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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A ODBORNYCH TERMINU

AL - akutni leukemie

ALL - akutni lymfoblasticka leukemie

ALT - Alternative Lenghtening of Telomeres

AML - akutni myeloidni leukémie

B2M - beta-2-mikroglobulin

cDNA - komplementarni DNA

CMMoL - chronicka myelomonocytarni leukémie
DNA - deoxyribonukleova kyselina

Dg - diagnoza

dNTP - deoxynukleotidtrifosfaty

HSCT - Hematopoietic Stem Cell Transplantation
IPSS - International Prognostic Scoring System

MDS - myelodysplasticky syndrom

MO- M7 - subtypy akutni myeloidni leukémie

KD - kostni dfefl

mRNA — mediatorova RNA

NC - negativni kontrola

PCR - polymerazova fetézova reakce

PK - periferni krev

RA - refrakterni anémie

RAEB - refrakterni anémie s excesem blastd

RAEB-t - refrakterni anémie s excesem blasti v transformaci
RARS - refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
RNA - ribonukleova kyselina

RT - reverzni transkripce

SAML - sekundarni AML

TA — telomerazova aktivita

TRF - terminalni repeti¢ni fragment

anémie - snizeni poctu erytrocyti a koncentrace hemoglobinu
(pan)cytopenie - snizeni po¢tu krvinek ve viech buné&énych fadach
hematopoéza - krvetvorba

leukopenie - snizeni poétu leukocytd (< 4x10° /1)
relaps - znovuvzplanuti nemoci

remise - klidové stadium nemoci

Poznamka:
Oznadeni gen, na rozdil od proteind, které kéduji, je zvyraznéno kurzivou.



1. UVOD

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu onemocnéni
charakterizovanou neefektivni krvetvorbou. Vzhledem ke skuteénosti, Ze ¢ast pacientu s
MDS piechdzi do akutni myelodni leukemie (AML), byva téz oznafovan za
preleukémii. V soucasné dob¢ predstavuje alogenni transplantace krvetvornych bunék
pro pacienty s MDS jediny zpisob vedouci k vyléceni. Presto je riziko transplantace
pomérné vysoké a je tieba jednoznaéné definovat pacienty, pro které predstavuje
transplantace niz$i riziko nez samotny MDS. Individuélni riziko pacientt, jejich pieziti
a pravdépodobnost transformace do AML, je stanoveno na zakladé poctu blastl v kostni
dfeni, poctu cytopenii v periferni krvi a klondlnich chromozomovych abnormalit — tzv.
IPSS skore (International Prognostic Scoring System). Diagnostické a prognostické
systémy se ale stale vyvijeji, stejné€ jako se neustale zdokonaluji technologie umoziujici
lepsi detekci genetickych a biologickych abnormit vedoucich ke vzniku MDS.
Objasnéni a pochopeni téchto patogenetickych procesti mize piedstavovat novy, velmi
dilezity prognosticky pfinos pro pacienty s MDS a muze pfispét ke vzniku novych
uspésnych lé¢ebnych postupt.

Jednim z mechanisml pfispivajici k patogenezi onemocnéni je 1 zvySeni aktivity
ribonukleoproteinu telomerazy. Jeji zmény v pribéhu maligni transformace bunék se
staly jednim z nejéastéji studovanych témat poslednich let, diky zjisténi ze vétSina
nadorovych onemocnéni, vcéetné hematologickych malignit, vykazuje reaktivaci
telomerazy nebo zvySené hladiny jeji aktivity (Kim et al., 1994). ZvySeni aktivity
telomerazy piedchazi postupné zkracovani telomér az na kritickou délku, kdy uz
teloméry nejsou schopny plnit svoji biologickou funkci ochrany chromosomu. Za
fyziologickych podminek vede tato eroze telomér k zéniku buriky, ale obnoveni funkce
telomerazy umozni stabilizaci telomér, coz mize vést k expanzi patologického klonu
s poskozenim genomu.

Zménéna dynamika telomerazové aktivity a vlastné celého teloméro-telomerazového
komplexu, véetné exprese genl, které se podileji na jeji regulaci, tak patii mezi
vyznamné mechanizmy procesu transformace bun€k bez ohledu na typ malignity.
Ackoli se jednotlivé studie jiz zabyvaly predevSim expresi genli ATERT a c-Myc, u
pacienti s MDS a AML nebyly dosud provedeny studie zabyvajici se komplexni
charakteristikou teloméro-telomerazového komplexu, vcetn€ expresnich profild gent

POTI, TEPI, TNKS a TRF1I, jejichz exprese nebyla u MDS zatim viibec sledovana.



Znalost variability délky telomér, telomerazové aktivity a expresnich profili gent,
zapojenych do souvisejicich signaliza¢nich drah, muze kromé teoretického piinosu,
urit nové prognostické faktory MDS a identifikovat pacienty v riziku. Stejné tak
mohou byt tyto faktory dilezité pro prognézu primarni akutni leukémie.

Na zaklad¢ souasnych poznatkl, kdy normalni somatické builky nevykazuji
telomerazovou aktivitu a vyjimkou jsou zarode¢né buriky a buriky obnovujicich se tkani
(v€etné krvetvornych, které exprimuji nizké hladiny telomerazy), piredstavuje
telomerdza vhodny univerzalni terapeuticky cil. Terapie zaméfend na sniZeni jeji
aktivity by tak neméla pftili§ ovlivnit normdlni buiiky, které se od nadorovych lisi nizsi
hladinou telomerazové aktivity, delSimi telomérami a mensi prolifera¢ni aktivitou.
Piedkladana disertaéni prace vznikla v ramci feSeni grantovych projektt IGA MZ CR
NC/5903-3 a NC/7606-3, které se zabyvaly problematikou dynamiky komponent
teloméro-telomerazového komplexu u MDS a akutni leukémie. Nedilnou soucasti bylo
studium délky telomér (TRF) vkrvetvornych bunkach a miry jejich nadmérmého
komponent. | kdyz vySetfeni délky telomér nebylo pfimo piedmétem disertacni prace,
problematiku teloméro-telomerazového komplexu a jeho ulohu v leukemogeneze je
nutné pojimat komplexné. Proto jsou, vysledky dosazené vramci této studie jsou
konfrontovany s vysledky TRF dosazenymi v ramci uvedenych grantovych projektd, na

jeijchz teSeni jsem se podilela.

2.CILE PRACE

e Stanovit aktivitu telomerdzy u pacienti s myelodysplastickym syndromem a
akutni leukémii pfi diagnéze a v prubéhu onemocnéni pomoci kvantitativni
metody zaloZené na schopnosti telomerazy syntetizovat in vitro telomérické
repetice (TRAP - Telomeric Repaet Amplification Protocol)

e U pacientil zafazenych do studie stanovit hladinu exprese gent, které se pfimo ¢i
nepiimo podileji na regulaci aktivity telomerazy, metodou reverzné
transkriptdzovou PCR v realném case. Kromé gent hTERT a c-Myc se jedna o
prvni studii expresnich profili gent POT1, TEPI, TNKS a TRFI u MDS.

e Definovat vzdjemné vztahy délky telomér, telomerazové aktivity a expresnich
profili gent uvedenych v bodé 2. u studovanych hematologickych onemocnéni,

ur¢it jejich vyznam z hlediska diagnoézy, progndzy a 1é€by nemoci.



3. PROBLEMATIKA

3.1. TELOMERO-TELOMERAZOVY KOMPLEX

3.1.1. Teloméry a telomeraza

Teloméry jsou specializované DNA-proteinové struktury, které predstavuji konce
linearnich chromosomu. U ¢loveka jsou sloZzené z kratkych tandemové uspotfddanych
repetitivnich DNA sekvenci (TTAGGG),, které mohou tvofit 5-25 kbp.

Hlavni funkci telomér je ochrana koncli chromosomi pred jejich vzajemnymi fizemi a
formovanim di- a multi centrickych chromosomi. U téchto abnormalnich chromosomi
muze béhem mitdzy dochazet ke zlomim, které poskodi genom a nasledné vedou
k procesu senescence ¢i iniciaci apoptézy. Vedle ochrany koncli chromosomi pusobi
teloméry proti ztraté DNA sekvenci. Délici se burky ztraci piiblizn¢ 25-200 bp béhem
kazdého bunécného d€leni, coz je disledkem neuplné replikace opozd'ujiciho se vldkna
béhem DNA syntézy — tzv. koncovy replika¢ni problém (Obr. 3.1.). Dal$i mozna ztrata
se dé¢je diky 5°-3’exonukledzové aktivité¢ polymerazy, kterd zkracuje telomerické CA

bohaté vlakno.
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Obr. 3.1.: Neuplna replikace opozd'ujiciho se vlakna

Za ptredpokladu, Ze buiika zacina déleni pii délce telomér 5-10 kbp, ¢eka ji ptiblizn€ 50-
200 déleni. Padesat bunéénych déleni piedstavuje potencialni vytézek 10" bunék, &ili

ptiblizné 1000 kg bunck. Aktudlni proliferativni potencial je ale zpravidla niz$i v



zavislosti na presné délce telomérickych repetici potfebnych pro spravnou funkci
telomér. Délka telomér se u jednotlivych chromosomu liSi a proliferativni potencial
bunky je ovlivnén nejkratS$imi z nich. Replikativni kapacita somatickych bunék tak
piedstavuje bariéru proti neomezené proliferaci, ktera je charakteristickd pro nadorové
buriky. Ty podobné jako zarode¢né bunky exprimuji telomerazu a jsou z tohoto pohledu
nesmrtelné (Lansdorp et al., 1995). Signifikantné¢ vys$Sim proliferativnim potencidlem,
oproti hematopoetickym buiikdm dospélych, se diky del$im teloméram vyznacuji burky
pupecnikové krve, ¢imz se jevi jako vhodngjsi pro transplanta¢ni Ucely (Vaziri et al.,
1994).

Konce chromozomu vytvaieji velké dvouvldknové smycky - tzv. T-smycky (T-loops) —
lasovité struktury, které vzniknou zanofenim pie¢nivajiciho telomérového vldkna na 3’
konci do dvouvlaknové telomerické oblasti. Toto usporadani zabezpecuje ochranu
telomér pied degradaci a DNA opravnymi systémy buriky (které by mohly strukturu
rozpoznat jako dvouvlaknovy zlom) a zaroveit muze slouzit k alternativnimu zptsobu
jejich prodluzovani (kapitola 3.6.). Struktura tvaru pismene D, kterd takto vznikne
vytésnénim jednoho z vldken telomérické dsDNA, je oznacovéana jako D-smycka (D-

loop; Toméaska et Nosek 2001; Obr. 3.2.)

LI LI

Obr. 3.2.: Struktura koncti chromosomii (upraveno dle Tomaska et Nosek 2001)

U nékterych organismi jako napt. kvasinek Saccharomyces cerevisiae bylo prokazano
reversibilni umléeni exprese geni lokalizovanych v blizkosti telomér. Vliv telomér na
expresi genl umisténych v oblasti telomérového chromatinu je oznacovan jako
telomérovy pozi¢ni efekt (Telomere Position Effect, TPE). Extenzivni zkracovani
telomér muze na druhé stran¢ expresi aktivovat (Liu et al., 1999). Baur et al. (2001)
popsal TPE i v lidskych burikach — ukazal, Ze reportérovy gen lokalizovany v blizkosti
telomér byl exprimovan pfiblizn¢ 10x méné nez kontrolni gen umistény nahodné v

genomu.



Telomeraza je velky ribonukleoproteinovy enzym, ktery rozpoznava jednovlaknové G-
bohaté useky jako primér a piidavéa telomérické repetice na jejich 3’konce pouzivajic
vlastni RNA jako templat. Podili se tak na udrzovani koncli chromozoml de novo

syntézou telomerickych repetic TTAGGG.

TT ¢ TTAGGG
AA -5

TRF1  TRF2 TERT templdt

Obr. 3.3.: Konce chromosomt s telomerazou tvorenou RNA templatovou podjednotkou a proteiny TERT
a TEP1 a telomérickymi repeticemi (TTAGGG), s navazanymi proteiny TRFla TRF2 (Telomeric Repeat

Fragment 1 a 2)

Jadro enzymu je tvofeno 445 nukleotidi dlouhou RNA podjednotku, kédovanou genem
hTR, proteinovou podjednotkou s reverzné€ transkripéni aktivitou kdédovanou genem
hTERT a proteinem TEP1 (Telomerase-associated Protein 1; Obr. 3.3.).

RNA komponenta, obsahujici 11 nukleotidovou sekvenci komplementarni k 1.5
telomérické repetici (5'-CUAACCCUAAC-3"), slouzi jako vnitini templat pro syntézu
telomérickych repetic. Buriky exprimujici mutovanou telomerazovou RNA se vyznacuji
omezenou Zivotaschopnosti, abnormdalnim bunéénym cyklem a velkym poctem
chromosomovych fuzi. Exprese mutovaného templatu totiz méni vazebné misto pro
teloméro-vazebné proteiny, které jsou dulezité pro funkci telomér. Gen ATR je
konstitutivné exprimovan v lidskych bunkéach, zatimco exprese genu ATERT je
charakteristickd piedevsim pro kmenové a zarode¢né buriky a je povaZzovana za hlavni
limitujici faktor urcujici aktivitu telomerdzy (Mathieu et al., 2004). Protein
telomerazové reverzni transkriptdzy obsahuje 3 regiony: N-koncovy region (N-
terminus, amino terminus), centralni region a C-koncovy region (C-terminus, carboxy
terminus). N-konec proteinu je spiSe bazicky a obsahuje alespori 4 domény, které jsou
evoluéné konzervované. Tato Cast je nezbytnd pro aktivitu telomerazy diky vazbé RNA
podjednotky. Centralni oblast proteinu obsahuje 7 evolu¢né konzervovanych motivi,
které definuji katalytickou ¢ast reverzni transkriptdzy a jsou tak esencidlni pro

enzymatickou aktivitu telomerdzy. C-koncova ¢ast je dulezitd pro jaderny export



proteinu a pro uspofadani pln¢ funkéniho enzymu (Banik et al., 2002). Funkce enzymu

je znazornéna na Obr. 3.4.

TTAGGGTTAGGGTTAG 37
AATCCCAA 57

' elongace

TTAGGGTTRAGGGTTAGGGTTAG 3°
AATCCCAANG CAAUCCCAAUC

5
telomerdzovd RNA

' translokace 5

AGGGTTAG 3°
CAAUCCCAAUC

TTAGGGTTAGGGT
AATCCCAA

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 3°
AATCCCAA CAAUCCCAAUC

Obr. 3.4.: Funkce telomerazy: telomeraza piidava jednotlivé dNTP na 3’konec telomérického DNA
vlakna podle vlastni RNA matrice; v dal$im kroku dochazi k translokaci telomerazy, ¢imz se posune o

délku jedné telomérické repetice a mize dale prodluzovat DNA vlakno.

Exprese telomerazy hraje dulezitou ulohu v bunééném stdrnuti a normaln¢ je potlacena
v postnatalnich somatickych burkach, ¢imz dochézi k fyziologickému zkracovani
telomér (Obr. 3.5.) Jeji deregulace pak mize byt dulezitym krokem v onkogenezi.
Pfedpoklada se, ze aktivace telomerazy je pozdni udélosti v transformaci bunék,
zatimco chromosomové zmény jsou udalosti ¢asnou. Telomeraza je tak aktivovand az
po iniciaci genomové nestability a jeji funkce spociva ve stabilizaci konci chromosomu
(Obr. 3.6.). Telomerazovy ribonukleoproteinovy komplex je tedy exprimovan v
transformovanych bunkach a v buitkkach obnovujicich se tkéani, kde pisobi ochranu
konct chromosomu proti ztraté genetického materidlu. Studie na mysich modelech ale
predpokladaji, ze se telomeraza ucastni také opravy chromosomdi, kdy se de novo
syntéza telomérickych repetic mize objevit také v dvouvlaknovych zlomech (Goytisilo

et al., 2002).
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Obr. 3.5.: Teorie bunééného starnuti a nesmrtelnosti

V normalnich somatickych buiikach je telomeraza neaktivni a tak dochazi béhem bunéénych déleni ke
zkracovani telomér. Hematopoetické bunky se vyznacuji urcitou aktivitou, ta ale neni dostate¢na k tomu,
aby zcela zabranila zkracovani telomér. Telomeraza je exprimovana v zarode¢nych burikach (kde je
schopna udrzet konstantni délku telomér) a v n€kterych na proliferaci naroénych typech, jako jsou napft.
aktivované lymfocyty.

Podle teorie bunécného starnuti a nesmrtelnosti existuji dva mechanismy, které brani bunkam
v neomezené proliferaci. Prvni z nich, M1 mechanismus (Mortality Stage 1, Senescence), se aktivuje,
kdyz teloméry dosahnou urcité délky — 5-6 kbp diky postupnému zkracovani s kazdym bunéénym
délenim. M1 mize byt indukovan i aktivaci gent v subtelomerickych oblastech nebo signalem poskozeni
(zkraceni) DNA produkovanym jednou z 92 telomér. M1 plsobi spusténi procesu senescence bunék,
pti¢emz se zastavi jejich dalsi proliferace.

Senescenci lze oviem obejit vyfazenim jejich molekularnich mediatori — tumor supresorovych proteini
(napf. pRB, p53). Pokud je jejich funkce zablokovana, at uz mutaci ¢i vazbou virovych onkoproteint
(jako napt. AgTgvas, E6/E7 proteiny papilomavini), dochazi k dal§imu buné¢nému déleni a zkracovani
telomér az dosahnou kritické délky (2-4 kbp), kdy uz nejsou schopny plnit svoji biologickou funkci
ochrany chromosomi. Dochézi k indukci M2 (Mortality Stage 2, Crisis) mechanizmu a zastaveni
buné&¢ného deleni doprovazeného vinou bunééné smrti. Nezbytnou podminkou dal$i proliferace a
stabilizace telomér je nejCastéji reaktivace telomerazy, ktera miZe vést k imortalizaci a Casové
neomezené proliferaci.

Burika ve stadiu senescence muze v kultufe pretrvavat 1 nékolik let — zistava metabolicky aktivni, ale
nemuze syntetizovat DNA

Ze schématu vyplyva, ze nadory maji krat3i teloméry a rychlejsi proliferaci a mély by tak byt k inhibici
citlivéjsi nez normalni buiiky, které jsou telomerazové negativni (viz také kap. 3.8.)

(upraveno dle: Hatina et Reischig, 2001; Shay et al., 1996; Bryan at al., 1999, Engelhardt et al., 1997 )
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Obr. 3.6.: Telomerdza kompenzuje ztratu genetického materidlu v duasledku neuplné replikace

opozd'ujictho se vlakna (dle Alberts et al. 2003)

Za jeden z mechanisml deregulace telomerazové aktivity je povaZovana i existence
alternativniho sestiihu, kodujici rizné izoformy telomerazové reverzni transkriptazy,
(Bechter et al., 1999; Liu et al., 1999). Funkce telomerazy mize byt také ovlivnéna
fosforylaci telomerdazovych proteinovych slozek. Li et al. (1999) ve svych studiich
ukazuje, Ze aktivace telomerazy vyzaduje fosforylaci TERT a TEP1 proteind, které se v
bunikach nadort prsu chovaji jako fosfoproteiny. Telomeraza tak mize existovat ve
dvou konfiguracich s TERT a TEP1 fosforylovanymi nebo defosforylovanymi.
Fosforylace je asociovana s vyssi aktivitou telomerazy a podili se na ni napt. fosfataza
2A a protein kinaza Cao.

Podobné jako aktivace telomerdzy je inaktivace proteinu p53 casto asociovana s
lidskymi nédory a je zapojena do imortalizace nadorovych bun¢k. P53 miZe interagovat
pfimo s jadrem telomerazy a pusobit jeji inhibici, vedouci k bunééné smrti (Liu et al.

1999). Na druhou stranu vede inaktivace p5S3 k up-regulaci telomerazové aktivity.



3.1.1.1. Telomerdzova aktivita v normadlnich hematopoetickych burikdach

Normalni somatické buriky nevykazuji telomerazovou aktivitu (TA), vyjimku tvofi
buiky obnovujicich se tkani, vcetné hematopoetickych bunék, kde se setkavame
s nizkymi hladinami exprese telomerazy. Iwama et al. (1998) zjiStoval aktivitu
telomerazy a délku telomér mononukledrnich bunék periferni krve skupiny zdravych
jedincd. Spole¢né s narustajicim vékem jedince poukazal na pokles telomerazové
aktivity a u zhruba 35% jedinct starSich 40-ti let telomerazovou aktivitu nedetekoval
vibec. Celkove hladina telomerazové aktivity poklesla ptiblizné€ o dva fady behem 90-ti
let. Podobné, je starnuti jedince doprovadzeno i zkracovanim telomér, v pruméru
detekoval ztratu 84 bp za rok u veékové skupiny 4-39 let, zatimco u osob starSich 40-ti
let se jednalo o 41 bp ro¢né (TRF mladsich 10-ti let = 13,2 kbp; TRF starSich 80-ti let =
8,16 kbp).

Vzhledem kvySe uvedenym rozdilnostem hladiny telomerazové aktivity u
skupin raznych veékovych kategoriich, je vhodné pfi jejim studiu porovnavat vysledky

pacientu s vékove odpovidajicimi zdravymi jedinci.

3.1.2. Geny ucastnici se regulace teloméro-telomerazového komplexu

3.1.2.1. hTERT gen (human Telomerase Reverse Transcriptase; gene ID 7015;
5p15.33)

Gen hTERT koéduje katalytickou subjednotku telomerazy (polypeptid skladajici se z
1132 aminokyselinovych zbytkt, ~ p120), ktera spolu s RNA subjednotkou (kédovana
genem ATR) tvofi jadro telomerdzy. Vyznacduje se reverzné-transkripéni aktivitou a je
povazovana za hlavni limitujici regula¢ni faktor telomerazové aktivity. (Cerni, 2000;
NCBI). Na regulaci exprese hTERT se podili cela fada proto-onkogend a tumor
supresorovych gent, napt. Bcl-2, p21, p53, PKC, Akt/PKB ¢i proteinova fosfataza 2A
(Liu, 1999). Vice v kap. 3.1.1.

3.1.2.2. c-Myc gen (gene ID 4609; 8q24.12-13)

Protoonkogen c-Myc koduje transkripéni faktor c-Myc zapojeny do regulace bunééného
cyklu, apoptdézy a bunécné transformace. Mutace, deregulace exprese, piestavby a
translokace tohoto genu jsou asociovany sruznymi malignimi hematologickymi

onemocnénimi (Cerni, 2000; NCBI).



Objasnéni funkce genu c-Myc v regulaci telomerazové aktivity pfinesl Wu et al. (1999),
ktery poukazal na existenci nékolika c-Myc vazebnych mist v promotorové oblasti
hTERT genu. C-Myc se tak pfimo podili na indukci aktivity telomerazy. Doklada to i
studie na leukemickych buiikdch publikovand Liu et al. (1999), ve které antisence
pentadekadeoxynukleotidy cilené proti c-Myc mRNA vedly k inhibici telomerdzové

aktivity.

3.1.2.3. POTI gen (Protection Of Telomeres 1; gene ID 25913; 7q31.33)

Protein kodovany POTI genem se vaze ke G-bohatym ssDNA vladknim -
k telomerickym repeticim, coZ souvisi sjeho pfimou ulohou v ochrané koncu
chromosomt (NCBI, Baumann et al., 2001). Jeho role vregulaci teloméro-
telomerazového komplexu neni zcela prostudovand, ale pravdépodobné se déje bud
ptimo vazbou k jednovlaknovym molekuldam DNA, nebo plsobi nepfimo vazbou na
TRF1 protein (kap. 3.1.2.4.; Loayaza et al., 2003). Colgin et al. (2003) sice oznacil
POTI1 za pozitivni regulator délky telomér, jeho funkce vSak mulze zaviset na umisténi
jeho vazby vzhledem k 3'konci DNA: muzZe vytvaret substrat pro telomerazu nebo
inhibovat jeji aktivitu, znemoZnénim vazby na teloméry (Lei et al., 2005). Zaug et al.
(2005) popsal dal§i mozny zplsob ucasti POT1 na regulaci délky telomér: rozruSenim
G-kvadruplexnich struktur telomérické DNA (G-kvartety, Ctyitetézcova DNA) umozni
telomeraze piistup k telomérickym repeticim a jejich prodluzovani.

Kromé vazby k TRF1 se POT1 muze pifimo vazat také k tankyraze (kap. 3.1.2.6.;
NCBI). Vazbou na DNA v D smy¢ce spolupracuje s TRF2 (Telomeric Repeat Binding

Factor 2) na udrzovani T smyc¢ky.

3.1.2.4. TEPI gen (Telomerase-associated Protein 1; gene ID 7011; 14¢11.2)

Funkce produktu tohoto genu v regulaci teloméro-telomerazového komplexu neni zatim
ptesn¢ definovana. Protein TEP1 je oznacovan za soucast ribonukleoproteinového
komplexu zodpovédného za aktivitu telomerdzy a vaze se ptimo k hTERT (NCBI).
Piedpoklada se vSak, Ze ma jesté jinou bunéfnou funkci, nebot’ se ukazalo, ze je
exprimovan v ruznych tkdnich véetné téch, které nevykazuji telomerdzovou aktivitu.
TEP1 je také napt. soucasti velkého cytoplazmatického ribonukleoproteinového (RNP)
komplexu ozna¢ovaného jako ,,Vault particle® (Kickhoefer et al. 1999). Podobné i Liu
et al. (2000), ktery ukazal na mysich modelech, ze TEP1 neni dulezity pro katalytickou
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aktivitu telomerazového komplexu a neni ani potiebny pro udrzovani délky telomér,

[ 24

3.1.2.5. TRFI gen (Telomeric Repeat Binding Factor 1; gene ID 7013; 8q13)

Protein kodovany timto genem se vaze k dvouvldknové telomérové DNA a je
oznacovan za negativni regulator delky telomér. Overexprese TRFI genu v bunécnych
liniich exprimujicich telomerazu vede k progresivnimu zkracovani telomér, zatimco
jeho inhibice puasobi prodluzovani telomér. TRF1 neplsobi pfimo na expresi
telomerazy, ale zda se, Ze inhibuje telomerazu na chromosomovych koncich diky
zpétnovazebnym interakcim (Smogorzewska et al. 2000).

Podle tzv. ,protein — counting” modelu mohou teloméry existovat ve dvou stavech:
»open” stav, ktery umozZni telomerdze ptistup k telomérickym repeticim a jejich
prodluzovéni; ,close” stav, kdy enzym nema k telomérickym repeticim piistup.
Dynamika mezi t€mito stavy je regulovana TRF1 a TRF2 proteiny, které tim negativné
ovliviiuji délku telomér. Pifedpokladd se, Ze mnozstvi TRF1 proteinu navdzaného na
telomérické repetice je uUmémé délce telomér: dlouhé teloméry vazi vice
telomerazového inhibitoru TRF1 nez kratké a plsobi tak silnou negativni zpétnou
vazbou na telomerazu (van Steensel a de Lange 1997).

Protein se piimo vaze k tankyraze (kap. 3.1.2.6.) a protein-proteinovymi interakcemi k
POT1 a TRF2 (NCBI). Vazba s POT1 proteinem je pravdépodobné zprostiedkovava
komunikaci mezi jednovldknovym a dvouvldknovym tsekem telomér. Funkce TRFI je
kromé¢ tankyrazy (TNKS) regulovéna i dal§imi proteiny, napt. TNKS2 a TIN2 proteiny
(Blasco 2004).

3.1.2.6. TNKS gen (Tankyrase, TRF I-interacting ankyrin-related ADP-ribose
polymerase; gene ID 8658; 8p23.1)

Gen TNKS koduje ribosyltransferazu, ktera ve své sekvenci obsahuje 10 ankyrinovych
repetici — homologni sekvenci s ankyriny (rodina multifunkénich membranovych
proteind; odtud odvozen nazev tankyrdza). V regulaci teloméro-telomerazového
komplexu pusobi ADP ribosylaci TRF1 snizeni jeho schopnosti vazat se na
telomerickou DNA in vitro (Smith et al., 1998). Ribosylace vede k disociaci jak TRF1
tak tankyrazy z telomér (Liu et al., 1999). Tankyrdza je povazovana za pozitivni
regulator délky telomér in vivo, jeji overexprese vede k prodluzovani telomér

(Kaminker et al., 2001). Tim, Ze inhibuje funkci TRFI proteinu otevie telomérovy
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komplex a umozni pfistup telomerazy k telomérickym repeticim, ¢imz mutZe indukovat

prodluzovani telomér v lidskych burikach (Obr. 3.7.; Smith et al., 2000).
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Obr. 3.7.: Regulace teloméro-telomerazového komplexu

Transkripéni faktor c-Myc indukuje aktivitu telomerazy, ktera podle RNA matrice pfidava jednotlivé
dNTP na konce telomérické DNA. Telomeraza se viak vaze pouze na teloméry bez navdzaného TRF1
proteinu. Ten je z telomérické DNA odstranén diky ribosylaci tankyrazou, ktera tak pozitivné reguluje
telomerazovou aktivitu. TRF2 protein je povazovan za negativni regulator a je dulezity pro tvorbu T
smy¢ky (jeho ztrata ¢i inhibice vede k fuzim chromosomil). Overexprese tumor supresorového proteinu
pRB je asociovéna s inhibici telomerazy a bunéénym starnutim a podobné i overexprese inhibitoru cyklin

dependentnich kinaz p21 potlacuje aktivitu telomerazy. (upraveno dle Burger et al., 1999)

3.2. STUDOVANA HEMATOLOGICKA ONEMOCNENI

3.2.1. Myelodysplasticky syndrom

3.2.1.1. Charakteristika onemocnéni

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu onemocnéni
charakterizovanou inefektivni hematopopézou, jejiz pfi¢inou je porucha vyzravani
mladych prekurzori buné€k hematopoezy, zatimco jejich proliferaéni schopnost zistava
zachovana. Tak vznika dfen, ktera je ¢asto hypercelularni, ale nevyzravéjici. Nemocné s

MDS tedy mizeme charakterizovat refrakterni cytopenii s poruchou bunéénych funkci a
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chybnym vyzravanim, které postihuje jednu, dvé, ale obvykle i vSechny tfi
hematopoetické (erytropoeticka, granulocytovd, megakaryocytova) fady. V kostni dfeni
nemocnych s MDS, které je obvykle bohat4 na buriky, ale i v periferni krvi, se nachazi
¢etné morfologické, cytogenetické a molekularn€é genetické abnormality. Porucha
kmenové buiiky u myelodysplastického syndromu v sob€ nese riziko pfechodu v akutni
leukémii (bud’® postupnym se zvySovanim podilu nezralych blastickych bun¢k a
snizovanim poctu vyzravajicich bun€k nebo nahlym vzestupem poctu blasti u dfive
stabilizovaného MDS (Friedman, 2001; Adam et al., 2001; Hofmann et al., 2004;
Delforge, 2003). Transformace v akutni leukémii probéhne zhruba u 35 % pacientt
(Greenberg et al.,1997).

Onemocnéni je vzacné u jedincid mladsSich 40 let, kde se mizeme spise setkat s tzv.
sekundarnim MDS, ktery vznika nejcastéji jako nésledek chemoterapie ¢i radioterapie a
vyznacuje se horsi progndzou, €astou leukemizaci procesu a obecn¢ horsi odpovédi na
1é€bu.

Doba pfteziti pacientl se muze pohybovat od nekolika tydnu tieba i do 10 let od doby
stanoveni diagndzy (Mufti, 2005). V soucasné dob¢ je jedinym kurativnim postupem pfi
1é¢bé MDS alogenni transplantace krvetvornych bunék (Cermak, 2002).

Incidence MDS je 1-2/100 000 obyvatel, s veékem se vyskyt zvySuje, ve véku nad 70 let
je incidence 20-40/100 000 obyvatel (Adam et al., 2001).

3.2.1.2. Klasifikace MDS

Myelodysplasticky syndrom zahrnuje na zakladé kvantitativnich (pocet blasti v kostni
dfeni a periferni krvi) a kvalitativnich (morfologické odchylky krevnich elementi)
kritérii Francouzsko - Americko - Britské klasifikace (FAB klasifikace vytvorena
French-American-British Cooperative Group, Bennet et al. 1982) tyto klinické
jednotky:

1. Refrakterni anémie s periferni pancytopenii - RA

2. Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty (sideroblastickou anémii) - RARS

3. Refrakterni anémie s pifebytkem (excesem) blastti - RAEB

4. Refrakterni anémie s prebytkem blastt v “transformaci - RAEB-t

5. Chronickd myelomonocytarni leukémie - CMMoL

Stru¢na charakteristika jednotlivych FAB subtypti MDS je uvedena v tab. 3.1.
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FAB Pocet blastu Pocet Nalez blasti
subtyp v kostni dfeni prstencitych | v diferencialnim obraze
sideroblasti periferni krve
RA <5% <15% <1%
RARS <5% >15% <1%
RAEB 5-20% rizné <5%
RAEB-t 21 -30% rizné 5-20%
CMMoL > 20 % razné Pocet monocytarnich
a zvySeny pocet bunéénych forem
monocytarnich v dif. > 1.10°1
bun¢k

Tab. 3.1.: Charakteristika jednotlivych FAB subtypi MDS (dle Mayer et al., 2002)

V soucasnosti se kromé FAB klasifikace za¢ina pouzivat i klasifikace WHO (The World
Health Classification, Harris et al., 1999). Na rozdil od stale platné FAB klasifikace
vice podtrhuje vyznam ostatnich diagnostickych metod v prikazu malignich
onemocnéni a odrazi zkuSenosti klinickych hematologli a onkologi vyélenénim
jednotlivych nozologickych jednotek jiz s konkrétnim prognostickym dopadem. Ze
subtypi RA/RARS se takto vyc¢lefiuji 5q- syndrom charakterizovany deleci kratkého
ramena chromosomu 5 a refrakterni cytopenie s dysplasii ve vice fadach (RCMD), ktera
klasifikacemi je vynechani jednotky MDS RAEB-t, ktera podle WHO kritérii spada jiz
do diagnézy AML. CMML je podle charakteru onemocnéni fazena k nov€ vytvofené

podskupiné myelodysplasticko-myeloproliferativni syndrom.

3.2.1.3. Prognoza onemocnéni

Zejména v souvislosti s rizikem konverze MDS do akutni leukémie existuje snaha
rozpoznat pacienty v riziku progrese onemocnéni smérem k pokrocilym formam a
akutni myeloidni leukémii. Z prognostickych systému, které se stale vyvijeji v zavislosti
na zkuSenostech a novych technologiich, se vsoucasné dob& nejvice pouziva
Mezinarodni prognosticky skorovaci systém (International Prognostic Scoring System,
IPSS), ktery krom¢ klinickych udaji prihlizi i k cytogenetické charakteristice pacienta.
IPSS tedy rozd€luje pacienty s MDS do skupin na zaklad€ poctu blastd v kostni dfeni,
poctu cytopenii v periferni krvi a klondlnich chromosomovych abnormalit. Rizikové
faktory jsou odstupriované a vysledné skore poukazuje na pfeziti pacientl a riziko

transformace do AML (Tab. 3.2.; Greenberg et al., 1997).
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Mezinarodni prognosticky skorovaci systém
Hodnota skore
Prognosticky faktor 0 0.5 1 1.5 2
Pocet blasty v KD (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Karyotyp dobry interm.  S$patny
Podet linii s cytopenii 0/1 2/3
Riziko Karyotyp:
nizké: 0 dobry:  normalni
interm.-1: 05-1.0 Y
interm.-2: 1.5-2.0 del (5q)
vysoké: >2.5 del (20q)
Spatny:  komplexni karyotyp (= 3 abn)
abn.7.chr.
interm.: jiné zmény

Tab. 3.2.: Charakteristika Mezinarodniho prognostického skorovaciho systému pro nemocné s

myelodysplastickym syndromem (interm., intermediarni; abn., abnormita; dle Greenberg et al., 1997)

3.2.2. Akutni myeloidni leukémie (AML)

Akutni myeloidni leukémie je onemocnéni, které¢ vznika maligni transformaci kmenové
hematopoetické burniky. Ta se mize diferencovat v myeloidni nebo myelomonocytarni
blasty, méné casto blasty erytroidni ¢i megakaryocytarni, a proto nachazime cCetné
morfologické varianty, dle FAB klasifikace M1 - M7 ( MO - leukémie myeloblasticka
bez vyzravani; M1 - leukémie myeloblastickd s minimalnim vyzravanim; M2 -
leukémie myeloblastickd s prokazatelnym vyzravanim; M3 - akutni promyelocytova
leukémie; M4 - akutni myelomonocytova leukémie; M5 - monocytova leukémie; M6 —
erytroleukémie; M7 - megakaryoblastova leukémie).

Nejednou vznika, jak jiz bylo uvedeno, na podkladé myelodysplastického syndromu
(sekundami AML; sAML z MDS), ale i po utlumu kostni dfené nebo po terapii
zafenim, eventuelné po chemoterapii.

Pro diagndzu je dulezity nalez podilu blastt v periferni krvi a kostni dfeni: v periferni
krvi nachdzime ¢asto 20 - 90% blastd, zatimco ve dfeni od nékolika procent do plné
infiltrace dfené.

Akutni myeloidni leukémie (incidence 2-3/100 000) se sice muze objevit i u

novorozencd, ale maximum vyskytu je v dospélosti - od stfedniho véku az do vysokého
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staii, kde predstavuje asi 80% vSech akutnich leukémii (s incidenci 15-17/100000
obyvatel). VSechny dosavadni terapeutické metody pro AML se zakladaji na vymyceni
vSech patologickych bun€k. Této koncepci nejlépe odpovidd alogenni transplantace

vvvvvv

akutnich leukémii u pacientd mladsich 40-ti let (Friedmann, 1994; Adam et al., 2001).

3.2.3. Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Akutni lymfoblastickd leukémie je onemocnéni, které vznikd maligni transformaci
kmenové hematopoetické bunky, ktera diferencuje v lymfoblasty, na jejichz Urovni je
diferenciace zastavena. Vice jak 25% bunék kostni dfené piedstavuji blasty. Ackoli se
jedna o onemocnéni kostni dfené€, dochazi k infiltraci blastl i do dalSich organii (napf.
do jater, sleziny, lymfatickych uzlin). U pacientd se ¢asto vyskytuji cytogenetické
aberace, n¢které z nich maji i prognosticky vyznam (napf. translokace t(9;22) a t(4;11)).
Pro stanoveni diagnozy a typu ALL je dalezita imunofenotypizace blastd, ktera na
zakladé membranovych a cytoplazmatickdch antigend malignich buné€k umozni
rozliSeni mezi T a B bunécnou linii a déle rozdéli leukemické blasty podle miry jejich
vyzravani (B-ALL: Pro B, common, Pre B, zrald; T-ALL: Pro T, Pre T, kortikalni,
zrald). FAB klasifikace rozlisuje tfi podtypy ALL dle morfologie blasti (L1, L2 a L3).
ALL predstavuje predev§im onemocnéni détského véku — prvni kulminace vyskytu je
ve véku kolem 4 let (5,3/100000), poté piibyvaji pfipady nad 50 let véku a u osob
starSich 80-ti let je incidence 2,3/100000 obyvatel (Friedmann, 1994; Adam et al.,
2001).
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3.3. TELOMERAZOVA AKTIVITA U HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

Vétsina autord pouziva k detekci telomerazové aktivity rGzné modifikace TRAP
protokolu (Telomeric Repeat Amplification Protocol; Kim et al.,, 1997), ktery je
povazovan za vysoce citlivou metodu umozujici kvantitativni stanoveni aktivity
enzymu. AvSak s ohledem na pouzivani ne zcela jednotné metodiky a nejednou i
odli$ného stanoveni hranice oznacujici telomerdzovou pozitivitu ¢i negativitu vzorku,
muZe dochézet k odliSnostem ve vysledcich, které nejsou zcela srovnatelné.

Vysledky vyzkumu telomerazové aktivity (TA) a délky telomér u hematologickych
malignit shrmuje ve své praci Ohyashiki et al. (2002). Celkové konstatuje, ze u MDS se
setkdvame spiSe snormalnimi ¢i zvySenymi hladinami aktivity telomerazy v
krvetvornych burikach, zatimco u akutni leukémie ma zhruba tietina pacient zvy$ené a
polovina pacientll vysoké hladiny aktivity enzymu. Obecné lze shrnout, Ze mirné
zvySené hladiny telomerdzové aktivity u MDS naristaji smérem k akutni leukémii,
stejné tak jako roste podil pacientl, u kterych je hladina aktivity telomerazy oznac¢ena
jako pozitivni. Aktivita enzymu telomerdzy zjist€na u pacientd je vétSinou porovnavana
s aktivitou zdravych jedinci.

Rozsdhlejsi studii aktivity telomerdzy u pacienti s MDS prezentoval Gurkan et al.
(2005). Zvysena hladina telomeradzové aktivity detekovand u pacientli nebyla sice
signifikantné odlisna od aktivity zjisténé u zdravych kontrol, ale poukazal na to, ze
pacienti s negativnimi hladinami TA maji signifikantné delsi preziti nez ti s pozitivnimi
hladinami aktivity telomerdzy. Ani vys$$i hladina TA zjisténa u pacienti s AML se
vyrazné neliSila od aktivity detekované u pacienti s MDS, pfesto oznacil TA jako
mozny markér progrese onemocneni.

Vice praci se zabyvalo studiem aktivity telomerazy u AML. Counter et al. (1995) uvadi
86% pozitivnich pacientd s TA v priméru 5x vys$8i nez v normalni kostni dfeni. Xu et
al. (1998) zjistil nardst TA v porovnani se zdravymi dospélymi u 77% pacientl p#
diagnéze onemocnéni a dal$i signifikantni narist aktivity v progresi a relapsu
onemocnéni. Seol et al. (1998) publikoval studii 27 pacientd s AML, ktefi byli vSichni
pozitivni na TA, nepfedpokladal vsak, ze kompletni remise bude ¢astéj$i u pacientu,
ktefi vykazovali vy$§i hladiny TA pii diagnoéze. ZvySenou aktivitu telomerazy
detekovala 1 Engelhardt et al. (1998) u vSech 15 détskych pacienti s akutni
lymfoblastickou leukemii zahrnutych do studie. Zjisténa hladina TA pii diagnoze

onemocnéni byla priblizné 10-20krat vyssi nez u zdravych darcd a vykazovala pokles v
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prabéhu indukéni terapie aZ ke hranici detekovatelnosti. Anylyza telomerazové activity
78 pacientu s AML publikovana Ohyashiki JH et al. (1997) prokazala zvasenou hladinu
TA u piiblizné 80% pacienti s AML a 70% pacientd s ALL. VétSina pacientl v
kompletni remisi vykazovala normdlni TA, krom¢ dvou pacienti s mirn€ zvysenou
hladinou, u kterych doslo v kratké dobé k relapsu onemocnéni. Na druhou stranu nebyla
TA zjisténa u 9 pacientl s akutni leukémii uvedenych Nilssonem et al. (1994), jehoz
metoda vSak nebyla zaloZena na polymerazové fetézové reakci (PCR), kterd je soucasti

TRAP protokolu, coz se zda hraje zasadni roli pti detekci aktivity telomerazy.

3.4. DELKA TELOMER U HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

.....

pacieti s MDS a charakterizuji vétSinu pacientd s AML. U pacientd s MDS jsou
erodované teloméry asociovany s vy$$im vyskytem chromosomovych aberaci véetné
komplexnich piestaveb karyotypu a horsi prognézou. Stanoveni délky telomér tak byva
povazovano za lepsi prognosticky faktor neZ telomerazova aktivita (Ohyashiki et al.,
2002). Podobné 1 naSe vysledky dokladaji zkracené teloméry u vice nez poloviny
pacientl s ¢asnymi formami MDS (RA, RARS), ve srovnani s délkou telomeér (TRF)
vékové odpovidajicich darct kostni dfen€. Proces eroze telomér piedstavuje v patologii
MDS dilezity krok vedouci ke vzniku patologického klonu spojeného s nestabilitou
genomu, hor$i progndézou nemoci s ¢astéjSim piechodem do leukémie, prokdzanou
negativni korelaci mezi TRF a IPSS skorem rizika. Pacienti s erodovanymi telomérami
maji navic krat$i medidn pieziti a odhad 3- letého pfeziti ve srovnani se skupinou

pacientll s normalni délkou telomér v kostni dfeni (Sieglova et al., 2004).

3.5. EXPRESE STUDOVANYCH GENU U HEMATOLOGICKYCH
MALIGNIT

Exprese genu, kodujicich reguldtory telomerazy, jiz tak intenzivné jako telomerazova
aktivita studovany nebyly. V dosud publikovanych pracech se zpravidla u
hematologickych malignit setkdvame se zvySenou hladinou exprese genu #7ERT. Bock
et al. (2004) studoval expresi ATERT genu u pacientt s myelodysplastickym
syndromem a myeloproliferativnim onemocnénim a signifikantné zvySenou expresi

zjistil u pacientd s refrakterni anémii (RA, MDS) a chronickou myeloidni leukémii, ve
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srovnani s ostanimi studovanymi onemocnénimi. Narust exprese ATERT genu byl také
detekovan u pacientd s akutni leukémii, kde byla obdrzena 1 jeji signifikantni pozitivni
korelace s telomerazovou aktivitou Meng et al. (2003) a Cheng et al. (2003). Podobné
vysledky ziskal i Xu et al. (1998), ktery navic nepotvrdil vztah h”TERT exprese s expresi
genu hTR ¢i TEPI.

Vzajemné vztahy c-Myc genu a dalSich ucastniku regulace teloméro-telomerazového
komplexu u hematologickych malignit nejsou zatim dostatecné definované. Cheng et al.
(2003) nalezl korelaci mezi telomerazovou aktivitou, expresi ATERT a c-Myc genl u
akutni leukémie, ¢imZ potvrzuje ucast c-Myc na regulaci teloméro-telomerazoveho
komplexu a v leukemogenezi. Podobné¢ i u jinych nddorovych onemocnéni se
setkdvame se zvySenymi hladinami exprese c-Myc, které odrazi expresi A”TERT genu a
ptipadné i telomerazovou aktivitu (Geng et al., 2003; Wisman et al., 2003).

V dosud publikovanych pracech, tykajicich se exprese genu POT/ u nadorovych
onemocnéni, se POT1 jevi spise jako pozitivni reguldtor telomerazové aktivity a délky
telomér. Jeho zvySena exprese byla detekovdna u nadorti Zaludku, kde byla navic jeji
hladina asociovana s progresi onemocnéni (Kondo et al., 2004).

Podobné jako u exprese genu POTI, nebyly zatim publikované studie, které by se
zabyvaly expresi genu TEP/ u MDS. Xu et al. (1998) nezaznamenal vyznamné;jsi
rozdily v TEP1 expresi u pacienti s AML a normaélnich kontrol. A Li et al. (2004)
detekoval pozitivni expresi 7EP/ u vech analyzovanych vzorki pacientli s AML.
Podobné¢ 1 u hematopoetickych bunek byla detekovana exprese genu TEPI, ale neliSila
se, na rozdil od ATERT exprese, mezi jednotlivymi typy (monocyty, CD34+ burky,
polymorhonukleami buriky) a nezménila se ani béhem myeloidni diferenciace (Uchida
et al., 1999).

U MDS nebyla zatim exprese TRFI genu studovana, u AML se setkdvame spiSe se
snizenymi hladinami exprese genu TRFI ve srovnani se zdravymi jedinci (Shi et al.,
2006; Sun et al., 2004b).

Exprese genu 7TNKS u MDS a AML nebyla studovana. Sun et al. (2004a) sledoval
expresi TNKS v myeloidnich leukemickych liniich, a pfi¢emz zjistil signifikantni
zvyseni oproti expresi kostni dfené zdravych jedincl a pozitivni korelaci exprese TNKS

a hTERT genu.
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3.6. ALTERNATIVNI PRODLUZOVANI TELOMER

Neékteré immortalizované bunécné linie a nadory jsou schopny si zajistit stavajici délku
telomér ¢i jejich prodluZzovani mechanismem, ktery je nezavisly na aktivité telomerazy.
Podobné, pokud je znamo, ze vétsina lidskych nadortt vykazuje pozitivni hladiny
telomerazové aktivity, je pravdépodobné, Ze ¢ast z nich uplatiiuje schopnost zajistit si
prodluzovani telomér bez pusobeni telomerdzy. Tyto mechanismy oznacované jako
ALT (Alternative Lengthening of Telomeres), jsou zaloZeny na vyméné sekvenci DNA
— rekombinaci (Obr. 3.8.; Henson et al., 2002; Scheel et al., 2000; Tomaska et Nosek,
2001)

non-telomeric DNA ‘

———— telomeric DNA

A

Obr. 3.8.: Mozné mechanismy alternativniho prodluzovani telomér. A — intertelomérickd homologni
rekombinace; B — intrateloméricka rekombinace, kdy struktura T-smycky poskytne templat pro 3 ’konec

uvniti D-smyc¢ky (Scheel et al., 2002)

3.7. METYLACE PROMOTOROVE OBLASTI GENU hTERT

Pokud se zabyvame problémem regulace telomerazové aktivity je tfeba zminit také
zmény v hladin€ metylace CpG ostrovii promotorové oblasti genu ATERT. V souladu s
teorii epigenetického utlumovani transkripce gend souhrou metylace DNA a
deacetylace histont lze predpokladat, ze hypermetylace promotoru ATERT genu bude

utlumovat expresi a tedy negativné regulovat TA, ale zatim bylo publikovano jen malo
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studii, které se timto tématem u MDS a akutni leukémie zabyvaji. Guillert et al. (2002)
piekvapivé prokazal pozitivni korelaci mezi hypermetylaci promotoru ATERT genu,
jeho expresi a telomerazovou aktivitou u lidskych nadorovych bunéénych linii a nadort
a normalnich tkani riznych organizmi a pfedpoklada tak moznost uplatnéni zmén
hladiny metylace v regulaci exprese genu ATERT. Dessain et al. (2000) vSak zadny
vztah mezi telomerdazovou aktivitou a stupném metylace pii studiu kultivovanych
neimortalizovanych bunék nenalezl. U chronické lymfatické leukemie z B bun¢k byla
potvrzena nizka hladina metylace jako pfedpoklad pro vysokou TA a opacné (Bechter et
al., 2000), coz je v souladu s vySe uvedenou teorii.

Dosavadni rozpory v jednotlivych zdvérech mohou byt dany jednak typem studované

tkané ¢i bunék, pouzitou metodou i1 studovanou oblasti promotoru genu hTERT.

3.8. ANTI-TELOMERAZOVA TERAPIE

Reaktivace ¢i zvySena aktivita telomerdzy detekovana u vétSiny nadoru stavi tento
enzym do role potenciondlniho cile protinddorovych terapeutik. Vzhledem k tomu, Ze
normalni somatické builky nemaji telomerdzu aktivni nebo mé pouze nizké hladiny
aktivity, spocivala by vyhoda anti-telomerazové terapie piedevsim v jeji nizké toxicit€ a
vedlejsich ucincich (Neidle et Parkinson, 2002). Anti-telomerazova terapie je zaloZena
na predpokladu, Ze inhibice telomerazy mize omezit rist nadoru rychlym zkracovanim
telomér, vedoucim k bunééné smrti. Ani tato cesta se nezda byt zcela idedlni a to jednak
z divodu existence ALT mechanismu i diky skute¢nosti, Zze nadorovéa builka se bude
délit dokud teloméry nedosahnou kritické délky a efekt tak nebude okamzity. Proto je
dulezité pohliZet na regulaci telomerazové aktivity jako na komplex udalosti, k nimz je
treba ptifadit i ALT mechanismy (Blasco, 2001).

Samoztejmosti vybéru danych inhibitorti, zacilenych na telomerdzu a jeji pozitivni
regulatory, by pak mél byt individualizovany pfistup k pacientovi — ne vSichni vykazuji
stejné znaky deregulace telomero-telomerazového komplexu. Je tedy tieba vybirat mezi
cilemi terapeutik: telomerdza (katalytickd podjednotka) nebo regulacni proteiny
(mRNA) a je samoziejmé tfeba ptihlédnout i k ALT mechanismu.

Strategie antitelomerdzové terapie zameétend na kontrolu produkce a uspotfadani slozek
dalezitych pro telomerdzovou aktivitu nejcastéji vyuziva antisence oligonukleotidy,
ribozymy nebo malé molekuly inhibitori. Cilem antisence oligonukleotidd jsou

nejéastéji ATERT mRNA ¢i RNA komponenta telomerazy. Ribozymy, malé katalytické
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RNA molekuly vybavené antisence sekvenci a ribonukledzovou aktivitou, jsou vétSinou
pouzity ke St€peni ATERT mRNA. Z nizkomolekulamich inhibitorti 1ze zminit napt.
geldamyecin, ktery blokuje funkci chaperoni, které se podileji na kompletaci biologicky
aktivniho telomerazového komplexu (Rezler et al., 2002).

V odborné literatufe se setkdvame i s dal§imi inhibitory telomerazové aktivity, jako
napt. PNA (Peptide Nucleic Acids), LNA (Locked Nucleic Acids), které diky chemické
modifikaci bazi vykazuji zvySenou vazebnou afinitu k dané sekvenci (Corey et al.,
2002; Herbert 1999), ¢i molekulami, které stabilizuji G-kvadruplexni strukturu a
omezuji tak moznost telomerazy prodluzovat substrat o telomerické repetice (Rezler et

al., 2002).
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4. BIOLOGICKY MATERIAL

Pro studium telomerazové aktivity a exprese studovanych genid byly s informovanym
souhlasem pouzity pievazné vzorky kostni dfené pacientd s myelodysplastickym
syndromem a déle vzorky kostni diené ¢i periferni krve pacientd s akutni leukémii.
Vétsina téchto vzorkl byla odebrana v dobé stanoveni diagnézy onemocnéni nebo pied
zahdjenim lécby. U nékterych pacientd byly analyzovany i dal$i vzorky odebrané
v pribéhu onemocnéni.

Vzhledem k omezenému mnozstvi periferni krve ¢i kostni dfené pacientti a zdravych
darcl, nebylo mozné u vSech vzorkil provést stanoveni telomerdzové aktivity a

expresnich analyz vSech studovanych geni.

4.1. TELOMERAZOVA AKTIVITA

4.1.1. Pacienti

MDS: 91 vzorki 70 pacientd pii diagnoze, pied zahajenim 1é€by a v pribéhu
onemocnéni 38x RA, 5x RARS, 14x RAEB, 12x RAEB-t, 1x CMML, primérny vék
55.5 let, Me = 58.5 let, rozpéti 2-81 let

sAML: 14 vzorka 13 pacientl pfi diagnoze, pramérny vék 57 let, Me = 57.5 let, rozpéti
37-69 let

AML: 59 vzorkl 53 pacientl pti diagnoze a v pribéhu onemocnéni (2x MO, 9x M1,
13x M2, 8x M3, 17x M4, 3x MS5), prumérny vék 42.4 let, Me = 41 let, rozpéti 7-71 let
ALL: 10 vzorkid 9 pacientd pfi diagnoze a v prubéhu onemocnéni (1x T-ALL, 8x B-

ALL), prumérmy vék 41.9 let, Me = 45.5 let, rozpéti 3-61 let

4.1.2. Kontrolni vzorky

4.1.2.1. Negativni kontroly

Jako negativni kontroly (NC) byly pouzity vzorky kostni dfené¢ a perifernich
kmenovych bun¢k 41 zdravych déarct s primémym vékem 35.5.let (rozpéti 3-60 let, Me
= 36 let, 25 muzu a 16 Zen). Primé€ma hodnota telomerazové aktivity skupiny téchto

vzorki byla stanovena: TA =0.0162 £0.0193.
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4.1.2.2. Pozitivni kontroly
Pozitivni  kontroly pfedstavovaly bunéfné linie, odvozené od pacientd
s hematologickymi malignitami. Jejich charakteristika s vysledky telomerazové aktivity,

ziskanymi v ramci této studie je uvedena v tab. 4.1.

Linie Charakteristika TA
ML-1 AML (myeloidni) 18.444
HL-60 AML M3 (promyelocytarni) 17.713
NB-4 AML M3 (promyelocytami) 16.142
K562 CML BP, Ph+ 15.649
SD-1 ALL (lymfoblasticka) 9.840
KCL-22 CML BP, Ph+ 7.539
PS-1 T-ALL 2.940
HEL AML M6 (erytroidni) 2.176
MOLM-7 CML BP, Ph+ 2.160
KG1 AML M1 0.483

Tab. 4.1.: Charakteristika buné¢nych linii (AML, akutni myeloidni leukémie; BP, blasticka faze; CML,
chronickd myeloidni leukémie; T-ALL, akutni lymfoblasticka leukémie z T bunék; Ph, Philadelphia

chromosom)

4.2. GENOVA EXPRESE

4.2.1. Pacienti

MDS: 36 vzorku 32 pacientl pii diagnose, pied zahdajenim 1é¢by a v remisi: 21x RA, 3x
RARS, 6x RAEB, 2x RAEB-t; primérny vék 57.6 let, Me = 58 let, rozpéti 29-77 let
sAML: 7 vzorku 6 pacientil pii diagnoze a relapsu onemocnéni; prumérny vék 50.3 let,
Me = 57 let, rozpéti 30-61 let

AML: 30 vzorka 27 pacienti pii diagndze a v pribéhu onemocnéni: 6x M1, 6x M2, 4x
M3, 11x M4, primérny vek 43.2 let, Me = 41.5 let, rozpéti 14-71 let

4.2.2. Kontrolni vzorky

4.2.2.1. Negativni kontroly

Jako negativni kontroly pro expresni profily studovanych gen@ byly pouzity vzorky
kostni dfen€ a perifernich kmenovych bun¢k 17 zdravych darct s primémym vékem
34.4.let (rozpéti 14-51 let, Me = 36 let, 9 muzd a 8 zen). Prumémé hodnoty exprese
zdravych darct navySené o 2 S.D. byly povaZzovany za 100%-ni hodnotu a exprese

zjisténé u pacientl pievysujici tuto hodnotu byly oznaceny za zvysené, tj. pozitivni. Pro
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lepsi vzajemné porovnani expresnich profilii byly exprese jednotlivych gend detekované
u pacientl vyjadfeny jako relativni exprese, t.j. jako procento exprese detekované u

zdravych darcu.

4.2.2.2. Pozitivni kontroly
Pozitivni kontroly pfedstavovaly leukemické bunééné linie K562 a MOLM?7.
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S. METODY

Pro vsechny analyzy je izolace mononuklearnich bunék z periferni krve ¢i kostni diené

prvnim a spoleénym krokem, dalsi specifické metodiky maji své kapitoly.

5.1. IZOLACE MONONUKLEARNICH BUNEK Z PERIFERNI KRVE A
KOSTNI DRENE

Mononukledrni buriky byly ziskany centrifugaci v hustotnim gradientu Ficoll - Paque
nasledujicim postupem:
e dieil natedit 1 : 1 s PBS, periferni krev nefedime
¢ 3 ml Ficoll — paque opatrné prevrstvit 4 ml periferni krve nebo nafedéné dien¢
e centrifugovat 30 minut pii 4°C, 360 g
o stiedni fazi obsahujici mononuklearni buiiky ptfepipetovat do S0ml zkumavky Falcon
e doplnit do 45 ml lyzaénim roztokem pro erytrocyty, vychlazenym na 4°C, lyzu
nechat probihat 30 minut pfi 4°C
e centrifugovat 10 minut pii 4°C, 800 g

e odsat supernatant, na dn€¢ zkumavky ziistane peleta mononuklearnich bun¢k

5.2. STANOVENI TELOMERAZOVE AKTIVITY

5.2.1. Priprava proteinovych extrakti

k 1 milionu mononuklearnich bunék pfidat 200ul CHAPS lysis bufferu (Scintila)

a resuspendovat peletu

inkubovat 30 minut pii 4°C

centrifugovat 25 minut pti 4°C, 10000g

odpipetovat 160 pl supernantantu a 10x naredit (2ul = 1000 bunék)

5.2.2. Detekce telomerazové aktivity

Pro kvantitativni stanoveni telomerdzové aktivity byl pouzit kit TeloTAGGG
Telomerase PCR ELISAP"Y® firmy Roche vychazejici z protokolu TRAP (Telomeric
Repeat Amplification Protocol, Kim et al. 1997). Kvantitativni metoda TRAP je
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zalozena na schopnosti telomerazy syntetizovat in vitro telomerické repetice na DNA
substrat. VSechny modifikace TRAP analyzy maji spole¢né prvni dva kroky —
prodlouzeni oligonukleotidu TS (Telomerase Substrate) o telomerické repetice
(TTAGGQG), v rozsahu, jez zavisi na aktivité aliquotu proteinového extraktu dodaného
do reakce a amplifikaci prodlouzeného TS templatu pomoci PCR. Princip metody je

znazornén na obr. 4.1.

Krok ¢. 1
PI TS PI TS
- —> —>—>—>—>—>—> -
l Interni Standard (IS) P2
Krok ¢. 2
- I A - e
O EEEEEE > -
- a— - Sm——
P2 !
v v
o Im— O I—
[ ] L ]
E ——— ] E ——— ]
Krok ¢.3 v *
- m——
T o —
@ P3-T @ iy
$ * P 3-IS
=== ===~ ===y
S P 3-IS
Krok ¢. 4 ,
Qoo %00 ooooooo %00
oog cocoo %°8 o og
- digoxigenin 098 %98 o 028
® _biotin
Q- protilatka proti digixigeninu konjugovana s kienovou peroxidazou
©. - substrat pro kien. peroxidazu
@ - streptavidinem potazena mikrotitraéni desticka

Obr. 4.1.: Princip TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA™"®: V kroku &. 1 pfidava telomeraza telomerické
repetice na 3'konec biotinem znaCeného P1-TS primeru; v kroku ¢. 2 je takto prodlouzeny primér
spole¢né s internim standardem (IS) v jedné PCR reakci naamplifikovan s pouzitim primeru P1- TS a
kotviciho primeru P2; vysledkem jsou produkty liSici se o 6bp telomerickou repetici a 216bp produkt z
IS; v kroku €. 3 jsou PCR produkty, ukotvené na mikrotitracni desticky diky afinit¢ biotinu a
streptavidinu, hybridizovany s digoxigeninem znac¢enou sondou; krok &. 4 predstavuje detekci amplikond
pouzitim protilatek proti digoxigeninu konjugovanym s kfenovou peroxidazou a pfidanim

peroxidazového substratu TMB

Telomerazova aktivita vyjadiena indexy TA byla stanovena podle protokolu dodaného

vyrobcem vzhledem k internimu standardu (216 bp). Jednalo se o pomér absorbance
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(A4s50nm/Asoonm) PCR produktu vzorku k absorbanci interniho standardu po odeéteni

pozadi, coz byla absorbance lyza¢niho pufru CHAPS. Jako pozitivni byly oznaéeny

vzorky, jejichz TA byla vétsi nez primérna hodnota TA negativnich kontrol navysena o

2'S.D. (> 0.0548).

5.3. STANOVENI EXPRESE GENU

5.3.1. Izolace RNA

Totalni RNA byla izolovana z 10 nebo 5 miliond bunék metodou kyselého fenolu dle

Chomczynského (1987). Kvalita a kvantita byla kontrolovana agar6zovou gelovou

elektroforézou. Pracovni postup:

lyzaty (5-10 mil bb. + 500 pl ITG) fadné€ zamichat a zcentrifugovat

500 pl lyzatu piidat do zkumavky s 50 ul Na Acetatu (pH 4.0), fadn€ zamichat a
zcentrifugovat

ptidat 450 ul kyselého fenolu a 125 pl chloroformu (49:1,
chloroform:izoamylalkohol)

vs$e zvortexovat a protfepavat minimalné€ 30 sec; vzorek se musi mlé¢né zakalit
vzorek inkubovat 10 min v ledové 1azni

centrifugovat 20 min pii 4°C, 10 000g

vrchni vodnou fazi odebirat 4x po 100 ul do novych zkumavek, pomalu a opatrné
z hladiny (mezifaze obsahuje DNA, dolni faze proteiny a lipidy)

ke 400 pl odebraného vzorku ptidat 400 ul ledového izopropanolu

zkumavky opatmeé promichat (cca 20x otoc¢it dnem vzhiiru)

inkubovat minimalné 40 min pii — 20°C, béhem inkubace 1-2x promichat jako

v pifedchozim bodé

centrifugovat 20 min pii -2°C, 10 000g

supernatant opatrné slit, k sedimentu ptidat 500 ul 75% ledového ethanolu.
zvortexovat

centrifugovat 10 min pii 10 000g

supernatant opatrné slit, k sedimentu ptidat 500 pul 75% ledového ethanolu.
zvortexovat

centrifugovat 10 min pfi 10 000g
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e supernatant opatrné slit, hrdlo zkumavky otfit o sterilni filtra¢ni papir

e vzorek zcentrifugovat na mikrocentrifuze

e k peleté¢ RNA ptidat 20 ul TK H,O

e vzorek zcentrifugovat na mikrocentrifuze

e rozpustit RNA ve vodni lazni 55°C 10 min a 15 min pfi pokojové teploté

e zchladit v ledové lazni a dale pouzivat nebo zamrazit —20°C, pro delsi skladovani -

70°C

5.3.2. Reverzni transkripce (RT)

Aligout RNA z 2 x 10° bunék byl odebran pro syntézu cDNA pomoci ndhodnych
hexamert a SuperScript™ Il Rnase H reverzni transkriptazy (100U/10ul reakce)
s nasledujicim postupem:

e do 0,5 ml zkumavky pipetovat 2 ul 25pmol/ml hexaméri

e pridat 4 ul promichané RNA, zcentrifugovat na mikrocentrifuze

e denaturovat - inkubovat 5 min p#i 70°C

e po inkubaci vzorky ihned pfenést do ledové 1azné

pripravit mastermix, ktery pro 1 vzorek obsahuje: 2.0 ul  5x konc.pufr (Invitrogene),
1.0 ul DTT (100mM, Invitrogene), 0.5 ul ANTP (10 mM, Fermentas), 0.5 ul
SuperScript I (200U/ul, Invitrogene), 0.25 ul Rnasin (39 U/ul, Promega), TK H,O

e mastermix promichat, rozpipetovat po 5 ul do zkumavek s denaturovanym vzorkem
e zkumavky lehce promichat, nevortexovat

e inkubovat 13 minut pii 25°C, poté nastavit lazen na 42°C

e inkubovat pii 42°C 1,5 hodiny

e inkubovat 3 minuty (pfesné) pii 93°C

e ihned ptenést do ledové lazné, ptipadné vzorky zamrazit -20°C

5.3.3. RT-PCR v realném case (RQ PCR)

Reverzné transkriptizovd PCR vredlném case byla provedena v termocykleru
RotorGene 3000A (Corbett Research, Australie) s pouzitim specifickych TagMan sond.
Vysledky exprese sledovanych gent byly vztazeny k expresi stejného mnozstvi

kontrolniho genu (-2-mikroglobulinu, gene ID567, 15q21-q22.2). Vzorky byly
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amplifikovany v paralelach a pro vypocet byla pouzita primémma hodnota. V kazdém
experimentu byla vedle vzorkd amplifikovana rovnéz fada zavislych fedéni vnitiniho
standardu, ktera byla pfi pocitacové analyze pouzita pro tvorbu kalibra¢ni kiivky. Jako
vnitini standard byl pouzit amplifikovany PCR produkt.

Detekce mnozstvi PCR produktu TagMan sondou je metoda zaloZena na hybridizaci
genove specifické sondy s usekem cDNA daného genu, ktery je ohrani¢en specifickymi
priméry. TagMan sonda je znacena na jednom konci (5°) fluoroforem (Reporter) a na
druhém konci (37) jeho zhaSe€em (Quencher). Pii kazdém prodluzovani priméri DNA
polymerazou dochdzi diky jeji 5'nukleazové aktivité¢ k degradaci sondy, ¢imz se
separuje reportérova barva od zhaSeCe a miiZze tak emitovat svou charakteristickou
fluorescenci, ktera je v pribéhu kazdého PCR cyklu detekovana.

Reakéni cyklus se sestaval z aktivace polymerazy, teploty denaturace a teploty pro
hybridizaci sondy a extenzi primért. Sondy byly znac¢ené na 5'konci fluoroforem 6-
FAM a na 3 'konci zhaSecem TAMRA.

Sekvence jednotlivych primert a TagMan sond a velikosti amplifikovanych fragmentd

byly nasledujici:

hTERT gen (dle Yajima et al., 2000)

Velikost amplifikovaného produktu: 177 bp

Primér forward: 5" - ACG GCG ACA TGG AGA ACAA-3

Primér reverse: 5'- CAC TGT CTT CCG CAA GTT CAC -3

TagMan sonda: 5'- CTC CTG CGT TTG GTG GAT GAT TTC TTG TTG -3’

TEPI gen (dle Yajima et al., 2000)

Velikost amplifikovaného produktu: 187 bp

Primér forward : 5" - CAC CTG CGA CGATATTTCT -3’

Primér reverse : 5" - CGA GGG TTG TAC TTA GCC A - 3°

TagMan sonda: 5" - CAA ATT TGC CCA GTT TGA CGA GTA CC - 3’

POTI gen (navrhla firma Proligo)

Velikost amplifikovaného produktu: 170 bp

Primér forward: 5" - GAC GGA GCA TCA TTT CTT CTA AAG G- 3’
Primér reverse : 5" - CTT GCC ACA TGA ACA TGG TTATCG - 3°
TagMan sonda: 5" - TGG CAC CAG GAC ACC ATTTCC ATCTTG G -3’

TRF1 gen (navrhla firma Proligo)

Velikost amplifikovaného produktu: 88 bp

Primér forward: 5" - TCT CTC TTT GCC GAG CTT TCC - 3’

Primér reverse: 5 - GAT AGT CCA TGA ATA ATA GCC TCT GC - 3’
TagMan probe: 5'- CCG CTC CGA GGA CTT CCG CAG G -3’

c-Myc gen (dle Fang et al., 2004)
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Velikost amplifikovaného produktu: 73 bp

Primér forward: 5" - ACA CCG CCC ACC ACC AG-3’

Primér reverse: 5 - CCA CAG AAA CAACATCGATTTCTT -3°
TagMan sonda: 5'- AGC GAC TCT GAG GAG G -3"

TNKS gen (navrhla firma Proligo)

Velikost amplifikovaného produktu: 192 bp

Primér forward: 5" - GCG TGT CTG TTG TAG AGT ACC TG - 3°
Primér reverse: 5 - AGC TCA GCC ACC TCATAGTGT C -3’
TagMan sonda: 5'- ACC ACG GTG CCG ATG TCC ATG CCA -3

Kontrolni gen S-2-mikroglobulin (B2M; dle Beillard et al., 2003)
Velikost amplifikovaného produktu: 109 bp

Primér forward: 5" - GAG TAT GCC TGC CGT GTG -3’

Primér reverse: 5" - AAT CCA AAT GCG GCA TCT - 3’

TagMan sonda: 5" - CCT CCA TGA TGC TGC TTA CAT GTC TC -3’

20 ul amplifikaéni smési obsahovalo: 12.35 ul TK H,O, 2.00 ul 10x konc. pufru (PE
Biosystems), 3.75 ul MgCl, (25mM, PE Biosystems), 0.80 ul dNTP (10mM,
Fermentas), 0.50 ul primeru forward a reverse (20uM, Proligo), 0.20 u1 TagMan sondy
(20uM, Proligo), 0.25 ul AmpliTaq Gold DNA polymerazy (5U/ul, PE Biosystems) a
1.00 ul cDNA

Reak¢ni podminky pro amplifikaci A”TERT genu: 95°C, 10° - (95°C, 15”°- 60°C, 60°’) 50x
Reakéni podminky pro amplifikaci B2M, TEPI, POTI, TRFI, TNKS a c-Myc genu:
95°C, 10’- (95°C, 15°’- 60°C, 60°") 45x

5.4. STANOVENI DELKY TELOMER

Pro uaplnost pohledu na metodologii studia teloméro-telomerazového komplexu je
uvedena 1 metoda pro analyzu délky telomer, ackoli jeji provedeni nebylo soucasti
predkladané diserta¢ni prace. Délka telomér byla stanovena s pouZitim kitu
TeloTAGGG Telomere Length Assay (Roche) podle instrukci vyrobee. Jednalo se o
metodou termindlniho repeti¢niho fragmentu (TRF, Terminal Repeat Fragment), kterd
je zalozena na neexistenci cilovych palindromd restrikénich endonukledz v
telomerickych sekvencich a subtelomerické DNA. Délka telomér byla detekovana po
Southernové hybridizaci vysokomolekuldarni DNA §tépené smési restrikénich enzymu
pro casto se vyskytujici cilové palindromy Hinf I a Rsa I s telomerickou sondou

(TTAGGG); znacenou digoxigeninem s naslednou chemiluminescenéni detekci. Délka
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telomér - primérna délka vSech chromosomovych konct ze vSech bunék obsazenych
ve vzorku - byla vyjadiena indexy TRF v kbp. Jako zkracené byly oznadeny hodnoty
TRF< 7.5 kbp (Sieglova et al., 2004).

5.5. STATISTICKA ANALYZA

Statistické analyzy byly provedeny pomoci programu GraphPad InStat2 a GraphPad
PRISM. Statistickd vyznamnost porovnani experimentalnich vysledkd skupin vzorki
byla hodnocena neparametrickymi testy (neparovy t test, analyza variance ANOVA).
Pro stanoveni korelaci byly pouZity neparametrické statistiky, které nezavisi na
predpokladu normalni distribuce (stanoveni Spearmanova korela¢niho koeficientu).

DFS analyzy - kfivky pfeziti byly vypracovany Kaplan-Meierovou metodou pomoci
programu GraphPad PRISM a pro jejich porovnani byl pouZit Log-rank test.

Za statisticky vyzmamné byly povaZzovany hodnoty P < 0.05.

32



6. VYSLEDKY

6.1. TELOMERAZOVA AKTIVITA (TA)

6.1.1. Telomerazova aktivita u MDS

6.1.1.1. Dynamika telomerdzové aktivity u FAB u subtypi MDS

Aktivita telomerazy byla stanovena u 93 vzorki 70 pacienti. Z celkového poctu 65
vzorkl kostni dfené pii diagnoze a pted zahdjenim 1écby vykazovalo zvySenou aktivitu
33 z nich (51%, tab. 10.1., graf 6.2.). Pozitivni aktivita byla detekovana jiz u témeér
poloviny 49% (21/43) vzorkl pacienti s ¢asnymi formami MDS (RA a RARS, ¢isla
pacientd 1-43) a 52% (11/21) vzorki pacientli s pokro¢ilymi formami MDS (RAEB a
RAEB-t, ¢isla pacientl 44-69). K signifikantnimu nariistu telomerazové aktivity oproti
zdravym darcim (0.0162 £ 0.0193) dochazi jiz u RA a RARS (P = 0.0006; 0.0963 +
0.1398) a dale narusta, i kdyZ ne signifikantné (P=0.5767), spole¢né s poctem blasta
v kostni dfeni smérem k RAEB a REAB-t diagn6zam (0.1204 + 0.1689).

U nékterych pacienti byla TA stanovena jak v kostni dfeni (KD), tak v periferni krvi
(PK). U pacientt ¢. 19, 68 a 70 byla aktivita v bunikach kostni dfené vyssi, u pacientd

¢.11 a 66 byla aktivita nizsi nez v periferni krvi, a to i ptes vyssi pocet blasti v KD.

6.1.1.2. Prubéiné zmény telomerazové aktivity u pacientit s MDS

Alespon dva vzorky stejné tkan€ v pritbéhu onemocnéni byly vySetieny u 9 pacientd. U
téchto pacientd (¢. 1, 29, 39, 53 a 54) se telomerazova aktivita zpravidla ménila v
souladu s poklesem ¢i narGstem blastd v kostni dieni. Podobné i u pacienta ¢. 17 byly
analyzovany celkem 4 vzorky u nichz dochdazelo ke kolisani TA, ktera odrazela
mnozstvi blastl zjisténé v KD (TA | = 0.3605, 2.8% blasti; TA; = 0.0114, 0.8%; TA3 =
0.2367, 3.2%; TA4= 0.0034, 1%). Pacient stale Zije.

Dva kontrolni odbéry pacienta ¢. 29 vykazuji stoupajici tendenci TA (TA; = 0.1484,
TA;=0.3534). Tento pacient za 2 meésice od odbéru druhého vzorku zemfel.

Pacient ¢. 45 s RAEB s nartustajici TA vykazoval po odbéru 3. vzorku zndmky progrese
onemocnéni. Dvacet mésicti po odbéru 3. vzorku pacient stéle Zije.

U pacienta ¢. 57 byla pfi diagnoze zjisténa pozitivni hladina TA a zkracené teloméry
(TA, = 0.0741, TRF, = 5.6kbp). V prib¢hu lécby doslo k poklesu TA a negativni
hodnoty byly detekovany i remisi onemocnéni (TA; = 0.0361, TA3; = 0.0159, TA4 =
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0.0014), posledni vzorek charakterizovala 1 normdlni délka telomér (TAs = 0.0118,
TRFs = 7.62kbp). Po 4 mésicich od odbéru posledniho vzorku podstoupil pacient

alogenni transplantaci krvetvornych bunék (HSCT).

6.1.1.3. Vztah mezi telomerazovou aktivitou a délkou telomér

Zkracené teloméry byly zpravidla spojeny se zvySenou hladinou TA nebo jejich eroze
zvySeni TA piedchazela. U naseho souboru pacienti s MDS zvySend telomerdzova
aktivita signifikantn€ souvisela se zkracenymi telomérami (r = -0.2919, P = 0.0465).
Naopak, normalni délka telomér a zvySena aktivita byly detekovany u pacientt ¢. 12, 23
a 30. U pacienta ¢. 23 se ob¢ hodnoty pohybovaly blizko hranice negativity a pozitivity
a tudiz zcela nevylucuji vyse zminény trend. [ pifes normalni délku telomér pacient ¢. 12
postupné progredoval smérem k blastickym formam MDS. Pacient ¢. 30 podstoupil

alogenni HSCT, takze ho bylo nutné s dalsiho sledovani vyloucit.

6.1.1.4. Prognosticky vyznam telomerdzové aktivity u MDS

Ke stanoveni rizika progrese smérem k pokroc¢ilym formam a leukemické transformaci
pacienti s MDS se v soucasné dobé pouziva zejména IPSS systém, zaloZzeny na
kombinaci t#i faktort, z nichZ jeden ptedstavuje podil blastickych buné€k v kostni dfeni.
Stanoveni vzdjemného vztahu telomerdzové aktivity se skérem rizika dle IPSS, tak
muze napoveédét vice o jeji prognostické vyznamnosti. V nasem souboru pacientli vSak
nebyla korelace mezi TA a pocétem blastd v analyzované tkani potvrzena (r = 0.0461, P
= 0.6810), stejn€ jako nebyl nalezen vztah mezi TA a IPSS skérem (r = 0.1214, P =
0.2654).

Graf 6.1. znazomuje Kaplan-Meierovy kiivky preziti pacientl s pozitivni a negativni
hodnotou telomerazové aktivity. I kdyZ pacienti s pozitivni TA pfezivaji krats$i dobu,
rozdil neni statisticky vyznamny. Presto vSak prognosticky vyznam telomerazové
aktivity pro progresi MDS naznacéuje odhad pravdépodobnosti pétiletého pieziti: ve
skupiné pacientd s nizkou hladinou TA pfezivaji vice nez 5 let tfi Etvrtiny (75%)

pacientl, kdezto ve skupiné€ s vysokou TA pouze piiblizn¢ jedna tfetina (30%) z nich.
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6.1.2. Telomerazova aktivita u sAML z MDS

Analyza telomerazové aktivity byla provedena u 14 vzork 13 pacientd se
sekundarmi AML z MDS. Hodnoty TA se pohybovaly v rozmezi 0.0015 — 2.3580 s
primérnou hodnotou 0.3408 + 0.5965 (vysledky v tab. 10.2. a grafu 6.4. — ten bude
spole¢ny pro vSechny). ZvySena TA byla zjiSténa u 77% (10/13) pacienta.

U pacienta ¢. 10 byly analyzovany vzorky periferni krve i kostni diené. Souhlasné
s poctem blasti byla v periferni krvi detekovéana niz§i TA (2% blastt, negativni TA =
0.0267) nez v kostni dieni (7.2 % blasti, pozitivni TA = 0.0685)

Nejcastéji byly erodované teloméry spojeny se zvySenou hladinou aktivity telomerazy a
opaén¢, krome pacienta €. 1, u kterého byla zjist€na normalni délka telomér, ale zvysena
TA.

Telomerazova aktivita pacienti se sekundarni AML z MDS nebyla signifikantné
zvy$ena vzhledem k aktivité detekované u MDS (P = 0.1808).

Korelaéni vztah TA s poctem blastli a s délkou telomér nebyl signifikantni (r = 0.4818,
P =0.0810, resp. r =-0.2143, P = 0.6191).

Kaplan-Meierovy kiivky pieziti pacienti v zavislosti na pozitivit¢ ¢i nebyly sestaveny,
protoze témef vSichni pacienti vykazuji pozitivni TA a kromé jednoho, ktery podstoupil
alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k, vSichni zemfeli v obdobi

do 2 let od odbéru vysetfovaného vzorku.
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6.1.3. Telomerazova aktivita u AML

6.1.3.1. Dynamika telomerazové aktivity u AML

Aktivita telomerazy byla stanovena u 57 vzorku 52 pacientd. Celkem 80% (40/50)
pacientd pii diagnéze vykazovalo zvySenou hladinu telomerazové aktivity. Hodnoty
aktivity se pohybovaly v rozmezi 0.0016 — 26.1458, s primémou hodnotou TA =
2.2357 £ 5.6083 (Tab. 10.3., graf 6.4.), kterd je piiblizn¢ 100x vys$$i nez u zdravych
darct (TA = 0.0162 + 0.0193). Nejvyssi hodnoty TA byly detekovany u FAB subtypt
M4 a MS (M1: 1.0847 = 1.2143; M2: 0.3963 £ 0.5297; M3: 0.198 £ 0.1309; M4:
4.0484 + 7.4929; MS5: 9.4596 + 9.5087; Graf 6.2.), ptesto mezi jednotlivymi subtypy
AML nebyly zjistény vyznamnéjsi rozdily.

Dva pacienti byly analyzovani pouze v dob¢ relapsu onemocnéni: pacient ¢. 1 (M0) mél
negativni hladinu TA (0.0251), pacient ¢. 6 (M1) mél pozitivni TA (0.6671), ale nizsi
neZ byla primérna hodnota TA u AML.

Telomerazova aktivita detekovana u pacienti s AML je signifikantné zvySena oproti

aktivité detekované u sSAML (P = 0.0215).

6.1.3.2. PriibéZné zmény telomerdzové aktivity u pacientii s AML

Pacienti sledovani v pribéhu onemocnéni (¢. 7 M1, ¢. 22 M1, ¢ 47 M4) dosahli
v kompletni/parcidlni remisi snizeni hladiny TA aZz do negativity, pacient ¢. 19 byl
negativni pfi diagnéze i1 v kompletni remisi. Spoleéné se zvySenim poctu blastl
v periferni krvi byla u pacienta ¢. 36 (M4) v relapsu onemocnéni detekovana vyssi

hodnota TA neZ pti diagnoze (TAgr = 0.2431, Tap, = 0.2266).

6.1.3.3. Vztah mezi telomerdzovou aktivitou a délkou telomér

Kromé jednoho pacienta, souvisela zvySend TA se zkracenymi telomérami. U 15-ti
letého pacienta ¢. 37 (TA = 0.7716) byla detekovana normalni délka telomér (TRF =
8.69 kbp), ackoli v porovnani s v€koveé odpovidajici kontrolou by byla oznacena jiz za
redukovanou (Iwama et al, 1998). U né€kterych pacientli byly zjiStény zkracené teloméry
ackoli TA aktivita jeSté nebyla zvySend. Vztah mezi TA a délkou telomér tak nebyl

signifikantni (r = -0.1858, P = 0.2928).
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6.1.3.4. Prognosticky vyznam telomerdazové aktivity u AML

Klinicky vyznam telomerdzové aktivity u primami AML potvrdila signifikantni

pozitivni korelace mezi TA a podilem blastd v analyzované tkani (r = 0.3689, P =

0.0040).

Kaplan Meierovy kfivky pfeziti mezi skupinami pacientli s AML s pozitivni a negativni

hodnotou TA se vSak signifikantné nelisily (P = 0.9298, graf 6.3.). Primérny pocet dni

pteziti byl 472 dni u TA negativnich a 440 u TA pozitivnich pacientu.
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6.1.4. Telomerazova aktivita u ALL

Graf 6.2.: TA u pacienti s AML —
rozdéleno dle jednotlivych FAB
subtypll; zvyraznény jsou pramérné

hodnoty TA.

Graf 6.3.: Kaplan-Maierovy
kiivky preziti AML pacientd

s pozitivni a negativni TA.

Analyzy TA byly provedeny u 10 vzorkd 9 pacientl, z nichz 7 bylo odebrano v dobé

stanoveni diagnozy. Aktivita telomerazy se pohybovala v rozpéti 0.0330 — 3.1889 s
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prumérnou hodnotou TA = 1.1606 = 0.9206. ZvySend TA byla prokdzana u 86% (6/7)
pacienti s ALL. Vysledky spole¢né se stru¢nou charakteristikou pacientt jsou shrnuty v
tab. 10.4. a grafu 6.4.

Pacient ¢. 3 vkompletni remisi onemocnéni vykazuje jen mirn¢ zvySenou TA a
normalni délku telomér. Vzhledem k tomu, Ze nebyla stanovena aktivita telomerazy
pred zahajenim 1€¢by, nelze posoudit jeji pfipadnou zménu ve vztahu k onemocnéni.
Nasledné pacient podstoupil alogenni HSCT a Zije. Pacient ¢. 8 byl analyzovan 2x a
vzdy pouze v prubéhu 1é¢by, prvni vzorek se vyznacuje pozitivni TA = 0.0705 - jen
mirm¢ zvySenou, druhy vzorek po zaléCeni relapsu onemocnéni je negativni (TA =
0.0028). Pfiblizné po 3 mésicich od odbéru druhého vzorku po opakovanych relapsech
onemocnéni pacient zemiel.

Vzajemné vztahy telomerdazové aktivity s poctem blasti v analyzované tkani ¢i délkou
telomér nebyly vyznamné (r = 0.2492, P = 0.4918, resp. r =-0.2571, P = 0.6583).
Analyza preziti pacientl v zavislosti na pozitivité ¢i negativité vysledku nebyla

vzhledem k malému poctu vzorkl stanovena.
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6.2. EXPRESE STUDOVANYCH GENU

Stru¢né charakteristiky pacientd s uvedenymi vysledky expresnich analyz jsou uvedeny
v tabulkach 10.5. (pacienti s MDS), 10.6. (pacienti se SAML z MDS) a 10.7. (pacienti
s AML) v pfiloze. Z divodu nizkého poctu testovanych vzorkld nebyly u pacienti se
sekundarni AML z MDS sestaveny kiivky pfeziti v zavislosti na pozitivité ¢i negativité

vysledku a nebyly stanoveny vzajemné korelaéni vztahy s ostatnimi analyzami.

6.2.1.Exprese genu hTERT

6.2.1.1. Exprese genu hTERT u pacientu s MDS

Zvysena exprese byla detekovana u 41% (14/34) vzorki pacientll s MDS pii stanoveni
diagndzy a pred zahajenim lécby. Hodnoty exprese byly vysoce variabilni, pohybovaly
se v rozpéti 0 - 3071% exprese negativnich kontrol (NC) s primérnou hodnotou 300 +
600% (Graf 6.5.). ZvySena exprese hTERT byla charakteristickd spiSe pro burnky kostni
dfené pacientl s pokro¢ilymi formami MDS (RAEB a RAEB-t) — 50% (4/8) pozitivnich
vzorkl, u pacientl scasnymi formami MDS (RA, RARS) byla zvySena exprese
detekovana pfiblizn€ u tietiny vzorkd (38%, 10/26). Prekvapivé byla exprese genu
hTERT v priméru vys$i u pacientl s RA a RARS, ale s velkym rozptylem (354 +
686%), nez u pacientli s RAEB a RAEB-t (146 + 102%), kde byly hodnoty vzhledem k
prameéru vyrovnangjsi.

Pouze u jednoho pacienta byl analyzovan, kromé vzorku pti diagndze, jesté dalsi vzorek
ve stavu kompletni remise (CR). Diagnosticky vzorek je charakterizovan zvysSenou
expresi genu ATERT, kterd je v CR ptiblizné dvojnasobna (117 a 228%), 1 pfesto ale
doslo k poklesu telomerazove aktivity. Délka telomér u tohoto pacienta vzrostla
z erodovanych 5.6 kbp na normalnich 7.62 kbp.

Vysoka exprese genu hTERT je vétSinou doprovdzena vysokou hladinou TA a
zkracenymi telomérami. Exprese genu ATERT pozitivné koreluje s expresi gent c-Myc
a TRF1, dale je vyznamng¢ji asociovana s expresi gentt POTI a TNKS a poétem blastl
v analyzované tkani. Na druhé stran¢ vSak nebyla prokdzana korelace s aktivitou
telomerazy, délkou telomér, expresi genu TEP/] a IPSS skorem rizika (Tab. 10.8.).
Délka preziti pacientii s MDS nesouvisi s hladinou exprese genu ATERT (Graf 6.6.).
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6.2.1.2. Exprese genu hTERT u pacientu se sekunddarni AML 7 MDS

Z celkového poctu 6 pacientl se SAML z MDS byla u vétsiny z nich (80%, 4/5) pti
diagnoze onemocnéni exprese genu ATERT (59 £ 61%) v rozsahu referenc¢niho intervalu
zdravych kontrol. Stejn¢ tak vykazoval normélni hodnotu exprese i vzorek pacienta
analyzovaného pfi relapsu onemocnéni (67%). I pfes negativni hodnoty exprese genu

hTERT byla u tii z té€chto pacientl zjist€na zvySena telomerdzova aktivity.

6.2.1.3. Exprese genu hTERT u pacientii s AML

Exprese genu ATERT byla stanovena u 30 vzorkl 27 pacientd s primarni AML. Pii
diagndze onemocnéni byla zvySena exprese nalezena u vice nez poloviny z nich (59%,
16/27). Podobné jako u MDS byla individualni exprese velmi variabilni — od 3 do
3126% exprese NC s prumérnou hodnotou 507 = 813% (Graf 6.5.).

U pacienta ¢. 22 byla pii diagnoze detekovana vysoka exprese (1397%), kterd v pribéhu
1é¢by postupné klesala (110%) aZ na velmi nizkou negativni hodnotu v parcidlni remisi
(8%).

Krom¢ dvou pacientd (¢. 8 a 9) maji ostatni zvySenou expresi genu ATERT spojenou se
zvySenou aktivitou telomerazy. U pacienta €. 9 byla zjiSténa 1 normalni délka telomér,
ackoli vzhledem kjeho véku (14 let) by podle Iwama et al (1998) mohla byt
povaZovana za zkracenou.

Exprese genu ATERT pozitivné koreluje sexpresemi gent c-Myc, TEP! a TRFI.
Signifikantni korelace vSak nebyla prokazéana s aktivitou telomerazy, délkou telomér,
expresemi gend POT! a TNKS a po¢tem blastl v analyzované tkani (Tab. 10.10.).

Rovnéz pieziti pacienti s AML neni na hladiné exprese genu ATERT zavislé (Graf 6.7.).
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Graf 6.5.: Porovnani exprese genu
ATERT zdravych darcli, pacientl
s MDS, sAML a AML se znazoménim
vyznamnosti naristu exprese pacientl
s MDS vzhledem kNC a pacienta
s AML vzhledem k pacientim s MDS.

Graf 6.6.: Pfeziti pacienti s MDS
v zavislosti na hladiné exprese genu

hTERT.

Graf 6.7.: Preziti pacienti s AML
v z&vislosti na hladiné exprese genu

hTERT.
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6.2.2. Exprese genu c-Myc

6.2.2.1. Exprese genu c-Myc u pacientii s MDS

Zvysena exprese byla detekovana u 7/26 (27%) vzorkl pacientl s MDS pii stanoveni
diagndzy nebo pied zahijenim lécby. Hodnoty exprese se pohybovaly v rozpéti 1 -
740% exprese NC s pramérnou hodnotou 110 + 173% (Graf 6.8.). Hladina exprese genu
c-Myc se zvySovala v prib&hu nemoci: u pacientd s casnymi formami MDS byla nizsi
(95 £ 136%) nez u pacienti s pokrocilymi formami (150 + 243%). Podil pacienti se
zvySenou expresi se ale s ohledem na klinicky stav nelisil: RA a RARS 5/19 (26%),
RAEB a RAEB-t 2/7 (28%)).

U pacienta €. 25 sledovaného v pribéhu onemocnéni se exprese pii diagnoze (RAEB) a
v kompletni remisi zdsadnéji neménila (49 a 60%).

Vysoké hodnoty exprese genu c-Myc byly prikazné asociovany se zvySenou expresi
genu ATERT. Exprese genu c-Myc byly déle v pozitivni korelaci s expresemi genu
POTI, TRFI a TNKS. Naopak nebyl prokazan zadny vztah s aktivitou telomerazy,
délkou telomér, expresi genu TEP/I a poétem blastll v analyzované tkani (Tab. 10.9.).

Preziti pacientl s MDS nesouviselo s hladinou exprese genu c-Myc (Graf 6.9.).

6.2.2.2. Exprese genu c-Myc u pacienti se sekundarni AML 7 MDS

ZvySena exprese pifi stanoveni diagnozy byla zjiSténa u tietiny (33%, 1/3) pacientd se
sekundarni AML z MDS a déle u pacienta v relapsu onemocnéni (104%). ZvysSena
exprese c-Myc byla zpravidla nasledovana i zvySenou expresi genu hTERT, ikdyz méla

jeji relativni exprese nizsi hodnoty.

6.2.2.3. Exprese genu c-Myc u pacientii s AML

Exprese genu c-Myc byla stanovena u 28 vzorku 26 pacienti s primarmi AML. P#
diagnéze onemocnéni byla u vétSiny pacientl nalezena zvySena exprese (81%, 22/27)
ve srovnani s expresi zdravych kontrol. Hladina exprese se pohybovala v rozmezi 64 az
3579% exprese NC s prumérnou hodnotou 697 + 894% (Graf 6.8.).

U pacienta ¢. 22 doslo v prabéhu 1é¢by k poklesu exprese ze 731 na 460%, u pacienta ¢.
1 poklesla exprese z plvodnich 275% zjisténych pii diagndze, na negativni hodnotu

v parcialni remisi (47%).
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Pacienti se zvySenou expresi c-Myc genu vykazovala vétsinou také zvySenou expresi
hTERT a nebo exprese c-Myc zvysené expresi hTERT genu dokonce predchézela.
Exprese genu c-Myc byla tedy v ptimé korelaci s expresi genu ATERT, dale pak s
expresemi genti POTI, TEPI, TRFI a TNKS. Vyznamng¢ji byla asociovana s aktivitou
telomerazy, ale nekoreluje s délkou telomér a po¢tem blasti v analyzované tkani (Tab.
10.10.).

Pieziti pacientl nebylo zavislé na hladiné€ exprese genu c-Myc (Graf 6.10.).
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6.2.3. Exprese genu POTI1

6.2.3.1. Exprese genu POTI u pacientii s MDS

Zvysena exprese byla detekovana u poloviny vzorki pacientd s MDS (50%,10/20) pti
stanoveni diagnozy a pied zahédjenim lécby. Hodnoty exprese se pohybovaly mezi 15 -
380% exprese negativnich kontrol s primérmou hodnotou 107 + 93% (Graf 6.11.). 1
pfesto, ze pacienti s RAEB a RAEB-t vykazovali vétsi procento pozitivnich vysledka
(4/6, 67% pacientil) nez u RA a RARS (6/16, 38% pacientll), exprese se vyraznéji u
pacientd s ¢asnymi a pokroc¢ilymi formami MDS nelisila (100 £ 97 a 125 + 179).

U pacienta ¢. 25 sledovaného v prubéhu onemocnéni exprese vyrazné poklesla z 218%
pfi stanoveni diagnozy na 37% v kompletni remisi.

ZvySena exprese genu POTI zpravidla souvisela zvySenou aktivitou telomerazy (P =
0.0492). Signifikantni hodnota pozitivniho korela¢niho koeficientu byla potvrzena i
mezi expresi genu POT/ a expresemi geni c-Myc, TRFI a TNKS. Byla vyznamnéji
asociovana s expresi genu ATERT, avSak nebyla v zadném vztahu s délkou telomér,
expresi genu TEPI, skorem rizika podle IPSS a poctem blastil v analyzované tkani
(Tab. 10.9.).

Hladina exprese genu POT/ neovliviiovala preziti pacienti s MDS (Graf 6.12.).

6.2.3.2. Exprese genu POT]1 u pacientii se sekundarni AML 7 MDS

Exprese genu POT] byla studovana pouze u 3 pacientll, z nichZ pacienti pii diagnoze

vykazovali zvy$enou hladinu exprese (207 a 371%) a pacient pii relapsu onemocnéni
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expresi odpovidajici zdravym darcim (44%). Podobn¢ jako u MDS, vysoka exprese

genu POTI zpravidla souvisela se zvySenou aktivitou telomerazy.

6.2.3.3. Exprese genu POTI u pacientii s AML

Exprese genu POTI byla stanovena u 25 vzorkd 23 pacienti s primarni AML. P#
diagndze onemocnéni byla zvy$ena exprese nalezena u 18/23 (78%) pacient. Exprese
se pohybovala v rozmezi 47 az 653% exprese NC s prumémou hodnotou 252 + 169%
(Graf 6.11.).

U pacienta ¢. 22 doslo v prubéhu 1é¢by k poklesu exprese genu POT! piiblizné na
polovinu (pfi diagnéze 498 % a v 1écbé 269%), u pacienta ¢. 1 se s 1écbou exprese
snizila az na negativni hodnotu, kterd byla nalezena ve vzorku odebraném v parcialni
(pti diagnoze 275 % a v parc. remisi 47%).

Exprese genu POTI byla v pozitivni korelaci s expresemi gent c-Myc, TEPI, TRFI a
TNKS a nekorelovala s délkou telomér, aktivitou telomerazy, expresi genu ATERT a
poctem blastd v analyzované tkani (Tab. 10.10.).

Pieziti pacientd s AML nebylo na hladin€ exprese genu POT] zavislé (Graf 6.13.).
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6.2.4. Exprese genu TEP]

6.2.4.1. Exprese genu TEPI u pacientit s MDS

ZvySena exprese genu TEP1 byla detekovana pouze u 22% (5/22) vzorkid pacientl
s MDS pfi stanoveni diagndzy a pied zahajenim 1écby. Hodnoty exprese se pohybovaly
v rozpéti 15 - 166% exprese negativnich kontrol s primérnou hodnotou 67 £ 45% (Graf
6.14.). Mezi skupinami pacientl s ¢asnymi a pokro¢ilymi formami MDS se hladina
exprese vyrazngji neliila (61 + 45 a 81 + 41), ackoli zvySena exprese se Casté&ji
objevovala u pacientt s RAEB a RAEB-t (2/6, 33%) nez u pacientit s RA a RARS
(3/16, 19%).

U pacienta €. 25 sledovaného v priib€hu onemocnéni se exprese vyraznéji nemenila (73

a 46%).
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Exprese genu TEP! pozitivn¢ korelovala s aktivitou telomerazy a expresi genu TNKS,
byla vyznamnéji asociovdna s poctem blasti v analyzované tkéni, ale nekorelovala
s expresemi gend hTERT, c-Myc, POT1 a TRFI a s délkou telomér (Tab. 10.9.).

Pieziti pacientd s MDS nezaviselo na hladiné exprese genu 7EP/ (Graf 6.15.).

6.2.4.2. Exprese genu TEPI u pacientii se sekunddarni AML 7 MDS
Zvysena exprese genu TEP] byla detekovana u vSech tfi studovanych pacientt — 2

pacienti pti diagnoze (186 a 126%) a 1 pacient v relapsu onemocnéni (103%).

6.2.4.3. Exprese genu TEPI u pacientii s AML

Exprese genu TEP/ byla stanovena u 25 vzorkll 23 pacientd s primarni AML. Pii
diagndze onemocnéni byla zvySena exprese nalezena u vétSiny pacientd (83%, 19/23)
pacienti. Exprese se pohybovala ve velkém rozmezi 20 az 534% exprese NC
s prumérnou hodnotou 233 + 161% (Graf 6.14.).

U pacienta ¢. 1 doSlo béhem 1écby pii dosazeni parcidlni remise k poklesu exprese
ptiblizné o polovinu pivodni hodnoty (pii diagnéze 208 % a v parc. remisi 114%), u
pacienta ¢. 22 se exprese pii diagnéze a v prubéhu 1écby vyraznéji nemeénila (537 a
573%).

Exprese genu TEPI pozitivn€ korelovala s expresemi genti ATERT, c-Myc, POTI, TRF1
a TNKS, ale neméla zadny vztah s délkou telomér, telomerazovou aktivitou a poctem
blastl v analyzované tkani (Tab. 10.10.).

Pfeziti pacienti s AML nebylo zavislé na hladin€ exprese genu TEP/ (Graf 6.16.).
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6.2.5. Exprese genu TRF1

6.2.5.1. Exprese genu TRF1 u pacientiu s MDS

Zvysena exprese genu TRFI byla detekovana ptfiblizné u tietiny vzorka (36%, 8/22)
pacientd s MDS pii stanoveni diagnozy a pted zahajenim lécby. Hodnoty exprese se
pohybovaly v rozpéti 5 - 226% exprese NC s pramérnou hodnotou 89 + 61% (Graf
6.17.). Exprese i podil pacientl s pozitivnimi hodnotami TRFI exprese se mezi
skupinami pacientl s ¢asnymi a pokro¢ilymi formami MDS vyraznéji nelisily (94 + 66
a76 £ 42, resp. 38%, 6/16 a 33%, 2/6).

U pacienta ¢. 25 sledovaného v prubéhu onemocnéni vykazovala exprese negativni
hodnoty jiz pfed zahajenim 1écby a po dosazeni remise jesté poklesla z plivodnich 87 na

38%.
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Exprese genu TRFI pozitivn€é korelovala s expresemi gent ATERT, c-Myc, POTI a
TNKS. Na druhé stran¢ nebyla prokazana signifikantni korelace s délkou telomér,
telomerazovou aktivitou, expresi genu TEP, skorem rizika podle IPSS a poctem blastu
v analyzované tkani (Tab. 10.9.).

Hladina exprese genu TRFI neovliviiovala preziti pacienti s MDS (Graf 6.18.).

6.2.5.2. Exprese genu TRF1 u pacientu se sekunddarni AML 7 MDS
Exprese genu TRFI byla studovana pouze u 3 pacientll, z nichz pacienti pii diagndze
vykazovali zvySenou hladinu exprese (122 a 142%) a pacient pfi relapsu onemocnéni

expresi odpovidajici zdravym darcim (29%).

6.2.5.3. Exprese genu TRF1 u pacientii s AML

Exprese genu TRFI byla stanovena u 25 vzorkll 23 pacientd s primarni AML. Pii
diagnéze onemocnéni byla exprese zvysena oproti zdravym kontrolam nalezena u asi
poloviny pacientt (52%, 12/23) pacientd s primérnou hodnotou 157% exprese NC (157
+ 116). Exprese méla velky rozsah - pohybovala se v rozmezi 39 az 459% (Graf 6.17.).
U pacienta ¢. 22 doslo v prubéhu 1é¢by k poklesu exprese ze 364% detekovanych pfi
diagndze na 244% v prubéhu 1écby, vzorek pacienta ¢. 1 vykazoval v parcidlni remisi
dokonce negativni hodnotu (pii diagnoze 159 % a v parc. remisi 54%).

Exprese genu TRFI byla v pozitivni korelaci s expresemi gent hTERT, c-Myc, POTI,
TEPI a TNKS. Signifikantni negativni korelace byla prokdzana mezi expresi 7RFI a
délkou telomér. S telomerazovou aktivitou ani s poctem blastli v analyzované tkani
Zadny vztah nalezen nebyl (Tab. 10.10.).

Pieziti pacientll s AML nebylo zavislé na hladiné exprese genu TRF/ (Graf 6.19.).

—~ 10000~
% Graf 6.17.: Porovnani exprese genu
e P=0.0025 P=0.0152 TRFI zdravych darci, pacientd
8 1000+ . s MDS, sAML a AML se znazornénim
° LS 4
é . . . o0 e vyznamnosti naristu exprese pacienti
; 1004 oot T .ff;' s MDS vzhledem kNC a pacientd
S -2 oo y s AML vzhledem k pacientim s MDS.
: 10 1 .
Ll- * *
04
-

1

NC MDS sAML AML

49



100

—— negativni Graf 6.18.: Preziti pacientd s MDS

;E‘, —— pozitivni v zavislosti na hladiné exprese genu
& 754 TRFI.
2 P=0.3963
SR
s<= 504
=]
o
)-g)
> 25
o
o
O T T T 1
0 250 500 750 1000
Dny
= 100 negativni Graf 6.19.: Pfeziti pacienti s AML
;5 pozitivni v zavislosti na hladiné exprese genu
& 751 TRFI.
o
e P=0.9985
a
8% 50-
=}
o
5
> 25
S
o
O T T T T 1
0 250 500 750 1000 1250
Dny

6.2.6. Exprese genu TNKS

6.2.6.1. Exprese genu TNKS u pacientu s MDS

Zvysena exprese genu TNKS byla detekovdna piiblizné u tietiny vzorkd (35%, 9/26)
pacientd s MDS pfi stanoveni diagnozy a pied zahdjenim 1é¢by. Hodnoty exprese se
pohybovaly v rozpéti 7 - 355% exprese NC s primérnou hodnotou 106 + 84% (Graf
6.20.). Priméma exprese pacienti s casnymi formami MDS méla hodnotu
nepiekracujici referen¢ni interval zdravych kontrol (92 + 71%), pfiCemZ zvySenou
expresi vykazovala pouze C¢tvrtina znich (26%, 5/19). Exprese genu TNKS se

zvySovala v pribéhu progrese onemocnéni: u pacientli s pokro¢ilymi formami MDS
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byla ¢astéji na pozitivni trovni (57%, 4/7 pacientll) a prumérna exprese této skupiny tak
vzrostla az na 149 = 104%.

U pacienta ¢. 25 sledovaného v prib¢hu onemocnéni vykazovala exprese pokles ze
186% detekovanych pti diagnoze az na negativni hodnotu 44% v kompletni remisi.
Exprese genu TNKS vykazovala pozitivni korelaci s expresemi gent c-Myc, POTI,
TEPI a TRFI. Dale byla vyznamné¢ji asociovana s aktivitou telomerazy a expresi genu
hTERT, ale nekorelovala s délkou telomér, se skorem rizika podle IPSS a poctem blastt
v analyzované tkani (Tab. 10.9.).

Pfeziti pacientd s MDS nesouviselo s hladinou exprese genu TNKS (Graf 6.21.).

6.2.6.2. Exprese genu TNKS u pacientu se sekunddarni AML z MDS
Exprese genu TNKS byla studovana u 5 pacientli, z nichz 75% (3/4) vykazovalo pii
diagndze a pted zahdjenim lécby zvySenou hladinu exprese, zatimco pacient pfi relapsu

onemocnéni mél piekvapivé hladinu exprese odpovidajici zdravym darcim (78%).

6.2.6.3. Exprese genu TNKS u pacientu s AML

Exprese genu TNKS byla stanovena u 28 vzorkd 26 pacientl s primarni AML. Pii
diagnoze onemocnéni byla u vétSiny z nich (85%, 22/26) nalezena zvySena exprese v
porovnani s referenénimi hodnotami zdravych kontrol. Pohybovala se ve zna¢ném
rozmezi 55 az 1326% exprese NC s pramérnou hodnotou 395 + 332% (Graf 6.20.).
Pacient ¢. 1 vykazoval vyznamny pokles exprese pii porovnani vzorkl pii diagndze
(530%) a v parcialni remisi (80%), kdy exprese odpovidala hodnotdm zdravych kontrol.
Podobné doslo k poklesu exprese u pacienta ¢. 22 z 569% detekovanych pfi diagnoze na
396% zjisténych v pribéhu 1éCby.

Exprese genu 7NKS pozitivné korelovala s expresemi genti ¢-Myc, POTI, TEPI a
TRF1, byla vyznamnéji asociovana s po¢tem blastt v analyzované tkani, ale nebyla ve
vztahu s aktivitou telomerazy, s délkou telomér a expresi genu A/TERT (Tab. 10.10.).

Pfeziti pacienti s AML nezaviselo na hlading€ exprese genu TNKS (Graf 6.21.).
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Nize uvedené grafy znazornuji vzajemné porovnani expresnich profild vSech
studovanych gent: u zdravych darct (Graf 6.23.), u pacienti s MDS (Graf 6.24.) a u
pacientt s AML (Graf 6.25.).

_ 10000+ Graf 6.23.: Exprese studovanych
O
4 genu u zdravych darci.
R
~ 10004
o
0
o
1
x 100" LN : T A ¢
[L}] oo . 0,* o 0o,
N IS o’ -3 —t— _.._
c e Tes s, ot
.2 Ce . ‘e 0: :
‘('6 10+ . . . .
— * .
)] . . .
m *e
1
hTERT Myc POT1 TEP1 TNKS TRF1
_ 100001
T Graf 6.24.: Exprese studovanych
2 .
) . gend u pacientd s MDS.
< 10004 -, .
] : .
o e S ot .
— (24 .es PR ®Y
& 1004 e e JOQUEPC S S
'E el e 25 SO PR
S IS .Oo oo
® 104 °*o* . :
& 0:0 .
1
hTERT Myc POT1 TEP1 TNKS TRF1
10000+
o Graf 6.25.: Exprese studovanych
z : o o S
o ¢ gend u pacientd s AML.
S . e L4
-~ 100041 * *e .,
Q —2ee . oo e
3 .::o . T’_‘ s .E.
1 . It TITE e e e,
x 1004 .. . e . $eae
(V] o* o M .o ‘oot
S k& : ’
5 109
[
m .0
1

hTERT Myc POT1 TEP1 TNKS TRF1

53



7.DISKUSE

7.1. TELOMERAZOVA AKTIVITA

7.1.1. Publikované vysledky a priciny jejich nesouladu

Vzhledem ke skutecnosti, Ze normalni krvetvorné buriky exprimuji ur¢itou hladinu
telomerazy, je dilezité analyzované vzorky pacientd porovnat s referené¢nimi hodnotami
zdravych jedincd. V této praci jsme povazovali vysledek kvantifikace telomerazové
aktivity za pozitivni teprve tehdy, kdyz zjisténé hodnoty piesahovaly prumérnou
hodnotu TA zdravych kontrol kostni dfen¢ a periferni krve navySenou o dvé smérodatné
odchylky. Stanoveni pozitivity ¢i negativity vzorku vSak neni u dosud publikovanych
studii jednotné. Zpravidla se autofi shoduji v tom, Ze své vysledky vztahuji ke zdravym
jedincim, avSak kriterium pozitivity byva rizné stanoveno: jako pozitivni mizZe byt
oznacen i vzorek s aktivitou vyS$si nez byla nalezena u zdravé kontroly (napt. Xu et al.,
1998). Byla vSak publikovand studie, kde byl za pozitivni oznaCen nalez
telomerazové aktivity vyssi nez byla priimérna hodnota TA stanovena u daného souboru
pacientd (naptf. Gurkan et al., 2005). Jak jiz bylo uvedeno, v na$i studii jsme zvolili
ptisné)jsi kritérium, takZe uréena hranice, kterd je pfiblizn¢ o 300% vyssi nez je pramér
negativnich kontrol, by tudiZ mela opravdu odraZzet jen znacny nardst aktivity
telomerazy. V idedlnim piipadé by pacienti méli byt srovnavani s vékové
odpovidajicimi jedinci, diky zjiSténym rozdilim v telomerazové aktivité a délce telomér
v zavislosti na véku jedince (Iwama et al. 1998). I ptesto, Ze na$ soubor zdravych darca
byl pomémé rozsahly (41 jedinci), jeho rozdéleni na jednotlivé vékové kohorty by
znamenalo vytvoreni statisticky nevyznamnych skupin. I touto cestou mohou vzniknout
rozdily ve vysledcich jednotlivych autord v zavislosti na slozeni kontrolniho souboru.
Polemizovat o dilezitosti spravného stanoveni pozitivity a negativity vzorku se mize
zdat nepodstatné, presto je pravé prognosticky odhad ptreziti za zdklad¢ aktivity
telomerazy timto faktem nejvice ovlivnén. Pro individualniho pacienta je vsak spise
podstatnéjsi sledovani dynamiky telomerazové aktivity v pribéhu onemocnéni.

Dalsim faktorem, ktery miZze byt pii¢inou nejednotnosti vysledkt riznych studii je typ
analyzované tkan¢. Z porovnani naSich vysledku aktivit telomerazy detekovanych
v periferni krvi a kostni dfeni pacientd s MDS nevyplyvéd jednoznacny zavér, nebot
aktivita stanovena v kostni dfeni nebyla vzdy vy$$i (jak bychom ptedpokladali diky

ptitomnosti vétSiho podilu blastickych bunék). Piesto Gurkan et al. (2005) detekoval
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vys§$i aktivitu v kostni dfeni, rozdil vSak nepovazZoval za signifikantni ve srovnani
s periferni krvi 1 pfesto, Ze primérna hodnota zde zjisténa byla ptiblizné o 30% nizsi

nez ta v kostni dfeni.

7.1.2. Telomerazova aktivita u hematologickych malignit

Myelodysplasticky syndrom je heterogenni skupina onemocnéni vznikajici na zékladé
poskozeni DNA kmenové hematopoetické buriky vedouci vysledné k neefektivni
hematopoéze diky piedcasné apoptoze bun€k. Prognoza pacientd je stanovena na
zaklad¢ skore rizika uréeného podle IPSS na zaklad¢ podilu blastickych bun¢k v kostni
dfeni, cytogenetického ndlezu a poctu cytopénii v periferni krvi. Do takto stanoveného
odhadu rizika se ale nepromitnou dalsi potenciondlni prognostické faktory - genetické a
epigenetické zmeény, které mohou vést k postupné transformaci bun€k a pfispivat
k progresi onemocnéni. Mezi tyto molekuldrné genetické mechanismy jsou fazeny
bodové mutace N-Ras genu, metylace tumor supresorového genu pl5 a v neposledni
fad€é zmeény teloméro-telomerazového komplexu.

V nasi studii jsme se zaméfili pfedevSim na pacienty s MDS, ktefi jsou vhodnym
modelem pro studium zmén na molekularni urovni souvisejicich s mozZnou transformaci
v akutni myeloidni leukémii. Vzorky ziskané z pomémé rozsahlého souboru pacientt,
ve srovnani s dosud publikovanymi udaji, ndm umoznily sledovat vyvoj zmén telomero-
telomerdazového komplexu od casnych forem MDS pies pokrocilé formy az k
sekundarni AML z MDS, stejné jako jeho stav u primarni akutni leukémie a odhalit tak
zmény slozek teloméro-telomerazového komplexu pfedchazejici leukemické
transformaci a jejich vyuzitelnost pii charakteristice a prognoze onemocnéni.

Nase vysledky ukazuji, ze pozitivni telomerazova aktivita, zvySena oproti hodnotam
zdravych kontrol, je u MDS ¢asnou zménou, ktera pfedchazi klinické znaky progrese
onemocnéni, jako je pfitomnost blastickych buné€k v kostni dfeni. Jeji signifikantni
nartst byl zaznamenan v mononukledarnich bunkach kostni dfené téméf poloviny
pacientll s ¢asnymi formami MDS, ackoli vétSina dosud publikovanych praci vyrazny
narust telomerazové aktivity nedoklada (Ohyashiki et al., 2002). Telomerdzova aktivita
se dale zvySuje smérem k blastickym formam MDS, jeji nardst ale neni jiz tak
signifikantni. K podobnému zavéru dospél i Gurkan et al. (2005), ktery sice detekoval
vys$i hladinu TA u pacientd s vétSim pocCtem blastd v kostni dfeni, ale rozdil nebyl

ptili§ vyznamny v porovnani s pacienty s mens$im podilem blastu.
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V naSem souboru pacientli jsme neprokazali signifikantni korelaci aktivity telomerazy
s podilem blastickych bun¢k v kostni dfeni, coz je ¢astecné vysvétlitelné vyse uvedenou
skute¢nosti. U individudlnich pacientd sledovanych dlouhodobéji ale pokles a narist
aktivity odpovidal zménam podilu blastickych buné€k v kostni dieni. Hladina telomerazy
rovnéz nesouvisela se skorem rizika stanoveného dle IPSS, které odrazi, kromé poétu
pancytopenii v periferni krvi a karyotypického nalezu i podil blastickych bunék v kostni
dfeni. Prognostickou vyznamnost telomerazové aktivity naznacil jiz Gurkan et al.
(2005), ktery zaznamenal signifikantné delS$i pfeziti u pacientd s negativnimi hodnotami
telomerazové aktivity. Podobny trend jsme pozorovali i my, kdyz déle nez 5 let se
dozival podstatné¢ mensi podil pacientd s pozitivni (30%), nez negativni TA (75%),
prestoze Kaplan-Meierovy kiivky pteziti nebyly vyznamné odlisné (P = 0.071).
Zvysena telomerazova aktivita byla zpravidla spojena se zkracenymi telomérami nebo
eroze telomér piedchazela nartstu aktivity a byla tak v souladu s pfedpokladem teorie
bunééného starnuti, kdy reaktivace telomerazy je duisledkem kritického zkraceni
telomér. Dal$i podplirny argument pii vyuziti TA jako prognostického faktoru je tedy
signifikantni negativni korelace s délkou telomér (P = 0.0465). Pravé stanoveni délky
telomér byva autory pochopitelné spiSe povazovano za prognosticky vyznaméjsi, nez
stanoveni aktivity telomerdzy (Ohyashikiet al., 2002). Souvislost zkracenych telomér
s indexem rizika (IPSS) jsme prokézali 1 my (Sieglova et al. 2004). Zdali budou u
podilu pacientd s MDS detekovany jen zkracené teloméry nebo uz i zvy$ena aktivita
telomerazy je pravdépodobné zavislé 1 na dobé€, kdy dojde ke stanoveni diagnozy.
Zatimco u vzorkd pacientd odebranych pfi stanoveni diagndzy se setkavame stejné
Casto s jen erodovanymi telomérami nebo s erodovanymi telomérami a aktivovanou
telomerazou, u kontrolnich vzorkii vétSiny pacienti odebranych v pribéhu nemoci je
zkraceni telomér jiz doprovazeno i zvySenou aktivitou telomerazy.

Aktivita telomerazy dale postupné nartsta i u pacientd se sekundarni AML z MDS a
nejvyssi hladiny jsou zjisténé u pacientl s akutnimi leukemiemi. ZvySena telomerazova
aktivita je tak znakem vétSiny (80%) pacientli s AML a jeji hladina je vyznamné vyssi
nez u pacientd s MDS a v priméru pfiblizné 100x vyssi nez u zdravych darcu.

Vysoky podil pacientli se zvySenymi hodnotami telomerazové aktivity byl pozorovan i

Ohyashiki et al. (2002), ktery ve své praci shrnuje vysledky riiznych autort, tykajici se

vyzkumu telomerazové aktivity, uvadi, ze pfiblizné jednu tfetinu pacienti s akutni

56



leukémii charakterizuje zvysena hladina aktivity telomerazy a polovinu pacientt vysoka
hladina.

Mezi skupinami pacientl s jednotlivymi FAB subtypy AML nebyly nalezeny rozdilné
hladiny telomerazové aktivity v krvetvornych burikach. Pravdépodobné tedy nezavisi na
tom, z jaké prekurzorové tfady se akutni leukémie vyvinula, a hladina telomerazové
aktivity by tak mohla byt nespecifickym markérem AML. Signifikantni variabilitu TA v
zavislosti na FAB subtypu AML neprokazal ve shodé s nasimi vysledky ani Gurkan et
al. (2005).

Prokazana signifikantni korelace telomerazové aktivity s podilem blasti v analyzované
tkani tedy své€d¢i pro mozZnost vyuZiti této komponenty teloméro-telomerazového
komplexu jako univerzalniho markéru pro sledovani Gspésnosti lé¢by pacienti s AML,
pro progndzu progrese onemocnéni, a to 1 pfesto, Ze¢ jsme neméli mozZnost
longitudinalniho sledovani dynamiky telomerdzové aktivity u vice pacientii. Cast z nich
totiZ postoupila 1é¢bu alogenni transplantaci HSCT a byla tak z dal§iho sledovani
vyfazena. Zmenseni souboru o tyto pacienty, ktefi vétSinou vykazovali pozitivni hladinu
TA, muze byt jednim z didvodi neprikazného rozdilu v pfezivani pacientt s AML
v zavislosti na pozitivité ¢i negativité vysledku stanoveni TA. Dalsim diivodem muze
byt celkovy charakter akutni leukemie — jeji molekularni podstata, spocivajici v
nahromadéni zmén v genomu kmenovych bunék. I tyto zmény se také mohou odrazit v
odhadu pieziti pacienti s AML a to pak nemusi nutné korespondovat s hladinou aktivity

telomerazy.

7.2. EXPRESE STUDOVANYCH GENU

7.2.1. Exprese genti hTERT a c-Myc

Katalytickd subjednotka telomerazy, kédovana genem ATERT, je povazovana za hlavni
faktor ovliviiyjici aktivitu telomerazy. Jeji zvySena exprese u malignich onemocnéni
byla popsana fadou autori, jen malo praci se vSak zabyvalo hematologickymi
malignitami. Cheng et al. (2003) popisuje signifikantné zvySenou expresi genu hTERT
pacientl s akutni leukémii v porovnani s normalnimi kontrolami a asociaci exprese
hTERT genu se zvySenymi hladinami exprese genu c-Myc a telomerazové aktivity.
Signifikantni korelaci ATERT s telomerazovou aktivitou u AML popsali i Xu et al.

(1998) a Uchida et al. (1999). V nasem souboru pacientd dochazelo k naristu exprese
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jiz u necelé poloviny pacientt s MDS, a to jiz u ¢asnych forem, stejné jako to
publikoval 1 Bock et al. (2004). Hladina i podil pacientd s pozitivni hladinou exprese
byl nejvyssi u pacientd s AML. Studium exprese ATERT genu sice potvrdilo vztah s
expresi genu c-Myc, pozitivni korelaci s telomerazovou aktivitou jsme ale neprokazali.
Lze vSak predpokladat, Ze telomerazova aktivita nasleduje narlist genové exprese, ale
v regulaci jeji ¢innosti se mohou uplatnit i dalsi proteiny a tudiz telomerazova aktivita

nemusi nutné kopirovat expresni profil ATERT.

7.2.2. Exprese genu POTI

[ ptfesto, ze Colgin et al. (2003) oznacil POT1 za pozitivni reguldtor délky telomér
zavisly na telomeraze, Lei et al. (2000) ukazal, Ze jeho funkce se odviji od umisténi jeho
vazby vzhledem k 3’konci DNA. POTI1 tak mizZe inhibovat telomerdzovou aktivitu
nebo pii vazbé blize k centroméfe umozni telomerdze lep$i piistup k substratu. Ve
shodé s predpokladem, ze jeho exprese bude pusobit v souladu s telomerazou, jsme
prokazali signifikantni korelaci individudlni telomerazové aktivity a exprese genu POT/
u pacienti s MDS. Neprokazali jsme v3ak tentyZ vztah u pacienti s AML a ani vliv
POTI exprese na délku telomér, stejné tak jako byla nepriikazna korelace mezi
telomerazovou aktivitou a délkou telomér daného souboru pacientd. Exprese genu
vykazovala vzrustajici tendenci s progresi a leukemizaci MDS s nejvy$§imi hodnotami
detekovanymi u pacientd se sekundarni AML z MDS. Ackoli exprese genu POTI u
pacient s MDS a akutni leukémii zatim studovana nebyla, pifi studiu nadord zaludku
obdrzel podobny trend jako my 1 Kondo et al. (2004), ktery u pacientl v pokrocilejSich

stadiich III a IV ¢astéji zjistil zvySenou expresi POT! genu v porovnani se stadii I a II.

7.2.3. Exprese genu TEPI

Piekvapivé zvySena exprese genu TEPI, ackoli ne piili§ vyznamné rozdilna oproti
normalnim kontrolam, byla detekovana jiz u pacienti s MDS. Primérma hodnota se ale
pohybovala na negativni trovni a teprve dal$i narist do pozitivnich hodnot exprese byl
detekovan u pacientl s transformaci do sAML z MDS. V dosavadnich studiich neni
tomuto genu pfisuzovana vétsi vyznamnost v regulaci telomerazové aktivity, zpravidla
diky zjisténim, Ze jeho exprese se neménila ani v pribéhu diferenciace
hematopoetickych bun¢k nebo mezi riznymi typy bunék (Uchida et al., 1999), ani mezi
jednotlivymi pacienty s AML (Xu et al., 1998).
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Zvysena exprese hTERT genu pravdépodobné znamena i zvySenou potiebu proteind,
které jsou zapojeny do uspofadavani a lokalizace telomerdzové ribonukleoproteinové
partikule, jejichz piedstavitelem je prave protein TEPI. Jeho zvySend exprese by pak
souvisela s expresi ATERT genu, tak jak jsme to 1 zjistili u pacientd s AML, ackoli tento

vztah nebyl zatim potvrzen jinymi autory (Xu et al. 1998).

7.2.4. Exprese genu TRF1

Necekanym vysledkem na$i studie byla i zvySend exprese genu TRFI, ktery pusobi
predev§im v negativni regulaci délky telomér a ocekavali bychom tak spiSe snizenou
expresi u pacienti s MDS a AML ve srovnani se zdravymi darci, podobné jako ji
obdrzeli u AML Shi et al. (2006) a Sun et al. (2004b). NaSe vysledky ukazuji zvySenou
expresi jiz u podilu pacientd s MDS a hodnota exprese stejn€¢ jako podil pozitivnich
pacientt je u AML vys§i nez u MDS.

Zvysenou expresi genu TRF/ mizeme povazovat za obranny mechanismus burky, ktera
se tak snazi vysytit dvouvlaknové useky telomér a zabranit tak pfistupu telomerazy a
jeji funkci. Vysokd exprese pak vede ke zkracovani telomér, jak bylo napf.
dokumentovano studiemi na bunécénych liniich (Smogorzewska et al., 2000). Zvysenou
expresi rovnéz detekovali i Matsutani et al. (2001) u pacientl snadory zaludku.
Vysvétluje ji tim, ze kratké teloméry s chromosomovou nestabilitou maji potfebu se
stabilizovat prostfednictvim T a D smycky, pro jejichz tvorbu a udrzeni je TRF1
protein dulezity. Vyrazné zvySenou expresi TRFI detekoval piedev§im u nadora
s velice kratkymi telomérami (krat$i nez 2 kbp), které také exprimovali signifikantné
vys$si hladiny telomerazové aktivity. Podobné jsme i my detekovali postupny narust
exprese od zdravych kontrol, ptes pacienty s MDS az k pacientim s AML, ktefi byli
také charakterizovani vyznamnou erozi telomér (Sieglova et al. 2003). U pacientd
s AML jsme navic prokazali signifikatni negativni korelaci exprese genu TRF/ s délkou

telomér, coz podporuje vyse zminénou teorii.

7.2.5. Exprese genu TNKS

Zvysena exprese tankyrdzy, povazované za pozitivni reguldtor telomerazové aktivity,
byla popsana Sun et al. (2004a) v myeloidnich leukemickych liniich, ale u pacientd

s hematologickymi malignitami zatim studovana nebyla. V naSem souboru pacientl
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dochazi ke zvySeni exprese jiz u pacienti s MDS, piesto vétSina z nich vykazovala
normalni hladiny exprese. Up-regulace byla spise znakem pacientd s AML, i kdyz
zrovna u tohoto souboru pacientli jsme neprokazali vztah ani s expresi genu A/TERT ani

s telomerazovou aktivitou.

7.2.6. Exprese regulatoru telomerazové aktivity u hematologickych malignit

Exprese vSech studovanych genli méla obecné vzristajici tendenci od ¢asnych forem
MDS pies pokrocilé formy po konverzi do sAML z MDS, stejn€ tak byly vysoké
hladiny charakteristické pro akutni leukémii pied zahajenim lécby. Na jedné strané
stoupala hladina genové exprese a na stran¢ druh€ rostl podil pacientd s jejimi
pozitivhimi hodnotami. Pii vzdjemném srovnani narGstu exprese patii geny TRFI a
TEPI k tém s mens$imi hodnotami, ¢imZz mohou podporovat piredpoklad, ze neplsobi v
pozitivni regulaci teloméro-telomerazového komplexu, resp. plni jen dopliujici, méné
dalezitou ulohu v regulaci telomerazové aktivity. Z tohoto pohledu se jevi jako
nejvhodnéj$i potencionalni molekularni markéry preleukemickych a leukemickych
bunék a pomocné prognostické faktory MDS a akutni leukémie pfedev§im exprese gent
hTERT a c-Myc, které vykazovaly nejvyssi nrast vzhledem ke zdravym déarctim.
Vzijemné korelaéni vztahy jednotlivych ¢asti teloméro-telomerazového komplexu
zjisténé u pacientt s MDS naznacuji ur¢ité zmény, v porovnani se zdravymi darci,
jakoby burky zacinaly postupné reagovat na jisté podnéty (zmény genomu), zatimco u
pacienti s AML byly korelace velmi podobné tém, zjisténym u zdravym darcim a
exprese jen vykazovaly piedpoklddany narGst, pravdépodobné zpusobeny vétsi
proliferaci leukemickych bunék. Vyznamny narlst exprese v krvetvornych bunkach
pacientd s AML ve srovnani s pacienty s MDS byl zji§tén u v3ech studovanych gend,
kromé genu ATERT. Tento stav mize byt podminén aktivaci dal§ich gent, které se
uplatiiuji v regulaci teloméro-telomerazového komplexu a ptsobi predev§im v negativni
regulaci telomerazové aktivity a jejichz studium nebylo pfedmétem této prace.

Navic, kromé genetickych zmén, maze byt regulace délky telomér také ovlivnéna
epigenetickymi modifikacemi telomérového chromatinu (Blasco, 2004) a nemusi
vlastné byt viibec zavisla na aktivité telomerdzy a expresi jejich regulatori. Teloméry
leukemickych bun€k mohou byt prodluZovany i alternativnimi mechanismy nezavislymi

na telomeraze.
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8. ZAVERY

1. V patogeneze MDS dochazi k poruSeni fyziologické rovnovahy teloméro-
telomerdazového komplexu krvetvornych buné€k jiz velmi brzy, v ¢ase kdy klinicky
ptfiznak leukemogeneze, jeZ jsou blastické buriky v kostni dieni, je§t€ neni ptitomen.
K signifikantnimu nartstu telomerazové aktivity oproti zdravym darcim dochazi jiz
u téméf poloviny pacientt s casnymi formami MDS (RA a RARS; P = 0.0006).

2. DalSi narist telomerdazové aktivity pokracuje, i kdyz ne signifikantn€, v progresi
onemocnéni a pfi leukemické transformaci, spolecné s poc¢tem blastl v kostni dfeni,
tedy smérem k pokroc¢ilym formam MDS (RAEB a RAEB) a k sAML z MDS, kdy
se podil pacientl s pozitivnimi hodnotami zvysil na 77%. Pro prognosticky vyznam
zvysené telomerazové aktivity pro progresi MDS a leukemizacni proces svédéi
signifikantni korelace se zkracenymi telomérami i skuteénost, Ze u pacientd s MDS
jsou nizké hladiny aktivity spojené spise s delSim prezitim: ve skupiné pacientl s
nizkou hladinou TA pteziva vice nez 5 let 75% pacientl, kdezto ve skupiné s
vysokou TA pouze piiblizn€ 30% z nich. Za lepsi prognosticky faktor MDS je vSak
povazovana délka telomér, a to z diivodu casové posloupnosti jednotlivych zmén
(kromé jinych i1 Sieglova et al., 2004).

3. Telomerdzova pozitivita se signifikantné¢ vys$$imi hladinami aktivity nez u MDS je
charakteristickym znakem krvetvornych bunék vétSiny pacientd s akutni leukémii
pfed zahajenim lécby (80% AML; 86% ALL). Jeji hladina prikazné souvisis
pocétem blastl v analyzované tkani a ma klesajici tendenci v pribéhu 1écby, avsak
nema vliv na délku pteziti. Protoze telomerazova aktivita nezavisi na prekurzorové
fadé z niz se akutni leukémie vyvinula, mize byt jejim univerzalnim markérem pro
sledovani uspésnosti 1é¢by a prognozu relapsu, a to zejména u pacientq, ktefi nemaji
specificky markér leukemickych bunék.

4. Skutecnost, Ze k poruSeni rovnovahy teloméro-telomerazového komplexu patii mezi
brzké zmény genomu v patogeneze MDS se projevuje 1 zvySenou relativni expresi
vétsiny studovanych genl pozorované u podilu pacientd s ¢asnymi formami MDS
(hTERT 38%, c-Myc 26%, POTI 38%, TEPI 19%, TNKS 26%, TRFI1 38%).
Hodnoty exprese genl ATERT a c-Myc byly ve vzajemné pozitivni korelaci a
vykazovaly nejvétsi nardst oproti zdravym darcim a byly vysoce variabilni, coZ by
mohlo ptedstavovat vyhodu pfi sledovani jejich dynamiky. Vysoké hodnoty exprese

byly charakteristické spiSe pro burky kostni dfené pacientd s pokroc¢ilymi formami
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MDS. Piestoze vysokd exprese genu ATERT nekorelovala s telomerdzovou
aktivitou, byla vétSinou doprovazena pozitivni hladinou TA a zkracenymi
telomérami a byla vyznamnéji spojena s expresemi gent POTI a TNKS a poétem
blastd v analyzované tkani. Exprese genu c-Myc byla téZ spojena se expresemi
pozitivnich regulatord telomerazové aktivity kodovanych geny POTI a TNKS.

5. Pozitivni hodnoty exrese studovanych gent jsou téz charakteristické vzdy pro vice
neZ polovinu pacientl s primarni AML pted zahajenim 1écby (hZTERT 59%, c-Myc
81%, POTI 78%, TEPI 83%, TNKS 85%, TRF1 52% ).

6. Co se tyce regulace telomerazové aktivity i délky telomér, nase vysledky naznacuji,
ze se jedna o komplexnég)$i proces nez se dosud predpokladalo a v uréitych fazich
muze byt i potlaCovana role pozitivnich regulatori ATERT a TNKS. Hladina
telomerazové aktivity totiz neodrdzi expresi hTERT genu, povaZzovaného za jeji
hlavni pozitivni regulator. U pacienti s MDS telomerdzova aktivita vyznamné
korelovala s expresi genu POTI, jehoz produkt v konecném disledku umoznuje
vazbu telomerazy na teloméry a ,,ochranuje™ je tak pfed erozi. Nejniz$i narasty
exprese studovanych gend byly zaznamenany u TEPI a TRFI, které jsou spiSe
dilezité v usporadani telomerazové ribonukleoproteinové partikule, resp. maji ulohu
v negativni regulaci delky telomér a aktivity telomerazy. Zvysend exprese TRFI a
jeji signifikantni negativni korelace s délkou telomér naznacuje, tlohu TRFI
proteinu v obranném mechanizmu bunky prostfednictvim znemoznéni vazby

telomerazy na teloméry.

Z vyse uvedené rekapitulace hlavnich vysledkt vyplyva, ze nadéjnymi prognostickymi
faktory MDS se jevi pfedevSim expresni profily genu ATERT, kédujici katalytickou
subjednotku telomerazy, a genu kodujiciho transkripéni faktor c-Myc. Urceni
konkrétngjSich zavér o jejich prognostick€é vyznamnosti vSak vyzaduje rozsifeni
souboru a delsi sledovani pacientt v prubéhu onemocnéni, coZ v soucasnosti probiha
v ramci vyzkumného projektu ¢. 0002373601 Ministerstva zdravotnictvi

Zvyseni exprese genu hTERT tedy povazujeme za lep$i prognosticky faktor a
nespecificky molekuldrni markér nez je zvySend aktivita telomerdzy, protoze kromé
jiného ji casové predchazi. Presto je, zejména vzhledem k vys$e uvedenému predpokladu
vétsi komplexnosti regulace telomerazy, dilezité i sledovani jeji aktivity, protoze praveé
na ni zavisi stabilizace telomér leukemickych bun€k umoziujici jejich neomezenou

proliferaci. Navic, citliva metoda kvantifikace telomerazové aktivity modifikovanou
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metodou TRAP mé prednost pro rutinni klinickou praxi, spoc€ivajici v pottebé malého
mnozstvi vstupniho materidlu v porovnani s ostatnimi metodikami pouzitymi v této
praci.

Znalosti telomerazové aktivity a délky telomér spolu s preciznim uréenim expresnich
profild gent ATERT a c-Myc, prosttednictvim RT PCR v redlném case, jsou dulezité
zejména u pacientl s casnymi formami MDS, aby mohlo byt upfesnéno jejich
individualni riziko a uplatnénd optimalni lécba i s perspektivou jejiho zacileni na na
snizeni telomerazové aktivity. Pro nékteré z téchto metodik budou vypracovany
standardni operacni postupy pro rutinni akreditované vySetieni v Narodni refern¢ni

laboratoti pro DNA diagnostiku.
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Pacient Podet TRF
& Stadium| Diagnéza | VE&k | Pohlavi | Tkan |blasti % | IPSS TA (kbp)
1/1 Dg RA 32 z KD 2.4 0.5 0.0859 nd
1/2 K RA 43 z KD 1.2 0.5 0.0068 nd
2 Dg RA 6 M KD 0 nd 0.0112 nd
3 K RA 59 z KD 1.2 0.5 0.0008 nd
4 K RA 33 M KD 1.2 0.5 0.0096 nd
5 Dg RA 53 M KD nd nd 0.0674 nd
6 CR RA 69 z KD 2.8 0.5 0.6578 7.25
7 Dg RA 60 M PK 0 1.5 0.3756 5.0
8 K RA 71 z KD 2.5 0 0.0949 5.8
9 Dg RA 23 z KD 0.9 0 0.0015 7.4
10 K RA 52 z KD 1.4 0.5 0.0125 6.6
11 K RA 65 z PK 0 1 0.1694 nd
11 K RA 65 z KD 1.3 1 0.1467 6.1
12 Dg RA 60 z KD 3.4 0.5 0.1422 8.15
13 K RA 56 z KD 35 0 0.0262 5.6
14 Dg RA 72 4 KD 2.6 0 0.3200 4.6
15 Dg RA 62 2 KD 4.4 0.5 0.1307 4.3
16 K RA 58 M PK 0 0 0.0017 8.17

17/1 K RA 42 z KD 2.8 0.5 0.3605 nd
17/2 K RA 44 z KD 0.8 nd 0.0114 nd
17/3 K RA 47 4 KD 3.2 0.5 0.2367 7.1
17/4 K RA 48 z KD 1 0.5 0.0034 nd
18 K RA 67 M KD 2.4 15 0.0698 nd
19 K RA 79 z KD <5 0 0.0896 5.03
19 K RA 79 z PK <5 0 0.0641 nd
20 Dg RA 71 M KD <5 0 0.0660 nd
21 K RA 57 z KD 3.3 0 0.0077 47
22 K RA 63 z KD 1.4 0 0.0064 10.5
23 Dg RA 42 M KD 1 0.5 0.0794 7.6
24 K RA 54 M KD 1.3 0.5 0.0261 6
25 Dg RA 54 M KD 2.8 0.5 0.0026 4.5
26/1 K RA 66 z KD 45 1 0.6488 nd
26/2 K RAEB 68 z KD 7 1.5 0.0462 nd
27 K RA 60 M KD 1.6 0.5 0.0657 5.71
28 K RA 57 M KD 1.5 1.5 0.0613 nd
29/1 K RA 69 M KD 0.8 0.5 0.1484 4.6
29/2 K RA 60 M KD 1.4 0.5 0.3534 5.8
30 K RA 47 M KD 0.4 1 0.0836 7.68
31 K RA 60 M KD 1.9 0.5 0.0284 74
32 K RA 66 M KD 1.3 0.5 0.0004 7.7
33 Dg RA 30 M KD 1 1 0.0534 8.3
34 K RA 50 M KD 2.6 0 0.0736 6.2
35 Dg RA 53 M PK 0 1.5 0.0770 nd
36 K RA 42 z PK 0 0.5 0.4137 nd
37 K RA 76 2 KD 3.8 0.5 0.0149 nd
38 K RA 34 z KD 1 0.5 0.0367 nd
39/1 Dg RARS 64 z KD 2 0 0.0016 nd
39/2 K RARS 69 z KD 2.6 0 0.0145 11
401 K RARS 72 z PK 0 0.5 0.0214 4.6
40/2 K RARS 72 z KD <5 0.5 0.0026 nd
41 K RARS 71 z PK nd nd 0.0034 8.26
42 K RARS 78 M KD nd nd 0.0365 nd
43 K RARS 68 z KD <5 0.5 0.4994 6.0
44 Dg RAEB 57 2 KD 8,8 0.5 0.1161 nd
45/1 K RAEB 68 M KD 6.1 1 0.0265 4.2
45/2 K RAEB 68 M KD 5.8 1 0.0608 6.8
45/3 K RCMD 69 M KD 46 1 0.1801 nd
46 Dg RAEB 50 M KD 7 1.5 0.0052 6.64
47 K RAEB 45 M KD 17.2 2 0.3257 nd
48 K RAEB 19 z KD 6.3 1 0.0148 6.8
49 Dg RAEB 59 M KD 15.4 1.5 0.0123 nd
50 Dg RAEB 49 M PK 1 1 0.3379 nd
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Pacient Pocet TRF
&, Stadium| Diagnéza | VEk | Pohlavi | Tkan |blastu % | IPSS TA (kbp)
51 Dg RAEB 51 2 PK 5 2 0.0921 nd
52 Dg RAEB 67 z KD 6.2 0.5 0.0016 6.4
53/1 K RAEB 67 M PK 0 1 0.0519 4.9
53/2 K RAEB 67 M KD 10.2 1 0.1953 4.4

53/3 K RAEB 68 M KD 5.2 1 0.0033 nd
54/1 Dg RAEB 48 M KD 8.4 1 0.5663 nd
54/2 K RAEB 48 M KD 7.3 1 0.0812 nd
55/1 Dg RAEB 59 M KD 6.5 1 0.0016 58
55/2 K RAEB 60 M PK 1 1 0.1030 nd
56 Dg RAEB 47 M KD 6 2 0.0371 nd
5711 Dg RAEB 61 M KD 8.9 1.5 0.0741 5.6
57/2 L RAEB-t 62 M KD 16 2 0.0361 55
57/3 L RAEB-t 62 M KD 19.6 0.5 0.0159 nd
57/4 CR RA 62 M KD 1.7 0.5 0.0014 nd
57/5 CR RA 62 M KD 2.6 0.5 0.0118 7.62
58 CR | RAEB-t 57 M KD 1,6 0.5 0.2759 nd
59 Dg RAEB-t 42 z KD 21 2.5 0.0003 nd
60 Dg RAEB-t 67 z KD 29 3 0.1301 nd
61 L RAEB-t 55 M KD 26 3 0.0012 6.88
62 Dg RAEB-t 47 2 KD 25.4 nd 0.0875 5.11
63 Dg RAEB-t 2 M KD 0.5910 nd
64 R RAEB-t 62 z KD 19.6 3.5 0.1130 7.15
65 CR | RAEB-t 81 z PK 0 0 0.0343 nd
66 CR | RAEB-t 75 z PK 0 0 0.0141 nd
66 CR | RAEB-t 75 z KD <5 0 0.0014 nd
67/1 Dg RAEB-t 40 z PK 4.5 2 0.0959 nd
67/1 L RAEB-t 40 z KD 9.4 1 0.0025 4.76
68 Dg RAEB-t 54 M PK 0 2 0.0085 nd
68 Dg RAEB-t 54 M KD 10 2 0.0171 nd
69 Dg RAEB-t 66 M PK 2 2.5 0.0074 nd
70 K CMMoL 64 2 PK 0 0 0.0004 8.3
70 K CMMoL 64 2 KD 1.3 0 0.0579 7.7

Tab. 10.1.: Struéna charakteristika pacienti s MDS s uvedenymi vysledky analyzy telomerazové aktivity.

Cervené jsou oznadeny vysledky pozitivnich hodnot TA a erodovanych telomér. (Dg. — odbér v dobé

stanoveni diagndzy; K, odbér vzorku neléceného pacienta; KD, kostni dfeil; nd, nebylo stanoveno; PK,

periferni krev; R — odbér v dobé relapsu onemocnéni, PR/CR — odbér v dobé parcialni/kompletni remise

onemocnéni; TRF, terminalni repeti¢ni fragment)
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Pacient Analyzovana |pocet blasti TRF
é. Stadium| Diagnéza | Vék | Pohlavi tkan v % TA (kbp)
1 Dg SAML 57 M PK 41 0.2032 8.11
2 Dg SAML 52 Z PK 3 0.0484 53
3 Dg SAML 56 z PK 6 0.3860 nd
4 Dg SAML 69 M PK 26 0.0884 6.98
5 Dg SAML 50 V4 PK 3 0.1900 nd
6 Dg SAML 60 2 PK 25 0.1640 6.8
7 Dg SAML 62 M PK 4 0.0071 nd
8 Dg SAML 58 2 KD 36.5 0.0015 8.92
9 Dg SAML 37 2 PK 87 2.3580 nd
10 Dg sAML 57 M PK 2 0.0267 5.7
10 Dg sAML 57 M KD 7.2 0.0685 5.8
11 Dg SAML 60 Z PK 31 0.4401 4.0
12 Dg SAML 58 2 KD 12 0.2116 nd
13 Dg SAML 65 Z PK 39 0.2646 nd

Tab. 10.2.: Stru¢na charakteristika pacienti se sekundami AML z MDS s uvedenymi vysledky analyzy

telomerazové aktivity a délky telomér. Cervené jsou oznaceny vysledky pozitivnich hodnot telomerazové

aktivity a erodovanych telomér. (Dg, stanoveni diagnozy; PK, periferni krev; KD, kostni dfefi; TA,

telomerazova aktivita; TRF, terminalni repeti¢ni fragment; nd, nebylo stanoveno)

74



Pacient Stadium FAB Analyzovana| pocet blastu TRF
¢. nemoci subtyp Vék Pohlavi tkan v % TA (kbp)
1 R MO 63 M PK 60 0.0251 4.08
2 Dg MO 48 M KD 91 0.3200 4.61
3 Dg M1 37 M PK 70 2.7333 nd
4 Dg M1 56 M PK 50 0.0532 nd

5/ Dg M1 66 M PK 81 0.2642 4.52
52 CR M1 66 M PK 0 0.0895 nd
6 R M1 59 z KD 94.4 0.6671 nd
m Dg M1 25 M PK 94 0.1660 6
72 PR M1 25 M PK 0 0.0185 7.2
8 Dg M1 37 M KD 75 0.9178 nd
9 Dg M1 64 M PK 80 0.0761 4.3
10 Dg M1 31 M PK 95 0.0470 7.69
11 Dg M1 30 z PK 79 3.1330 5.4
12 Dg M2 52 z PK 75 0.5172 nd
13 Dg M2 75 M PK 0 0.0608 nd
14 Dg M2 11 M KD 47.6 0.0669 nd
15 Dg M2 39 M PK 98 0.1158 4.18
16 Dg M2 32 M PK 89 0.7447 3.23
17 Dg M2 55 z PK 43 0.0128 nd
18 Dg M2 14 z KD 17.6 0.0215 9.4
19/1 Dg M2 41 M PK 35 0.0016 55
19/2 CR M2 41 M PK 0 0.0090 8.33
20 Dg M2 16 M KD 57.2 0.5966 nd
21 Dg M2 67 M PK 79 2.0160 nd
22 Dg M2 59 2 PK 4 0.1958 nd
23 Dg M2 24 2 PK 6 0.2208 4.02
24 Dg M2 71 M PK 69 0.5818 6.97
25 Dg M3 64 z PK 13 0.1684 nd
26 Dg M3 35 z PK 91 0.1700 nd
27 Dg M3 7 z KD 90 0.2276 nd
28 Dg M3 52 z KD 82 0.0362 3.09
29 Dg M3 27 M PK 75.5 0.2076 2.55
30 Dg M3 40 M PK 43 0.0250 nd
31 Dg M3 14 z KD 90.4 0.2850 6.24
32 Dg M3 13 2 KD 72 0.4639 3.1
33 Dg M4 66 z PK 62 8.5385 nd
34 Dg M4 64 M PK 17 26.1458 5.01
35 Dg M4 47 2 KD 46.4 2.3361 6.82
36/1 Dg M4 37 z PK 37 0.2266 4.68
36/2 R M4 38 z PK 54 0.2431 nd
37 Dg M4 15 M PK 84 0.7716 8.69
38 Dg M4 15 2 PK 60 0.0130 nd
39 Dg M4 21 2 PK 44 0.1500 nd
40 Dg M4 21 M PK 28 0.3653 5.75
41 Dg M4 41 M PK 69 0.1524 3.9
42 Dg M4 56 M PK 40 0.0876 6.45
43 Dg M4 17 M KD 66.4 21.6838 nd
44 Dg M4 28 z PK 48 7.4839 nd
45 Dg M4 58 z PK 18 0.2028 4.3
46/1 Dg M4 42 M PK 86 0.1364 nd
46/2 CR M4 43 M PK 0 0.0329 7.0
47 Dg M4 69 M PK 27 0.0091 37
48 Dg M4 62 2 PK 22 0.3106 4.9
49 Dg M4 66 M PK 22 0.2096 4.7
50 Dg M5 53 M PK 6 0.0238 5.3
51 Dg M5 54 M PK 84 5.8800 nd
52 Dg M5 46 M PK 47 22.4750 nd

Tab. 10.3.: Stru¢na charakteristika pacientl s AML s uvedenymi vysledky analyzy telomerazové aktivity.
Cervené jsou oznaéeny vysledky pozitivnich hodnot telomerazové aktivity a erodovanych telomér. (Dg. —
odbér v dobé stanoveni diagnézy, KD, kostni dfeii; nd, nebylo stanoveno; PK, periferni krev; R — odbér
v dobé relapsu onemocnéni, PR/CR - odbér v dobé parcialni/kompletni remise onemocnéni)
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Analyzovana

Pacient Poclet blasta TRF
&, Stadium Subtyp Vék Pohlavi tkai v % TA (kbp)
1 Dg B 4 2 PK 90 1.0501 3.44
2 Dg B 52 M PK 39 3.1889 6.23
3 CR B 30 M KD 2.2 0.0743 8.3
4 Dg B 3 Z KD 90.8 1.0383 nd
5 Dg B 53 M PK 84 1.3871 4.57
6 Dg B 56 Z PK 93 0.0330 5.5
7 Dg B 50 M PK 62 0.5277 nd

8/1 L T 36 M PK 0 0.0705 nd
8/2 L T 37 M PK 0 0.0028 nd
9 Dg B 61 M PK 92 0.8991 4.6

Tab. 10.4.: Stru¢na charakteristika pacienti s ALL s uvedenymi vysledky analyzy telomerazové aktivity.

Cervené jsou oznaceny vysledky pozitivnich hodnot TA a erodovanych telomér.

(Dg, odbér v dob¢ stanoveni diagnozy; KD, kostni dieii; L, odbér v priibéhu 1é¢by; nd, nebylo stanoveno

PK, periferni krev; TA, telomerazova aktivita; TRF, terminalni repeti¢ni fragment;)
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Abstract

We have studied POT1 gene expression in 27 patients with myelodysplastic syndromes
(MDS) and acute myelogenous leukemia (AML) to find out whether it might serve as a
prognostic factor of MDS and a molecular marker of leukemic cells. Up-regulation of POT1
was observed in 53% patients with MDS (P=0.001) and in 90% of patients with AML
(P=0.004). Positive findings were detected in 38% patients with early forms of MDS and
expression increased towards disease progression. The highest levels were found in patients
with AML. Significant correlation of POT1 expression with telomerase activity supports its

role in positive regulation of telomere length.

1. Introduction

Telomere-telomerase complex has recently become one of the most extensively studied
topics, while its misbalance involving telomere erosion and subsequent increased activity of
ribonucleoprotein telomerase were detected in majority of tumors including hematological
malignancies[1]. As misbalance of telomere-telomerase complex may be a critical step in
development of leukemia, data on dynamics of its components in hematopoietic cells of
patients with myelodysplastic syndromes (MDS), considered as a credible tool for studying
genome changes accompanying development towards overt leukemia, might help to elucidate
molecular background of leukemogenesis and moreover, to identify MDS patients in risk.

The catalytic subunit of telomerase (hTERT), responsible for reverse transcription of
telomeric repeats, is thought to be main regulator of telomerase activity. Except of hTERT,
there are other proteins involved in a signaling pathway of telomere-telomerase complex,
including Potl (Protection Of Telomeres 1) encoded by POT1 gene. Potl is a G-rich stranded
telomeric DNA binding protein playing an important role in telomere length maintaining,
based on observation that rapid loss of telomeric DNA occurs following deletion of POT1
gene[2]. Participation of Potl in telomerase regulation was not elucidated entirely yet,
nevertheless, its putative functions might involve direct binding to single-stranded
3’overhanging DNA or indirect action through the interaction with duplex telomere DNA
binding protein TRF1 (Telomeric Repeat Binding Factor 1) [3]. Also, it has been suggested
that effect of Potl may be determined by location of it’s binding at DNA 3’end: either it may

inhibit telomerase action or it constitutes a preferred substrate for telomerase [4]. Thus, Potl



may allow telomerase greater access to the telomere resulting in increased telomere length,
therefore act as telomerase-dependent positive regulator of telomere length [5].

However, the impact of POT1 gene expression in molecular changes preceding leukemic
transformation has not been studied in vivo yet. We present here data on POTI1 gene
expression in 27 patients with myelodysplastic syndromes (MDS) and primary acute
myelogenous leukemia (AML) before treatment. We intended to find out whether expression
of POT1 gene is up-regulated in progression of MDS towards overt leukemia, thus whether it
might serve as an additional prognostic factor and a molecular marker of leukemic cells,

moreover to determine its relationship to telomerase activity.

2. Materials and methods

2.1. Patients and samples

Patients included into the study were divided into subgroups according to FAB (French-
American-British) criteria as follows: MDS - 12 x refractory anemia (RA), 1 x RA with
ringed sideroblasts (RARS), 3 x RA with excess of blasts (RAEB), 1 x RAEB in
transformation (RAEB-t); primary AML: 4 x AML M1, 2 x AML M2, 1 x AML M4, 2 x
AML M5, 1x AML M6). Patients with MDS were stratified on the base of bone marrow blast
count, number of peripheral blood cytopenias and karyotype into risk groups according to the
International Prognostic Scoring System (IPSS) [6]. Analyses were performed on bone
marrow (BM) samples of MDS patients and BM or peripheral blood (PB) samples of patients
with AML.

2.2. RNA extraction and reverse transcription

Total RNA from 107 mononuclear cells was extracted by modified method of Chomczynski
[7]. Reverse transcription (RT) was performed in final volume of 20ul containing 1x buffer
(Gibco BRL), 10mM dithiotreitol, 5nM hexamers (Amersham Biosciences), 20U of rRNasin®
RNase Inhibitor (Promega), 200U of SuperScript™ Il Rnase H (Invitrogene), 0.5mM dNTP
mixture (Fermentas) and 6l of total RNA. RNA and hexamers were first denatured at 70°C
for 5 min and chilled on ice. Samples with RT mixture were than incubated at 25°C for 13

min and than at 42°C for 90min and finally incubated at 93°C for 3 min to inactivate reaction.



2.3. Real time quantitative RT-PCR

Real time quantitative RT-PCR was performed in RotorGene 3000A (Corbett Research) using
primers for POT1: 5'gacggagcatcatttcttctaaagg 3, 5'cttgecacatgaacatggttatcg 3” and specific
TagMan probe 5' tggcaccaggacaccatttccatcttgg 3' (designed by Proligo). Cycling parameters
were as follows: 95°C for 10min, 45 cycles for (95°C for 15s, 60°C for 60s). PCR assays
were conducted in doublets for each sample, and mean value was used for calculation.
Relative expression of POT1 gene was determined as a ratio of POT1 gene expression to
expression of the housekeeping gene beta—2-microglobulin (B2M, primers in [8]).
Mononuclear cells of 16 healthy bone marrow or peripheral blood progenitor cells donors
(range 3-42 years, Me = 31.5 years) served as normal controls (NC). The ratio higher than
2.345 (mean + 2 S.D. of healthy donors) was postulated as the POT1 gene expression positive

result.

2.4. Telomerase activity

Protein extracts from 10® mononuclear cells were prepared by adding 200ul of CHAPS lysis
buffer (Scintila), incubated at 4°C for 30 min and than centrifuged at 10 000g for 25 min.
Protein extract equivalent to 1 000 cells were analyzed for telomerase activity using modified
TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) Assay - TeloTAGGG Telomerase PCR
ELISAP"Y® kit (Roche). Telomerase activity (TA) was evaluated according to manufacturer’s
instructions. Level of TA was determined in comparison to internal standard and value of TA
> (.0548 (mean + 2 S.D. of 41 BM/PB progenitor cells of healthy donors, range 3 —60 years,

Me = 36 years) was marked as positive result.
2.5. Statistical analysis

Non-parametric t- tests of significance and Spearman’s correlation coefficient were calculated

using GraphPad Instat2 software.



3. Results and discussion

Significantly increased values of POT1 gene expression, in comparison to healthy controls,
were obtained in a roughly one third (5/13) of patients with early forms of MDS
(RA/RARSS: 2.785 + 2.297 vs. NC: 0.814 £ 0.765; P = 0.010). The number of patients with
positive POT1 gene expression, as well as the expression level was increased in advanced
forms of MDS (RAEB, RAEB-T: 5.334 + 2.086). The highest values of POT1 gene
expression (6.024 + 4.594) were found in a majority (90%, 9/10) of patients with AML (Fig.
1A), however not significantly different from findings in MDS patients.

Correspondingly, telomerase had significantly increased activity, in more than half (7/11) of
patients with early forms of MDS (0.104 + 0.130 vs. 0.016 + 0.019; P = 0.032). In patients
with untreated primary AML telomerase activity showed remarkable, approximately
hundredfold increasing in comparison to healthy controls (1.826 £ 2.000 vs. 0.016 £ 0.019; P
= 0.038) making significant difference in telomerase activity (P = 0.045) between groups of
MDS and AML patients (Fig. 1B).

A highly significant correlation between individual values of POT1 gene expression and
telomerase activity in MDS and AML patients (r = 0.5505, two-tailed P = 0.008) supports
premise role of the POT1 gene in telomere elongation. On the other hand, no relationship was
found between POTI1 gene expression/telomerase activity and neither with individual MDS
patients risk score (IPSS) nor with the proportion of blasts in BM/PB both in MDS and AML.
The evidence of up-regulation of POT1 gene as well as telomerase activity in a portion of
patients with early forms of MDS points out on an event of early misbalance of these
components of telomere telomerase complex at the time when clinical features of
leukemogenesis, i.e. more than 5% of blast cells in bone marrow were not yet present. Thus, a
lack of correlation with IPSS prognostic score does not seem to be controversy. On the other
hand, we showed that POT1 is up regulated already in early forms of MDS and that its
expression has an increasing trend corresponding with disease progression. Also, significantly
increased POT1 gene expression is a feature of mononuclear BM/PB cells in majority of
patients with primary AML at the time of diagnosis. Our preliminary observations predestine
POT1 gene expression at least as an additional prognostic factor of MDS and a helpful
molecular marker of AML. Nevertheless, further clinical studies are required to confirm our
observations and to elucidate the role of Potl in regulation of telomere-telomerase complex in

hematological malignancies.
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Figure captions

Fig. 1: Relative expression of POT1 gene (a) and telomerase activity (b) with marked mean
values in negative controls, patients with MDS and primary AML. Statistical comparison of
mean values and S.D. is reported as P value.

Abbreviations: AML, acute myelogenous leukemia; NC, negative controls; MDS,

myelodysplastic syndromes
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Abstract

Telomere length was evaluated by terminal repeat fragment method (TRF) in 50 patients with myelodysplastic syndromes (MDS) and
acute myelogenous leukemia (AML) arising from MDS and in 21 patients with untreated primary AML to ascertain, whether telomere
erosion was associated with progression of MDS towards overt leukemia. Heterogeneity of TRF among MDS FAB subgroups (P = 0.004)
originated from its shortening in increased number of patients during progression of the disease. Chromosomal aberrations were present
in 32% MDS patients with more eroded telomeres (P = 0.022), nevertheless a difference between mean TRF in the subgroups with
normal and abnormal karyotype diminished during progression of MDS. A negative correlation between individual TRF and IPSS value
(P =0.039) showed that telomere dynamics might serve as a useful prognostic factor for assessment of an individual MDS patient’s risk

and for decision of an optimal treatment strategy.
©2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywwords: Telomere erosion: Myelodysplastic syndromes; Acute myeloid leukemia; Genome instability; Chromosomal aberrations; IPSS risk groups;

Prognosis of MDS

1. Introduction

During the last decade, both the telomeres—ends of
human chromosomes and enzyme telomerase have been
subjected to intensive investigation as potential molecular
markers important for diagnosis and prognosis of almost all
neoplasms including leukemia (reviewed in [1-8] recently
published).

Abbreviations: AML, acute myelogenous leukemia; BM, bone mar-
ow; bp. kbp, basepair, kilobasepair; CR, complete remission: FAB.
French-American-British; FISH, fluorescence in situ hybridization; IPSS.
International Prognostic Scoring System; ISCN, International System for
Human Cytogenetics Nomenclature; PRINS, primed in situ labeling; LOH.
loss of heterozygozity; MDS, myelodysplastic syndromes; RA, refractory
memia; RARS, RA with ring sideroblasts; RAEB, RA with excess of
tlasts; RAEB-T, RAEB in transformation; RER+, replication error phe-
notype; RTA, relative telomerase activity; TRF, terminal repeat fragment
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Telomeres represent structural and functional units com-
posed of protein and non-coding repetitive DNA sequences
(TTAGGG),. The role of telomeres is to ensure the integrity
of chromosomes and to protect them from degradation, re-
combination and from a loss of DNA sequences. Physiolog-
ical long-term telomere shortening in peripheral blood cells
by roughly 40-80 bp per year {9] is supposed to be enhanced
during malignant transformation. Rapid erosion of telom-
eres results in an extensive DNA instability. Once a length
of 5-7kbp has been reached, genomic instability gradually
progresses until a critical length of 3—4 kbp, which results in
rapid elimination of altered cells. However, a small number
of cells may escape from this “mortality phase” and give
rise to a clone with unlimited proliferative potential [9]. This
is almost always accomplished by activation of ribonucleo-
protein telomerase to maintain the function of telomeres by
synthesizing telomeric repeats. Both reactivation of telom-
erase as well as its increased expression leads to elongation
or stabilization of telomeres and hence to immortalization
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of cells with genetic damage [10]. An intensive study of
pathways responsible for regulation of telomere lJength and
telomerase activity might elucidate a molecular basis of ma-
lignant transformation of cells and may serve for therapeu-
tic approaches targeting telomere—telomerase complex and
affecting “immortality” of telomerase expressing malignant
cells (reviewed in [11,12]).

Hematopoietic cells of patients with the myelodysplastic
syndromes (MDS) constitute a valid object for investigation
of molecular mechanisms preceding malignant transforma-
tion and development of overt leukemia. MDS represents
a heterogeneous group of clonal disorders of multipo-
tent hematopoietic stem cells characterized by ineffective
hematopoiesis connected with peripheral blood cytopenia,
bone marrow morphological abnormalities and with ten-
dency to progress into acute leukemia in approximately one
third of cases.

Despite a considerable progress bringing new insights
into the etiology and pathogenesis of MDS, the molecu-
lar background of MDS evolution towards leukemia has
not been entirely elucidated yet. A modified dynamics of
telomere—telomerase complex may be one of the critical fac-
tors playing an important role in this process. A rapid pro-
liferation of hematopoietic stem cells in MDS patients may
lead to an accelerated telomere shortening and consequently
1o genome instability.

We have focused on evaluation of telomere length in bone
marrow and peripheral blood cells obtained from patients
with MDS and acute myelogenous leukemia (AML). The
am of our study was to find out, whether a rapid telomere
shortening is associated with the progression of MDS from
tarly phases to advanced phases and subsequently towards
wcute leukemia. We investigated a possible relationship
between telomere length and leukemic progression by com-
paring the results obtained in different MDS risk groups
evaluated according to International Prognostic Scoring
System (IPSS). We also studied relations between telomere
erosion and genome instability manifested by chromoso-
mal aberrations, mainly by complex rearrangements of
karyotype.

1. Patients and samples

Molecular analyses were performed on mononuclear
bone marrow and peripheral blood cells of 52 samples of
50 patients with FAB subtypes of primary myelodysplastic
syndromes and acute myelogenous leukemia arising from
MDS. Moreover, 21 patients with untreated primary AML
(FAB subtypes M0-M4) were also investigated. Majority
(66) of investigated patients were adults at the age ranging
fom 21 to 80 years (median = 49years) treated at the
Institute of Hematology and Blood Transfusion in Prague.
Samples taken from five children and adolescents ranging
from 12 to 17 years (median = 13 years), were sent from the
Department of Pediatrics of 2nd Medical School of Charles

University. The MDS patients were classified according
to the FAB [13] and WHO criteria [14] and divided into
FAB subgroups as follows: refractory anemia (RA). 18; RA
with ring sideroblasts (RARS), 2; RA with excess of blasts
(RAEB), 17; two of them in complete remission after (CR)
chemotherapy, RAEB in transformation (RAEB-T). 3, one
of them in CR; and 10 with acute myelogenous leukemia
arising from MDS. On the base of bone marrow blasts
count. number of peripheral blood cytopenias and kary-
otype 35 patients with MDS were stratified according to
the International Prognostic Scoring System [15] into four
risk groups: low risk (0), intermediate 1 (0.5-1.0). interme-
diate 2 (1.5-2.0). and high risk >2.5. Two of 50 patients
with MDS and AML from MDS were studied repeatedly
during the course of the disease. Mononuclear bone mar-
row cells obtained from 10 age-matched donors served as
controls.

3. Methods

Mononuclear cells obtained from bone marrow and pe-
ripheral blood samples were separated by Ficoll-Paque
density gradient centrifugation. High molecular weight ge-
nomic DNA was extracted by modification of the salting-out
method according to the standard protocol.

Telomere lengths were measured by terminal repeat
fragment (TRF) method performing non-radioactive chemi-
luminescent assay. The method is based on Southern blot
hybridization with the oligonucleotide labeled by digoxi-
genine containing TTAGGG repeats after digestion of 2 p.g
high-molecular weight DNA with Hinfl and Rsal restric-
tion enzymes. followed by chemiluminescent detection
(TeloTAGGG Telomere Length Assay, Roche Molecular
Biochemicals). Telomere length in kilobases—TRF index.
representing average data on telomeres from all chromo-
some ends, was estimated according to the instruction of
the manufacturer. In addition to a template provided by pro-
ducer, we considered as positive controls also immortalized
leukemic cell lines with TRFs evaluated by us as follows:
NB4, 4.74 kbp; HL60, 4.3 kbp: PS1. 4.1 kbp: MLI. 3.4 kbp:
and SD1, 2.2 kbp. Normal and shortened telomeres lengths
were determined according to the results of Boultwood
et al. [16] with regard to results of TRF measurement in
healthy age-matched donors from our study. Cytogenetic
analysis was performed by classical G-banding method and
karyotypes were prepared according to ISCN [17]. Fluo-
rescence in situ hybridization (FISH) with specific DNA
probes (VYSIS™, CAMBIO™) and multicolor-FISH
with 24Xcyte color kit (MetaSystems™) were performed
for a more detailed analysis of karyotype abnormalities.
The patients with more than three chromosomal abnor-
malities in one cell were classified as having a complex
rearrangement of karyotype in bone marrow cells. A prog-
nostic significance of karyotype was evaluated according to
IPSS.
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4. Results
4.1. Dvnamics of teloinere length in MDS and AML

On the base of our results of TRF of healthy age-matched
donors (mean TRF = 8.29 + 0.79, range 7.16-9.82), we
postulated cases with TRE shorter than 7.5 kbp as cases with
reduced telomeres, similarly as in work of Boultwood et al.
(16].

The results on TRFs, karyotyping and stratifying of MDS
patients according to the [PSS are showed in Tables 1 and 2.
A considerable heterogeneity of telomere length, defined
as terminal restriction fragment (TRF) was found in bone
marrow cells of MDS patients regardless of the proportion
of blast cells (Fig. 1). In fact, 46% (17/37) out of our MDS
patients at diagnosis and as much as 80% (8/10) of pa-
tients with conversion to acute leukemia showed telomere
reduction in comparison to age-matched healthy individu-
als. Our results also indicate an increasing rate of patients
with eroded telomeres when comparing early phases of
MDS—RA and RARS (30%; 6/20) with advanced forms
of the disease—RAEB and RAEB-T (65%; [1/17) and
further with AML arisen from MDS (80%: 8/10). We ob-
served remarkable erosion of telomeres in bone marrow
and peripheral blood mononuclear cells obtained from all
investigated patients with primary AML.

Progression of the disease and conversion of MDS to
AML was also connected with heterogeneity and with pro-
agressive decrease in telomere length. Evaluated by average
values of TRFs, telomere length in RA, and RARS was
8.04 £ 1.55kbp in contrast to 6.84 & 1.72kbp in advanced
forms of MDS (RAEB +RAEB-T) and to 5.75£1.96 kbp in
. secondary AML from MDS. Variation of telomere lengths
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Fig. 1. Progressive telomere shortening in MDS and AML. One-way
analysis (ANOVA) showed very significant heterogeneity of TRF among
FAB subgroups of MDS and AML from MDS (F = 6.387; P = 0.004);
the difference in TRF between primary AML and secondary AML from

MDS was not significant (r = 1.465: P = 0.084).

among these subgroups was highly significant (F = 6.387;
P = 0.004). A maximum of telomere reduction was ob-
served in patients with primary AML investigated before
treatment (TRF = 4.75 4+ 1.31kbp), however, the differ-
ence in TRF between patients with primary AML and sec-
ondary AML from MDS was not statistically significant
(P = 0.084). We confirmed a significant negative correla-
tion between TRF and the number of myeloblasts in patients
with advanced forms of MDS and with conversion of MDS to
acute leukemia (r = —0.404; two tailed P value = 0.033).
Also in primary AML was individual TRF negatively cor-
related with number of blast cells in the tissue from which
the analyzed specimens was taken (r = —0.453; two tailed
P value = 0.039).

4.2. Telomere length and prognosis of MDS

We observed a significant negative correlation between
individual TRFs in bone marrow cells of MDS patients and
IPSS score, dividing the patient into four risk groups with
unequivocal probability of surviving and conversion into
acute leukemia (Fig. 2; non-parametric Spearman’s correla-
tion coefficient r = —0.351; two tailed P value = 0.039).
Although the correlation is relatively weak, it suggests short-
ened telomeres as a risk factor in MDS patients.

4.3. Telomere length and karyotvpe

Chromosomal aberrations concerning deletion of 5q.
monosomy 7, trisomy 8, together with four cases of com-
plex rearrangements of karyotype were observed in 32.4%
(11/34) of our MDS and 55.5% (5/9) patients with AML
from MDS with known karyotype (Table 1, Fig. 3). The
MDS patients with abnormal karyotype possessed signifi-
cantly more eroded telomeres (TRF,p, = 6.51 £ 1.48kbp)
in contrast to the patients with normal karyotype (TRF, =
7.92 £ 1.73 kbp), regardless of the stage of the disease
(two-tailed P = 0.022). Nevertheless, the difference be-
tween mean telomere length in the subgroups with normal

3.5

IPSS score

r=-0.351 \
05122003 400 0—

N=35

TRF [kbp]

Fig. 2. Significant negative correlation between individual TRFs of patients
with MDS and risk of the disease according to IPSS score: Spearman
r = —0.351; two-tailed P = 0.039.
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Table 1
The results on telomere length (TRF in kbp), proportion of blasts in corresponding tissue. number of cytopenia in peripheral blood, karyotyping. and
woring according to the International Prognostic Scoring System (IPSS) in patients with MDS

Patient # MDS FAB Age(years) Tissue Blasts in TRF Karyotype Cytopenias IPSS
subtype BM/PB BM (%) (kbp) in PB score

| RA 25 BM 9.70 46,XX

2 RA 28 BM 4.0 9.50 46.XY 3 0.5

3 RA 51 BM 5.04 46.XX . complex karyotype

4 RARS 49 BM 4.0 8.27 47 XY.+mar 2 0.5

5 RA 67 BM 0.0 6.79 46,XX.del(5)(q13q33) 2 0.5
[6]/46.XX [14]

RA 65 BM 5.0 8.54 46 XY 1 0

7 RA 61 BM 2.0 10.70 46, XX 3 0.5

§ RA 69 BM 238 5.45 46,XY 0 0

9 RA 22 BM 0.0 10.90 46, XX 3 0.5

0 RA 49 BM 0.0 8.05 46.XX 2 0.5

il RA 80 BM 0.0 8.61 Not done

12 RA 53 BM 23 8.40 46.XX

3 RA 19 BM 0.0 8.60 46.XY [17)/polyploidy [3] 3 0.5

i RARS 63 BM 0.0 7.91 46.XY 2 0.5

15 RA 27 BM 0.0 7.80 46.XY 2 0.5

16 RA 22 BM 0.0 8.51 46. XX 3 0.5

17 RA 50 BM 0.0 6.50 46, XX 1 0

18 RA 69 BM 4.8 7.25 46 XX.1gh+ 0 0

19 RA 40 PB 0.0 8.13 46, XX 1 0

0 RA 52 BM 3.1 6.13 46.XX,del(5)(q13q33) [22] 1 0

n RAEB 70 BM 7.0 7.90 46,XX.del5q(q13g33) [20] 2 1.0

un RAEB 71 BM 12.0 5.88 46.XX 2 3.0
[13/47.XX,del(5)(q13q33)+8
(19]

2 RAEB 58 BM 6.0 8.25 46.XX 3 1.5

3 RAEB 21 BM 12.0 6.47 46.XY 2 2.0

B RAEB 41 BM 7.40 Not done

3 RAEB 60 PB 9.6 3.03 46, XX [7)/46. XX.del(M(1:7) 0 1.5
[1147.XX.+8

% RAEB 34 BM 14.0 8.35 46, XX 2 2.0

b RAEB 74 BM 9.0 6.79 46, XX 2 1.5

b RAEB 58 BM 11.2 3.69 46.XY 3 2.0

9 RAEB 38 BM 8.8 10.30 46, XX 0 0.5

B RAEB 44 PB 15.0 3.81 46.XX.pinv(9) 1 1.5

il RAEB 70 BM 9.0 9.12 45 XY, -7 1 1.5

2 RAEB 50 BM 7.0 6.64 46,XYdel(5)(q13933)ins(17;21) 1 1.5
[15)/46,XY.ins(17:21) [7]

3 RAEB 47 BM 6.4 7.70 n = 48-67,XY.complex 3 1.0
karyotype

4 RAEB 30 PB 104 6.46 146.XX 3 1.5

3 RAEB 26 BM 10.0 7.19 46, XX/([18]1/46.XX.del(9)(q)) 3 1.5
[2]

¥ RAEB 51 BM 3.0 6.93 45.XY.t(13:14)(q10:g10) 0 1

[171/45.XY.t(13:14)(q10:910),
del(20)(q11) [3]

b RAEB 23 BM 4.4 7.05 46.XX 2 0.5
% RAEB-T 13 BM 24.0 7.37 Not done

9 RAEB-T 59 BM 24.0 591 46.XX 1 2.0
D+ RAEB-T 35 BM 2.0 8.40 46.XY 2 0.5

Two samples (21/1; 21/2) of the same RAEB female patient with deletion 5q showed sequential reduction of telomeres (TRF; = 7.9: TRF, = 5.9)
sith new appearance of trisomy of chromosome 8. Complex karyotype—more than three chromosomal breaks in one cell; mFISH or any molecular
slogenetic analysis was not performed if the quality of metaphase chromosomes was not satisfactory. or if there was not enough fixed cells. In some
atients the quality of chromosomes was not sufficient even for precise G-banding analysis.

*RAEB in complete remission: +RAEB-T in CR.
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Table 2
The results on telomere length (TRF in kbp) and karyotyping in patients with AML from MDS and with primary AML
Patient # Diagnosis Age Tissue Blasts in TRF Karyotype
(years) BM/PB corresponding (kbp)
tissue (%)
ML from MDS
41 AML 17 BM 20.0 2.69 - 45, XY, -7
£ AML 53 BM 2.43 46, XY
43 AML 44 BM 741 46, XX
A1 AML MI 64 BM 69.0 5.63 46,XY.complex karyotype®
H2 AML Ml 64 BM 11.8 7.50 46,XY,complex karyotype?
43 AML 55 BM 36.0 5.14 47 XY,+8
46 AML M4 57 PB 44.8 8.11 45 XY.t(13;14)(q10:q10)
47 AML 44 BM 34.0 5.50 46, XX
48 AML 21 BM 6.79 Not done
49 AML 33 PB 357 6.00 46, XX.pinv(9)
Primary AML
50 AML M4 56 BM 44.0 7.82 46,XX
51 AML M1 30 PB 83.0 3.54 46, XY
32 AML M4 64 PB 272 5.01 No mitosis
53 AML MO 63 PB 95.0 4.08 46,XY
54 AML M4 42 PB 43.0 7.30 46, XY
55 AML 48 BM 91.0 4.61 46, XY
36 AML MO 37 PB 43.0 4.68 Not done
57 AML M3 52 BM 80.0 3.09 Not done
38 AML M2 39 PB 98.0 4.18 46,XY,del(9)(q)
39 AML 15 BM 61.5 6.63 46,XY,pinv(16),complex karyotype®
60 AML 26 PB 71.4 6.23 48,XX.is0(8)(q),+-der(8)t(8:10),der(10) t(10:22),+19
[7)/idem,t(4:6) [1]*
61 AML M2 65 PB 61.0 4.18 ‘ 42 XX complex karyotype®
62 AML M3 23 BM 60.0 3.86 47.XX,pinv(16),422 [201/46. XX [2]
63 AML M2 32 PB 89.0 3.23 No mitosis
64 AML M3 27 PB 70.0 4.84 46, XX
65 AML M4 40 PB 88.0 5.83 46. XX
66 AML M3 13 BM 55.0 6.24 16. XX
67 AML 69 BM 51.0 5.18 n = 38-52.complex karyotype®
68 AML 63 PB 80.0 3.10 No mitosis
69 AML M3 12 BM 72.0 3.10 46. XX, 21p+ [13)/46, XX.t(17:1),21p+ [9]
0 AML M2 24 PB 91.2 4.02 46,XX.del(12)(p13)
71 AML M1 44 PB 73.3 6.81 46.XX,complex karyotype?

In sequential samples of patient # 44 with AML M1 from MDS we observed longer telomeres (TRF = 7.5: 12% of blasts) after induction treatment
when compared to their reduced status at the time of diagnosis (TRF = 5.6: 69% of blasts), together with significant decrease of proportion of cells

sith complex rearrangements of karyotype.

*Complex karyotype—more than three chromosomal breaks in one cell.

and abnormal karyotype diminished during progression of
he disease. The mean TRF in RA and RARS patients with
inormal karyotype was significantly reduced (TRF;p, =
6.56 + 1.35kbp) compared to those with normal karyotype
(IRF, = 8.4+ 1.44kbp; P = 0.038). In advanced forms of
VDS (RAEB, RAEB-T) the difference of mean TRF in both
wbgroups was not significant (TRF, = 7.03 + 1.96 kbp;
REpn = 6.48 £ 1.76kbp; P = 0.289). In the same way,
aconversion of MDS to AML was accompanied by sim-
lar erosion of telomeres in both patients with normal or
bnormal karyotype (TRF, = 5.79 £ 2.46 kbp; TRFapy =
$52£1.94kbp, P =0.179).

Deletions of 9q, 12p, inversion of chromosome 16 and
four cases of complex rearrangements of karyotype were
found in as much as 56.2% (9/16) of the patients with pri-
nary AML (Table 2, Fig. 4). Mean telomere length was al-

most equal, both in AML patients with normal karyotype,
as in patients with abnormal karyotype (TRF, = 5.21 &+
1.31 kbp; TRFpy = 4.91 £ 1.35kbp, P = 0.331), similarly
as in patients advanced forms of MDS and in AML from
MDS.

5. Discussion

Only small number of studies trying to elucidate dynam-
ics of telomere shortening in preleukemic and leukemic cells
and its association with clinical status and with frequency
of chromosomal aberrations have been published (reviewed
in [18]). Our findings confirmed an anticipated tendency of
accelerated telomere erosion connected with progression of
MDS towards overt leukemia, described by some authors
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%. 3. Metaphase spread from bone marrow cell of female patient with MDS RA # 3 (TRF = 5.03: 51 years) after double-color hybridization with
shole chromosome painting probes (WCP) for the chromosomes 3. red signal: and 7. green signal showing deletion del(7)(q).

16.19]. Abnormal telomere reduction was already present in
gproximately one third of our patients with RA and RARS
wdicating a determining role of individual proliferation pat-
em. rather than other phenomena, and pointing out an event
fearly misbalance of telomere—telomerase complex at the
ime when clinical features of leukemogenesis, e.g. blast
¢lls in bone marrow were not yet present. However. the
rend of continuous telomere shortening observed during the
aurse of MDS was clearly associated with increasing num-
¥rof bone marrow blasts in progressive forms of MDS and
1AML from MDS as shown by a significant negative cor-
tation between telomere length and number of blast cells
pfraction of bone marrow mononuclears (P = 0.033). In
fe same way, in untreated patients with primary AML a
kgree of telomere reduction depended on the number of
dast cells (P = 0.039). Also, significantly shorter telom-
15 from bone marrow compared to peripheral blood spec-
mens in patients with untreated acute leukemia [20] point
atat the same event. Obviously, predominance of normal
#ls may lead to underestimation of telomere loss, as it has
¥en documented on specimens obtained from patients with
whd tumors [21].

Although estimated telomere length is influenced by a ra-
wof various cell subpopulations in specimens [21.22], de-

tection of TRF in patients with MDS and leukemia is com-
monly performed on non-fractionated mononuclear cells of
bone marrow and/or peripheral blood because of a small
number of cells for analysis, especially in patients with hy-
poplastic forms of MDS.

The question arises, whether and to what extent is erosion
of telomeric repeats compensated by reverse transcription
activity of telomerase. The data on telomerase activity and
telomere length in hematopoietic progenitor cells from fe-
tal liver. cord blood, peripheral blood. and bone marrow in
the study of Engelhardt et al. [23] suggest that telomerase
activity in hematopoietic cells reduces, but does not pre-
vent. telomere shortening on proliferation. Telomerase ac-
tivity seems to be increased already in MDS and is further
up-regulated in AML [24]. Although its level in patients with
MDS is elevated in comparison with healthy individuals, a
high level of telomerase is not common in MDS [25]. Our
preliminary results on telomerase activity [26] showed its
significant elevation (RTA = 4.96 £ 3.78) in mononuclear
bone marrow cells of 32% (6/19) of patients with RA and
RARS. in comparison with bone marrow cells of healthy
donors (RTA = 0.04 + 0.19) and RTA was found to be
positive in all investigated patients with advanced forms of
MDS and with AML. Thus, prolongation of telomeres in



Z. Sieglovd et ul./Leukemia Research 28 (2004) 1013-1021 1019

Fig. 4. Karyotype of female patient # 60 with primary AML (TRF = 6.23; 26 years, 71.4% blasts in BM) with complex chromosomal rearrangements

proved by m-FISH: 48 XX.i(8)(q10).+der(8)t(8:10).der(10)t(10;22),+19.

the patient with AML from MDS after induction treatment
when compared to the status at diagnosis together with re-
duction of proportion of cells with complex karyotype re-
arangements, presumably does not reflect only decreased
proportion of blast cells in bone marrow, but also an effect
of enhanced telomerase activity during malignant transfor-
mation of hematopoietic cells. Besides. in pediatric acute
leukemia (predominantly ALL) with the loss of leukemic
burden after an induction chemotherapy longer mean TRFs
were found as a reflection of the re-population with nor-
mal cells, although the degree of telomere regeneration after
chemotherapy remains to be determined [20].

Similar findings, showing relationship between erosion
of telomeres and severity of the disease according to IPSS,
were formerly published by Ohyashiki’s group [25]. They
found a significant correlation of shortened telomeres in
myelodysplasia with leukemic transformation and aberra-
tions of karyotype. Comparing telomere dynamics to IPSS
risk groups they observed that patients with shortened
telomeres had a significantly low hemoglobin concentra-
tion, a high percentage of blasts in bone marrow and high
incidence of cytogenetic abnormalities. They concluded
that dynamics of TRF length rather than telomerase activity
might be useful in the future to stratify patients according
to risk scoring systems. Furthermore, in agreement with

previous study [25], we confirmed a positive correlation
between abnormal reduction of telomeres on one hand and
genome instability presented on cytogenetic level as single
aberrations or complex karyotype on the other hand. Nev-
ertheless, it is not clearly elucidated, whether also genomic
alterations on molecular level, namely a relatively common
phenomenon of microsatellite instability in hematopoietic
cells, is affected by loss of telomere maintenance. Almost
the same results as reported by our group from 22 different
microsatellite loci and showing 33% incidence of replica-
tion error phenotype (RER+) in MDS [27], were presented
on the panel of seven loci by Ohyashiki’s team [28]. More-
over, they assessed an association to telomere dynamics
and concluded that in most MDS patients RER+- did not
seem to be directly linked to telomere reduction. However,
according to the suggestion of Johansson et al. [29], pro-
found rearrangements of karyotype are probably secondary
manifestation of genome instability resulting from initiation
events on molecular level, which may include mutations of
genes responsible for genomic stability and DNA repair. It
seems to be plausible that accelerated telomere shortening
probably due to cell rapid division in patients with MDS
might be one of these early key mechanisms potent to initiate
huge genome changes leading to malignant transformation
of hematopoietic cells. Besides, an increasing frequency of
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gnetic recombination toward telomeres due to intercalation
of telomeric repeats into non-telomeric chromosome sites
making them more fragile has been documented [30]. These
findings. together with a frequent incidence of LOH at sub-
tlomeric region 11p15.5 in preleukemic and leukemic cells
(31] and so called “position effect” leading to silencing
of genes near telomeres [32] strengthen the hypothesis on
particularly active role of telomeric DNA in the genome.

We showed that the presence of shortened telomeres in
the proportion of MDS patients was associated with disease
pogresston towards the more advanced forms with more
frequent chromosomal aberrations including complex rear-
nngements of karyotype and with unfavorable prognosis.
Importantly, a significant negative correlation between an in-
dividual telomere length and IPSS risk score supports a hy-
pothesis that the intensity of telomere reduction may serve
s an useful prognostic factor in the assessment of the indi-
vidual patient’s risk and as and helpful parameter for deci-
sion of an optimal individual treatment.
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Familiarni hemofagocytujici lymfohistiocytéza na
podkladé deficitu perforinu tspésné lécena transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék — prvni
diagnostikovany p¥ipad v Ceské republice

)piSek R., Mejstiikovd E., 'Formankova R., *Zizkova H., 'Vavra V., Hruiéak O.,
Sediva A., 'Sedlacek P. !Stary J.
Ustav imunologie 2. LF UK, Praha
'Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FNM, Praha
’Ndrodni referenéni laborato¥ pro DNA diagnostiku, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

SOUHRN

Familidmi hemofagocytujici lymfohistiocytéza (FHL) je geneticky podminéné heterogenni onemocnéni, charakteri-
zované poruSenou cytotoxickou funkci T lymfocytd a NK bunék, které se typicky projevuje b&hem prvnich mésict
po narozeni. Neni-li adekvdtné léCeno, je béhem nékolika mésich bez vyjimky fatdlni. FHL se v kavkazské rase
vyskytuje s incidenci pfiblizné 1 pfipad na 50 000 porodi. Jedinou kauzdlni Ié¢bou je transplantace hematopoetic-
kych kmenovych bunék. V poslednich letech byl objasnén geneticky podklad nékolika podskupin FHL. Pfiblizné
u 30 % pacientd je FHL zptisobeno mutaci v genu, ktery kéduje perforin. U dal3i tfetiny pacientl je podkladem FHL
mutace genu UNCI3D, ktery kéduje protein hMunc13-4. Zcela nedévno byl identifikovén dalsi gen STX11, ktery je
lokalizovén na 6. chromozému a ktery kéduje bilkovinu syntaxin 11. Absence v3ech tfech identifikovanych proteinti
naru8uje proces exocytdzy cytotoxickych. granul. V této préci popisujeme pacientku s klinickym obrazem FHL. Sou-
bor experimentélnich metod buné&cné imunologie a molekuldrni biologie ved! k rychlé identifikaci deficitu perforinu
jako priCiny onemocnéni a ovéfeni diagnézy. Pacientka podstoupila transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék od nepfibuzného HLA shodného darce. po které doslo k tpravé klinickych i laboratornich projevit onemocné-
ni a k normalizaci cytotoxické aktivity T lymfocyti a NK bunék. U pacientky se FHL projevila typickymi ptiznaky
klinickymi i laboratornimi. Pfi adekvatni 1é¢bé s ndslednou transplantaci kmenovych hematopoetickych bunék
se podafilo dostat onemocnéni pod kontrolu a v soucasné dobé je divka bez ptiznaki nemoci a normalné prospiva.
Jde to prvni pfipad FHL v Ceské republice, kde byl jako pfi¢ina potvrzen deficit perforinu jak na buné¢né, tak na
molekuldmni drovni.

Klic¢ova slova: familiarni hemofagocytujici lymfohistiocytéza, perforin, cytotoxické testy, transplantace kostni dfe-
né, smiSeny chimerismus.

SUMMARY

Spisek R., Mejstiikovd E., Formdnkovd R. et al.: Familial Haemophagocytic Lymphohistiocytosis Caused by Perforin
Deficit Can Be Successfully Treated by Haematopoietic Stem Cell Transplantation — The First Diagnosed Case in the
Czech Republic

Familial haemophagocytic lymphohistiocytosis (FHL) is an inherited disorder characterized by an impaired cytoto-
xicity of T lymphocytes and NK cells typically manifesting within first few months after birth. If not treated adequa-
tely, it is inevitably fatal within several months. The incidence in Caucasians has been estimated to 1: 50 000 births.
Haematopoietic stem cell transplantation represents the only curative treatment for FHL. Recently, several genetic
defects underlying molecular defects in FHL have been identified. In approximately 30% of patients FHL is caused
by mutations in PRF1 gene coding for perforin. Further 30% of patients were found to have mutations in UNCI3D
coding for hMunc13-4 protein. Very recent report has identified another cause of FHL. mutations in STXI/ gene on
chromosome 6, coding for syntaxin 11. Absence of any of those proteins severely impairs the process of exocytosis
of cytotoxic granules. We describe patient with clinical symptoms of FHL. Immunological and molecular biology
methods led to the identification of perforin mutation as a cause of the disease. Patient received an allogeneic' SCT
from HLA-matched unrelated donor. SCT was followed by rapid normalization of clinical symptoms and laboratory
findings. In patient described in this study, FHL manifested with typical clinical and laboratory symptoms. Adequa-
te immunosuppressive treatment and subsequent SCT led to the sustained remission of FHL and correction of mole-
cular defect. This is the first case of FHL in Czech Republic where perforin mutation was identified as a molecular
cause both at cellular and molecular level.

Key words: familial heamophagocytic lymphohistiocytosis, perforin, test of cytotoxicity, bone marrow transplanta-
tion, mixed chimerism. Sp.
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Famjliérm’ hemofagocytujici lymfohistiocytéza (FHL, nékdy také
oznacovand jako primarni hemofagocytujici lymfohistiocytdza
(HLH)) je geneticky podminéné heterogenni onemocnéni, které se
typicky projevuje b€hem prvnich mésicd po narozeni (1). Neni-li
adekvatné léceno, je b€hem nékolika mésict bez vyjimky fatalni.
FHL se v kavkazské rase vyskytuje s incidenci pfiblizné 1 pfipad na
50 000 porodu. Pied klinickou manifestaci onemocnéni nejevi pa-
cienti Zadné odchylky v laboratornich vysetfenich. Jedinou kauzélni
lé¢bou je transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (SCT).
Manifestace onemocnéni je pravdépodobné spousténa infekci. Imu-
nitni systém pacientli reaguje na infekci nepfimérené a neni schopen
vytvorit efektivni imunitni odpovéd. FHL se klinicky nejéastéji pro-
jevuje horec¢kou. vyraznou hepatosplenomegalii, koagulopatii a Cas-
1o 1 neurologickymi pfiznaky z postizeni CNS. Laboratorni vySetfe-
ni prokazuji rizny stupen cytopenie, postiZeni jaterniho
parenchymu, hypertriglyceridémii, hypofibrinogenémii a vyrazné
wySeny feritin. Patogenetickym podkladem téchto zmén je nekon-
rolovana proliferace aktivovanych T lymfocytd a aktivace makrofa-
gl, které fagocytuji krevni elementy (hemofagocytéza). DileZitym
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Obr. 1. Schematické znazornéni dosud znamych pfi¢in FHL
(se souhlasem autorti upraveno podle (13))

makem aktivovanych T lymfocytl je exprese HLA II. tfidy. Spe-
ddlnim vy3etfenim lze prokéazat defekt v cytotoxické aktivité T lym-
focytd a NK bunék (3, 4). Aktivované buiiky infiltruji rizné orgény,
predevsim kostni dfen, jaterni parenchym, slezinu a lymfatické uzli-
ny. Infiltrace buiikami imunitniho systému mé za nasledek nekrozu
tkéni, organové selhani a smrt, pokud se onemocnéni nelé¢i imuno-
supresivy. Klinicky obraz i laboratorni ndlezy je moZné do zna¢né
miry vysvétlit jako nasledek vysoké a dlouhodobé produkce cytoki-
m aktivovanymi burnikami. Aktivované T lymfocyty produkuji
rjména [FNa. ktery aktivuje makrofdgy. Aktivované makrofagy
produkuji IL-1, IL-6 a TNE, které zpisobuji horeCku, hyperlipidémii
(inhibici lipoproteinové lipazy) a koagulopatii. Aktivované makrofa-
gy a buiiky prezentujici antigen u€inn€ji zpracovéavaji a predkladaji
antigeny, které pochazi z infek¢niho agens, a tim jeSté zesiluji akti-
vaci T lymfocytd. Lécba imunosupresivy a cytostatiky zaloZena na
kombinaci glukokortikoidd, etoposidu a cyklosporinu A muaZe vést
k doCasné kontrole onemocnéni. Remise jsou ale pouze dolasné
av3ichni pacienti postupné zrelabuji a umiraji, jestlize nejsou lé¢eni
SCT (5). Klinicky obraz hemofagocytarniho syndromu se mizZe roz-
vinout 1 sekundamé v asociaci se systémovou infekci, nadorovym
memocnénim nebo onemocnénim autoimunitnim (tzv. sekundéarni
HLH). Nelécena primdrni FHL vede vZdy ke snuti, sekundarni HLH
miZe spontanné odeznit, ¢astéji piiznive zareagovat na imunosupre-
sivni 16¢bu (nebo 1écbu cilenou na etiologické agens, napf. leishma-
uézu (6)), ale mize rovnéZ probihat fatdlné. RozliSeni mezi primar-

n{ a sekundarni formou HLH ma zdsadni vyznam pro volbu 1é¢ebné
strategie, neni ale zejména na pocatku onemocnéni ¢asto mozné.
Pacienty s primami HLH je nutné indikovat k transplantaci kostni
drené ¢asné v pribéhu nemoci, cozZ znamend neodkladné zahdjit hle-
déani vhodného darce. U pacientl se sekundarni HLH naopak neni
transplantace indikovana. Identifikace genl zodpovédnych za FHL
a naslednd mozZnost genetického vy3eteni je tedy velmi dilezitd pro
rychlou diagnostiku onemocnéni u pacientl s FHL pfedevsim tam,
kde chybi rodinnd anamnéza onemocnéni. V poslednich letech byl
objasnén geneticky podklad né€kolika podskupin FHL. Geny, jejichZ
mutace vedou k rozvoji FHL. kéduji proteiny, které se podileji na
spravné funkci cytotoxickych mechanizmi zajiStovanych systémem
perforin/granzym. Pfiblizné u 30 % pacientt je FHL zpusobeno
mutaci v genu, ktery kéduje perforin (PRF1 na 10. chromozému) (7)
. Perforin a granzym jsou skladovany v intraceluldmich granulech,
které po rozpoznani, aktivaci a vazb&€ T lymfocyti nebo NK bunék
na cilovou buiiku polarizuji do mista imunologické synapse a jejich
obsah je uvolnén do mezibunééného prostoru. Perforin poté zpro-
stfedkovavé vstup serinové protedzy granzymu B do cilové busiky.
Granzym B $tépi v cilové butice prokaspazu 3 na jeji aktivni formu
kaspézu 3 a zahajuje tak kaskadu proteolytickych St€peni, kterého se
ucastni daldi enzymy ze skupiny kaspaz. Dusledkem je apoptéza
buiiky s po§kozenim intraceluldrnich patogent. branici dalsimu Sife-
ni infekce. U FHL zpiisobené mutaci v genu kédujicim perforin tato
imunologicka reakce selhava a je tak vysvétlenim chybéjici cytoto-
xické funkce T lymfocytd a NK bungk in vitro a neschopnosti zvlad-
nout infekci in vivo. V roce 2003 byla popsdna skupina déti, u kte-
rych je podkladem FHL mutace genu UNC13D na'17. chromozému.
Tento gen kdduje protein hMunc]3-4. Tato bilkovina hraje dileZitou
roli v procesu splynuti membrény cytotoxickych granul s plazmatic-
kou membranou CTL nebo NK buriky. I kdyZ pfesny podil mutaci
UNCI13D na incidenci FHL neni dosud znam, zd4 se, Ze defekty
tohoto genu lze nalézt u cca 1/3 pacientli s FHL (8). Zcela neddvno
byl identifikovan dal§i gen, jehoZ mutace vede k FHL. Jde o gen
STX11, ktery je lokalizovdn na 6. chromozému a ktery kéduje bil-
kovinu syntaxin 11 (9). [ kdyZ pfesnd funkce této bilkoviny neni zné-
ma, dalsi zastupci rodiny syntaxind se v kooperaci s hMunci3-4
podili na upevnéni cytotoxickych granul na plazmatickou membra-
nu v misté imunologické synapse. Absence viech tfech identifikova-
nych proteint tedy vyznamnym zplsobem naruSuje proces exocyto-
zy cytotoxickych granul a vysvétluje poruchu cytotoxické
funkce T lymfocytd a NK bunék (obr. 1). Objasnéni pificin FHL
zéroven ilustruje kli¢ovou roli cytotoxickych mechanizmi zévislych
na systému granzym-perforin pro homeostdzu imunitni reakce. Kli-
nicky a laboratorni obraz primarnich i sekundarnich hemofagocytér-
nich syndromu byl v ¢eské literatufe neddvno podrobné popsén (2).
V této praci popisujeme pacientku, u které byl jako pficina FHL
identifikovan defekt v genu pro perforin. Pacientka podstoupila
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék od nepifibuzného
HLA shodného darce. po které doslo k upravé klinickych 1 labora-
tornich projevi onemocnéni.

POUZITE METODY

Priitokovd cytometrie

100 wl periferni krve bylo oznaceno smési protilatek proti povr-
chovym molekuldm CD3 (Caltag. klon S4.1), CD8 (BD, klon SK.1)
a CD56 (Immunotech, klon N901). Po inkubaci 15 minut pii poko-
jové teploté byly buiiky fixovany, permeabilizovény a inkubovény
s protilatkou proti perforinu (BD, klon delta G9). Vzorky byly
méfeny na pfistroji FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose,
USA) a nasledng analyzovany pomoci softwaru FlowJo (TreeStar.
USA).

(1)
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A. Aktivace CD8 T lymfocytl
Obrazky ukazuji expresi CD8 a HLADR na CD3?° buiikach (dot plot. gate CD3,
HLA DR pozitivnich bylo pfi diagnéze 92 %. v remisi pfed SCT 3 % bunék).
B. Exprese perforinu v NK burikach
Obrizky ukazuji expresi perforinu a CD56 v CD56P* buiikdch (dot plot. gate CD56+CD3neg. 0 % u pacientky pfi diagndze,
75 % u kontrolni pacientky a 44 % u pacientky den 180 po SCT).
C. Cytotoxicka aktivita lymfoblastd pfi diagndze onemocnéni

(ytotoxické testy

Periferni mononuklearni butiky byly stimulovany fytohemagluti-
anem (1 ug/ml) a IL-2 (20 Ul/ml) po dobu 24 hodin. Nésledné byly
ktivované lymfoblasty stimulovdny po dobu 1-2 tydna v piitom-
tosti 40 Ul/ml IL-2. Po dostate¢ném namnoZeni byly lymfoblasty
ktivovany monoklonalni protilatkou proti molekule CD3 (laskavé
aptjéena prof. V. Hofejiim, LMG, AV CR) a jejich cytotoxické
ativita byla hodnocena standardnim 6 hodinovym testem zaloZe-
w¥m na uvoliovéani radioaktivniho chromu® (Crd'). Jako cilové
hitky byly pouZity Fas-deficitni L1210 buriky (10* bun&k, oznale-
wich Cr'). Absence molekuly Fas zplisobuje. Ze tato linie je citliva
pouze k cytotoxicité zprostiedkované systémem granzym/perforin.
(ytotoxické burnky byly pfiddny v rliznych pomérech a procento

cytotoxické aktivity vypoéteno podle vzorce: 100x (uvolnéni Cr!
pfi inkubaci s lymfoblasty-spontdnni uvolnéni Cr! cilovymi bus-
kami)/(maximélni uvolnéni Cr’! pfi 1yze cilovych bunék detergen-
tem-spontanni uvolnéni Cr’! cilovymi buiikami).

Analyza genu kédujiciho perforin

DNA byla izolovdna z mononukledmich bun€k periferni krve.
Exony 2 a 3 genu PRF1 byly amplifikovidny pomoci polymerazové
fetézcové reakce (PCR) se specifickymi primery v Karolinska Insti-
tutet, Svédsko, tak jak bylo dfive publikovdno (10). Sekvence
amplifikovanych exont prokazala homozygotni mutaci G>C v exo-
nu 2 na pozici 658. Mutace vede k zdméné glycinu za arginin
v pozici 220.

(52)
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KAZUISTIKA

Divka, v€k pfi manifestaci zdkladniho onemocnéni: 1 mésic.
Rodinnd anamnéza: sestra, 4 roky, adndtni infekce, jinak zdrava.

Nynéj8i onemocnéni: porod v 38+5 tydnu, bez komplikaci,
wrodni hmotnost 2750 g, porodni délka 47 cm, AS 9-10-10, 3 dny
‘oterapie pro ikterus. Z porodnice propuiténa 4. den. normalni
todnoty krevniho obrazu. Od tietiho tydne po propusténi z porod-
tice ndpadné bledd, 25. den Zivota febrilie kolem 39 st., pfijata na
ttské oddéleni, neklidnd, pretrvavaji febrilie, pri fyzikalnim vySet-
kni zachycena hepatosplenomegalie, jatra +5 cm, slezina +4 cm
wd oblouk Zeberni, vysloveno podezieni na akutni leukémii a pa-
aentka pfeloZena na Kliniku détské hematologie a onkologie 2. LF
K a FN Motol. Krevni obraz: hemoglobin 97 g/l, leukocyty
#1071, neutrofily 35 %, monocyty 9 %, lymfocyty 56 %, trom-
eyty 31x10%1. Biochemie pfi phijeti: ferritin 40640 (N 145 a7z
$8 ng/). Vysetfeni koagulaci: APTT: 72,0 (N 30.90), quick: 25%,
NR: 3,58, trombinovy &as: 20,80 (N 18,80), fibrinogen: 0,58 g/
N 1,54 g/1 ), antitrombin II: 32%, D dimer: nad 1000 ng/ml, pro-
:n C: 2%, protein S: 24%.

Byla provedena punkce kostni dfené s nalezem zmnoZenych
zkrofagll pohlcujicich ostatni krevni elementy. V periferni krvi
ylo vyrazné zmnoZeni aktivovanych CD8+ T lymfocyta (92%
D8+ T lymfo bylo HLA DR pozitivnich, normélni hodnota
d5 %) (obr. 2A). Test cytotoxické aktivity prokézal zcela chybéji-
ischopnost T lymfocyth zabijet cilové buiiky (obr. 2C). V NK bui-
iich jsme prokézali deficit perforinu (normaln€ v nestimulované
wiferni krvi je vétSina NK bunék pozitivnich). Klinicky obraz one-
wenéni 1 laboratorni vySetfeni byla v souladu s diagnézou FHL.
NA izolovani z mononuklearnich bunék periferni krve byla ode-
lina na zahrani¢ni pracovisté k sekvenaci genu pro perforin,
itéslednym potvrzenim mutace.

Druhy den po pfijeti byla zahéjena terapie podle protokolu HLH-
J4. Pres 1é¢bu dochdzi k rychlému zvétSovéani bfiSnich organ,
mngresi tachypnoe a hyposaturace, proto byla pacientka 4. den hos-
inlizace pfeloZena na ARK k umélé plicni ventilaci. Na ARK
tkraCovala 1é¢ba dle protokolu, rychld uprava klinického stavu,
satosplenomegalie a hodnot krevniho obrazu. 8. den extubovéna.
mvedena NMR CNS s normalnim nélezem; 14. den hospitalizace
2 komplikovan sepsi (Pseudomonas aeruginosa), ktera byla
slddnuta kombinovanou antibiotickou terapii. Dva mésice po
#itku onemocnéni byla divka v remisi FHL pfeloZena na jednot-
utransplantace kostni dfené k planované transplantaci kmenovych
mek krvetvorby od HLA-shodného nepfibuzného dérce po pii-
avném reZimu busulfan, vepesid, cyclofosfamid, anti-thymocytar-
wi do ambulantniho sledovdni propusSténa den + 85 po
ansplantaci. Pro narfstajici podil piivodni krvetvorby bylo den +
dukonéeno podavani cyklosporinu A a den + 125 byla divce poda-
:infuze darcovskych CD3 lymfocyth. V kontrolnich imunologic-
ith vySetfenich provedenych 180 dni po transplantaci bylo dete-
wino jen 3 % HLA-DR pozitivnich CD8 T lymfocytl (normélni
ainota) a potvrzena exprese perforinu v NK burikdch. V dalsim
#ovani (nyni 8 mésict po transplantaci) je divka v dobrém stavu,
sile bez zndmek reakce St€pu proti hostiteli, prospiva, priblizné
1% NK bunék a T lymfocytd ma dércovsky genotyp.

DISKUZE

Exocytoza granul, kterd obsahuji granzym a perforin, je hlavnim
#torovym mechanizmem v obrané proti virovym infekcim. bak-
zilnfm intraceluldrnim infekcim a v prevenci vzniku nadort. Na
mné proti infekcim se koordinované podili systémy pfirozené
gecifické imunity. Cilem imunitni reakce je efektivni eliminace

patogenu bez poSkozeni vlastnich tkani a vznik paméfovych bungk,
které umoznujj ucinngjsi a rychlejsi rozvoj imunitni odpovédi pi
dalSich setkdnich se specifickym antigenem. Virové infekce indu-
kuji masivni expanzi antigen-specifickych cytotoxickych CD§ T
lymfocytd, které produkuji celou fadu cytokind, napf. IFNa. a zabi-
jeji infikované buriky. Jednou z dileZitych roli IFN je aktivace
bunék prezentujicich antigen. které nasledn€ predkladaji antigeny
pochazejici z infekéniho agens s vy38i G¢innosti a snadnéji aktivuji
dalsi antigen-specifické T lymfocyty (11). Po eliminaci infek&niho
agens nasleduje ukonceni imunitni reakce, pfi které vymizi efekto-
rové builky a v organizmu pretrvavaji paméfové T a B lymfocyty.
Pro efektivni imunitni odpovéd je tedy dbleZitd rovnovdha mezi
patogenem a jim vyvolanou reakci. Nedostate¢na imunitni odpovéd
ohroZuje hostitele nekontrolovanou nebo perzistujici infekci. Nad-
mérnd, nepfiméfend imunitni reakce miZe svym rozsahem vést
k poskozeni vlastnich bunék a tkéni hostitele. Typickym pfikladem
naru$eni fyziologického prib&hu imunitni reakce je FHL. pfi niz
probihd nekontrolovani a fatdlni expanze T lymfocytd specifickych
pro antigen. Podil exogenniho stimulu, zfejmé virové infekce, na
spusténi FHL je velmi pravdépodobny. Perforin deficientni mysi
vyvinou hemofagocytarni syndrom pouze po infekci virem lymfo-
cytarni choriomeningitidy (12). U ¢lovéka se za pravdépodobné
.spoustéce” FHL povazuji virus Epstein-Barrové (EBV), herpetic-
ké viry, nékteré intracelularni bakterie a parazité. Jak bylo zminéno
v 1tvodu, podkladem klinického i laboratorniho obrazu FHL je
obrovskd expanze T lymfocyth, pfedeviim CD8 cytotoxic-
kych T lymfocytd, které si pfes poruSenou cytotoxickou aktivitu
zachovavaji schopnost produkovat cytokiny, pfedev$im IFNa-akti-
vator makrofagl a bunék prezentujicich antigen. Pfi nenaruSeném
prubgéhu imunitni reakce dojde po eliminaci patogenu k retrakci
kompartmentu efektorovych T lymfocyti. Fatdlni disledky defektd
v cesté perforin/granzym ukazuji. Ze tento cytotoxicky mechaniz-
mus je pro eliminaci efektorovych bunék klicovy (13). Efektorové
cytotoxické T lymfocyty za normalnich okolnosti rozpoznavaji kro-
mé virem infikovanych buné€k i vlastni antigen-prezentujici burky,
které maji na svém povrchu molekuly MHC 1. tfidy a virové anti-
geny a zabiji je. Tim je zaji$t€na limitace mnozZstvi prezentovanych
antigent a je zamezeno aktivaci a expanzi dal§ich T lymfocytl
v okamZiku. kdy je infekce eliminovéna. Pii kontaktu cytotoxic-
kych T lymfocytd s cilovou buiikou také dochdzi k prenosu malého
mnozstvi MHC molekul s navdzanymi antigeny. Cytotoxic-
ky T lymfocyt se tak sam stava cilem pro okolni T lymfocyty (14,
15). Tim je pfedev3im zajiSténa retrakce poolu T lymfocytd (obr. 3).
Identifikace molekularniho podkladu FHL tedy zcela zasadnim
zplsobem piispéla k pochopeni procesu exocytézy cytotoxickych
granul a k objasnéni vyznamu tohoto mechanizmu pro homeostazu
imunitni reakce. DualeZitost systému perforin/granzym pro elimina-
ci patologické aktivace T lymfocytd je moZno dokumentovat i na
nami popisovaném pfipadu. U nadi pacientky se po provedené SCT
postupné zvySoval podil autologni krvetvorby, pro ktery byla podé-
na infuze darcovskych lymfocytll. V soucasné dobé pietrvavi sta-
bilni smifeny chimerismus v T lymfocytech a NK bunkach. Pretr-
vavani plvodni krvetvorby po SCT pro FHL neni vyjimeCnym
jevem. Piitomnost ddrcovskych T lymfocyth je ovSem dostatecnd
k tomu, aby zabranila novému relapsu patologické reakce, kterou
by zapii¢inily perforin-deficitni T lymfocyty pifjemce (16) . Davo-
dem je zfejmé to, Ze darcovské T lymfocyty uspéSné eliminuji jak
virem infikované buiiky. tak aktivované T lymfocyty hostitele, a tim
brani pretrvavajici aktivaci CD8 T lymfocyth a nadmérmé produkci
IFNo.

Jedinou 1é&ebnou modalitou. vedouci k vyléCeni pacientil. je
transplantace krvetvornych bunék, po niZ nasleduje normalizace
defektni cytotoxické funkce T lymfocyti a NK bunék. V pripadé
HL A-identického sourozence jako moZného darce existuje riziko.
Ze dité rovn&Z upi FHL. kterd se dosud neprojevila. protoZe vék

(33)
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Lécba déti s myelodysplastickym syndromem
transplantaci krvetvornych bunék v Ceské republice
1997-2002
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Souhrn

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klondlnim onemocnénim pluripotentni kmenové buiiky a alogen-
ni transplantace krvetvornych bunék (SCT) je za soucéasnych znalosti jeho jedinou kurativni lé¢bou.
SCT byla u déti stejné jako u dospélych dlouhodobé zatiZena vysokou mortalitou na potransplantacni
komplikace a ¢éastym relapsem. Mezinarodni studie EWOG-MDS, které se Ceska republika téastni,
indikuje déti k alogenni SCT ¢éasné v prubéhu nemoci s vyuzitim intenzivni myeloablativni pripravy
slozené ze tii alkylaénich agens - busulfanu, cyklofosfamidu a melfalanu. Cilem je snizit vyskyt
potransplantaéniho relapsu. V letech 1997-2002 podstoupilo alogenni SCT od HLA identického souro-
zence (n = 7) nebo nepfibuzného darce (n =7) 14 déti s primarnim MDS (JMML: 5, RC:4,RAEB: 2. RAEBt:
2, MDSr-AML: 1). Median véku p¥i SCT byl 5,8 roku, median intervalu mezi diagnézou MDS a SCT byl
5 mésicta. Predtransplantaéni pfiprava kombinaci 3 alkylaénich agens byla pouzita u 12 déti, dva
pacienti s refrakterni cytopenii byli transplantovdani od nep#ibuzného dirce po nemyeloablativni
piipravé kombinaci fludarabin a thiotepa. V prevenci GVH reakce byl pouzit cyklosporin A samostatné
(n = 5) nebo v kombinaci s metotrexatem (n = 7) nebo steroidy (n = 1). K pfihojeni $§tépu doslo u vSech
déti. Klinicky vyznamna akutni GVH reakce se vyskytla u 57 % déti, extenzivni chronickd GVH nemoc
u 20 % pacientu. Cty¥i déti (28,5 %) zemiely na potransplantaéni komplikace a jedno dité po syngenni
transplantaci (7 %) prodélalo relaps, ktery byl lé¢en nepribuznou transplantaci. P¥i medidnu sledovani
1,9 roku zije 10 (71 %) pacientu v remisi zdkladniho onemocnéni. Alogenni transplantace podle dopo-
ruéeni EWOG-MDS skupiny vyznamné zlepsila prognézu déti s MDS v Ceské republice.

Kliéova slova: myelodysplasticky syndrom, déti, transplantace krvetvornych bunék, relaps, reakce
§tépu proti hostiteli

Summary

Stary J., Sedlacek P., Kobylka P., Loudova M., Rihova H., Ivaskova E., Pittrova H.,
Michalova K., Korinkova P., Sramkova L., Formankova R., VAvra V., Smisek P., Keslova
P., Komrska V. Stem Cell Transplantation in Children with Myelodysplastic Syndrome
in the Czech Republic 1997-2002

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a rare, clonal abnormality of the pluripotent haematopoietic stem
cell. Stem cell transplantation (SCT) is the only curative treatment modality which has been for a long
time connected with high transplant related mortality and relapse. The Czech Republic participates
in the international study EWOG-MDS. In this study children are indicated to SCT early using a very
intensive myeloablative conditioning regimen comprising 3 alkylating agents - busulfan, cyclophos-
phamide and melphalan. Between 1997-2002, 14 children with primary MDS (JMML: 5, RC: 4, RAEB: 2,
RAEBt: 2, MDSr-AML: 1) were transplanted from HLA identical siblings (n = 7) or unrelated donors (n
= 7). Median age at the SCT was 5.8 years; median time from diagnosis to SCT was 5 months.
A conditioning regimen of 3 alkylating agents was used in 12 children; two patients with refractory
cytopenia were transplanted from unrelated donors using a non-myeloablative conditioning regimen
of fludarabin and thiotepa. As GVHD prophylaxis cyclosporin was used alone (n = 5) or in combination
with methotrexate (n = 7) or steroids (n = 1). All patients engrafted. Acute GVHD grades II-IV developed
in 57 % patients and extensive chronic GVHD in 20 % children. Four children (28.5 %) died due to
transplant related causes and one patient (7 %) after syngeneic SCT developed a relapse treated by
a second SCT from an unrelated donor. After a median follow-up of 1.9 years, 10 children (71 %) are
alive in complete remission. Allogeneic SCT performed according to the EWOG-MDS recommendations
improved significantly the prognosis of children with MDS in the Czech Republic.

Key words: myelodysplastic syndrome, children, stem cell transplantation, relapse, graft-versus-host
disease
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Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonélnim
onemocnénim pluripotentni kmenové buniky a alo-
genni transplantace krvetvornych bunék (SCT) je za
soucasnych znalost{ jeho jedinou kurativni 1éébou. Na
rozdil od dospélych, kde MDS postihuje vétsinou staré
lidi a SCT v jejich 16Ebé je redlnou alternativou pouze
pro mladsi pacienty, jsou déti v souc¢asné dobé indiko-
vany k alogenni SCT ¢asné v pribéhu nemoci. Vyjim-
kou jsou déti s Downovym syndromem a myeloidni
malignitou, stojici na pomez{ MDS a akutni myeloidn{
leukémie, jejichZ nemoc je velmi dobfe 1é&itelna che-
moterapii (1). Tak jako u dospélych s MDS, byla SCT
u déti dlouhodobé zatiZena vysokou mortalitou na
potransplantaéni komplikace a ¢astym relapsem (2).
Sami jsme v letech 1990-1996 provedli pouze tii
transplantace pro MDS. Ve dvou ptipadech byl dar-
cem HLA identicky sourozenec, jedenkrat byla pouzi-
ta jako $tép nepiibuzné pupeénikova krev. Viechny
déti zemtely — jedno v relapsu a dvé na ¢asné (krva-
cenf do mozku) a pozdni (smrt doma na pseudomoné-
dovou sepsi 15 mésict po transplantaci) potransplan-
taéni komplikace.

Do roku 1998 byli détsti pacienti v Ceské republice
diagnostikovdni a léleni v regiondlnich centrech
a k transplantaci referovdani na zdkladé rozhodnuti
oSetfujictho lékate. V Gervenci 1998 byla zahajena
mezindrodni prospektivni studie diagnostiky a 1é¢by
MDS u déti (EWOG-MDS), které se Pracovni skupina
pro détskou hematologii Ceské republiky uéastni spo-
luse SRN, Rakouskem, SV}?carskem, Nizozemim, It4-
lif a Skandindvii. Prvni etapa studie byla ukonéena
30. 6. 2002. Vsichni pacienti byli p¥i diagnéze vy-
fetfeni na II. détské klinice FN Motol. Morfologicks,
cytogeneticka a kultivaéni vysetfeni (kultivace CFU-
GM in vitro k potvrzeni diagn6zy juvenilni myelomo-
nocytdrni leukémie) byla provedena v referencnich
laboratotich. Po stanoveni diagnézy byl doporuden
postup sledovani a 1é¢by v zdvislosti na podtypu ne-
moci. Jednotlivé podtypy MDS byly klasifikovany
podle FAB Kklasifikace (3). Ndzev juvenilni myelomo-
nocytdrni leukémie (JMML) nahradil po dosazeni me-
zindrodniho konsenzu dfive pouzivané nazvy chronic-
k& myelomonocytarni leukémie nebo juvenilni
chronickd myeloidni leukémie (4). Nazev refrakterni
anémie byl nahrazen terminem refrakterni cytopenie
(RC), kterd podle nazoru EWOG-MDS lépe cha-
rakterizuje odliSnosti od refrakterni anémie dospé-
lych (5). Rozlideni mezi refrakterni anémii s excesem
blastti (RAEB) a refrakterni anémif s excesem blasté
v transformaci (RAEBt) bylo provedeno na zaklads
pottu blastt v periferni krvi a kostni dieni. Nalez
Auerovych tyéi v blastech neznamenal automatické
zafazeni onemocnéni jako RAEBt (6).

Jednotné predtransplantaéni piiprava byla zvolena
kombinaci ti{ alkyla¢nich agens busulfanu, cyklofos-

famidu a melfalanu na zdkladé pilotni zkuSenosti
italskych autord, prokazujicich vyznamné snizeni ri-
zika relapsu MDS po transplantaci pti akceptovatelné
toxicité (7).

Pacienti a metody

U vsech pacientt bylo po stanoveni diagndzy neod-
kladné zahdjeno hledani darce pro transplantaci v ro-
diné a registrech dobrovolnych darca. Déti s refrak-
terni cytopenii byly léfeny pouze transfuzemi
erytrocyti a provddéno cytogenetické vySetfeni kost-
ni dfené v 3-6mési¢énich intervalech. SCT byla indi-
kovdna pii zdvislosti na transfuzich erytrocyta
a krevnich desti¢ek nebo p¥i vyvoji klonalni chromo-
zomové odchylky. Déti s refrakterni anémii s excesem
blasti mély provedeno kontrolni vysetieni 4 tydny od
stanoveni diagnézy. Doslo-li k vzestupu blastd v kost-
ni dieni nad 15 %, byla zah4jena intenzivni chemote-
rapie dvéma bloky protokolu pro AML, po niZ nasle-
dovala SCT. Déti s méné nez 15 % blastia v kostni
d¥eni byly indikovdny k transplantaci bez ptedchozi
chemoterapie. Déti s refrakterni anémii s excesem
blastu v transformaci mély stejné jako déti s RAEB
pti diagnéze vySetieny nejéastéjsi fuzni geny AML
(AML1/ETO, CBFp/MYH11, PMI/RARw). V ptipadé
pozitivntho ndlezu byly zatazeny do studie lécby
AML.. V piipadé negativniho ndlezu bylo vySetfeni
kostni dfené opakovédno za 2 tydny od diagnézy. Pii
vzestupu blasti nad 30 % byli pacienti hodnoceni
a lééeni jako AML a zatazeni do studie 1écby AML. P¥i
pottu blastl pod 30 % byli hodnoceni a zafazeni jako
MDS. V piipadé HLA identického sourozence byla
indikovdna SCT. Nebyl-li rodinny darce nalezen, bylo
rozhodnuti v kompetenci ndrodniho koordindtora
a regionalnifho centra — SCT od nep#ibuzného darce
nebo intenzivni chemoterapie podle protokolu pro
AML. Déti s juvenilni myelomonocytdrni leukémii
byly vidy indikovény k transplantaci. Intenzivni che-
moterapie u nich nebyla provddéna. Pfed transplan-
taci byly 1é¢eny merkaptopurinem (6-MP) a v pfipadé
enormné zvétsené sleziny byla pfed SCT indikovédna
splenektomie.

Prvni SCT s vyuzitim pfedtransplantaéni pfipravy
kombinaci busulfanu, cyklofosfamidu a melfalanu
bylanaIl. détské klinice FIN Motol provedena v srpnu
1997. V priibéhu 5 let do srpna 2002 podstoupilo
alogenni SCT od HLA identického sourozence nebo
HLA kompatibilniho nepiibuzného darce 14 déti
s primdrnim MDS. U dvanécti z nich byla SCT prove-
dena po 1. 7. 1998 a tito pacienti byli zafazeni do
EWOG-MDS studie a vysetfeni v referen¢nich labo-
ratotich. Charakteristika souboru pacientd je uvede-
na v tabulce 1.

Medidn véku p#i transplantaci byl 5,8 roku
(0,7-17,7 r). Median intervalu mezi diagnézou MDS
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Tab. 1. Charakteristika souboru pacientt.

Tab. 2. Predtransplantaéni piiprava.

Pohlavi

Chlapci 8

Dévéata 6
Typ MDS !
RC 4
|RAEB
‘RAEBt/AML
JMML
Cytogenetika

[}

ov | w

' Diploidie

Monosomie 7

Komplexni karyotyp |

Wi || D

Jiné zmény
Lécéba pied SCT
AML protokol

6-merkaptopurin

VP-16 + prednison

Pouze transfuze

Splenektomie

QL | WO W= x|

Z4dna

aSCT byl 5 mésict (1-31 m). V ramci FAB klasifikace
je uvedeno nejpokrocilej§i stadium nemoci v pfed-
fransplantaénim obdobi. Zastoupeni cytogenetickych
ndlezi pfedstavovalo nejéastéjsi zmény karyotypu
popisované u détského MDS. Nejéastéjsi chromozo-
méln{ zménou byla monosomie 7 u 29 % déti. Vsichni
pacienti s RC méli norméalni chromozomadlni nélez.
Tt pacienti (21 %) méli jiné pfidruzené onemocnéni:
Maffucciho syndrom (enchondromatéza s hemangio-
my): 1, kraniostendza s roz§tépem patra: 1, neurofib-
rnmatéza 1. typu: 1. Splenektomie byla provedena
13 déti s JMML. Ctyii z 5 déti s JMML byly lééeny
pfed SCT 6-MP. Pacienti s RC dostdvali pouze trans-
fuze krevnich slozek. Vice nez 5 % blasti v kostni
tfeni mély v dobé zahé&jeni pfedtransplantaéni p#i-
pravy 3 déti — 2 pacienti s JMML (15 % a 21,2 %
bastt) a pacient s RAEBt (15,6 % blastt). Lécbou
pied SCT byl u téchto pacientd 6-MP (JMML), kom-
binace VP-16 s prednisonem (JMML) a sledovéni bez
lcby (RAEBt).

Druh pfedtransplantaéni myeloablativni pi#ipravy
woleny v nasem souboru pacientl je v tabulce 2.
Kombinace t#i alkylaénich agens byla pouzita u 12
{éti, rezim s redukovanou intenzitou ptredtransplan-
taén{ ptipravy fludarabin a thiotepa byl pouzit u dvou
{iti s RC bez chromozomadln{ klonalni odchylky. Bu-
slfan byl u déti mladdich 5 let poddn v davce
W mgkg a u déti starsich v davce 16 mg/kg. Davo-
{em je vy88{ clearance busulfanu u malych déti (8).
Davka busulfanu byla individudlné upravena podle

Predtransplantaéni Denni Celkova Den
piiprava dédvka davka podani
Priprava 1
busulfan 4-5 mg/kg 16-20 mg/kg, -7 az -4
cyklofosfamid 60 mg/kg ‘ 120 mg/kg -3 az-2
melfalan 140 mg/rn2 i 140 mg/m2 -1
Priprava 2
thiotepa 5 mg/kg 15 mg/kg -8 az -6
fludarabin 40 mg/m? | 160 mg/m? | —5ai-2

vypoétu plochy pod k¥ivkou (AUC) na zdkladé méreni
hladiny l1éku v krvi po prvni ddvce (8).

Prevence reakce §tépu proti hostiteli (GVH) je uve-
dena v tabulce 3. Cyklosporin A (CsA) byl u déti
transplantovanych od HLA identického sourozence
podavédn v ddvee 1 mg/kg/den (n = 2) nebo 3 mg/kg/den
od dne -3 i.v., peroralni ddavka byla dvojnésobni.
Vysazovéni CsA bylo zahajeno po dni +60 pii nepii-
tomnosti GVH reakce. U jediné pacientky, kterd ob-
drzela §tép perifernich kmenovych bunék (PBPC) byl
cyklosporin kombinovdn s metotrexdtem v dévece 10
mg/rn2 den +1, +3 a +6. Pacienti transplantovani od
nepfibuznych dédrca obdrzeli kombinaci cyklosporinu
A a metotrexatu v davee 15 mg/m2 den+1a10 mg/m2
den +3, +6 a +11 (n = 2) nebo pouze ve tfech davkach
den +1, +3 a +6 (n = 4). Pacient transplantovany
nepiibuznou pupeénikovou krvi obdrzel kombinaci
CsA a metylprednisolonu v ddvce 2 mg/kg/den. Vysa-
zovdni cyklosporinu bylo po neptibuzné transplantaci
zah4jeno ode dne +180 p¥i chybéni chronické reakce
§tépu proti hostiteli. Viechny déti 1é¢ené transplan-
taci od nepiibuzného dérce obdrzely v pfedtransplan-
taéni p¥ipravé antitymocytdrni globulin (ATG) v pre-
venci rejekce §tépu i reakce $tépu proti hostiteli. U 5
déti byl pouzit ATG Fresenius v davce 40 mg/kg,
u dvou dét{ ATG Sangstat (Thymoglobulin) v dédvce 16
mg/kg.

Darcem byl v 6 pfipadech HLA identicky souroze-
nec, jedenkrat jednovajeéné dvojée a 7 transplantaci
bylo provedeno od neptibuzného darce. Shoda v HLA
systému mezi ddrcem a pijemcem u nepfibuznych
transplantaci je uvedena v tabulce 4. Antigeny HLA
1. t¥idy byly u sourozeneckych transplantaci uréovany
sérologickymi metodami, definice shody v aleldch
HLA II. t¥idy byla provedena PCR-SSP genotypizaci

Tab. 3. Prevence GVH reakce.

Prevence GVH reakce N
CsA 6
1
7

| Csa+MP
- CsA + MTX |

Vysvétlivky: CsA = cyklosporin A, MP = metylprednizolon, MTX
= metotrexat
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Tab. 4. Shoda v HLA systému mezi nepiibuznym ddrcem
a prijemcem.

L Typ shody N
| HLA-A, B, DRB1
6/6 5
5/6 1
4/ 1
| HLA-A, B, Cw, DRB1, DQB1
; 10/10 2
| 9/10 2
| 8/10 1
1 7/10 1
4/8 1(CBT) |

plantacii s eventudlnim odbérem $tépu nezletilému
sSourozenci.

Kiivky preziti byly konstruovany podle metody
Kaplana-Meiera (12). Pro stanoveni ptreziti do selhan{
(EF'S = event-free-survival) byly jako selhdni hodno-
ceny smrt po transplantaci, relaps nebo sekundédrni
malignita. Pro hodnoceni pravdépodobnosti pFeZiti
(OS = overall survival) byla jako selhani hodnocena
pouze smrt po transplantaci. Sledovani souboru pa-
cientd bylo ukonéeno 31. 10. 2002.

na urovni LR (low resolution). U nepi#ibuznych trans-
plantaci byly antigeny HLA-A, B do roku 1998 uréo-
vany sérologickymi metodami, od roku 1999 byla i zde
provadéna genotypizace alel jednotlivych HLA lokust
pomoci PCR-SSP (LR), v poslednich letech v8ak i na
vysokém stupni rozliSeni (high resolution, HR). Alely
lokusid Cw, DRB1 a DQB1 byly genotypizovany pomo-
¢f PCR-SSP na drovni HR (9).

Periferni chimerismus byl u pacienti vySetfovan
1krét tydneé po dobu prvnich 100 dnt po transplantaci,
pozdé&ji 1krat za 2 tydny do dne +180, déle 1lkrat
mésiéné do konce prvniho roku a ndsledné v pravidel-
nych 3—6mésitnich intervalech v zdvislosti na diagné-
ze. DNA jadernych bunék perifernf{ krve byla vysetfo-
vana amplifikaci polymorfnich VNTR a sex
specifickych lokust polymerazovou fetézovou reakef
(10). Kompletni chimerismus (CC) je stav, kdy jsou ve
vzorku DNA na informativnich lokusech detekovany
pouze alely typické pro darce. Smiseny chimerismus
(MC) je stav, kdy jsou ve vzorku DNA detekovany
kromeé alel darcovskych i pivodni alely pacienta pred
transplantaci.

Pacienti byli po transplantaci izolovdni v boxech
s HEPA filtry vzduchu. V obdobi neutropenie dosta-
vali profylakticky antibiotika a antimykotika. Vyso-
koddvkovany acyklovir byl poddvén 5 dni pred trans-
plantaci a 30 dni po transplantaci v prevenci infekce
herpes simplex a cytomegalovirem (CMV). U nepf¥i-
buznych transplantaci byl do konce roku 2000 od dne
+30 do dne +100 podavédn profylakticky ganciklovir
nebo foscarnet 5 dni v tydnu v prevenci CMV infekee,
od roku 2001 byla tato lécba zahdjena pouze pii
ndristu CMV virémie v krvi kvantitativné detekova-
né metodou RQ-PCR, kterd byla provadéna 1krat
tydné do dne +100 (11). Od roku 2001 byla rovnéz
kvantitativné detekovana hodnota EBV virémie
v krvi metodou RQ-PCR v redlném ¢ase. Imunoglobu-
liny byly substituovéany s cilem drzet hladinu IgG > 6
g/l v prvnich 6 mésicich po transplantaci. G-CSF
nebyl pravidelné podavan po transplantaci za tdde-
lem rychlejsiho pfihojeni granulocytt. Rodide nemoc-
nych déti poskytli informovany souhlas s trans-

Vysledky

V obdobi 1997-2002 bylo provedeno 15 alogennich
transplantaci krvetvornych bunék u 14 déti. Jeden
pacient s JMML prodélal relaps po syngenni trans-
plantaci a podstoupil nepfibuznou transplantaci od
dérce shodného s pacientem v 8 z 10 vySetfenych zna-
ki (1 neshoda v lokusu C a 1 neshoda v lokusu DRB1
ve sméru hostitel proti §tépu). Medidn jadernych bu-
ndk ve &tépu kostni drené/periferni krve byl
5,7(2,1»9,6)x108/kg prijemce, medidn CD34+ bunék
byl 5,7 (2,2-13,4) x 10%kg. Dva pacienti podstoupili
transplantaci pupeénikové krve (CBT). Stépy obsaho-
valy 2,5x10%kg a 3,6x10"/kg jadernych bungk
a 1,4x10%kg a 2,1x10°/kg CD34+ kmenovych bungk.
K ptihojeni §tépu doslo ve vSech p¥ipadech.

Klinicky vyznamnd akutni GVH reakce II-IV.
stupné se vyskytla u 8 déti (57 %), akutni GVH reakce
IIT.-1IV. stupné postihla 5 pacientt (37 %). Vyznamna
akutni GVH reakce postihla 5 ze 7 déti (71 %) trans-
plantovanych od sourozence a 3 ze 7 déti (43 %) 1éce-
nych transplantaci od nepfibuzného darce. Pét déti
bylo dspésné léfeno metylprednisolonem v dédvce 2
mg/kg/den, dvé déti v davce 5 mg/kg/den a jedno dité
dostalo pro neuspéch 1é¢by kortikoidy ATG. Chronic-
ka GVH nemoc se vyskytla u 2 z 10 déti (20 %), které
pteZily 100 dnti po transplantaci. V obou p¥ipadech se
jednalo o extenzivni formu nemoci, kterd postihla déti
po transplantaci od HLA identického sourozence.
U jednoho pacienta nemoc vyhasla po dlouhodobé
imunosupresivni 1éébé kombinaci CsA + prednison +
thalidomid, druhy pacient pokracuje v inhalaéni 1é¢hé
steroidy pro bronchiolitis obliterans.

Na potransplantaéni komplikace zemtely 4 déti
(28,5 %), vsechny ¢asnou smrti do dne +100 po trans-
plantaci. T¥i déti zemiely po nept{buzné transplanta-
ci, jedno po transplantaci od sourozence. Prifinou
dmrti byla u dvou déti venookluzivni nemoc jater

‘s naslednym multiorgdnovym selhanim, akutni GVH

reakce IV. stupné a EBV indukovany maligni lymfom.
7 dalsich zavaznych, Zivot ohroZujicich komplikaci se
v souboru vyskytly trombotickd trombocytopenicka
purpura‘hemolyticko-uremicky syndrom (TTP/HUS),
vyzadujici 1é¢bu plazmaferézou a vysazeni cyklospo-
rinu A u dvou déti, akutni rendlni selhdni s nutnosti
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hemodialyzy, alveoldrni hemoragie, pneumokokova
meningitis a sepse Klebsiella pneumoniae.

Relaps prodélal jeden pacient (7 %). Chlapec
s JMML prodélal celkem 3 relapsy po dvou transplan-
tacich a Zije v kompletni remisi. Prvni relaps nasledo-
val 100 dni po syngenni transplantaci a byl indikaci
k provedeni nepfibuzné transplantace 8 mésicli po
transplantaci prvni s pouZzitim celotélového ozéafeni
v pfipravném rezimu. Osmdesét dni po tomto vykonu
se objevil hematologicky relaps s cytogenetickou evo-
lucf leukemického klonu do komplexniho karyotypu.
Vysazeni imunosuprese a kratkd 1é¢ba 6-MP vedly ke
kompletni hematologické i cytogenetické remisi, kte-
rd trvala 4 mésice. Nésledoval druhy hematologicky
relaps se stejnym komplexnim karyotypem. Infuze
lymfocytd (DLI) ptvodniho nepfibuzného ddrce
(CD3+ 2,4x108/kg) vedla k dosazeni kompletni hema-
tologické i cytogenetické remise a kompletni darcov-
ské krvetvorby v chimerismu. Pacient Zije v remisi po
DLI 30 mésica s DLI indukovanou chronickou exten-
zivni GVH nemoci vyZadujici imunosupresivni 1éébu
CsA, kortikoidy a MTX.

Medién sledovéni Zijicich pacientd po transplantaci
je 1,9 roku (0,2-5,2 r). Zije 10 déti (71 %), 9 z nich
v prvni remisi. Po nepfibuzné transplantaci ziji 4 déti
ze 7 (57 %), po transplantaci od sourozence Zije 6 déti
ze 7 (86 %). Pravdépodobnost pieziti do selhdni (EFS)
a celkového pieziti (OS) je uvedena v grafu 1. Vsichni

merismu.

Diskuse

Prvni dspésnd transplantace u ditéte s JMML byla
provedena ve Fred Hutchinson Cancer Research Cen-
ter v Seattlu v 70. letech (13). Francouzskd pracovni
skupina EORTC definovala na zakladé dlouhodobé
zkuSenosti v poloviné 90. let zdsady pfistupu k 1éébé
déti s JMML, které dalsi autoti potvrdili (4, 14, 15).
Intenzivni chemoterapie podle AML protokolt dokdze

1,0
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A — — A e — - — - L
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4
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Graf 1. Pravdépodobnost pfeziti do selhdn{ (EFS) a celkového
pFeziti (OS) 14 déti s myelodysplastickym syndromem lééenych
transplantaci krvetvornych bunék

vylééit pouze ojedinélé pacienty a nemd u JMML
smysl. Z 28 pacientt lé¢enych EORTC bez SCT 26
zemielo s medidnem p¥eziti 17 mésici. Osmnéct déti
bylo lé¢eno SCT a 11 Zilo v kompletni remisi. Inten-
zivni chemoterapie pied transplantaci neznamenala
vyhodu, naopak splenektomie méla pozitivni vliv na
vysledek transplantace. Locatelli v retrospektivni
studii EWOG-MDS shrnul vysledky transplantaci
u 43 déti s JMML provedenych v letech 1987-1995.
Riziko relapsu bylo pro celou skupinu 58 %, smrt na
potransplantaéni komplikace postihla 9 % po trans-
plantaci sourozenecké a 46 % déti po nep¥ibuzné
transplantaci. EFS déti s ptredtransplantaéni p¥ipra-
vou obsahujici busulfan byl lepsi nez u déti p¥ipravo-
vanych k transplantaci celotélovym ozafenim (62 %
vs. 11 %, p < 0,01). EF'S celé skupiny byl 31 % (16).
Podobnych vysledkd dosdhla americkd transplantad-
ni centra v obdobi 1990-1997. Pteziti 46 déti po ne-
ptibuzné transplantaci bylo 42 % (pFeziti bez relapsu
24 %). Relaps postihl 58 % déti a dmrtnost na
potransplantaéni komplikace byla 26 %. Vétsina déti
(76 %) absolvovala p¥ipravu obsahujici celotélové oza-
feni. V mnohorozmérné analyze sniZovala chronicka
reakce §tépu proti hostiteli riziko relapsu (17). Dokla-
dem pFitomnosti efektu stépu proti leukémii (GVL)
u déti s JMML jsou préce, uvadgjic{ kazuistiky pa-
cientd, ktefi dosdhli po potransplantaénim relapsu
nové remise pouhym vysazenim imunosupresivni 1é¢-
by nebo kombinaci s infuzi lymfocytd pivodniho darce
(18, 19). Vysoké riziko vzniku relapsu po transplan-
taci pro JMML v 80. a prvni poloviné 90. let vedlo
k tomu, Ze vysledky 1ééby tohoto vzacného onemocné-
ni byly v jednotlivych centrech s malym poétem pa-
cientt ¢asto zklamédnim. Nap#iklad v jednom z pied-
nich svétovych center na Univerzité v Minnesoté bylo
transplantovano 7 pacientt, 6 z nich prodélalo relaps
a pét zemielo (20).

Evropskéd skupina pro transplantaci krvetvornych
bunék EBMT publikovala v roce 1998 retrospektivni
studii SCT od HLLA identického sourozence u pacienti
s MDS. Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno u pacientt
mladgich 20 let, transplantovanych do 4 mésict od
diagnézy pro MDS s nizkym po¢tem blastt (refrakter-
ni anémie, RAEB). Dtivodem byla niz§{ potransplan-
taéni mortalita a niz§i vyskyt potransplantaéniho re-
lapsu (21). Otdzka vhodnosti intenzivni chemoterapie
ptred transplantaci u pacientt s pokrodilymi stadii
MDS (RAEB, RAEBt, MDSr-AML) nebyla rozfe$ena.
Vy8&8i riziko relapsu u nelééenych bylo kompenzovano
vy85i potransplantaéni toxicitou pacientid po piedcho-
zi chemoterapii, takze vysledky se neligily (22, 23).
Nékteti autofi doporuéuji fadit déti s RAEB, RAEBt
a MDSr-AML (AML s pfedfaz{ MDS) do protokold
1ééby AML a transplantaci provést v pfipadé pfitom-
nosti HLA identického sourozence po dosazeni prvni
remise, nepiibuznou transplantaci az v piipadé re-
lapsu. Webb shrnul vysledky 1écby 31 déti
s RAEB/RAEBt zafazenych ve Velké Britanii do dvou
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protokolt 1ééby AML. Pieziti déti s RAEBt (63 %) se
nelisilo od vysledkt 1é¢by déti s primédrni AML. Vy-
sledky lé¢by déti s RAEB byly horsi (OS 28 %), z 12
déti s monosomii 7 Zily pouze tfi (24). V letech
19891995 ameriéti autoii zafadili do protokolu 1é¢by
AML 75 déti s RAEB/RAEBt/MDSr-AML. Zatimco
pro déti s RAEB byla uspésSnost v dosazen{ remise
nizka (48 %), pro déti s pokrodilejsimi stadii MDS se
nelisila od primarni AML (69 % a 81 %). Preziti bylo
pro skupinu RAEB 29 %, pro RAEBt 30 % a pro
MDSr-AML 50 %, coz nebylo vyznamné odlisné od
pteZiti pacientt s primarni AML (45 %) (25).
Skupina EWOG-MDS se pti tvorbé své prospektivni
studie snazila vyuZit v8ech vyse uvedenych zkusenos-
ti. Vysoké riziko vzniku relapsu po transplantaci u pa-
cientd s JMML a RAEB/RAEBt mélo byt sniZeno vel-
mi udinnou myeloablativni p#ipravou sloZenou
z 3 alkylaénich agens (7). Efekt §tépu proti leukémii
mél byt posilen snizenim intenzity potransplantaéni
imunosuprese — u HLA identického sourozence bylo
navrzeno pouze podani izolovaného cyklosporinu A
v davce 1 mg/kg/den. Tato davka sniZuje vyskyt po-
transplantaéniho relapsu p¥i zvyseném vyskytu reak-
ce §tépu proti hostiteli (26). Déti s RAEB/RAEBt
a pfitomnosti zndmych fiznich gend AML byly faze-
ny do protokolt 1é¢by AML. Déti s vice nez 15 % blastt
v kostni dfeni mély doporuenu intenzivni chemote-
rapii za déelem redukce blasti pfed transplantaci.
Nasi pacienti byli 1é¢eni podle téchto doporuéeni.
Transplantace byla provedena ¢asné v priabéhu ne-
moci (medidn 5 mésicd). Nejdelsi interval 2 roky a 7
mésict mezi diagnézou a transplantaci byl zptisoben
nemoznosti nalézt dérce v registrech. Relaps prodélal
pouze jeden pacient, ktery byl transplantovan ve véku
7 roku 5 mésica s 15 % blasti v kostni dfeni pro
JMML a byl ispésné lé¢en vysazenim imunosupresiv-
ni 16¢by a infuzi ddrcovych lymfocytt pii soudasném
rozvoji extenzivn{ chronické GVH nemoci pro dalsi
dva relapsy, které nasledovaly po druhé nepfibuzné
transplantaci. Jeho prabéh je dokladem neptiznivé
prognézy déti s JMML a vys§im mnoZstvim blasti
nebo starsich 2 let p#i transplantaci i na sou¢asném
rezimu a soucasné existence GVL efektu u tohoto one-
mocnéni (17-19, 27). Z 5 déti s JMML Ziji v naSem
souboru 3 pacienti. Posledni prtbézna analyza
EWOG-MDS studie vykazuje u 71 déti s JMML 3leté
preziti bez zndmek nemoci 56 %. Potransplantaéni
mortalita je u transplantaci od HLA identického sou-
rozence (n = 36) 6 % a u nepfibuzné transplantace (n
= 35) 22 %. Z 18 relapsi (36 %) se véechny s jednou
vyjimkou manifestovaly v prvnim roce po transplan-
taci. Osud pacientu s provedenou splenektomif se ne-
lisil od vysledkt 1é¢by pacientd bez splenektomie (27).

Vysoké potransplantaéni mortalita v nasem malém
souboru 7 pacient@ transplantovanych od neptibuz-
ného darce (43 %) neni odliSnéa od zkuSenosti jinych
pracovist, pouZivajicich stejny piipravny rezim. Loca-
telli v pribézné analyze SCT pro MDS s vyjimkou

JMML vykazuje potransplantaéni mortalitu 36x15 %
v souboru 54 déti transplantovanych od nep¥ibuzného
dédrce (28). Potransplantaéni mortalita v jeho souboru
klesd v &ase s délkou trvani studie. Dvé umrti na
venookluzivni nemoc v naem souboru jsou u déti ne-
obvyklou komplikaci a jsou dokladem zvysené toxicity
predtransplantaéni ptipravy skladajici se z t¥{ alky-
laénich agens. RovnéZz vyssi vyskyt dalsich orgdno-
vych toxickych postizeni véetné dvou piipadid
TTP/HUS (jeden z nich oviem vznikl po druhé trans-
plantaci u pacienta s JMML) podporuje toto tvrzeni.
Na druhé strané dokladem téinnosti tohoto rezimu
na zédkladni onemocnéni je dosazeni kompletniho dér-
covského chimerismu u vSech pacientt. Jedno dmrti
na EB virem indukované lymfoproliferativni onemoc-
néni zapadlo do obdobi zvy$eného vyskytu této mimo-
t4dné zdvazné komplikace na nasi jednotce spojené
s poddnim jedné Sarze Thymoglobulinu Sangstat
s nadmérnym imunosupresivnim efektem (29). Sou-
¢asné schéma podani ATG na na8em oddéleni (ATG
Fresenius 40 mg/kg) se z tohoto pohledu jevi byt bez-
petné. Vyssi vyskyt akutn{ GVH reakce II.-IV. stupné
u pacientt po transplantaci od sourozencu ve srovna-
ni s transplantaci od nep¥ibuznych dédrcd neni ndhod-
ny. Zatimco prevenci GVH reakce u nep¥ibuznych
transplantaci byla kombinace CsA + MTX + ATG,
u sourozeneckych transplantaci jsme s jednou vyjim-
kou podali samotny cyklosporin A. Protokolem dopo-
ruéens ddvka 1 mg/kg byla poddna u dvou déti. 15letd
divka vyvinula akutn{ GVH reakci IV. stupné a ze-
miela, 1,5lety chlapec prodélal téZkou akutni GVH
reakci III. stupné s néslednym rozvojem extenzivni
chronické GVH nemoci. Pribézna analyza EWOG-
MDS studie odhalila, Ze izolovany CsA byl podédn
pouze u 25 % sourozeneckych transplantaci, davka
nebyla uvedena. Pravdépodobnost akutni GVH reak-
ce byla v Locatelliho souboru 29 %, zatimco v naSem
71 % (28). Dvé z nasich 7 nepfibuznych transplantaci
byly provedeny od ddrce neshodného s pacientem ve
viech 6 zakladnich transplantaénich znacich HLA
systému. Zatimco pacientka s JMML a neshodou
v jednom antigenu A lokusu prodélala akutni GVH
reakei I1. stupné, dobie odpovidajici na 1éébu kortiko-
idy, pacient s JMML transplantovany placentdrni
krvi neshodnou v jednom antigenu lokusu B a jednom
v DRB1 zemftel na venookluzivni nemoc jater pfi pro-
bihajici GVH reakci II. stupné. Transplantace pupeé-
nikové krve umoZiuje transplantaci pfes bariéry
HLA bez vyssiho vyskytu GVH reakce ve srovnani
s HLA identickou nep¥ibuznou kostni dfeni (30).
Hlavni podminkou uspéchu je dostatetné bunécény
5tép, coz bylo u naseho pacienta dodrzeno. Vyskyt
chronické GVH nemoci nebyl v naSem souboru pa-
cientd vysoky (20 %), dokladuje niz&{ vyskyt této kom-
plikace u dé&ti ve srovnéni s dospélymi a nelisil se od
vyskytu této komplikace v celém souboru pacientt
EWOG-MDS studie (39 % u ptibuznych a 16 % u ne-
piibuznych darcd).
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EFS pacientd s RC je v origindlni studii p#i pritbéz-
né analyze 75 %, EFS pacientd s RAEB 49 % a pa-
cientd s RAEBt/AML 60 % pfi medidnu sledovani 12
mésict (28). Riziko vzniku relapsu je pouze 15 %,
pficemZ u pacienti s RC se relaps dosud nevyskytl.
Tato fakta spolu s vys&im rizikem potransplantaéniho
dmrti vedla vedeni studie k ndavrhu zmény pted-
transplantaéni pfipravy pro pacienty s RC bez klon4l-
ni chromozomalni zmény. Pilotni vysledky transplan-
tace s pouZitim nemyeloablativniho reZzimu
fludarabin a thiotepa jsou nadéjné. Nasi dva pacienti
transplantovani timto rezimem od HLA identického
nepfibuzného dérce (shoda 10/10) dosdhli kompletni-
ho darcovského chimerismu, neprodélali akutni ani
chronickou GVH reakei a Ziji v remisi.

Doporuéeny postup EWOG-MDS 1ééit pacienty
s RAEB/RAEBt a vice nez 15 % blasti v kostn{ d¥eni
pfed transplantac{ intenzivni chemoterapii nebyl vie-
obecné ptijat. Niemeyerovd prezentovala pribé&Zné
vysledky SCT u 51 dé&ti s pokroéilym MDS (mimo
JMML). EFS celé skupiny byl 47 % a nelisil se u déti
s méné nez 5 % blastd v kostni dfeni, 5-19 % blasti
a> 20 % blasti pfed zahdjenim pfedtransplantaéni
pripravy. Vysledky SCT s a bez pfedchozi intenzivni
chemoterapie podle AML protokolti se neligily (31).
Nas jediny pacient s RAEBt a zvySenym poétem blas-
ta v kostni dfeni (15,6 %) Zije po transplantaci bez
pfedchozi chemoterapie 6 mésicl v remisi.

Zavér

Ze 14 déti transplantovanych pro MDS na nasem
pracovisti v poslednich 5 letech Zije 71 %. Vysledky
transplantace od HLA identickych sourozencd a ne-
pfibuznych darcd nejsou vyznamné odlisné. Jde
o identické vysledky s pribézné publikovanymi daty
mezindrodni EWOG-MDS studie, do které jsou nasi
pacienti zafazeni. Systematicky p¥istup k diagnéze
a 1écbé déti s MDS v rdmeci této studie znamenal vy-
znamny narust poétu transplantaci v poslednich le-
tech. Zatimco v letech 1990-1996 byly transplantaci
léceny 3 déti, v letech 1997-2002 14 déti! Transplan-
tace s vyuzitim ti{ alkylaénich agens vykazuje ve
srovnani s pfedchozimi postupy u MDS vyznamné
niz&i vyskyt potransplantaéniho relapsu, a tim vy-
znamné lepsi vysledky. Dani za déinnost této 1ééby je
vy$8i vyskyt toxickych komplikaci a reakce §tépu pro-
ti hostiteli. Proto byl tento rezim u pacientd s refrak-
terni cytopenii a nizkym rizikem relapsu zaménén za
méné toxicky rezim nemyeloablativni. V prevenci re-
akce St&pu proti hostiteli jsme u transplantace od
HLA identickych sourozenct na zédkladé dosavadnich
zkudenost{ rozhodli u malych déti ponechat samotny
cyklosporin A, ale ve zvySené ddvce 3 mg/kg/den,
u dospivajicich pfiddme k cyklosporinu metotrexat.
U neptibuznych transplantaci nebudeme prevenci re-

akce §tépu proti hostiteli ménit. Ukolem EWOG-MDS
skupiny do budoucna je zména p¥istupu k détem
s JMML star&im 2 let p¥i transplantaci a vysokym
procentem blastd v kostni d¥eni, jejichz vysledky 1é¢-
by nejsou uspokojivé. Rozhodnut{ o optiméalnim po-
stupu u déti s pokrotilymi typy MDS dosud nemohlo
byt udélano. Pacienti s RAEB té&Zi z transplantace,
vysledky chemoterapie nejsou v této skupiné uspoko-
jivé. Pacienti s RAEBt a MDSr-AML mohou jisté byt
1é¢eni v protokolech 1é¢by AML, protoZe jejich vysled-
ky se neli&i od vysledkii 1é¢by primdrni AML. Spravné
rozhodnuti o volbé nejiié¢innéjsiho postupu by nemélo
byt udéldno bez znalosti genotypu MDS, ale i AML.
Pacienti s RAEBt a monosomii 7 dosahuji chemotera-
pii §patnych vysledkt a transplantace i od nepfibuz-
ného dérce by pro né méla byt metodou prvni volby
(6, 25). Totéz ale plati pro malou skupinu asi 4 % déti
s primédrni AML a monosomi{ 7 (32). V p¥ipadé plano-
vané transplantace u pacient s monosomii 7 je vidy
nutné u sourozeneckého darce provést cytogenetické
vysetfeni kostni dfené k vylougeni familidrniho vys-
kytu monosomie 7 (33). Na zavér je mozné konstato-
vat, Ze vasnd diagnéza a transplantace podle dopo-
ru¢eni EWOG-MDS skupiny vyznamné zlepsila
prognézu déti s MDS v Ceské republice.
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Chimerism-directed adoptive immunotherapy in the
rrevention and treatment of post-transplant relapse of
eukemia in childhood

We present the role of frequent monitoring of hema-
topoietic chimerism in the prediction of post-transplant
relapse and our initial experience with adoptive immuno-
therapy in the prevention and treatment of hematologic
relapse in children after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation.

Haematologica 2003;88:117-118
(http.//www.haematologica.org/2003_01/88117.htm)

Relapse of leukemia remains the major cause of treatment
failure in allogeneic hematopoietic stem cell transptantation
(HSCT) in children. In a prospective study we used frequent
monitoring of hematopoietic chimerism (HC)'2 to identify
patients with a high risk of post-transplant relapse and thus
indicated for adoptive immunatherapy (Al).® Between January
1997 and June 2001 we performed a total of 54 unmanipulat-
ed allogeneic HSCT from HLA-identical siblings (28) or matched
unrelated donors (26) in 50 consecutive children with hemato-
logic malignancies in the University Hospital Motol, Prague.
Fifty-two evaluable follow-ups from forty-eight patients at a
median age of 10 years (2-18 years) with acute lymphoblastic
leukemia (ALL; 18/17), acute myelogenous leukemia (AML;
17/14). chronic myelogenous leukemia (CML; 8), myelo-
dysplastic syndrome (MDS; 6) and juvenile myelomonocytic
leukemia (JMML; 3) were included in this prospective chimerism
study. Written informed consent was obtained from the parents.
We analyzed HC in peripheral blood samples using polymerase
chain reaction of variable number of tandem repeats (ApoBlI,
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Figure 1. Kaplan-Meier estimates of relapse-free survival for
the CC and the MC groups. Forty-four patients were evalu-
able for RFS. RFS for the CC group was 20/22, whiist that
for the MC group was 11/22. RFS for the MC group was
7/9 as compared to 4/13 for that in the MC group.

Col2A1, YNZ22, D1S80, HVR-Ig, TPO) with a maximum sensi-
tivity of 0.5%.” Peripheral blood samples were taken weekly
from day +8 until day +100, then once a month during the first
year following HSCT and thereafter according to clinical and
laboratory outcome.' Complete donor chimerism (CC), charac-
terized by the disappearance of recipient cells until day +28 and
sustained emergence of donor cells was documented in 29/52
follow-ups. Mixed chimerism (MC), characterized by the re-
emergence or persistence of recipient cells after day +28, was
found in 23/52 follow-ups. Transient MC (trMC) was seen in 9
foltow-ups and increasing MC (inMC) in 14 follow-ups. Con-
sidering the transplant-related mortality until day +100, 44
follow-ups were evaluable for relapse-free survival (RFS). At a
median follow-up of 16.5 months RFS for the CC group was
20/22, while that for the MC group was 11/22. RFS for the trMC
group was 7/9 as compared to 4/13 for the inMC group (Figure
1). Two patients with CC (1 ALL, 1 AML) relapsed after trans-
plantation without prior detection of MC; in both extra-
medullary relapse occurred.

Al was used in the prevention and treatment of post-trans-
plant relapse in 13 patients/14 follow-ups (ALL 4, AML 5, CML
3, IMML 1/2). Treatment was started on the basis of inMC (9),
in molecular relapse® (1) or in hematologic relapse (3/4). With-
drawal of post-transplant immunosuppression (IS) was per-
formed in 11 patients, 5 patients with no or only transient
response to withdrawal of IS received second-line therapy by
donor lymphocyte infusion (DLI). In 3 follow-ups without IS,
DLI was applied as a front-line therapy.* Doses of CD3+ cells var-
ied between 1x10%and 2.4x108/kg body weight according to
type of donor and indication for DLI. Complete response to Al,
defined as sustained recurrence of CC and continuous complete
remission {CCR), was documented in 6/14 follow-ups (second
post-transplant relapse in a patient with JMML, 3/3 patients
with CML, and in only 2/9 patients with acute leukemia) at a
median follow-up of 28 months (range 6 to 46 months). One
patient with ALL achieved CC but died soon after of severe

raft-versus-host disease (GVHD). Only temporary responses
?transxent decrease or disappearance of MC) were seen in 3 fol-
low-ups (2 AML, T JMML) with subsequent hematologic relapse
8. 9 and 20 months after the initiation of Al. No response to Al
was seen in 4 follow-ups (2 ALL, 2 AML). Overall survival of the
patients treated with Al was 8/13 (ALL 1/4, AML 3/5, CML 3/3,
JMML 1/7). Out of 3 patients/4 follow-ups treated in hemato-
logic relapse only 1 (JMML) is alive in CCR. Pre-emptive Al was
performed in 10 patients. Initial response was documented in
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8/10 children with recurrence of CC in 6 of them. In 2 children,
a significant fong-term decrease of MC was documented and
Al probably postponed hematologic relapse. This allowed us to
perform a second transplantation in both patients.® Secondary
GVHD grade 1-11l was seen in 5/14 follow-ups and was fatal in
one patient.

We confirmed that patients with increasing MC have a sig-
nificantly higher risk of hematologic relapse.! Continuous CC
together with trMC usually proved to be a good prognostic fac-
tor, but in our experience had limited value in predicting
extramedullary relapse. Detection of HC is a simple, reliable and
rapid method and when performed frequently, allows us to
identify patients indicated for Al. A graft-versus-leukemia effect
of Al'in our small cohort was evident in patients with CML and
JMML, was less effective in patients with AML, and was ques-
tionable in patients with ALL. We speculate that in patients
with acute leukemia Al methods are more effective when ini-
tiated early before full leukemia recurrence.
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Inversion of intron 1 of the factor Vil gene for direct
molecular diagnosis of hemophilia A

An intron 1 inversion of the factor VIl gene has been
recently described as a consequence of an intrachromoso-
mal recombination involving a 1041bp specific duplicon
inside and outside the gene. We investigated the intron 1
inversion in a cohort of 201 Spanish hemophilia A (HA)
families. The inversion was detected in 4 families with
severely affected cases of HA and no inhibitor history. The
frequency of the inversion among cases of severe HA cases
was 5% (4/79), confirming that this inversion is a recurrent
mutational event.

Haematologica 2003,88:118-120
(http://www.haematologica.org/2003_01/88118.htm)

The most frequent mutation in severe hemophilia A patients
is an inversion of intron 22 of the factor VIII gene, described
8 years after the cloning of the gene."? In 1996 an inversion
breaking intron 1 was detected in two hemophilic monozy-
gotic twins.® This was originally regarded as a rare event, but
6 years later, the same group in the United Kingdom reported
that this inversion was a recurrent event in patients with
hemaphilia A (HA).4 A 1047-base pair sequence (int1h-1) of
the intron 1 was found to be duplicated (int1h-2) and orient-
ed in the opposite direction 140 kb outside the gene between
the C6.1A and VBP1 genes. This inversion arises from a recom-
bination event between the two homologous sequences intTh-
1 and int1h-2 (Figure 1).

One hundred and eighty-five unrelated HA patients and 16
mothers of deceased hemophiliacs, in whom inversion of
intron 22 had been excluded, were investigated for the pres-
ence of inversion of intron 1. Out of 201 cases, 79 had severe
disease, 53 had moderate disease and the remaining 69 had a
mild phenotype. For inversion analysis, two polymerase chain
reactions (PCR) were performed as previously described? with
slight modifications. In the first reaction, primers specific for
intTh-1 (9F, 9cR) plus the primer int1h-2F were used in an
amplification reaction that yielded a 1908 bp product from nor-
mal DNA and a 1323 bp product if the inversion was present
(Figures 1 and 2). In the second reaction, primers specific for
intth-2 (int1h -2F, intTh -2R) plus the primer 9F yielded a
11917 bp product from normal DNA and a 1776 bp product in
the presence of an inversion, assuming that the interchange is
reciprocal. The pattern of the carriers had both bands (Figure 2).
For haplotype analysis, four intragenic (Intron 13 CA repeat,
Bcell intron 18 and Intron 22 CA repeat by PCR and Kpnl/Xbal
intron 22 by Southern biot) and two extragenic (DXS52 by PCR
and DX13 by Southern blot) markers were used as previously
described.>®

The test was positive in 3 out of 185 HA patients and in one
out of the 16 HA mothers. The overall frequency of intron 1
inversion in all hemophiliacs without intron 22 inversion was
4/201 (2%). The calculated frequency was 5% (4/79) when
considering only severe cases. Three were familial cases and in
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LONG-TERM FOLLOW-UP OF CHIMERICAL STATE
OF THE PATIENTS TRANSPLANTED FOR DIFFERENT
HAEMATOLOGIC DISEASES

R. Dvorakova', H. Rihovd', S. Zilovcovd', L. Krskovd’,
R. Formankovd®, Z. Sieglovd’', R. Brdicka'"*

'Institute of Haematology and Blood Transfusion, Prague; *Institute of Pathology and °*IInd Department
of Paediatrics of 2" Medical Faculty of Charles University, “EuroMISE — Cardio Centre

ABSTRACT: Long-term follow-up of peripheral cellular chimerism in patients treated with BMT or
PBSCT revealed the usefulness of their continuous monitoring at molecular level. Our results are based on
monitoring of 120 patients, who were followed for at least 24 months. Comparison of the patients treated
for chronic myelogenous leukemia (CML), acute myelocytic leukemia (AML), acute lymphocytic leukemia
(ALL), myelodysplastic syndromes (MDS) and aplastic anaemia (AA) revealed that mixed chimerism was
practically absent in MDS and relatively long-lasting in ALL and AA (regardless to substantially different
post-transplantation treatment). The first disease relapses signalized by molecular checking of mixed
peripheral chimerism were observed also after a period of remission lasting for several years. Molecular
watching enables us to detect relapses at their very beginning that would remain hidden to less sensitive
methods. We believe that all of the transplanted patients ought to be monitored for residual disease 1.e.
cellular chimerism using molecular methods without time limits. On the other hand low level of mixed
cellular chimerism is not necessarily a sign of disease progression and can remain unchanged as “status
quo” for a very long period.
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— Cellular chimerism — Residual disease monitoring
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INTRODUCTION

Significant improvement of healthy life expectations appeared within the last two decades
due to the introduction of molecular methods into laboratory diagnostics and new ways of
treatment of many onco-haematological diseases. If we stress bone marrow transplantation
in the first place, on interferon and STI the most modern treatment aid, molecular diagnostic
methods, which have become very sensitive and capable to distinguish one pathologic cell
from 100,000 normal cells, are not less important. Our nearly 10 year long observation on
transplanted patients allowed us to obtain several results which were not so clearly evident at
the beginning of our study.

MATERIAL AND METHODS

Of all the patients treated with bone marrow or peripheral stem cells transplantation and checked in
our laboratory (265) within the period of 1990-2000 only those who survived more than 24 months were
included into this study. Our results are based on a sample of 120 patients followed for more than two up
to ten years.

According to diagnoses our set of patients (120) consisted mostly of chronic myeloid leukemia (CML)
44, acute myeloid leukemia (AML) 21, acute lymphocytic leukemia (ALL) 16 — including three adults, mye-
lodysplastic syndromes (MDS) 16, aplastic anaemia (AA) 11 and 12 patients suffering from other diseases,
which had no significance for our study because of a very limited number of individual diagnoses.

Distribution of age at the time of transplantation was in our sample characterized by the range of youngest
(8 months) and the oldest patient (55 years) and by the average age 23.95 years (32.93 for CML patients).
According to sex the sample consisted of 48 females and 72 males. Twenty-eight of male recipients were
grafted from female donors.

Practically all of the patients underwent the traditional induction (chemotherapy and X-rays whole-body
irradiation) and were treated with BMT and/or PBSCT. PBSCT as a only source of blood stem cells (9/120)
has become more frequent since 2000 only.

Majority of stem cells donors were HLA identical 106/120 = 88.3 % (205/265 = 77.3 %) and only 14/120
=11.7% (60/265 = 22.6 %) were transplanted across the HLA barrier.

Cellular chimerism was monitored at molecular level using DNA polymorphisms of VNTR and STR
types by testing following loci [1]:

- VNTR: ApoB, Col2A1, MCT118, HVR-Ig, YNZ22, TPO, PAH,;

- sex-specific: AMG, DYZ1, DXZ1/DYZ3 and

- STR: THO1, TPOX, CSF1PO.

Performing allelotyping of a set of mentioned loci in pairs recipient-donor, 100 % of informativity was
reached. Nevertheless the sensitivity varied substantially within the range of 10’10, the lowest one con-
cerned VNTR loci TPO 1-10%, ApoB, Col2A, HVR-Ig 1-5%, YNZ22 0.8-1 %, MCT118, PAH 0.5-1 %,
at least one grade higher sensitivity is obtained by nested PCR (MCT118, ApoB) and the highest one by
typing sex-specific alleles (10°-107). The situation is specific for each pair of donor and recipient and
depends on genotypes involved. In the cases of mixed chimerism (MC), quantification of a portion of allo-
geneic and autologous haematopoiesis was performed by assessment of density of donors’ and recipients’
specific alleles (software UVP GelBase).

Statistical evaluation of the frequency of mixed chimerism (MC) in different diagnostic groups has been
done using a simple Fischer’s exact test.
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RESULTS

Three types of peripheral cellular chimerism, which is often called mixed chimerism (MC),
have been distinguished:

a — the “early” (EMC) one, which was characterized by the presence of recipient cells for
prolonged period in peripheral blood, was arbitrarily settled to more than 30 days;

b — the “late” (LMC) one when the peripheral cellular chimerism appeared after a period
during which no recipients blood cells have been detected,;

¢ — “continuous” or “permanent” (CMC) with the presence of recipient blood cells since the
time of transplantation till the end of observation period.

1. Of all patients followed for more than 24 months (120) 40 exhibited MC detected by chec-
king autosomal polymorphisms. Only EMC exhibited 10 patients. On the other hand two
patients were chimerical throughout the whole observation period (CMC). LMC could be
observed in one patient for the first time after a period of 90 months of complete chimerism
(CC) as documented 1n Fig. 1 (patient No. 5). The very long duration of MC was observed
in the patients with ALL and AA (Fig. 3 and 5) and no LMC and only short-term EMC was
observed in the patients with MDS (Fig. 4).
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Fig. 1-5—Positive detection of MC expressed at two levels of sensitivity and time intervals of one month.

Only chimerical patients are presented. The sex-specific detection system with the highest sensitivity was

used only in case of male recipient and female donor. T — discontinuation of monitoring because of the
death of the patient.
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. Sorting of MC according to diagnoses revealed not significant excess of MC in patients
suffering from CML and ALL and a little lower frequency of MC expressed patients treated
for AML (Fig. 2) and AA (Fig. 5). For the statistical evaluation two cases of EMC (MDS)
were neglected (Tab. 1).

3. In CML patients in which BCR/ABL as a specific marker was monitored in parallel to cellu-

lar chimerism, both methods gave similar results with a certain advantage of specific marker

but a relative discrepancy occurred three times. In all these cases in contrast to mixed chi-
merism no BCR/ABL transcript could have been detected in peripheral blood.

Table 1a, b —MC distribution observed among patients with different diagnoses. Fischer’s exact test. No MC
detected with sex-specific marker only has been included in the table.

a — includes MDS — two cases of EMC and one of AA near to the arbitrarily established limits of 30 days
were not considered. No significant differences were observed with the exception marked *. b — omits MDS.
No significant differences observed.

a
Parameter CML AML ALL MDS AA Y
MC 19 8 7 0 3 37
All 44 21 16 16 11 108
% 43.2 38.1 43.7 0 273 343
P 0.3550 0.8041 0.5767 0.0028* 0.7487 -
OR 1.457 1.181 1.492 0.05778 0.7196 -

CI 0.7120t0 2.987 0.4492t03.104 0.5145t04.329 0.00337t0 0.9907 0.1800t02.876 -

P —two-sided P value, OR - odds ratio, CI — 95 % confidence interval; * very significant
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b

Parameter CML AML ALL AA >
MC 19 8 7 3 37
All 44 21 16 11 92
% 43.2 38.1 437 27.3 40.2
P 0.8525 1.000 0.7899 0.5223 -
OR 1.130 0.9148 1.156 0.5574 -
CI 0.5456 to 0.3452 to 0.3957 to 0.1387to -
2.339 2.424 3.378 2.241

P — two-sided P value, OR — odds ratio, C/ — 95% confidence interval

DISCUSSION

There exists, of course, also a quantitative aspect of chimerism that could be expressed as
a relative amount of recipient or donor cells in the peripheral blood that is dependent on dete-
ction techniques used mostly. From this point of view we have to mention that nowadays the
sensitivity of our methods is so high that we can detect e.g. cells with BCR/ABL fusion not
only in patients suffering from CML [2] but also in healthy people [3]. In other patients lacking
a specific marker of their disease, the only tool, which helps us to evaluate the situation, 1s to
distinguish between recipient’s and donor’s cells using tests checking non-specific markers.
Albeit the general sensitivity in that case is not as high, in favourable combination of donor
and recipient whose gender is different, especially when we have a male recipient the detection
of residual disease by unspecific marker is comparably high [4].

No other approaches with the exception of hybridization in situ could compete with two-
-step or real-time PCR. Cytological methods and classical karyotyping are far less sensitive.

From this point of view the report on chimerism ought to express also the approximate level
of sensitivity and the use of an adjective molecular could indicate the highest level. Even clas-
sification of chimerical state according to time of its occurrence bears several problems. The
so-called early chimerism is deeply dependent on the way of conditioning. It seems that the
weaker the conditioning regimen, the longer early chimerism. Moreover, EMC can also indi-
cate graft failure. The continuous or persisting chimerism is related to the level of sensitivity of
adopted technique — the more sensitive, the more difficult to consider a residuum of recipient
cells as residual disease and makes very problematic distinguishing between complete (donor)
and mixed chimerism too. The most important signal of molecular relapse seems to be the
increase of recipient’s cells observed at least by two consecutive examinations within a period
of four weeks [5], in other words dynamics of mixed chimerism. In case we have a specific
marker at our disposal correlation to the level of mixed chimerism is of a great value. In most
cases there does not exist any substantial difference, but because the technique of fuse-genes
checking is based on transcription activity quantification, and mixed chimerism testing on
genotyping, certain discrepancies are not only possible but realistic observation. The situation
with the absence of fusion gene products e.g. in CML and positive mixed chimerism is usu-
ally explained as resurrection of own “healthy” haematopoiesis [6]. We have also to take into
account that very small amount of recipient cells found after BMT could be caused by long-
-term surviving of T-lymphocytes (memory cells).

As molecular relapses can be treated more effectively than relapses detected at high amount
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of pathologic cells when using less sensitive methods for relapse detection, the primary disease
can be more easily controlled and negative clinical symptoms reduced or even eliminated.
Also, we have take into account that number of relapses signalized by MC is still high and
in leukemic patients reaches nearly 50% e.g. in AML [7]. At the beginning of our study we
supposed to classify a recurrent mixed chimerism (RMC) as a separate entity, but we abando-
ned this idea because we were not able to distinguish spontaneous remission from medically
induced one. We have only to admit that also spontaneous remission could occur especially
when the number of neoplastic cells is still low — this opinion was supported by fluctuation of
positive and negative results at high sensitivity detection levels. In fact, practically each mole-
cular relapse led to changes in treatment to avoid the risk of sudden acceleration of the disease.
Relapses observed after a long-lasting remission could be interpreted as a “new disease”
— a new pathologic clone propagation, which could be solved by comparing genotypes of the
original and the new disease.

CONCLUSIONS

Our results indicate the usefulness of molecular monitoring of transplanted patients through-
out the whole post-transplant period with a one month periodicity within the first two years
and at least six months periodicity finally, which can reveal most of eventual relapses at mole-
cular level. Quantitative evaluation is to be preferred. The more sensitive way of checking
is the better, though the very low level of recirient cells sometimes observed as steady state
could be a parallel to the situation observed in healthy people and does not mean a warning
signal. If monitoring leads to the conclusion that the number of recipient cells is increasing
a more frequent checking becomes strongly recommended.
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Abbreviations

AA aplastic anaemia

ALL acute lymfocytic leukemia

AML acute myelocytic leukemia

BCR/ABL fusion gene

BMT bone marrow transplantation

CC complete chimerism (only donor’s cells in peripheral blood)
CMC continuous mixed chimerism

CML chronic myelocytic leukemia

EMC early mixed chimerism

LMC late mixed chimerism

MC mixed chimerism (both donor’s and recipient’s cells in peripheral blood)
MDS myelodysplastic syndrome

PBSCT peripheral blood stem cell transplantation

PCR polymerase chain reaction

RMC recurrent mixed chimerism

STR short tandem repeats

VNTR variable number of tandem repeats
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