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Abstrakt

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni skupinou onemocnéni, pro které
je charakteristickd neefektivni hematopoéza zapficinéna poskozenim diferenciace
pluripotentni hematopoetick¢é kmenové buiky. Mutace v genu 7TP53 se nachazejici
ptiblizn¢ u 10 % MDS pacientli a jsou negativnim prognostickym faktorem. Stejny efekt
jako mutace mize mit i zménéna exprese genu 7P53. Mutace ¢i deregulovand exprese
tohoto genu maji vliv na mnoho bunéénych procest véetné apoptodzy, procesu oprav DNA,
ristu bunék a angiogeneze.

V této praci byly studovany hladiny expresi mRNA jednotlivych genli zahrnutych
v signalni draze p53 v CD34" pluripotentnich hematopoetickych burikach kostni diené
pacienti s MDS v nizkém riziku.

Pacienti s MDS vykazovali ve srovnani se zdravymi jedinci zvySenou expresi gent
indukujici apoptozu, regulujici bunécny cyklus a opravy DNA (BAX, BBC3, CCNE],
CDC254, CDKNIA, FAS, GADD45A4). Pacienti s mutaci 7P53 méli snizenou expresi
apoptotickych gent (BAX, PIDD, TRAF?2) a zvySenou expresi genu inhibujiciho apoptdézu
(BCL2A1), coz ukazuje na snizenou aktivitu drah apoptozy, ¢imz mulze patologicky klon
bunék ziskat riistovou vyhodu. Deregulace 21 gend (BAX, BBC3, EGRI, KAT2B, MDM?
atd.) byla pozorovana pti porovnani pacientl s del(5q) a bez delece. Z univariantni analyzy
vyplynulo, ze kromé& mutace 7P53 ma i zména exprese geni BTG2, CCNH, CDK4 a E2F3
vliv na celkové preziti pacienti s MDS. Souhrnné dosazené vysledky ukazuji, Ze pacienti
s MDS snizkym rizikem maji celkov€é deregulovanou signalni drahu p53 1 bez
signifikantni zmény exprese genu 7P53 a navic nejen samotnd mutace muze ovlivnit

celkové preZiti pacientd.

Klic¢ova slova: myelodysplasticky syndrom, gen 7P53, mutace, del(5q), genova exprese



Abstract

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of diseases
characterized by ineffective hematopoiesis which is caused by damage of differentiation of
pluripotent haematopoietic stem cells. 7P53 gene mutations are identified approximately in
10% of MDS and represent a negative prognostic factor. Altered 7P53 gene expression
may have similar effect as the mutation. Mutations or deregulated expression of this gene
have an impact on many cellular processes including apoptosis, DNA repair, cell growth
and angiogenesis.

In this work, the expression mRNA levels of genes involved in p53 signalling
pathway were studied in CD34" pluripotent haematopoietic cells from bone marrow of
patients with low-risk MDS.

MDS patients showed increased expression of genes involved in apoptosis
induction, regulation of cell cycle and DNA repair (BAX, BBC3, CCNEI, CDC254,
CDKNI1A, FAS, GADD454) as compared to healthy subjects. The patients with 7P53
mutation had decreased expression of apoptotic genes (BAX, PIDD, TRAF?2) and increased
gene expression of apoptotic inhibitor (BCL2A1), indicating a reduced activity of apoptotic
pathways and that way the pathological cell clone may gain a growth advantage.
Deregulation of 21 genes (BAX, BBC3, EGRI, KAT2B, MDM? etc.) was observed in
patients with del (5q) compared to those without the deletion. The univariate analysis
showed that, in addition to the 7P53 mutation, the change in BTG2, CCNH, CDK4 and
E2F3 gene expression also affected the overall survival of MDS patients. In summary, the
results show that low-risk MDS patients have an overall deregulated p53 signalling
pathway even without significant change in 7P53 gene expression and, moreover, not only

the mutation alone may affect overall survival of the patients.

Key words: myelodysplastic syndrome, 7P53 gene, mutation, del(5q), gene expression
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1 Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je oznafeni pro heterogenni skupinu
hematologickych onemocnéni, pro které je charakteristické esencialni poskozeni
hematopoetické kmenové bunky. Toto onemocnéni postihuje ptedevsim starsi populaci, ale
obCas je diagnostikovano 1 u déti. Pacienti trpi cytopenii a dysplazii kostni dien¢,
symptomy se odvijeji od postizeni dané vyvojové linie krevnich fad. Heterogenita MDS
zpusobuje také problémy s klasifikaci tohoto onemocnéni, proto existuje vice
klasifika¢nich systémil, které jsou zalozeny zejména na krevnim obrazu, karyotypu a poctu
blasti. V poslednich letech jsou s rozvojem modernich technologii molekularni genetiky
a sekvenacnich metod nalézdny molekularni zmény, které by mohly byt pfi¢inou vzniku
onemocnéni. Vyzkumné studie jsou zaméfeny na objasnéni pfi¢in onemocnéni, moznosti
zptesnéni klasifikacnich a prognostickych systémi a hlavné€ na objeveni novych 1écebnych
postupl. Naptf. mutace v genu SF3B/ je uz zavedena jako pomocny diagnosticky faktor
v klasifikaci vydané WHO v roce 2016. Nyni se uvazuje napi. i o mutacich 7P53, které
jsou uz pravideln¢ vysSetifovany pii diagnostice leukémii. Vzhledem k heterogenité
onemocnéni existuje i mnoho piicin vzniku tohoto onemocnéni. Primarni poskozeni burky,
které je zakladni pfic¢inou vzniku MDS, je zplsobeno mutacemi rlznych genl
a chromozomalnimi aberacemi. K rozvoji onemocnéni pfispivaji také zmény genové
exprese gend, které se podileji na regulaci bunééné proliferace, apoptozy, oprav DNA,
bunééného cyklu atd.

Zjisténi hladiny exprese genu 7P53 by mélo byt podstatné, nebot’ tento gen ma
klicovou funkce v regulaci celé fady bunéénych procesii, jako jsou apoptdza, bunécny
cyklus, oprava DNA, proliferace, senescence a autofagie. Tento gen je také nejCastéji
mutovanym genem u nddorovych onemocnénich, u 50 % pacientll se solidnimi nadory
a piiblizné u 10 % pacientii s hematologickycmi malignitami, vcéetné MDS. Bylo
prokdzano, Ze mutace 7P53 jsou negativnim prognostickym faktorem u MDS a vyznamné
ovlivityji klinicky stav pacientt.

Prace je soucasti dlouhodobych vyzkumnych zaméra Oddéleni genomiky UHKT,
které se zabyvaji expresnimi a muta¢nimi analyzami v ramci patogeneze MDS a akutni
myeloidni leukémie (AML). Diplomova prace je pokracovanim studie publikované v roce
2016 v casopise Oncotarget pod nadzvem: TP53 mutations variant allele frequency is
a potential predictor for clinical outcome of patients with lower-risk myelodysplastic

syndromes, zamétené na studium mutaci 7P53 a jejich vlivu na stav pacientii. Pfedkladana
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prace se zabyva sledovanim exprese genu 7P53 u pacientld s nizko-rizikovym MDS,
vlivem mutace a del(5q) na regulaci celé signalni drahy p53, a dale vztahem mezi

aberantni genovou expresi 7P53 a klinickym stavem pacienta.
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2 Literarni prehled

2.1 Myelodysplasticky syndrom

2.1.1 Definice MDS

Myelodysplasticky syndrom (MDS) byl piivodné oznafovan jako preleukemicky
stav. Teprve Bennet et al., 1976 poprvé vyznacil refrakterni anémii s nadbytkem blastl
a chronickou myelomonocytarni leukémii, které poslouzily jako zaklad pro novou skupinu
onemocnéni, doplnénou dal§imi typy onemocnéni v roce 1982 (Bennet ef al., 1982).

MDS je heterogenni skupina klonalnich onemocnéni krvetvorby, zplsobenych
poruchou diferenciace pluripotentni kmenové buiky. Je charakterizovan neefektivni
hematopoézou, kterd vede k cytopenii (trombocytopenii, leukopenii, anémii), dysplazii
kostni dfen¢ a zvySenému riziku pfechodu onemocnéni do AML.

Pro Casnou fazi MDS je charakteristicky nalez zvySené apoptézy bunck kostni
drfen¢, zpisobujici periferni cytopenii se zachovanim bunécnosti kostni dfen¢ se znamkou
dysplazie. V pokrocilé fazi MDS ziskava abnormalni hematopoetickd kmenova buiika
rustovou vyhodu oproti normalnim hematopoetickym buiikdm, dochdzi ke klonalni expanzi
abnormdlnich bun¢k a zvySenému poctu nezralych bunék se sniZzenou apoptézou
a nestabilitou genomu (Greenberg et al., 2002; Heaney et al., 1999; Raza et al., 1995; Raza
et al., 1996). Pfechod do akutni myeloidni leukémie nastav4, pokud nejsou schopny
nezralé bunky se spravné diferencovat a pfestanou podléhat apoptoze (Parker et al., 1998,
Parker et al., 2000).

Miizeme rozlisit dvé zakladni formy MDS, a to tzv. primarni MDS, u kterého
nejsou pozorovatelné vnéjsi vlivy na vznik onemocnéni (tvoii asi 90 % vSech ptipadi),
a tzv. sekundarni MDS, kde se na vzniku onemocnéni podileji vnéjsi vlivy (Adam et al.,

2004).

2.1.2 Epidemiologie
Incidence MDS neni uplné pfesna, primérné se pohybuje mezi 2 - 5 ptipady na
100 000 obyvatel za rok. PoCet nemocnych se zvySuje s vékem, pfed 40-tym rokem Zivota
byva diagnostikovan vzéacné, ale u obyvatel nad 60 let se incidence pohybuje mezi
20 - 50 ptipady na 100 000 obyvatel za rok. Medidn véku pfi urceni diagnozy je 70 let.
Incidence v Evrope a USA je velmi podobna (Aul et al., 2001; Sekeres, 2010; Rollinson e?
al., 2008; Phekoo et al., 2006; Neukirchen et al., 2011; Sekeres et al., 2008). I kdyz MDS

je spiSe onemocnénim starSich lidi, existuje 1 détska forma MDS, ktera je velmi vzacna
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a tvofi pouze 4 % pripadu diagnostikovanych hematoonkologickych onemocnéni u déti
(Hasle et al., 2003). MDS je castéji diagnostikovan u muzl nez u zen, krom¢ subtypu
del(5q), ktery je Castéjsi u zen (Neukirchen et al., 2011). Ro¢né ptibude piiblizn¢ 12 000
novych pacienti v USA a 20 000 v Evropé (Germing et al., 2008). Pacienti vétSinou
ptrezivaji 23-34 mésici od stanoveni diagnézy (Phekoo et al., 2006; Irwin et al., 2011).

V Ceské republice piesné statistika incidence a prevalence neexistuje, ale neda se

ocekavat, ze by se vyrazné lisila od celosvétovych statistik.

2.1.3 Klinické projevy

Hlavnim klinickym pfiznakem myelodysplastického syndromu je cytopenie.
Onemocnéni se projevuje podle pifitomnosti cytopenie v dané krvetvorné bunééné linii.
Pacienti pfichazi k lékafi zejména s uUnavou, snizenou fyzickou vykonnosti, dusnosti,
hucenim v usich a bledosti, tyto ptfiznaky jsou charakteristické pro tézkou anémii. Az
80 % pacientli ma koncentraci hemoglobinu pod 100g/1. 25-30 % pacientl trpi ¢etnymi
infekénimi onemocnénimi a jejich CastéjSi recidivé pii granulocytopenii. Pii
trombocytopenii, ktera se vyskytuje u 10 % pacientl,, trpi zhorSenou krevni srazlivosti
a krvacivymi projevy, nejCastéji koznimi a sliznicnimi, Zeny trpi i abnormalné silnym
menstruacnim krvacenim a krvacenim mimo menstruaéni cyklus. VétSinou nebyvaji
zvétsené  lymfatické uzliny, u CMML a smiSenych myelodysplasticko —
myeloproliferativnich chorob (MDS/MPD) a MDS s fibrézou dfen¢ muize byt
zaznamenano zvétseni jater a sleziny. U 15 % pacienti se mohou vyskytovat i autoimunni
defekty: artritida, horeCka, myozititda, neuropatie, pleuritida, perikarditida a Sweet

syndrom (Mayer a Stary, 2002; Adam et al., 2004).
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2.2 Diagnostika a klasifikace

2.2.1 Diagnostika

Stanoveni diagn6zy MDS je komplexni proces opirajici se o ndlezy v periferni krvi
a kostni dieni, zahrnuje nckolik odliSnych vySetfeni — morfologické, cytochemicke,
imunofenotypizacni, cytogenetické a molekuldrné genetické vySetieni.

Dulezita je tzv. diferencidlni diagnostika, diky niz lze vyloudit jinou pfi¢inu
cytopenie, jako napf. nedostatek vitaminu B12, nedostatek kyseliny listové ¢i Zeleza,
paroxyzmalni nocni hemoglobinurii, autoimunni hemolytickou anemii, aplastickou anémii,
myeloprolifera¢ni choroby s projevy myelodysplazie, chronickou idiopatickou neutropenii
dospélych a cytopenii zptisobenou toxickym vlivem 1€kt (Adam et al., 2004).

European LeukemiaNet v publikaci sepsané Malcovatti et al., 2013 rozd¢lila
vySetfeni do tfi zdkladnich skupin uvedenych v Tab. ¢. 1.

Tabulka €. 1 — Piehled typi vySetieni

Kategorie VySetieni Vysledek
Zakladni krevni obraz a diferencialni | hodnoceni dysplazie, pocet blastt
(povinna) rozpocet
sternalni punkce hodnoceni dysplazie, pocet blastii a prstencitych
sideroblastil
biopsie kostni dfen¢ posouzeni bunéfnosti, CD34 bun€k a stupné
fibrozy
cytogenetika detekce abnormalit chromozomu
Doporucena | FISH pii selhani G-pruhovani
imunofenotypizace detekce abnormalit v jednotlivych bunéénych
liniich
Navrhovana | SNP array detekce chromozomalnich aberaci

mutacni analyza kandidatnich | detekce somatickych mutaci
genll

Nize jsou podrobnéji popsany pouze metody cytogenetiky a molekularné geneticka
vySetieni, ktera jsou stézejni pro tuto praci. Vice informaci o jednotlivych diagnostickych
metodach je mozno nalézt v piehledového &lanku Malcovati e al., 2013 a Cermak in

Mayer, 2002.
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2.2.1.1 Cytogeneticka vysetieni

Cytogenetickd vySetieni jsou vyuzivana k urceni klonality u pacientll a zejména
abnormalit nachazejicich se v karyotypu. Abnormalni karyotyp je detekovan u vice nez
50 % pacientii s primarnim MDS a 80 % pacienti se sekunddrnim MDS. Nejcastéji
nalézanymi aberacemi jsou Uplné ¢i ¢asteCné delece chromozomt, piidatné chromozomy
a méng¢ Castymi jsou vyvazené translokace.

Vyuzivano je zejména klasické G pruhovani chromozomi, pfi kterém musi byt
hodnoceno minimalné¢ 20 bunék v metafazi. Pouzivana je 1 novéjsi metoda FISH
(fluorescencni in-situ hybridizace), kterd je indikovéna zejména pokud nelze provést

G pruhovéni.

2.2.1.2 Molekularné geneticka vysetieni

Molekularné geneticka vysetieni se v minulosti zamétovala ve vét§i mife na prukaz
klonality krvetvorby analyzou chromozomu X, kterd je zaloZena na rozdilnosti matei'ského
a otcovského chromozomu X. K odliSeni chromozomil se pouzivaji polymorfni oblasti,
napt. gen HUMARA (lidsky androgenni receptor). Samotna analyza je zaloZena na §tépeni
DNA mistné specifickymi restrikénimi endonukledzami. Polyklonélni charakter krvetvorby
odpovida normalni stavu, pokud je prokdzan monoklondlni, pak pravdépodobné doslo
k expanzi jedné buiiky.

V posledni dobé& dochazi k rozvoji metod molekularni genetiky v rdmci diagnostiky
hematoonkologickych onemocnéni. Diagnostika se zamétuje na jednotlivé geny souvisejici
s onemocnénim, at’ uz se jedna o detekci somatickych mutaci, ¢i sledovani genové exprese.
Zejména somatické mutace vybranych genli mohou slouZit jako velmi dobry prognosticky
a diagnosticky faktor, napt. gen 7P53 ¢i SF3B1 (Haferlach, 2012).

Vétsina molekularné genetickych metod je zaloZzena na polymerazové tetézcové
reakci (PCR) a slouzi k ziskdni vétSiho mnozstvi vstupniho materialu pro dalsi vySetieni
(napf. sekvenovani) nebo piimo k detekci mutaci, sledovani vyvoje choroby, detekci
chimérismu po alogenni transplantaci kostni dfen¢, detekci minimalni zbytkové nemoci,
detekci patogenti a markerti nadorovych bun€k, vySetieni klonality lymfocyt. Sleduje se
také genova exprese jednotlivych genli pomoci varianty PCR, tzv. real - time PCR.

Nov¢éjsi metody jsou zaloZeny na Cipech (microarrays), které umoznuji zpracovani
vice vzorkii béhem jediného pokusu. V pfipadé sledovani genové exprese detekuji
paraleln¢ velké mnozstvi gent (stovky az desetitisice). Dale se pouzivaji tzv. SNP ¢ipy pro

stanoveni genotypu. Pokud se spoji s dalSimi technikami je mozZno i studovat regulaci
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genové exprese Ci epigenetické zmény (PospiSilova et al. in Penka et al, 2011). Pro
vySetfeni mutaci jsou vyuzivany metody sekvenovani nové generace (NGS), kdy v jediném
pokusu probihaji tisice paralelnich sekvenacnich reakci. Coz je zajisténo klonalni
amplifikaci primarniho produktu pomoci PCR.

Vsechny tyto novéjsi metody jsou zatim predmétem vyzkumnych zdméri, v praxi
pro diagnostiku onemocnéni nejsou zatim rutinné pouzivany. V nejblizsi budoucnosti se da
ocekavat zarazeni vySetieni mutacniho stavu vybranych gent pomoci NGS do rutinni
diagnostiky pro ptesnéjsi urceni typu onemocnéni a jako presnéjsi prognostické kritérium.

Mezi kandidatni geny patii SF3B1, TP53, NRAS ¢i RUNXI.

2.2.2 Klasifikace
diagndzy, ale heterogenita onemocnéni a s tim i rozli¢ny klinicky obraz to komplikuje.
Dnes je proto diagndza stanovovana podle né€kolika systému, které se pouzivaji soub&zné.
Ke stanoveni spravné diagnozy a prognozy se pouzivaji soucasné nasledujici klasifika¢ni

a prognostické systémy.

2.2.2.1 FAB klasifikace

Jako prvni systém pro klasifikaci MDS byla tzv. FAB (francouzsko-americko-
britskd) klasifikace, kterd byla publikovana v roce 1982 (Bennet et al., 1982) [Ptiloha €. 2].
Tato klasifikace je ¢aste¢né pouzivana dodnes, zejména proto, Ze z ni vychazeji novejsi
klasifikacni systémy. FAB klasifikace rozdéluje MDS do péti subtypli onemocnéni

zejména podle na procentualniho zastoupeni blasti v periferni krvi a kostni dfeni.

2.2.2.2 IPSS-R prognosticky skorovaci systéem

V roce 1997 byl vydan IPSS (Mezinarodni prognosticky skoérovaci systém), ktery
umoznuje na zakladé procentudlniho obsahu blasti v kostni dieni, poctu cytopenii
a karyotypu zafadit pacienta do prognostické skupiny, kterd piedpovidd délku trvani
choroby a riziko ptechodu do AML. Tento systém lze uplatnit pouze na pacienty s de novo
MDS (Greenberg et al., 1997).

V roce 2012 byl systém revidovan na IPPS-R a byly ptidany dalSi prognostické
hodnoty jako hladina hemoglobinu, pocet krevnich destic¢ek a neutrofili (Greenberg et al.,

2012) [Tab. €. 2 a ¢. 3].
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Tabulka €. 2. — Mezinarodni prognosticky skorovaci systém

Kritérium/Hodnota 0 0.5 1 1.5 2 3 4
Cytogenetika velmi - dobry - intermedidrni | nepfiznivy velmi
(karyotyp) dobry y p vy neptiznivy
(1)
Blasty v KD (%) <2 i >§< i 5.10 ~ 10 i
Hemoglobin (g/dL) >10 - 8§<10 | <8 - - -
Krevni desticky 50 <
> - - - -

(x10°/L) 2100 1759 | =30
Neutrofily (x10°/L) >0.8 [<0.8 - - - - -

Preziti Prechod do
Kategorie rizika | Skore

(roky)* AML* - neprokazatelny

. v . NR — kritérium nedosazeno

velmi nizka <15 8.8 NR * median (roky), do 25 % AML
nizka >1.5-3 53 10.8
intermediarni >3-45 3.0 3.2
vysoka >45-6 1.6 1.4
velmi vysoka >6 0.8 0.73

Tabulka €. 3 — Rozdéleni karyotypt do prognostickych skupin

Prognostické
podskupiny

Velmi dobra

Prizniva
Intermedialni

Spatna

Velmi §patna

Cytogeneticka abnormalita

-Y, del(11q)

normalni, del(5q), del(12p), del(20q),
dv¢ aberace zahrnujici del(5q)

del(7q), +8, +19, i(17q), jakykoli jiny
jeden nebo dva nezavislé klony

-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dvé aberace
zahrnujici -7/del(7q),
komplex 3 abnormalit

komplex vice jak 3 abnormalit
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2.7 2.5
1.5 1.7
0.7 0.7



2.2.2.3 WHO klasifikace a prognosticky systém

Naésledujici klasifikaéni WHO (World Health Organisation) systém z roku 2001 byl
nasledn¢ roku 2008 a 2016 revidovan. WHO klasifikace z roku 2001 oproti FAB
klasifikaci rozdé€lila refrakterni anémii na dvé skupiny: RA s dysplazii pouze v Cervené
fad¢ a na refrakterni cytopenii s dysplazii ve vice fadach (RCMD) a CMML piesunula do
skupiny smiSenych myelodysplasticko-myeloproliferativnich chorob (MDS/MPD).
hranice poctu blasti v kostni dieni z30 % na 20 % pro stanoveni diagndézy MDS
(Vardiman et al., 2002).

V revidovaném klasifika¢nim systému WHO z roku 2008 byla podskupina RA
nahrazena podskupinou RCUD (refrakterni cytopenie s dysplazii v jedné fad¢) (Swerdlow
et al., 2008). V tomto klasifikaénim systému jsou jako hodnotici kritéria pouzita kromé
poctu blastii v periferni krvi a kostni dfeni 1 pocet dysplazii ¢i cytogenetické abnormality.
Rozdily mezi klasifika¢nimi tabulkami MDS z roku 2001 a 2008 jsou uvedeny v Ptiloze
¢. 2.

V roce 2016 byla vydana aktualni verze klasifikacniho syst¢ému WHO. Doslo
k upravé terminologie: termin '"refrakterni anémie" a "refrakterni cytopenie" jsou
nahrazeny terminem "myelodysplasticky syndrom", ktery je doplnén piisluSnymi kritérii.
Nejnovéjsi klasifikace MDS podle WHO je uvedena v tabulce €. 4, véetné kritérii (Arber et
al., 2016).

Druhym prognostickym systétmem je WPPS (WHO Classification-Based
Prognostic Scoring System). Tento systém ma 4 rizikové skupiny (Malcovati et al., 2007)

[Ptiloha &. 2].
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Tabulka ¢. 4 — WHO klasifikace MDS z roku 2016

Pojmenovani

MDS s jednou
dysplastickou linii

(MDS-SLD)

MDS s multilinedrni
dysplazii
(MDS-MLD)

MDS s prstenéitymi
sideroblasty
(MDS-RS)
MDS-RS s jednou
dysplastickou linii
(MDS-RS-SLD)

MDS-RS s
multilinearni dysplazii
(MDS-RS-MLD)

MDS s izolovanou

del(5q)

MDS s nadbytkem
blasti (MDS-EB)

MDS-EB-1

MDS-EB-2

MDS,
neklasifikovany
(MDS-U)

s 1 % blastl v periferni
krvi

s jednou dysplastickou
linii a pancytopenii

definovanana zakladé
cytogenetické
abnormality

Détska refrakterni
cytopenie

Dysplasticka
linie

2 nebo 3

2 nebo 3

Cytopenie
1

1 nebo 2
1-3

1 nebo 2
1-3
1-2
1-3
1-3
1-3
3
1-3
1-3

% prstenéitych
sideroblastu v
KD

<15 %/<5 %*

<15 %/<5 %*

=15 %/=5 %*

=15 %/=5 %*

Zzadny nebo
jakykoliv

Zadny nebo
jakykoliv

Zadny nebo
jakykoliv

zadny nebo
jakykoliv

zadny nebo
jakykoliv

<15%'!

zadneé

% blasti
v PK

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

2-4%

5-19%

1%

=1%

=1%

<2%

%9 blasti v

KD

<35 %

<5%

<35 %

<5 %

<35 %

5-9%

10-19 %

< 5 08

<5 %

<5 %

<5 %

Auerovy
tyéky

Zadné

Zadne

Zadné

Zadné

zadné

ano

zadné

zadné

Zadné

Karyotyp

jakykoliv, pokud nenaplni
vsechna kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakvkoliv, pokud nenaplni

viechna kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakykoliv, pokud nenaplni
vsechna kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakykoliv, pokud nenaplni
viechna kritéria pro
izolovanou del(5q)

osamocend del(5q) nebo s
jednou pfidanou
abnormalitou mimo -7 nebo
del(7q)

jakykoliv

jakykoliv

jakykoliv

jakykoliv

MDS-definujici abnormalita

jakvkoliv

1 definice cytopenie: hemoglobin (< 10 g/dL), poéet krevnich desti¢ek (< 100 x 10%/L), absolutni poéet neutrofilii (< 1.8 x 10%/L), zfidka mize byt MDS

prezentovan mirnou anémii, nebo trombocytopenii nad témito hranicemi. Po&et monocyti v periferni krvi musi byt <1 x 10%L

* pokud je pfitomna mutace SF3BJ

§ jedno procento blastl v periferni krvi musi byt zaznamendno minimalné pfi 2 odlidnych piileZitosti

'piipady s> 15 % prstenéitych sideroblasti maji dle definice signifikantni erytroidni dyspldzii a jsou fazeny jako MDS-RS-
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2.3 Specialni formy MDS

V ramci klasifikace tohoto heterogenniho onemocnéni muzeme oddélit jeste
nekolik specidlnich typi MDS, které maji specifické znaky. A to sekundéarni (t-MDS),
hypoplasticky MDS, myelodysplazie s fibrozou a détské MDS.

Tzv. sekundarni MDS vznikd vétsinou jako nasledek chemoterapie a radioterapie.
Onemocnéni se muze objevit i né€kolik let po ukonceni terapie, ale vétSina piipada je
diagnostikovana v rozmezi 5 - 10 let po ukonceni terapie. Pacienti maji horsi prognou nez
pacienti s de novo MDS, méné reaguji na léCbu (zejména na 1éCbu cytostatiky)
a castéji progreduji do AML. Onemocnéni ma rychly prubéh, pacienti trpi tézkou
cytopenii. Medidn pieziti je 6,5 mésice od stanoveni diagnozy. Velmi signifikantni rozdil
je v poctu chromozomalnich abnormalit, u de novo MDS je to 45 %, u t-MDS to je 84 %
(Singh et al., 2007; De Roos et al., 2007; Mauritzson et al., 2002; Cermék in Mayer,
2002).

Hypoplastickd forma MDS ma velmi podobné klinické projevy jako aplasticka
anémie, proto je velmi t€zké je od sebe odlisit (Barret et al., 2000). Od aplastické anémie
se hypoplastickd forma MDS 1i8i zejména poctem CD34 pozitivnich bunék, které jsou
u MDS v normdlnim ¢i zvySeném poctu, ale u aplastické anémie je jejich pocet sniZzeny
(Matsui et al., 2006).

MDS se znacnou fibréozou v kostni dfeni pro pacienta znamena horsi prognézu
preziti. Pacienti vétSinou maji multilinearni dysplazii, vice chromozomalnich abnormalit
(horsi cytogenetickou progndzu), pokroc¢ilou cytopenii s nutnosti transfuzi, a to vSe pfi
zvySené bunécnosti kostni diené. Pro tuto formu jsou charakteristick¢ klastry CD34
pozitivnich bunék, které slouzi jako negativni prognosticky faktor pro prechod do AML
(Marisavlejevi€ et al., 2004; Maschek ef al., 1992; Della Porta ef al., 2009).

MDS je u déti diagnostikovan méné €astéji nez u dospélych, incidence je piiblizné
1-2 nemocné déti z milionu (Passmore et al., 2003). Lisi se také svymi klinickymi projevy,
typy cytogenetickych aberaci a je 1éCen predevsim alogenni transplantaci kostni diené. Ma
svij odlisny klasifikaéni systém o 3 hlavnich kategoriich: MDS/MPN, nemoci asociované
s Downovym syndromem a MDS (Hasle er al, 2003). U détskych pacientd je
v90 % nalézdna hepatosplenomegalie, v 75 % lymfadenopatie, v 70 % bledost,
v 60 % horecka a v 40 % kozni vyrazka. U déti je mnoho predisponujicich okolnosti, které
vedou k rozvoji MDS jako napt. trisomie 21. chromozomu (Downtiv syndrom), familidrni
monosomie 7. chromozomu, Fanconiho anémie, a pfedesla chemoterapie ¢i radioterapie

atd. (Cermak, 2002).
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2.4 Lécba

Lécebny postup je pro kazdého pacienta vzdy individudlni, coz je dano
heterogennim charakterem tohoto onemocnéni. Vybér vzdy zéavisi na zavaznosti
zdravotniho stavu pacienta, zafazeni do prognostické skupiny a dalSich moznych
pfidruzenych zdravotnich komplikaci. Lééebné metody muzeme rozdélit do 2 hlavnich
skupin podle rizikovych skupin pacienti: lécebné postupy pro pacienty s nizkym
¢i sttednim-1 rizikem a pro pacienty se stfednim-2 ¢i vysokym rizikem dle IPSS-R.

Dalsi moznosti je rozdéleni podle cile 1écby: symptomatickd 1écba, latky
podporujici diferenciaci bunék ve zralé funkEni prekurzory a postupy pro eliminaci
patologického klonu (Cermék in Mayer et al., 2002).

Struény piehled lé¢ebnych metod byl zpracovan na zakladé publikace Ceské
hematologické spolecnosti a Ceské lékaiské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné —
Lé&ebné postupy v hematologii, Cermak in Mayer et al., 2002 a piehledového &lanku
Malcovatti et al., 2013. Podrobnéjsi informace o jednotlivych moznostech 1é¢by je mozno
dohledat napft. ve ¢lancich Fenaux et al., 2013 a Sekeres et al., 2014.

U pacientll s nizkym ¢i stfednim-1 rizikem (IPSS-R 0-1) je snaha o ovlivnéni
symptomu, zlepSeni kvality Zivota pacienta, zpozdéni progrese onemocnéni do AML.
Lécebnymi strategiemi jsou u této skupiny pacienti: sledovani stavu pacienta, transfize,
chelatacni  1é¢ba, podavani rhstovych faktori  krvetvorby, imunomodulaéni
a imunosupresivni 1écba, alogenni transplantace krvetvornych bunék.

U pacientii se stfednim-2 a vysokym rizikem (IPSS-R 1,5-2) je cilem zvratit
pfirozeny pribéh onemocnéni a prodlouzit dobu Zivota pacienta. Pro dosaZeni téchto cill
jsou indikovany tyto typy lécby: nizkodavkovd a kombinovand chemoterapie,
hypometylacni 1é¢ba, alogenni transplantace krvetvornych bunék.

V Prtiloze €. 3 jsou uvedeny schémata 1écebnych postupii pro vybér spravné 1écby

pro pacienta.
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2.5 Patogeneze

Patogeneze myelodysplastického syndromu neni stale podrobné vysvétlena, ale
s rozvojem molekularné genetickych technik jsou pomalu objasnovany molekularni
faktory a mechanismy zapojené do patogeneze onemocnéni.
hematopoetické kmenové bunky. Tato poSkozena buiikka miize mit urcitou proliferacni
vyhodu ve srovnani se zdravymi bunkami, ¢imz dochazi postupné k narGstu populace
CD34", ktera je charakteristicka pro pokrocCilou fizi onemocnéni. Primarni poSkozeni
buiiky je zptisobeno bud’ somatickymi mutacemi nebo chromozomalnimi aberacemi, které
mohou vzniknout spontanné ¢i po ptisobeni toxickych latek. PoSkozena buiika je zastavena
v nejbliz§im kontrolnim bod¢ bun&cného cyklu (nejcastéji v G1 kontrolnim bodé€), kde
muze nastat oprava genetické informace, pokud poskozeni nejde opravit, dojde k procesu
apoptozy.

V patogenezi se uplatiuji zejména pozménéné procesy jako abnormalni apoptdza,
genetickd nestabilita, potlaceni normdlni krvetvorby, porucha diferenciace a proliferace
hematopoetickych kmenovych bunék. Somatické mutace a chromozomadlni aberace
postihuji geny, jejichz produkty funguji jako transkripéni faktory nebo se uplatiiuji
v sestithu RNA, signalnich drahéch, opravé DNA, epigenetickych procesech jako metylace
DNA ¢i  histonovd modifikace. S velkou pravdépodobnosti pravé kombinace
chromozomalnich abnormalit a somatickych mutaci je odpovédnd za heterogenitu
onemocnéni (Mayer a Stary, 2002; PospiSilova et al., 2013).

Dulezitou roli v patogenezi hraje programovana bunéénd smrt - apoptdza.
Frekvence apoptozy diferencovanych bunék je vyssi v casné fazi onemocnéni a projevi se
periferni cytopenii. V pozdni fazi onemocnéni je frekvence apoptézy naopak nizsi, coz
vede k nariistu populace nediferencovanych bun¢k s moznym vyvojem onemocnéni do
AML (Parker and Mulfti, 2001). Pro zvySenou frekvenci apoptozy bunék je charakteristické
snizeni exprese bcl-2 a abnormalni exprese c-Myc, Bad, zvySena exprese bcl-2 svéd¢i pro
transformaci do AML (Davis and Greenberg,1998; Cermaék in Pospisilova et al., 2013).

Apoptotickd drdha je aktivovana pomoci TNF, ktery se vaze na receptory TNF1
a TNF2. Pokud se TNF navaze na TNF1 spusti formaci tzv. smrt-indukujiciho
signalizaéniho komplexu (DISC), ktery obsahuje TNFR asociovany s doménou smrti
(TRADD) a Fas asociovany s doménou smrti (FADD). TRADD a FAD jsou aktivatory
kaspaz, které dale spousti apoptozu (Scott et al., 2009; Dickens et al., 2012). V ramci

studia patogeneze onemocnéni jsou studovany i rizikové faktory vnéjsiho prostiedi. Bylo
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prokazano vyssi riziko vyskytu MDS u lidi, kteti kouii nebo dlouhodobé¢ koufili. Ve studii
Ma et al., 2011 bylo zjisténé zvySené riziko urmti u pacientd s nizko rizikovym MDS ve
spojeni s kufactvim.

Studovan je i vliv alkoholu, ale jednozna¢ny vliv na vznik onemocnéni nebyl
prokazan (Du et al., 2010). Ve studiich zaméfenych na obezitu bylo zjisténo, Ze u pacientil
s BMI vyssim nez 25 je vyssi riziko vzniku MDS (Ma et al., 2009). Zvysené riziko vzniku
MDS je také asociovano s vystavenim lidi pesticidim a rozpoustédltim, jako napi. benzen
(Strom et al., 2005; Kokouva et al., 2011; Lv et al., 2011). Lidé s autoimunitnimi
onemocnénimi jsou také nachylnéjsi ke vzniku MDS (Dalamaga et al., 2002).

Podstatnou tlohu na rozvoji onemocnéni ma také imunitni systém. U pacient
s autoimunitnimi poruchami, jako systémovy lupus erythematodes, Sjogrenitv syndrom,
Raynaudova choroba, pacienti s plicnimi infiltraty, polychondritidou, periferni
polyneuropatii, glomerulonefritidou, ulcer6zni kolitidou, autoimunitni cytopenii, artritidou,
akutni ¢i systémovou kozni vaskulitidou, pfitomnosti autoprotilatek, monoklonalni
gamapatiii, hypo- ¢i hyper-gamaglobulinémii se castéji rozviji MDS. VétSina anomalii
v imunitnim systém je zaméfena na T bunky a konkrétn€ na pozménény TCR receptor,
abnormalné¢ jsou také exprimovany regulac¢ni T lymfocyty (Treg), které jsou aktivovany ve
vetsi mife v pokrocilejsi fazi onemocnéni a napomahaji transformaci do AML. SniZenou
funkci maji NK (natural killer) buiiky a jsou také asociovany s pozdni fazi onemocnéni
(Fozza and Longinotti, 2012). K aktivaci imunitni odpovédi dochédzi pifi primarnim
poSkozeni buiiky at’ uZ mutaci nebo po pusobeni Skodlivé latky. Svoji roli maji také
cytotoxické T lymfocyty, které jsou aktivovany pii poskozeni hematopoetické kmenové
buniky ve spojeni se zvySenou produkei cytokini jako TNF-a, TNF-f, Fas ligandu ¢i IL1-8,
které jsou schopny podpofit proliferaci ¢asnych progenitorti a spustit apoptézu bun&k
v pozdnim diferenciaénim stavu. Aktivace Fas ligandu vede k jeho vazbé na CD95(Fas)
receptor a ke spusténi kaspazové signalni dréhy, ktera mtize degradovat DNA (Cermak in
PospiSilova et al., 2013).

Pravdépodobné je také naruSena spravna funkcnost mikroprostiedi pro krvetvorbu.
Vrstva, kterd obsahuje hlavné fibroblasty, produkuje u pacienti s MDS vétsi mnozstvi
cytokinu II-6, vrstva obsahujici makrofagy produkuje vice TNF-a. Produkce téchto
cytokinii stimuluje VEGF faktor, ktery odpovid4d za expanzi patologického klonu pii

soucasném usmrceni zdravé buiiky (Cermak in Pospisilova et al., 2013).
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Qbr:izek ¢. 1: Pravdépodobny vyvoj myelodysplastického syndromu (Prevzato a upraveno z
Cermdk in Pospisilova et al., 2013)

V souvislosti s patogenezi MDS jsou studovany i telomery, obzvlast’ jejich délka
a aktivita enzymu telomerazy. Telomery jsou ve zdravych buikach periferni krve
zkracovany zhruba o 40 - 80bp za rok (Iwama et al., 1998). Pokud je telomera zkracena
pod kritickou hranici, dochazi k degradaci DNA a nésledné eliminaci bun¢k. Néckteré
bunky této kontrole vS§ak mohou unikat, pokud z nich vznikne patologicky nesmrtelny
klon, ktery ma aktivni telomerazu. Telomery jsou u pacientii s MDS vyrazné zkraceny, ale
napf. u pacientti s monosomii 7. chromozomu byly identifikovany vyrazné delsi telomery
1 ve srovnani se zdravymi pacienty. Tohoto stavu je patrné¢ dosazeno alternativnim
prodluzovanim telomer (Lange et al., 2009). Vyrazngj$i zkracovani telomer souvisi
s progresi onemocnéni, ale i s vyskytem chromozomalnich aberaci (Sieglova et al., 2004).
Téz byla studovana asociace mezi mutacemi a délkou telomer. Pacienti s MDS nesouci
somatické mutace méli méné bunck s kratSimi telomerami, ale pokud u pacientii bylo
> 80 % bunék s kratkymi telomerami, vykazovali zhorSené preZziti a méli celkové Spatnou
progndézu (Hwang et al., 2016).

Pro prechod z ¢asné faze onemocnéni do pozdni faze je charakteristicka geneticka
nestabilita, ktera miize byt zpisobena mutacemi a vede k aberantnim forméam produkt

jako NADP(H) chinon oxidoreduktaza, glutathion(S) transferdza, které nejsou schopni
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zajistit spravny prubeh reparace DNA (RAD51, XRCC3) a tim k nestabilité. Geneticka
nestabilita patologického klonu mtze vést k dal§Sim mutacim prohlubujicim onemocnéni

(Stary in Mayer, 2002).

2.5.1 Chromozomalni aberace

Chromozomalni aberace jsou detekovany u ~50 % pacienti s MDS za pomoci
klasickych cytogenetickych metod, tak novéjSich piistupti jako SNP ¢i CGH. Pomoci
téchto metod bylo identifikovano 19 abnormalit, jak balancovanych, tak nebalancovanych
prestaveb chromozomt, vyskytujicich se u pacientii s diagnézou MDS (Schanz et al.,
2012; Gondek et al., 2008).

Studium karyotypu je vhodné pro urceni klonality jako prognostického faktoru.

Tabulka €. 5: Prehled chromozomalnich aberaci nalézanych u pacienti s MDS (Prevzato
a upraveno z Visconte et al., 2014

Typ aberace Chromozomalni aberace Primarni MDS (%) Sekundarni MDS (%)

Nebalancované -5, del(5q) 10 40
-7, del(7q) 10 50
+8 10 23
del(20q) 5-8 2.2
-Y 5 nevyuzitelna
i(17q), t(17q) 3-5 vzacna
del(11q) 3 3.9
del(12p), t(12p) 3 nevyuzitelna
-13, del(13q) 3 1.2
idic(X)(q13) 1-2 nevyuzitelna
del(9q) 1-2 nevyuzitelna

Balancované t(11;16)(q23;p13.3) 3
t(3;21(q26.2;q22.1) 2
t(1;3)(p36.3;921.2) nevyuzitelna
t(2;11)(p21;923) nevyuzitelna
inv(3)(q21926.2) 1 0.2
t(6;9)(p23;q34) 1 0.2
t(11q23) 1 12
t(21922) 1 2.6
t(15;17) 2
inv(16) 2
t(8;16) 0.3
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Nize jsou podrobnéji popsadny pouze 3 nejcastéj$i chromozomadlni aberace
a charakterizace.

Aberace 7. chromozomu (monosomie 7. chromozomu, del(7q)) se vyskytuje
v ~10 % de novo MDS piipadd, a u ~50 % ptipadi t-MDS, castjsi je téz u détskych
pacientll. Je spojena se Spatnou progndzou. Intersticialni delece 7q je asociovana s hor§im
pribéhem onemocnéni nez izolovana delece. Bézné¢ deletovana oblast (tzv. CDR) se
nachazi v oblasti 7q22 — 7q32-34. Delece zptuisobuje deregulaci RAS signalizacni drahy ve
spojeni s mutacemi genti KRAS a NRAS (Kardos et al., 2003; Smith et al., 2003; Le Beau
et al., 1996; Side et al., 2004; Schanz et al., 2011; Haase et al., 2007).

Trisomie 8. chromozomu se nachézi pfiblizn¢ u 10 % pacientd s MDS, je ji
pfisuzovano stiedni riziko a jeji vyskyt je spojen s pozdni fazi onemocnéni. Je nalézana
zejména v myeloidnich prekurzorech, kromé CD34"'CD38CD90" kmenovych bunék.
Myeloidni prekurzory s trisomii 8 maji vice exprimovany anti-apoptotické geny, tim
vznikd vyhoda pro patologicky klon. Pacienti jsou vhodnymi kandidaty pro
imunosupresivni 1é¢bu, zejména pokud maji 1 HLA-DR15 fenotyp (Schanz et al., 2011;
Nilsson et al., 2002; Sloand et al., 2005; Sloand et al., 2007).

Delece na 5. chromozomu patfi mezi nejcastéjSi cytogenetické aberace u MDS
s frekvenci 10-15 % (Haase et al., 2007). Intersticialni delece je lokalizovana mezi pruhy
5931 — 5933. V ramci této oblasti byl stanoven tzv. CDR1 o velikosti pfiblizné¢ 1,5Mb
v intervalu 5932 — 5q33 a je asociovan s fenotypem 5q-syndromu (anémii a méné Castou
progresi do AML). Druhy stanoveny CDR2 se nachazi kolem lokusu 5q31 a je spiSe
asociovana s t-MDS, agresivnim priitbéhem a ¢ast&jsi transformaci do AML. V CDRI1 bylo
identifikovano 40 kandidatnich genli pro patogenezi 5q-syndromu (Boultwood et al., 2002;
Lai et al., 2001; Boultwood et al., 2000). Piehled kandidatnich gent lokalizovanych
v CDR oblastech je uveden v Ptiloze ¢. 1. Charakteristickymi ptiznaky 5g-syndromu jsou
makrocyticka anémie, normalni ¢i zvySeny pocet krevnich desticek, které jsou zptisobeny
haploinsuficienci genli v CDR oblasti 5. chromozomu (Berghe Van den et al., 1974; Ebert
et al.,2008).

MDS typu del(5q) je oproti ostatnim zvIlastni tim, Ze Castéji postihuje Zeny (2:1).
Pokud se vyskytuje izolované bez dalSich aberaci, maji pacienti lepSi prognézu
s minimalni transformaci do AML. ZhorSeni prognozy pacienta je ¢asto spojeno s mutaci
genu T7P53. Pacienti s izolovanou del(5q) lépe reaguji na lécbu lenalidomidem
(67 % versus 3 %), dosahuji v 50 % kompletni remise a v 55-70 % transfuzni nezavislosti,

ale pokud je u pacientli detekovana mutace 7P53, pacienti na 1€cbu nereaguji (Adés et al.,
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2009; Kantarjian et al., 2009; Boultwood et al., 1994; Greenberg et al., 1997; Christiansen
et al., 2001; Fenaux et al., 2011; Jadersten et al., 2009). Na obrazku ¢. 2 je zobrazen

predpokladana patogeneze 5q-syndromu.

sniZena epxrese miR-145, miR-146a

trombocytoza
()
snizena exprese miR-145, miR-146 o° ooo 2°
+zvysena exprese TIRAP, TRAF6 ® o 0% trombocyty
klonalni proliferace = P

o

o apoptoza
progenitor

sniZena exprese RP514 ‘

zmény angiogeneze, abnormalni
adherence a adhesivita

defekt erytropoézy, zvysena apoptoza
pravdépodobné zvyiena exprese p53

Obrazek €. 2: Schéma predpokladané patogeneze 5q-syndromu (Prevzato a upraveno z Jddersten
etal, 2010)

Monoalelickd delece genu RPSI4 kédujiciho ribozomélni protein S14, ktery je
soucasti 18S prekurzoru pre-rRNA a vysledné 40S podjednotky vede k naruseni formovani
malé ribozomalni podjednotky. Delece vede k poskozeni diferenciace erytrocytii a tim
k makrocytické anémii. Zatim bylo identifikovdno min. 10 ribozomalnich proteind
(RPSI14, RPS24), jejichz haploinsuficience zplsobuje podobné projevy napi. Diamond-
Blackfan anémie (DBA). NaruSeni formovani ribozoml (tzv. ribozomalni stres) vede
k aktivaci drahy p53 u erytroidnich progenitori a nasledné akumulaci p21, zastavéni
bunééného cyklu a k apoptéoze. U mySich modelii se podatfilo obnovit diferenciaci
erytrocytll skrz inaktivaci p53, coZ naznacuje nové moznosti ve vyvoji lé€ebnych postupii
u pacientl s del(5q) (Ebert et al., 2008; Narla et al., 2010; Barlow et al., 2010; Dutt et al.,
2011).
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2.5.2 Somatické mutace

S vyuzitim metod sekvenovani nové generace bylo odhaleno mnoho somatickych
mutaci u pacientd s MDS. Tyto mutace ve spojeni s cytogenetickymi abnormalitami jsou
zdrojem heterogenity v patogenezi a klinickych ptiznakit MDS. Mutace nékterych genta
jsou specifické pro dany subtyp MDS ¢i pro fadzi onemocnéni, bud’ jsou mutace zékladem
vzniku MDS, nebo jsou pfi¢inou transformace do AML. Proto je témto mutacim
pfisuzovan jisty prognosticky faktor, at’ uz pozitivni, nebo negativni. Mutace alespon 1
genu byla odhalena minimalné u 90 % pacientii (Papaemmanuil ef al., 2013). Nejcastéji
jsou mutovany geny, které se podileji na epigenetické regulaci (TET2, DNMT3A, IDHI,
IDH?2, ASXLI, EZH?), sestiihu RNA (SF3B1, SRSF2, U2AFI1, ZRSR?2), ptenosu signalu
(CBL, JAK2, NRAS, KRAS), oprav DNA (TP53), tvorbé kohezinového komplexu (STAG2,
SMC3, RAD21) a transkripni faktory (RUNXI, BCOR, ETV6).
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2.6 Gen TP53 a protein p53

Gen TP53 a jeho produkt protein p53 patii mezi nejstudovanéjsi objekty v ramci
patogeneze malignich onemocnénich. I pfes veskeré snazeni nejsou doposud objasnény
piesné funkce p53 a poskozeni signalnich drah, které se podileji na vzniku a progresi
onemocnéni. Tento protein je oznafovan jako "strdzce genomu', protoze odpovidd na
mnoho rozdilnych stresovych podnéti a tim i znacné mnozstvi odpovédi na tyto stimuly
(Lane, 1992). p53 byl nejdiive povazovan za onkogen, az v pribchu let byl oznacen jako
tumor supresor. Protein p53 funguje jako transkripcni faktor aktivujici Sirokou Skalu genti
podilejicich se na rtiznych bunéénych procesech — zastaveni bunécného cyklu, opravé
DNA, apoptodze, senescenci.

Divoka forma (tzv. wild-type) p53 pfi rozpoznani poskozeni DNA zastavi bunéény
cyklus v nejbliz§im kontrolnim bod¢ a aktivuje opravu DNA. Pokud Ize DNA opravit, je
opravena, a bunéény cyklus pokracuje dale. Pfi neopravitelném poskozeni DNA je
navozena apoptdza bunky.

Lidsky gen TP53 se nachazi na kritkém raménku chromozomu 17 (17pl3a je
sloZzen z 11 exont (prvni je nekodujici) a 10 intront je 20kb (Benchimol, 1985; Lamb and
Crawford, 1986). Produktem tohoto genu je protein o molekulové vaze 53 kDa, ktery je
tvofen 393 aminokyselinami. Protein je charakterizovan tfemi strukturnimi doménami:
transaktivacni doménou (N konec), DNA vazebnou doménou (centrdlni oblast)
a oligomeriza¢ni doménou (C konec) (Vogelstein and Kinzler, 1994). Tento protein, ktery
ma jméno podle své molekulové hmotnosti, byl objeven pii studiu SV40 viru (Lane and

Crawford, 1979).

2.6.1 Domény proteinu p53

N konec proteinu je tvofen transaktivacni doménou, ktera je zodpoveédna za vazbu
transkripénich faktori — obecnych i1 specifickych faktori, regulac¢nich faktort (napf.
p300/CBP). Na oblast bohatou na prolin (tvofena opakovanim PXXP sekvence) s regulacni
a stabiliza¢ni funkci se vaze negativni regulator MDM2. Centralni ¢ast je DNA specificky
vazebna doména tvofena dvéma kopiemi 10bp konsensus sekvence 5'- PuPuPuC(A/T) -
(T/A)GPyPyPy - 3" oddélenymi 0-13bp. C konec proteinu je slozen z tetramerizacni
a negativni regulacni domény na samém konci, obsahujici fosforylaéni a acetyla¢ni mista.
Nachazi se zde také jaderny exportni a importni signal (Joeger et al. in Hainaut and

Wiman, 2005; Bai et al., 2006).
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transaktivacni oblast DNA vazebna doména  NLS tetramerizaéni NES regulacni
doména bohata na doména doména
prolin

Obrazek ¢. 3 - Schématické zobrazeni struktury p5S3 — N konec je tvofen transaktivacni
doménou (AMK zbytky 1-42) a oblasti bohatou na prolin (61 - 94), dale navazuje DNA vazebna
doména (102 - 292), NLS (jaderny lokalizacni signal), tetramerizacni doména (324 - 355), NES
(jaderny exportni signal) a na samém C konci proteinu regulaéni doména (363 - 393) (Pfevzato a
upraveno z Bai et al., 2006).

2.6.2 Proteiny rodiny p53

Rodinu p53 tvoii 3 proteiny: p53, p63 a p73. Tyto proteiny jsou vyrazné strukturné
homologni, nejvétsi homologii sdili v DNA vazebné doméné. Proteiny p63 a p73 byly
objeveny pozdé&ji nez p53, v roce 1997. Od proteinu p53 se lisi zejména piitomnosti tzv.
SAM domény (sterile alpha domain). Geny kodujici tyto proteiny maji 14 exont (Kaghat
etal., 1997; Wei et al., 2012).

p33 DBD

~B0%

p63 DRD

P37 : : % i D% Dog3%% i

Obrizek €. 4 - Rodina p53 proteinii — Schéma struktury jednotlivych ¢lent rodiny p53 proteint
s vyznacenou homologii mezi jednotlivymi doménami (pfevzato z Wei ef al., 2012).

Proteiny p63 a p73 maji také svoje izoformy jako p53, a to dv€ hlavni varianty:
dlouh¢ izoformy (TA) s transaktivaéni doménou a krat§i izoformy (AN) s kratSim N
koncem (Wei et al., 2012). Pravé svoji homologii jsou p63, p73 schopny aktivovat cilové
geny p53 a regulovat tak osud buiky, nékdy 1 p53 funkéné nahradit (Jost et al., 1997;
Kaghad et al., 1997). Funguji téz jako transkrip¢ni faktory a tumor supresory.

2.6.3 Izoformy p53

Jako u ostatnich genli vznika s pomoci alternativniho sestfihu vice variant proteinu,
u genu 7P53 bylo identifikovano 12 izoforem. Izoformy wvznikaji diky wvnitfnimu

promotoru v intronu 4, alternativnimu sestiihu v intronu 9 a intronu 2, alternativni iniciaci
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translace (alternativni ATG — protein neméa prvnich 40 AMK) nebo iniciaci ze dvou
promotort situovanych pred exonem 1. Neékteré z izoforem vzniklé zuvedenych
mechanismi jsou tkanove specifické a jsou exprimovany v rizné miie v normadlnich
lidskych tkanich. Zakladni p53 (p53a) neni nikdy exprimovan sadm v normalnim stavu,
vzdy je s nim koexprimovano n¢kolik izoforem (Bourdon et al., 2005).

Je pravdépodobné, Ze spolupracuji s p53 na vzniku a progresi nadorovych
onemocnéni. Abnormalni exprese izoforem p53 by mohla odpovidat za nejasné vysledky
vztahu p53 a progndzy pro pacienta. Napi. izoforma A133p53a se podili na odpovédi na
poskozeni DNA. Vice informaci o rolich izoforem p53 v bunécnych procesech je mozno
nalézt v Khoury et al.,, 2011. Nové studie naznacuji, ze p53 nepracuje sam, ale na
jednotlivych procesech, které ovliviiuji zivot buniky, se podili dohromady s vlastnimi
izoformami (Bourdon, 2014). U nadorovych onemocnéni jsou studovdny zejména
izoformy p53p a A133p53 (Khoury and Bourdon, 2010). Jevi se, Ze by mira exprese
izoforem p53 u pacienti s AML mohla byt propojena s mirou pieziti a mirou uspésnosti

chemoterapie (Anensen et al., 2006).

2.6.4 Aktivace p53

Protein p53 je aktivovan Sirokou Skdlou stresovych podnéti — posSkozeni DNA,
onkogeny, naruSena biogeneze ribozomi, ztrata adhezivniho kontaktu buné€k ¢i hypoxie.
Stresové podnéty se daji rozdélit do dvou hlavni skupin:

1. genotoxicky stres — cytotoxické latky, radiace, karcinogenni latky, oxidacni radikaly
2. negenotoxicky stres — hypoxie, ztrata adheze, taxany, cytokiny, Spatna biogeneze
ribozom, onkogeny

PoSkozeni DNA aktivuje p53 pomoci ATR/ATM kinaz ¢i Chk1/2, DNA-PK, PKC,
které fosforyluji N konce a acetyluji C konce p53. Onkogeny aktivuji p142RF a p16, které
inhibuji Mdm?2 a tim aktivuji protein p53.

Mdm2 je také inhibovan nespravnym sloZenim ribozomt, které vytvaii tzv.
ribozomalni stres. Uvolnéné ribozomadlni proteiny (L5, L11, L23) jsou schopny se vazat
s Mdm2 a inhibovat jeho funkci. Dochdzi tedy k aktivaci a stabilizaci p53 a navozeni
zastaveni bunécného cyklu nebo apoptozy (Dutt ef al., 2011).

Hypoxie vede k aktivaci HIF1a, ten stabilizuje a aktivuje p53 ¢i VHL, ktery pfimo
aktivuje p53 (shrnuto v Horn and Vousden, 2007; Pluquet and Hainaut, 2001).

Aktivace proteinu p53, pro jeho vlastni transkripéni aktivitu s ovlivnénim cilovych

gent, zahrnuje tfi kroky: stabilizace p53, vazba na DNA a transkrip¢ni aktivace.
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Uvodnim krokem je znemoznéni vazby negativniho regulatoru Mdm2, a to
posttranslaénimi modifikacemi vazebného mista (zejména fosforylaci). Nasledujicim
krokem je sekvencné specificka vazba na DNA pomoci DNA specifické domény nebo
nespecifickou vazbou skrz C koncovou doménu. Tretim a poslednim krokem je interakce
s obecnymi transkripénimi faktory (napt. TFIID), kterd vede k aktivaci transkripce.

pS53 aktivuje geny podilejici se na priabehu apoptdzy, zastaveni bunécného cyklu,
senescenci €1 opravé DNA. Smér plisobeni zalezi na puvodu stresu, ktery aktivuje p53

a typu bunky (shrnuto v Shaikh and Niranjan, 2015).

2.6.5 Posttransla¢ni modifikace p53

Posttranslacni modifikace ovliviiuji stabilitu proteinu p53 a zahrnuji zejména
fosforylace, acetylace, ubikvitinace a metylace. Modifikovany jsou zejména N a C konce
proteinu. Tyto modifikace obecné usti v stabilizaci proteinu p53 a naslednou akumulaci
p53 v jadre, také zabranuji degradaci p53 — znemoznénim vazby Mdm?2 (Xu, 2003; Brooks
and Gu, 2003).

Fosforylace pfedevsim stabilizuji p53 a podporuji sekvenéné specifickou vazbu na
DNA. Tato modifikace byva indukovéna poskozenim DNA zplsobenym ioniza¢nim ¢i
UV zafenim. Fosforylovany jsou seriny a threoniny na N konci proteinu p53, méné v
C konci (Siliciano et al., 1997). Fosforylace je provadéna mnoha kindzami, kterd vede
k pfipadné disociaci Mdm?2 a tim stabilizaci proteinu (Shieh et al., 1997).

Acetylace lysinovych zbytkil probiha na C konec proteinu, v okoli tetramerizacni
domény. Podporuje sekvencné specifickou vazbu s DNA, zatimco deacetylace tuto aktivitu
umlcuje. Ovliviiuyje také stabilitu inhibici ubikvitinace pomoci Mdm2, pravdépodobné
soupeii o stejné aminokyselinové zbytky. Acetylace stabilizuje protein p53 a aktivuje
transkripci (Gu et al., 1997; Barlev et al. 2001).

Ubikvitinacni proces vedouci k degradaci proteinu pomoci proteasomu je v pripade
p53 fizen Mdm?2. Ubikvitinace p53 je pomérné frekventovana v normalni buiice a udrzuje
nizkou hladinu p53.

Vice informaci o jednotlivych posttranslacnich modifikacich a jejich regulacnich

funkcich je mozno dohledat zde — Kruse and Gu,2008; Bode and Dong, 2004.

2.6.6 Regulace p53

O regulaci aktivity proteinu p53 se stard nc¢kolik regulacnich smycek, a to jak

negativnich, tak pozitivnich. Negativni zpétné smycky jsou zprostiedkovany
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prostiednictvim: Mdm2, Cop-1, Pirh-2, p73AN, cyklin G, Wip-1 a Siah-1. Pozitivni zpétné
smycky potom skrz: PTEN-AKT, pl4/19°RF a Rb. Vsechny tyto smycky jsou
autoregulacni (Harris and Levine, 2005) a udrzuji polocas zivota p53 v normalni bunce
v fadu par minut, v poSkozené buiice je poloCas Zivota prodlouzen do fadu hodin (Lakin
and Jackson, 1999).

podminek udrzuje nizkou hladinu p53. Je to E3 ubikvitin ligdza. Tato negativni regulacni
smycka funguje na principu, Ze p53 indukuje expresi Mdm?2, ktery pak degraduje p53. p53
si sam reguluje Mdm2 vazbou do jeho promotoru. ZvySena mira exprese Mdm?2 vede ke
snizeni hladiny p53. Podili se téz na transportu p53 z jadra do cytoplasmy, zabrainuje vazbé
transkripcnich faktorl a je schopen vazat ptipadné represory.

Mdm2 ma 1 své regulacni proteiny, které reguluji jeho funkci. Protein Akt svoji
vazbou na Mdm2 a jeho naslednou fosforylaci podporuji funkci Mdm2 a tim degradaci
p53. Funkce Mdm2 je inhibovéna proteinem ARF, dochazi k pferuseni transportu p53
z jadra do cytoplasmy. Existuji dalSi proteiny ovliviiyjici aktivitu Mdm?2 a p53, napft.
nucleophosmin,14-3-3-c, B-catenin (Oren et al., 2002; Nag ef al., 2013).

Mdm2 ma izoformu Mdmx (Mdm4, splice variant Mdm?2), ktera je také schopna
inhibovat aktivitu proteinu p53, ale nedegraduje ho jako Mdm?2 (Nag et al., 2013).

2.6.7 Drahy tizené p53

Po aktivaci je p53 schopen se vazat do specifickych sekvenci v DNA a timto
aktivovat transkripci prislusnych gent podilejicich se na fizeni dulezitych bunécnych
procest.

Apoptdza je spousténa vnitini ¢i vnéjsi dradhou, které aktivuji dileZité kaspazy
zprostiedkovavajici samotnou apoptézu. Vnéjsi draha je aktivovdna transmembranovymi
receptory s doménou smrti (Fas, DR15 ¢ PERP receptor). Je aktivovan DISC (smrt
indukujici signadlni komplex) komplex, ktery dale aktivuje kaskadu kaspaz (kaspaza 8§ a 3),
ktera nasledné spousti apoptdézu. Vnitini draha je spousténa mitochondriemi, které uvolni
cytochrom c¢ do cytoplasmy, kde spolecné s APAF-1 a prokaspazou 9 tvoii tzv. apoptozom.
V apoptozému uz aktivovand kaspaza 9 dale aktivuje kaspazu 3, 6 a 7. Vnitini draha je
regulovana zvlasté proteiny Bcl-2 rodiny (Bcl-Xi, Bax, Bak), Noxa, PUMA, Bid (shrnuto
v Haupt et al., 2003).

p53 se podili také na regulaci bunééného cyklu. Pokud je aktivovan poSkozenim

DNA, tak indukuje zastaveni bunécného cyklu v nékterém kontrolnim bodu a navodi
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reparaci DNA ¢i apoptozu, pokud to jinak nelze. Protein p53 je schopen buniku pozastavit
v G1/S kontrolnim bodu, kde je kontrolovan stav pied replikaci DNA. Dochdzi k stimulaci
p21, inhibitoru cyklin dependetnich kinaz, které spolecné s cykliny reguluji bunécny
cyklus. p53 se podili na kontrole S faze. Reguluje téz prechod z G2 faze do mitozy, kde
14-3-3-6 disociuje komplex Bl/cdcl a udrzuji tim ptreruseni bunééného cyklu (Giono and
Manfredi, 2006).

Oprava DNA iniciovana p53 je fizena GADDA45, ktery indukuje excizni opravu
DNA. GADD45 se také pravdépodobné podili na regulaci kontrolniho bodu v G2 fazi
(Giono and Manfredi, 2006).

Autofagie mize byt p53 stimulovdna i inhibovédna. Stimuluje aktivaci DRAM
lysozomalniho proteinu, ktery je nutny pro autofdgii. Autofagie se zdd byt inhibovéna
deficienci p53, protoze v této situaci je hromadén pl4*Rf) ktery mize téZ indukovat
autofagii (Zilfou and Lowe, 2009).

Dalsimi procesy fizenymi p53 je senescence, kterd je iniciovana zkracenim telomer,
poskozenim DNA ¢i onkogeny, a angiogeneze, kde p53 inhibuje formaci novych krevnich
zasobeni pro nador (Itahana et al., 2001; Teodoro et al., 2007; Rufini et al., 2013).

Sebeobnova a klid hematopoetickych kmenovych bunék jsou také regulovany p53,
v této fazi bunck je hladina p53 vyssi nez u plné diferencovanych bunck. p53 reguluje
homeostdzu mezi kmenovymi a diferencovanymi bunikami. Nizka hladina p53 stimuluje
proliferaci hematopoetickych kmenovych bun¢k, vysoké mnozstvi p53 vede k eliminaci

progenitorovych bunék (Pant ef al., 2012; Asai et al., 2011).

2.6.8 Exprese p53 a TP53

Kromé& mutaci je studovdna i mira exprese jak mRNA T7P53, tak i proteinova
exprese. Abnormalni exprese mize vést jako v pfipadé mutaci k naruSeni spravného
prabéhu regulacnich procest zivota buniky. Expresni studie probihaji na trovni mRNA
(pomoci microarrays ¢1 RT-PCR), ale pifevazné na urovni proteinti (imunohistochemie).

U myelodysplastického syndromu s nizkym rizikem byla pozorovdna zvySena
exprese proteinu, ktera byla asociovana s rychlejsi transformaci onemocnéni do AML
a tedy kratSi dobou zivota. Proto je zvySend exprese vyuzivana jako znak progrese
onemocnéni (Duarte ef al., 2014; Saft et al., 2014). O signélni draze p53 u pacienti s MDS
neni mnoho informaci, studie se vétSinou zaméiuji na samotny protein p53, ¢i pouze na
¢ast drahy. Ve studii Wei et al., 2013 pozorovali zvySenou expresi pS3 u pacientti s del(5q)

v erytroidnich prekurzorech, spole¢né€ se snizenou expresi MDM?2. Po 1€¢b¢ lenalidomidem
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doslo ke zvyseni exprese MDM?2 a tim ke snizeni aktivity p53. ZvySena exprese p53 byla
pozorovana u pacienti s mutaci P53 ve srovnani s pacienty bez mutace. Uroven zvyseni
exprese mRNA genu 7P53, ale neodpovidala mife exprese na trovni proteinu. Protein byl
exprimovan v mnohem vétsi mife oproti mRNA u pacientli s mutaci (Kulasekaraj et al.,
2013). Podobné vysledky publikoval Dutt et al., 2011, kdyz zaznamenali zvySenou
akumulaci p53 u pacientii s del(5q), bez vyrazné zvysené exprese mRNA genu 7P353,
pouze se zvysSenou expresi cilovych gent p53. Dulezitost spravné exprese pS53 pro
spravnou diferenciaci hematopoetickych kmenovych bun¢k byla prokazana téz ve studii
Mahfoudhi et al., 2016, studujici inhibitory MDM2 a naslednou zvysSenou expresi p53,
ktera méla cytotoxicky efekt na hematopoetické progenitorové burnky.

Studii zamétenych pouze na expresi mRNA genu 7P53 u MDS neni mnoho a jejich
vysledky jsou nejednoznaéné. Ve studii provedené skupinou Pellagatti et al., 2010 byla
pozorovana zvysend exprese gentl p53 signalni drahy (FAS, CD82, WIGI, CASP3, SESN3,
TNFRSF10B, BAX, DDB2, BID) a snizena exprese genu MDM4 u pacientii s del(5q).
Publikace zaméfend na kvantitativni analyzu exprese genu 7P53 u pacientdl s MDS
detekovala sniZenou hladinu mRNA (Totzke et al., 2001). Dal$i prace zabyvajici se expresi
genu 7P53 na urovni mRNA nedetekovala Zadné signifikantni rozdily mezi pacienty MDS

a kontrolami (Lopes et al., 2016).

2.6.9 Mutace TP353

Somatické mutace genu 7P53 jsou popsany u skoro vSech typi rakovinovych
onemocnéni, vétSina mutaci je lokalizovana do DNA vazebné domény mezi kodony 125—
300. Mutace jsou frekventovangjsi u solidnich nadorti, kde se vyskytuji skoro v 50 %,
u hematologickych malignit, véetné MDS, okolo 10 %. Pfes 70 % téchto mutaci jsou
jednobodové substitucni mutace, nejcastéji to jsou mutace v téchto mistech: R175, G245,
R248, R249, R273, R282. Nejcastejsi jsou substituce typu - G:C> A:T v CpG, G:C > A:T,
G:C > T:A, A:T > G:C. Mutace jsou casto lokalizovany do CpG ostritvkit v koddnech,
které koduji sekvence nutné pro spravnou vazbu p53 na DNA. DalsSimi typy mutaci jsou
mutace posunové, nesmyslné ¢i tzv. tiché mutace. Mutace ovliviiuji strukturu DNA
vazebné domény a tim schopnost vazby p53 na DNA. Neschopnost vazby p53 a DNA je
dana konformac¢ni zménou proteinu. Disledkem je ovlivnéni transkripéni aktivity p53
a mnoha dalSich gent, které p53 ovliviiuje. Disledkem mutaci 7P53 je také naruSena

regulace fizeni MDM2, proto dochédzi ke zvySovani poloCasu Zivota p53 a vyssi
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koncentraci mutovaného p53 (Olivier et al., 2010; Joerger et al., 2005; Hainaut and
Hollstein, 2000).

Aktualni databazi mutaci genu 7P53 lIze nalézt na: IARC TP53 Database
(http://p53.iarc.ft/).

Nésledkem mutaci ziska protein nové onkogenni funkce ¢i ztraci své transkripcni
schopnosti (Muller and Vousden, 2010; Brosh and Rotter, 2009). Mutace vedouci ke ztraté
funkce vede k prodlouzeni polo¢asu zivota mutované¢ho p53 a postupnému nahrazeni wild-
type formy p53. Dochézi k naruSeni normalnich funkci p53. Protein p53 muze také mutaci
ziskat nové funkce, kdy muize ovliviiovat nové geny a prestat ovlivilovat geny, které
ovliviiuje wild-type forma. Dochazi k inhibici tumor supresorové funkce. Mutace maji
dominantné negativni efekt, jsou schopny ovliviiovat wild-type formu p53 (Millau et al.,
2009; Blagosklonny, 2000).

Mutantni forma p53 podporuje proliferaci a preziti bunck, vedouci ke vzniku
metastdz a progresi nadorového onemocnéni. Dusledkem je genetickd nestabilita, ktera
vede k dalSim mutacim. Protein p53 se podili na regulaci diferenciace a piipadné
dediferenciaci progenitorovych bunék. (Rivlin ef al., 2011).

Mutacim genu 7P53 je pfisuzovan negativni prognosticky vyznam u pacientll
s hematoonkologickymi malignitami, jsou asociovany s krat$i dobou Zivota, komplexnim
karyotypem, Castéji po chemoterapii a u starSich pacientti (Peller and Rotter, 2003).

U pacientl s MDS je frekvence mutaci okolo 10 %, a je spojena s komplexnim
karyotypem. Castéji se vyskytuje u pacientl s vysokym rizikem, ale nalezeny byly
1 u pacientll s nizkym rizikem, kde se vysokou mirou podili na progresi onemocnéni.
V nékolika studiich byla nalezena vysS§i frekvence vyskytu mutaci 7P53 s jednim
subtypem MDS, a to s del(5q). U téchto pacientli doSlo k zhorSeni progndzy oproti
pacientim bez mutace. Mutace 7P53 jsou Casto asociovany s progresi onemocnéni, s horsi
progndzou a ztratou léCebné odpoveédi (Kulasekaraj ef al., 2013; Jadersten et al., 2011,

Belickova et al., 2016).
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3 Cile prace

Vysettit hladinu exprese mRNA genu 7P53 a genl zahrnutych v signélni draze p53
(83 geni) v CD34" hematopoetickych kmenovych bufikich  pacientl

s myelodysplastickym syndromem s nizkym rizikem leukemické transformace.

Porovnat zjisténé hladiny expresi jednotlivych gentt mezi skupinami pacientil
s mutaci v genu 7P53, bez mutace, pacienti s del(5q), bez delece a zdravymi
kontrolami s cilem zjistit vliv mutace genu 7P53 a del(5q) na expresi geni p53
signalni drahy. Dale detekovat deregulované geny signalni drahy spole¢né pro

celou skupinu MDS pacientd.

Ur¢it vztah mezi hladinou exprese jednotlivych genti p53 signdlni dréhy

a klinickymi parametry pacientt.
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4 Metody

4.1 Soubor pacientu
Do studie bylo zahrnuto celkem 17 pacientl, jejichz charakteristika je uvedena
v tabulce €. 6 a 5 hematologicky zdravych kontrolnich jedincti (2 Zeny a 3 muzi, primérny

vek 69,8 let).

Tabulka €. 6 - Charakteristika pacientll zahrnutych ve studii

Vichni (%) si?ﬁi:‘;?a Pacieytio Pacieintoi Pacienti (})ez
deleci (%) s mutaci (%) | s deleci (%) delece (%)
Pocet pacienti 17 4 2 6 5
Pohlavi
Zena 10 (59) 3 (75) 0 5(83) 2 (40)
Muz 7 (41) 1 (25) 2 (100) 1(17) 3 (60)
Primérny vék
) 65,6 (48-82) | 76,25 (71-82) 62 (49-75) 60,7 (48-71) 64,4 (60-68)
Krevni obraz
Hemoglobin,
o 92,6 91,5 84 93,2 96,2
pramér (g/1)
Neutrofily,
primer (10° g/l) 2,03 1,82 1,33 1,73 2,85
Krevni
desticky, 304,88 202,75 187,5 434 278,6
pramér (10° g/l)
Blasty 3,01 3,9 1,85 3,97 1,6
WHO
klasifikace
2016
MDS-MLD 8 (47) 2 (50) 1 (50) 3 (50) 2 (40)
MDS s del(5q) 5(29) 2 (50) 0 (0) 3 (50) 0 (0)
MDS-RS-MLD 2 (12) 0 (0) 1 (50) 0 (0) 1 (20)
MDS-RS 2 (12) 0(0) 0(0) 0(0) 2 (40)
IPSS
nizké 9 (53) 2 (50) 0(0) 3 (50) 4 (80)
stiedni-1 8 (47) 2 (50) 2 (100) 3 (50) 1 (20)
IPSS-R
velmi nizké 2 (12) 1 (25) 0(0) 0(0) 1 (20)
nizké 8 (47) 2 (50) 1 (50) 2 (33) 3 (60)
stfedni 6 (35) 1(25) 1 (50) 3 (50) 1 (20)
NA 1(6) 0 (0) 0 (0) 1(17) 0 (0)
Karyotyp
del(5q) 10 (59) 5 (100) 0(0) 6 (100) 0 (0)
bez del(5q) 7 (41) 0(0) 2 (100) 0(0) 5 (100)
Mutace TP53
mutace 6 (35) 5 (100) 2 (100) 0 (0) 0 (0)
bez mutace 11 (65) 0(0) 0(0) 6 (100) 5 (100)
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Tabulka €. 7 - Charakteristika pacientii pouzitych pro validaci dat

Vichni (%) si?ﬁi:‘;?a Pacieflti Pacieinti Pacienti bez
deleci (%) s mutaci (%) | s deleci (%) delece (%)

Pocet pacientu 35 8 4 18 5
Pohlavi
Zena 26 (74) 6 (75) 3 (75) 16 (88,96) 1 (20)
Muz 9 (26) 2 (25) 1 (25) 2 (11,12) 4 (80)
Primérny vék 65,23 (22-
) 82) 70,25 (54-79) | 55,5 (40-75) | 64,83 (22-82) | 66,4 (52-79)
Krevni obraz
Hemoglobin, 92,6 99,5 94,75 87,11 99,6
pramér (g/1)
Neutrofily,
primer (10° g/l) 2,38 1,78 0,99 3,15 1,47
Krevni
desticky, 311,65 279.,4 199,5 390,67 183,6
pramér (10° g/l)
Blasty 3,76 3,54 3,88 4,22 2,36
WHO
klasifikace
2016
MDS-MLD 13 (37) 1(12,5) 3 (75) 5(28) 4 (80)
MDS s del(5q) 18 (51) 7 (87,5) 0 (0) 11(61,16) 0 (0)
MDS-RS-MLD 2 (6) 0 (0) 1(25) 0 (0) 1(20)
MDS-SLD 1(3) 0 (0) 0(0) 1 (5,56) 0 (0)
MDS-EB-2 1(3) 0(0) 0(0) 1(5,56) 0(0)
IPSS
nizké 16 (45,5) 4 (50) 0 (0) 10 (55,6) 2 (40)
stiedni-1 16 (45,5) 3 (37,5 3 (75) 8 (44,48) 2 (40)
stiedni-2 2 (6) 1(12,5) 0 (0) 0 (0) 1 (20)
vysoké 1(3) 0 (0) 1(25) 0 (0) 0(0)
IPSS-R
velmi nizké 309 1(12,5) 0 (0) 1 (5,56) 1 (20)
nizké 16 (45,5) 5(62,5) 2 (50) 7 (38,92) 2 (40)
stiedni 12 (33,5) 1(12,5) 1 (25) 9 (50,04) 1 (20)
vysoké 309 1(12,5) 0(0) 1 (5,56) 1 (20)
velmi vysoké 1(3) 0(0) 1(25) 0(0) 0 (0)
Karyotyp
del(5q) 26 (74) 8 (100) 0 (0) 18 (100) 0 (0)
bez del(5q) 9 (26) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 5 (100)
Mutace TPS3
mutace 12 (34) 8 (100) 4 (100) 0 (0) 0 (0)
bez mutace 23 (66) 0(0) 0(0) 18 (100) 5 (100)
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4.2 Pouzité roztoky a chemikalie

Tabulka ¢. 8 - Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce

Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare Life Sciences
autoMACS® Pro Washing Solution Miltenyi Biotec GmbH
autoMACS® Rinsing Solution Miltenyi Biotec GmbH

CD34 MicroBead Kit, human (CD34 Microbeads + | Miltenyi Biotec GmbH
FcR Blocking Reagent)

96 % ethanol Merck Chemicals

Quibit RNA HS Assay Kit ThermoFisher Scientific Inc
3(2)M NaAc (pH=4,1) Sigma-Aldrich®

Glykogen (20mg/ul) ThermoFisher Scientific Inc
2-propanol Sigma-Aldrich®

Nuclease free water ThermoFisher Scientific Inc

RNase Free DNase Set (RNase free Buffer RDD, | Qiagen®
RNase free water, RNase free DNase I)

High Sensitivity RNA ScreenTape Sample Buffer Agilent Technologies
High Sensitivity RNA ScreenTape Ladder Agilent Technologies

RT? First Strand Kit (Buffer GE, 5x Buffer BC3, RE3 | Qiagen®
Reverse Transcriptase Mix, Control P2, RNAse-Free
Water)

RT? SYBR Green Mastermix (Hotstart DNA Taq|Qiagen®
Polymerase, PCR Buffer, ANTP mix, SYBR Green
dye, ROX passive reference dye)

TagMan Gene expression Assay; Hs00355782 ml ThermoFisher Scientific Inc

SuperScript™ II Reverse Transcriptase Invitrogen™

Tabulka €. 9 - Pouzité roztoky (roztoky fedény deionizovanou H>O, pokud neuvedeno jinak)

Roztok SloZeni
40g NaCl
PBS (10x zasobni roztok - 500ml) - | 1g KCl
pracovni koncentrace 1x 0,94g KH,PO4

7,7¢ Na,;HPO,. 12H,0 - pH=74

2ml 0,5 M EDTA
PBS + 2mM EDTA (500ml) | 50ml 10x PBS
450ml H,0

50ml 10x PBS
2,5¢ BSA

2ml 0,5M EDTA
doplnit H,O

Lyzac¢ni roztok na erytrocyty (10x |41,46g 1,55 M NH4Cl
zasobni roztok - 500ml) - pracovni |3,95g 0,1 M NH4HCO;
koncentrace 1x 1ml 0,5M EDTA

MACS pufr (500ml)
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/18064014?ICID=search-product

ITG + mercaptoethanol (50ml) 50ml ITG, 360ul mercaptoethanolu

70 % ethanol
75 % ethanol fedén Nuclease-free water
Fenol vysyceny vodou

Chloroform : isoamylalkohol (49:1)

4.3 Ostatni material

High Sensitivity RNA ScreenTape (Agilent Technologies)

96-well plate containing dried assays - p53 signaling pathway (human) (Qiagen®)
Optical Adhesive Film (Qiagen®)

4.4 1zolace bunék

Cilem izolace bylo ziskat ¢istou populaci CD34" hematopoetickych pluripotentnich
bunc¢k z kostni diené pacientli. Odbér biologického materidlu byl provadén v ramci
rutinnich odbéri. Vzorek kostni diené je odebiran do zkumavek s EDTA, ktera slouzi jako
protisrazlivy prostiedek. Pfi rutinnim zpracovani kostni diené jsou izolovany téz
mononuklearni buiiky, granulocyty, CD34" a CD34" bufiky. Pro tuto studii byly vybrany
CD34" bufiky, které jsou zodpovédné za krvetvorbu. Jejich izolace byla realizovana dle
nasledujiciho protokolu a prace probihala v laminarnim boxu.

Nejprve byly oddéleny mononuklearni builkky (monocyty, lymfocyty) od
granulocyti, erytrocytll a krevnich desticek pomoci gradientové centrifugace. Kostni dien
byla zfedéna pfiblizné¢ v poméru 1:1 roztokem PBS, podle mnozstvi kostni diené. Takto
nafedéna kostni dien byla pomoci Pasteurovy pipety opatrné navrstvena na Ficoll-Paque,
ktery byl ptfipraven do 50 ml zkumavky, v poméru Ficoll-Paque: krev - 3:4. Vzorek byl
centrifugovan 35 minut, pii 400g, v4 °C (centrifuga Hettich Universal 320R). Po
centrifugaci byly buiiky rozdé€leny dle hustotniho gradientu od dna falkony — viz. obrazek
¢. 5.
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Ifedéna krev
Plazma, krevni desticky

Mononuklearni buriky

Ficoll-Paque
Ficoll-Paque
Granulocyty, erytrocyty

Obrazek €. 5 — Schéma gradientové centrifugace

Byl odebran bily prstenec obsahujici mononukledrni buiikky pomoci Pasteurovy
pipety a pienesen do nové 50ml zkumavky. Z ptivodni falkony byl odebran Ficoll-Paque
a s granulocyty a erytrocyty bylo pokracovano podle protokolu na izolaci granulocyti.
K odebranym mononukledrnim buiikdm bylo pfidano 20 ml pufru PBS + 2mM EDTA
a preklapénim promichano. Pokud se vytvarely shluky, byla suspenze piefiltrovana ptes
filtr zvlhéeny PBS + 2mM EDTA. Nasledovala centrifugace 10 minut, na 350g, pii 4 °C
(Hettich Universal 320R). V piipadé, Ze po centrifugaci vznikl ¢iry supernatant, byl
supernatant opatrné slit a k peleté bunék bylo pfidano 10 ml PBS + 2mM EDTA a nésledné
bylo promichédno pieklapénim. Suspenze bunck byla centrifugovana 10 minut, na 350g, pii
4 °C (Hettich Universal 320R). Po centrifugaci byl odebran supernatant a peleta byla
rozpu$téna v 300ul PBS. 100ul (1/3) suspenze byla odebrano k dokonceni izolace
mononuklearnich bunék. Ze zbylych 2/3 suspenze bunék byly izolovany CD34" buriky.

Izolace CD34" bun&k je zaloZena na pouziti monoklonalnich protilatek, které jsou
konjugovany s paramagnetickou partikuli. Suspenze bunék je oznacena navazanim
specifické magneticky ozna¢ené monoklonalni protilatky (anti-CD34%). Takto ozna¢ena
bunécna suspenze prochdzi kolonou umisténou v magnetickém poli, neoznacené bunky
touto kolonou prochézi. Oznacené bunky se udrzuji v koloné, z niz jsou vytlaeny az po

vyjmuti kolony z magnetického pole. Schéma magnetické separace viz. obrazek €. 6.
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Obrazek €. 6 - Znazornéni prubéhu magnetické separace (pfevzato a upraveno z
http://www.miltenyibiotec.com/en/)

K suspenzi bun¢k bylo piiddno 5 ml MACS pufru a byla centrifugovana 10 minut,
na 300g, pti 4 °C (Hettich Universal 320R). Poté byl opatrné¢ odebran supernatant a peleta
bunék byla rozpusténa v 300 ul MACS pufru, nasledné bylo ptidano 100ul FcR Blocking
Reagent a 100 pl CD34" Micro Beads. Suspenze bunék byla 30 minut inkubovéana pfi
4-8 °C. Po inkubaci bylo ptidano 5 ml MACS pufru pro zastaveni znacici reakce a vzorek
byl centrifugovan 10 minut, na 350g, pii 4 °C (Hettich Universal 320R). Nasledn¢ byl
odebran supernatant a peleta bun¢k byla resuspendovdna v 500 pl MACS pufru
a prepipetovana do 15 ml zkumavky pro autoMACS® Pro Separator (Milteneyi Biotec
GmbH). Do stojanku separdtoru bunck byly pfipraveny tfi zkumavky: 1. se vstupnim
vzorkem, 2. pro neoznacené buiky (v tomto ptipadé CD34") a 3. zkumavka pro oznacené
buriky (CD34" buiiky). Po skonceni separace byla suspenze bunék opatrné ptelita z 15 ml
zkumavek do 2 ml zkumavek, které byly centrifugovany 5 minut na 3000 otacek na
centrifuze MiniSpin (Eppendorf). Nasledné byl opatrné odebran supernatant a ziskana
peleta bun¢€k, pokud méla bilou barvu, byla rozpusténa v 500 pl ITG+merkaptoethanolu.
Pokud byla peleta bun€k Cervend, byl odebran supernatant a byl pfidan 1 ml lyza¢niho
roztoku na erytrocyty. Bunky byly nechany po dobu 10 minut pii 4 °C, aby prob¢hla lyze
bunck. Poté byl vzorek centrifugovdn po dobu 5 minut pfi 3000 otackach (Eppendorf
MiniSpin). Pokud peleta bun€k zbélala, byl odebran supernatant a buiiky byly rozpusStény
v ITG+merkaptoethanolu. Pokud ne, tento krok byl opakovan.

Vyizolované buiiky byly skladovany pii -80 °C.
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4.5 Izolace RNA

RNA byla izolovana pomoci fenol-chloroformové metody dle nésledujiciho
protokolu.

K rozmrazenym bunkdm bylo pfidano 50ul 3 M NaAc (pH=4,1), 450ul fenolu
ur¢eného pro izolaci RNA a 125ul chloroform:isoamylalkoholu (49:1). Suspenze bun¢k
byla promichédna pomoci vortexu (IKA MS 3 Basic) po dobu 10-ti sekund (do bilé¢ho
zbarveni) a nasledn¢ inkubovana 15 minut na ledu. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan
15 minut, na 18659g, pii 4 °C (centrifuga Hettich Mikro 200R). Poté byla opatrné¢
odpipetovana horni vodna faze, obsahujici RNA, do nové 1,5ml low-binding zkumavky
(zkumavky s hladkym homogennim povrchem uvnitf). Ze zbytku vzorku v ptvodni
zkumavce byly poté dle pfislusného protokolu izolovany proteiny a DNA. K odebrané
vodné fazi byl ptidan 1pul glykogenu (20mg/ul) a stejny objem ledového 2-propanolu jako
vodné faze, promichani pieklapénim. Vzorek byl ponechan ptes noc v — 20 °C.

Druhy den byl vzorek centrifugovan 15 minut, na 18659g, pii 4 °C (Hettich Mikro
200R). Poté byl opatrné odstranén supernatant a ke zbylé peleté bylo ptfidano 500ul
vychlazeného 75 % ethanolu a vzorek byl zvortexovan (IKA MS 3 Basic). Nasledovala
centrifugace 15 minut, na 18659g, pii 4 °C (Hettich Mikro 200R). Po tomto odmyti soli
byl odebran supernatant a peleta byla vysusena pii pokojové teploté v laminarnim boxu po
dobu 5 minut. Peleta byla poté rozpusténa ve 20ul Nuclease Free H>O po dobu 20 minut.
Poslednim krokem druhého dne bylo oSetieni DNAdzou, k rozpusténé RNA bylo pfidano
80ul DNA&ze smési (69,3ul H,O, 10ul RDD Buffer, 0,7uL DNAazy) a vzorek byl
inkubovan 5 minut pii pokojové teploté. Reakce byla zastavena pfidanim 10ul 3M NaAc,
110p1 2-propanolu a vzorek byl ponechéan pies noc v -20 °C.

Tteti den byl vzorek centrifugovan 15 minut, na 18659g, pii 4 °C (Hettich Mikro
200R) a poté byl odstranén supernatant. Ziskana peleta byla oplachnuta v 500ul 75 %
ethanolu a centrifugovana 15 minut, na 18659g, pi1 4 °C (Hettich Mikro 200R), nasledné
odstranén supernatant. Peleta byla vysouSena 5 minut v lamindarnim boxu pifi pokojové
teploté. VysuSend peleta byla rozpusténa ve 12ul RNAase free H>O po dobu 20 minut.
Koncentrace RNA byla nasledné zmétena na fluorimetru Qubit® (ThermoFisher Scientific

Inc.) a vzorky byly do dalSiho pouZiti uchovany v -80 °C.
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4.6 Integrita RNA

Integrita RNA byla ur€ovana pomoci metody zalozené na poméru ribozomalnich
podjednotek 18S a 28S, které na vysledném elektroforegramu tvoii kazda jeden pruh.
Pokud jsou pfitomny pouze tyto dva pruhy, neni RNA degradovana. Pfi pfitomnosti vice
pruhid je RNA degradovana. Integritu RNA odrazi tzv. RIN (RNA integrity number), ktery
muze nabyvat hodnoty v rozmezi 1-10. Hodnota 1 znac¢i degradovanou RNA, hodnota 10
je ptifazovana intaktni RNA (Mueller et al., 2016).

Pro ucely stanoveni genové exprese mRNA jsou vyuzivany vzorky s RIN > 7.

Integrita RNA byla stanovovana na pfistrojich TapeStation 2200 a TapeStation
4200 (Agilent Technologies) za pouziti High Sensitivity RNA Screen Tape kitu.

Nejprve byly vSechny reagencie ponechdny 30 minut pfi pokojové teploté. Béhem
této doby byla izolovand RNA natedéna s Nuclease free H.O (0,2ul RNA + 1,8ul H20).
K vzorku RNA byl poté ptidan High Sensitivity RNA Sample Buffer, byl sto¢en na
minicentrifuze (Gilson®) a promichan na vortexu po dobu 1 minut na 2000 rpm. Poté byl
stoc¢en, aby vzorek klesl na dno zkumavky. Nasledné byl denaturovan pii 72 °C po dobu
3 minut. Po denaturaci byl vzorek umistén na 2 minuty na led a nasledné stoen na
minicentrifuze. Poslednim krokem bylo vloZeni vzorku do pfistroje, ktery byl nastaven

podle ptislusného protokolu.

4.7 Real-time PCR

Exprese genu TP53 byla méfena pomoci real-time PCR za pouziti kitu od firmy
Qiagen®, zaméfeného na signalni drahu p53, takZe kromé samotného genu TP53, bylo
obsazeno dalSich 83 gent jeho signalni dréhy, 5 housekeepingovych genli pro normalizaci
dat (ACTB, B2M, GADPH, HPRTI, RPLP0), kontrolu pro piipadnou kontaminaci DNA
(HGDC), 3 kontroly pro spravné probehlou reverzni transkripci (RTC) a v posledni fad¢
3 kontroly pro spravné probéhnutou PCR (PPC). Pracovni protokol se skldda ze tii
hlavnich krokti: eliminace DNA, syntéza cDNA (reverzni transkripce) a real-time PCR.

Prvni krokem byla eliminace DNA. Reagencie byly pfed praci 15s centrifugovany
(minicentrifuga Gilson®) a uchovavany béhem prace na ledu. DNA elimina¢ni smés byla
piipravena ze 2ul Buffer GE, RNA 25ng - Sug a byla doplnéna do 10ul Nuclease-free
H>0O. Tato smés byla inkubovéana po dobu 5 minut pii 42 °C, poté byla ihned poloZena na
1 minutu na led.

Nasledné byl pfipraven roztok pro reverzni transkripci o objemu 10ul: 5x Buffer

BC3 5ul, Control P2 Iul, RE3 Reverse Transcriptase Mix 2ul, Nuclease-free H,O 3ul.
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Tento pfipraveny roztok o objemu 10ul byl pfidan k 10ul DNA elimina¢ni smési, nasledné
byl inkubovan pti 42 °C po dobu 15 minut v termocycleru (Biometra GmbH) a reakce byla
zastavena zvySenim teploty na 95 °C na 5 minut. Ke smési bylo po reverzni transkripci
pridano 91ul Nuclease-free H>O a byl umistén na led.

Poslednim krokem byla piiprava PCR smési. RT?> SYBR Green Mastermix byl
centrifugovan 15s (minicentrifuga Gilson®). Do 5ml zkumavky byla piipravena smés
nasledujiciho slozeni: 1350ul RT? SYBR Green Mastermix, 102l cDNA mixu a 1248ul
Nuclease-free HoO. PCR sm¢s byla dikladné¢ promichana propipetovanim a nasledné po
25ul rozpipetovana do 96-ti jamkové desticky, ktera byla na zavér zakryta adhezivnim
filmem. Desticka s PCR smési byla centifugovana 1 minutu na 1000g pro odstranéni

bublin.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A APAF1 ATM ATR BAI1 BAX BBC3 BCL2 BCL2A1 BID BIRC5 | BRCA1 | BRCA2
B BTG2 CASP2 CASPS CCNB1 CCNE1 CCNG1 CCNH |[CDCD24A |CDCD25C| CDK1 | CDK4 |CDKN1A
C CDKM2A | CHEK1 CHEK2 CRADD | DNMT1 E2F1 E2F3 EGFR EGR1 El24 ESR1 FADD
D FAS FASLG FOX03 |GADD45A| GML HDAC1 HK2 IGF1R IL6 JUN KAT2B | KRAS
E MCL1 MDM2 MDM4 MLH1 M5H2 MYC MYOD1 NF1 NFKB1 | PCNA | PIDD | PPM1D
F PRC1 PRKCA PTEN PTTG1 RB1 RELA PRRM SESN2 SIAH1 | SIRT1 | 5TAT1 | TADA3
G TMF  [TNFRS10BTNFRS510D| TP53 |TP53AIP1|TP53BP2| TP&3 TP73 TRAF2 T5C1 WT1 XRCC5
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

Obrazek €. 7 - Rozlozeni sledovanych genti na 96-ti jamkové desticce

Nasledné byl nastaven cycler StepOnePlus od Applied Biosystems na nésledujici

program pro real-time PCR.

Pocet cykli Doba trvani Teplota
1 10 min 95 °C
40 15s 95 °C

1 min 60 °C

Validace exprese byla provedena pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové
reakce v redlném case (QRT-PCR) genu CDKNIA (TagMan Gene expression Assay;
Hs00355782_m1; ThermoFisher) v bufikich CD34" vybranych MDS pacientli. RNA byla
pfepsana do cDNA reverzni transkripci s pouzitim SuperScript™ II Reverse
Transcriptase (Invitrogen™). Beta-2-mikroglobulin (B2M) byl pouzit jako vnitini
kontrola. Reakce byla provedena v duplikatech na piistroji RotorGene 3000 (Qiagen®).
Podminky tepelného cyklu byly nasledujici.

Pocet cykli Doba trvani Teplota
1 5 min 95 °C
45 20s 95 °C

1 min 60 °C
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4.8 Kvantifikace genové exprese

Primarni analyza dat z kvantitativni PCR byla provedena pomoci programu
StepOne™ Software (ver. 2.2.2, Applied Biosystems), jejimz prostiednictvim byly zjistény
hodnoty Cr (treshold cycle), které vypovidaji o cyklu PCR, ve kterém doslo k ptekroceni
prahu fluorescence. Manudlné byl stanoven prah pro Ct hodnotu na 0.2. Relativni
kvantifikace genové exprese byla hodnocena pomoci AACr metody. Zména genova
exprese pro kazdy gen mezi kontrolni a experimentalni skupinou byla pocitdna pomoci

vzorce 20AACT)

4.9 Karyotyp a mutace 7P53

Stanoveni karyotypu pacientli a identifikace mutaci 7P53 bylo pfedmétem predeslé
studie. Karyotyp byl stanovovan pomoci G pruhovani a potvrzen FISH/mFISH.
Identifikace mutaci byla provedena pomoci sekvenovani na Roche 454 Junior Systém.

Podrobnéji popsano v Belickova et al., 2016.

4.10 Statistické zpracovani dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software) a MedCalc statistickym softwarem. Porovnani pacient s MDS se
zdravymi kontrolnimi jedinci bylo provedeno neparovym t-testem. Vzijemné porovnani
dvou skupin pacienti bylo provedeno spomoci Mann-Whitney testu. Univariantni
a multivariantni analyza byla provedena s pouzitim Coxovy regrese (Coxiv model
proporcionalnich rizik) k identifikaci rizikovych faktort zavislych na OS. Kaplan-
Meierovy kiivky byly pouzity k demonstraci vztahu mezi vybranymi proménnymi

a OS. Pro vSechna testovani byla zvolena hladina vyznamnosti 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Porovnani skupiny pacienti s MDS se zdravymi kontrolami

Pfi porovnani naméfené genové exprese u pacientll s MDS (n=17) s hematologicky
zdravymi jedinci (n=5) byla detekovéna aberantni exprese 10 genil, z nichz u 9 gent byla
exprese zvysSenda a 1 genu snizena. Signifikantni zmény byly nalezeny u nasledujicich
genli: zvySena exprese mRNA genti regulujici apoptozu (BAX, BBC3, FAS, TNFRSF10B,
TNFRSF10D), bunéény cyklus (CDKNIA(p21), CDC254, CCNEI) a opravy DNA
(GADD454). Snizena exprese byla nalezena u genu 7NF, ktery ma fadu rozmanitych
funket.

Porovnéani zmén exprese jednotlivych genti mezi pacienty a kontrolni skupinou jsou

zobrazeny v obrazku €. 8.
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Obrazek ¢. 8 — Grafické znazornéni rozdilu genové exprese mezi pacienty s MDS (MDS)

a kontrolnimi vzorky (Kontroly) v jednotlivych genech. FC (fold change): zména exprese genu.
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Vzijemné interakce signifikantné aberantné exprimovanych geni

Gen TP53 reguluje vSechny detekované geny (TNFRSFI10B, TNF, TNFRSF10D,
FAS, BAX, BBC3, CDC254, CDKNIA, GADD45A4, CCNEI). Nejvice exprimovanym
genem byl CDKNIA, znamy pod jménem p21, ktery je aktivovan jak TP53, tak i GADD45.
CDKN14 inhibuje CCNE1 kédujici cyklin E, nutny pro ptechod z G1 do S faze a reguluje
dalsi cyklin-dependentni kinazy Glfaze. GADD45A4 dale aktivuje geny FAS a BAX, tedy
vnéjsi 1 vnitini drahu apoptézy, pokud nelze DNA opravit. BAX je také aktivovan BBC3
(PUMA), a to nepifimo tim, Ze inhibuje antiapoptotické geny. ZvySenou expresi
vykazovaly téz geny podilejici se na aktivaci vnéjsi drahy apoptézy (FAS, TNFRSF10B),
krom& TNF, ktery byl exprimovan méné. Geny TNFRSFI0B a TNFRSFI0D jsou
homology. TNFRSF'10B indukuje apoptdzu skrz Fas/FasL drdhu, TNFRSF10D oproti tomu

inhibuje TRAIL indukovanou drahu apoptozy.

THF

TNFRSF10D }
TNFRSF10B

casto se vyskytuji spolecné v textu

homologie

experimentalné potvrzena homologie

interakce znama z databaze

exprimovany soucasné

Obrazek €. 9 - Schéma vzajemnych interakci aberantné exprimovanych genti u pacientll s MDS ve
srovnani se zdravymi kontrolami (vytvoreno pomoci http://string-db.org).
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v
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5.2 Porovnani skupiny pacientii s mutaci 7P53 a del(5q) se skupinou pouze s del(5q)

S cilem zjistit, jakym zplisobem ovliviiuji mutace v genu 7P53 expresi ostatnich
genll signalni drahy byly porovnany skupiny pacientd s identifikovanou mutaci 7P53
a del(5q) (n=4) s pacienty, kteti méli pouze del(5q) (n=6). Signifikantni zména genové
exprese byla nalezena u téchto genl ovliviwyjicich apoptéozu (BAX, BCL2A1, PIDD
a TRAF?2) a regulaci bunééného cyklu (E2F3).

U genll BAX, E2F3, PIDD, TRAF2 byla naméfena snizend exprese u pacientd
smutaci 7P53 a del(5q) oproti pacientim pouze s del(5q), u genu BCL2A41 zvySena
exprese.

Porovnani zmén exprese jednotlivych genit mezi pacienty a kontrolni skupinou jsou

zobrazeny v obrazku ¢. 11.
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TRAF2

Obrazek ¢. 11 — Grafické znazornéni rozdilu genové exprese mezi pacienty s mutaci 7P53
a del(5q) (mutace+del(5q)) a pacienty pouze s del(5q) (del(5q)). FC (fold change): zména exprese
genu.
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Vzajemné interakce signifikantné aberantné exprimovanych genii

Gen TP53 ve wild-type form¢ reguluje geny BAX a PIDD, funguje pro né jako
transkripéni faktor. Oba geny se podili na indukci apoptozy. BAX tvoii heterodimer
s genem BCL?2 a funguje jako aktivator apoptdzy. Produkt genu PIDD se podili na tvorbé
tzv. piddozomu, ktery je soucasti drahy spoustéjici apoptdézu pies aktivaci kaspazové
kaskady. Protein kdédovany BCL2A41 genem je schopny snizit uvolnovani cytochromu c,
tim ze inhibuje proapoptotické geny aktivované 7P53, které by mohly uvolnit cytochrom c.
TRAF? je asociovan s TNF receptorem a po tvorbé dimeru s TRAFI je schopen vazat
inhibitory apoptdzy. TRAF2 a PIDD jsou propojeny NF-kB drahou. Transkripéni faktor
E2F3 je jednim zregulatori bunééného cyklu, ktery aktivuje cilové geny nutné pro

prechod buniky z G1 faze do S faze.

Casto se vyskytuji spolecné v textu

homologie

experimentalné potvrzena homologie

interakce znama z databaze

Obrazek €. 12 - Schéma vzajemnych interakci aberantné exprimovanych gend u pacientt s del(5q)
a mutaci TP53 ve srovnani s pacienty, ktefi meli pouze del(5q) (vytvotfeno pomoci http://string-

db.org).
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Na obrazku ¢.13 jsou znazornény vztahy aberantnich gent v p53 signédlni draze dle

biologické databaze drah KEGG.
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5.3 Porovnani skupiny pacienti s del(5q) se skupinou pacientii bez delece

Pfi porovnani skupiny pacientii s del(5q) (n=6) a bez delece (n=5) byla
signifikantni zména genové exprese nalezena u gent indukujicich apoptozu (BAX, BBCS3,
BID, FAS, TNFRSF10B), inhibujicich apoptézu (TNFRSF10D), podilejicich se na procesu
apoptézy (SIAHI, TP53BP2), regulaci bunéného cyklu (BRCA2, CDK4, E2FI, PRCI,
KAT2B, TADA3, RBI), opravé DNA (XRCCS), zastaveni bunééné¢ho cyklu (CDKNIA,
KAT2B), regulaci proliferace (EGRI, E2F1, PCNA, KAT2B. MDM2, PPM1D).

U vSech vySe vypsanych genl byla pozorovdna zvySena exprese u pacientil
s del(5q) oproti pacientim bez delece. Pouze u genu EGRI byla exprese nizsi.

Porovnani zmén exprese jednotlivych genti mezi pacienty a kontrolni skupinou jsou

zobrazeny v obrazku ¢. 14.

BAX BBC3
4- 8-
6-
. p=0.004 O o=
N p S P=0.008
> >
& &
® &
BID BRCA2
1.5- 1.5+
1.0 1.0
%) %)
('8 L.
0.5- 0.5
0.0- r 0.0- r
<:>°’\ p=0.028 0;0’\ p=0.030
a &
S &
& ®

57



CDK4 CDKN1A
1.51 101
8-
1.0
6-
(&) (&]
'S 'S
44
0.54
2-
0.0- 0-
p=0.030
&
\sa\
&
E2F1 EGR1
2.0 3-
1.5
2-
Q 1.0 2
1-
0.5
0.04 : oI
p=0.010 N
& &
& $
QO
FAS KAT2B

58




MDM2 PCNA
2.5- 1.5-
1.0
8]
L.
0.5-
r 0.0- T
=0.004 p=0.004
& P &
() <
& ©
S &
(\O O
PPM1D PRC1
2.0 2.0-
1.5 1.5-
Q 1.01 Q 1.04
0.5- 0.5-
0.0' 00' T
p=0.004 p=0.004
& &
& y
& &
&® o
RB1 SIAH1
2.0 1.5-
1.5
1.0
Q 1.0- Q
0.5-
0.5-
0.0' T 00' T
p=0.004 p=0.017
\‘9& \60‘\
6® b@
& &
&® o

59




TADA3

TNFRSF10B

S p=0.004 N p=0.008
O\’ A
& &
& &
< <
TNFRSF10D TP53BP2
2.0- 2.0-
1.5 1.5
Q 1.04 1.0
0.5- 0.5
0.0- r 0.0- r vy
p=0.004 p=0.017
Ca Ca
& &
°¢ 0o
< <
XRCC5
1.5
1.0
3
('S
0.5
0.0- r
=0.030
N p
&
&
oC)

Obrazek €. 14 — Grafické znazornéni rozdilu genové exprese mezi pacienty s del(5q) (del(5q))

a pacienty bez delece (non(del5q)). FC (fold change): zména exprese.




Vzijemné interakce signifikantné aberantné exprimovanych geni

Gen TP53 piimo reguluje geny BAX, BBC3, BID, FAS, TNFRSF10B, SIAHI
a TNFRSF10D, které se podili na indukci a regulaci apoptozy. Gen TP53BP2 stimuluje
transaktivacni funkci TP53. Z genii podilejicich se na regulaci bunééného cyklu 7P53
pfimo nereguluje zadny, ale oni reguluji jeho. Jednd se o geny BRCA2, E2F] a TADA3.
V procesu zastaveni bunéného cyklu 7P53 reguluje CDKNIA (p21), KAT2B reguluju
TP53. Geny PCNA, PPMID jsou TP53 regulovany v procesu diferenciace, zato geny
EGRI, E2F1, KAT2B a MDM? reguluji TP53. Gen XRCC) je regulovan TP53 a podili se
indukci oprav DNA. Geny 7TP53 a RBI se spoleéné podili na regulaci prichodu

kontrolnimi body bunécného cyklu.

SlAHL

£\

(_

TNFRSF10D

TP53BP2Z

Casto se vyskytuji
spoleéné v textu

homologie

experimentalné

potvrzend homologie
PRCL interakce znama z
databdze
Fi exprimovany soucasné

Obrazek ¢. 15 - Schéma vzajemnych interakci aberantné exprimovanych gend u pacientt s del(5q)
ve srovnani s pacienty bez delece (vytvoreno pomoci http://string-db.org).
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Na obrazku €. 16 jsou znazornény vztahy aberantnich geni v p53 signdlni draze dle

biologické databaze drah KEGG.
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5.4 Univariatni analyza celkového preZiti

Pro zjisténi mozného prognostického vyznamu naméfenych zmén genové exprese
na celkové preziti pacienti (OS) byla proveden univariantni analyza. Krom¢ zmény
exprese jednotlivych genl byly analyzovany i dalsi klinické parametry jako vek, blasty
v kostni dfeni, hladina hemoglobinu, pocet neutrofili a krevnich desticek, ptitomnost
del(5q) a mutace 7TP53. Signifikantni vliv na celkové preziti byl identifikovan
u pritomnosti mutace 7TP53 (p=0,0105) a exprese genu BTG2 (p=0,0392), CCNH
(p=0,0075), CDK4 (p=0,0186), E2F'3 (p=0,0131).

Tabulka €. 10 — Univariatni analyza pro celkové preziti (OS) (HR (hazard ratio), CI (confidence
interval)).

Parametr OS (celkové preziti)
p hodnota HR 95 % CI

VEK (roky) 0,1605 1,0673 0,9749 - 1,1684
Blasty v kostni di‘eni 0,9302 0,983 0,6711 —1,4398
Hemoglobin (g/1) 0,2385 1,0269 0,9828 — 1,0729
Neutrofily (10° g/l) 0,866 1,0603 0,5389 — 2,0863
Krevni desti¢ky (10°/1) 0,141 0,997 0,9930 — 1,0010
Karyotyp — del(5q) 0,9993 0,9994 0,2473 — 4,0383
mutace 7P53 0,0105 8,4248 1,6607 — 42,7380
BTG2 0,0392 1,3919 1,0182 —1,9029
CCNH 0,0075 3199,4016 | 8,8452 —1157255,4599
CDK4 0,0186 0,0262 0,0013 —0,5355
E2F3 0,0131 0,0628 0,0071 — 0,5531

U pacienti se zménou exprese genu B7G2 <0,7 bylo zjiSténo vyrazné kratsi
celkové preziti (median OS: 29, 9 mésicli) oproti pacientim s expresi > 0,7 (median
08S:104,9 mésicti) [Obr. ¢. 17-A]. Zmény exprese genu CCNH <0,79 byly asociovany
s delSim celkovym piezitim (median OS: 121,45 mésicll) oproti pacientim se zménou
genové exprese > 0,79 (medidn OS: 39,3 mésicii) [Obr. €. 17-B] U genu CDK4 se zménou
genove exprese <0,95 bylo zjisténo kratsi celkové preziti (median OS: 39,3 mésici) oproti
pacientim se zmenou exprese > 0,95 (median OS: 138 mésici) [Obr. €. 17-C]. Pacienti se
zménou exprese genu E2F3<1,2 méli krat§i celkové pteziti (median OS: 43,5 mésicl)

u pacientd s hodnotou > 1,2 nemohl byt OS stanoven [Obr. ¢. 17-D].
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Obrazek €. 17 — Kaplan-Meirovy kiivky celkového preziti (OS) — Graf A (OS pro gen BTG2),
Graf B (OS pro gen CCNH), Graf C (OS pro gen CDK4), Graf D (OS pro gen E2F3).
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5.5 Multivariantni analyza

Multivariantni Cox-regresni analyza pro zjisténi vlivu sledovanych parametrii na

celkové preziti (OS) byla provedena u hodnot, které vysly signifikantné z univariantni

analyzy (mutace 7P53, zména genové exprese BTG2, CDK4, CCNH, E2F3). Tato analyza

odhalila signifikantni negativni prognosticky vyznam na OS pouze u zmény exprese genu

CCNH (p=0,0459).

Tabulka ¢. 11 — Multivariantni analyza pro celkové preziti (OS) (HR (hazard ratio), CI (confidence

interval)).
Parametr p hodnota HR 95 % CI
BTG2 0,6722 0,8148 0,3170 - 2,0941
CCNH 0,0459 116059657,2968 1,5448 - 8,72E+015
CDK4 0,2502 0,0000 1,76539E-019 - 69364,6397
E2F3 0,3667 123333,7348 0,0000 - 12,27932E+015
TP53 0,2869 269,2345 0,0096 - 7577333,7345

5.6 Validace ziskanych dat

Validace vysledki byla provedena u genu CDKNIA (p21), ktery vykazoval nejvetsi

zmény genoveé exprese.

a 11 hematologicky zdravych jedincl. Vysledky jsou znazornény na obrazku €. 18.
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Obrazek €. 18 — Graf znazornujici rozdil genové exprese genu CDKNIA mezi pacienty s MDS
(MDS) a zdravymi jedinci (Kontroly). FC (fold change): zména exprese.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo vysetiit hladiny exprese mRNA gent zahrnutych

v signalni draze p53 v CD34" pluripotentnich hematopoetickych buiikidch pacientt
s hematoonkologickym onemocnénim typu MDS, konkrétn€ u pacientl s nizkym rizikem
leukemické transformace do AML. Vzhledem k tomu, Ze onemocnéni MDS je vysoce
heterogenni, vybrani pacienti byli rozdéleni jesté do podskupin podle pifitomnosti
genetickych abnormalit, a to pfitomnosti mutace v genu 7P53 nebo del(5q).

Pifi porovnani genové exprese mezi vSemi zafazenymi MDS pacienty
a hematologicky zdravymi jedinci byla zjiSténa zvySend exprese mRNA gent BAX, BBC3,
CCNEI, CDC254, CDKNIA, FAS, GADD45, TNFRSF10B, TNFRSFI10D a snizena
exprese mRNA genu TNF u pacientll. Tyto vysledky ukazuji na zvySenou aktivitu signalni
drahy p53 i bez signifikantni zmény exprese mRNA genu 7P53, tak jak bylo publikovano
v praci Dutt et al., (2011). Z hlediska biologickych procest byla zvySena exprese zjisténa
u genl indukujicich apoptoézu (BAX, FAS, BBC3, TNFRSF10B) a regulujicich buné¢nych
cyklus (CDKNIA, CDC254, CCNEI), coz je v souladu s pfedchozimi vysledky prace
Bouscaryho et al., (1997), ktera prokazala zvySenou expresi FAS genu v CD34" butikach,
navic hodnota exprese negativné korelovala s po¢tem myeloblasti. Podobné porovnani
s poctem blasti nebylo mozné v nasi studii provést, protoZze byli zafazeni pouze
nizkorizikovi pacienti s poctem blasti do 5 %. U casnych forem MDS s nadmérnou
apoptozou (zejména u RA) je obecné nalézana zvySend exprese TNF cytokinu na Grovni
proteinu 1 mRNA (Stifter ef al., 2005; Kitigawa et al.,1997). V nasi kohorté pacientii
s nizkym rizikem vS8ak byly hladiny 7NF mRNA sniZené, coz podporuje hypotézu o dvoji
roli genu TNF v patogenezi MDS, kdy mize nejen vyvolavat apoptdzu, ale 1 stimulovat
proliferaci ranych hematopoetickych progenitorti (Shetty et al., 1996; Mundle et al., 1999).
Zvysena exprese genl indukujicich apoptéozu bunék odpovidd morfologickym naleztim
u pacienti s nizkorizikovym MDS, a to nalezu cytopenie, kdy dochéazi k ptredCasné
apoptoze zralejSich krvetvornych bunék. Zvysena apoptdza nejvyraznéji postihuje zejména
erytroidni fadu, proto dochdzi ke =ztrat¢ erytrocytl a nasledné anémii. Takeé
u pacientd v této studii byla naméfena sniZena hodnota hemoglobinu (92,6 g/l vs.
referen¢ni hodnota 140-200 g/1).

U vSech vySetfovanych pacienti byla dale zjiSténa zvySend exprese genil
regulujicich progresi bunécného cyklu v reakci na poSkozeni DNA (CDKNIA, CDC254,
CCNE1]
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a GADD45A4). Tyto geny se podileji zejména na regulaci pfechodu z G1 do S faze. Gen
CDKNIA (p21), ktery byl ze vSech geni exprimovan nejvice, tlumi c¢innost cyklin-
dependentnich kinaz G1 faze a tim brani vstupu bunék do dalSich fazi bunécného cyklu.
Predpoklada se, ze jeho hladina se zvySuje v reakci na poskozeni DNA (Levine et al.,
2006). Nase vysledky jsou ve shodé s praci Xiao et al., (2013), kteti zjistili zvySenou
expresi genu CDKNIA na proteinové urovni, tak i urovni mRNA v CD34" bufikach
u 30 MDS pacientli snizkym rizikem. Byla také zjiSténa zvySend exprese tumor
supresorového genu GADD45A, ktery hraje roli v bunéném stresu a je schopen, kromé
oprav DNA a zastaveni bunécéného cyklu v G2/M fazi, téz aktivovat i CDKNIA a tim
zastavit cyklus v G1 fazi (Liebermann and Hoffman, 2007).

S cilem zjistit, jakym zpiisobem ovliviluje mutace 7P53 expresi genu celé signalni
dréhy p53, byly porovnavany hladiny expresi jednotlivych genli mezi pacienty s mutaci
TP53 a bez mutace. Navic vSichni pacienti zafazeni do obou porovnévanych skupin nesli
del(5q). U pacientli s mutaci byla zjisténa snizena exprese tii gend indukujicich apoptoézu
(BAX, PIDD, TRAF?2) a zvySena exprese genu inhibujiciho apoptézu (BCL2A1). Vysledky
naznacuji snizenou aktivitu drah apoptézy a tim moznosti naristu poSkozenych bunék
nesouci mutaci v genu 7P53 v pribéhu onemocnéni, predevsim pii progresi choroby, tak
jak jsme pozorovali v pfedchozi studii (byl pozorovan nartist muta¢ni zatéze) (Belickova et
al., 2016). D4 se predpokladat, Ze u patologického klonu (vnasem pitipadé¢ TP53
mutovaného klonu) dojde k nekontrolovanému bunéénému déleni diky snizené apoptdze
a tento klon nakonec pteroste ostatni bunky. Kulasekararaj ef al., (2013), ve své publikaci
popisuje zvySenou expresi proteinu p53 u MDS pacientll s mutaci 7P53 bez vyznamné
zvySené hladiny 7P53 mRNA ve srovnani s pacienty bez mutace, stejn€ jako bylo popsano
v publikaci Dutt ez al., (2011), coZ je v souladu s nasimi vysledky.

5g-syndrom je specificky subtyp MDS, ktery vykazuje typické molekularni,
cytogenetické, morfologické a klinické znaky jako napf. pfitomnost izolované del(5q),
blasty v kostni dfené¢ pod 5%, normalni nebo casto zvySeny pocet krevnich desticek,
makrocytickou anémii a Casto hypoplastickou erytropoézu. Patofyziologie 5q-syndromu
vychazi predevsim z haploinsufficience genti mapovanych do CDR v del(5q). V dalsi casti
studie jsme se tedy zaméfili na vliv del(5q) na expresi geni signalni drahy p53.
Komparativni analyza mezi pacienty s del(5q) a pacienty bez delece identifikovala
21 aberantné exprimovanych genil. U pacientd s del(5q) byla pozorovana zvySena exprese
gent indukujicich apoptozu (BAX, BBC3, BID, FAS, TNFRSF10B, TP53BP2) a vysledky
ukazuji, ze dochazi k aktivaci jak vnéjsi (FAS, TNFRSF10B), tak i vnitini drahy apoptozy
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(BBC3, BID, BAX, TP53BP2). Aktivita vnitini drdhy byla ovlivnéna vétsim poctem
deregulovanych genti nez té¢ vné&jsi drahy u tohoto souboru pacientti. Tyto vysledky jsou ve
shod¢ se studii Pellagatti et al., (2010b), ktefi popsali zvySenou expresi gent FAS,
TNFRSFIOB a BAX u MDS pacienti sdel(5q) v CD34" bunkach.
U vysetfenych pacienti byla také diagnostikovana anémie, projevujici se snizenou
hladinou hemoglobinu a snizenym po&tem neutrofilt (1,73.10° ku 2,85.10° g/l).

Dalsi skupina genii se zvySenou expresi u pacientd s del(5q) zahrnovala
geny regulujici bunécny cyklus, konkrétné geny BRCA2, CDK4, E2F1, PRCI, TADAS3,
RBI a CDKNIA(p21). Exprese genu CDKNIA (p21) byla mnohondsobné zvySena
u pacientt s del(5q) oproti pacientiim bez delece, podobné nalezy publikoval Dutt et al.,
2011 ve své praci, kde popsal akumulaci p21 v erytroidnich progenitorovych bunikdch
pacientll s 5q- syndromem. VySe popsané geny se zvySenou expresi tlumi ¢innost cyklin-
dependentnich kindz, tim brani vstupu bun¢k do dalSich kol bunééného cyklu a umozni tak
provedeni opravy poskozeného genomu. Uastni se hlavné tzv. prvniho kontrolniho bodu
bunécéného cyklu na konci G1 faze (Wu ef al., 2010; Bertoli et al., 2013; Indovina ef al.,
2015). V préci Pellagatti et al., (2010b) byla popsané zvySenou exprese genti RB1, E2Fla
BRCA2 u pacientli s ¢asnymi stadii MDS oproti pacientim s pokrocilymi stadii, v naSem
souboru nizkorizikovych pacientii byla exprese zvysena oproti zdravym kontrolam.

Pacienti s del(5q) méli zvySenou hladinu exprese genu XRCCS5, ktery se podili na
opravé dvoufetézcovych zloml DNA, konkrétné na nehomolognim spojovani volnych
koncti (NHEJ). Ve studii Ribeiro et al., (2016) byl studovdna vztah mezi bodovym
polymorfismem (rs3835) genu XRCCS, jehoz A/G genotyp asociuje se vznikem MDS,
a hladinou exprese na trovni mRNA. Zadny vztah vSak nebyl nalezen. V jiné préci,
zabyvajici se timto genem zjistili, Ze exprese tohoto genu vzriistd s vékem vySetfovanych
osob v reakci na oxidativni stress (Hazane et al., 2005).

S regulaci bunécéného cyklu je v t€sném spojeni téZ proces proliferace. U genil
regulujicich proliferaci byla zména exprese pozorovana u gent E2FI, PCNA, KAT2B,
MDM?2 a PPMID. U vsech byla exprese zvySena, kromé& genu EGRI, ktery byl
exprimovan méng, coz bylo zplsobeno jeho umisténim v deletované oblasti (CDR) na 5q.
EGRI mimo jiné funguje jako transkrip¢ni faktor pro 7P53.

Z vysledkll univariantni analyzy pro celkové pieziti (OS) vyplynulo, Ze kromé
pfitomnosti mutace genu 7P53, ktera méla vliv na OS (HR: 8,4248, p=0,0105), byly
statisticky vyznamné téZ zmény exprese genl BTG2, CCNH, CDK4 a E2F3. Zda se tedy,

ze 1 kdyz samotnd zména exprese neni statisticky vyznamna, mize mit vliv na OS, jako
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u genll BTG2 a CCNH. Pacienti se zvySenou expresi BTG2 genu méli median OS
105 mésict oproti 30 mésicim pacientll se snizenou expresi. Podobné vysledky vlivu
exprese genu B7G2 na OS byly popsany u pacientii s rakovinou prsu v praci Powell ef al.,
(2016). Ve studii Dorn et al., (2010) byla popsana zvysSena exprese cyklinu H (gen CCNH)
jako nesiln¢jSiho negativniho prognostického indikatoru pro preziti u pacientl
s gastrointestindlnim stromalnim tumorem. V naSem souboru pacientli byla zjiSténa
asociace zvySené exprese transkripniho faktoru E2F3 slepSim celkovym pfezitim
pacientt, stejn¢ jako u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic (Gao et al., 2016).

Multivariantni analyza ukazala, ze exprese genu CCNH je nejsilngjsi nezéavisly
prognosticky faktor u pacienti s MDS s nizkym rizikem. Exprese ostatnich gend, ani
klinické parametry v naS§em souboru pacientli nebyly signifikantni nezavislé prognostické
faktory.

Na zaklad¢ zjisténych dat lze fici, Zze geny signdlni drahy p53 jsou celkové
deregulované u MDS s nizkym rizikem i bez signifikantni zmény exprese kli¢ového genu
TP53. Apoptéza je u nizkorizikovych pacienti zvySena, coz odpovida predchozim
vysledkiim. V tomto pfipad€ je apoptdza a zastaveni bunécného cyklu Zadouci, protoze
muze dojit k reparacnim opravam poskozené DNA ¢i eliminaci malignich bunék. Tyto
procesy jsou jesté prohloubeny u pacientd s del(5q), coz je vsouladu s jejich lepsi
prognozou. Naopak potlaceni apoptdzy bylo pozorovano u pacientll nesouci mutaci v genu
TP53, kteti maji nejkratsi dobu pfeziti. Vzhledem k pfedchozim pracim popisujici
zvysenou expresi proteinu p53 zejména u pacientd s mutaci v genu 7P53 jsme ocekavali
také zménu na urovni mRNA. Tato hypotéza se vSak nepotvrdila. Akumulace proteinu
p53 v jadie je pravdépodobné zpisobena prodlouZzenym polocasem rozpadu mutovaného
p53 oproti proteinu divokého typu.

Vysledky této diplomové prace pldnujeme pouzit pii studii rozsitené o MDS
pacienty s vySSim rizikem a o parové vzorky z doby diagnézy a z pribéhu progrese

onemocnéni.
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7 Souhrn

Pfredmétem této diplomové prace byla analyza exprese mRNA genu 7P53
a genu signalni drahy p53 u pacient s MDS s nizkym rizikem. Celkové byla zmétena
exprese 83 genl, nasledné bylo provedeno statistické vyhodnoceni zjisténych dat mezi
MDS pacienty a kontrolni skupinou zdravych jedincti, mezi skupinami pacientii s mutaci
v genu TP53 a bez mutace a pacientli s del(5q) a bez delece. Byly zjiStény vzajemné
interakce deregulovanych genti v databazi STRING a vztahy genii dle biologické databaze
drah KEGG. Byla provedena validace vysledkli u genu CDKNIA. Byla provedena
univariantni a multivariantni analyza dat jednotlivych genovych expresi a klinickych
parametrii vzhledem k celkovému preziti pacientt.

U pacientd s MDS byly oproti zdravym jedinciim zjistény zvySené exprese mRNA
genu regulujici apoptozu, bunécny cyklus a opravy DNA (BAX, BBC3, CCNE1, CDC254,
CDKNI1A, FAS, GADD454, TNFRSF10B, TNFRSFI10D) a snizena exprese genu TNF,
prozanétlivého cytokinu. Pfi porovnani pacientl s mutaci 7P53 a bez mutace, byla
pozorovana prevazné snizend exprese genti podporujici apoptozu (BAX, PIDD, TRAF2)
a zvySena exprese antiaptotického genu BCL2AI u pacientii nesouci mutaci. U pacientl
s del(5q) v porovnani s pacienty bez delece bylo zjiSténo nejvice aberantné exprimovanych
geni a to 21. ZvySend exprese byla zjiSténa u genl regulujici proliferaci, apoptézu
a bunéény cyklus (BAX, BBC3, BID, FAS, TNFRSF10B, TNFRSF10D, TP53BP2, BRCA?2,
CDK4, E2F1, PRCI, TADA3, RBI, CDKNIA, XRCC5, SIAHI, PCNA, KAT2B, PPMID,
MDM?2).

Pomoci univariantni analyzy byl zjiStén vliv mutace 7P53 a zmény exprese genll
BTG2, CCNH, CDK4 a E2F3 na celkové pfeziti pacientll. Multivariantni analyza ukézala,
ze exprese genu CCNH je nejsilngj$i nezavisly prognosticky faktor u pacientd s MDS
s nizkym rizikem.

Vysledky nasi prace potvrzuji znanou deregulaci signalni drahy p53 u pacientl
s MDS bez signifikantni zmény exprese mRNA genu 7P53. Vysledky této diplomové
prace budou slouzit jako ivodni data rozsifené studie zabyvajici se p53 signalni drdhou

u pacientit MDS.
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Ptehled kandidatnich genti v patogenezi Sq-syndromu (Prevzato a upraveno z Boultwood et

al., 2010)
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FAB klasifikace MDS
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Spatny - komplex vice jak 3 abnormalit, anomalie na chromozomu 7
intermedialni - dal$i abnormality
© Zavislost na transfizi je definovana jako potfeba minimalné€ jedné transfuze kazdych 8 tydnil po dobu 8 mésic.



Priloha ¢. 3

Lécebny postup pro pacienty s primarnim MDS: nizké IPSS skore

Nizké IPSS skére Jj

Asymptomaticka ( Symptomaticka
cytopenie k cytopenie
o ’ Vék < 60 let, do 5% blasti v KD,
Sledovani 2P0 ST ) szl normalni cytogenetika, dependence na
pacienta nebo <2 TU/mésic chelatacni léCba fEpe e

EPO <500 U/l a

+ G-CSF nebo z 2 TU/mésic nebo < 2 TU/mésic

[RekombinantniEPO] [ EPO 2500 Ull a ]

Lécebny postup pro pacienty s primarnim MDS: stfedni-1 IPSS skore

Stredni-1 IPSS riziko

Do 5% blast( v KD, bez cytogenetickych
abnormalit, dependence na transflzich,
asymptomaticka cytopenie

Vék pacienta do 65-70 let,
Symptomatickd anémie neprizniva cytogenetika,
perzistence blastu v KD

Vék < 60 let,
blasty V KD do
WD s Transfize a EPO s500 U/l a gt -
Sledovani pacienta chelataéni nebo = 2 TU/ y - Dostupny darce
del(5q) s cytogenetika,
lecba LICEIE dependence na
transflzich

Imunosupresivni Allogenni
lééba ATG + CsA transplantace

EPO <500 U/l a
nebo = 2 TU/mésic

Rekombinantni
EPO t G-CSF

EPO 2500 U/l a
nebo = 2 TU/mésic




Lécebny postup pro pacienty s primarnim MDS: stfedni-2 a vysoké IPSS skore

Stfedni-2 a vysoké IPSS
riziko

v v v v

[ Azacytidin J [Podpﬁmé Iéc':ba] Nedostupny darce ) [ Dostupny darce ]

< 10% blastl v

Nepfizniva 2 10% blastl v °
KD 2 10% blasta v KD

/ KD, pfizniva
cytogenetika cytogenetika

~—

(Prevzato a upraveno z Malcovati et al., 2013)



