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ANOTACE

Tato bakalaiskd prace je veénovana problematice genu MLL (KMT2A), ktery
je lokalizovan na chromozomu 11. Prestavby genu MLL spolu
s velkym poctem fuznich partnerskych gent doprovazi vznik maligniho hematologického
onemocnéni. Pfitomnost fuznich proteinti, které jsou vysledkem chromozomadlnich aberaci
genu MLL, jsou charakteristické pro akutni myeloidni a lymfoblastické leukémie. Pravé abe-
race genu MLL jsou povazovany za velmi dulezity diagnosticky a prognosticky ukazatel.
V posledni ¢asti prace se zamétuji na detekci, kterd umoziuje identifikovat chromozomalni

ptestavby.

KLICOVA SLOVA

MLL, akutni myelodni/lymfoblasticka leukémie, translokace, fuze

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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MLL, acute myeloid/lymphoblastic leukemia, translocation, fusion
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Uvod

Geny patfi neodmyslitelné mezi zékladni jednotky dédi¢nych informaci kodujici usek
DNA na chromozomu, diky kterym muze vznikat jedinecnost kazdého znas. Dédic-
né informace jsou pfedavany z generace na generaci a piedurcuji vlastnosti kazdého jedince.
Problematika dédi¢nosti nastdva ve chvili, kdy dochazi k prestavbé gentli. Pravé nasledkem
riznych strukturnich zmén chromozomii mohou vznikat onemocnéni, s kterymi se potykame
v bézném zivoté. Nadorova onemocnéni patii mezi druhou nejcastéjsi pricinu umrti, jejich

nastup je Casto ojedinély a nemusi byt podminkou dédicnosti.

Prace pojednava o problematice genu MLL (KMT2A), jehoz piestavba zplisobi naruSe-
ni kédujiciho jaderného proteinu MLL. Pti prestavbé genu MLL dochézi k funkénimu naru-
Seni proteinu MLL a nasledné k nedostate¢né ochrané pted vznikem maligniho hematologic-
kého onemocnéni. Jedna se o akutni leukémie, které jsou vyvolany strukturni chromozomalni
zménou tzv. aberaci genu MLL. Chromozomalni aberace nej€astéji zahrnuji translokace
s fuznimi partnerskymi geny MLL, zmnoZeni genu neboli amplifikace ¢i chybéjici ¢asti genu
zvanou delece. Doposud bylo na molekularni urovni charakterizovéano pfiblizné 80 pfimych a
120 reciprocnich fuzi genu MLL, ackoli u vétSiny forem akutnich leukémii je nejcastéji dia-

gnostikovana fuze s Sesti partnerskymi geny MLL.

Translokace genu MLL jsou detekovany zhruba v 10 % vSech ptipadd u leukémii. Pomoci
specidln¢ detekovatelnych pfistrojii je mozné pozorovat a zaznamenavat jednotlivé aberace.
Pro ptesnéjsi stanoveni nestaci klasické urceni lidského karyotypu, a proto se v dnesni dobée
pouzivaji molekularné cytogenetické metody, které presnéji odhali jednotlivé translokace ge-
nu MLL. Pravé identifikace chromozomovych zmén jsou velmi uzitecnym ukazatelem
k pfesnému urceni diagnozy a stadia nemoci. Dale pfispivaji k prognoze, kterd u forem akutni

leukémie neni optimisticka.
Zamérem bakalaiské prace je poskytnout ptehled moznych fiznich partnert podilejicich se

na prestavbé genu MLL. Spolu s partnerskymi fiznimi geny piedstavuji nastup zhoubného

onemocnéni krvetvorného systému.
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1 Gen

Jako prvni pouzil pojem gen roku 1909 dansky védec Wilhelm Johansen. Gen tvoii za-
kladni informacni jednotku dédicnosti, ktera spolu s funkéni jednotkou obsahuje genetickou
informaci o primarni struktufe molekul. Jedné se o urcity tisek deoxyribonukleové kyseliny
neboli DNA na chromozomu. Lidsky genom, soubor vSech gend v organismu se odhaduje na
30 — 40 tisic genti [1,2].

Dtlezitou stavebni i funkéni slozkou bunéénych struktur jsou proteiny a ribonukleové ky-
seliny. Tyto kodujici geny mizeme rozdélit do dvou zdkladnich skupin. Prvnim typem je
strukturni gen, ktery obsahuje informace o primarni struktufe proteind, popf. polypeptidii.
K témto genim patii geny kodujici proteiny se stavebni funkci a geny kodujici proteiny
s biochemickou nebo fyziologickou funkci. Druhou skupinu tvoii geny pro funkéni ribonuk-
leovou kyselinu neboli RNA, jejichz transkripcni produkty nepodléhaji translaci. Pfedev§im
se jedna o geny kodujici transferovou RNA (tRNA) a ribozomalni RNA (rRNA) [1, 2].

Gen obsahuje useky zvané exony a introny. Exony a introny jsou sekvence nukleotido-
vych kyselin, které se 1i$i schopnosti kddovani pfi syntéze proteinti. Tuto schopnost si zacho-

vava pouze exon, u intronu dochézi k odstranéni uvnitt bunééného jadra.

Ke zméné genetické informace neboli mutaci miize dojit za urcitych podminek, které nej-
sme Vv jisté mife schopni ovlivnit. Jedna se tak o mutace, které jsou vyvolané zvySenym puiso-
benim nékterych chemickych latek, fyzikalnich faktord a virti. Spole¢né tyto faktory vedou
k chemické zméné struktury DNA, a jsou tak schopné vyvolat zlomy nebo jiné ptestavby je-
jich molekul. Soubor téchto faktorti oznacdujeme mutageny, jejichz nasledkem dochézi
k poskozeni genu. Zména genetické informace vSak nemusi mit za nasledek jen tézké vyvojo-
vé vady, poruchy metabolismu ¢i nddorové onemocnéni, samotné mutace totiz i v nékterych

ptipadech pfispivaji k pteziti a vyvoji [2].

1.1 Gen MLL

Témet pied dvéma desitkami let byly ziskany prvni poznatky poskytujici zakladni identi-
fikaci genu MLL. Geny jsou oznafovany zkratkami tvofenymi alespont dvéma nebo Castéji
vice pismeny. V naSem piipadé¢ se jedna o poruchu genu spojeného se vznikem urcité nemoci
a oznaceni genu vychazi z jejiho ndzvu. V nékterych ptipadech se zkratkové oznaceni genu

dopliiyji cislem. Nejcastéjsi oznaceni genu nese symbol MLL (mixed lineage or mye-
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loid/lymphoid leukemia), a proto se v této bakalarské praci budu drzet tohoto pojmenovani.
Podle své bunécné funkce je nyni nazyvan Lysin — specifickd Methyl Transferaza 2A a ozna-
c¢ovan symbolem KMT2A. Ve védeckych databazich a odbornych ¢lancich se v§ak mizeme
setkat 1 s dal§imi méné znamymi symboly — HRX, HTRX1, TRX1, ALL1, CXXC7 a WDSTS
[3].

Muze byt také prezdivan jako gen lidského proteinu Drosophila melanogaster, tj. octomil-
ka obecnd. Jedna se o lidsky protein, ktery spada do rodiny proteinti — Trithorax group protein
(TrxG), jejichz hlavnim G¢inkem je udrzeni genové exprese. Expresi genu se rozumi proces,

behem kterého je genetickd informace ulozend v genu ptevedena do struktury proteind [4, 5].

Gen MLL se nachéazi na dlouhém raménku 11. chromozomu s poskozenim lokusu v oblasti
11g23. Zahrnuje 37 exontl a koduje jaderny protein o délce 3969 aminokyselin s ptibliznou

velikosti 500 kDa [6, 7].

1.1.1 Struktura genu

Jak bylo jiz zminéno vyse, gen MLL je tvofen 37 exony a lokalizovan na 11. chromozomu.
Koduje velky jaderny protein, ktery je shodny s proteinem Droshophila trithorax.

Protein MLL je tvofen funkénimi doménami a vazebnymi partnery. Pomoci specifické
taspazy (Threonineaspartase 1) dochédzi k translacnimu S$tépeni jednotlivych aminokyselin
proteinu MLL, jez je v kone¢né fazi sestfizen na dva fragmenty. Dalsi funkci této taspazy je
udrZeni exprese HOX gent. HOX gen neboli homeoticky gen je oznafeni pro geny, jenZ maji
vyznamnou roli v priitbéhu embryonélniho vyvoje mnohobunéénych organismu. Jaderny pro-
tein je specifickou taspazou rozstépen na vétsi N-koncovou cast s velikosti 320 kDa a mensi
C-koncovou cast s velikosti 180 kDa. Tyto dva proteinové fragmenty z genu MLL jsou sesta-
veny do diilezitého proteinového komplexu s vysokou molekulovou hmotnosti. Obé ¢asti jsou
nekovalentné vazany v dimer s umisténim v jadfe, ve kterém piisobi jako regulacni tran-

skrip¢ni faktor [5, 9].

Struktura komplexu MLL je slozitd a jednotlivé domény mizeme vidét na obrazku 1. N-
koncova ¢ast proteinu MLL se sklad4d z domény pro protein Menin, rastového faktoru véazaji-
ciho chromatin, pojmenovana LEDGF a tfi domén — CxxC, PHD a AT- hacki. Vazebné misto
pro jaderny protein — Menin, je na nejvzdalengj$im misté¢ a déle interaguje s LEDGF (PC4

and SFRS1 interacting protein 1). LEDGEF ¢i rastovy faktor odvozeny od epitelu o¢ni cocky
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obsahuje doménu PWWP, ktera ma schopnost vazani na nukleozomy. Zakladni struktura nuk-
leozomu je tvofena komplexem DNA a n¢kolika histony a obto¢enymi vldkny DNA. Déle se
na N-koncové ¢asti nachazi AT-hackové motivy, které slouzi pro navazani DNA ptfitomnou
v proteinech. Jejich dalsi funkci je interakce mezi sebou, nebo s doménou CxxC (CXXC-type
zinc finger protein 1). Ta se podobd motivu zinkového prstu a slouZzi jako senzor pro udrzeni
metylace DNA. Jako posledni pfipojenou doménou této ¢asti MLL jsou 4 prsty cysteinové

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

Na C-koncovou ¢ast proteinu MLL je pfipojena doména SET a ctvefice proteini MOF,
RBBPS5, ASH2L a WDRS. Tyto proteiny pomahaji k ptipravé chromatinu na efektivni tran-
skripci, tj. prepis genetické informace z molekuly DNA na molekulu RNA. Protein WDRS
(WD repeat-containing protein 5) ptsobi jako spoj mezi proteiny RBP5, ASH2L a samotnym
MLL-C. Pfitomnost mezi proteiny je vSak zanedbatelnd, zatimco vétsi diraz je kladen na
ucast proteinu WDRS u aktivity H3K4. Methylace histont je kovalentni modifikace, ktera je
zprostfedkovana histonovymi methyltransferdzami. Ty mlizeme rozd¢lit do dvou skupin: pro-
tein arginin methyltransferazy a enzymy obsahujici SET doménu, jejim ukolem je regulace
genové aktivity. Methylaci lysinu v pozici H3K4 vede k aktivaci transkripce. ASH2L
(Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2) a RBP5 (Retinol Binding Pro-
tein 5) tvoti proteinovy komplex, ktery je nezbytny pro Gc€innou aktivitu methyltransferazy a
jeji pfizpisobeni pomoci alosterické regulace. Tou se rozumi zména konformace enzymové
zuje doména SET, na které je celd methylace H3K4 zavisla. Doména SET (Su(var)3-9, en-
hancer of zeste, trithorax) se nach4dzi v mnoha proteinech a je shodna s doménou u proteinu
Drosophila trithorax. Katalyzuje metyltransferazovou aktivitu na histony H3 v regionu HOX
gend. Posledni pfipojenou doménou je protein MOF, ktery je schopny acetyltransferazy his-
tonu 4 lysin 16 (H4K16). Jeho dalsi funkci je regulace chromatinu a kontrola bunéénych pro-
cesu, jako je diferenciace T-bunék ¢i poskozeni DNA [8, 9, 15, 16].

Fuzni geny si zachovéavaji doménu s AT — hacky a methyltransferazovou doménu, a nao-
pak postradaji doménu SET, spolu s cysteinovou PHD doménou. V této sekvenci dochazi k
nahrazeni transloka¢nimi partnery. Tato pfestavba proteinu vede k pieskupeni genu MLL a

naslednému vzniku leukémii [17].
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H3K4
methylation

H4K16
acetylation

Obrazek 1: Komplex MLL s funkcnimi doménami [51]

1.1.2 Molekularni podstata

Obohacujicim pfinosem dne$ni védy je informace o mechanismu ucinku zptsobujici
mutaci genu MLL. Provedené experimenty zietelné prokazuji genetické naruseni genu MLL.
At uzZ se jedna o samotné preskupeni genu, ¢i fuznich alel, toto pfeusporaddani genu MLL je
dostacujici, a nevyhnutelné tak spojeno se vznikem akutni myeloidni nebo akutni lymfoblas-
tické leukémie.

Fuzni proteiny MLL spolu s partnerskymi geny vytvafi rozmanité fuze genu MLL. Pii-
buzné genové produkty poté spousteji aberantni vyvoj bunék. Protein divokého typu MLL se
sestavuje do komplexu s transkripénimi faktory, jehoz nasledkem se oznacuji sekvence DNA,
které slouzi k navazani RNA polymerazy a aktivaci transkripce. U diferencovanych bunék
dochazi k transkripci genu za vytvoteni transkripéniho pamétového systému, ktery je nezbyt-
ny pro udrzeni tkanové identity linie stabilnim zptisobem.

Pomoci cytogenetické analyzy bylo doposud rozpoznano pies 80 ptimych fuzi genu
MLL a pfiblizné 130 reciprocnich fuzi. Fuze genu vedou ke vzniku novych chimérickych
proteinti a genetické naruseni genu MLL poté vede ke vzniku fuznich proteintl, které se vazou
na jaderné proteiny LEDGF a MENIN v N — koncové ¢asti, kde zplisobuji transkripci mimo
obvyklé misto genu a tyto zmény vedou k pfimym fazim genu MLL. Recipro¢ni fuze jsou
naopak charakteristické PHD doménou, kterd je schopnd methylace histonti. Oddé€luji také
vazebné proteiny CREBBP a MOF, a vyznacuji se napojenim SET domény na C — koncové

gasti [7, 11, 12].
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Spole¢nym motivem téchto genetickych zmén, spojenych s leukémii, je genetické naru-
Seni genu MLL. O nej¢astéjSich fuzich genu MLL (MLL-AF4, MLL-AFS5, MLL-AF9, MLL-
AF10) je podrobnéji pojednano v dalsi kapitole.

1.1.3 Funkce genu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1., gen MLL je strukturné i funkéné shodny s proteinem
trithorax Drosophila melanogaster. Tento protein se podili na zachovani genové exprese a
epigenetické regulaci definovanych gent. Biologicka funkce proteinu MLL vyplyva z aktivity
histonové methyltransferazy domény SET [4].

Dtlezitou funkci je kodovani transkripcniho koaktivatoru, ktery predstavuje zasadni ulohu
v regulaci genové exprese béhem casného vyvoje a hematopoézy. Kédovany protein obsahuje
vice konzervovanych funkénich domén a udrzuje spravnou regulaci onkogenetickych gent
HOX. Specifické potlaceni aktivity jediné alely genu MLL vyvolavd zménu exprese genu

HOX a zapficinuje poruchy myeloidniho vyvoje [5].
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2 Prestavby genu MLL

Vyskyt patologickych nalezi genu MLL spociva ve velkém poctu zplisobti vzniku aberaci.
Z divodu velkého mnozstvi fuznich partnerskych gentt s kodujicimi proteiny dochézi
k nejriznéj$im zménam genu MLL. Doposud vSechny diagnostikované ptesmyky MLL jsou
spojovany s podobnym fenotypovym onemocnénim. Aberace genu MLL se vyskytuji u akut-
nich leukémii, které jsou vétSinou asociovany se Spatnou progndzou. V zavislosti vznikajicich
fenotypovych zmén mizeme mluvit o zafazeni k chromozomovym mutacim neboli chromo-
zomovym aberacim. Jedna se o muta¢ni zmény, které¢ vedou ke zlomtiim a prestavbam struktu-

ry chromozomti [9].

Nejbeznéjsi aberace u genu MLL jsou translokace, amplifikace a delece. V dalSich ptipa-
dech byla popsana vlastni fize dvou ¢asti MLL genu. Jedna se o oblast bodového zlomu, kte-
ra vede k ¢astecné tandemové duplikaci. tj. preskupeni chromozomu v bezprostiedni blizkosti.
U amplifikacni abnormality oblasti 11923 bylo diky studii poukdzéno na pfitomnost vice ko-
pii genu MLL. K dal§im kopiim genu MLL muazou vést numerické abnormality chromozomu
11, témi miiZou byt trizomie, ¢i tetrasomie. Recipro¢ni genové fize predstavuji vEtSinu stabil-
nich pfesmykt MLL. Dale bylo u pacientl s leukémii identifikovano mnozstvi dalsich MLL
aberaci. Jedna se o genové vnitini duplikace, inverze, delece, inzerce a komplexni pfeskupeni.
Dals8i moznou prestavbou je zlomové misto genu oznacovano MLL-ber (the breakpoint clus-
ter region), které je lokalizovano mezi exonem 5 a 11, uvnitt 8,5 kb regionu. U zlomového
mista genu miiZzeme identifikovat pfipojeni ALU sekvence v centromerické ¢asti, které jsou
odpovédné za regulaci genu. Na druhé ¢asti je napojen topoizomerdzovy inhibitor, ktery se
podili taktéz na vzniku leukémii. Jedna se o pfipojeni topoisomerdzy II k vazebnému mistu
v telomerické ¢asti genu MLL. Topoizomeraza II (TOP 2) je enzym pozménujici sekundérni
strukturu DNA s pferusenim obou vldken dvousroubovice. Vlivem inhibice TOP 2 dochazi
k rozstépeni vlakna DNA, kde na volnych koncich mtize dochdzet k rekombinaci mezi genem

MLL a partnerskym genem [9, 17].
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Obrazek 2: Struktura exonu se zlomovym mistem genu MLL [52]

2.1 Translokace genu

V soucasné dobé€ je zaznamenano 82 chromozomalnich translokaci lidského genu MLL.
Tyto translokace tvoii 5-10 % diagnostikovanych pacientl s akutni leukemii [7, 18].

U translokaci dochazi k pfesunu ¢asti jednoho chromozomu na jiny chromozom, ¢i k vza-
jemné vyméné genetického materialu mezi dvéma riznymi chromozomy. Pfi pfesunu sekven-
ce jednoho chromozomu na jiny chromozom mluvime o nereciproké translokaci a vzajemnou
vyménu ¢asti nehomolognich chromozoml nazyvame reciproké translokace. Disledkem
translokace je vznik fuzniho neboli chimérického genu, ktery produkuje fizni protein
s onkogennim potencidlem. Prestavbou dochazi ke zlomu jednoho chromozomu, kde se od-
déli ¢ast protoonkogenu, ktery je translokaci pfemistén a pifipojen k ¢asti genu-ber na druhém
chromozomu, ve kterém také doslo ke zlomu. Gen na pfemisténém segmentu miize fizovat
s jinym genem [7, 18].

Fuze genu MLL jsou zaloZeny na genetickém pteskupeni, jejichz vzniklé fizni proteiny
MLL jsou tvofeny N-koncovou doménu MLL a pfipojenym transloka¢nim proteinem na C-
konci. Vysledné chimérické geny jsou piepsany do ,,fuznich mRNA* a nasledné prevedeny
do flznich proteind s onkogennim potencidlem. Pfitomnost specifickych fuznich gent je vzdy
spojena s konkrétnim typem rakoviny [7, 12, 14, 19].

Zajimavosti v translokaci genu MLL je zapojeni do transkripéniho procesu ve fazi pro-
dlouzeni. Jedna se o zapojeni proteintl, které jsou bud’ pfimo soucésti super elongacnich kom-
plexit (SEC) nebo jsou proteiny piimo spojeny s RNA polymerazou II (RNAPII). Proteiny

svou schopnosti omezuji regula¢ni zdsah pomoci transkripéni aktivity a zpisobuji rozsahlé
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epigenetické zmény, které jsou vyvolany zménou v genové expresi bez zmeény nukleotidové
sekvence DNA [7].

Vlastnost fuznich proteini MLL je velmi rozmanita a doposud bylo popsano vice nez 135
partnerskych genti pro moznou fuzi s genem MLL. K nejcastéjsi fuzim genim MLL
z pohledu diagnostikovanych pfipadii u pacientli s akutni leukémii patii MLL-AF4, MLL-
AF9, MLL-AF10 a MLL-ENL. Seznam ostatnich opakujicich se diagnostikovanych gent
faznich partnerti je dlouhy a zahrnuje mimo jiné MLLTS, MLLT11, MMLT6 a dalSich pfi-
blizn¢ 70 gent, které byly identifikovany a popsany v souvislosti vzniku fuzi MLL genu.
Z pohledu klinického vyznamu se vsak jedna o vzacné ptipady, a proto jejich klinické vyuziti
neni potfebné. VSechny tyto fuzni geny vSak mohou pfispét k ziskani novych poznatkti u me-
chanismu rozvoje onemocnéni ¢i strukturach fuznich gend. VyseCové grafy jsou klasifikova-
ny podle vékovych skupin a typu onemocnéni pacientii. Grafy jsou dale rozdéleny na ALL
(vlevo) a AML (vpravo). Celkovy pocet hodnocenych pacientl byl 2345. Padesat tii pacientll
nemohlo byt klasifikovano do ALL nebo AML onemocnéni. Déleni vékovych skupin znazor-
nuji grafy ve spodni €asti, ty jsou rozdéleny do tii vékovych kategorii na kojence, déti a do-

spéli. Data pro zpracovani grafi byly pfevzaty z publikace roku 2017 [9, 20].

MLL - FUZNI PARTNERI

AML

ENL
4%

KOJENCI
=876

DOSPELI
=798

Obrazek 3: Grafické znazornéni Cetnosti partnerskych fuznich genit MLL [53]
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2.2 Fuze genu MLL

Projevem fuzniho genu je nejcastéji exprese fuzniho proteinu s rozdilnymi vlastnostmi.
Fuzni geny si zachovéavaji doménu s AT-hacky a methyltransferdzovou doménu. Naopak do-
chazi ke ztrat¢ aktivacni a SET domény. Pravé v disledku ubytku SET domény nemtze dojit

k pottebné methylaci histont a nasledkem je vyvolana porucha exprese genu HOX [9].

2.2.1 Fuze MLL-AF4

Nejrozsitengjsi genetickou aberaci lidského genu MLL je chromozomalni translokace t(4;
11)(q21; g23). Hlavni roli zde hraje protein AF4, ktery je translokaci fuzovan ke genu MLL.
Onkogenni protein MLL-AF4 byl nalezen hlavné u akutni lymfoblastické leukémie (ALL)
s typickymi znaky B lymfocytl. Ziidka se translokace s timto proteinem vyskytuje také u T
lymfocyti ALL a akutni myeloidni leukémie (AML), kde se obvykle jedna o podskupinu M4
a M5. Zhruba 50 % diagnostikovanych ptipadt akutni lymfoblastické leukémie s translokaci
t(4; 11)(q21; g23) je stanovena u déti v kojeneckém obdobi. Diagnostikovanych dospélych
ptipadi je 75 % u pficin vzniku akutni lymfoblastické leukémie [9].

Pacienti s translokaci t(4;11)(q21; g23) se vyznacuji agresivnéjSim pribéhem leukémie a

celkové Spatnou progndzou.

Gen AF4 koduje protein o velikosti 1210 aminokyselin a 140 kDa. Funkéné ptsobi jako
transkripcni aktivator v jadfe. Charakteristické vlastnosti genu AF4 jsou sekvence bohaté na
vysoky obsah serinu a prolinu, nuklearni cilové sekvence a konsenzualni sekvencni vazba
ATP/ GTP. Vysledny fuzni gen je typem 5' MLL-3" AF4 se zlomovymi misty v oblasti za
354., 368. a 397. aminokyselinou. Ziskany protein se skldda ze 1400 aminokyselin N-konce
MLL a 850aminokyselin C-konce AF4. Velikost proteinu odpovida 240 kDa [12].

2.2.2 Fuze MLL-AF6

Partnerskym proteinem pro tento typ fuze je gen AF6. Jeho protein je lokalizovany na
t(6;11)(q27;923) a obsahuje 1612 aminokyselin. AF6 protein plisobi v cytoplazmé jako part-
ner pro transportni systém. Ke zlomu dochdzi za 35. aminokyselinou proteinu AF6. Vysledny
fuzni protein je tvofen od N-konce MLL k C-konci AF6 a je slozen z 1400 aminokyselin [12,
22].
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Translokace t(6;11) ptedstavuje pifiblizné 5 % ptipadl diagnostikovanych akutnich leuké-
mii s preuspofadanim genu MLL. Cast&ji se vyskytuje u akutni myeloidni leukémie nez u
akutni lymfoblastické leukémie. Zejména se jedna o podskupiny akutni myelomonocytarni a
monocytarni leukémie. Bylo prokézano, Ze prognoéza s fuzi genu MLL-AF6 ma velmi Spatné
vysledky. Median doby pfeziti je kolem 15 mésict a fadi se k nejhorSim diagnostikovanym

pfipadiim akutni myelodni leukémie [21].

2.2.3 Fuze MLL-AF9

Druhym nej¢astéj$im partnerem pro fuzi MLL je gen AF9, lokalizovany na chromozomu
9. Fuze vznika translokaci v oblasti t(9;11)(p22;q23). Kéduje jaderny transkripéni protein o
velikosti 5 kb, obsahujici 568 aminokyselin [9].

Vysledny fuzni gen 5’MLL-3’AF9 vznika variabilnim zlomem. Obvyklé misto flizni ob-
lasti u AF9 se nachazi za 376 aminokyselinou, ale v par ptipadech se nachazelo v oblasti za
483 aminokyselinou. Fuzni protein obsahuje z proteinu MLL 1444 aminokyselin a z proteinu

AF9 192 aminokyselin [12].

Fuzni gen MLL-AF9 je aktivné transkribovan a vysledny fuzni protein podporuje expresi
HOXAY9 transkripéniho faktoru, ktery byl spojen s leukemickou transformaci. Gen AF9 se
nejvice seskupuje s MLL u akutni myelodni leukémie. Nejcastéji se jedna o podskupinu akut-
ni monocytarni leukémie (MS5), ktera se mize vyskytovat v kazdém véku. Procentudlni za-
stoupeni u déti je vyssi nez u dospélych. Diagnostikovani fize genu MLL-AF9 je u déti rela-
tivné Castéjsi a jedna se 0 5 — 12 % AML. U dospélych pacientti se jednd o 2 % AML. Spolu
s genem ENL maji velmi podobnou strukturu. Obsahuji oblast civky na C-koncové ¢&asti
s transaktivacni vlastnosti, kterd je nevyhnutelnd a dostate¢na ke vzniku leukemické transfor-

maci v souvislosti s fizemi genu MLL [9].

2.2.4 Fuze MLL-AF10

Gen AFI10 byl prvnim faznim partnerem MLL, u kterého bylo prokézano pilisobeni
s proteinem DOTI1L. Pfedstavuje zhruba 8 % ptipadii leukémie s pfestavbou genu MLL. Pro-
gndza tohoto fuzniho typu byva opét Spatné a nese riziko nalezl opétovnych ptiznakld nemoci
ve srovnani s jinymi aberacemi 11q23. Fuzni protein genu AF10 se vyskytuje u akutni lym-

foblastické leukémie s prekurzory T lymfocytl a akutni myeloidni leukémie u podskupin ¢as-
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né myeloidni leukémie (M0), AML bez vyzrani (M1), akutni monocytarni leukémie (M5) a
akutni megakaryoblastické leukémie (M7) [5].

Gen AF10 je lokalizovan v oblasti 10p12 a kdéduje jaderny transkript o velikosti 5,5 kb.
Protein obsahuje 1027 aminokyselin. Translokace tohoto genu s genem MLL je charakteris-
tickd rozmanitosti zlomovych mist na chromozomu 10. Oblasti zlomu se vyskytuji za 265,
642 a 680 aminokyselinou. Gen AF10 je transkripéné aktivni od telomery k centromete, a

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

2.2.5 Fuze MLL-ENL

Gen MLLTI, symbolem oznatovan ENL (eleven nineteen leukemia), je lokalizovan
v oblasti 19p13.3.K6duje protein o 559 aminokyselindch a jeho medidtorova RNA (mRNA) je
o velikosti 4 kb. Plsobi opét jako transkripéni faktor v jadfe. Jak jsem zminila u proteinu
AF9, maji spolu s proteinem ENL velmi podobnou strukturu. Zlomové misto je nejcastéji
lokalizovano za 4. aminokyselinou proteinu ENL. Vznikly fuzni gen je typu 5S’MLL-3’ENL
[24, 25].
Translokace t(11;19)(q23;p13.3) pfedstavuje tieti nejcastéjsi piipad leukémie ve spojeni
s prestavbou genu MLL. Procentudlni zastoupeni je okolo 6 % diagnostikovanych ptipada ze
vSech MLL translokaci. Pfestavba byla pozorovédna u akutni myelodni leukémie pod skupiny
akutni myelomonocytarni leukémie (M4) a akutni monocytarni leukémie (M5), ale mimo jiné
také u akutni lymfoblastické leukémie, bifenotypické leukémie a sekundéarni leukémie. Vy-
skyt byl zaznamenan pfedevsim u déti mladsich 1 roku. Jeho progndza je velmi Spatnd, medi-

an preziti je pod jeden rok [23].

U proteinu ENL a AF9 bylo prokadzéno vzajemné plsobeni s proteinem AF4. Dochazi
k interakci prostfednictvi C — koncli. A mizeme tak fici, ze dochazi k vzniku komplexu obsa-
hujici protein AF4 s G¢inkem proteinu ENL ke snizeni exprese genu HOX. Presnéjsi funkce

spojeni téchto proteintl, ale vyzaduje dalsi zkoumani [4].

2.2.6 Fuze MLL-ELL

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

jaderny protein obsahuje 621 aminokyselin o velikosti 68 kDa, slouZzici jako transkripéni
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elongacni faktor pro RNA polymerazu (RNAP). Vznikly fuzni gen je typu 5'MLL-3'ELL
[26].

Translokace t(11;19)(q23;p13.1) byla zachycena nej€astéji u akutni myelodni leukemie ty-
pu M4 a M5, a sekundarnich akutnich leukemii. Jedna se o typ s nejhorsi prognézou. Castéji

postihuje dospé€lé nez déti. Median pieziti se pohybuje jen okolo 6 mésict [26].

2.3 Amplifikace genu MLL

Nasledujici moznou aberaci genu MLL je zmnoZeni mozné ¢asti chromozomu nebo nad-
pocetné kopie, vedouci k produkci velkého mnozstvi proteinu MLL. Nadpocetnd kopie genu
je spojena s rozsahlou zménou karyotypu. Amplifikace genu se vyskytuje v Siroké oblasti
malignit, které vedou k nemistné aktivaci nebo amplifikaci exprese onkogenu. Aktivace on-
kogeni je timto zplisobem ¢asto spojovana s agresivnim rustem nadori, a také s velmi Spat-
nou prognézou. Umisténi amplifikace onkogent, za pouziti konvencni cytogenetické analyzy,
mize byt lokalizovano tfemi zpiisoby. Prvnim je extrachromozomalni double minutes, intra-
chromozomalné v homogenné zbarvenych oblastech, anebo jako neidentifikovany marker ¢i
derivovany chromozom, chromozom kruhu nebo izochromozom. Cytogenetické detekovani
amplifikace genu AML je piiblizné okolo 1 % [17].

Rozpoznani amplifikace genu MLL u akutni myelodni leukemie nepatii k ¢astym. Déle se
vyskytuje pii myelodysplastickém syndromu a vzacné u B-lymfoblastické leukemie.
V doposud hlésenych ptipadech byla amplifikace MLL ¢asto spojena se starSim vékem, u
komplexnich zmén karyotypu a velmi Spatnou progndzou [18].

Amplifikace genu MLL u akutni myelodni leukemie (mj. také u myelodysplastickém syn-
dromu) je spojeno s charakteristickymi morfologickymi nélezy, jiz zmiiovaném vysoce kom-
plexnim karyotypem, intravaskuldrni koagulopatii, agresivnim priitbéhem a Spatnou odpovédi
na lé¢bu chemoterapii [17].

Dale byly pozorovany v souvislosti s amplifikaci i nadpoc¢etné kopie genu MLL. K dal§im
kopiim genu vedou numerické abnormality chromozomu 11, jako jsou trisomie nebo tetraso-
mie [20].

Hlavni rozdil mezi amplifikaci MLL a translokaci MLL spoc¢ivéa v tom, Ze prvni z nich ma
za nasledek zvySeni poctu kopii MLL nebo transkripéni aktivity. Zatimco druhy zptisobuje

produkci novych chimérickych proteint s partnerskymi geny.
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2.4 Duplikace genu MLL

Dal8im typem pfesmyku MLL, ktery nelze detekovat klasickou cytogenetikou je duplikace
genomové oblasti. Duplikace se vyznacuje ptitomnosti nadbyte¢nych chromozomovych seg-
menttll a patii ke strukturnim aberacim chromozomti. U genu MLL se pfesnéji jednd o ¢astec-
nou tandemovou duplikaci, zkrdcen¢ MLL — PTD. Duplikované genomové oblasti zahrnuji
exony MLL 5 az 11 nebo exony MLL 5 az 12, které jsou vlozeny do intronu 4 genu plné dél-
ky MLL, ¢imz dochazi k fuzi intront 11 nebo 12 s intronem 4. Nasledkem je jedine¢na fuze
exond 11 nebo 12 v protisméru exonu 5 [21,22].

MLLPTD je detekovéana pfiblizné¢ v 5-10 % ptipadech akutni myelodni leukémie a
v pfipadech s normalnim karyotypem, pfinasi hor$i progndzy. Nej€astéjsi pfitomnost MLL
PTD byla prokazéana u dospélych de novo AML s normdlni cytogenetikou nebo trisomie 11.
Také byla pozorovana u détskych pacientii s AML, u dospélych ALL, sekundarni leukemie a
nadorovych transformaci bun¢k. U dospélych de novo AML s normalnim karyotypem byla
pfitomnost MLL PTD spojena s horsi progndzou (tj. kratsi trvani remise) ve srovnani s nor-

malnim karyotypem AML bez MLL PTD [22].

2.5 Delece genu MLL

Deleci genu oznacujeme jako ztratu ¢asti chromozomu. Rozliseni deleci gentl je velmi téz-
ké a pomoci pruhovaci metody je mozné detekovat velké delece v mitotickém déleni, u ma-
lych deleci je tato detekce nemozna. Delece doprovazeji fadu chromozomalnich translokaci
v nékolika p¥ipadech akutni leukemie. Nejéastéji postihuje exon 8 genu MLL. Cetnost delece
genu MLL se pohybuje v rozmezi okolo 8 % az 28 %. Procentudlni zastoupeni zahrnuje AML

1 ALL, a pacienty vSech vékovych kategorii [19].
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3 Vyznam prestaveb genu MLL u leukémii

Chromozomalni translokace genu MLL a jejich fize MLL s partnerskymi geny spoustéji
aberantni samoobnoveni hematopoetickych progenitorii vedouci k akutni leukémii. Piestavby
genu MLL u akutni leukemie jsou charakteristické pro akutni myelodni leukemie (AML) a
akutni lymfoblastické leukémie (ALL). Pfestavba genu MLL ptedstavuje 5-10 % vSech pfipa-
di. Neobvyklé biologické a klinické vlastnosti spojené s translokacemi MLL maji velmi $pat-
nou progndzu a z tohoto diivodu je vylozena snaha ke zlepSeni terapeutické strategie.

Vyskyt agresivni rakoviny krve je pfevazné u pediatrickych pacientl. Abnormalita se vy-
skytuje az u 70 % déti ALL a ptiblizné u 10 % vSech ostatnich ptipadit ALL. Konkrétni sku-
pinu pacientli charakterizujici tzv. ,,MLL fuze* ptedstavuji asi 5-10% vSech ptipad akutni

leukémie u déti a dospélych.

3.1 Akutni leukémie

Leukémie je zhoubné onemocnéni krvetvorného systému. Jedna se o onemocnéni leukocy-
th. Podstatou nadorového bujeni je chromozomalni aberace jedné kmenové buiiky kostni die-
né v rizném stupni vyvoje a zralosti. Vzniklé poSkozeni se pienasi do dalSich bunécnych ge-
neraci a dochédzi k nekontrolovatelné proliferaci malignich bunék. Nadprodukce vede k

jejich hromadéni v kostni dfeni a potlaceni fyziologické tvorbé krevnich buné¢k [30, 31].

Prvnim prikopnikem v oblasti leukemii byl némecky lékat Rudolf Virchow, jenz pojme-
noval onemocnéni krvetvorné tkané slovem leukemie a roku 1847 termin leukémie poprvé
pouzil. Slovo leukémie vzniklo spojenim dvou feckych slov ,leukos* a ,haima®“, coz

v doslovném piekladu do ¢eského jazyka znamend ,,bila krev* nebo bélokrevnost [28, 34].

Pfic¢ina vzniku leukémii neni znam4. K maligni transformaci tohoto onemocnéni vedou né-
které predispozicni G€inky. Mezi tyto faktory patii ionizujici zafeni, predchozi 1écba cytosta-
tiky ¢i jiné uzivani 1€kti, chemické latky (benzen, toluen), viry (jeden typ leukémie z T lymfo-
cytl) ¢i translokace genll. ZvySeny vyskyt je zaznamenan u genetickych abnormalit.
Ptikladem je trizomie 21. chromozomu, tj. u Downova syndromu [30, 34].

Leukemie lze rozd¢lit na akutni a chronické formy. Akutni formy jsou charakterizovany
rychlym nariistem nezralych krvinek, tzv. maligni transformaci mladych krvetvornych bunék.
Tento typ se Castéji objevuje u déti. Chronické formy vznikaji nadmérnym shromazdénim

malignich zralych krvinek a vyskytuji se pfedevsim u lidi ve star§im v&ku [28].
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Podle typu postizeni bun€k mizeme leukemie dale rozd¢lit na myeloidni a lymfatické.

Rozdéleni leukémii:
- Akutni myeloidni leukémie (AML)
- Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL)
- Chronicka myeloidni leukémie (CML)
- Chronicka lymfatické leukémie (CLL)

Akutni leukémie se vyznacuji nekontrolovatelnou proliferaci leukemickych blastl
v kostni dfeni. Jednd se skupinu nadorového onemocnéni krvetvorby z krvetvorné hematopoe-
tické kmenové buniky. Akutni leukémie mizeme rozdélit dle prislusnosti blasti k myelodni ¢i
lymfoidni linii. Podrobnéjsi rozlozeni je zaloZzeno na hodnoceni imunofenotypu, cytogenetic-
kych zmén a molekularné genetické podstaté blasti. Pribéh akutni leukémie je velmi rychly a
bez v€asné 1éEby miiZze osoba trpici timto onemocnénim zemfit téméi ihned [28].

K 1é¢be se pouzivaji chemoterapie nebo transplantace krvetvornych kmenovych bunék.

3.1.1 Akutni myelodni leukémie

Akutni myelodni leukémie (AML) je heterogenni maligni onemocnéni hematopoézy, cha-
rakterizované vznikajici nekontrolovatelnou proliferaci a akumulaci nezralych myeloidnich
prekurzort v kostni dfeni. Za zhoubné buiiky jsou oznaCovany myeloblasty, coZ jsou nevyvi-
nuté bilé krvinky. Pfi normalni krvetvorbé jsou tyto bunky nezralymi prekurzory myeloidnich
bilych krvinek, které postupné vyzravaji do zralych bilych krvinek. U AML dochézi
v myeloblastech k hromadéni genetickych zmén, které zabraiiuji jeji diferenciaci a nedochézi
k spravnému dozrani bun¢k. Samotna mutace neni pii¢inou leukémie, ale toto zastaveni dife-
renciace ve spojeni s dalSimi mutaci zptisobujicimi pferuseni proliferace ma za nasledek spon-

tanni vznik nezralych bunék, které jsou podstatou AML [32, 33].
Dle definice se jednd o expanzi myeloblastu tvofici vice jak 20 % jadernych bun¢k v kostni
dreni. Vysoky pocet bilych krvinek v periferni krvi v§ak neni podminkou, v nékterych ptipa-

dech je pocet normdlni, nékdy zas velmi snizeny [33].

AML je cast&ji pozorovana u starSich lidi a miZze byt rozdélena do dvou podtypt. Prvnim

je AML de novo, které nevznika z predchozi plisobeni chemoterapeutik. Ale pokud se ucinek

26



chemoterapeutik podili na vznik jedné se o sekundarni AML, ktera se vyskytuje po predchozi
chemoterapeutické 1écbé. Jedna se o 1é¢bu inhibitorem topoizomerazou 11, kterd se nejcastéji
vyskytuje u podskupin akutnich forem myelomonocytarni a monocytarni leukémie. Procentu-
alni zastoupeni vSech leukemii u dospélych je az 80 %. Postihuje piedevsim jedince ve star-
$im veéku nad 65 let. Rozhodné vSak neni vylouceny vyskyt u déti, kde se jedna pfiblizné o 15

% vSech leukémii [36].

Klasifikace

Vroce 2016 Svétova zdravotnicka organizace (WHO) upfesnila rozdéleni podskupin
AML, které navrhla roku 2004. Jedna se o rozdéleni na principu cytogenetické a molekularné
genetické podskupiny zahrnujici genové mutace, fizni geny a mnoho dalSich novych poznat-
k. Pfesto je v dneSni dobé uptednostiiovano rozdéleni z roku 1976, které navrhla "French-

American-British cooperative group”, zkracené FAB [35, 36].

Podle FAB rozdélujeme AML do téchto podskupin:
MO — AML bez diferenciace (Casna myeloidni leukémie)
M1 — AML bez vyzravani
M2 — AML s vyzravanim
M3 — Akutni promyelocytarni leukémie
M4 — Akutni myelomonocytarni leukémie
M5 — Akutni monocytarni leukémie
M6 — Akutni erytroleukémie
M7 — Akutni megakaryoblasticka leukémie
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Diagnostika

Standartni diagnostické postupy v soucasné dobé zahrnuji morfologické hodnoceni natéru
periferni krve ¢i kostni dfené, analyzu povrchovych a cytoplazmatickych markéri pomoci
pratokové cytometrie, tj. imunofenotypizace, ale také identifikaci chromozomalnich zmén
pomoci metody FISH [32].

Ke stanoveni diagndzy se v krevnim obraze pozoruji blasty bez vyvojovych stadii granulo-
cytl, anémie, trombocytopenie, leukopenie, leukocytdza ¢i normalni pocet leukocyt. Imuno-
fenotypizacni vySetfeni provadéné metodou pritokové cytometrie slouzi ke stanoveni kon-
krétnich epitopt v cytoplazmé a na membrang blastl. Toto vySetfeni je nutné k diagn6ze MO
a M7, a v piipadech odliSeni AML od ALL. Molekularn¢ cytogenetické vySetieni odhaluji
pocetni a strukturni odchylky chromozomil. Stanovuji pfitomnost fiznich genu a pifipadnych

mutaci [28, 37].

Celkem bylo popsano okolo 749 translokaci spojenych s AML. Mezi nejcastéjsi patii
t(8;21), t(15,17), inv(16) a 11923, MLL [39].

Translokace t(8;21)(q22;q22) vznika mezi genem ETO chromozomu 8 a AML1 chromo-
zomu 21. Vznik4 gen AMLI1/ETO s funkci transkripéniho faktoru pro AML. Tato translokace
predstavuje pfiblizn¢ 10 % vSech AML. Nejcastéji se vyskytuje u typu M2 a je spojen

s ptiznivou prognoézou [39].

Translokaci t(15;17)(q22;921) vznika fizni gen PML-RARa, jehoz vyskyt je nejcastéji u
akutni promyelocytarni leukémie. Vyznacuje se zastavou vyvojové linie na tirovni promyelo-
cytl a je detekovana ve sttednim véku u 7 az 15 % vSech AML. Akutni promyelocytarni leu-

kémie patii k nejsnaze 1é¢itelné formé akutni leukémie u dospélych [39].
Inverze (16)(p13;q22) vzniké pouze na jediném chromozomu 16. Dochdzi k vyméné genu
MYHI11 z pl13 a genu CBDp z q22. Tento typ mutace se nachazi pfiblizn¢ v 8 ptipadd AML,

pfedevsim u podskupiny myelomonocytarni leukémie (M4) [39].

Mezi posledni nami jiz znamou translokaci patfi abnormalita 11q23. Pfestavba genu MLL

se podili na 10 % AML. Prognéza s timto typem translokace patii mezi nejhorsi [39].
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Prognoza a terapie

Postup 1écby a progndza u AML se odviji od zatazeni do skupiny cytogeneticko — moleku-
larniho rizika. Zarazeni se urcuje podle vysledkii z vySe vypsanych vySetieni. Jednim
z hlavnich ukazatell jsou zminéné translokace [37].

Nejcasteji zvolenou 1écbou je zahajeni intenzivni indukéni chemoterapie. Pfi mozném re-
lapsu nemoci je vyzadovéana alogenni transplantace kostni dieni. Prognéza starSich pacienti
je, 1 pfes mozné podstoupeni intenzivni chemoterapie, Spatnd. A proto se u starSich pacientt
1é¢1 pouze paliativni chemoterapii. Cilem je udrZet pacienta na urcité trovni kvality Zivota

[28].

3.1.2 Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je maligni onemocnéni krvetvorby, které vznika
zménami kmenovych bunék. K maligni transformaci dochazi na urovni nezralych lymfoid-
nich bunék, tzv. lymfoblasti. Charakteristikou ALL je zvySend tvorba a neustdlé mnoZzeni
lymfoblasti v kostni dfeni, které znemoziuji normdlni funkénost krvinek. Brani vzniku nor-
malnich bun¢k v kostni dfeni, coz vede k nedostatku cervenych desticek a normalnich bilych

krvinek v krvi [28, 29].

Nédorové buiiky, které jsou preménény ze zdravych bunék zménou genu, ztraci schopnost
vyzravani a nekontrolovatelného zmnozeni. Pfesny mechanismus vzniku ALL, at’ uz se jedna
o genové ¢i chromosomové odchylky neni dosud piesné znam. K diagnostikovani a konkrétni
klasifikaci ALL je nutné vySetieni krevniho obrazu s diferencialnim rozpoctem bilych krvinek
a vzorku kostni diené. Pomoci cytogenetického a FISH vySetfeni je mozné rozdélit ALL do
dvou hlavnich podskupin. Jednd se o rozdéleni na zakladé ptitomnosti typickych znaki pro
jednotlivé T a B lymfocyty na povrchu nadorovych bunék. Prvni podskupinou je B — pre-
kursorova leukémie (B-ALL), ktera ptedstavuje 75 % vSech diagnostikovanych ALL. Druhou
podskupinou je T — prekursorova leukémie (T-ALL), ktera predstavuje 25 % vSech diagnosti-
kovanych ALL [28, 29].

ALL ptedstavuje nejcastéjsi nadorové onemocnéni u déti a je zaznamenana u 80 % vSech

détskych leukémii. Vrchol incidence je mezi 2. a 5. rokem véku ditéte. V dospélosti predsta-

vuje ALL jen 20 % akutnich leukemii a 1 % vSech nadorovych onemocnéni [28].
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Ke vzniku akutni lymfoblastické leukemie pfispivéa ionizujici zareni, koufeni, 1éky, che-
mické latky a vySsi sklon opét predstavuji vrozené choroby. Mezi ty se fadi Downilv syndrom

¢i Fanconiho anémie.

Klasifikace

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) se ALL déli podle piisluSnosti B-
lymfocytti a T-lymfocytd ve vyvojové linii. Klasifikace je zaloZena na mikroskopickém, cy-
togenetickém a molekuldrné cytogenetickém vysetieni leukemickych bunék. V klasifikacnim
systému lymfoblastické leukémie z B buné¢k jsou dale leukémie rozdélovany do skupin podle
rekurentnich genetickych abnormalit. Jedn4d se o B-ALL s pfitomnosti fuzniho genu BCR-
ABL, kde dochézi k translokaci mezi chromozomem 9 a 22. Déle je to B-ALL s piestavbou
genu MLL (KMT2A) u translokace chromozomu 11. B-ALL s translokaci chromozomti 12 a
21. B-ALL se zvySenym ¢i snizenym poc¢tem chromozomti [28].

Dalsi moznou klasifikaci ALL je podle Evropské skupiny pro imunologickou klasifikaci
leukémii (European Group for the Immunological Characterization; EGIL). Princip je zaloZen
podle imunofenotypu malignich buné€k, které by méli odpovidat pfibliznému stupni zralosti
lymfoblasti. K vySetieni imunologickych vlastnosti leukemickych bunék se pouzivd metoda
pratokové cytometrie.

Proliferace a diferenciace bunck vznika v kostni dfeni a cévami se $iti do vSech organti a

tkani.

Diagnostika
trie neboli Imunofenotypizacni vysetfeni. Za jeho pomoci lze urcit podtyp ALL, prognoézu a
nasledné druh 1écby. Diagnoza ALL je potvrzena pii pfitomnosti vice nez 20 % nezralych
lymfoblastii. Za pomoci molekularni genetiky dochéazi k identifikaci genovych mutaci nebo

dalsich zmén v poctu ¢i struktute chromozom [28, 40].
Dtlezitymi genetickymi zménami zapficinujici vznik ALL jsou t(1;19)(q23;pl13),

t(4;11)(q21;923), t(9;22)(q34;q11) a t(12;21)(p12;q22). Tyto piestavby jsou doprovazeny

velmi Spatnou prognézou [32].
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Translokaci t(1;19)(q23;13) vznika fuzni gen E2A-PBX. Vyskytuje se ptiblizné u 6 % déti
s ALL. V minulosti byla tato translokace povazovana za prognosticky nepfiznivou, ale diky

moderni terapeutické 1€cbé jsou vysledky bez rizikovych faktorii [38].

Translokace t(4;11)(q21;923) je produktem fizniho genu vznikajiciho translokaci genu
AF4 z chromozomu 4 a genu MLL z chromozomu 11. Tato translokace byla detekovana u 75

% ptipadiit ALL détskych pacienti [38].

Translokace t(9;22)(q34;q11) se odehravd mezi chromozomem 9 v miste, kde se nachazi
gen ABL a chromozomem 22 v mist¢, kde se nachazi gen BCR. Tato translokace za vzniku
filadelfského chromozomu patii ke specidlnimu typu ALL. V ptipadé ALL je vznikly fuzni
gen BCR-ABL nejcastéjsi detekovatelnou abnormalitou u dospélych ve star§im véku.
Z terapeutického hlediska patii BCR-ABL k nejobtiznéji 1é¢itelnou ALL a vyznacuje se Spat-

nou odpovédi na chemoterapeutickou 1écbu [38].

Translokace t(12;21)(p12;q22) je nejcastéjsi genetickou abnormalitou u ALL. Vyskytuje se
az u 25 % détskych ALL. Vznikly fuzni gen TEL/AMLI je prekurzorem B-lymfatické fady.
Z prognostického pohledu se jednd o formu leukemie s velmi pfiznivou Sanci na vyléceni

[36].

Prognoza a terapie

Prognoza ALL se odviji od véku pacienta, rizikovych faktort, typu 1é¢by a moznych kom-
plikaci. Stanoveni prognézy je urc¢eno dle zafazeni do rizikovych skupin. Zatimco prognoza u
déti je velmi dobra a ALL muze byt vylécena, u kojencti a dospélych tomu tak neni. Pfiblizné
u 35 % dochéazi k remisi [28, 32].

Onemocnéni se pomérné rychle §iti krvi do Zivotné dilezitych orgéni, a proto je nutné za-
h4jit v€asnou a vhodnou lécbu, pro kterou je nutné zohlednit nékolik faktort. Cilem 1écby je
obnoveni normalni funkce kostni dien¢ a zni¢eni leukemickych bunck v téle. K nejcastéjsi

zakladni 1écbé ALL patii chemoterapie, tedy 1écba chemickymi latkami.
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4 Metody detekce prestaveb genu MLL

Detekce aberaci genu MLL u AML/ALL je velice dilezitd, a to pfedevsim kvili neptizni-
vym progndézam spojenych s touto nemoci. Klasickd analyza karyotypu neodhali vSechny
translokace genu MLL, a proto se k detekci spiSe vyuzivaji molekularné cytogenetické meto-

dy.
4.1 Analyza karyotypu

4.1.1 Lidsky karyotyp

Zakladem bunécného déleni je déleni jadra. Jadro matefské bunky se rozpada na vlaknité
utvary, které se déli a vytvareji dvé dcefind jadra. VI1dknity Utvar, nesouci deoxyribonukleo-
vou kyselinu tzv. DNA, histony a specifické proteiny, se nazyva chromozom. Chromozom je
rozdélen centromerou na dvé chromatidy — raménka, pojmenovana p a q. Raménko p pro
krat§i a q raménko naopak pro delsi. Centromera je oblast spojeni chromatid v chromozom.
Podle polohy centromery muizeme rozd¢lit chromozomy na metacentrické, submetacentrické
a akrocentrické. Centromera u metacentrickych chromozomi je uprostfed a raménka p a q
jsou pfiblizné stejn¢ dlouha. U submetacentrického typu centromera rozdéluje chromozom na
kratka a dlouha raménka. Centromera u akrocentrickych chromozomi je na konci chromozo-
mu a p-raménka jsou viditeln¢ velmi kratk4 [2, 48].

Karyotyp je soubor vSech chromozomt v jadfe jedné bunky s oznacenim jejich poctu, dru-
hu pohlavnich chromozomi a ptipadnych chromozomalnich aberaci. Lidsky karyotyp je tvo-
fen 46 chromozomy, z nichz 22 pard nepatii mezi pohlavni chromozomy a jsou nazyvany
autozomy. Dale je v karyotypu piitomen vZdy jeden chromozom maternalniho a druhy pater-
nalniho ptivodu. Chromozomy jsou oznacovany arabskymi ¢islicemi od 1 do 22 a pfi vySetie-
ni jsou sefazeny od nejvétsiho po nejmensi. Zbyvajici par je par pohlavnich chromozomi
(tzv. gonozomy), s ozna¢enim X a Y. U Zen jsou to dva pohlavni chromozomy X a u muzi je
to jeden chromozom X a jeden chromozom Y [31,47].

Normalniho karyotyp Zen je zapisovan jako 46,XX a muzl 46,XY.

4.1.2 Vysetieni karyotypu

Vysetieni karyotypu patii v dnesni dobé k vysoce propracovanym metodam. Cilem je vy-

louceni numerickych ¢i chromozomalnich aberaci. Jednd se o vysetfeni provedené pomoci
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barveni Giemsovym barvivem, které nam umozni diferenciaci a podrobnou orientaci v jednot-
livém chromozomu. K vySetfeni karyotypu se nejcastéji pouzivaji mitotické bunky, které byly
zastaveny v metafazi, poptipad¢ prometafazi, bunécného cyklu. Jako zdroj bunék lze pouzit
razné typy tkani. Pecliva analyza karyotypt miZe odhalit diagnostické informace pro speci-
fické vrozené vady, genetické poruchy nebo dokonce i rakoviny. Nejcastéji se diagnodzy kary-
otypu vytvaieji ze vzorki periferni krve ¢i biopsie kiize. Pro diagndzu rakoviny jsou typicky-
mi vzorky nddorové biopsie nebo vzorky kostni diené. V prenatdlnim obdobi se pro

diagnostiku odebira plodova voda nebo vzorky choriovych klki [45].

Metoda prouzkovani chromozoml umoznuje identifikaci chromozomd, sestaveni karyoty-
pu, a piredevsim odhaleni drobnych ¢i komplexnich zmén chromozomu. K metodam barveni
chromozomu se vyuzivd G-pruhovani, Q-pruhovani, C-pruhovani ¢i barveni koloidnim stfi-
brem.

Nejvyuzivangj$i metoda v cytogenetickych laboratofich je G-pruhovéani. Nejdfive jsou
chromozomy vystaveny uc¢inku trypsinu, ktery denaturuje chromozomalni protein, a nasledné
jsou dobarveny Giemsovym barvivem. Pro kazdy lidsky chromozomovy par vznikne charak-
teristicky tmavy heterochromatinovy a svétly euchromatinovy pruh chromatinu. Kromé svét-
lych a tmavych pruhti se dale hodnoti velikost chromozomi a jejich tvar s polohou centrome-
ry [31, 45, 46].

Dal8i moznosti pro stanoveni je Q-pruhovani. Chromozomy se barvi pomoci fluorescen-
¢niho barviva Chinakrin (ang. Quinacrine), které se navaze na nukleové baze, a to zejména na
bohatou oblast s adeninem a tyminem. Svétlé a tmavé Q-pruhy piiblizné odpovidaji G-
pruhtim. Nevyhodou je nasledné vyhodnoceni pomoci specialniho fluorescen¢niho mikrosko-
pu a pii delsi expozici UV svétlem fluorescence chromozomu u Q-pruhovani slabne. U R-
pruhovani jsou preparaty, pied obarvenim Giemsovym barvivem, vystaveny tepelnému zahta-
ti. Vysledné pruhy jsou opacné ke G-pruhtim [31, 45, 46].

C-pruhovani je metoda, kterd se pouziva k vizualizaci konstitutivniho heterochromatinu.
Na obarveni se pouziva hydroxid barnaty a k dobarveni Giemslv roztok. Posledni metodou je
barveni koloidnim stfibrem, kde dochazi ke zvyraznéni p-raménka akrocentrickych chromo-
zomu [31, 45, 46].

K vyhodnoceni se pouzivaji pocitacové analyzy, které po nasnimani obrazu do pocitace
nasledné sestavi karyotyp. Poté je mozné prostudovat strukturu jednotlivych chromozomd,
jejich rozdéleni a sefazeni. Sestaveni karyotypu je také mozné, i bez pomoci pocitacového

zafizeni, za pomoci mikroskopu [46].
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4.2 Fluorescen¢ni hybridizace in situ

Fluorescen¢ni hybridizace in situ neboli FISH, patii ke standardnim cytogenetickym vySet-
fenim, ktera poskytuji pfesnou lokalizaci a identifikaci specifickych usekti nukleovych kyse-
lin v DNA, u kterych mize dochazet k deleci, zmnozeni ¢i translokaci DNA usekd. Metoda
FISH umoziiuje pohotovou a presnou detekci poctu kopii chromozomi, gent ¢i jednotlivych
usekti DNA, poctu translokaci a mikrodeleci. VySetfovanymi vzorky mohou byt metafdzni
chromozomy, interfazni jadra, ale i celé bunky [42].

Principialné se jedna o navéazani fluorescenéniho barviva na DNA ve vzorku, a to pomoci
znacen¢ jednovlaknové DNA s fluorescenéni znackou (fluorochromy) — tzv. sondou. Pii zvy-
Sené teploté 72-75 °C dochazi k rozvolnéni vldken DNA sondy a vysetfovaného vzorku, po
nasledném ochlazeni na 37 °C se sonda specificky navaze na vySetifovany usek DNA
s komplementérni sekvenci. Hybridizace probihd piimo v biologickém materialu, nikoliv na
izolované DNA. Podle mista navazani sondy na chromozom rozliSujeme ¢tyii typy DNA
sond. Na stfedni ¢asti chromozomu jsou vyuzivany sondy centromerické, na konkrétni misto
genu se pouzivaji lokus specifické sondy, subtelomerické sondy se navazuji na koncové ¢asti
chromozomt a poslednim typem jsou sondy s fluorescenénim nabarvenim celych chromozo-
mu [2, 42].

Moderni modifikaci fluorescencni in situ hybridizace je vicebarevna FISH neboli M-FIS,
umoziuje odliSeni vSech chromozomt v lidském karyotypu pomoci sond znacenych riznymi
fluorescen¢nimi barvivy [2, 42].

Vysledny signal po navazani sondy je detekovan ve fluorescenénim mikroskopu.
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Obrazek 4: A - karyotyp s translokaci 11;19, B — FISH s dvema fuznimi signaly genu
MLLL/ENL [54]
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4.3 Polymerazova retézova reakce

Velky vyznam molekuldrné biologické védé pfinasi metoda PCR neboli polymerazova fe-
tézova reakce (polymerase chain reaction; PCR), kterd slouzi ke zmozeni specifickych usekil
DNA. Tento enzymaticky proces je schopny replikovat usek DNA za vzniku mnoha kopii
dané sekvence. K analyze reakéni smési 1ze vyuZzit velmi malé mnozstvi templatové DNA,
kterd byla izolovana ze vzorku, dva primery komplementarni s vlakny jedno fetézcové DNA,
déle je to smés nukleotidi ANTP a termostabilni DNA polymerazu pro amplifikaci specifické
oblasti DNA [49].

Polymerazova fetézova reakce probiha v pfistroji zvaném termocykler (teplotni cyklery).
V pfistroji probihaji teplotni cykly, které jsou nutné k pribéhu reakei. Dochdzi ke zvySovani
¢i snizovani teploty béhem nékolika sekund. Cely proces metody PCR se sklada ze tii reakci —
denaturace, hybridizace primerti a elongace nukleotidovych fetézcti. VSechny cyklické faze

jsou teplotné odlisné a dochazi k syntéze miliont kopii urcité sekvence DNA [2, 49].

V pocate¢ni fazi dochazi k denaturaci templatu vySettované DNA za plisobeni zvysSené tep-
loty na 92-96 °C. Dochazi krozdéleni vodikovych vazeb mezi dusikatymi bdzemi a z
dvousroubovice se stavaji dvé samostatna vlakna DNA. Doba trvani denaturacni faze se vét-
Sinou pohybuje v rozmezi 10-60 sekund. Poté termocykler snizuje teplotu na 45-60°C. Do-
chdzi ke komplementarnimu navazani primert na cilové sekvence vySetfované DNA. Tuto
fazi mizeme nazvat anelacni a obvykle trva 30-60 sekund. Ve tfeti fazi dochazi ptisobenim
DNA polymerazy k prodluzovéani neboli elongaci nukleotidovych fetézcli. DNA polymeraza
se navaze na 3°‘-konce kazdého primeru a za pouzité jednovldknové DNA jako templatu pfi-
pojuje nové nukleotidy ve sméru 5°- 3’konce.Nejcastéji pouzivanou DNA polymerazou je
Taq polymeraza, kterd je izolovana z bakterie Thermus aquaticus a svym piizptisobenim vy-
sokym teplotdm odolava denaturaci mnohem lépe nez bézné vyuzivané bakterialni DNA po-
lymeréazy. Teplota v této fazi je v termocykleru lehce zvySena na 70 °C a trva obvykle 60
sekund. Pomoci volnych stavebnich kamenti deoxyribonukleotidtrifosfatti (ANTP) dochazi
k syntéze nového komplementarniho fetézce. Pro vytvofeni dostateného mnozstvi se cyklus
musi n€kolikrat opakovat. Kazdy zékladni cyklus se podle potieby obvykle opakuje 30 az
60krat [2, 49].

Vznikly amplifikovany produkt, metodou PCR, se detekuje pomoci gelové elektroforézy.

Principem elektroforézy je separace, ktera pracuje na zakladé rozdilné hmotnosti separace,
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kde se produkt oddéli od zbytkti DNA.K vyrob¢ elektroforetického nosice se nejcastéji vyuzi-
va gel, ktery se vyrdbi z polysacharidu agaréza nebo polyakrylamidu. Hlavnim principem je
pohyb nabitych ¢astic v elektrickém poli. Aparatura k provedeni elektroforézy je zapojena ke
zdroji stejnosmérného proudu a produkty vzdy putuji od katody smérem k anod€. K tomu
dochazi na zaklad¢ zaporné nabité nukleové kyselin€. Rychlost pohybu zavisi na velikosti
fragmentt. Plati vSak, Ze kratsi fragmenty se pohybuji rychleji nez delsi fragmenty. Pro vizua-
lizaci PCR produktu gelovou elektroforézou se k obarveni pridava barvivo, napt. SYBR gre-

en, které se navaze na fragment DNA a pomoci UV svétla ho zviditelni [2, 50].

4.3.1 RT-PCR

RT-PCR neboli reverzni transkriptdzovd PCR je modifikaci klasické metody PCR, ktera
slouzi k detekci a kvantifikaci mRNA. Samotnd RNA nemize slouZit jako templat pro PCR, a
proto musi byt RNA nejdiive pievedena na cDNA. Pomoci enzymu reverzni transkriptazy,
kterd pouzivda mRNA templat, dochazi k produkci komplementarniho jednovlaknové DNA
fetézce cDNA. K pfeméné jednovldknové cDNA na dvouvldknovou DNA se poté pouZzije
DNA polymeraza. Vzniklé molekuly DNA mohou byt dale vyuzity pro klasické stanoveni
metodou PCR [43].

U aberantnich chromozomil se ¢astéji provadi detekce na urovni RNA nez DNA. Diivodem
je Casova naro¢nost stanoveni na zdkladé DNA. Rychlé a pfesné urceni hladin mRNA ve
vzorcich se bézné pouziva u identifikaci aberantnich onkogenti fiznich produktd. Ptikladem
stanoveni je translokace ¢i molekularni remise s akutni promyelocytarni leukémii. Kompletni
molekularni remise je stav, kdy pomoci RT-PCR nelze detekovat nadorové buiky v krvi,
kostni dieni nebo lymfatické uzlin€. Dosazeni tohoto stavu u pacientd s leukémii je mimotad-
né meétitko prognozy nad klinickym hodnocenim remise, které je zalozeno na klinickém vy-
Setfeni, zobrazovacich technikéch a histologickych ¢i cytologickych vysetfenich [44].

Metoda RT-PCR je velice citlivd a je schopnd identifikace konkrétniho fuzniho genu a
pfesnd mista jejich zlomut. Jeji pouziti se upfednostiiuje ke studiu genové exprese a

k identifikaci intronu a exond.

4.3.2 Real time PCR

Zakladni modifikaci klasické PCR je metoda real time PCR — polymerazova fetézova reak-
ce v redlném case (rtPCR). Tato metoda umoziuje zméfeni zmnozeného produktu v pribéhu

Casu. Pravé diky casté detekcei, kterd je rychla a pfesna, je mozné zaznamenavat dil¢i piiristky
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DNA, a to bezprostiedné po jejich vzniku béhem jednotlivych cykld. Tyto cykly se moc nelisi
od cyklu klasické PCR. Hlavni rozdil je ve sloZzeni reakénich komponentii smési a v detekci
pomoci techniky fluorescence. Pro kvantitativni detekci produktu v pribéhu rtPCR jsou zna-
my tfi obecné metody zalozené na pouZiti fluorescencniho barviva, fluorescencné znacenych
sond vézajicich se na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu nebo fluorescencné znacené pri-
mery pro detekci naristajiciho mnoZzstvi produktu. Tyto komponenty jsou v reakéni smési
rtPCR, na rozdil od klasické PCR navic [50, 51].

Nejjednodussi vizualizaci nartstu amplifikovaného produktu PCR je pouziti fluorescen-
¢niho barviva, tzv. interkala¢niho barviva (ethidium bromid, SYBR green), které méa schop-
nost reverzibilniho navazani na dvouvldknovou DNA (dsDNA). Pro znaceni primert a hybri-
dizac¢nich sond se pouzivaji specifické molekuly flurofold, které pti pfechodu z excitovaného
do zékladniho stavu svétélkuji. Systém znaceni hybridiza¢nich sond je zalozeny na principu
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), ktery vyuziva dvojice fluorescen¢né zna-
¢enych sond s rezonan¢nim pfenosem energie [51].

Vysledny produkt rtPCR je kvantifikovan fluorescenénimi sondami, jejichz fluorescencni
signal se vytvari ve stejném poméru jako amplifikované DNA v kazdém cyklu. Fluorescen¢ni
signal zachycuji detektory, kterymi jsou termocyklery pro rtPCR vybaveny.

Metoda je velmi pfesna a citliva, a prave proto je schopna zaznamenat bodové mutace, de-
lece nebo chromozomové aberace. Detailnéjsi zobrazeni se déle vyuziva pfi studiu genové

exprese nebo diagnostice nekterych patogenti [50].
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S5 Zavér

Gen MLL umistény na chromozomu 11q23 si v poslednich letech ziskal velkou pozornost
v souvislosti s malignim onemocnénim. U hematologickych malignit je pozorovana fada
chromozomalnich aberaci, zahrnujici chromozomalni translokace, ¢aste¢né tandemové dupli-
kace, delece a amplifikace genu MLL. Nejcastéj$i abnormality genu MLL se vyskytuji u vice
nez 70 % akutni myeloidni leukémie a mezi 35 az 50 % akutni lymfoblastické leukémie u déti
kojeneckého ve€ku. Pieuspoiadani genu MLL spoleéné s fuznimi partnerskymi geny, jsou
v souvislosti s leukémii rozpoznavany v piipadech u dospélych. V procentudlnim zastoupeni

se jedna o 10 % vsech ptipadi leukémii u dospélych pacientd.

V procesu proliferace a diferenciace hematopoetickych bunék mize dochazet k fadé zmén.
Tyto zmény spolu s mutacemi genu mohou vést ke vzniku malignich hematologickych one-
mocnéni. Akutni leukémie se vyznacuje rychlym nariistem nezralych bunck a jejich diferenci-

ace je zastavena na Urovni blastl. Progndza tohoto onemocnéni neni piizniva.

Vypracovanim této bakalatské prace jsem se snazila poskytnout piehled s racionalnim vy-
svétlenim faznich partnerd genu MLL. Od prvniho zaznamendni fizniho partnerského genu
MLL bylo doposud identifikovano ptes 80 fuznich partnerskych gent MLL, nicméné vétSinu
detekovanych fuzi u leukémii tvofi Sest partnerskych genii. K nejcastéjSim fizim genu MLL
patii MLL-AF4, MLL-AF6, MLL-AF9, MLL-AF10, MLL-ENL a MLL-ELL. VSechny fazni
geny vSak prispivaji k ziskani novych poznatkd u mechanismu rozvoje onemocnéni ¢i struktu-
rach fuznich gent, jsou rozhodujici pii diagnostice a 1é¢bé leukémie. K identifikovani gent se
pouzivaji molekularné cytogenetické metody, které jsou schopné odhalit pfesna mista zlomu a
ur¢it konkrétni fizni geny. V dnesni dob¢ patii detekce chromozomalnich aberaci k velmi

dilezitym diagnostickym faktortim, které ptispivaji k rozvijejicim se 1é¢ebnym metodam.
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