Univerzita Karlova
1. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

UNIVERZITA KARLOVA

1. 1ékarskd [akulia

RoztrouSena skler6za mozkomisni: korelace genové
exprese a odpoveédi na imunomodulaéni 1écbu

MUDr. Pavlina Kleinova
2023



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Studijni program: Neurovédy
Ptedseda oborové rady: prof. MUDr. Jan Laczo, Ph.D.

Skolici pracovisté: Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

v Praze
Skolitel: prof. MUDr. Eva Kubala Havrdova, CSc.

Disertacni prace bude nejméné pét pracovnich dnti pred
konanim obhajoby zvefejnéna k nahlizeni vefejnosti
v tisténé podobé na Oddéleni pro védeckou cinnost a

zahrani¢ni styky Dékanatu 1. 1ékatské fakulty.



Obsah

ADSLEAKE ..o 4
ADSITACE ...eeeeiieeiee et 5
1 VOO et 6
2. Hypotézy a cile Prace ........ccecvvevcvveerieeeeiieeeiee e 6
3. Material a metodika..........ccoeveeviienieeiieieciee e 7
4. VYSIEAKY...ovieiiieiie e 8
5. DISKUSE ...t 10
0. ZAVETY ettt 13
7. POuzitd literatura .........c.coveeeveeniieeiieiieeieesie e 14
8. Seznam publikaci .........ccceeviiiiiiiiiii 17



Abstrakt

Roztrousena  skler6za je chronické autoimunitni
onemocnéni centralni nervové soustavy s genetickou
komponentou, ovlivnitelné imunomodulacni [éEbou.
Predpoklada se vliv genetickych faktorG na prib¢h
onemocnéni a lécebnou odpovéd. Disertaéni prace
prezentuje vysledky dvou studii zkoumajici genetické
pozadi roztrousené skler6zy.

Vprvni studii byl u osob s roztrousenou skler6zou
zkouman vliv (GT), polymorfismu promotoru genu
HMOXT1 pro hem-oxygenéazu 1 ovlivitujiciho jeji expresi.
Nebyl pozorovan vliv zkoumaného polymorfismu na
pribéh onemocnéni. Potvrdili jsme vliv imunomodula¢ni
1é¢by na oddaleni progrese onemocnéni.

Druhd studie nazvand Genotype/Phenotype Project je
multicentrickd mezinarodni celogenomova asociacni
studie jejimZ cilem bylo odhalit bodové polymorfismy
asociované s tizi prubéhu roztrouSené sklerdézy. Bylo
prokdzano, Ze bézné genetické varianty se stfedni az
velkou velikosti u€inku nepfispivaji k zavaZnosti
roztrouSené skler6zy. Bylo demonstrovano, Ze strojové
uceni  vyuzivajici  spolecné  klastry  bodovych
polymorfismi spolu s klinickymi proménnymi, které jsou
snadno dostupné v dob& diagndzy, miZze zlepsit
prognostické schopnosti v dobé diagnézy a po dalsi
validaci ma potencidl najit vyuziti v klinické praxi.

Klicova slova: roztrousena skleroza, genetika, hem-
oxygendza 1, celogenomova asociatni studie, strojové
uceni



Abstract

Multiple sclerosis is a chronic autoimmune disease of the
central nervous system with a genetic component,
modifiable with immunomodulatory therapy. It is assumed
that genetic factors influence the course of the disease and
the therapeutic response. The thesis presents the results of
two studies investigating the genetic background of
multiple sclerosis.

In the first study, the influence of the (GT)n polymorphism
of the promoter of the HMOX1 gene for haem oxygenase
1 affecting its expression was investigated in people with
multiple sclerosis. No effect of this polymorphism on the
course of the disease was observed. We confirmed the
effect of immunomodulatory therapy on delaying disease
progression.

The second study, called the Genotype/Phenotype Project,
is a multicentre international genome-wide association
study aimed at detecting single nucleotide polymorphisms
associated with severity of multiple sclerosis. It has been
shown that common genetic variants with medium to large
effect sizes do not contribute to the severity of multiple
sclerosis. It has been demonstrated that machine learning
using common clusters of single nucleotide
polymorphisms together with clinical variables that are
readily available at the time of diagnosis can improve
prognostic ability at the time of diagnosis and, with further
validation, has the potential to find use in clinical practice.

Keywords: multiple sclerosis, genetics, heme oxygenase 1,
genome-wide association study, machine learning



1. Uvod

Roztrousena skler6za (RS) je chronické autoimunitni
demyeliniza¢ni onemocnéni centralni nervové soustavy
(Attfield, K.E. et al., 2022). Jeho prub¢h lze vyznamné
zmirnit imunomodulacni 1é¢bou (Sorensen, P.S. et al.,
2020). Na vzniku RS se podili vzdjemné interakce vétsiho
mnozstvi béznych variant genit malého ucinku a faktort
prosttedi (Sawcer, S. et al, 2014). Celogenomové
asociacni studie (genome-wide association studies,
GWAS)  identifikovaly  dosud 233  bodovych
polymorfismi (single nucleotide polymorphisms, SNPs)
asociovanych srizikem rozvoje RS (Consortium,
ILM.S.G., 2019). Variabilita pribéhu RS a lécebné
odpovédi neni objasnéna, predpokladd se také vliv
genetickych faktora (Goris, A. et al., 2022). Z ptedchozich
studii vyplyva, Ze zvySena aktivita hem oxygenazy 1 muze
zmirnit autoimunitni zanét v experimentalnich modelech
roztrouSené sklerozy. Tato zvySena aktivita souvisi se
zvySenym poctem GT repetic (= 25) v promotoru genu
HMOX1 (Campbell, N.K. et al., 2021).

2. Hypotézy a cile prace

Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

- Primarni cil: Ur¢it vztah poc¢tu (GT) repetic v promotoru
genu HMOX1 HO-1 a rychlosti akumulace
neurologického deficitu u pacientti s RS.

- Sekundarni cil: Validovat znamé faktory asociované
s rychlejSim narGistem neurologického deficitu u pacientl
s RS.

Hypotézy studie I:



- Pacienti s roztrousenou sklerézou, kteti maji vice nez 25
(GT) repetic v promotoru HMOX1, vykazuji rychlejsi
progresi neurologického postizeni.

- Pacienti s pozdéj$im nastupem RS, muzského pohlavi,
s primarn¢ progresivni formou RS a pacienti neléceni
DMDs vykazuji rychlej§i narGst neurologického
postizeni nasledkem RS.

Studie II: Genotype/Phenotype project

- Primarni cile: Odhalit jednonukleotidové varianty
spojené s tizi RS pomoci ptesného stanoveni fenotypu
RS. Vytvofit model schopny predikovat prib¢h
onemocnéni s vyuzitim SNVs jiz v dobé diagnozy RS.

- Sekundarni cile: Prozkoumat SNV zji§téné v primarni
analyze a cilen¢ replikovat dosud reportované mozné
markery tize RS. Zjistit, zda geny se znamou asociaci s
nachylnosti k RS jsou asociované i se zdvaznosti prib¢hu
RS.

Hypotézy studie II:

- Genetické varianty ovliviiuji prubéh a zavaznost RR RS
a je mozné je odhalit pomoci prospektivniho,
longitudinalniho sbéru dat.

- Model vytvofeny metodou strojového u€eni vyuZivajici
jednonukleotidové varianty (SNVs) ma dostateCnou
pozitivni prediktivni hodnotu, aby mohl byt vyuzit ke
klinickému rozhodovani o 1€¢b€ v dob¢ diagnozy RS.

- Geny asociované s rizikem RS ovliviiuji zavaznost RS.

3. Material a metodika

Vsechny uvedené studie byly schvaleny Etickou komisi
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. Od kazdého
ucastnika byl ziskén pisemny informovany souhlas.

Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1



Vysetiili jsme 338 pacientll s roztrousenou skler6zou,
173 z nich bylo 1é¢eno imunomodulacni 1écbou. Pacienti
byli rozdéleni na pacienty s "rychlym" nebo "opozdénym"
prabéhem na zaklad¢ dosazeni EDSS 4 do deviti let od
zacatku onemocnéni a pomoci logistické regresni analyzy
byly hledany korelace mezi pribéhem onemocnéni a
zkoumanymi charakteristikami.

Studie II: Phenotype/Genotype Project

Pouzili jsme prospektivné sbirané¢ udaje o klinickych
ukazatelich z nejvétstho mezindrodniho registru
roztrousené skler6zy, MSBase dat (Butzkueven, H. et al.,
2006). Sestavili jsme kohortu podrobné fenotypizovanych
jedincti evropského pivodu srelaps remitentni a
sekunddrné progresivni roztrouSenou sklerozou. K
posouzeni  genetického podilu na longitudindlné
definovanych fenotypech zavaznosti roztrouSené sklerozy
u 1813 jedincii jsme pouzili celogenomovou asociacni
studii a pfistupy strojového uceni.

4. Vysledky

Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

Nebyl zjistén statisticky vyznamny vliv (GT)a
polymorfismu promotoru genu HMOX1 na rychlost
progrese invalidity (P = 0,9). To potvrdila i Coxova
regresni analyza, kterda nezjistila Zadny rozdil v
kumulativnim riziku dosaZzeni EDSS 4 mezi pacienty s
dlouhym a kratkym promotorem genu HMOX1 (P = 0,7).
Naopak proménné vyznamné asociované s rychlejsi
progresi invalidity byly: progresivni pritbéh roztrouSené
skler6zy, kratsi doba trvani imunomodula¢ni 1é€by a vyssi
vek pii zacatku onemocnéni (P < 0,04). Jako sekundéarni
vysledek jsme vid€li, Ze imunomodulac¢ni 1écba ma



potencidl oddalit progresi postizeni u pacientl s
roztrousenou sklerézou.

Studie II: Phenotype/Genotype Project

Nase primarni analyzy neidentifikovaly zadné genetické
varianty se stfedni az velkou velikosti ucinku, které by
splnovaly prahové hodnoty vyznamnosti pro cely genom.
Nejsilnéjsi signal byl spojen s rs7289446 ( = - 0,4882, P
=2,73 x 107), intronickym k SEZ6L na chromozomu 22.
Prokézali jsme vSak, ze klinické vystupy u relabujici
roztrousen¢ sklerézy jsou spojeny s vice genetickymi
lokusy s malou velikosti u¢inku. Pomoci pfistupu
strojového uceni zahrnujicitho vice nez 62 000 variant
spolu s klinickymi a demografickymi proménnymi
dostupnymi pii zaCitku onemocnéni roztrousenou
skler6zou jsme mohli ptredpovédet zavaznost s area under
receiver operator curve (AUROC) 0,84 (95 % CI 0,79-
0,88). Nas algoritmus strojového uceni dosahl pozitivni
prediktivni hodnoty pro pfifazeni vysledku 80 % a
negativni prediktivni hodnoty 88 %. Tim ptekonal nas
algoritmus strojového uceni, ktery obsahoval pouze
klinické a demografické proménné (AUROC 0,54, 95 %
CI1 0,48-0,60).

Sekundarni analyzy stratifikované podle pohlavi
identifikovaly dva genetické lokusy, které dosahly prahové
hodnoty vyznamnosti pro cely genom. Jeden u Zen
(rs10967273; Btemate = 0,8289, P = 3,52 x 107%), druhy u
muzi (rs698805; Bmaie = - 1,5395, P = 4,35 x 10®), coz
poskytuje urCity dikaz pohlavniho dimorfismu v
zdvaznosti roztrouSené sklerdzy. Analyzy tkanového
obohaceni a drah identifikovaly nadmérné zastoupeni genti
exprimovanych v kompartmentech CNS obecné a
konkrétné¢ v mozecku (P = 0,023). Tykaly se



mitochondrialni funkce, synaptické plasticity,
oligodendroglialni  biologie, bunéné¢  senescence,
signalnich drah kalciovych a G-proteinovych receptort.
Dale jsme identifikovali Sest variant se silnymi dikazy o
regulaci klinickych ukazatell, pficemz nejsilngjsi signal
byl opét intronicky k SEZ6L (upraveny pomer rizik 0,72,
P =485 % 10%).

5. Diskuse

Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

Nezjistili zadny vliv (GT)a polymorfismu HMOX1 na
rychlost progrese RS. Progrese byla urychlena pouze
dobfe znamymi rizikovymi faktory, jako je pozdni zacatek
RS nebo primarné progresivni pribéh RS. Klinicky
vyznamné je, ze lécba DMDs byla spojena s niz§im
vyskytem rychlé progrese postiZzeni.

Jedna se o prvni studii hodnotici vliv polymorfismu
HMOXT1 (GT)q na rychlost progrese RS.

Na zakladé¢ naSich vysledki jsme hypotézu o vlivu
polymorfismu promotoru HMOX1 na pribéh RS zamitli.
Néami pozorovany nedostatek vlivu polymorfismu
HMOXT1 (GT)a na prabeh RS lze pficist dualistické tloze
HO-1 ajejich induktort a produktl. Samotna indukce HO-
1 v CNS navic miiZze byt ovlivnéna epigenetickymi nebo
posttranslaénimi modifikacemi, které nejsou dostatecné
znamy (Campbell, N.K. et al., 2021).

Jako sekundarni vysledek jsme potvrdili vysledky jinych
studii, které ukédzaly, Ze DMDs jsou ucinné pfi
zpomalovani progrese postiZzeni u pacientl s roztrousenou
skler6zou (Sorensen, P.S. et al., 2020). Jelikoz vSak
rozdilnd uroven exprese HO-1 urend polymorfismem
(GT)n nevykazuje Zadny meéfitelny dopad na miru
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progrese postizeni, je nepravdépodobné, ze by HO-1 hrala
vyznamnou roli ve zprostfedkovani 1écebného ucinku.

Predpokladame, Ze z rozsdhlych multicentrickych
celogenomovych asociacnich studii, které zkoumaji pfimo
osoby s RS, mohou vyplynout genetické varianty ukazujici
na kandidatni geny ovliviiujici rozvoj, prubéh RS a
1écebnou odpovéd'.

Studie II: Phenotype/Genotype Project

Nase GWAS studie vyuzila jedine¢ny, multicentricky,
prospektivné  sledovany, longitudindlni a hluboce
fenotypizovany soubor klinickych dat (Butzkueven, H. et
al., 2006) s cilem osvétlit genetickou strukturu, kterd je
zakladem klinické heterogenity roztrousené sklerdzy.
Nase primarni analyzy neidentifikovaly z4ddné bézné
varianty se stfedni az velkou velikosti G¢inku, které by
ptispivaly k zAvaznosti roztrousené sklerézy. Casem a na
jesté vétsich kohortach bude pravdépodobné potvrzeno, ze
zavaznost roztrouSené sklerdzy je alesponl cCastecné
urovana polygennimi mechanismy s malou velikosti
ucinku.

NaSe vysledky ukdzaly, ze b&zné genetické varianty
vysvétluji pouze cca 20 % dédicnosti zavaznosti, a to s
velkym rozpétim odchylky. Pribéh RS tedy neni pod
silnou genetickou kontrolou, cozZ naznacuje, Ze prib&h RS
je do urcit¢ miry modifikovatelny vhodnou a vcasnou
intervenci  DMDs, coZz je vsouladu s klinickymi
zkuSenostmi (Iaffaldano, P. et al., 2021). MoZné ovlivnéni
1écbou jsme se pokusili korigovat adjustovanim na 1écbu.
Predpokladame 1 interakce mezi environmentdlnimi a
genetickymi faktory, které mohou byt v budoucnu
osvétleny epigenetickymi studiemi.
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Nejvyznamnéj§imi signaly asociované stizi RS byly
varianty intronické k SEZ6L, genu s funkci v CNS.
Integrace tficeti nejvyznamnéjSich SNVs identifikovanych
v naSich analyzdich GWAS do analyz pfeziti milnikt
postizeni urcila, Ze Sest z téchto variant ma dalsi dikazy o
modulaci zavaznosti, a proto se pravdépodobné jedna o
skutecné asociace. P&t z téchto variant se nachazelo v
intronické ¢asti nebo v blizkosti genti, které se podileji na
funkci CNS. K ovéfeni toho, zda jsou tyto varianty
skutecné asociovany se zavaznosti RS, bude nutné
provedeni studie na vétsi kohorté.

Analyzy obohaceni genovych sad ukazuji na vyssi
zastoupeni genit vyznamnych pro funkci mozecku. Je
znamo, 7e cerebellarni ptiznaky jsou prediktorem horsi
prognézy RS (Le, M. et al., 2021).

V ramci sekundarnich analyz se podafilo replikovat
asociaci mezi nejsilnéjsi alelou zvysujici riziko RS a
zacatkem onemocnéni (Van der Walt, A. etal., 2011). Déle
byla naSe studie prvni, ktera replikovala asociaci varianty
rs868824, intronické k IMMP2L, a zafitkem RS
(Baranzini, S.E. et al., 2009).

N4s model strojového uceni vyuZzivajici vSechny SNV s
P <0,01 neposkytl ptidany vhled do genetické architektury
zavaznosti RS a potvrdil ndzor, Ze mnoho b&znych SNPs
piispiva k zadvaznosti RS velmi malym u¢inkem. Nicméné
tento model strojového uceni byl schopen ptisoudit stupeii
zavaznosti RS s pozitivni prediktivni hodnotou 80 % a
negativni prediktivni hodnotou 88 %.

Soucasti modelu bylo 1 wGRS (vazené genetické skore
rizika RS), ale vyznamné k jeho vysledkiim nepftispélo. To
potvrzuje nasSi hypotézu o tom, Ze geny spojené
s nadchylnosti k RS nejsou shodné s geny pfispivajicimi
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(George, M.F. et al., 2016).

Nami vytvoreny model je prvni model strojového uceni
vyuzivajici pouze data dostupnd na pocatku onemocnéni.
Dftive publikovany model je srovnatelné uspésny, ovsem
vyuziva i udaje dostupné az po letech pribéhu RS (Pinto,
M.F. et al., 2020).

Predpokladame, Ze nas§ model strojového uceni by mohl
byt dale vylepSen zahrnutim udaji z vySetieni mozku
magnetickou rezonanci a udaji o pfitomnosti
oligoklonalnich pasti v mozkomiSnim moku. Nicméné
mame v umyslu nasi kohortu rozsifit, abychom mohli
vysledky validovat a ziskali dostate¢né¢ velkou kohortu,
kterd by umoznila studium odpovédi na 1écbu riiznymi
DMDs.

6. Zavéry

Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

Nezjistili jsme vliv (GT), polymorfismu HMOX1 na
rychlost progrese RS. Hypotézu, ze (GT). polymorfismus
promotoru  HMOXI1, vedouci k niz$i expresi hem-
oxygenazy, je spojen s pomalejsi progresi neurologického
postizeni, jsme zamitli.

Jako sekundarni vysledek jsme potvrdili, Ze rychlejsi
progrese RS je asociovana s pozdnim zacatkem RS a
primarné progresivnim prubéhem. Dtlezité je, Ze 1écba
DMDs byla spojena s niz§im vyskytem rychlé progrese
postiZeni.

Studie II: Phenotype/Genotype Project

Prokazali jsme, Ze bézné genetické varianty se stfedni az
velkou velikosti uc€inku nepfispivaji k zavaznosti
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roztrousené sklerdzy. Genetické varianty malého U¢inku
v nasi studii odhaleny nebyly.

Demonstrujeme, Ze strojové uceni vyuzivajici spole¢né
klastry SNV spolu s klinickymi proménnymi, které jsou
snadno dostupné v dob¢ diagnézy, muize zlepSit
prognostické schopnosti v dobé diagnézy a po dalsi
validaci ma potencial najit vyuziti v klinické praxi.

V sekundarnich analyzach stratifikovanych podle
pohlavi jsme identifikovali dva genetické lokusy, které
prekrocily prahy vyznamnosti GWAS. Identifikovali jsme
dal§ich Sest wvariant se silnymi dikazy o regulaci
klinickych  vysledkd. Pozorovali jsme nadmérné
zastoupeni genu exprimovanych v kompartmentech CNS
obecné a konkrétné v mozecku. Ty se tykaly
mitochondrialni funkece, synaptické plasticity,
oligodendroglidlni  biologie, bunécné senescence,
signalnich drah vapniku a g-proteinovych receptord, coz
potvrzuje funkéni dichotomii signald a drah, které reguluji
zavaznost roztrouSené sklerdzy versus riziko, a dale
pfispivd k naSemu porozumeéni patogenezi roztrousené
sklerézy.
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