ABSTRAKT

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni onemocnéni vyznacujici se nedostatecnou
krvetvorbou, dysplazii kostni dfené a cytopenii jedné nebo vice krevnich rfad v periferni krvi. Souc¢asny
pokrok v porozuméni patogenezi MDS na molekuldrni Urovni pfindsi nové moznosti v oblasti stanoveni

diagndzy, progndzy a lécby tohoto onemocnéni.

Malé nekddujici RNA (sncRNA), obzvldsté mikroRNA (miRNA), jsou stfedem zajmu v oblasti vyzkumu
jejich funkce, exprese, ulohy pfi vzniku a vyvoji onemocnéni a také jejich moZného vyuziti coby
biomarkert onemocnéni. V posledni dobé je pozornost vénovana také extracelularnim sncRNA a to
obzvlasté tém, které jsou pfitomny v krevnim obéhu, tzv. ,cirkulujicim® sncRNA. Cirkulujici sncRNA jsou

povazovany za snadno dostupné potencialni biomarkery stavu onemocnéni a rizika progrese.

Zakladem této disertacni prace je nékolik studii zabyvajicich se profily sncRNA u MDS pacientd. V ramci
téchto studii jsme vysetrovali jak profily intraceluldrnich sncRNA z CD34+ buriek kostni drené, tak
profily extracelularnich sncRNA z celkové krevni plasmy a z extraceluldrnich vesikuld vyizolovanych
zplasmy. K analyze jsme wyuiZili tzv. ,high-throughput” technologie, konkrétné microarrays
a sekvenovani nové generace (NGS). Cilem bylo urcit profily sncRNA charakterizujici MDS a nalézt
konkrétni molekuly, které by byly schopné predpovédét dalsi vyvoj onemocnéni a kvalitu odpovédi
na lécbu azacitidinem (AZA). Také jsme porovnali profily cirkulujicich sncRNA ze dvou extracelularnich
materialQ (tj. z celkové plasmy a extraceluldrnich vesikull) s cilem zjistit, jestli jsou vhodnymi zdroji

sncRNA biomarker( pro MDS.

Pomoci microarrays jsme nalezli vyznamné snizené hladiny miR-27a-3p, miR-199a-5p a miR-223-3p
v celkové plasmé pacientl s vysokorizikovym MDS oproti pacientiim s nizkorizikovym MDS. Dalsi
analyzy ukazaly, Ze nizka hladina miR-223-3p pfedpovida kratsi dobu celkového prezZiti, zatimco nizka

hladina miR-451 naznacuje kratsi dobu do progrese onemocnéni.

Pomoci NGS jsme nalezli dal$i sncRNA s odliSnymi hladinami mezi pacienty s ¢asnymi a pokrocilymi
stadii MDS. Kromé miRNA jsme zachytili i jiné druhy sncRNA. U pacientl s pokrodilejsimi stadii MDS
jsme pozorovali zvysené hladiny mnoha cirkulujicich miRNA, které se Ucastni regulace krvetvorby
(napf. miR-103a-3p, miR-103b, miR-107, miR-221-3p,miR-221-5p a miR-130b-5p) a také mMiRNA
lokalizovanych v chromosomalni oblasti 14932 (napf. miR-127-3p, miR-154-5p, miR-323b-3p,
miR-382-3p, miR-409-5p a miR-485-3p).

Identifikovali jsme ctyfi sncRNA (miR-1237-3p, U33, hsa_piR_019420 a miR-548av-5p), jejichz
kombinované skdre vypocltené z namérenych hladin v extraceluldrnich vesikulech ma spojitost

s trvanim celkového preziti pacientd. Dale jsme urcili pét miRNA (miR-423-5p, miR-126-3p,



miR-151a-3p, miR-125a-5p a miR-199a-3p) z celkové plasmy, jejichz kombinované skdre predpovida
kvalitu odpovédi na lécbu AZA. V CD34+ bunkach kostni dfené jsme pozorovali, Ze vysokd hladina
miR-17-3p a nizké hladiny miR-100-5p a miR-133-b stanovené u pacientl pred léCbou AZA ukazuji
na priznivou odpovéd pacientll na tuto lé¢bu. Nizkd hladina miR-100-5p pred |écbou AZA navic

naznacuje delsi celkové preziti Ié¢enych pacient.

Co se tyce porovnani dvou extracelularnich materiald, tj. celkové plasmy a extracelularnich vesikul(,
klastrovaci analyza ukazala, Ze obsah RNA je vice homogenni u vzorku extracelularnich vesikul( oproti
vzorkim celkové plasmy. Ddle jsme zaznamenali podstatné vice sncRNA s odliSnymi hladinami

mezi témito dvéma materidly u MDS pacientl oproti zdravym jedinciim.

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze celkova plasma, extracelularni vesikuly izolované z plasmy a CD34+ buriky
kostni dfené MDS pacientl maji rozdilné profily sncRNA. Tyto profily jsou specifické pro rlizna stadia
MDS a mohou predpovidat dalsi vyvoj onemocnéni. Urcili jsme nékolik sncRNA, vétSinou miRNA, jejichz
deregulované hladiny souvisi s preZitim pacientll a odpovédi na Iécbu AZA. Tyto sncRNA tedy mohou

byt povaZovany za potencialni biomarkery predpovidajici dalsi vyvoj onemocnéni u pacient s MDS.



