušroubovice. Vlivem inhibice TOP 2 dochází 

k rozštěpení vlákna DNA, kde na volných koncích může docházet k rekombinaci mezi genem 

MLL a partnerským genem [9, 17]. 
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2.1 Translokace genu 

V současné době je zaznamenáno 82 chromozomálních translokací lidského genu MLL. 

Tyto translokace tvoří 5-10 % diagnostikovaných pacientů s akutní leukemií [7, 18]. 

U translokací dochází k přesunu části jednoho chromozomu na jiný chromozom, či k vzá-

jemné výměně genetického materiálu mezi dvěma různými chromozomy. Při přesunu sekven-

ce jednoho chromozomu na jiný chromozom mluvíme o nereciproké translokaci a vzájemnou 

výměnu části nehomologních chromozomů nazýváme reciproké translokace. Důsledkem 

translokace je vznik fúzního neboli chimérického genu, který produkuje fúzní protein 

s onkogenním potenciálem.  Přestavbou dochází ke zlomu jednoho chromozomu, kde se od-

dělí část protoonkogenu, který je translokací přemístěn a připojen k části genu-bcr na druhém 

chromozomu, ve kterém také došlo ke zlomu. Gen na přemístěném segmentu může fúzovat 

s jiným genem [7, 18]. 

Fúze genu MLL jsou založeny na genetickém přeskupení, jejichž vzniklé fúzní proteiny 

MLL jsou tvořeny N-koncovou doménu MLL a připojeným translokačním proteinem na C-

konci. Výsledné chimérické geny jsou přepsány do „fúzních mRNA“ a následně převedeny 

do fúzních proteinů s onkogenním potenciálem. Přítomnost specifických fúzních genů je vždy 

spojena s konkrétním typem rakoviny [7, 12, 14, 19]. 

Zajímavostí v translokaci genu MLL je zapojení do transkripčního procesu ve fázi pro-

dloužení. Jedná se o zapojení proteinů, které jsou buď přímo součástí super elongačních kom-

plexů (SEC) nebo jsou proteiny přímo spojeny s RNA polymerázou II (RNAPII). Proteiny 

svou schopností omezují regulační zásah pomocí transkripční aktivity a způsobují rozsáhlé 

Obrázek 2: Struktura exonů se zlomovým místem genu MLL [52] 
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epigenetické změny, které jsou vyvolány změnou v genové expresi bez změny nukleotidové 

sekvence DNA [7]. 

Vlastnost fúzních proteinů MLL je velmi rozmanitá a doposud bylo popsáno více než 135 

partnerských genů pro možnou fúzi s genem MLL. K nejčastější fúzím genům MLL 

z pohledu diagnostikovaných případů u pacientů s akutní leukémií patří MLL-AF4, MLL-

AF9, MLL-AF10 a MLL-ENL. Seznam ostatních opakujících se diagnostikovaných genů 

fúzních partnerů je dlouhý a zahrnuje mimo jiné MLLT5, MLLT11, MMLT6 a dalších při-

bližně 70 genů, které byly identifikovány a popsány v souvislosti vzniku fúzí MLL genu. 

Z pohledu klinického významu se však jedná o vzácné případy, a proto jejich klinické využití 

není potřebné. Všechny tyto fúzní geny však mohou přispět k získání nových poznatků u me-

chanismu rozvoje onemocnění či strukturách fúzních genů. Výsečové grafy jsou klasifiková-

ny podle věkových skupin a typu onemocnění pacientů. Grafy jsou dále rozděleny na ALL 

(vlevo) a AML (vpravo). Celkový počet hodnocených pacientů byl 2345. Padesát tři pacientů 

nemohlo být klasifikováno do ALL nebo AML onemocnění. Dělení věkových skupin znázor-

ňují grafy ve spodní části, ty jsou rozděleny do tří věkových kategorií na kojence, děti a do-

spělí. Data pro zpracování grafů byly převzaty z publikace roku 2017 [9, 20]. 

Obrázek 3: Grafické znázornění četnosti partnerských fúzních genů MLL [53] 
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2.2 Fúze genu MLL 

Projevem fúzního genu je nejčastěji exprese fúzního proteinu s rozdílnými vlastnostmi. 

Fúzní geny si zachovávají doménu s AT-háčky a methyltransferázovou doménu. Naopak do-

chází ke ztrátě aktivační a SET domény. Právě v důsledku úbytku SET domény nemůže dojít 

k potřebné methylaci histonů a následkem je vyvolána porucha exprese genu HOX [9]. 

2.2.1 Fúze MLL-AF4 

Nejrozšířenější genetickou aberací lidského genu MLL je chromozomální translokace t(4; 

11)(q21; q23). Hlavní roli zde hraje protein AF4, který je translokací fúzován ke genu MLL. 

Onkogenní protein MLL-AF4 byl nalezen hlavně u akutní lymfoblastické leukémie (ALL) 

s typickými znaky B lymfocytů. Zřídka se translokace s tímto proteinem vyskytuje také u T 

lymfocytů ALL a akutní myeloidní leukémie (AML), kde se obvykle jedná o podskupinu M4 

a M5. Zhruba 50 % diagnostikovaných případů akutní lymfoblastické leukémie s translokací 

t(4; 11)(q21; q23) je stanovena u dětí v kojeneckém období. Diagnostikovaných dospělých 

případů je 75 % u příčin vzniku akutní lymfoblastické leukémie [9]. 

Pacienti s translokací t(4;11)(q21; q23) se vyznačují agresivnějším průběhem leukémie a 

celkově špatnou prognózou.  

 

Gen AF4 kóduje protein o velikosti 1210 aminokyselin a 140 kDa. Funkčně působí jako 

transkripční aktivátor v jádře. Charakteristické vlastnosti genu AF4 jsou sekvence bohaté na 

vysoký obsah serinu a prolinu, nukleární cílové sekvence a konsenzuální sekvenční vazba 

ATP/ GTP. Výsledný fúzní gen je typem 5' MLL-3' AF4 se zlomovými místy v oblasti za 

354., 368. a 397. aminokyselinou. Získaný protein se skládá ze 1400 aminokyselin N-konce 

MLL a 850aminokyselin C-konce AF4. Velikost proteinu odpovídá 240 kDa [12]. 

2.2.2 Fúze MLL-AF6 

Partnerským proteinem pro tento typ fúze je gen AF6. Jeho protein je lokalizovaný na 

t(6;11)(q27;q23) a obsahuje 1612 aminokyselin. AF6 protein působí v cytoplazmě jako part-

ner pro transportní systém. Ke zlomu dochází za 35. aminokyselinou proteinu AF6. Výsledný 

fúzní protein je tvořen od N-konce MLL k C-konci AF6 a je složen z 1400 aminokyselin [12, 

22]. 
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Translokace t(6;11) představuje přibližně 5 % případů diagnostikovaných akutních leuké-

mií s přeuspořádáním genu MLL. Častěji se vyskytuje u akutní myeloidní leukémie než u 

akutní lymfoblastické leukémie. Zejména se jedná o podskupiny akutní myelomonocytární a 

monocytární leukémie. Bylo prokázáno, že prognóza s fúzí genu MLL-AF6 má velmi špatné 

výsledky. Medián doby přežití je kolem 15 měsíců a řadí se k nejhorším diagnostikovaným 

případům akutní myelodní leukémie [21]. 

2.2.3 Fúze MLL-AF9 

Druhým nejčastějším partnerem pro fúzi MLL je gen AF9, lokalizovaný na chromozomu 

9. Fúze vzniká translokací v oblasti t(9;11)(p22;q23). Kóduje jaderný transkripční protein o 

velikosti 5 kb, obsahující 568 aminokyselin [9]. 

Výsledný fúzní gen 5’MLL-3’AF9 vzniká variabilním zlomem. Obvyklé místo fúzní ob-

lasti u AF9 se nachází za 376 aminokyselinou, ale v pár případech se nacházelo v oblasti za 

483 aminokyselinou. Fúzní protein obsahuje z proteinu MLL 1444 aminokyselin a z proteinu 

AF9 192 aminokyselin [12]. 

 

Fúzní gen MLL-AF9 je aktivně transkribován a výsledný fúzní protein podporuje expresi 

HOXA9 transkripčního faktoru, který byl spojen s leukemickou transformací. Gen AF9 se 

nejvíce seskupuje s MLL u akutní myelodní leukémie. Nejčastěji se jedná o podskupinu akut-

ní monocytární leukémie (M5), která se může vyskytovat v každém věku. Procentuální za-

stoupení u dětí je vyšší než u dospělých. Diagnostikování fúze genu MLL-AF9 je u dětí rela-

tivně častější a jedná se o 5 – 12 % AML. U dospělých pacientů se jedná o 2 % AML. Spolu 

s genem ENL mají velmi podobnou strukturu. Obsahují oblast cívky na C-koncové části 

s transaktivační vlastností, která je nevyhnutelná a dostatečná ke vzniku leukemické transfor-

maci v souvislosti s fúzemi genu MLL [9]. 

2.2.4 Fúze MLL-AF10 

Gen AF10 byl prvním fúzním partnerem MLL, u kterého bylo prokázáno působení 

s proteinem DOT1L. Představuje zhruba 8 % případů leukémie s přestavbou genu MLL. Pro-

gnóza tohoto fúzního typu bývá opět špatná a nese riziko nálezů opětovných příznaků nemoci 

ve srovnání s jinými aberacemi 11q23. Fúzní protein genu AF10 se vyskytuje u akutní lym-

foblastické leukémie s prekurzory T lymfocytů a akutní myeloidní leukémie u podskupin čas-
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né myeloidní leukémie (M0), AML bez vyzrání (M1), akutní monocytární leukémie (M5) a 

akutní megakaryoblastické leukémie (M7) [5]. 

 

Gen AF10 je lokalizován v oblasti 10p12 a kóduje jaderný transkript o velikosti 5,5 kb. 

Protein obsahuje 1027 aminokyselin. Translokace tohoto genu s genem MLL je charakteris-

tická rozmanitostí zlomových míst na chromozomu 10. Oblasti zlomu se vyskytují za 265, 

642 a 680 aminokyselinou. Gen AF10 je transkripčně aktivní od telomery k centromeře, a 

proto s genem MLL vytváří fúzní protein od N-konec MLL k C-konec AF10 [12, 23]. 

2.2.5 Fúze MLL-ENL 

Gen MLLT1, symbolem označován ENL (eleven nineteen leukemia), je lokalizován 

v oblasti 19p13.3.Kóduje protein o 559 aminokyselinách a jeho mediátorová RNA (mRNA) je 

o velikosti 4 kb. Působí opět jako transkripční faktor v jádře. Jak jsem zmínila u proteinu 

AF9, mají spolu s proteinem ENL velmi podobnou strukturu. Zlomové místo je nejčastěji 

lokalizováno za 4. aminokyselinou proteinu ENL. Vzniklý fúzní gen je typu 5’MLL-3’ENL 

[24, 25]. 

 Translokace t(11;19)(q23;p13.3) představuje třetí nejčastější případ leukémie ve spojení 

s přestavbou genu MLL. Procentuální zastoupení je okolo 6 % diagnostikovaných případů ze 

všech MLL translokací. Přestavba byla pozorována u akutní myelodní leukémie pod skupiny 

akutní myelomonocytární leukémie (M4) a akutní monocytární leukémie (M5), ale mimo jiné 

také u akutní lymfoblastické leukémie, bifenotypické leukémie a sekundární leukémie. Vý-

skyt byl zaznamenán především u dětí mladších 1 roku. Jeho prognóza je velmi špatná, medi-

án přežití je pod jeden rok [23]. 

 

U proteinu ENL a AF9 bylo prokázáno vzájemné působení s proteinem AF4. Dochází 

k interakci prostřednictví C – konců. A můžeme tak říci, že dochází k vzniku komplexu obsa-

hující protein AF4 s účinkem proteinu ENL ke snížení exprese genu HOX. Přesnější funkce 

spojení těchto proteinů, ale vyžaduje další zkoumání [4]. 

2.2.6 Fúze MLL-ELL 

Gen ELL (eleven nineteen lysin rich leukemia gene) je lokalizován v oblasti 19q13.1. Jeho 

jaderný protein obsahuje 621 aminokyselin o velikosti 68 kDa, sloužící jako transkripční 
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elongační faktor pro RNA polymerázu (RNAP). Vzniklý fúzní gen je typu 5'MLL-3'ELL 

[26]. 

Translokace t(1l;19)(q23;p13.1) byla zachycena nejčastěji u akutní myelodní leukemie ty-

pu M4 a M5, a sekundárních akutních leukemií. Jedná se o typ s nejhorší prognózou. Častěji 

postihuje dospělé než děti. Medián přežití se pohybuje jen okolo 6 měsíců [26]. 

 

2.3 Amplifikace genu MLL 

Následující možnou aberací genu MLL je zmnožení možné části chromozomu nebo nad-

početná kopie, vedoucí k produkci velkého množství proteinu MLL. Nadpočetná kopie genu 

je spojena s rozsáhlou změnou karyotypu. Amplifikace genu se vyskytuje v široké oblasti 

malignit, které vedou k nemístné aktivaci nebo amplifikaci exprese onkogenu. Aktivace on-

kogenů je tímto způsobem často spojována s agresivním růstem nádorů, a také s velmi špat-

nou prognózou. Umístění amplifikace onkogenů, za použití konvenční cytogenetické analýzy, 

může být lokalizováno třemi způsoby. Prvním je extrachromozomální double minutes, intra-

chromozomálně v homogenně zbarvených oblastech, anebo jako neidentifikovaný marker či 

derivovaný chromozom, chromozom kruhu nebo izochromozom. Cytogenetické detekování 

amplifikace genu AML je přibližně okolo 1 % [17]. 

Rozpoznání amplifikace genu MLL u akutní myelodní leukemie nepatří k častým. Dále se 

vyskytuje při myelodysplastickém syndromu a vzácně u B-lymfoblastické leukemie. 

V doposud hlášených případech byla amplifikace MLL často spojena se starším věkem, u 

komplexních změn karyotypu a velmi špatnou prognózou [18]. 

Amplifikace genu MLL u akutní myelodní leukemie (mj. také u myelodysplastickém syn-

dromu) je spojeno s charakteristickými morfologickými nálezy, již zmiňovaném vysoce kom-

plexním karyotypem, intravaskulární koagulopatií, agresivním průběhem a špatnou odpovědí 

na léčbu chemoterapií [17]. 

Dále byly pozorovány v souvislosti s amplifikací i nadpočetné kopie genu MLL. K dalším 

kopiím genu vedou numerické abnormality chromozomu 11, jako jsou trisomie nebo tetraso-

mie [20]. 

Hlavní rozdíl mezi amplifikací MLL a translokací MLL spočívá v tom, že první z nich má 

za následek zvýšení počtu kopií MLL nebo transkripční aktivity. Zatímco druhý způsobuje 

produkci nových chimérických proteinů s partnerskými geny.  
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2.4 Duplikace genu MLL 

Dalším typem přesmyku MLL, který nelze detekovat klasickou cytogenetikou je duplikace 

genomové oblasti. Duplikace se vyznačuje přítomností nadbytečných chromozomových seg-

mentů a patří ke strukturním aberacím chromozomů. U genu MLL se přesněji jedná o částeč-

nou tandemovou duplikaci, zkráceně MLL – PTD. Duplikované genomové oblasti zahrnují 

exony MLL 5 až 11 nebo exony MLL 5 až 12, které jsou vloženy do intronu 4 genu plné dél-

ky MLL, čímž dochází k fúzi intronů 11 nebo 12 s intronem 4. Následkem je jedinečná fúze 

exonů 11 nebo 12 v protisměru exonu 5 [21,22]. 

MLLPTD je detekována přibližně v 5-10 % případech akutní myelodní leukémie a 

v případech s normálním karyotypem, přináší horší prognózy. Nejčastější přítomnost MLL 

PTD byla prokázána u dospělých de novo AML s normální cytogenetikou nebo trisomie 11. 

Také byla pozorována u dětských pacientů s AML, u dospělých ALL, sekundární leukemie a 

nádorových transformací buněk. U dospělých de novo AML s normálním karyotypem byla 

přítomnost MLL PTD spojena s horší prognózou (tj. kratší trvání remise) ve srovnání s nor-

málním karyotypem AML bez MLL PTD [22]. 

2.5 Delece genu MLL 

Deleci genu označujeme jako ztrátu části chromozomu. Rozlišení delecí genů je velmi těž-

ké a pomocí pruhovací metody je možné detekovat velké delece v mitotickém dělení, u ma-

lých delecí je tato detekce nemožná. Delece doprovázejí řadu chromozomálních translokací 

v několika případech akutní leukemie. Nejčastěji postihuje exon 8 genu MLL. Četnost delece 

genu MLL se pohybuje v rozmezí okolo 8 % až 28 %. Procentuální zastoupení zahrnuje AML 

i ALL, a pacienty všech věkových kategorií [19]. 

 

  



25 
 

3 Význam přestaveb genu MLL u leukémií 

Chromozomální translokace genu MLL a jejich fúze MLL s partnerskými geny spouštějí 

aberantní samoobnovení hematopoetických progenitorů vedoucí k akutní leukémii. Přestavby 

genu MLL u akutní leukemie jsou charakteristické pro akutní myelodní leukemie (AML) a 

akutní lymfoblastické leukémie (ALL). Přestavba genu MLL představuje 5-10 % všech přípa-

dů. Neobvyklé biologické a klinické vlastnosti spojené s translokacemi MLL mají velmi špat-

nou prognózu a z tohoto důvodu je vyložena snaha ke zlepšení terapeutické strategie.  

Výskyt agresivní rakoviny krve je převážně u pediatrických pacientů. Abnormalita se vy-

skytuje až u 70 % dětí ALL a přibližně u 10 % všech ostatních případů ALL.  Konkrétní sku-

pinu pacientů charakterizující tzv. „MLL fúze“ představují asi 5-10% všech případů akutní 

leukémie u dětí a dospělých. 

3.1 Akutní leukémie 

Leukémie je zhoubné onemocnění krvetvorného systému. Jedná se o onemocnění leukocy-

tů. Podstatou nádorového bujení je chromozomální aberace jedné kmenové buňky kostní dře-

ně v různém stupni vývoje a zralosti. Vzniklé poškození se přenáší do dalších buněčných ge-

nerací a dochází k nekontrolovatelné proliferaci maligních buněk. Nadprodukce vede k 

jejich hromadění v kostní dřeni a potlačení fyziologické tvorbě krevních buněk [30, 31]. 

 

Prvním průkopníkem v oblasti leukemií byl německý lékař Rudolf Virchow, jenž pojme-

noval onemocnění krvetvorné tkáně slovem leukemie a roku 1847 termín leukémie poprvé 

použil. Slovo leukémie vzniklo spojením dvou řeckých slov „leukos“ a „haima“, což 

v doslovném překladu do českého jazyka znamená „bílá krev“ nebo bělokrevnost [28, 34]. 

 

Příčina vzniku leukémií není známá. K maligní transformaci tohoto onemocnění vedou ně-

které predispoziční účinky. Mezi tyto faktory patří ionizující záření, předchozí léčba cytosta-

tiky či jiné užívání léků, chemické látky (benzen, toluen), viry (jeden typ leukémie z T lymfo-

cytů) či translokace genů. Zvýšený výskyt je zaznamenán u genetických abnormalit. 

Příkladem je trizomie 21. chromozomu, tj. u Downova syndromu [30, 34]. 

Leukemie lze rozdělit na akutní a chronické formy. Akutní formy jsou charakterizovány 

rychlým nárůstem nezralých krvinek, tzv. maligní transformací mladých krvetvorných buněk. 

Tento typ se častěji objevuje u dětí. Chronické formy vznikají nadměrným shromážděním 

maligních zralých krvinek a vyskytují se především u lidí ve starším věku [28]. 
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Podle typu postižení buněk můžeme leukemie dále rozdělit na myeloidní a lymfatické.  

 

Rozdělení leukémií:  

- Akutní myeloidní leukémie (AML) 

- Akutní lymfoblastická leukémie (ALL) 

- Chronická myeloidní leukémie (CML) 

- Chronická lymfatická leukémie (CLL) 

 

Akutní leukémie se vyznačují nekontrolovatelnou proliferací leukemických blastů 

v kostní dřeni. Jedná se skupinu nádorového onemocnění krvetvorby z krvetvorné hematopoe-

tické kmenové buňky. Akutní leukémie můžeme rozdělit dle příslušnosti blastů k myelodní či 

lymfoidní linii. Podrobnější rozložení je založeno na hodnocení imunofenotypu, cytogenetic-

kých změn a molekulárně genetické podstatě blastů. Průběh akutní leukémie je velmi rychlý a 

bez včasné léčby může osoba trpící tímto onemocněním zemřít téměř ihned [28]. 

K léčbě se používají chemoterapie nebo transplantace krvetvorných kmenových buněk.  

3.1.1 Akutní myelodní leukémie 

Akutní myelodní leukémie (AML) je heterogenní maligní onemocnění hematopoézy, cha-

rakterizované vznikající nekontrolovatelnou proliferací a akumulací nezralých myeloidních 

prekurzorů v kostní dřeni. Za zhoubné buňky jsou označovány myeloblasty, což jsou nevyvi-

nuté bílé krvinky. Při normální krvetvorbě jsou tyto buňky nezralými prekurzory myeloidních 

bílých krvinek, které postupně vyzrávají do zralých bílých krvinek. U AML dochází 

v myeloblastech k hromadění genetických změn, které zabraňují její diferenciaci a nedochází 

k správnému dozrání buněk. Samotná mutace není příčinou leukémie, ale toto zastavení dife-

renciace ve spojení s dalšími mutaci způsobujícími přerušení proliferace má za následek spon-

tánní vznik nezralých buněk, které jsou podstatou AML [32, 33]. 

 

Dle definice se jedná o expanzi myeloblastu tvořící více jak 20 % jaderných buněk v kostní 

dřeni. Vysoký počet bílých krvinek v periferní krvi však není podmínkou, v některých přípa-

dech je počet normální, někdy zas velmi snížený [33]. 

 

AML je častěji pozorována u starších lidí a může být rozdělena do dvou podtypů. Prvním 

je AML de novo, které nevzniká z předchozí působení chemoterapeutik. Ale pokud se účinek 
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chemoterapeutik podílí na vznik jedná se o sekundární AML, která se vyskytuje po předchozí 

chemoterapeutické léčbě. Jedná se o léčbu inhibitorem topoizomerázou II, která se nejčastěji 

vyskytuje u podskupin akutních forem myelomonocytární a monocytární leukémie. Procentu-

ální zastoupení všech leukemií u dospělých je až 80 %. Postihuje především jedince ve star-

ším věku nad 65 let. Rozhodně však není vyloučený výskyt u dětí, kde se jedná přibližně o 15 

% všech leukémií [36]. 

 

Klasifikace 

V roce 2016 Světová zdravotnická organizace (WHO) upřesnila rozdělení podskupin 

AML, které navrhla roku 2004. Jedná se o rozdělení na principu cytogenetické a molekulárně 

genetické podskupiny zahrnující genové mutace, fúzní geny a mnoho dalších nových poznat-

ků. Přesto je v dnešní době upřednostňováno rozdělení z roku 1976, které navrhla "French-

American-British cooperative group", zkráceně FAB [35, 36]. 

 

Podle FAB rozdělujeme AML do těchto podskupin:  

 M0 – AML bez diferenciace (časná myeloidní leukémie) 

 M1 – AML bez vyzrávání 

 M2 – AML s vyzráváním 

 M3 – Akutní promyelocytární leukémie 

 M4 – Akutní myelomonocytární leukémie 

 M5 – Akutní monocytární leukémie 

 M6 – Akutní erytroleukémie 

 M7 – Akutní megakaryoblastická leukémie 
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Diagnostika 

Standartní diagnostické postupy v současné době zahrnují morfologické hodnocení nátěru 

periferní krve či kostní dřeně, analýzu povrchových a cytoplazmatických markérů pomocí 

průtokové cytometrie, tj. imunofenotypizace, ale také identifikaci chromozomálních změn 

pomocí metody FISH [32]. 

Ke stanovení diagnózy se v krevním obraze pozorují blasty bez vývojových stadií granulo-

cytů, anémie, trombocytopenie, leukopenie, leukocytóza či normální počet leukocytů. Imuno-

fenotypizační vyšetření prováděné metodou průtokové cytometrie slouží ke stanovení kon-

krétních epitopů v cytoplazmě a na membráně blastů. Toto vyšetření je nutné k diagnóze M0 

a M7, a v případech odlišení AML od ALL. Molekulárně cytogenetické vyšetření odhalují 

početní a strukturní odchylky chromozomů. Stanovují přítomnost fúzních genu a případných 

mutací [28, 37]. 

 

Celkem bylo popsáno okolo 749 translokací spojených s AML. Mezi nejčastější patří 

t(8;21), t(15,17), inv(16) a 11q23, MLL [39]. 

 

Translokace t(8;21)(q22;q22) vzniká mezi genem ETO chromozomu 8 a AML1 chromo-

zomu 21. Vzniká gen AML1/ETO s funkcí transkripčního faktoru pro AML. Tato translokace 

představuje přibližně 10 % všech AML. Nejčastěji se vyskytuje u typu M2 a je spojen 

s příznivou prognózou [39]. 

 

Translokací t(15;17)(q22;q21) vzniká fúzní gen PML-RARα, jehož výskyt je nejčastěji u 

akutní promyelocytární leukémie. Vyznačuje se zástavou vývojové linie na úrovni promyelo-

cytů a je detekována ve středním věku u 7 až 15 % všech AML. Akutní promyelocytární leu-

kémie patří k nejsnáze léčitelné formě akutní leukémie u dospělých [39]. 

 

Inverze (16)(p13;q22) vzniká pouze na jediném chromozomu 16. Dochází k výměně genu 

MYH11 z p13 a genu CBDβ z q22. Tento typ mutace se nachází přibližně v 8 případů AML, 

především u podskupiny myelomonocytární leukémie (M4) [39]. 

 

Mezi poslední námi již známou translokaci patří abnormalita 11q23. Přestavba genu MLL 

se podílí na 10 % AML. Prognóza s tímto typem translokace patří mezi nejhorší [39]. 
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Prognóza a terapie 

Postup léčby a prognóza u AML se odvíjí od zařazení do skupiny cytogeneticko – moleku-

lárního rizika. Zařazení se určuje podle výsledků z výše vypsaných vyšetření. Jedním 

z hlavních ukazatelů jsou zmíněné translokace [37]. 

Nejčastěji zvolenou léčbou je zahájení intenzivní indukční chemoterapie. Při možném re-

lapsu nemoci je vyžadována alogenní transplantace kostní dřeni. Prognóza starších pacientů 

je, i přes možné podstoupení intenzivní chemoterapie, špatná. A proto se u starších pacientů 

léčí pouze paliativní chemoterapií. Cílem je udržet pacienta na určité úrovni kvality života 

[28]. 

3.1.2 Akutní lymfoblastická leukemie 

Akutní lymfoblastická leukemie (ALL) je maligní onemocnění krvetvorby, které vzniká 

změnami kmenových buněk. K maligní transformaci dochází na úrovni nezralých lymfoid-

ních buněk, tzv. lymfoblastů. Charakteristikou ALL je zvýšená tvorba a neustálé množení 

lymfoblastů v kostní dřeni, které znemožňují normální funkčnost krvinek. Brání vzniku nor-

málních buněk v kostní dřeni, což vede k nedostatku červených destiček a normálních bílých 

krvinek v krvi [28, 29]. 

 

Nádorové buňky, které jsou přeměněny ze zdravých buněk změnou genu, ztrácí schopnost 

vyzrávání a nekontrolovatelného zmnožení. Přesný mechanismus vzniku ALL, ať už se jedná 

o genové či chromosomové odchylky není dosud přesně znám. K diagnostikování a konkrétní 

klasifikaci ALL je nutné vyšetření krevního obrazu s diferenciálním rozpočtem bílých krvinek 

a vzorku kostní dřeně. Pomocí cytogenetického a FISH vyšetření je možné rozdělit ALL do 

dvou hlavních podskupin. Jedná se o rozdělení na základě přítomnosti typických znaků pro 

jednotlivé T a B lymfocyty na povrchu nádorových buněk. První podskupinou je B – pre-

kursorová leukémie (B-ALL), která představuje 75 % všech diagnostikovaných ALL. Druhou 

podskupinou je T – prekursorová leukémie (T-ALL), která představuje 25 % všech diagnosti-

kovaných ALL [28, 29]. 

 

ALL představuje nejčastější nádorové onemocnění u dětí a je zaznamenána u 80 % všech 

dětských leukémií. Vrchol incidence je mezi 2. a 5. rokem věku dítěte. V dospělosti předsta-

vuje ALL jen 20 % akutních leukemií a 1 % všech nádorových onemocnění [28]. 
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Ke vzniku akutní lymfoblastické leukemie přispívá ionizující záření, kouření, léky, che-

mické látky a vyšší sklon opět představují vrozené choroby. Mezi ty se řadí Downův syndrom 

či Fanconiho anémie.  

 

Klasifikace 

Podle Světové zdravotnické organizace (WHO) se ALL dělí podle příslušnosti B-

lymfocytů a T-lymfocytů ve vývojové linii. Klasifikace je založena na mikroskopickém, cy-

togenetickém a molekulárně cytogenetickém vyšetření leukemických buněk. V klasifikačním 

systému lymfoblastické leukémie z B buněk jsou dále leukémie rozdělovány do skupin podle 

rekurentních genetických abnormalit. Jedná se o B-ALL s přítomností fúzního genu BCR-

ABL, kde dochází k translokaci mezi chromozomem 9 a 22. Dále je to B-ALL s přestavbou 

genu MLL (KMT2A) u translokace chromozomu 11. B-ALL s translokací chromozomů 12 a 

21. B-ALL se zvýšeným či sníženým počtem chromozomů [28]. 

Další možnou klasifikací ALL je podle Evropské skupiny pro imunologickou klasifikaci 

leukémií (European Group for the Immunological Characterization; EGIL). Princip je založen 

podle imunofenotypu maligních buněk, které by měli odpovídat přibližnému stupni zralosti 

lymfoblastů. K vyšetření imunologických vlastností leukemických buněk se používá metoda 

průtokové cytometrie.  

Proliferace a diferenciace buněk vzniká v kostní dřeni a cévami se šíří do všech orgánů a 

tkání.  

 

Diagnostika 

Mezi nejdůležitější vyšetření sloužící ke stanovení fenotypu blastů patří průtoková cytome-

trie neboli Imunofenotypizační vyšetření. Za jeho pomocí lze určit podtyp ALL, prognózu a 

následně druh léčby. Diagnóza ALL je potvrzena při přítomnosti více než 20 % nezralých 

lymfoblastů. Za pomoci molekulární genetiky dochází k identifikaci genových mutací nebo 

dalších změn v počtu či struktuře chromozomů [28, 40]. 

 

Důležitými genetickými změnami zapříčiňující vznik ALL jsou t(1;19)(q23;p13), 

t(4;11)(q21;q23), t(9;22)(q34;q11) a t(12;21)(p12;q22). Tyto přestavby jsou doprovázeny 

velmi špatnou prognózou [32]. 
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Translokací t(1;19)(q23;13) vzniká fúzní gen E2A-PBX. Vyskytuje se přibližně u 6 % dětí 

s ALL. V minulosti byla tato translokace považována za prognosticky nepříznivou, ale díky 

moderní terapeutické léčbě jsou výsledky bez rizikových faktorů [38]. 

 

Translokace t(4;11)(q21;q23) je produktem fúzního genu vznikajícího translokací genu 

AF4 z chromozomu 4 a genu MLL z chromozomu 11. Tato translokace byla detekována u 75 

% případů ALL dětských pacientů [38]. 

 

Translokace t(9;22)(q34;q11) se odehrává mezi chromozomem 9 v místě, kde se nachází 

gen ABL a chromozomem 22 v místě, kde se nachází gen BCR. Tato translokace za vzniku 

filadelfského chromozomu patří ke speciálnímu typu ALL. V případě ALL je vzniklý fúzní 

gen BCR-ABL nejčastější detekovatelnou abnormalitou u dospělých ve starším věku. 

Z terapeutického hlediska patří BCR-ABL k nejobtížněji léčitelnou ALL a vyznačuje se špat-

nou odpovědí na chemoterapeutickou léčbu [38]. 

 

Translokace t(12;21)(p12;q22) je nejčastější genetickou abnormalitou u ALL. Vyskytuje se 

až u 25 % dětských ALL. Vzniklý fúzní gen TEL/AML1 je prekurzorem B-lymfatické řady. 

Z prognostického pohledu se jedná o formu leukemie s velmi příznivou šancí na vyléčení 

[36]. 

 

Prognóza a terapie 

Prognóza ALL se odvíjí od věku pacienta, rizikových faktorů, typu léčby a možných kom-

plikací. Stanovení prognózy je určeno dle zařazení do rizikových skupin. Zatímco prognóza u 

dětí je velmi dobrá a ALL může být vyléčena, u kojenců a dospělých tomu tak není. Přibližně 

u 35 % dochází k remisi [28, 32]. 

Onemocnění se poměrně rychle šíří krví do životně důležitých orgánů, a proto je nutné za-

hájit včasnou a vhodnou léčbu, pro kterou je nutné zohlednit několik faktorů. Cílem léčby je 

obnovení normální funkce kostní dřeně a zničení leukemických buněk v těle. K nejčastější 

základní léčbě ALL patří chemoterapie, tedy léčba chemickými látkami. 

  



32 
 

4 Metody detekce přestaveb genu MLL 

 Detekce aberací genu MLL u AML/ALL je velice důležitá, a to především kvůli nepřízni-

vým prognózám spojených s touto nemocí. Klasická analýza karyotypu neodhalí všechny 

translokace genu MLL, a proto se k detekci spíše využívají molekulárně cytogenetické meto-

dy.  

4.1 Analýza karyotypu 

4.1.1 Lidský karyotyp 

Základem buněčného dělení je dělení jádra. Jádro mateřské buňky se rozpadá na vláknité 

útvary, které se dělí a vytvářejí dvě dceřiná jádra. Vláknitý útvar, nesoucí deoxyribonukleo-

vou kyselinu tzv. DNA, histony a specifické proteiny, se nazývá chromozom. Chromozom je 

rozdělen centromerou na dvě chromatidy – raménka, pojmenována p a q. Raménko p pro 

kratší a q raménko naopak pro delší. Centromera je oblast spojení chromatid v chromozom.   

Podle polohy centromery můžeme rozdělit chromozomy na metacentrické, submetacentrické 

a akrocentrické. Centromera u metacentrických chromozomů je uprostřed a raménka p a q 

jsou přibližně stejně dlouhá. U submetacentrického typu centromera rozděluje chromozom na 

krátká a dlouhá raménka. Centromera u akrocentrických chromozomů je na konci chromozo-

mu a p-raménka jsou viditelně velmi krátká [2, 48]. 

Karyotyp je soubor všech chromozomů v jádře jedné buňky s označením jejich počtu, dru-

hu pohlavních chromozomů a případných chromozomálních aberací. Lidský karyotyp je tvo-

řen 46 chromozomy, z nichž 22 párů nepatří mezi pohlavní chromozomy a jsou nazývány 

autozómy. Dále je v karyotypu přítomen vždy jeden chromozom maternálního a druhý pater-

nálního původu. Chromozomy jsou označovány arabskými číslicemi od 1 do 22 a při vyšetře-

ní jsou seřazeny od největšího po nejmenší. Zbývající pár je pár pohlavních chromozomů 

(tzv. gonozomy), s označením X a Y.  U žen jsou to dva pohlavní chromozomy X a u mužů je 

to jeden chromozom X a jeden chromozom Y [31,47]. 

Normálního karyotyp žen je zapisován jako 46,XX a mužů 46,XY. 

4.1.2 Vyšetření karyotypu 

Vyšetření karyotypu patří v dnešní době k vysoce propracovaným metodám. Cílem je vy-

loučení numerických či chromozomálních aberací. Jedná se o vyšetření provedené pomocí 
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barvení Giemsovým barvivem, které nám umožní diferenciaci a podrobnou orientaci v jednot-

livém chromozomu. K vyšetření karyotypu se nejčastěji používají mitotické buňky, které byly 

zastaveny v metafázi, popřípadě prometafázi, buněčného cyklu. Jako zdroj buněk lze použít 

různé typy tkání. Pečlivá analýza karyotypů může odhalit diagnostické informace pro speci-

fické vrozené vady, genetické poruchy nebo dokonce i rakoviny. Nejčastěji se diagnózy kary-

otypu vytvářejí ze vzorků periferní krve či biopsie kůže. Pro diagnózu rakoviny jsou typický-

mi vzorky nádorové biopsie nebo vzorky kostní dřeně. V prenatálním období se pro 

diagnostiku odebírá plodová voda nebo vzorky choriových klků [45]. 

 

Metoda proužkování chromozomů umožňuje identifikaci chromozomů, sestavení karyoty-

pu, a především odhalení drobných či komplexních změn chromozomů. K metodám barvení 

chromozomu se využívá G-pruhování, Q-pruhování, C-pruhování či barvení koloidním stří-

brem. 

Nejvyužívanější metoda v cytogenetických laboratořích je G-pruhování. Nejdříve jsou 

chromozomy vystaveny účinku trypsinu, který denaturuje chromozomální protein, a následně 

jsou dobarveny Giemsovým barvivem. Pro každý lidský chromozomový pár vznikne charak-

teristický tmavý heterochromatinový a světlý euchromatinový pruh chromatinu. Kromě svět-

lých a tmavých pruhů se dále hodnotí velikost chromozomů a jejich tvar s polohou centrome-

ry [31, 45, 46]. 

Další možností pro stanovení je Q-pruhování. Chromozomy se barví pomocí fluorescen-

čního barviva Chinakrin (ang. Quinacrine), které se naváže na nukleové báze, a to zejména na 

bohatou oblast s adeninem a tyminem. Světlé a tmavé Q-pruhy přibližně odpovídají G-

pruhům. Nevýhodou je následné vyhodnocení pomocí speciálního fluorescenčního mikrosko-

pu a při delší expozici UV světlem fluorescence chromozomu u Q-pruhování slábne. U R-

pruhování jsou preparáty, před obarvením Giemsovým barvivem, vystaveny tepelnému zahřá-

tí. Výsledné pruhy jsou opačné ke G-pruhům [31, 45, 46]. 

C-pruhování je metoda, která se používá k vizualizaci konstitutivního heterochromatinu. 

Na obarvení se používá hydroxid barnatý a k dobarvení Giemsův roztok. Poslední metodou je 

barvení koloidním stříbrem, kde dochází ke zvýraznění p-raménka akrocentrických chromo-

zomů [31, 45, 46]. 

K vyhodnocení se používají počítačové analýzy, které po nasnímání obrazu do počítače 

následně sestaví karyotyp. Poté je možné prostudovat strukturu jednotlivých chromozomů, 

jejich rozdělení a seřazení. Sestavení karyotypu je také možné, i bez pomoci počítačového 

zařízení, za pomoci mikroskopu [46]. 
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4.2 Fluorescenční hybridizace in situ 

Fluorescenční hybridizace in situ neboli FISH, patří ke standardním cytogenetickým vyšet-

řením, která poskytují přesnou lokalizaci a identifikaci specifických úseků nukleových kyse-

lin v DNA, u kterých může docházet k deleci, zmnožení či translokaci DNA úseků. Metoda 

FISH umožňuje pohotovou a přesnou detekci počtu kopií chromozomů, genů či jednotlivých 

úseků DNA, počtu translokací a mikrodelecí. Vyšetřovanými vzorky mohou být metafázní 

chromozomy, interfázní jádra, ale i celé buňky [42]. 

Principiálně se jedná o navázání fluorescenčního barviva na DNA ve vzorku, a to pomocí 

značené jednovláknové DNA s fluorescenční značkou (fluorochromy) – tzv. sondou. Při zvý-

šené teplotě 72-75 °C dochází k rozvolnění vláken DNA sondy a vyšetřovaného vzorku, po 

následném ochlazení na 37 °C se sonda specificky naváže na vyšetřovaný úsek DNA 

s komplementární sekvencí. Hybridizace probíhá přímo v biologickém materiálu, nikoliv na 

izolované DNA. Podle místa navázání sondy na chromozom rozlišujeme čtyři typy DNA 

sond. Na střední části chromozomu jsou využívány sondy centromerické, na konkrétní místo 

genu se používají lokus specifické sondy, subtelomerické sondy se navazují na koncové části 

chromozomů a posledním typem jsou sondy s fluorescenčním nabarvením celých chromozo-

mů [2, 42]. 

Moderní modifikací fluorescenční in situ hybridizace je vícebarevná FISH neboli M-FIS, 

umožňuje odlišení všech chromozomů v lidském karyotypu pomocí sond značených různými 

fluorescenčními barvivy [2, 42]. 

Výsledný signál po navázání sondy je detekován ve fluorescenčním mikroskopu.  

 

Obrázek 4: A - karyotyp s translokací 11;19, B – FISH s dvěma fúzními signály genu 

MLLL/ENL [54] 
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4.3 Polymerázová řetězová reakce 

Velký význam molekulárně biologické vědě přináší metoda PCR neboli polymerázová ře-

tězová reakce (polymerase chain reaction; PCR), která slouží ke zmožení specifických úseků 

DNA. Tento enzymatický proces je schopný replikovat úsek DNA za vzniku mnoha kopií 

dané sekvence. K analýze reakční směsi lze využít velmi malé množství templátové DNA, 

která byla izolována ze vzorku, dva primery komplementární s vlákny jedno řetězcové DNA, 

dále je to směs nukleotidů dNTP a termostabilní DNA polymerázu pro amplifikaci specifické 

oblasti DNA [49]. 

Polymerázová řetězová reakce probíhá v přístroji zvaném termocykler (teplotní cyklery). 

V přístroji probíhají teplotní cykly, které jsou nutné k průběhu reakcí. Dochází ke zvyšovaní 

či snižovaní teploty během několika sekund. Celý proces metody PCR se skládá ze tří reakcí – 

denaturace, hybridizace primerů a elongace nukleotidových řetězců. Všechny cyklické fáze 

jsou teplotně odlišné a dochází k syntéze miliónů kopií určité sekvence DNA [2, 49]. 

 

V počáteční fázi dochází k denaturaci templátu vyšetřované DNA za působení zvýšené tep-

loty na 92-96 °C. Dochází k rozdělení vodíkových vazeb mezi dusíkatými bázemi a z 

dvoušroubovice se stávají dvě samostatná vlákna DNA. Doba trvání denaturační fáze se vět-

šinou pohybuje v rozmezí 10-60 sekund. Poté termocykler snižuje teplotu na 45-60°C. Do-

chází ke komplementárnímu navázání primerů na cílové sekvence vyšetřované DNA. Tuto 

fázi můžeme nazvat anelační a obvykle trvá 30-60 sekund. Ve třetí fázi dochází působením 

DNA polymerázy k prodlužování neboli elongaci nukleotidových řetězců. DNA polymeráza 

se naváže na 3‘-konce každého primeru a za použité jednovláknové DNA jako templátu při-

pojuje nové nukleotidy ve směru 5’- 3’konce.Nejčastěji používanou DNA polymerázou je 

Taq polymeráza, která je izolována z bakterie Thermus aquaticus a svým přizpůsobením vy-

sokým teplotám odolává denaturaci mnohem lépe než běžně využívané bakteriální DNA po-

lymerázy. Teplota v této fázi je v termocykleru lehce zvýšena na 70 °C a trvá obvykle 60 

sekund. Pomocí volných stavebních kamenů deoxyribonukleotidtrifosfátů (dNTP) dochází 

k syntéze nového komplementárního řetězce. Pro vytvoření dostatečného množství se cyklus 

musí několikrát opakovat. Každý základní cyklus se podle potřeby obvykle opakuje 30 až 

60krát [2, 49]. 

 

Vzniklý amplifikovaný produkt, metodou PCR, se detekuje pomocí gelové elektroforézy. 

Principem elektroforézy je separace, která pracuje na základě rozdílné hmotnosti separace, 
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kde se produkt oddělí od zbytků DNA.K výrobě elektroforetického nosiče se nejčastěji využí-

vá gel, který se vyrábí z polysacharidu agaróza nebo polyakrylamidu. Hlavním principem je 

pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Aparatura k provedení elektroforézy je zapojena ke 

zdroji stejnosměrného proudu a produkty vždy putují od katody směrem k anodě. K tomu 

dochází na základě záporně nabité nukleové kyselině. Rychlost pohybu závisí na velikosti 

fragmentů. Platí však, že kratší fragmenty se pohybují rychleji než delší fragmenty. Pro vizua-

lizaci PCR produktu gelovou elektroforézou se k obarvení přidává barvivo, např. SYBR gre-

en, které se naváže na fragment DNA a pomocí UV světla ho zviditelní [2, 50]. 

4.3.1 RT-PCR 

RT-PCR neboli reverzní transkriptázová PCR je modifikací klasické metody PCR, která 

slouží k detekci a kvantifikaci mRNA. Samotná RNA nemůže sloužit jako templát pro PCR, a 

proto musí být RNA nejdříve převedena na cDNA. Pomocí enzymu reverzní transkriptázy, 

která používá mRNA templát, dochází k produkci komplementárního jednovláknové DNA 

řetězce cDNA. K přeměně jednovláknové cDNA na dvouvláknovou DNA se poté použije 

DNA polymeráza. Vzniklé molekuly DNA mohou být dále využity pro klasické stanovení 

metodou PCR [43]. 

U aberantních chromozomů se častěji provádí detekce na úrovni RNA než DNA. Důvodem 

je časová náročnost stanovení na základě DNA. Rychlé a přesné určení hladin mRNA ve 

vzorcích se běžně používá u identifikací aberantních onkogenů fúzních produktů. Příkladem 

stanovení je translokace či molekulární remise s akutní promyelocytární leukémií. Kompletní 

molekulární remise je stav, kdy pomocí RT-PCR nelze detekovat nádorové buňky v krvi, 

kostní dřeni nebo lymfatické uzlině. Dosažení tohoto stavu u pacientů s leukémií je mimořád-

né měřítko prognózy nad klinickým hodnocením remise, které je založeno na klinickém vy-

šetření, zobrazovacích technikách a histologických či cytologických vyšetřeních [44]. 

Metoda RT-PCR je velice citlivá a je schopná identifikace konkrétního fúzního genu a 

přesná místa jejich zlomů. Její použití se upřednostňuje ke studiu genové exprese a 

k identifikaci intronů a exonů.  

4.3.2 Real time PCR 

Základní modifikací klasické PCR je metoda real time PCR – polymerázová řetězová reak-

ce v reálném čase (rtPCR). Tato metoda umožňuje změření zmnoženého produktu v průběhu 

času. Právě díky časté detekci, která je rychlá a přesná, je možné zaznamenávat dílčí přírůstky 
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DNA, a to bezprostředně po jejich vzniku během jednotlivých cyklů. Tyto cykly se moc neliší 

od cyklů klasické PCR. Hlavní rozdíl je ve složení reakčních komponentů směsi a v detekci 

pomocí techniky fluorescence. Pro kvantitativní detekci produktu v průběhu rtPCR jsou zná-

my tři obecné metody založené na použití fluorescenčního barviva, fluorescenčně značených 

sond vázajících se na střední část amplifikovaného produktu nebo fluorescenčně značené pri-

mery pro detekci narůstajícího množství produktu. Tyto komponenty jsou v reakční směsi 

rtPCR, na rozdíl od klasické PCR navíc [50, 51]. 

Nejjednodušší vizualizací nárůstu amplifikovaného produktu PCR je použití fluorescen-

čního barviva, tzv. interkalačního barviva (ethidium bromid, SYBR green), které má schop-

nost reverzibilního navázání na dvouvláknovou DNA (dsDNA). Pro značení primerů a hybri-

dizačních sond se používají specifické molekuly flurofolů, které při přechodu z excitovaného 

do základního stavu světélkují. Systém značení hybridizačních sond je založený na principu 

FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), který využívá dvojice fluorescenčně zna-

čených sond s rezonančním přenosem energie [51]. 

Výsledný produkt rtPCR je kvantifikován fluorescenčními sondami, jejichž fluorescenční 

signál se vytváří ve stejném poměru jako amplifikované DNA v každém cyklu. Fluorescenční 

signál zachycují detektory, kterými jsou termocyklery pro rtPCR vybaveny.  

Metoda je velmi přesná a citlivá, a právě proto je schopná zaznamenat bodové mutace, de-

lece nebo chromozomové aberace. Detailnější zobrazení se dále využívá při studiu genové 

exprese nebo diagnostice některých patogenů [50]. 
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5 Závěr 

Gen MLL umístěný na chromozomu 11q23 si v posledních letech získal velkou pozornost 

v souvislosti s maligním onemocněním. U hematologických malignit je pozorována řada 

chromozomálních aberací, zahrnující chromozomální translokace, částečné tandemové dupli-

kace, delece a amplifikace genu MLL. Nejčastější abnormality genu MLL se vyskytují u více 

než 70 % akutní myeloidní leukémie a mezi 35 až 50 % akutní lymfoblastické leukémie u dětí 

kojeneckého věku. Přeuspořádání genu MLL společně s fúzními partnerskými geny, jsou 

v souvislosti s leukémií rozpoznávány v případech u dospělých. V procentuálním zastoupení 

se jedná o 10 % všech případů leukémií u dospělých pacientů. 

 

V procesu proliferace a diferenciace hematopoetických buněk může docházet k řadě změn. 

Tyto změny spolu s mutacemi genu mohou vést ke vzniku maligních hematologických one-

mocnění. Akutní leukémie se vyznačuje rychlým nárůstem nezralých buněk a jejich diferenci-

ace je zastavena na úrovni blastů. Prognóza tohoto onemocnění není příznivá.  

 

Vypracováním této bakalářské práce jsem se snažila poskytnout přehled s racionálním vy-

světlením fúzních partnerů genu MLL. Od prvního zaznamenání fúzního partnerského genu 

MLL bylo doposud identifikováno přes 80 fúzních partnerských genů MLL, nicméně většinu 

detekovaných fúzí u leukémií tvoří šest partnerských genů. K nejčastějším fúzím genu MLL 

patří MLL-AF4, MLL-AF6, MLL-AF9, MLL-AF10, MLL-ENL a MLL-ELL. Všechny fúzní 

geny však přispívají k získání nových poznatků u mechanismu rozvoje onemocnění či struktu-

rách fúzních genů, jsou rozhodující při diagnostice a léčbě leukémie. K identifikování genů se 

používají molekulárně cytogenetické metody, které jsou schopné odhalit přesná místa zlomu a 

určit konkrétní fúzní geny. V dnešní době patří detekce chromozomálních aberací k velmi 

důležitým diagnostickým faktorům, které přispívají k rozvíjejícím se léčebným metodám. 
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