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Abstrakt

Genomova nestabilita projevujici se mimo jiné pfitomnosti nebalancovanych
zmén je charakteristickym rysem maligni transformace bunky. Metodami I-FISH,
mFISH, mBAND, CGH array, SNP array, MLPA, MS-MLPA a MS-PCR jsme
analyzovali genomové aberace, metylacni a mutaéni stav nékterych Klinicky
vyznamnych gend. Zaméfili jsme se na dvé skupiny nemocnych, u kterych se Casto
setkdvame s nebalancovanymi zménami — pacienty s malignimi mozkovymi néadory
(gliomy) a nemocné s myelodysplastickymi syndromy (MDS).

U pacientt s nizkostupniovymi gliomy (WHO grade I-11) patiila k nej¢astéjsim
nalezim kodelece 1p/19q (82,6 % nemocnych s oligodendrogliomy a
oligoastrocytomy), mutace IDH1/IDH2 geni (87 % s WHO grade I-11 gliomy), ziskana
UPD 17p (72,2 % pacient s astrocytomy) a obecné vyssi vyskyt nebalancovanych
zmén u nemocnych s astrocytomy. Popsali jsme dosud nepublikovanou metylaci
promotoru genu MLH3 u 60,9 % nemocnych s oligodendrogliomy a 27,3 % pacientl s
astrocytomy. Rovnéz jsme sledovali zisk chromosomovych aberaci u nemocnych
s recidivujicimi nadory.

V souboru nemocnych sMDS a komplexnim karyotypem jsme Studovali
pfestavby deletovaného chromosomu 5 a popsali jsme jeho nejcastéjsi translokacni
partnery. U 49 % pacientd z tohoto souboru jsme pozorovali znaky chromotripsis
spojené S vysokym poctem deleci/ amplifikaci, s ¢etnym vyskytem aberaci kratkych
ramen chromosomu 17, velmi $patnou prognézou a vysokym rizikem transformace do
akutni myeloidni leukémie (AML). Za pouziti kombinace CGH array, I-FISH a
sekvenacnich technik jsme popsali dosud neznamy fuzni gen ASXL1-TSHZ2 u pacienta
s MDS a s isoderivativnim chromosomem 20 - ider(20q).

Tyto nalezy pfispivaji nejen k pfesném urceni subtypu onemocnéni nebo ke
stanoveni jeho prognodzy, ale v budoucnu mohou pfispét také Kk lepsimu pochopeni
patogeneze hematologickych malignit a solidnich nadort a tim i K vyvoji novych

1écebnych ptistupt cilenych na konkrétni geneticky profil nadorovych bunék.

Kli¢ova slova: molekularni analyza, cytogenetickd analyza, maligni mozkové nadory,

myelodysplastické syndromy



Abstract

Malignant transformation of cell is characterized by genomic instability that
involves unbalanced changes besides other things. We analyzed genomic aberrations,
promoter methylation and mutations of several clinically relevant genes using I-FISH,
mFISH, mBAND, CGH array, SNP array, MLPA, MS-MLPA and MS-PCR methods.
We focused on two groups of patients well known for frequent appearance of
unbalanced changes — patients with malignant brain tumors (gliomas) and patients with
myelodyspastic syndromes (MDS).

In patients with low grade glioma (WHO grade | — 1l), the codeletion of 1p/19q
(82,6% oligodendrogliomas and oligoastrocytomas), mutation of IDH1/IDH2 genes
(87% WHO grade I-1l gliomas), copy neutral loss of heterozygozyty of 17p (72,2%
astrocytomas) and higher presence of unbalanced aberration in astrocytomas belongs to
the most frequent findings. We described yet unpublished methylation of MLH3 gene
promoter in 60,9% oligodendrogliomas and in 27,3% astrocytomas. We also observed
clonal evolution in patients with recurrent tumors.

We studied secondary rearrangements of deleted chromosome 5 in patients with
MDS and complex karyotype and we described its most recurrent translocation partners
and breakpoints. We observed chromothripsis in 49% of these patients and it was
frequently associated with high number of deletions/ amplifications, aberrations of short
arm of chromosome 17, poor prognosis and higher risk of transformation to acute
myeloid leukemia (AML). We also described a new fusion gene ASXL1-TSHZ2 in
patient with MDS and isoderivative chromosome 20 [ider(20qg)] using CGH array, |-
FISH and sequencing methods.

These findings contribute to early and specific classification of cancer subtype as
well as to determination of patient’s prognosis. They may also help better understanding
of hematologic malignancies or solid tumor pathogenesis and therefore assist in the
development of new therapeutic approaches targeted to the particular genetic profile of

cancer cells.

Key words: molecular analysis, cytogenetic analysis, malignant brain tumor,

myelodysplastic syndromes
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Seznam zkratek

ABL1
a-KG
AML
ASXL1
ATRX
BAC
BCR
CCR
CDKN2A
CDKN2B
CDR
CEBPA
C-GIMP
CGH

CML
CLL
D-2-HG
dmin
DNA
EGF
EGFR

EORTC

FISH
HIF
hsr
GATA2
IDH
I-FISH

Abelson urine leukemia viral oncogene homolog 1

alpha ketoglutarate (a-ketoglutarat)

acute myeloid leukemia (akutni myeloidni leukémie)
additional sex combs like 1

ATRX, chromatin remodeler

bacterial artificial chromosome

breakpoint cluster region protein

commonly conserved region (spole¢na zachovana oblast)
cyclin dependent kinase inhibitor 2A

cyclin dependent kinase inhibitor 2B

commonly deleted region (spole¢na deletovana oblast)
encoding CCAAT-enhancer binding protein o

CpG island methylator phenotype

comparative genomic hybridization (komparativni genomova
hybridizace)

chronic myeloid leukemia (chroniska myeloidni leukémie)
chronic lymphocytic leukemia (chronicka lymfatické leukémie)
D-2-hydroxyglutarate (D(R)-2-hydroxyglutarat)

double minute

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

epidermal growth factor (epidermalni rtstovy faktor)
epidermal growth factor receptor (receptor pro epidermalni riistovy
faktor)

European Organization for Research and Treatment of Cancer (Evropska
organizace pro vyzkum a 1écbu rakoviny)

fluorescence in situ hybridization (fluorescencni in situ hybridizace)
hypoxia-inducible factor (hypoxie — inducibilniho faktoru)
homogenously staining region (homogenné se barvici oblast)
GATA binding proten 2

isocitrate dehydrogenase

interphase FISH (interfazni FISH)
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IPSS-R

KD
mBAND
MDS
MDS-RS
mFISH
MGMT
miRNA
MLH3
MLPA
MMBIR

MMR

MRI
MSHG6
MS-MLPA
MS-PCR

MYC
NADP+

NCIC

NOS
(ON)

PK
PTEN
RB1
RUNX1
TP53
RNA
RTK
SHH

revised interantional prognostic scoring system (revidovany mezinarodni
skorovaci systém)

kostni dren

multicolor banding (mnohobarevné pruhovani)

myelodysplastic syndromes (myelodysplastické syndromy)

MDS with ring sideroblasts (MDS s prstencitymi sideroblasty)
multicolor FISH (mnohobarevna FISH)

O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

micro RNA

mutL homolog 3

multiplex ligation-dependent probe amplification
microhomology-mediated break-induced replication (mikrohomologii
zprostiedkované spojovani volnych koncti)

mismatch repair

magnetic resonance imaging (magneticka rezonance)

mutS homolog 6

methylation-specific MLPA (metyla¢né specificka MLPA)
methylation-specific polymerase chain reaction (metylacné specificka
polymerazova fetézova reakce)

MY C proto-oncogene

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(nikotinadenindinukleotidfosfat)

National Cancer Institute of Canada (Kanadského narodniho tstavu pro
nadorova onemocnéni)

not otherwise specified

overall survival (celkové pteZiti)

periferni krev

phosphatase and tensin homolog

retinoblastoma transcriptional corepressor 1

Runt-related transcription factor 1

tumor protein p53

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

receptor tyrosine kinase (receptor tyrosin kinaza)

sonic hedgehog
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SNP single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)

TSHZ2 teashirt zing finger homeobox 2
UPD uniparental disomy (uniparentalni disomie)
WHO Word Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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UvoD

Analyza genomu nddorovych bunék za vyuziti cytogenetickych a molekularné
genetickych metod patii k zakladnim vySetienim nemocnych S nddorovym
onemocnénim. Tyto pfistupy jsou potiebné nejen ke stanoveni diagnozy, ale také
k urceni velikosti nadorového klonu, stanoveni prognézy, detekce remise, ¢i relapsu
a sledovani uspésnosti 1écby. Vyzkum genetickych a epigenetickych zmén v nadorové
transformovanych bunkach rozviji naSe znalosti o vzniku, vyvoji a metabolismu nadort,
ptispiva k pochopeni molekularnich mechanismti tumorigeneze a umoznuje vyvoj
novych 1écebnych strategii.

V nadorovych buiikdch dochdzi kcelé fadé ndhodnych i nendhodnych
genetickych zmén. Mnoho z nich hraje dtlezitou roli pfi vzniku a progresi neoplazii.
Béhem minulych desetileti byly u vétSiny nadorovych onemocnéni popsany
chromosomové aberace, které jsou specifické pro konkrétni typ a maligni stupen
nadoru. Mnozstvi a charakter zmén odrazi celkovou nestabilitu genomu nadorovych
bunck. Velkd mira genomové nestability se na chromosomové urovni projevuje
vznikem komplexnich zmén karyotypu ¢asto provazenych ptitomnosti nebalancovanych
zmén a obvykle je spojena s agresivnimi formami nadorti a S vysokym stupném
nadorové transformace.

V ramci piedkladané disertacni prace jsme analyzovali nebalancované piestavby
genomu, vybrané genové mutace a metylacni stav genovych promotorti u nemocnych
S riznym typy malignich a premalignich onemocnéni. Zaméfili jsme se zejména na dvé
skupiny onemocnéni, které jsou znamé ¢astym vyskytem nebalancovanych genomovych
zmén — pacienty S malignimi mozkovymi nadory a nemocné s MDS
(myelodysplastickymi syndromy). K piesné detekci chromosomovych aberaci jsme
vyuzivali konven¢ni a molekularné cytogenetické metody, predev§im metody zalozené
na fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) — I-FISH (interfazni FISH), mFISH
(mnohobarevnou FISH) a mBAND (mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci
schopnosti). Dale jsme chromosomové zmény analyzovali pomoci ¢ipovych technologii
(array) vyuzivajicich princip CGH (komparativni genomové hybridizace) a SNP
(jednonukleotidovych polymorfismt). Genové mutace a metylace promotorovych
oblasti jsme detekovali pomoci metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) a MS-MLPA (metylaéné specifické MLPA). Vysledky z metody MS-
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MLPA jsme nasledné ovéfovali pomoci MS-PCR (metyla¢né specifické polymerazové
fetézové reakce).

V prvni ¢asti disertani prace jsou shrnuty soucasné poznatky o balancovanych a
nebalancovanych zménach v genomu nadorovych bunék a jejich uloze v patogenezi
onemocnéni. Druha ¢ast obsahuje soubor publikovanych praci opatienych komentarem

k vlastnim vysledktim.
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Cile prace

1. Analyza genetickych a epigenetickych zmén v genomu nadorovych bunék

nemocnych s malignimi mozkovymi gliomy

Molekularn€ cytogenetickd analyza genomu nadorovych bunck dospélych
nemocnych S vybranymi malignimi mozkovymi nadory — astrocytomy,
oligodendrogliomy, oligoastrocytomy a glioblastomy; detekce rekurentnich
aberaci; analyza metylace promotorovych oblasti vybranych gent; popis
ziskanych aberaci u pacientii s relabujicimi difuznimi mozkovymi gliomy;
zhodnoceni vlivu nalezenych zmén na diagndézu a progndézu nemocnych;
sestaveni panelu metod pro detekci specifickych zmén a jejich zavedeni do

rutinni diagnostiky difaznich gliom.

2. Analyza nebalancovanych zmén a komplexnich karyotypu V buiikach

kostni di‘ené u nemocnych s myelodysplastickymi syndromy

Cytogenetickd a molekularné cytogenetickd analyza bun€k kostni diené
nemocnych s MDS; detekce rekuretnich chromosomovych aberaci; zjisténi
nejéastéj$ich zlomovych mist na chromosomech zahrnutych do komplexnich
prestaveb; analyza zlomovych mist na trovni vybranych gend; popis frekvence
chromotripsis a jejiho prognostického vyznamu pro nemocné; zhodnoceni vlivu

popsanych zmén na diagndzu a prognézu onemocneni.
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Soucasné poznatky o nestabilité genomu nadorovych
bunék a jeji roli v patogenezi onemocnéni

Mitotické chromosomy slouzi piedevSim k pifenosu a zachovani genetické
informace béhem bunécného cyklu. Stabilita chromosomii béhem tohoto procesu je
nezbytna pro normalni fungovani somatickych bun¢k, a proto byla v pribéhu evoluce
vyvinuta fada kontrolnich a reparacnich mechanismu zajist'ujicich tuto funkci (Ye, et al.
2007). Ptesto neni genom lidskych somatickych bun¢k stabilni. Replika¢ni proces neni
absolutné spolehlivy a dochdzi i k chybam v segregaci chromosomli béhem mitozy.
Chemické zmény, virové ndkazy a ionizacni zafeni zpiisobuji celou fadu zmén ve
struktufe DNA. Tyto zmény zahrnuji naptiklad substituce jednotlivych bazi, strukturni
pfestavby genomu, zvySeni poctu kopii jednotlivych gend, chromosomu ¢i celych
chromosomovych sad nebo naopak jejich ztraty. Poskozené bunky jsou pribézné
nahrazovany novymi, které jsou generovany z kmenovych bunék dané tkané. Celkova
kontrola téchto d&€ji na bunééné urovni je tedy dynamicky proces s mnoha kontrolnimi
body (Bernheim 2010).

Prvni hypotézu zabyvajici se pivodem nadorového bujeni formuloval Boveri jiz
v roce 1914 (Boveri 1914). Tato teorie pfedpokladala, ze: (1) maligni bunky pochazi
z normalnich somatickych bungk; (2) pfi¢ina abnormalniho chovéani nadoru je
zpusobena nadorem samotnym, a ne jeho okolim; (3) nadorové bunky ztratily vlastnosti
normalnich somatickych bunék; (4) kazdy nador ma obvykle ptivod v jediné somatické
bunce; a ze (5) nadorové bunky maji abnormalni chromatinovy obsah (Hsu 1987).
Vzhledem k omezenym moZnostem vySetfovacich metod pouzivanych v té dobé
Kk analyze chromosomid v somatickych bunkach vsak nebylo mozné dlouho tuto
hypotézu experimentalné prokazat. Teprve v roce 1956 Tjio a Levan popsali presny
pocet chromozomu (46) v lidskych somatickych buiikach (Tjio and Levan 1956) a jejich
zavery byly rychle potvrzeny i studiemi Forda a Hamertona (Ford and Hamerton 1956).
Tyto prace stimulovaly zajem védct o lidskou nadorovou cytogenetiku a vedly
k potvrzeni nékterych predpokladi Boveriho teorie.

Aktualni hypotéza tumorigeneze je zalozena na predpokladu, ze mutace (vcetné
chromozomovych piestaveb) umozni dé€lici se bunce ziskat selektivni vyhodu
(Schvartzman, et al. 2010). V prub¢hu dalSich déleni je pak zajisténa jejich stabilita

v genomu buiky a vV novém kole klonalni selekce mutze dochazet K zisku dalsich
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mutaci. Tento mnoha-krokovy proces vyusti ve vznik nadoru, ktery miize tvofit
metastazy, byt klinicky agresivni a expandovat do okolnich tkani (Greaves and Maley
2012).

Na chromosomové urovni se nadorova bunka projevuje vznikem numerickych
a/nebo strukturnich aberaci, které lze detekovat pomoci riznych cytogenetickych a
molekularné genetickych technik. Numerické aberace zahrnuji pfipady, pii kterych
dochazi ke zméné poctu chromosomti ¢i celych chromosomovych sad. Vznikaji
nejéastéji v disledku chyb v bunééném cyklu a v segregaci chromosomi béhem mitdzy
(Gollin 2005). Do této skupiny patii polyploidie (zmnozeni celych chromosomovych
sad) a aneuploidie, pii kterych jeden nebo vice chromosomii chybi (monosomie) ¢i jsou
ptitomny v nadpocetnych kopiich (trisomie, tetrasomie atd.).

Strukturni chromosomové aberace predstavuji skupinu s abnormalni stavbou
chromosomu, pficemz pivodni mnozstvi genetického materialu mize, ale nemusi byt
zachovano. Vznikaji nejéastéji v dusledku dvoufetézcovych zlomia DNA, které nejsou
opraveny reparacnimi bunéénymi mechanismy, nebo vlivem ztraty telomerické
integrity. Dé¢lime je na balancované (pivodni mnozstvi genetického materialu zistava
zachovano) a nebalancované (Cast genetického materialu chybi ¢i je zmnozena).
Balancované zmény zahrnuji chromosomové translokace, které jsou popisovany jako
reciprokd vymeéna genetického materidlu mezi dvéma chromosomy. Translokace Casto
zahrnuji geny pro transkripéni faktory ¢i protein kindzy. Ddéle sem fadime
chromosomové inzerce, pii kterych dochazi k presunu chromosomového fragmentu
Z jednoho chromosomu na druhy, a inverze, ktera vznika jako disledek dvou zlomii na
jednom chromosomu a nasledného otoceni uvolnéného fragmentu do invertované
(opacné) polohy. Strukturni aberace vedou k nddorové transformaci bunky riznymi
mechanismy. Muze pfi nich napiiklad dojit ke zlomim V riznych genech, coz nasledné
vede k jejich fizi za vzniku nového hybridniho genu, ktery koduje novy chimericky
protein. Ten pak muze hrat zcela novou roli ve fyziologii bunky. Piikladem tohoto typu
strukturni prestavby je fuzni gen BCR-ABL, ktery vznika na tzv. Ph-chromosomu u
nemocnych s CML (chronickou myeloidni leukémii) V dusledku translokace
1(9;22)(q34;gq11) (Nowell and Hungerford 1960). Dal$im mechanismem muze byt
deregulace normalni funkce genu tzv. pozi¢nim efektem. Jako piiklad muze slouzit
translokace t(8;14)(q24;q32) u nemocnych s Burkittovym lymfomen, pfi které je MYC
gen, normaln¢ lokalizovany v oblasti 8924, piemistéen do blizkosti zesilovace

(enhanceru) tézkého fetézce imunoglobulinového genu lokalizovaného v oblasti 14932,
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¢imz dochazi k jeho deregulaci (Toujani, et al. 2009).

Mezi nebalancované zmény patii aberace, pti kterych dochazi ke ztraté nebo
zisku jednoho ¢i vice geni nebo chromosomovych segmentt. Ziskem (amplifikaci)
genetické¢ho materialu dochazi ke zvysSeni genové davky a amplifikovana oblast velice
Casto zahrnuje néktery z protoonkogent (napi. EGFR, MYC, apod.). Specifickou
variantou amplifikace je tzv. ,.hsr (homogenné se barvici oblast, homogenously
staining region). V tomto pfipadé vlivem opakovaného procesu zlomu a fazi dochazi
ke vlozeni mnoha kopii ur¢itého genu ¢i geni do chromosomu ve formé bloku ¢i
opakovanych amplikonti. hsr vzdy zahrnuje oblast nesouci protoonkogen. Dalsi
variantou jsou tzv. ,,dmin“ (double minute). Jedna se o extrachromozomalni kruhovité
prstence, které se obvykle prvné objevi v metafazi, a posléze je mozné je najit i
v profaznich jadrech. dmin se mohu v bufice vyskytovat ve vysokém poctu a jejich
mnozstvi se mize mezi jednotlivymi buiikami lisit. V nékterych piipadech mize dojit
k vypuzeni dmin z jadra a dokonce i z cytoplasmy bunky (Valent, et al. 2001).

Dalsi skupinu nebalancovanych zmén piedstavuji delece. Jsou spojené se ztratou
genetického materialu a Casto zahrnuji tumor-supresorové geny (napt. RB1, TP53,
CDKN2A, apod.), reparacni geny a geny pro miRNA.

Chromosomové aberace lze v nadorovych bunkach nalézt samostatné Cci
v riznych kombinacich. Pfitomnost fady riznych chromosomovych aberaci a jejich
kombinaci je typickym projevem genové nestability nadorovych bunék. Pokud dochazi
ke kumulaci vice zmén v jedné buice, oznacujeme takovy nalez jako komplexni
karyotyp. Definice komplexniho karyotypu se mezi jednotlivymi autory lisi (Breems, et
al. 2008). Nejcastéji jsou komplexni karyotypy popisovany jako zmény, které zahrnuji 3
a vice chromosoml anebo takové zmeény, kde doSlo ke tfem a vice zlomim na
chromosomech (Schoch, et al. 2001).

Nedavny rozvoj metod sekvenovani nové generace v kombinaci se SNP array
odhalila v genomu nadorovych bun¢k pritomnost velkého mnozstvi kryptickych intra- i
inter- chromosomovych prestaveb, které jsou natolik slozité, ze pravdépodobné
nemohly vzniknout postupné a nezdvisle na sobé. Tento jev byl oznacen jako
chromotripsis (Stephens, et al. 2011). Stézejnim znakem chromotripsis je vznik desitek
¢1 stovek DNA zlomil lokalizovanych na jednotlivych chromosomech nebo jejich
castech (zlomové clustery). Na téchto chromosomech lze pozorovat charakteristicky
vzor zahrnujici kolisani mezi jednou az mnoha kopiemi DNA sekvenci. (Maher and
Wilson 2012; Stephens, et al. 2011).
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V dusledku chromotripsis vznikaji masivni prestavby genomu, pii kterych mize
dojit ke ztraté tumor supresorovych gent, genovym fzim ¢i genovym deregulacim. To
muZze mit vyznamny vliv na bunéénou transformaci. Molekularni mechanizmy a pficiny
tohoto jevu doposud nejsou zcela objasnény. Model chromotripsis navrzeny Vv puvodni
praci Stephense a kol. ptedpoklada, ze postizeny chromosom je béhem jediné
katastrofické udalosti fragmentovan a nasledné jsou jednotlivé fragmenty bez jakékoliv
sekven¢ni homologie nahodile znovu spojeny do vysoce prestavénych marker
chromosomil a jiné jsou naopak ztraceny (Stephens, et al. 2011). V soucasnosti nejvice
pfijimanou teorii je hypotéza, ktera navrhuje fyzické oddéleni chromosomi v
cytoplasmatické organele oznacované jako mikrojadro (micronucleus). Mikrojadra jsou
béznym dusledkem defektli hromadicich se béhem mnoha bunéénych déleni, véetné
chyb v mitoze ¢i pii DNA replikaci (Terradas, et al. 2010). DNA v mikrojadie
nepodléha zadné kontrole a proto je vice nachylna k poskozeni (Terradas, et al. 2009).
Takto poSkozend DNA pak muze byt nasledné¢ opravena opakovanymi cykly
mechanismu oznacovaného jako MMBIR (mikrohomologii zprosttedkované spojovani
volnych konct) (Zhang, et al. 2015). Tento proces spociva v kopirovani distalnich
sekvenci do mist kolapsu replika¢ni vidlicky (Liu, et al. 2012). Mikrojadro umoziuje
zajistit pfechodné podminky pro izolaci chromosomii béhem interfaze (Zhang, et al.
2015). Nasledné¢ béhem téhoz bunétného cyklu mohou byt piestavéné chromosomy
z mikrojadra integrovany zpét do dcefiného jadra, obzvlasté pokud obsahuji centromeru
(Crasta, et al. 2012; Huang, et al. 2012). Pfestoze se teorie mikrojader jevi jako
nejpravdépodobnéjsi, neni jedinym modelem, ktery by mohl vysvétlit vznik
chromotripsis. Dalsimi faktory, které se mohou podilet na vzniku tohoto jevu, jsou
napiiklad predcasnd kondenzace chromosomil, ioniza¢ni zafeni, pferuSeni apoptozy,
zkracovani telomer ¢i breakage-fusion-bridge cyklus (Rode, et al. 2016).

Chromotripsis byla poprvé popsana u pacientky s CLL (chronickou lymfocytarni
leukemii) (Stephens, et al. 2011) a doposud byla pozorovana u velkého mnozstvi
riznych typt hematologickych malignit i solidnich nadori. Frekvence chromotripsis se
mezi jednotlivymi typy nadord velmi lisi, od téméf nulového az do stoprocentniho
vyskytu, jako bylo napiiklad popsano u SHH (Sonic Hedgehog) meduloblastomu
s mutovanym TP53 (Rode, et al. 2016). Tento rozdil mize byt zptsobeny odlisnou
mirou genomové nestability riznych nadorovych subtypi. Je velmi pravdépodobné, ze
nadory s vysokou genomovou nestabilitou, které postupné kumuluji mnoho zmén,

mohou byt vice nachylné ktéto katastrofické udalosti. Také pouziti odliSnych
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metodologii k detekci chromotripsis a riznych definici tohoto jevu mize Cinit stanoveni
frekvence chromotripsis obtiznym.

K analyze genomovych zmén v nadorovych bunkach je pouzivana kombinace
riaznych metod, zahrnujicich nejen klasickou cytogenetickou analyzu, ale i molekularné
cytogenetické a molekularné genetické metody. Rada z nich je zaloZena na hybridizaci
tzv. DNA sond ke specifickym sekvencim DNA. Velky vyznam pro studium téchto
zmén ziskaly metody umoznujici analyzu vybranych aberaci ¢i celého genomu
v jednom experimentu. Z hlediska molekularni cytogenetiky se zejména jedna o metody
mFISH, mBAND, CGH array, SNP array a MLPA. Tyto metody jsou v soucasné dobé
jiz soucasti rutinniho provozu cytogenetickych laboratofi. Moznosti a limitace jejich

vyuziti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Srovnani cytogenetickych metod vyuZivanych pro detekci chromosomovych aberaci a genovych
mutaci. Pfevzato a upraveno z (Speicher and Carter 2005).

Technika Klasické I-FISH  mFISH/ CGH SNP MLPA
pruhovani mBAND array array
chromosomi
ver ey oo >50 >50 >50 .
PribliZné rozliSeni >5 Mb Kb >5 Mb Kb* Kb* az50b
Polyploidie + + + - - -
Aneuploidie 3 + + + + +
Balancovana + + + ) ) )
translokace
5]
g Nebalancovana o o o o o o
g translokace
©
S Amplifikace
+ + + + + +
(dmin ¢&i hsr)
UPD - - - - + =
Mutace genu - - - - - +
Intercelulé_rni + + + _ _ )
heterogenita
Poti‘eba mitéz + - + - - -

* RozliSovaci schopnost CGH array a SNP array se odviji od konkrétniho rozlozeni hybridiza¢nich prob.
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Nebalancované zmény karyotypu lze nalézt v nadorovych buiikach nemocnych
S hematologickymi malignitami i solidnimi nadory. Tyto zmény Casto nalézame béhem
prvniho cytogenetického vySetfeni pii stanoveni diagnézy. Rada téchto zmén je
specificka pro urCity subtyp malignit ¢i premalignich stavli z ¢ehoz vychazi aktualni
WHO (Word Health Organisation) klasifikace nadorovych onemocnéni. Nemocni jsou
dle laboratornich nalezt fazeni do prognostickych skupin. Kromé klinického vyznamu
hraje vyzkum chromosomovych aberaci nespornou ulohu v pochopeni ndadorové
transformace bunék a jejich vyznamu pro patogenezi nadorového onemocnéni.
Dusledna analyza rekurentnich zlomovych mist a zmén mutze vést k odhaleni pficin
vzniku nadorovych onemocnéni a muze pomoci odhalit aberace, které mohou hrat

dulezitou roli v ranych i pozdnich stadiich tumorigeneze.
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Shrnuti vysledkii na zakladé publikac¢nich vystupt

1. Analyza genetickych a epigenetickych zmén v genomu
nadorovych bunék nemocnych s malignimi mozkovymi
gliomy

Gliomy jsou primarni mozkové nadory vznikajici z bunék podpirné mozkové
tkané (neuroglii) a tvofi 44 % vSech nadorii centralni nervové soustavy. Jejich ro¢ni
vyskyt v evropské populaci ¢ini 5,6 novych piipadti na 100 000 osob (Darlix, et al.
2016). Zhlediska Kklasifikace, ktera se donedavna zakladala pouze na
histopatologickych rysech nadoru, piedstavuji difuzni gliomy velmi heterogenni
skupinu benignich 1 malignich tumorii, jez se od sebe navzdjem li§i prognézou,
celkovou dobou pieziti i odpovédi na 1é¢bu.

Gliomy jsou pomalu, ale kontinualné rostouci 1éze, u nichz lze ptredpokladat
ctyi-krokovy proces vzniku. 1) Okultni stddium — tedy biologicky vznik gliomu, pfi
kterém dochazi k maligni transformaci iniciujicich gliovych bunék. Tato transformace
nezpusobuje zadné fyziologické symptomy a udalost zlistdva nedetekovéana, protoZe je
pod detekénim limitem magnetické rezonance (MRI). 2) Po urcité dob¢ rtstu gliomu
zaCind byt tento Utvar viditelny pii pouziti MRI, avSak prozatim nezpisobuje zadné
klinické symptomy. Je oznac¢ovan jako klinicky dormantni stddium. 3) Symptomatické
stadium, kdy gliom zafind zplsobovat klinické symptomy, obvykle se jedna o
epileptick¢ zachvaty. 4) V uréitém stadiu ristu gliomu dochazi ktzv. maligni
transformaci, tedy ndhlému pifesmyku doposud netecné se chovajici 1éze k agresivnimu
rastu a expanzi nadoru do okolnich tkani (Lima, et al. 2016).

Souc¢asnda WHO Kklasifikace rozdéluje difuzni gliomy nejen podle jejich
fenotypu, ale také dle specifickych genetickych zmén. Néadory jsou déleny do ctyf
stupnnit (WHO grade I-IV) podle stupné malignity. Mezi nejCastéj$i subtypy patii
astrocytomy (grade Il a I11), oligodendrogliomy (grade 11 a I1), oligoastrocytomy (grade
Il a Ill) a glioblastomy (grade IV) (Louis, et al. 2016).

Jednou ze specifickych genetickych zmén jsou mutace v genech kodujicich
IDH1 (isocitrat dehydrogenazu 1) — R132H a IDH2 (isocitrat dehydrogenazu 2) —
R172M. Nemutovany protein IDH katalyzuje oxidativni karbonylaci isocitratu na o-

KG (a-ketoglutarat), ¢imz soucasn¢ dochazi k redukci NADP+
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(nikotinadeninnukleotidfosfatu) na NADPH. Mutovana forma IDH mtize redukovat a-
KG na D-2-HG (D(R)-2-hydroxyglutarat), ¢imz dochazi ke spotfebé NADPH (Dang, et
al. 2009). Zvysena produkce D-2-HG redukuje mnozstvi HIF (hypoxie — inducibilniho
faktoru), coz zvySuje prolifera¢ni schopnosti gliovych bunék (Koivunen, et al. 2012) a
vyvolava oxidativni stres, ktery napomaha tumorigenezi, avsak zaroven ¢ini nador
citlivy k chemo- ¢i radioterapii (Molenaar, et al. 2014). Mutovany IDH protein také
inhibuje a-KG dependentni dioxygenazy, a tim zplsobuje epigenetickou deregulaci
mnoha genu (Guo, et al. 2011), popisovanou jako C-GIMP (CpG island methylator
phenotype) (Noushmehr, et al. 2010).

Mutace v IDH genu déli gliomy na dvé genotypové odlisné skupiny (obr 1.),
IDH-mutované a IDH-wildtype. Nedavno publikovana WHO Klasifikace rozdé¢luje
astrocytomy, oligodendrogliomy a oligoastrocytomy na IDH-mutované, IDH-wildtype a
NOS kategorie (NOS = not otherwise specified). Do NOS kategorie spadaji nadory, u
kterych nemohlo byt provedeno stanoveni IDH mutace. Glioblastomy jsou pak d€leny
na (1) glioblastomy, IDH-wildtype (90% ptipadi), které odpovidaji klinicky
definovanym primarnim glioblastomiim a vyskytuji se u pacientl starSich 55 let; (2)
glioblastomy, IDH-mutované, které odpovidaji takzvanym sekundarnim glioblastomim
a nachazeji se u pacientd mladSiho v€ku s historii nizkostupiiového gliomu (grade II) a

(3) blize nespecifikované glioblastomy NOS (Louis, et al. 2016).
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Histologie Astrocytom Oligoastrocytom Oligodendrogliom Glioblastom

Statut IDH genu IDH mutace IDH wild-type IDH mutace IDH wild-type

=
1
1
1
1
1
]
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/\ ! J
: Glioblastom, IDH mut \
1
1
]
1
1
1
1

Delece 1p/19q a
jiné genetickée
zmény

Delece ATRX* Kodelece 1p/19q
Mutace TP53*

\

Diftizni astrocytom, IDH mut

| Glioblastom, wild-type |

Oligodendrogliom, IDH mut,

icka give
kodelecs 1p/19q Genetické testovani

v neudélano ¢i nevypovidajici
1

Po vyfazeniostatnich subtypii
Difuzni astrocytom, IDH wild-type
Oligodendrogliom, NOS

1
1
1

v

Diftzni astrocytom, NOS
Oligodendrogliom, NOS
Oligoastrocytom, NOS
Glioblastom, NOS

Obrazek 1: ZjednoduSené schéma Klasifikace difiznich mozkovych nadori, zaloZené na histologickych a
genetickych zménach.  * - Tato aberace se charakteristicky vyskytuje u zminéného typu gliomu, av$ak neni
nezbytna pro jeho diagndzu. NOS — not otherwise specified. Pievzato a upraveno z (Louis, et al. 2016).

Z divodu ¢etného vyskytu u vSech typi nizkostupiiovych glioml a rozsahlého
dopadu na fenotyp buiiky jsou mutace IDH povazovany za jednu z nejranéjSich udalosti
v tumorigenezi difaznich gliomid (Watanabe, et al. 2009). Z hlediska klinického
vyznamu maji pacienti s mutaci v IDH genu lepsi prognézu a celkovou dobu pieziti
(Houillier, et al. 2010).

Dalsi rekurentni aberaci je kombinovana delece 1p a 19q, ktera se vyskytuje
vyhradné u nadorti obsahujicich bunky oligodendrocytdrniho pavodu, tedy u
oligodendrogliomil a oligoastrocytomil. Kombinovana delece 1p/19q vznika nejcastéji
v dasledku pericentrické fuze za vzniku dvou derivovanych chromosomi
der(1;19)(p10;910) a der(1;19)(q10;p10) a naslednou ztratou prvniho z nich (Griffin, et
al. 2006; Jenkins, et al. 2006). Podle fady autort pfitomnost této aberace znamena pro
pacienty obvykle dobrou prognézu, zejména diky pomalejSimu rustu nadoru a dobré
odpovédi na chemo- a radio- terapii (Cairncross, et al. 2013).

Dalsi genetické zmény, které napomahaji vzniku a ristu gliomd, se tykaji genti
patiicich mezi zakladni bunétné signaliza¢ni kaskady: p53 a RB1 (retinoblastoma)
(Brennan, et al. 2013). Receptor pro EGF (epidermalni rastovy faktor) mize slouzit

jako jeden z ptikladt. Amplifikace tohoto genu se Casto vyskytuje u glioblastomu a
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anaplastického astrocytomu, IDH-wildtype a polovina ptipadd je provazena pritomnosti
variantni formy tohoto genu EGFRvIII (Wong, et al. 1992). Tato konstitutivné aktivni
forma EGFR aktivuje onkogenni transkripéni faktor c-Myc, ktery vede Kk
pfeprogramovani bunééného metabolismu, a tak usnadnuje proliferaci nadoru (Babic, et
al. 2013; Masui, et al. 2013).

Epigenetické zmény, jakym je naptiklad hypermetylace promotoru genu MGMT
(O-6-metylguanin-DNA-metyltransferazy) ¢i metylace promotoru MMR (mismatch
repair) gent, se mohou také podilet na charakterizaci nadoru. Hypermetylace MGMT
promotoru je spojena se snizenou expresi tohoto genu (Esteller and Herman 2004) a
hraje stézejni roli pfi stanoveni 1écby malignich gliomd. Nadory s hypermetylovanym
MGMT promotorem jsou dle klinickych studii Evropské organizace pro vyzkum a 1écbu
rakoviny (European Organization for Research and Treatment of Cancer, EORTC) a
Kanadského narodniho tstavu pro nadorova onemocnéni (National Cancer Institute of
Canada, NCIC) obvykle citlivéjsi k alkylaénim ¢inidlim, jako je napiiklad preparat
temozolomid (Hegi, et al. 2005). Lécba temozolomidem vede k del§imu preziti
nemocnych a je tedy prvni volbou u pacientt s glioblastomem a s metylovanym MGMT
promotorem. (Everhard, et al. 2009; Houillier, et al. 2010).

Ve spolupraci s Neurochirurgickou klinikou Ustfedni vojenské nemocnice
v Praze a Nérodni referen¢ni laboratofi pro DNA diagnostiku Ustavu hematologie a
krevni transfuze v Praze na naSem pracovisti provadime molekularné cytogenetickou a
epigenetickou analyzu genomu nddorovych bun€k u nemocnych s difiznimi gliomy.
K detekci vybranych specifickych aberaci u riznych histologickych subtypt nadoru
pouzivame I-FISH s panelem lokus-specifickych a/ nebo centromerickych sond.
Konkrétne vySetfujeme delece tumor supresorovych gentt TP53, PTEN, RB1, CDNK2A,
CDNKZ2B, delece chromosomovych oblasti 1p36 a 19q13, monosomii chromosomu 10,
amplifikaci EGFR genu a/nebo trisomii chromosomu 7. Dalsi nebalancované aberace
v gliovych bunkach detekujeme prostiednictvim SNP array. Mutace IDH1 a IDH2 genu
vySetfujeme pomoci metody MLPA. Metylace MGMT promotoru a promotort MMR
gend vySetiujeme prostiednictvim metody MS-MLPA. Pozitivni nalez metylace
promotoru MMR genti ovéiujeme metodou MS-PCR.

V letech 2012 — 2015 jsme retrospektivné ¢i prospektivné vysettili celkem 126
pacientd (57 Zen a 69 muzi, median veéku 40,5 let) s difiznimi gliomy. Nemocné jsme
rozdélili do dvou skupin na nizkostupnové gliomy — WHO grade | a Il (76 pacientt) a
vysokostupnové gliomy — WHO grade III a IV (50 pacientd). Molekularné
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cytogenetickou analyzou jsme v 95 % piipadid potvrdili plivodni histologickou
diagnézu. Ve zbylych ptipadech pak byl histologicky nalez uptesnén.

Vnas$i studii jsme se predevSim zaméfili na skupinu nemocnych
s nizkostupiiovymi gliomy. Celogenomovou analyzou jsme u této skupiny mozkovych
nadort potvrdili vyskyt mutaci IDH1 ¢i IDH2 genu v 87 % vSech histologicky
definovanych  nizkostupnovych  gliomech. Pro nemocné S nizkostupnovym
oligodendrogliomem byl, v souladu s odbornou literaturou, specificky nalez 1p/19q
kodelece (83% pacientl). Dale jsme pozorovali ziskanou uniparentdlni disomii (UPD)
na kratkych ramenech chromosomu 17, kterd je spojovana s mutacemi v genu TP53
(obr. 2) (Suzuki, et al. 2015). Tuto aberaci jsme detekovali u 73 % pacienti
s astrocytomem, avSak u zadného pacienta s oligodendrogliomem (pfiloha 1, pfiloha 2)
(Lhotska, et al. 2015; Lhotska, et al. 2014). O klinickém vyznamu vySe zminénych
aberaci svéd¢i skutecnost, ze byly zahrnuty do nedavno revidované WHO Kklasifikace
mozkovych nadort (Louis, et al. 2016). Rovnéz na nasem pracovisti jsme jiz analyzu
aberaci metodou I-FISH a detekci mutaci gend IDH1 a IDH2 metodou MLPA zavedli

do rutinni praxe.
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Obrazek 2: Prehled nejéetnéjsich aberaci u astrocytomi a oligodendrogliomi. (A) Kombinovana delece
1p/19q prokazana metodou I-FISH u nemocného s oligodendrogliomem. (B) Kombinovana delece 1p/19q
detekovana metodou SNP array u pacienta s oligodendrogliomem. Rozsah delece je vyznacen cervené. (C)
Ziskana UPD na 17p detekovana metodou SNP array u pacienta s astrocytomem. Rozsah ziskané UPD je
vyznacen $edym boxem.
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Pouzitim t-testu pro 2 nezavislé vybéry jsme zjistili, ze primérnd hodnota
chromosomovych aberaci pozorovanych u pacientii s nizkostupiiovymi astrocytomy
byla statisticky vyznamné vyssi, na hladiné¢ vyznamnosti p= 0,001, nez u nemocnych s
oligodendrogliomy. Median u astrocytomi byl 6,9 a u oligodedrogliomu 3,5 zmén (obr.
3) (priloha 2). Pravé vyssi vyskyt aberaci v bunkach astrocytomi muze byt jednou

Z pticin hor$i progndzy u téchto pacientt.
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Obrazek 3: Frekvence aberaci detekovanych metodou SNP array u nemocnych s astrocytomy (A) a
(Lhotska, et al. 2015)

oligodendrogliomy (B). Kratka ramena jsou ozna



Metylaci MGMT promotoru jsme pozorovali u 56 % nemocnych s
nizkostupiiovymi astrocytomy a U 81 % nemocnych s nizkostupnovymi
oligodendrogliomy. Rovnéz inaktivace dal$ich gent podilejicich se na opravach DNA,
ke kterym patii i MMR geny, miiZze hrat roli v patogenezi gliomt. V nasi pilotni studii
(ptiloha 2) jsme za pouziti metod MS-MLPA a MS-PCR detekovali metylaci MLH3
(MutL homologu 3) promotoru u 27 % difuznich astrocytomti a 61 %
oligodendrogliomi (obr. 4) (Lhotska, et al. 2015).

W) y3s 2888 533 AEEEERSERISEE
d gggégggg%ggg £z 5555555558855

Type:

Type:

(B) Kontrolni Kontrolni
BLANK metylovana nemetylovana Vzorek
DNA DNA

primery: W U M W U M W U M W U M

Obrazek 4: Metylace MGMT a MLH3 promotoru. Vysledek metody MS-MLPA (A). Metylace MLH3
promotoru je oznacena ¢ernou Sipkou. Kontrola vysledku nalezu z MS-MLPA metodu MS-PCR (B). Navrhli
jsme tfi sety primerti. Prvni z nich je oznaceny jako W a rozpoznava nekonvertovanou DNA, U primery deteku;ji
konvertovanou nemetylovanou DNA a M primery rozeznavaji konvertovanou metylovanou DNA.

MLH3 protein je soucasti MutLy komplexu, ktery je hlavni komponentou
meiotického aparatu (Lipkin, et al. 2002), avsak hraje roli i v nestabilit¢ mikrosatelitd
(Lipkin, et al. 2000) a je kritickym genetickym modifikatorem CAG expanzivnich
repetic u Hungtingtonovy choroby (Pinto, et al. 2013). V somatickych buikach je
MLH3 nejspis lokalizovan na centrozomech, kde kontroluje jejich mnozstvi (Roesner,
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et al. 2014). Mutace ¢i ztrata exprese MLH3 genu byla vySetfovana u hereditarniho i
sporadického kolorektalniho karcinomu (Wu, et al. 2001) a pravdépodobné hraje roli i
V tumorigenezi endometridlnich a thyroidnich nadora (Kunstman, et al. 2015; Taylor, et
al. 2006). Metylace promotoru muze byt v n¢kterych piipadech nedostacujici ke snizeni
proteinové exprese. AvSak v piipadé MLH3 genu Jiang a kol. popsali jeho statisticky
signifikantné sniZzenou expresi u nizkostupnovych astrocytomt (Jiang, et al. 2006).
Celkové tyto nalezy naznacuji, Ze zmény v expresi MLH3 mohou ovliviiovat stabilitu
genomu, a tim 1 karcinogenezi gliomi. Naslednou analyzou vétsi skupiny
nizkostupfiovych gliomli jsme mohli srovnat celkové pieziti (OS) u nemocnych s
kombinovanym nalezem mutace IDH genu a metylace promotoru MLH3 genu a
pacienti s mutaci IDH genu bez metylace promotoru MLH3 (graf 1). Pacienti s
kombinovanym nalezem mutace IDH/metylace MLH3 maji statisticky dels§i OS na

hladin¢ vyznamnosti p = 0,1 (p = 0,089).
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Graf 1: Kaplan-Meierova analyza preZiti ve skupinach nemocnych s mutaci IDH genu/ metylaci promotoru
MLH3 genu (1) a pacientii s mutaci IDH genu/ bez metylace MLH3 promotoru (2). OS — overal survival, celkové
preziti. Je uvedeno v mésicich.
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Rada relabujicich gliom@ je charakterizovana sdilenym souborem mutovanych
genll a chromosomovych aberaci, které s nejvétsi pravdépodobnosti pochazi z jedné
prekurzorové bunky (Lass, et al. 2012; Suzuki, et al. 2015). Z tohoto dtivodu je 1é¢ebna
terapie zaméfena na molekularni markery definované u prvotni 1éze. AvsSak 1 pfes
cilenou 1écbu a radikalni resekci nadoru, po urcité asymptomatické fazi vzdy dochazi u
velké vétSiny pacientt k progresi nadoru. V nasi studii jsme na dvou konkrétnich
piipadech potvrdili, Ze kazdy z gliomii je unikatni entitou, ktera obsahuje velké
spektrum riznych chromosomovych zmén (piiloha 3) (Lhotska, et al. 2016). Vyskyt
novych aberaci, at’ uz ziskanych vlivem selekéniho tlaku vzniklého 1é¢bou, nebo jako
nahodna zména zafixovana klondlni evoluci Vv pribé¢hu onemocnéni, pak miize ovlivnit
pacientovu odpovéd’ na lécbu. Jako konkrétni pfipad muize slouzit mutace v MSH6
(MutS homologu 6), ke které dochazi v glioblastomovych bunkach jako odpovéd’ na
1é¢bu temozolomidem, a ktera zpiasobuje rezistenci bun¢k k tomuto chemoterapeutiku
(Yip, et al. 2009).

Zavér —cil 1.:

Nejcastéjsimi nalezy byly vsouladu s literaturou kodelece 1p/19q u
nemocnych s oligodendrogliomy, mutace v IDH genech a dale ziskané UPD na 17p
u nemocnych s astrocytomy. Nékteré z téchto zmén jsou v soucasné dobé jiz
zahrnuty do revidované WHO Klasifikace difuznich nadori. U nemocnych
S astrocytomy jsme pozorovali vysS§i komplexitu nebalancovanych piestaveb v
gliomovych buiikach, ktera by mohla souviset s obecné horsi prognézou u téchto
pacientii. Dale jsme v nasi studii prvné popsali metylaci promotoru genu MLH3 u
nizkostupiiovych difuznich gliomi. Vzhledem k absenci metylace promotoru
ostatnich MMR genii je mozZné, Ze metylace MLH3 promotoru hraje vyznamnou
roli v tumorigenezi gliomi a miZe piedstavovat dalSi potencialni terapeuticky cil.
Také jsme poukazali na to, Ze kazdy z gliomii je jedineCnd entita, ktera se
Vv prubéhu ¢asu vyviji, at’ uz vlivem klonalniho vyvoje, ¢i selekce zpiisobené 1é¢bou.
Z tohoto diivodu je komplexni analyza genomu i epigenomu diagnostickych, ale i
nasledujicich vzorki malignich mozkovych gliomii velmi prinosnym pristupem k

pripadné modifikaci 1é¢ebné terapie.
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2. Analyza nebalancovanych zmén a komplexnich karyotypti u
nemocnych s myelodysplastickymi syndromy

Myelodysplastické  syndromy (MDS) predstavuji  skupinu klonalnich
onemocnéni kostni dfené, kterd jsou obvykle asociovand s morfologickou dysplazii
hematopoetickych bun¢k, cytopeniemi v periferni krvi, neefektivni hematopoézou a s
rizikem progrese do akutni myeloidni leukémie (AML) (Cazzola and Malcovati 2005;
Vardiman 2003). Ro¢ni incidence MDS ¢ini okolo ¢tyf nemocnych na 100 000 obyvatel
(Ades, et al. 2014). Toto onemocnéni vétSinou vznika sporadicky, vyjimeéné se muze
objevit jako dusledek ruznych dédi¢nych predispozic, jako je napt. Fanconiho anémie
(Ades, et al. 2014; West, et al. 2014) ¢i mutace v nékterych predispozi¢nich genech
(napf. RUNX1 - Runt-related transcription factor 1, CEBPA - encoding CCAAT-
enhancer binding protein o, GATA2 - GATA binding proten 2, atd.) (Hahn, et al. 2011;
Owen, et al. 2008). Vétsina nemocnych je diagnostikovana v pozdé&jsim véeku,
(medianem véku pii primarni diagnéze 65 let, méné nez 10 % nemocnych je mladsich
padesati let). Tato skute¢nost miiZze naznacovat, Ze se jednd o onemocnéni vznikajici
jako dusledek akumulace neopravenych chyb v DNA, ke kterym dochazi béhem
normalnich fyziologickych procesti bunky (Behrens, et al. 2014; Ghosal and Chen
2013).

Typické morfologické znaky MDS mimo jiné zahrnuji defekty v maturaci bunék
myeloidni linie ¢i pfitomnost prstenéitych sideroblasti. Dle WHO klasifikace se pak
myelodysplastické syndromy déli na jednotlivé subtypy hlavné na zakladé miry
dysplazie myeloidnich bun¢k, poctu blastd v periferni krvi i1 kostni dieni a
cytogenetického nalezu (tabulka 2) (Arber, et al. 2016). K dysplazii bun¢k kostni diené
muze nicméné dojit u nékterych zdravych jedincii, anebo i u jinych klinickych stavi,
jako jsou napiiklad nutrini deficity (nedostatek vitaminu B12), infekce nebo
kongenitalni poruchy kostni dfené. Navic identifikace dyspldzie nemusi byt
reprodukovatelna ani mezi zkugenymi hematology (Parmentier, et al. 2012). Casto také
dochazi k tomu, Ze v jednotlivych ptipadech nemusi korelovat manifestace dysplazie se
specifickou cytopenii (Germing, et al. 2012; Verburgh, et al. 2007). Klonalni
chromosomové aberace jsou popisovany U ~50 % nemocnych s de novo MDS a az
~80 % nemocnych se sekundarnimi MDS. U ostatnich 20-50 % nemocnych
Snormalnim karyotypem miZeme pozorovat submikroskopické genetick¢é zmény
(bodové mutace, mikrodelece, mikroamplifikace, epigenetické zmény, CN LOH,

34



aUPD). Vysetieni genomu bun¢k kostni dfené u nemocnych s MDS je proto velmi
dilezité nejen pro piesné stanoveni diagndzy a progndzy onemocnéni, ale i pro nasledné

monitorovani v prub¢hu 1écby.
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Tabulka 2: WHO Kklasifikace myelodysplastickych syndromi. Pievzato a upraveno z (Arber, et al. 2016).

Subtyp Dysplastické Cytopenie* prstencité sideroblasty v Blasty v KD  Cytogenetiky nalez
linie KD aPK (konvenéni karyotyp)
MDS s dysplazii 1 1¢i2 <15%/<5%** KD<5%, jakykoliv pokud
V jedné radé PK<1% nespliuje kritéria pro
(MDS-SLD) MDS s isolovanou
del(5q)

MDS s 2 nebo 3 1-3 <15%/<5%** KD<5%, jakykoliv pokud
viceliniovou PK<1% nespliiyje kritéria pro
dysplazii MDS s isolovanou

(MDS-MLD) del(5q)
MDS s prstencitym sideroblasty
(MDS-RS)
MDS-RS 1 1¢i2 >15%/=5%** KD<5%, jakykoliv pokud
s dysplazii PK<1% nespliuje kritéria pro
V jedné Fadé MDS s isolovanou
(MDS-RS-SLD) del(5q)
MDS-RS 2 nebo 3 1-3 >15%/>5%** KD<5%, jakykoliv pokud
s viceliniovou PK<1% nespliuje kritéria pro
dysplazii MDS s isolovanou
(MDS-RS- del(5q)
MLD)
MDS 1-3 1-2 zadné ¢i cokoliv KD<5%, del(5q) samotna ¢i
s isolovanou PK<1% s jednou dalsi aberaci
del(5q) [s vyjimkou del(7q), -
7]
MDS s pirebytkem blasti
(MDS-EB)
MDS-EB-1 0-3 1-3 zadné ¢&i cokoliv KD 5-9%, jakykoliv
¢i PK 2-4%
MDS-EB-2 0-3 1-3 zadné ¢i cokoliv KD 10-19%, jakykoliv
¢i PK 5-19%
MDS, neklasifikovana
(MDS-U)
s 1% blasti KD 1-3 1-3 zadné ¢i cokoliv KD<5%, jakykoliv
PK=1%
s dysplazii 1 3 zadné ¢i cokoliv KD<5%, jakykoliv
V jedné radé a PK<1%
pancytopenii
v zavislosti na 0 1-3 <15%-+ KD<5%,
definujici PK<1%
cytogenetické
aberaci
refrakterni 1-3 1-3 zadné ¢i cokoliv KD<5%, jakykoliv
cytopenie u déti PK<2%

* Cytopenie je definovana jako: hemoglobin, < 10 g/dl; mnoZstvi krevnich desticek, < 100x10° I; mnoZstvi neutrofild,
1.8x10° 1. Nékteré MDS se mohou vzicné projevovat mirnymi anemiemi & trombocytopeniemi, které maji vyssi
hodnoty. MnoZstvi monocytil izolovanych z periferni krve musi byt 1x10° I.

** Musi byt pfitomna mutace SF3B1.

+ Nemocni s > 15% prstencitych sideroblastii jsou podle definice klasifikovani jako MDS-RS-SLD.
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Myelodysplastické  syndromy se obecné vyznacuji charakteristickym
genetickym profilem zahrnujicim pfevazné nebalancované zmény. VétSinou jsou
pozorovany ztraty genetického materidlu ve form¢ deleci ¢i monosomii. Zisk
genetick¢ho materialu (parcialni nebo kompletni trisomie) a balancované translokace
jsou méné casté. Mezi prognosticky vyznamné a tedy nejlépe prostudované
cytogenetické zmény u MDS patii izolovana delece dlouhych ramen chromosomu 5
[del(50)], ztrata celého chromosomu 7 nebo delece jeho dlouhych ramen [del(7Q)], a
dale delece kratkych ramen chromosomu 17 [del(17p)], ktera je spojovana s mutacemi
genu TP53. Dalsimi vyznamnymi nalezy jsou trisomie chromosomu 8, delece dlouhych
ramen chromosomu 20 [del(20p)], delece dlouhych ramen chromosomu 11 [del(11q)]
atd. (Haase 2008; Sperling, et al. 2017).

Delece 5q se vyskytuje u ptiblizné 30 % abnormalnich karyotypt, at’ uz jako
jedind zména, ¢i v kombinaci sdalsimi aberacemi. Rozsah delece 5q se mezi
jednotlivymi nemocnymi 1i8i, nicméné na zaklad¢ nékolika studii byly stanoveny dvé
spole¢né deletované oblasti (common deleted regions, CDR) (Boultwood, et al. 2010;
Jaju, et al. 1998; Westbrook, et al. 2000). Proximalni CDR je popisovana Vv oblasti
5031.1-5g31.2. Tato oblast mize byt ve vzacnych piipadech u atypickych deleci
zachovana (Brezinova, et al. 2012). Distalni oblast zahrnuje pruhy 5932 — 5033 a
predpoklada se, Ze je spojena s patogenezi 5q° syndromu (Boultwood, et al. 2010).

Progn6za nemocnych se mezi jednotlivymi aberacemi lisi, avSak jakykoliv zisk
dalSich aberaci béhem vyvoje onemocnéni ¢1 vyskyt komplexniho karyotypu znamena
zhorSeni prognozy (Wang, et al. 2010). Revidovany mezinarodni skoérovaci systém

(IPSS-R) shrnuje tyto nalezy a jejich dopad na prognézu nemocnych (tabulka 3).
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Tabulka 3: Revidovany mezinarodni skérovaci systém (IPSS-R). Pievzato a upraveno z (Greenberg, et al. 2012).

Prognéza dle IPSS-R Cytogenetické aberace Median pieziti [r]

Velmi dobra -Y, del(11q) 5,4

Normalni nalez, del(5q), del(12p),
Dobra del(20q), del(5q) a jedna dalsi 4,8

aberace

del(7q), +8, +9, i(17q), jakykoliv
Sti‘edni nezavisly klon obsahujici jednu ¢i 2,7

dv¢ aberace

-7, inv(3)/t(3g)/del(3q), klon

. s del(7q)/-7 a jednou dalsi
Spatna 15
aberaci, komplexni karyotyp

zahrnujici tii aberace
Komplexni karyotyp s vice nez

Velmi Spatna . : 0,7
tfemi aberacemi

V letech 2002 az 2016 jsme na nasem pracovisti rektrospektivné i prospektivné
vysetfili v rdmci grantovych projekti nemocné s MDS kombinaci metod konvenéni
cytogenetiky, mFISH, mBAND, I-FISH a CGH/SNP array. Ziskana data jsme pak
vyuzili pro sepsani nékolika publikaci.

Analyzovali jsme skupinu 148 nemocnych s komplexnim karyotypem a
intersticialni deleci dlouhych ramen chromosomu 5 S cilem zjistit, které chromosomy
nebo chromosomové oblasti vstupuji nejcastéji do komplexnich ptestaveb, lokalizovat
pfesna zlomova mista na pfestavénych chromosomech a identifikovat nebalancované
genomoveé zmeény, které mohou hrat vyznamnou ulohu v progresi onemocnéni (ptiloha
4) (Zemanova, et al. 2014).

Komplexni karyotyp jsme definovali jako numerické a strukturni zmény, které
zahrnovaly tfi a vice chromosomtl, a/nebo strukturni prestavby, u kterych doslo ke tfem
a vice zlomim na chromosomech. Balancované ptestavby (napft. reciproké translokace,
inzerce), zisk ¢i ztratu celého chromosomu, ¢i ring chromosom tvofeny materialem
Z jednoho chromosomu jsme pocitali jako jednu zménu. Nebalancované zmény vedouci
k piestavbé dvou ¢i vice chromosomu a invertované duplikace byly pocitany jako dvé a

vice zmén (podle poctu zahrnutych chromosomi).
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V této studii jsme nejcastéjsi zlomy pozorovali v oblastech 5q14.3, 5q34,
5033.3, 50q11.2 a 5q13.2 (viz obr. 6). Fragmenty chromosomu 5 pak byly casto
translokovany na jiné chromosomy, konkrétné se jednalo o chromosomy 17, 3, 7 a 18

(sefazeno dle Cetnosti vyskytu).
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Obrazek 6: Rozsah deleci a amplifikaci na chromosomu 5 detekovanych metodou array CGH. Deletované
oblasti jsou zelen& znacené a amplifikované oblasti Cervené. CCR — spoleéna zachovana oblast (5p11.1- p14:2),
CDR - spole¢na deletovana oblast (5q31.1 — 5q32). Pievzato z (Zemanova, et al. 2014).
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Kromé delece chromosomu 5 jsme Casto pozorovali delece ¢i monosomie
chromosomil 3, 7, 16, 17 a 18. Amplifikace ¢i trisomie/tetrasomie se v naSem souboru
v souladu s literaturou vyskytovaly s nizsi Cetnosti. Nejéastéji postihovaly chromosomy
8,21,22,11, 13,2 9. Komplexni karyotyp ve vétSiné ptipadil (89,2 %) obsahoval vice
nez pét chromosomovych zmén. U nemocnych S vice nez péti aberacemi jsme prokazali
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statisticky hor$i celkové preziti (p = 0,004), které pravdépodobné souvisi s vysokou
genomovou nestabilitou studovanych bun¢k.

Analyza genomu pomoci DNA mikroCipt U 49 % nemocnych s komplexnim
karyotypem odhalila zmény, skladajici se z velkého mnozstvi ztrat ¢i ziskl genetického
materialu v ramci ohrani¢eného useku chromosomu. Rozpad chromosomii na malé
kousky nejspiSe vznikl jako dusledek chromotripsis. V naSem souboru byly nejcastéji
zasazeny chromosomy 5, 7, 12 a 17. Celkové pfeziti pacientli se nijak neliSilo od
ostatnich nemocnych s komplexnim karyotypem (median OS pro obé skupiny byl 4
mésice, p = 0,224). V dalsi studii jsme na vét§im souboru vySetfenych pacient (222
pacientt s MDS a komplexnim karyotypem) popsali vyssi frekvenci ztraty
hererozygozyty ¢i ziskanou uniparentalni disomii na kratkych ramenech chromosomu
17 u nemocnych s vyskytem chromotripsis (p = 0,05) (Zemanova, et al. 2016). Pravé
oblast 17p je spojovana s mutacemi v genu TP53, jehoz ztrata exprese muze vyustit
v tak rozsahlé a katastrofické piestavby jako je zminovana chromotripsis (Jasek, et al.
2010).

V dal§i praci jsme se u nemocného s refraktorni anémii s prstencitymi
sideroblasty (MDS-RARS dle WHO Kklasifikace 2008) zaméfili na analyzu
isochromosomu 20 se ztratou intersticialni ¢asti 20q [ider(20q)] (pfiloha 5) (Brezinova,
et al. 2014). Pomoci FISH s lokus specifickymi sondami jsme potvrdili deleci oblasti
20011/20912. Metodou mBAND jsme piesné popsali ider(20)(q10)del(20)(q11.1g13.1).
Metoda CGH array potvrdila dvé amplifikované oblasti add(20)(pl1qll.21) a
add(20)(q13.2913.33), a dv¢ deletované oblasti, prvni zahrnujici kratka ramena
chromosomu 20 del(20)(pterp11.2) a druhou del(20)(q11.21q13.2). Prokazali jsme, Ze
se jedna dicentricky chromosom a ze ke zlomu doslo za 4. exonem ASXL1 (Additional
Sex Comb Like 1) genu a pied 3. exonem TSHZ2 (Teashirt Zing Finger Homeobox 2)
genu. Pomoci Sesti bacterial artificial chromosome (BAC) sond jsme potvrdili mista
zlomu zahrnujici proximalné gen ASXL1 a distalné gen TSHZ2. Vznikl tak novy fizni
gen, ktery jsme ovétili sekvenovanim na mRNA trovni (obr. 7). Na rozdil od samotné
delece 20q, kterd pro nemocného znamena dobrou prognézu, mutace ASXL1 genu,
predevsim zahrnujici exon 12, ma nepfiznivy vliv na vyvoj onemocnéni (Baker, et al.

2008).
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Obrazek 7: Vysledek molekulirné cytogenetickych a genetickych analyz mapujicich aberaci na chromosomu 20. (A)
Vysledek CGH array. Deletované oblasti jsou vyznaceny Cervené. Zelené jsou znaeny amplifikované ¢asti chromosomu 20.
(B) Agarosovy gen dokumentujici 247kb velky PCR produkt pochazejici z ASXL1/TSHZ2 fazniho genu. M, 50bp DNA
zebticek; N kontrola bez templatu; P, pacientiiv vzorek. Sekvenacni analyza slabého produktu nalézajici ho se mezi 350 —
400bp odhalila nespecificky amplifika¢ni produkt. (C) Metoda mBAND potvrdila isochromosom dlouhych ramen
chromosomu 20. (D) Sekvenace identifikovala fuzi mezi ¢tvrtym exonem ASXL1 a téetim exonem TSHZ2. Ptevzato z
(Brezinova, et al. 2014)

Zaméfili jsme se rovnéZz na detailni analyzu deleci ASXL1 genu (Brezinova, et
al. 2016). V souboru 32 nemocnych se samostatnou deleci 20q jsme popsali parcialni
deleci ASXL1 genu u 24 % nemocnych, deleci celého genu u 32 % pacientli. Metoda
CGH/SNP array prokazala jako nejcastéjsi, avSak ne vylucné zlomové misto 4. exon
ASXL1 genu (pét nemocnych), dvanacty exon byl deletovan u vSech pacientii. V této
skupin€ doposud pieziva 47 % nemocnych, ve skupiné bez delece ASXL1 pieziva 67 %
pacientli. Pozorujeme tedy mirny nepiiznivy trend u pacientll s deleci, nicméné
vzhledem k nizké frekvenci vyskytu této aberace, a tedy i malému poctu pacientd, jsme
jej prozatim nemohli statisticky potvrdit. Nase studie vSak naznacuje, zZe nejen mutace
genu ASXL1, ale také jeho parcidlni ¢i totdlni delece mize mit nepfiznivy vliv na

prognézu nemocnych s MDS.
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Zavér —cil 2.:

Kombinaci molekularné cytogenetickych a molekularné genetickych metod
jsme analyzovali nebalancované chromosomové zmény v genomu preleukemickych
bunék nemocnych s myelodysplastickymi syndromy. Popsali jsme nejcastéjsi
rekurentni zlomova mista na deletovaném chromosomu 5. Zjistili jsme, Ze do
prestaveb s deletovanym chromosomem 5 nejéastéji vstupovaly chromosomy 17, 3,
7, a 18. U 49 % nemocnych s MDS a komplexnim karyotypem jsme pozorovali
rozpad nékterych chromosomii nebo jejich c¢asti, v literatuie popisovany jako
chromotripsis. Soucasné stimto jevem jsme pozorovali Cetny vyskyt aberaci
kratkych ramen chromosomu 17, zahrnujicich tumor supresorovy gen TP53. Za
pouziti kombinace metod CGH/SNP array a I-FISH jsme piesné urcili zlomové
misto na derivovaném isochromosomu 20 u nemocného s MDS-RARS a popsali
jsme novy, dosud neznamy fuzni gen ASXL1-THSZ2. Nase vysledky ukazuji, Ze
kombinace molekularné cytogenetickych metod umozZiiuje nejen piesné popsat
chromosomové prestavby, ztraty ¢i zisky chromosomového materialu, ale také

identifikovat unikatni jevy (nap¥. chromotripsis) ¢i nové fuzni geny.
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Zavér

Charakteristickym rysem maligniho procesu je vysokd nestabilita genomu
nadorovych bunék. Pficinou tohoto jevu muze byt hromadéni poSkozeni DNA, selhani
bunéénych repara¢nich mechanismi, poruchy v regulaci bunééného cyklu ¢i
epigenetické zmény. Genomova nestabilita hraje dilezitou roli pfi vzniku a progresi
malignich onemocnéni a projevuje se zvySenou frekvenci genovych mutaci a
nebalancovanych chromosomovych aberaci. V jejich disledku dochazi nejen ke vzniku
novych faznich gent, ale také k amplifikaci a deleci jednotlivych genti nebo celych
genomovych oblasti. Pfimym dopadem nebalancovanych aberaci jsou ztraty ¢i
inaktivace tumor supresorovych genii a/nebo amplifikace onkogent, které vedou
k dal$im porucham regulace buné¢ného cyklu.

Ve studiu tlohy nebalancovanych zmén v patogenezi nadorovych onemocnéni
jsme se zaméfili na dvé skupiny — nemocné s MDS a pacienty s difuznimi mozkovymi
gliomy. Obé¢ skupiny jsou charakteristické vysokym vyskytem nebalancovanych aberaci
Vv karyotypu nadorovych bunék. U téchto onemocnéni jsme detailn€ popsali nejcastéjsi
chromosomové aberace a urcili jsme jejich frekvenci u jednotlivych subtypu (specificky
vyskyt 1p/199 kodelece u nemocnych s oligodendrogliomy, apod.). Detailné jsme
prostudovali rekurentni zlomova mista na piestavénych chromosomech. Naptiklad u
nemocnych s MDS na chromosomu 5 jsme nej¢astéji pozorovali chromosomové zlomy
v oblastech 5q14.3, 5034, 5933.3, 5911.2 a 5g13.2. Zjistili jsme, ze K interakcim mezi
nekterymi chromosomy dochazelo s vysSi frekvenci nez v ostatnich ptipadech.
Domnivame se tedy, ze se pravdépodobné nejedna o nahodily dé;.

Na unikatnich souborech nemocnych jsme potvrdili, ze s vy$§i mirou komplexity
pfestaveb genomu, a tedy i vyssi frekvenci nebalancovanych zmén se zhorSuje prognoza
nemocnych  (napf. statisticky  potvrzeny  vys§i  vyskyt nebalancovanych
chromozomovych zmén u nemocnych s astrocytomy ¢i horsi OS u nemocnych s MDS a
komplexnim karyotypem zahrnujicim vice jak pét zmén). V nékterych piipadech pak
muze dojit krozpadu jednoho ¢i vice chromozoml vjeden kriticky okamzik
(chromotripsis). V nasich studiich byl vyskyt chromotripsis ¢asto asociovany se ztratou
heterozygozyty kratkych ramen chromosomu 17 a mutacemi TP53 genu. Chromotripsis
lze na chromosomové urovni odhalit prostfednictvim CGH/SNP array, mFISH ¢i

sekvenovanim nové generace. Vzhledem Kk tomu, Ze tento jev hraje pravdépodobné
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vyznamnou ulohu v progresi nadorovych onemocnéni, miize byt jeho vcasné odhaleni
velmi dulezité pro volbu odpovidajiciho 1é¢ebného ptistupu.

Kombinace molekularné¢ cytogenetickych a molekuldrné genetickych metod
umoziuje detailn¢ analyzovat stav genomu nadorovych buné¢k, tj. nejen detekovat
balancované ¢i nebalancovana zmény, ale také zachytit nékteré nové jevy (napf.
chromotripsis), nové fuzni geny, ¢i dosud nepopsané metylace genovych promotorti.
Tyto nové néalezy pak mohou hrat roli pfi ureni subtypu onemocnéni nebo stanoveni
progndzy nemocnych a nékteré z nich mohou byt nasledné vyuzity jako vhodné cile pro
budouci terapii. Ztéchto divodi jsou cytogenetické a molekuldrné cytogenetické
metody i v dobé sekvenovani nové generace stale vyznamnou soucasti vySetieni
nemocnych s riznymi typy nddorovych onemocnéni, a to jak v dobé stanoveni
diagndzy, tak i pfi monitorovani lé€ebné odpovédi a sledovani klonalniho vyvoje ¢i

relapsu/rekurence onemocnéni.
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