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ABSTRAKT:

Klicova slova: Myelodysplasticky syndrom; mutace v genu 7P53; hypometyla¢ni 1é¢ba;
asociacni studie; jednonukleotidové polymorfismy

Myelodysplasticky  syndrom (MDS) je heterogenni skupina klonalnich
hematopoietickych onemocnéni s neefektivni hematopoézou. Je charakterizovan
morfologickou dysplazii, periferni cytopenii postihujici jednu ¢i vice vyvojovych bunéénych
linii a zvySenym rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie (AML). Casné faze
MDS se daji povazovat za premaligni onemocnéni. Patogeneze MDS nebyla doposud
dostatecné vysvétlena, ale srozvojem molekularné genetickych a cytogenetickych metod
dochazi postupné k objasiiovani vzniku a vyvoje choroby.

Vedle cytogenetickych zmén, které jsou soucasti pouzivaného prognostického systému
(IPSS-R), se do poptedi dostavaji také somatické mutace nachazejici se v riznych genech.
V klinické praxi vSak nejsou zatim rutinné pouzivany. Jeden z cili této prace bylo sledovani
mutaci v genu 7P53 u pacientdl s nizkym rizikem MDS, ktefi maji obecné dobrou prognézu a
u kterych tato zjisténi maji zvlasté relevantni prognosticky vyznam. Vysetfili jsme celkem
154 pacientl s nizkym rizikem MDS a u 13% z nich jsme detekovali mutaci. Po rozdé¢leni
pacientdi podle pfitomnosti del(5q) jsme zjistili signifikantni rozdily v zastoupeni mutaci. U
23,6% pacientll s deleci byla zachycena mutace na rozdil od 3,8% pacientl bez delece.
Multivariantni analyzou jsme zjistili, ze mutace v genu 7P53 (HR 3,7) je nejsilngjsi
prognosticky faktor pro celkové pieziti (OS), tak i pro pteziti bez progrese (PFS). Daéle jsme
zjistili, ze malé TP53-mutované subklony nemaji stejny neptiznivy prognosticky dopad na OS
a PFS u pacientli s niz§im rizikem MDS, tak jako klony s vysokou mutacni zaté€zi. Byla
zjisténa korelace ve velikosti mutovaného klonu mezi bunikami izolovanymi z periferni krve a
kostni diené. Na zéklad¢ zjisténych vysledki se domnivame, ze by mélo byt ur€ovani mutaci
v genu TP53 u pacientd snizkym rizikem MDS provadéno rutinné¢ v dobé stanoveni
diagndzy, v pribehu choroby, a pted zahdjenim 1éCby.

Hypometyla¢ni terapie pomoci azacitidinu (AZA) se v soucasné dob& pouziva v 1écbé
pacientt s pokroc¢ilymi formami MDS, ktefi nejsou indikovéni k transplantaci krvetvornych
bun¢k. Na 1écbu AZA pozitivné reaguje pouze polovina pacientll a klinicky stav pacientll po
selhani 1é€by AZA je velmi Spatny. Proto jsme se zaméfili na identifikaci markerd, které by
mohly predikovat 1écebnou odpovéd’ na AZA. Identifikovali jsme zvySenou expresi nékolika
ribozomalnich genli u pacientll bez odpovédi pfed zahdjenim 1écby AZA, coz pravdépodobné
odrazelo intenzivni proteosyntézu v proliferativnich/neoplastickych buinikach. Predpoklddame,
ze selhani 1éCby je vysledkem vysoké miry proliferace a pokrocilého stavu onemocnéni, ktery
nelze hypometylacni 1é€bou jiz zvratit.

Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) v sekvenci DNA jsou nejvice rozSifené
polymorfismy v genomu ¢lov€ka a mohou slouzZit k odhalovani genetickych predispozic
k onemocnénim v ramci asociacnich studii. Pokusili jsme se najit SNPs, které by s MDS
souvisely at’ jiz pfimo nebo by byly ve vazebné nerovnovaze se skute¢nou kauzalni alelou.
Nalezli jsme devét bodovych polymorfismi, které souvisely s MDS fenotypem. Z toho tii
SNPs jsou lokalizovany v DNA reparacnich genech (LIGI, RAD52, MSH3) a jeden SNP
v genu, ktery chrani buiiky pfed oxida¢nim poskozenim (GPX3). Déle byly identifikovany
dva SNPs (ROSI, STK6), jejichz genotyp byl asociovan s celkovym prezitim pacientd.
Domnivame se, Ze tyto geny by se mohly podilet na vzniku MDS.

Vysledky predkladané disertacni prace poskytuji dal$i informace o molekularnim
pozadi MDS a moznych mechanismech vedoucich ke vzniku ¢i progresi onemocnéni a jsou
také podkladem pro dalsi studie zaméfené na aplikaci téchto nélezu do klinické praxe.



ABSTRACT:

Key words: Myelodysplastic syndrome; mutations in 7P53 gene; hypomethylation
therapy; association study; single nucleotide polymorphisms

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of clonal hematopoietic
stem cell disorders with ineffective hematopoiesis. It is characterized by morphological
dysplasia, peripheral cytopenias affecting one or more cell lineages and an increased risk of
transformation into acute myeloid leukemia (AML). The early stages of MDS can be
considered a premalignant disease. The pathogenesis of MDS has not been fully explained
yet, but due to the development of molecular genetic and cytogenetic methods, the origin and
development of the disease is gradually being elucidated.

In addition to the cytogenetic changes that are part of the prognostic system (IPSS-R),
the somatic mutations found in different genes come to the forefront of interest. However,
they are not routinely used in clinical practice. One of the objectives of this study was
monitoring of mutations in 7P53 gene in lower-risk MDS patients who generally have a good
prognosis and for whom these findings have a particularly relevant prognostic significance.
We investigated a total of 154 patients with lower-risk MDS, and 13% of them had a
mutation. After dividing patients according to the presence of del(5q), we observed significant
differences in the incidence of the mutations. The mutations were detected in 23.6% of
patients with deletion compared to 3.8% of patients without deletion. Using multivariate
analysis, we determined that the mutation in 7P53 gene (HR 3.7) is the strongest prognostic
factor for both overall survival (OS) and progression-free survival (PFS). We also found that
small 7P53-mutated subclones did not have the same unfavorable prognostic impact on OS
and PFS in patients with low-risk MDS as the clones with high mutational burden. A high
correlation in the size of the mutated clone was found between cells isolated from peripheral
blood and bone marrow. Based on these findings, we assume that the 7P53 mutations should
be routinely detected at the time of diagnosis, during the course of the disease, and prior to
initiation of treatment, in patients with lower-risk MDS.

Azacitidine (AZA) hypomethylation therapy is currently used for the treatment of
patients with advanced stages of MDS who are not indicated for hematopoietic stem cell
transplantation. Approximately only half of the patients respond positively to the AZA
therapy and the clinical patient outcome after AZA treatment failure is very poor. Therefore,
we focused on the identification of markers that could predict the response to AZA therapy.
We detected an increased expression of several ribosomal genes in non-responsive patients
before AZA treatment that likely reflected an intensive proteosynthesis in
proliferative/neoplastic cells. We suppose that a possible treatment failure results from a high
rate of proliferation and advanced state of the disease cannot be reversed by demethylation
treatment.

Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the DNA sequence are the most common
polymorphisms in the human genome, and can serve to detect genetic predispositions to
disease in association studies. We attempted to identify SNPs that could be related to MDS
either directly or were in linkage disequilibrium with the actual causal allele. We found nine
point polymorphisms that were associated with MDS phenotype. Of these, three SNPs are
located in DNA repair genes (LIGI, RAD52, and MSH3) and one in the gene protecting the
cells from oxidative damage (GPX3). In addition, two SNPs (ROS1, STK6), whose genotype
was associated with overall survival of the patients, were identified. We hypothesize that
these genes may be involved in the pathogenesis of MDS.

The results of the presented dissertation provide further information on the molecular
background of MDS and possible mechanisms leading to the onset or progression of the
disease and also represent the basis for further studies aimed at applying these findings to
clinical practice.



1. UVOD

1.1. Myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky  syndrom (MDS) je heterogenni skupina  klonalnich
hematopoietickych onemocnéni s neefektivni hematopoézou. Je charakterizovan
morfologickou dysplazii a periferni cytopenii postihujici jednu ¢i vice vyvojovych linii a
zvy$enym rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie (AML). Casné faze MDS se
daji povazovat za premaligni (preleukemické) onemocnéni (Nimer SD, 2008).

Vétsina piipada, 80% az 90%, vznikd de novo a jejich etiologie je nejasnd. Tento typ
MDS oznacujeme jako primarni. Zatimco 10% az 20% piipadl vznikd druhotné. Tento typ
MDS nazyvame jako sekundarni a vznika po radioterapii nebo po chemoterapii (alkylacnimi
cytostatiky ¢i inhibitory topoizomerazy II) nebo za rizné¢ dlouhou dobu po expozici napft.
benzenu, insekticidim, pesticidim nebo organickym rozpoustédlam.

Incidence MDS se ptiblizné pohybuje kolem 3-5 ptipadti na 100 000 obyvatel za rok
Primérny vek pacienta je 65 let. Diagnosticka vySetieni se opiraji o nalezy v periferni krvi
(PK) a vysetieni kostni diené¢ (KD). Pro klasifikaci MDS syndromil bylo vytvotfeno nékolik
klasifika¢nich systému, které jsou zaloZeny hlavné na hodnoceni poctu a typu cytopenii a
procentu myeloblasti v KD. Pouzivan je hlavné WHO (World Health Organization)
klasifika¢ni systém z roku 2016 (Arber DA etal., 2016). Pro zhodnoceni progndzy a pieziti
pacientil je zavedeno také nékolik prognostickych systémtl. Nejnovéjsi je IPSS-R (Revised
International Prognostic Scoring Systém), ktery zatrazuje pacienty do péti kategorii rizika
(velmi nizké az po velmi vysoké) na zakladé prognozy vyvoje onemocnéni s rozdilnou dobou
pteziti pacientll a dobou progrese onemocnéni do AML (Greenberg PL et al., 2012). Lécba
pacientl je individualizovand a zaloZena na rizikovosti onemocnéni. Lécebna strategie pro
pacienty s niz$im a stfednim rizikem spociva v podplrné, stimulacni (podavani ristovych
faktord krvetvorby), chelata¢ni, imunosupresivni nebo imunomodulac¢ni terapii. Cilem 1écby
je zlepSeni kvality a prodlouZeni délky Zivota. U pacientd s vysokym rizikem je terapie
zamétena na vymyceni patologického klonu a na prevenci transformace do AML.

Patogeneze MDS, i kdyz je intenzivné zkoumana, neni dosud objasnéna. Pfedpoklada
se, Ze stejné jako u ostatnich nadorovych onemocnéni, se jedna o vicestupniovy proces, ktery
méni normalni buniku na nadorovou. Dochédzi k postupnému hromadéni genetickych a
epigenetickych zmén. Pfiblizné u 55% MDS pacientii se nachdzi klonalni cytogeneticka
aberace, u sekundarnitho MDS je to az 80%. Nejcastéji detekovanymi aberacemi jsou Uplné ¢i
castecné delece chromozomu, pfidatné chromozomy a méné cCastymi jsou vyvazZené
translokace (Haase D et al., 2007; Mallo M et al., 2011; Kern W et al., 2010; Gondek LP et
al., 2008; Zemanova Z et al., 2014). 90% pacientd s MDS nese alespon jednu somatickou
mutaci v n€kterém z genit mutovanych u myeloidnich malignit.

1.2. Mutace v genu 7P53

Vedle cytogenetickych zmén, které jsou soucasti pouzivané¢ho prognostického systému
IPSS-R, se do popiedi dostavaji také somatické mutace nachazejici se v rtiznych genech.
V klinické praxi nejsou zatim rutinné pouZzivany, ale probihd mezinarodni vyzkum zaméteny
na mutacni analyzy a jejich zafazeni do prognostického skérovaciho systému (IPSS-Rm: The
Revised International Prognostic Scoring System "Molecular").

Mutace v tumor supresorovém genu 7P53, ktery je mutovany u vétSiny nadori véetné
hematologickych malignit, jsou v soucasné dob¢ nejvice diskutovany. Je to klicovy regulacni
faktor celé fady gent ovliviujicich proliferaci, apoptozu, reparaci DNA a angiogenezi. TP53
Casto podléhd bodovym zdménam, nejCastéji typu missense v DNA-vazebné doméné.
Dusledkem mutaci jsou zkracené a nefunkéni formy proteinu nebo konformacné pozménény
protein. Mutace v tomto genu jsou ¢asto spojovany s pokrocilymi stadiit MDS, nachazi se az u
70% pacientl s komplexnim karyotypem a 35% pacienti s MDS souvisejici s terapii. U
pacientli s nizkym rizikem se vyskytuje piiblizn€ u 10% pacientl. (Sebaa A et al., 2012;



Fidler C et al., 2004; Kulasekararaj AG et al., 2013; Jadersten M et al., 2011; Sallman DA et
al., 2017; Wong TN et al., 2015; Saft L et al. 2014).

1.3. Hypometylaé¢ni 1écba u MDS

Hypometyla¢ni terapie se v soucasné dob¢ pouziva v terapii nemocnych s pokroc¢ilymi
formami MDS, kteii nejsou indikovani k transplantaci krvetvornych bunék (Itzykson R et al.,
2011; Fenaux P, et al, 2011; Silverman LR et al., 2002; Diesch J et al., 2016). Princip terapie
je zalozen na existenci abnormalni epigenetické modifikaci, konkrétné¢ abnormalni DNA
metylaci. Metylace DNA je reverzibilni proces a Ize ji zménit pomoci specifickych molekul,
inhibitortt DNMT, jako jsou 5- azacytidin (azacitidin) nebo 5-aza-2’-deoxycitidin (decitabin).
V Ceské republice je 1é¢ba azacitidinem (obchodni nazev Vidaza) hrazena z prostiedki
vefejného zdravotniho pojisténi. Cilem terapie je zvySeni poctu cCervenych krvinek,
nezavislost na transfuzich, zvyseni hladiny hemoglobinu, zvySeni poctu bilych krvinek nebo
krevnich desti¢ek a/nebo snizeni procenta blastii v KD a celkové stabilizace onemocnéni.
Azacitidin (AZA) je ribonukleosidovy analog cytidinu s antineoplastickymi ucinky, které jsou
fizeny hlavné dvéma mechanismy: inhibici DNMT pii nizkych davkach, coz vede k
hypometylaci DNA; a pfimou cytotoxicitu v abnormalnich hematopoetickych buiikdch KD v
dasledku inkorporace azacitidinu do DNA a RNA ve vysokych davkach, coz vede ke smrti
bun¢k (Glover AB et al., 1987). Oba mechanismy snizuji poc¢et abnormalnich krevnich bun¢k
a pomahaji fidit rGst bunék.

Nékolik klinickych studii ukézalo, ze po podani AZA doséhnou né¢ktefi pacienti
trvalého hematologického zlepSeni a terapie vyznamné prodlouzi OS (Itzykson R et al, 2011;
Fenaux P et al., 2009; Zeidan AM et al., 2016). Nicméné pouze piiblizné polovina pacientti
reaguje na lécbu a vysledek pacientli po selhani 1é€by AZA je velmi $patny. Proto je zddouci
identifikovat pacienty, ktefi budou na 1écbu pozitivné reagovat a navrhnout alternativni
ptistupy k 1écbé pacienttl, kteti nereaguyji.

14. Bodové polymorfismy

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) nebo-li jednonukleotidové (bodové)
polymorfismy v sekvenci DNA jsou nejvice rozsifené polymorfismy v genomu cElovéka.
Jejich odhadované mnozstvi je nékolik miliont a tvoii asi 85% genetickych polymorfismi
¢lovéka. SNPs se déle sdruzuji do blokli — haplotypt, které se zpravidla dédi spolecné. SNPs
jsou vhodnym genetickym markerem pro svoji frekvenci (na kazdych 500 az 1000bp),
stabilitu a relativné rovnomérné rozmisténi v genomu. SNPs mohou slouzit k odhalovani
genetickych predispozic k onemocnénim v ramci asocia¢nich studii, kdy se konkrétni varianta
SNP, nalezend u jedincli s nemoci porovna se zdravymi jedinci. Pfipadna statisticky
vyznamna odli$nost upozorni, ze tato alela néjakym zpiisobem s onemocnénim souvisi nebo
je ve vazebné nerovnovaze (linkage disequilibrium) se skutecnou kauzélni alelou a slouzi tedy
viceméné¢ jako jeji marker. Sestaveni podrobné SNPs mapy mulze byt vyuzito ke zjisténi genti
podilejicich se na vzniku dané choroby.

2. CIiLE PRACE A HYPOTEZY

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo s vyuzitim modernich technologii molekularni
genetiky zkoumat procesy podilejici se na vzniku a rozvoji MDS.

Specifické cile a hypotézy:
Hypotéza €. 1.: U pacienti s MDS s nizkym rizikem se vyskytuji mutace v genu 7P53 a maji
zéasadni vliv na pribéh nemoci.
Cile I.. Mutace v genu 7P53
a) Zjistit incidenci mutaci v genu 7P53 u MDS s nizkym rizikem.



b) Zjistit vliv mutace na preziti pacientul.
¢) Urcit velikost mutacni zatéze v jednotlivych typech buné¢k.

Hypotéza €. II.: Existuje urcity expresni vzorec genil, ktery by mohl predikovat odpovéd
hypometylacni 1éCby.
Cile II.:  Predikce 1é¢ebné odpovédi na hypometyla¢ni Cinidla.
a) Zjistit, zda expresni profil pacientd pied lécbou odpovida reakci na terapii.
b) Zjistit zmeény genové exprese vyvolané 1écbou.

Hypotéza ¢. II1.: Existuji polymorfismy, které jsou sdruzeny s MDS.
Cile III.:  Identifikace bodovych polymorfismii asociovanych s MDS

3. KLINICKE SOUBORY, METODY A VYSLEDKY
3.1 Mutace v genu 7P53
3.1.1 Klinicky soubor

Vzorky KD a / nebo PK byly ziskany od 154 pacientd 1é¢enych na Ustavu
hematologie a krevni transfuze (n = 82) a 1. Interni kliniky - Klinika hematologie VFN a 1.
LF UK v Praze (n = 72), Praha. Vzorky byly ziskany béhem rutinniho klinického hodnoceni.
Dale bylo vySetteno 10 zdravych kontrolnich vzorkli odpovidajiciho véku a dva vzorky
pupeénikové krve. Ctyfi z deseti kontrolnich vzorki byly izolovany z KD a zbyvajicich $est
vzorkl bylo izolovano z PK. Primérny vék kontrol byl 64,7 let (rozsah: 30-80 let). VSechny
subjekty poskytly informovany souhlas a studie byla schvalena mistni etickou komisi. V§ichni
pacienti byli klasifikovani podle IPSS kategorii. Do studie byli zafazeni pouze pacienti MDS
spadajici do skupiny s niz§im rizikem progrese do AML. To znamend, pacienti s nizkym
(n=70) nebo sttednim-1 rizikem (n=81) definovanych dle IPSS. Tii pacienty nebylo mozné
zaradit, protoze cytogeneticka data nebyla dostupna. Podle WHO 2008 klasifikace mélo 6
pacientt refrakterni anemii (RA), 6 refrakterni anemii s prstencitymi sideroblasty (RARS), 92
refrakterni cytopenii s multilinedrni dysplazii (RCMD), 6 RCMD s prstencitymi sideroblasty
(RCMD-RS), 38 MDS s izolovanou deleci (5q) a 6 refrakterni anemii s prebytkem blasti 1
(RAEB-1). Primérna doba sledovani pacientti byla 58,6 mésice (rozmezi: 0-253). Béhem této
doby 23,4% pacienti (n=36) progredovalo (alespon do RAEB-2) a 34% pacientll (n=53)
zemielo. Udaje od 58,4% pacientii (n=90) bylo cenzorovéano k poslednimu znamému dni a
7,1% (n=11) bylo cenzorovano ke dni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.
Primérna doba vysetieni mutaéniho stavu byla 32,1 mésice (rozmezi: 0-131 mésicti). Celkove
103 pacientl (66,9%) obdrzelo podptrnou 1é€bu, 8 pacientl (5,2%) bylo 1é€eno azacitidinem
pro progresi onemocnéni, 28 pacientd (18,2%) dostavalo lenalidomid a 2 pacienti (1,3%)
dostali azacitidin po piedchozi 1é€b¢ lenalidomidem.

3.1.2 Metody

Mononukledrnich bunky byly separovany pomoci gradientové centrifugace a DNA byla
izolovéana vysolovaci metodou. Pro ur¢eni nukleotidové sekvence bylo pouzito amplikonové
sekvenovani genu 7P53 (exony 4-11) na pfistroji GS Junior 454 (Roche, Indianapolis, IN).
Na pfipravu knihovny byly pouzity primery, které byly validovany v ramci IRON-II
(Interlaboratory Robustness Of Next generation sequencing) European LeukemiaNet. Pokud
byla objevena mutace, byly vySetfeny i1 dalSi bunéné populace (CD34+, CD34-, CD14+,
CD3+, granulocyty, mononuklearni buiiky) a vS§echny dostupné ptedchozi i nasledné odbéry.
Celkové bylo vySetteno 310 vzorkd na mutace v genu 7P53. Mutace TP53 byly anotovany
pomoci databaze IARC TP53 (http://p53.iarc.fr). Ze sekvenacnich dat jsme ziskali tzv.
variantni alelickou frekvenci (VAF), kterd byla definovana jako pocet ¢teni nesouci mutaci
vydélend celkovym poctem cteni. 50% mutantni alelickd zatéz v oblastech s diploidni DNA v
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homogenni bunééné populaci naznacuje, ze vSechny buiiky obsahujici danou variantu jsou v
heterozygotnim stavu (100% bunék nese heterozygotni formu mutace). Kaplan-Meierova
analyza byla pouzita pro odhad kiivek pteziti a log-rank test pro porovnani dvou kritérii.
Srovnani dle jednotlivych sledovanych faktorti (univariantni analyza) bylo provedeno pomoci
log-rank testu, multivariantni analyza Coxovou metodou. Korelace velikosti mutovanych
klonii v riznych typech bun¢k byla méfena pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. P-
hodnoty (oboustranny test) mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
Analyza byla provedena za pouziti IBM SPSS Statistics (IBM, NY, USA) a grafy byly
pfipraveny za pouziti GraphPad Prism verze 6.00 (La Jolla, CA, USA).

3.1.3 Vysledky
TP53 mutace byly identifikovany u 1/8 pacientii s nizsim rizikem MDS a 1/4 pacientii
s del(5q).

Celkové jsme identifikovali 33 mutaci u 20 ze 154 nizkorizikovych pacientt
(13,0%). Pacienti s del(5q) vykazovali napadné zvySenou prevalenci mutaci ve srovnani
s pacienty bez del(5q) 23,6% (17/72) oproti 3,8% (3/79). Sest pacienti mélo dvé mutace,
jeden pacient mél tfi mutace a jeden pacient nesl Sest mutaci. VSechny mutace byly
lokalizovéany v sekvenéné specifické DNA vazebné doméné p53.

TP53 mutace v riiznych bunécnych liniich

Dale byla stanovena alelicka frekvence mutaci u riznych typt bun¢k. CD3+ T-bunky
byly pouzity jako kontroly pro rozliSeni mutace zarodecné od somatické. Slabé % VAF
detekované v téchto buiikach bylo pravdépodobné zpisobené kontaminaci mutovanych bunék
v izolované frakci. Vysledky ukazuji, Ze vSechny zjisténé mutace v genu 7P53 jsou
somatické. Mezi jednotlivymi typy bun¢k KD a PK (CD34 +, CD34-, CD14 + a granulocyty)
byl spocitan korelacni koeficient za pouziti Pearsonova korela¢niho testu (rozmezi: r=0.833-
0.933).

Rozdéleni pacientii podle velikosti mutovaného klonu a doby prvni detekce

Pomoci webového nastroje Cutoff Finder (http://molpath.charite.de/cutoff/) byla
stanovena optimalni hladina VAF, ktera rozdélila pacienty podle délky celkového pieziti do
nckolika skupin. Tato hladina byla stanovena na 6,21 % VAF (HR 14.36, 95% CI: 3.08-
66.91; p=3.7E-5). Podle této hladiny byli pacienti s mutaci rozdéleni do tii skupin podle
velikosti mutovaného klonu a doby, kdy se u nich poprvé objevila mutace. Prvni skupinu
tvofili pacienti, u nichz TP53 mutace byla pfitomna jiz v dob¢ diagnozy a ve vétsim % bunck
(> 6% VAF). Tuto skupinu tvofilo 35% pacientd. Druhou skupinu reprezentovalo 35%
pacientli a mutace byla diagnostikovana také jiz v dobé diagnézy, ale pouze v malém poctu
bunck (< 6%VAF). Posledni skupinu tvofilo 25% pacientli, u nichZ mutace byla detekovana
az v pribéhu onemocnéni, v priméru 31,4 mésice od stanoveni diagnézy (rozmezi: 18.6-48
mesicll). Pouze jednoho pacienta s mutaci jsme nemohli hodnotit, protoze vzorek nebyl
v dobé diagndzy dostupny. Prvni dostupny vzorek byl az 8,75 roki od stanoveni diagnozy a
byla detekovéna sestiihova mutace s 1,61% VAF.

Univariantni analyza

Byla provedena jednorozmérné analyza OS a pteziti bez progrese (PFS) k nésledujicim
proménnym: vek, pohlavi, % blastl v KD, hodnota hemoglobinu a neutrofilli, poctu krevnich
desticek, IPSS, IPSS-R, del(5q) a mutace v genu 7P53. Jako vyznamné prediktory OS byly
stanoveny: pohlavi (p = 0,001) a krevni desticky (p = 0,017). Pohlavi (p = 0,001), pocet
destic¢ek (p = 0,003) a mutacni stav 7P53 (p = 0,037) byly prediktory pro PFS.

Analyza prognostického vlivu 7P53 mutaci na OS neodhalila zddné vyznamné rozdily
v preziti mezi pacienty bez mutace a s mutaci bez ohledu na velikost mutované¢ho klonu a
doby detekce. Median OS byl 138 meésicti ve skupiné pacientd bez mutace a 80,9 mésicl ve
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skupiné s mutaci (p = 0,09). Podrobnéjsi analyza prognostického vlivu mutaci, tzn. rozdé¢leni
pacient do 3 skupin popsanych vyse, vyrazné zménila kiivky pieziti. Prvni skupina pacienta
s mutaci detekovanou v dob¢ diagnézy s VAF> 6% (pramérna VAF: 43,4%; rozmezi: 23,9 az
76,8%) méla vyznamné krat$si OS 43,5 mésicii ve srovnani se skupinou bez mutace se 138
mésici (p = 0,003; HR 12.2, 95% CI: 2.34-63.49). Druha skupina, ktera zahrnovala pacienty s
mutaci 7P53 detekovanou v dobé diagnozy s VAF <6% (primérna VAF: 2,1%; rozmezi: 0,3
az 4,7%), a tfeti skupina zahrnovala pacienty, ktefi ziskali mutaci v pribéhu onemocnéni
(pramér: 31,4 mésict po stanoveni diagnozy), nevykazaly vyznamné zmény v OS (p = 0,77 a
p =0,99). (Obrazek ¢.1).

Déle jsme analyzovali PFS podle muta¢niho statusu genu 7P53 s pouzitim Kaplan-
Meierovy analyzy. Pacienti s mutaci méli signifikantné kratsi PFS ve srovnani s pacienty bez
mutace (median: 54,2 vs. 116,6 mésice; p = 0,033; HR = 2,22, 95% CI: 1,07-4,63), bez
ohledu na velikost mutovaného klonu a casu prvni detekce (Obrazek ¢.12C). PFS se
vyznamné zmeénilo, pokud byli pacienti rozdéleni do 3 skupin popsanych vyse. PFS se
rapidné snizil ve skupiné pacientti s mutaci detekovanou v dobé diagnoézy a s VAF> 6% na
20,2 meésice oproti 116,6 mésici ve skupiné¢ bez mutace (p <0,0001, HR = 79,46, 95% CI:
14,17 az 445,6). Ve skupiné pacientti s mutaci identifikovanou v dob¢ diagnézy a VAF <6% a
ve skupiné pacientl, ktefi ziskali mutace v pribéhu onemocnéni, jsme nezjistili zadné
vyznamné zmény v PFS (p = 0,53 a p = 0,79). Obrazek ¢.1.
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Obriazek ¢. 1. Celkové preziti (OS) a pieziti bez progrese (PFS) podle mutaéniho
statusu 7P53. Pacienti rozdéleni podle mutacni zatéZe a doby prvni detekce do Ctyt skupin.

Multivariantni analyza

Byl pouzit Coxlv regresni model proporcionalnich rizik pro stanoveni vlivu kazdé
proménné vzhledem k OS a PFS. Proménné zahrnovaly: vék, pohlavi, % blasti v KD,
hemoglobin, neutrofily, pocet krevnich desticek, karyotyp, del(5q), rizikové skupiny IPSS,
IPSS-R a 7P53 mutace. Multivariantni analyzou bylo zjiSténo, ze TP53 mutace (HR 4,389,
95% CI: 1,842 - 10,455, p = 0,001), pocet desticek (HR 0,451, 95% CI: 0,214-0,951; p =
0,036) a pohlavi (HR 2,777, 95% CI: 1,404-5,494; p = 0,003) jsou statisticky vyznamné pro
OS. TP53 mutace (HR 3,743, 95% CI: 1,741-8,044; p = 0,001), pohlavi (HR 2,636, 95% CI:
1,409-4,930; p = 0,002) a pocet krevnich desti¢ek (HR 0,386 95% CI: 0,198 az 0,752; p =
0,005) jsou statisticky vyznamné pro PFS.

3.2 Predikce odpovédi na hypometylaéni 1é¢bu

3.2.1 Klinicky soubor

Byly vySetfeny CD34+ hematopoetické pluripotentni buiiky od 32 pacientd 1é¢enych
azacitidinem a 10 zdravych kontrol. 19 pacienti bylo s diagnézou MDS, 3 pacienti
s chronickou myelomonocytarni leukemii (CMML) a 10 sakutni myeloidni leukemii s
s myelodysplasii ptibuznymi zmeénami (AML-MRC). Diagndzy byly stanoveny podle WHO
klasifikace. Vzorky byly odebrany pii rutinnich vysetfenich s informovanym souhlasem na
Klinice hematologie 1 Interni kliniky VFN a Ustavu hematologie a krevni transfiize v Praze.
Median véku pacientii byl 68 let s rozsahem od 22 do 85 let. Median véku kontrol byl 67 let
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s rozsahem od 21 do 80 let. AZA byl podavan podle doporudeni a to 75mg/m?* denné po dobu
7 dna kazdych 28 dnti. Medidn podavanych cykli 1é¢by azacitidinem byl 13 s rozmezi od 3
do 32 cykli. Odpoveéd’ byla hodnocena podle kritéria mezinarodni pracovni skupiny (IWG)
pro MDS (Cheson BD et al., 2006) a AML (Cheson BD et al., 2003). Jako pacienti reagujici
na lécbu jsou povazovani ti, kteti dosdhnou kompletni remise (CR), parcidlni remise (PR),
kompletni remise ve dieni (mCR) nebo hematologické zlepseni (HI). Jako pacienti nereagujici
na lécbu jsou povazovani ti, kteti vykazuji stabilitu nemoci (SD) a progresi nemoci (PD).

3.2.2 Metody
Mononuklearnich buniky byly separovany pomoci gradientové centrifugace s roztokem
Ficoll-Hypaque a RNA byla izolovana pomoci guanidin-thiokyanat-fenol-chloroformové
metody. HumanHT-12 V4 Expression BeadChip (Illumina, San Diego, CA) byl pouzit pro
vytvofeni profili mRNA exprese. Kvantitativni PCR v redlném case byla pouzita pro ovéteni
expresnich dat z microarray analyz
OS bylo definovano jako doba od zahajeni 1écby azacitidinem az do tmrti z jakékoli
pfi¢iny. Pacienti, ktefi zlistali nazivu, byli cenzurovani v dobé posledniho sledovani. Kaplan-
Meierova analyza byla pouzita pro stanoveni kiivek pfeziti. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci GraphPad Prism 4. Expresni hodnoty byly nejdfive normalizovany za
pouziti kvantilové normalizace. Neparovy neparametricky test (Mann-Whitney) byl pouzit
pro porovnani hladin exprese. Dendrogram byl sestaven pomoci softwaru MeV,
MultiExperiment Viewer, verze 4.9.0.

3.2.3 Vysledky
Charakteristika odpoveédi pacientii na lécbu

Ve studii byly zpracovany vzorky od 32 pacienti, ktefi postoupili 1écbu azacitidinem.
Odpoved’ 1é€by byla hodnocena mezi 3 az 8 cyklem. Devét pacientt (28,1%) progredovalo,
10 (31,3%) mélo onemocnéni beze zmén a 13 (40,6%) pacientli dosahlo kompletni ¢i ¢astecné
odpovédi na 1écbu

Rozdilna genova mRNA exprese mezi pacienty s a bez odpovédi na lécbu pred zahdjenim
terapie

Expresni analyza byla provedena v CD34+ pluripotentnich hematopoetickych buinkach
ziskanych od 32 pacientii pfed 1écbou a 10 zdravych kontrol. Pacienti byli rozdéleni podle
odpovédi na respondery a nerespondery. Identifikovali jsme 52 odliSn¢€ exprimovanych gent
(p <0,01) mezi takto rozdélenymi pacienty. Seznam genl byl anotovdn pomoci databaze
DAVID https://david.nciferf.gov/. Tyto deregulované geny podle funkéni anotace byly
zafazeny: ,,ribozomy* (4 geny: RPL32, RPL28, RPL31 a MRPS10), "vazba nukleotidd" (12
gent: MKI67IP, NKIRASI, ACTGI, ACVRIB, GRHPR, MAST3, ACADI11, PPP2R4, PDK3,
SLC27A43, TUBB6 a VARS) a "mitochondrie" (7 gent: MRPSI10, NIT2, PDK3, SLC25A437,
SLC27A43 , TMLHE a VARS). V databazi KEGG PATHWAY byly zjistény tyto deregulované
dréhy: ribozom (p = 0,02; RPL28, RPL31 a RPL32), a signalni drdha Wnt (p = 0,05; FRAT?2,
PPP2R5D a TBLIX).

Rozdilna genova mRNA exprese mezi pacienty s odpovedi na lécbu a pacienty beze zmeény
onemocneni pred zahdjenim terapie

Bylo identifikovano 71 rozdiln€ exprimovanych geni. NejCastéji zastoupené funkéni
kategorie mezi deregulovanymi geny byly "ATP" (7 gent; ATP6VOC, ACVRIB, LONPI,
MAOKI12 a MAP2K?2 a dalsi), "protoonkogeny" (5 genii: BTG1, HOPX, Cllorfl7 , EVI2B a
MLL), a "bunéény cyklus" (7 genti: H2AFX, RAN, ACVRIB, MAPRE2, MAPK12, MAP3K11
a MLL).” Ribozom* (p =0,03; RPLI5, RPL31, a RPL32) a ,MAPK signdlni draha* (p = 0,05;
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MAPKI12, MAP3K11, MAP2K2, a ACVRIB) byly identifikovany jako deregulované drahy.
Heatmapa z hierarchické shlukové analyzy téchto gent na obrazku ¢. 2

Celkoveé bylo nalezeno mezi skupinami pacientli rozdélenych podle odpovédi 5
rozdiln¢ exprimovanych gent souvisejicich s ribozomy (RPLI5, RPL28, RPL31, RPL32,
MRPS10, MRPS21) a 13 ribosomalnich pseudogeni (RPS26L, LOC650646, LOC402057,
LOC648103, LOC44087, LOC646785, LOC392008, LOC100131572, LOC390578,
LOC100129952, LOC441550, LOC442162, LOC650646, LOC642210).. Byla nalezena
korelace urovné exprese ribosomalniho genu RPL28 a délkou pteziti po podani azacitidinu.

Obrazek ¢. 2. Heatmapa 71 alterovanych genli mezi pacienty s odpovedi na 1écbu a
pacienty bez reakce (onemocnéni beze zmény).

Analyza genové exprese pred a po lécbé AZA

Zména exprese 167 geni u respondertd, 26 genll u nereagujicich se stabilni chorobou a
13 genl u pacientli bez odpovédi s progresi onemocnéni byla odhalena porovnanim hodnot
exprese u pacientll pfed a po 1écbé. Vennlv diagram identifikoval 18 geni (AGPAT2,
ANKRD54, ELOVLI, FIZ1, FKBP2, GPR56, GRAMDA4, HINT3, LOC93622, LPINI, MLF2,
MRPSI18B, MYCN, PTK2, RAC3, RNASEH2C, LOC644511 a SLC84; P = 0,001), u nichz
doslo po 1écbé k signifikantni zméné exprese specificky u respondert, ale ne u pacient bez
odpovédi. Tyto geny by mohly byt kandidaty pro sledovani odpovédi na 1écbu.

3.3 Bodové polymorfismy asociované s MDS

3.3.1 Klinicky soubor

SNPs profil byl sestaven se vzorka 198 pacientll s de novo MDS nebo AML-MRC a
kontrolni skupiny sestavajici se z 292 vzorkd kavkazské populace. Vzorky byly odebirany
s informovanym souhlasem na Ustavu hematologie a krevni transfuze a Klinice hematologie
1. Interni kliniky VFN v Praze. Medidn véku pacientl byl 63 let (rozsah: 18-89 let) a median
véku kontrol 61 let (rozsah: 19-98 let). Zeny tvoiily 69,7% skupiny pacientli a 65,4% kontrol.
Diagnozy MDS byly zalozené na standardnich diagnostickych WHO kritériich
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3.3.2 Metody

Na sestaveni SNPs profilu byly pouzity granulocyty pacienti a kontrol. Granulocyty
byly ziskany rozd€lenim podle jejich hmotnostniho gradientu. Vysledky SNP analyzy byly
ovéteny u tii vybranych genl (LIGI, RAD52, GPX3) pomoci SNPs TagManAssay (Life
Technologies, USA). CD3+ a CD14+ buiky byly pouzity pro rozliSeni zarodecného nebo
somatického ptivodu genotypu ptislusné alely v LIG1, RAD52 a GPX3 genech u 68 pacienttl.
Hrubé data byla importovana do GenomeStudio V2009.2 (Illumina) pro shlukovaci analyzy a
kontrolu kvality genotypovani Vypocty byly provedeny v statistickém programovacim jazyku
R (verze 2.12.0; R-project.org). Bylo vyfazeno celkem 35 vzorki s ,.call rate* <90% a 15
SNP s ,,call rate” <80%. Dale byly stanoveny odchylky od Hardy-Weinbergovi rovnovahy
(HWE) v kontrolnich vzorcich a dalSich 22 SNP s p-hodnotami <3,56-05 (Bonferroni korekce
pro mnohocetné testovani: 0,05 / 1406) bylo odstranéno. Takze do dal$i analyzy vstoupilo
1384SNP a 455 vzork. Byla pouzita korekce typu FDR (false-discovery rate) pro
monohocetné testovani na 5% urovni vyznamu podle Benjamini—-Hochberga. Pti hodnoceni
byly pouzity nasledujici statistické metody: Chi-kvadrat test, odds ratio (OR ) - podil Sanci a
95 % interval spolehlivosti (CI). P-hodnoty (oboustranny test) mensi nez 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Ktivky pfeziti byly vytvofeny pomoci Kaplan-Meierovy
metody a rozdily mezi genotypy byly hodnoceny pomoci log-rank testu.

3.33 Vysledky
SNP asociacni studie

Analyzovali jsme 1 421 SNPs nachézejicich se v 408 genech, které se ur¢itym zplisobem
podileji na karcinogenezi. Provedenou studii jsme detekovali devét bodovych polymorfismi,
které jsou asociovany s MDS (p <0,0002). Ctyii z téchto kandidatnich SNPs se nachazi
v genech, jejichz funkci jsou opravy DNA ¢i ochrana pied oxida¢nim poskozenim (LIGI,
RADS52, MSH3 a GPX3). Dale, dva zdeviti kandidatnich SNPs se nachazi v genech
transmembranovych transportéri (ABCBI a SLC4A2 Daéle bylo zjisténo, Ze genotyp genil
ROSI (c-ros oncogene 1) a STK6 (aurora kinase A) souvisi s celkovym piezitim pacientl
MDS. Obrazek ¢. 3.
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Obrazek €. 3: Celkové pieziti pacientil v zavislosti na genotypu v genu ROS1 a STK6

4. DISKUSE A ZAVERY

4.1. Diskuze a zavéry k tématu - Mutace v genu 7P53

V tomto projektu jsme se zabyvali pfitomnosti mutaci v tumor supresorovém genu
TP53 u pacientd s nizkym rizikem MDS, muta¢ni zatézi v jednotlivych typech bunék a jejich
vlivem na klinicky prib&h onemocnéni. Vyskyt mutaci v genu 7P53 je Casty a dobfe popsan u
solidnich nédort a v poslednich letech je také zkouman u hematoonkologickych onemocnéni.
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Jako néstroj pro detekci mutaci jsme pouzili metodu NGS, kterd diky vysoké citlivosti je
schopna zachytit mutace s nizkou frekvenci.

Mutace v genu TP53 byly popsany u vysoce rizikového MDS a byly asociovany
s komplexnim karyotypem (Sallman et al., 2016; Sallman et al., 2017; Wong et al., 2015).
V tomto projektu jsme se zamé&fili na pacienty s nizkym rizikem s dobrou prognézu, nicméné
jsou mezi nimi i pacienti, kteti progreduji, aniz by bylo mozné zjistit, z jakych pficin.

Vysetiili jsme celkem 154 pacientd s nizkym rizikem MDS. Detekovali jsme 33 mutaci
u 20 pacientt (13%). Zjistili jsme asociaci mezi mutaci 7P53 a del(5q), kdy u 23,6% pacient
nesouci del(5q) se vyskytovala mutace, ale pouze u 3,8% pacientii bez delece.

Dv¢ tretiny mutaci byly detekovany jiz v dobé diagnézy a jedna tietina vznikla az v
prubéhu onemocnéni. VétSina mutaci zjiSténych u pacientd s niz§im rizikem MDS m¢éla
nizkou hodnotu VAF (<6%). Tyto mutace lze nalézt pouze za pouZiti citlivée NGS
technologie, kterd je schopna identifikovat mutace s nizkym zastoupenim. Nékteré z téchto
identifikovanych mutaci by nebyly detekovany klasickym Sangerovym sekvenovanim, které
ma citlivost maximaln¢ 20% VAF.

Negativni G¢inek malych 7P53 mutovanych subklonti na OS byl popsan u chronické
lymfocytarni leukémie (Rossi et al., 2014; Landau et al., 2013). Navic Papaemmanuil a kol.
(Papaemmanuil et al., 2013) ukézali, Ze subklondlni udalosti jsou pravdépodobné podobné
prognosticky dtilezité jako klonalni. Pfesny prognosticky vyznam malého 7P53 mutovaného
klonu u pacientt s nizkym rizikem MDS vS§ak neni zndm. K posouzeni dopadu mutacni zatéze
TP53 na preziti MDS jsme urcili optimalni mezni hodnotu VAF pro zjisténi rozdilu v preziti
pacientd, kterd byla stanovena na Grovni 6%.

Pacienty bylo tedy mozné rozd¢lit do 3 skupin, a to podle velikosti mutacni zatéze (nad
a pod 6% VAF) a doby prvniho vyskytu mutace. Prvni skupina pacientd, u nichz byla mutace
detekovana jiz v dob¢é diagnozy s vysS$i mutaéni zatézi (>6% VAF) méla median OS 43,5
mesicl oproti 138 mésiclim pacientil bez mutace (HR 12.18; p=0.003). Stejné tak tato skupina
pacientd méla zkracené preziti bez progrese (PFS; progression-free survival) na 20,2 mésice
oproti 116,6 mésicim u pacientil bez mutace (HR 79.5; p<0.0001). Druhé skupina pacientt, u
nichZ byla mutace detekovdna v dob¢ diagnozy s <6%VAF a tieti skupina, ktera mutaci
ziskala, az v pribéhu nemoci, neméla signifikantné zkracené OS a PFS oproti pacientim bez
mutace. Tato zjiSténi naznacuji, ze malé TP53-mutované subklony nemaji stejny nepiiznivy
prognosticky dopad na OS a PFS, tak jako klony s vysokou mutacni zatéZi u pacientl s niz§im
rizikem MDS. To je vsouladu se studii Jdderstena a kol., ktefi zjistili, Ze malé TP53-
mutované subklony mohou byt stabilni ur¢itou dobu pied progresi onemocnéni (Jadersten et
al., 2011). Stejné tak, jako zjisténi Wonga a kol., ze v PK 44% zdravych jedinct ve véku 50
let je mozné detekovat velmi malé subklony s mutaci v genu 7P53 (Wong et al., 2015).
Mutace v TP53 se mohou objevit v riznych fazich maligni transformace, mutace jsou
pfitomny jak u MDS s niz8§im rizikem, tak u pacientll s vy$Sim rizikem, stejné jako u AML.
Mutace genu TP53 pravdépodobné prispivaji k riznym kroktim tohoto procesu (Rivlin et al.,
2011). TP53 mutace mohou iniciovat maligni transformaci u MDS s niz8§im rizikem,
indukovat agresivngj$i riist klonit nebo poskytnout vyhody pfeziti pro mutované buiky, jako
je zvySena proliferace nebo snizend apoptdza v pokro€ilych stadiich MDS. V nasi kohorté
pacientll pfitomnost mutaci 7P53 pravdépodobné piedstavovala jednu z Casnych udélosti
maligni transformace. Nicméné naSe zjiSténi naznacuji, ze pacienti s nizkym rizikem MDS
mohou pfezivat s malymi subklony 7P53 po dobu nékolika let, na rozdil od téch s vyS$imi
riziky MDS a leukemii, jak je popsdno v nékterych studiich (Volkert et al.,2014; Rossi et al.,
2014; Landau et al., 2013; Devillier et al., 2015). Pfedpokladame, Ze pacienti s niz§im rizikem
MDS maji vice indolentni formy MDS neZ pacienti s agresivnim, proliferativnim MDS a
AML.

Zvétseni mutovaného klonu po 1écbé LEN u vétSiny pacientii (deset z jedenacti
pacientll) muze odrazet selektivni tlak 1écby na mutované buiiky. Nicméné toto zvySeni
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mutacni zatéze v reakci na 1é€bu muze trvat az n¢kolik let. V nasi studii jsme nezaznamenali
vyznamné rozdily v OS a PFS mezi skupinami pacientti 1écenych LEN s mutacemi a bez nich.

Déle jsme multivariantni analyzou zjistili, ze 7P53 mutace (HR 3.7), pohlavi (HR 2.6) a

pocet desticek (HR 0.39) jsou nezavislé prognostické faktory pro PFS a 7P53 mutace (HR
4.4), pohlavi (HR 2.8) a pocet desticek (HR 0.5) pro OS. Je zajimavé, Ze muzsti pacienti s
nizkym rizikem MDS m¢éli hors$i prognoézu nez pacienti zenského pohlavi, tak jak bylo
popsano jiz diive (Malcovati et al., 2005; Nosslinger et al., 2010). Stejné jako byla diive
popsana souvislost mezi nizkym poctem krevnich desticek a horSim piezivanim u pacientl s
niz8§im rizikem MDS (Garcia-Manero et al., 2008; Jonasova et al., 2012).
Dale byla zjisténa korelace ve velikosti VAF mezi bunkami izolovanymi z PK a KD, coz
naznacuje, ze PK mize slouzit jako spolehlivy material pro detekci genovych mutaci 7P53, a
ze neni nutné zatézovat pacienty s aspiraci KD. Dokonce i mutace s nizkou alelickou
frekvenci (piiblizné 1% VAF) byly detekovatelné ve vzorcich PK i KD. V nasi studii jsme
nezaznamenali zadny ptipad, kdyby byla mutace zjisténa pouze v KD, ale nebyla detekovana
v PK. Je mozné, ze pii Casném zachytu lze mutaci detekovat nejprve v KD a az pozdéji v PK,
ale takovy ptipad jsme nezaznamenali.

Zavérem lze fici, Ze naSe studie poskytuje komplexni analyzu 7P53 mutaci v riznych
typech bunck a sériovych vzorcich pacientli vyhradné s niz8im rizikem MDS. Vysledky
naznacuji, Ze vySetfovani mutaci v genu 7P53 u pacientil s niz§im rizikem MDS s del(5q) by
melo byt provadéno rutinné pro predikei rizik a umoznéni vCasné terapeutické intervence.
Mutacni analyza by méla byt provadéna v dob¢ stanoveni diagndzy, v prubehu choroby, a
pfed zahdjenim 1éCby lenalidomidem. Mutace lze stanovovat na builkkich PK, protoze
vysledky odpovidaji vysledkim z bunék KD. NaSe data poskytuji diikkaz, ze mutacni status
genu 7P353 je dulezitym prediktorem PFS a OS, stejné jako pocet krevnich desticek a pohlavi,
u pacientd s niz§im rizikem MDS. Zvlasté pak, velikost mutovaného klonu a faze nemoci, kdy
se mutace prvn¢ objevi, ptedstavuji vyznamné faktory, které urcuji priibéh nemoci.

Stanovené Cile Ia), Ib) i Ic) byly splnény. Byla zjisténa incidence mutace v genu 7P53 u
pacientd s nizkym rizikem MDS, vliv mutace na klinicky pribéh nemoci i uréena mutacni
z4atéz v jednotlivych typech bunck.

4.2 Diskuze a zavéry ktématu - Predikce léebné odpovédi na
hypometylaé¢ni ¢inidla

Identifikace spolehlivych prediktivnich biomarkerdi  pro epigenetickou 1écbu by
umoznila vybér individudlni terapie, a proto je velmi zadouci. V souladu s tim jsme provedli
expresni profilovani v CD34+ bunikach KD pacientli s MDS, rozdélenych podle odpovédi na
1é€bu, a detekovali jsme geny, které by mohly predikovat vysledek 1écby.

Funk¢ni anotaci rozdilné exprimovanych genli mezi pacienty s a bez odpovédi na
1écbu jsme identifikovali zvySenou hladinu mRNA nékolika ribozomalnich gena. Pacienti
s progresi m¢li hladinu ribozomalnich gent nejvys$si. Navic hladina exprese genu RPL2S
korelovala s délkou pteziti. Dale byly zjistény deregulované MAPK a Wnt signalni drahy,
které se podili na regulaci bunééné proliferace. Deregulované MAPK geny (MAPKI2,
MAP3KI11, MAP2K2 a ACVRI1B) ovliviluji vSechny tfi cesty MAP kinaz prostfednictvim genti
ERK, JNK a MAPK. Zména DNA metylace komponent MAPK dréhy byla diive popséna u
pacienti s CMML lécenych decitabinem, hypometylaénim ¢inidlem (Meldi et al., 2015).
Jeden z ucinki aktivace MAPK zahrnuje zmény v translaci mRNA. Dale jsme zjistili zmény v
kanonické signélni drdze Wnt, kterd se podili na regulaci proliferace bun€k prostfednictvim
cilovych gent, které pomahaji modulovat rychlost nebo frekvenci proliferace bunék.

Podle studie Sridhara a kol., up-regulace ribozomalnich geni je spojena s transformaci
do AML (Sridhar et al., 2009) a naruseni tvorby zralych ribozomtl, které kontroluji biosyntézu
bilkovin, je spojeno s malignim vyvojem (Ruggero et al., 2003). Buinky se zvySenou
proliferaci maji vy$$i poptavku na syntézu bilkovin, a tyto naroky jsou splnény pravé
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prostfednictvi zmén v rychlosti biogeneze ribozomu (Donati et al., 2012). V nedavné dobé
byla v oblasti hematologie diskutovana tzv. ,Dameshekova hadanka®, kterd se zabyva
paradoxem ptechodu od hypo- k hyper-proliferaci pii ribozomopatiich. Ribozomopatie jsou
onemocnéni, u kterych byly nalezeny mutace v proteinech, které se pfimo nebo nepiimo
podileji na sestavovani ribozomi (De Keersmaecker et al, 2015). Mezi ribozomopatie
muzeme zatadit 1 MDS s izolovanou del(5q) (Barlow et al., 2010).

MDS s vysS$im rizikem spolu s AML predstavuji heterogenni skupinu malignich
onemocnéni charakterizovanych nekontrolovanym rastem klondlnich leukemickych
krvetvornych bun¢k a je pro né typické zvyseni proliferacnich faktorti. Zjisténa zvySena
exprese ribozomalnich genii u pacientii, ktefi na lécbu AZA neodpovédéli, odrazi
pravdépodobné vysokou miru proliferace spojenou s progresi a agresivitou nemoci.
Domnivame se, Ze u pacientli s rozvinutou progresi, kterd odpovida zvysené proliferaci a tim
zvySenym narokim na biogenezi ribozomt, nelze 1é¢bou AZA jiz tento proces zvratit.

Déle byla také zjisténa zvySena uroven exprese dvou onkogent (EVI2B a HOPX) u
pacienti bez odpovédi na 1écbu. Gen EVI2B je lokalizovan ve velkém intronu tumor
supresorového genu NF/ (Largaespada et al., 1995) a jeho vyssi hladina spolu s EVI2A byla
detekovana v bun&éné linii myeloidni leukémie (Riicker et al., 2006). Uroven exprese genu
HOPX byla zalenéna do prognostickych modeli AML, kdy jeho zvySena exprese je
nezéavislym negativnim prognostickym faktorem (Lin et al., 2013).

U pacienttl, ktefi na 1écbu reagovali, doslo po 1écbé AZA k signifikanti zméne exprese
nékolika gend, které ovliviiuji proliferaci (MYCN, RAC3, PTK2, MLF?2). Gen MYCN patii do
rodiny proto-onkogenli MYC, kterd kdéduje transkripéni faktory fidici proliferaci bunek,
diferenciaci a apoptozu, a jeji nadmérnd exprese mize vést k tumorogenezi (Delgado et al.,
2010). Clenové rodiny MYC byli popsani jako kliGovi regulatofi biogeneze ribozomi a
kontroly translace (Boon et al., 2001). Gen RAC3 hraje dtlezitou tlohu v mnoha biologickych
procesech a je spojovan s neopldziemi. Jeho zvySend exprese byla zjiSténa v bunééné linii
lidské chronické myeloidni leukémie K562 (Colo et al.,, 2007). Gen PTK2 kobduje
tyrosinkinazu podilejici se na proliferaci, adhezi a migraci bun¢k a jeho exprese pozitivné
koreluje s po€tem bilych krvinek pfi diagndze a medidnem pieZiti u AML (Recher et al.,
2004). Navic myeloidni leukemicky faktor 2 (MLF?2) je spojovan s myeloidni leukémii.

AZA je ribonukleosid, to znamend, zZe do RNA se zacleniuje v 80-90% a do DNA pouze
v 10-20%. Inkorporace AZA do RNA vede k rozlozeni polyribozomi, defektiim transferové
RNA a inhibici produkce proteinti. Inkorporace AZA do DNA inhibuje metylaci DNA. Studie
Gagnon-Kugler a kol. naznacila, ze u€inky inhibitori metylace DNA obecné, véetné AZA,
mohou byt spiSe zplisobeny cytotoxickymi Uc¢inky zprosttedkovanymi naruSenim biogeneze
ribozomd, nez reaktivaci nadorovych supresorovych genii (Gagnon-Kugler et al., 2009; Moss
et al., 2011). Prehledova prace Ruggera, tykajici se ribozomu a nadori, ukazala tésny vztah
mezi témito dvéma procesy (Ruggero et al., 2003). Bunécny rust a proliferace jsou spojeny se
zménami rychlosti produkce ribozomt. Existuje dilezity vztah mezi bunéénym cyklem a
produkci ribozoml. Tato rovnovdha se udrzuje v buinice prostfednictvim klicovych
kontrolnich bodt, které zajist'uji, ze translace proteinli nastdva na ptislusnych urovnich a v
ur¢itych casech v bunééném cyklu. V nadorovych builkdch mize byt tato rovnovaha
naru$ena, coz vede k deregulaci syntézy rRNA.

Nase studie ukazala, ze nereagujici pacienti na AZA 1écbu vykazovali vysokou expresi
ribozomalnich gend ptfed 1écbou, kterd pravdépodobné odrézela intenzivni proteosyntézu v
proliferativnich bufikdch. Nase udaje podporuji hypotézu, ze mozné selhdni 1écby je
vysledkem vysoké miry proliferace a naznacuji, Ze pokrocily stav onemocnéni nelze zvratit
demetylacni 1écbou. Dalsi studie jsou potiebné k potvrzeni téchto vysledkli v nezavislé
kohort€ pacientti.

Specifické cile Ila) i 1Ib) byly splnény. Byla nalezena skupina geni, kterd by mohla
predikovat reakci na 1éCbu, a byly popsany geny, jejichz exprese byla 1écbou signifikantné
ovlivnéna.
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4.2 Diskuze a zavéry k tématu - Identifikace bodovych polymorfismi
asociovanych s MDS

Asociacni studie byla provedena mezi vybranymi SNPs a skupinou MDS pacientt.
Nejvyznamnéjsi asociaci vykazoval rs13240966 SNP (p = 7.00E-11), ktery se nachéazi v genu
SLC4A42. Tento gen kdéduje membranovy transportni protein, ktery se podili na regulaci
intracelularniho pH. Zjistili jsme souvislost mezi homozygotnim C/C genotypem a pacienty
MDS (OR 4,86; 95% CI 2,74-8,62). Asociace tohoto SNP s rakovinou mocového méchyie
byla jiz diive popsdna (Andrew et al., 2009). Také jsme nasli vyznamnou asociaci mezi MDS
a polymorfismem rs2235074 v genu, ktery koduje dalsi transmembranovy protein patiici do
transportérové rodiny ABC. Konkrétné gen ABCBI, ktery je zodpovédny za snizenou
akumulaci 1€k v multilékové rezistentnich bunikach a Casto je zodpoveédny za odolnost vici
protindadorovym lékiim. V nasi kohorté¢ pacientd, jedinci s heterozygotnim genotypem A/G
byli spojeni s nachylnosti k MDS (OR 3.79; 95% CI 2.30-6.24). N¢které polymorfismy
nachdzejici se v tomto genu byly jiz popsany u akutni lymfoblastické leukemie a byly spojeny
se Spatnou prognozou (Rao et al., 2010).

Gen kodujici LIG! byl representovan polymorfismem rs20580. Zjistili jsme vztah mezi
homozygotnim A/A genotypem tohoto genu a MDS (p = 1.65E-06; OR 3.28; 95% CI 1.77-
6.06). Protein LIG1 se ucastni oprav DNA vystfizenim nukleotidi (nucleotide excision repair,
NER). Tento polymorfismus byl davan do souvislosti s rakovinou plic (Lee et al., 2008).
Nalezli jsme dal$i dva polymorfismy v genech spojenych s opravami DNA, které souvisely s
MDS. Prvni z téchto polymorfismt byl rs11226 SNP (p = 1,70E-04) genu RADS52, ktery se
podili na opravé dvouvldknové DNA a homologni rekombinaci. Druhy polymorfismus,
rs3797896 (p = 2,16E-04) je lokalizovan v genu MSH3, ktery je soucasti oprav chybného
parovani bazi (mismatch repair, MMR). Byly nalezeny dal$i varianty genii zapojenych do
oprav DNA asociované¢ s MDS (p <0,01), v€etné rs2238335 v genu BLM, rs2308327 v
MGMT, 154149963 v EXOla 1s7607076 v MSH2 genu. Neékolik studii ukézalo, ze
polymorfismy v genech reagujici na DNA poskozeni (DNA damage-response genes, DDR) a
v genech oprav DNA ovliviiuji schopnost opravit poSkozenou DNA (Shin et al., 2008;
Beesley et al., 2007). Domnivame se, Ze poSkozeni DNA zpiisobené netcinnou detoxikaci
nebo defekty pfi opravé DNA mohou vést k chromozomadlni nestabilité, kterda muze byt
spojena s tvorbou nadorii ¢i progresi. Tak se mohou genetické varianty podilet na vzniku
MDS.

Dalsi SNP detekovany v této studii, s nimz MDS asociuje je 1s732417 (p = 7,76E-05),
ktery je umistén v genu STK6/AURKA. AURKA, serin/threonin kindza, reguluje kontrolni
body bunééného cyklu a udrZzuje genomickou integritu. Zjistili jsme spojeni mezi
heterozygotnim C/G genotypem a rizikem vzniku MDS (OR 2,43, 95% CI 1,60 az 3,70).
Urcité alelické varianty tohoto genu jsou spojeny se zménami v expresi a zvySenym rizikem
vzniku rakoviny (Ewart-Toland et al., 2005; Matarasso et al., 2007). Stejné tak, jedinci s
uréitymi polymorfismy v genu AURKA jsou vyznamné nachylnéjsi k rakoviné mocového
méchyie (Andrew et al., 2009).

Vysledky ziskané z ,,Cipové™ platformy byly validovany pomoci jiné genotypovaci
metody — SNPsTagMan Assays. Korela¢ni koefiecient 0,99 mezi obéma platformami ukazal
na dobrou korelaci dat. U vybranych polymorfismil (gentt LIGI, RAD52, GPX3) byl navic
stanoven genotyp v CD3+ T lymfocytech a zaroveii CD14+ monocytech pro potvrzeni
zarodecného ptavodu polymorfismti.

V této studii jsme identifikovali n€kolik genetickych variant, které se mohou podilet na
patogenezi MDS. Do vySetfovaného souboru byli zatazeni striktn€ jen pacienti s primarni
formou MDS, protoze zafazeni pacienti se sekundarni formou MDS by mohlo
dezinterpretovat vysledky. Tento typ MDS vznika nasledné¢ po podané 1écbé jiného typu
rakoviny a mohli bychom tak detekovat SNPs souvisejici s odliSnou formou nadoru.
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3. SOUHRN

I kdyz je MDS desitky let v zajmu védci, a je intenzivné zkouman nové vyvinutymi
metodami, pfesnd patogeneze tohoto heterogenniho onemocnéni nebyla stdle objasnéna.
V soucasné dob¢ jsou usilovné zkoumdny genetické i epigenetické zmeény hematopoetickych
kmenovych bunck, které dokazuji klonalni vicestupfiovy proces onemocnéni. U casti
pacientd, ktefi transformuji od ¢asnych/premalignich forem po stavy pokrocilé, které jiz plné
odpovidaji nddorovému onemocnéni, mizeme pozorovat vlastné¢ in vivo model vzniku
leukemie.

Stejn¢ jako u ostatnich nadorovych onemocnéni byva MDS diagnostikovano
v pokrocilejsim véku a souvisi s procesem starnuti, kdy dochazi k akumulaci genetickych
zmén a klesa schopnost oprav DNA. Piedpokladame, ze na zaklad¢ urcitych genetickych
predispozic a schopnosti reagovat na endogenni a exogenni podnéty, se u Casti starsi populace
rozvine MDS. U pacientl se sekundarnim MDS, i kdyZ maji podobné klinické projevy jako
pacienti s primarnim MDS, se jednd o jinou iniciaci onemocnéni, kde jejich genom je
poskozen 1éc¢bou predchoziho nadorového onemocnéni.

Cilem prace bylo zkoumat procesy podilejici se na vzniku a rozvoji MDS. Konkrétné
byla feSena tfi témata s nasledujicimi zavéry:

I. U MDS pacienti s nizkym rizikem a del(5q) je mutace v genu 7P53 Castéjsi
(23,6%) nez u pacienti bez delece (3,8%). Detekovana mutace slouzi jako nejsilnéjsi
nepiiznivy prognosticky marker pro OS i PFS. Malé TP53 mutované subklony nemaji stejny
neptiznivy prognosticky dopad jako klony s velkou mutacni zatézi. Mutace byly zachyceny
v PK 1 KD se stejnou frekvenci. Na zakladé zjisténych skute¢nosti se domnivame, Zze by mélo
byt ur¢ovani mutaci v genu 7P53 u pacientll s nizkym rizikem MDS provadéno rutinné v
dobé¢ stanoveni diagndzy, v priabéhu choroby, a pted zahdjenim 1éCby.

I. Identifikovali jsme zvySenou expresi nékolika ribozomalnich genil u pacienti bez
odpovédi pred zahdjenou 1écbou AZA, coZ pravdépodobné odraZelo intenzivni proteosyntézu
v bunikéch se zvySenou proliferaci. Piedpokladdme, Zze selhdni lécby je vysledkem vysokeé
miry proliferace a pokro€ilého stavu onemocnéni, ktery nelze demetylaéni 1é€bou zvratit.
Dale jsme identifikovali n€kolik gentl, jejichz exprese se po podani AZA zménila vyhradné u
reagujicich pacientli, a mohly by slouZit jako markery pro sledovani aspéSné terapie.

III. Nalezli jsme devét bodovych polymorfisml, které byly asociovany s MDS
fenotypem. Z toho tfi SNPs se nachazeji v DNA reparacnich genech (LIGI, RAD52, MSH3) a
jeden SNP v genu, ktery chrani bunky pied oxida¢nim poskozenim (GPX3). Tyto geny by
mohly byt zapojeny do vzniku MDS. Déle byly identifikovany dva SNPs (ROSI, STK6),
jejichz genotyp byl asociovan s celkovym piezitim pacientl.
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