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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 klonélnich
hematopoietickych onemocnéni s neefektivni hematopoézou. Je charakterizovan
morfologickou dysplazii, periferni cytopenii postihujici jednu ¢i vice vyvojovych bunéénych
linii a zvy$enym rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie (AML). Casné faze
MDS se daji povazovat za premaligni onemocnéni. Patogeneze MDS nebyla doposud
dostate¢n¢ vysvétlena, ale srozvojem molekularné genetickych a cytogenetickych metod
dochézi postupné k objasniovani 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 v8ak nejsou zatim rutinné pouzivany. Jeden z cill této prace bylo sledovani
mutaci v genu 7P53 u pacientil s nizkym rizikem MDS, ktefi maji obecné dobrou prognézu a
u kterych tato zjisténi maji zvlasté relevantni prognosticky vyznam. Vysetiili jsme celkem
154 pacientli s nizkym rizikem MDS a u 13% z nich jsme detekovali mutaci. Po rozdéleni
pacientll 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% pacientli bez delece.
Multivariantni analyzou jsme zjistili, e mutace v genu 7P53 (HR 3,7) je nejsilné;si
prognosticky faktor pro celkoveé pieziti (OS), tak 1 pro pteziti bez progrese (PFS). Dale jsme
zjistili, Ze malé 7P53-mutované subklony nemaji stejny nepiiznivy prognosticky dopad na OS
a PFS u pacientli s niz8im rizikem MDS, tak jako klony s vysokou mutacni zat€zi. Byla
zjiSténa korelace ve velikosti mutovaného klonu mezi bunkami izolovanymi z periferni krve a
kostni dfené. Na zaklad¢ zjisténych vysledkli se domnivame, Ze by mélo byt ur¢ovani mutaci
vgenu TP53 u pacientd snizkym rizikem MDS provadéno rutinné v dobé€ stanoveni
diagndzy, v pribehu choroby, a pied zahdjenim 1éCby.

Hypometyla¢ni terapie pomoci azacitidinu (AZA) se v soucasné dob€ pouziva v 1é€bé
pacientil s pokroc¢ilymi formami MDS, ktefi nejsou indikovani k transplantaci krvetvornych
bun¢k. Na lécbu AZA pozitivné reaguje pouze polovina pacientl a klinicky stav pacientll po
selhani 1écby AZA je velmi Spatny. Proto jsme se zaméfili na identifikaci markerd, které by
mohly predikovat 1é€ebnou odpovéd na AZA. Identifikovali jsme zvySenou expresi n€kolika
ribozomalnich genti u pacient bez odpovéedi pted zahdjenim 1écby AZA, coz pravdépodobné

odrazelo intenzivni proteosyntézu v proliferativnich/neoplastickych bunkach. Piedpokladame,



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 c¢lovéka a mohou slouzit 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 tfi
SNPs jsou lokalizovany v DNA reparac¢nich genech (LIGI, RADS52, MSH3) a jeden SNP
v genu, ktery chrani bunky pfed oxida¢nim poskozenim (GPX3). Dale byly identifikovany
dva SNPs (ROSI, STK6), jejichz genotyp byl asociovan s celkovym pfezitim pacientd.
Domnivame se, Ze tyto geny by se mohly podilet na vzniku MDS.

Vysledky ptredkladané disertaéni 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 zamétené na aplikaci téchto nalezu do klinické praxe.
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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

11



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.
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1. UVOD

S terminem myelodysplasticky syndrom (MDS) se prvné setkdme v roce 1976, kdy
francouzsko-americko-britskd (FAB) kooperativni skupina pro klasifikaci leukemii,
definovala dv¢ kategorie pro ,,dysmyelopoietické syndromy®, refrakterni anémie s nadbytkem
blastii (RAEB) a chronickou myelomonocytarni leukemii (CMML) (Bennett JM et al., 1976).
Jednim ze sedmi zakladajicich Cleni FAB skupiny byl prof. John M. Bennett, ktery se MDS
aktivné vénuje doposud. Pozdéji, vroce 1982, FAB skupina odborniki vytvofila nové,
podrobnéjsi déleni MDS, které se podoba dnesnimu (Bennett JM et al., 1982).

Do wustanoveni terminu MDS se pouzival nédzev preleukemie, doutnajici C¢i
oligoblastickd leukemie. Tyto nazvy byly spojeny s rizikem onemocnéni, a to piechodem
MDS v akutni leukemii. Nicméné, casem se ukdzalo, Ze vét§i ¢ast nemocnych do stadia
leukemie nikdy nedospéje. Novy ndzev v sob¢ zahrnuje zakladni charakteristiku onemocnéni,
morfologickou dysplasii krvetvornych bunék, kterd se projevi selhanim funkce kostni dfené.

MDS spolu s leukémiemi, myeloproliferativnimi chorobami, lymfomy a mnohocetnym
myelomem patii mezi tzv. hematoonkologicka onemocnéni, tedy mezi nadorové onemocnéni
krve a krvetvornych organt.

Patogeneze MDS nebyla doposud dostatecné vysvétlena, ale s rozvojem molekuldrné
genetickych a cytogenetickych metod dochazi postupné k objasiiovani vzniku a vyvoje

choroby.
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem predkladané 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
zasadni vliv na priab&h 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 mutaéni zatéze v jednotlivych typech bunék.

Hypotéza €. II.: Existuje urcity expresni vzorec genll, ktery by mohl predikovat odpoveéd
hypometyla¢ni 1écby.
Cile II.:  Predikce 1é¢ebné odpovédi na hypometylaéni Cinidla.
a) Zjistit, zda expresni profil pacientl pred 1é¢bou odpovida reakcei na terapii.

b) Zjistit zmény genové exprese vyvolané 1écbou.

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

14



3. LITERARNI PREHLED PROBLEMATIKY

3.1 Myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky  syndrom  (MDS) je heterogenni skupina  klonalnich
hematopoietickych onemocnéni s neefektivni hematopoézou. Je charakterizovan
morfologickou dyspldzii 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).

3.2 Etiologie

VétSina piipadl, 80% az 90%, vznikd de novo a jejich etiologie je nejasnd. Tento typ
MDS ozna€ujeme jako primarni. Zatimco 10% az 20% ptipadli vznika druhotné. Tento typ
MDS nazyvame jako sekunddrni a vznikd po radioterapii nebo po chemoterapii (alkyla¢nimi
cytostatiky ¢i inhibitory topoizomerazy II) nebo za rizné dlouhou dobu po expozici napft.
benzenu, insekticidiim, pesticidiim nebo organickym rozpoustédlim.

Kumulativni expozice Zivotniho prostredi, genetické rozdily v leukemogenni citlivosti,
starnuti hematopoetickych kmenovych bun¢k a genomové starnuti mize ptispét k patogenezi

onemocnéni u de novo piipadi (Bowen DT, 2013).

3.3 Incidence

Incidence MDS se piiblizné pohybuje kolem 3-5 piipadii na 100 000 obyvatel za rok. U
obyvatel nad 60 let je incidence 20 - 50 ptipadid na 100 000 obyvatel za rok. Pocet piipadi
s diagndézou MDS stale nariistd s prodluzujicim se vékem populace a pravdépodobné se
zvySovanim expozice k riznym toxickym latkam. Celkovy vyskyt MDS je u muzi o néco
vys§i nez u zen (1,5 az 2:1), kromé subtypu MDS s del(5q), ktery se Castéji vyskytuje u Zen
(Peter L et al., 2011). Primérny vék pacienta je 65 let. Existuje i détskd forma MDS, ktera je
velmi vzéacna a tvoii pouze 4% piipadl diagnostikovanych hematoonkologickych onemocnéni

u déti (Hasle H et al., 2003).
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3.4 Klinické projevy

Hlavnim znakem MDS jsou dysplastické zmény v kostni dfeni (KD), to znamena porucha
tvaru a funkcnosti krvinek. KD je vétSinou hyperceluldrni, ale mize byt i normo- nebo
hypoceluldrni. Klinickym pfiznakem je pak cytopenie v periferni krvi (PK), kterd se miize
vyskytovat u vSech tfi bunécnych linii. Pfes 80-85% nemocnych trpi anemii (hodnota
hemoglobinu <100g/1), ktera se projevi bledosti, dusnosti, tnavou a snizenim fyzické
vykonnosti. 40 % nemocnych ma snizeny pocet neutrofilnich leukocytli (neutropenie), jez
jsou urceny k imunitni obrané¢ organismu. Proto pacienti trpi opakovanymi bakteridlnimi ¢i
virovymi infekcemi, naptiklad zapalem plic ¢i mocovou infekci. U 30-45 % pacientl se
vyskytuje trombocytopenie s projevy krvéaceni, které Casto postihuji kiizi ve formé krevnich
podlitin. Pacienti mohou mit i kombinaci n€kolika vySe popsanych cytopenii (mono-, bi- ¢i
pancytopenii). Ve vétSin€ piipadd pak vznika bunécné bohatd kostni dienn v kontrastu se
snizenym poctem krevnich elementd v periferni krvi. Klinické projevy jsou vSak vysoce
variabilni v zavislosti na podtypu. Nemocni s MDS s vy$§im rizikem a progresi onemocnéni,
ktefi jiz maji zcela porusenou diferenciaci bunék a proliferaci nezralych blastickych elementt
ve dieni, maji vedle projevili cytopenii i obecné piiznaky nadorovych onemocnéni. Klinické
znaky MDS se piekryvaji s fadou jinych hematologickych poruch, v€etné akutni myeloidni
leukemie,  aplastické  anémie, leukemie zvelkych  granuldrnich  lymfocytu,
myeloproliferativnich poruch a paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (Barzi A and Sekeres
MA, 2010; Hellstrom-Lindberg E, 2008; Steensma DP and Bennett JM 2006; Valent P et al.,
2007; Foran JM et al., 2012).

3.5 Diagnostika

Diagnosticka vySetfeni se opiraji o nalezy v periferni krvi a vysetfeni kostni dien¢. Vzorky
kostni dfené¢ mohou byt ziskany pii dvou odlisnych procedurach — pii sternalni punkci nebo
biopsii kostni dien¢ (trepanobiopsie). European LeukemiaNet v roce 2013 vydala seznam

doporucenych vySetteni pro uréeni diagnozy MDS, tabulka ¢. 1 (Malcovati L et al., 2013).
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VySetieni Vysledek Kategorie

Natér periferni krve e hodnoceni dysplazie v jedné nebo vice bun. linii Povinna
e pocet blastl

Sternalni punkce e hodnoceni dysplazie v jedné nebo vice bun. linii
e pocet blastl
e pocet prstencitych sideroblastli

Biopsie kostni dfen¢ e posouzeni bunécnosti
e (D34 bunck
e stupen fibrozy

Cytogenetika e detekce klonalnich chromozomalnich abnormalit
FISH e pii selhani G-pruhovani Doporucena
Imunofenotypizace e detekce abnormalit v jednotlivych bunéénych

liniich
SNP array e detekce chromozomalnich aberaci Navrhovana
Mutaéni analyza e detekce somatickych mutaci

kandidétnich genil

Tabulka ¢ 1: Doporucend vySetfeni pro stanoveni diagnéozy MDS od European
LeukemiaNet.

3.6 Klasifikace

Pro klasifikaci MDS syndromt bylo vytvofeno n¢kolik klasifikanich systémd, které
jsou zaloZeny hlavné na hodnoceni poctu a typu cytopenii a procentu myeloblastli v kostni
dreni. Prvni systém klasifikace byla tzv. FAB klasifikace z roku 1982, kterd rozdéluje MDS
do péti subtypl zejména podle procentudlniho zastoupeni blastl v periferni krvi a kostni
dfeni. Z této klasifikace vychazi i nové¢jsi klasifikaéni systém, WHO (World Health
Organization) klasifikacni systém z roku 1999 (Harris NL et al., 1999). Tento systém byl
nasledné v roce 2008 a 2016 revidovan (Swerdlow SH et al., 2008; Arber DA etal., 2016).
Vnovém WHO KklasifikaCnim systému byly nahrazeny nazvy ,refrakterni anémie" a
"refrakterni cytopenie" terminem "myelodysplasticky syndrom", ktery je doplnén pfislusnym

upiesnénim. Tato klasifikace je uvedena v tabulce €. 2.

Celkem casto se vSak vyskytuji pacienti, ktefi jsou obtizné¢ zataditelni do jednotlivych

subtypt MDS dle WHO klasifikace. Naptiklad hypoplasticka forma MDS ma charakter
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aplastické anémie (Barrett J et a., 2000), nebo nékteré formy maji

spiSe rysy

myeloproliferativniho onemocnéni. Dle nové WHO Kklasifikace byla zavedena kategorie

myelodysplastického syndromu (MDS) / myeloproliferativni neoplazie (MPN), ktera zahrnuje

myeloidni novotvary s klinickymi, laboratornimi a morfologickymi znaky, které se prekryvaji

mezi MDS a MPN (Arber DA etal., 2016).

Dysplas
Nazev ticka | CYtope
linie

MDS s jednou
dysplastickou linii 1 1-2
(MDS-SLD)

MDS s
multilinearni
dysplazii
(MDS-MLD)

2-3 1-3

MDS s
prstencitymi
sideroblasty
(MDS-RS)

MDS-RS s jednou
dysplastickou linii 1 1-2
(MDS-RS-SLD)

MDS-RS s
multilinearni
dysplazii
(MDS-RS-MLD)

MDS s izolovanou
del(5q)

MDS s nadbytkem
blasti (MDS-EB)

MDS-EB-1

MDS-EB-2

MDS,
neklasifikovany
(MDS-U)

%
prstencityc
h
sideroblast
i v KD

<15 %/<5
0%

<15 %/<5
0%

>15 %/>5
%*

>15 %/>5
%*

Zadné nebo
jakykoliv

7Zadné nebo
jakykoliv

7Zadné nebo
jakykoliv

18

%
blasta v
PK

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

2-4%

5-19%

%
blastu v
KD

<5%

<5%

<5%

<5%

<5%

5-9%

10-19
%

Auerovy
tycky

zadné

zadné

zadné

zadné

zadné

zadné

ano

Karyotyp

jakykoliv, pokud
nenaplni kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakykoliv, pokud
nenaplni kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakykoliv, pokud
nenaplni kritéria pro
izolovanou del(5q)

jakykoliv, pokud
nenaplni kritéria pro
izolovanou del(5q)

izolovana del(5q)
nebo s pridanou
jednou
abnormalitou mimo
-7 nebo del(7q)

jakykoliv

jakykoliv



s 1 % blasta v zadné nebo

- - 0 0/ 8 ~ 7 r . ’, .
periferni krvi 1-3 1-3 jakykoliv 1% <5% zadné jakykoliv
s jednou zadné nebo
dysplastickou linii 1 3 A <1% <5% zadné jakykoliv

., jakykoliv
a pancytopenii

definovana na

zaklade 0 123 | <15%' | <1% | <5% | zidng | MDS-definujici
cytogenetické abnormality
abnormality

Detskd refrakterni |5 |5 sadné | <2% | <5% jakykoliv

cytopenie
Tabulka €. 2: WHO klasifikacni systém z roku 2016.

X definice cytopenie: hemoglobin (< 10g/dL), podet krevnich desti¢ek (< 100 x 10°/L), absolutni pocet neutrofilii
(< 1.8 x 10%/L), vyjime¢né mlize byt MDS prezentovan mirnou anémif, nebo trombocytopenii nad témito
hranicemi. Poget monocytii v periferni krvi musi byt <1 x 10°%/L

* pokud je pfitomna mutace SF3B1

¥ jedno procento blastii v periferni krvi musi byt zaznamenano minimalné pii 2 odlisnych udalostech

'piipady s > 15 % prstenditych sideroblasti maji dle definice signifikantni erytroidni dysplézii a jsou fazeny jako
MDS-RS-SLD

Pro zhodnoceni progndzy a pteziti pacientl je zavedeno také né€kolik prognostickych
systémi. V roce 1997 byl sestaven IPSS (International Prognostic Scoring System), ktery

umoziuje na zékladé¢ procentualniho obsahu blasti v kostni dieni, poctu cytopenii a

karyotypu zaradit pacienta do prognostické skupiny, kterd pfedpovida délku trvani choroby

a riziko transformace do AML. Tento systém lze uplatnit pouze na pacienty s de novo MDS

(Greenberg PL et al., 1997). Prognosticky systém byl vroce 2012 revidovan na IPSS-R

(Revised International Prognostic Scoring System), kdy byly pfidany dal$i prognostické

hodnoty jako hladina hemoglobinu, pocet krevnich desticek, neutrofilii a detailngj$i analyza

cytogenetickych abnormalit a jejich prognosticky vyznam (Greenberg PL et al., 2012; Schanz

J et al., 2012). IPSS-R zatazuje pacienty do péti kategorii rizika (velmi nizké az po velmi

vysoké) na zékladé prognozy vyvoje onemocnéni s rozdilnou dobou pteziti pacientl a dobou

progrese onemocnéni do AML (tabulka ¢. 3). Pacienti s velmi nizkym rizikem maji median

pteziti 8,8 roku, na rozdil od pacientl s velmi vysokym rizikem, ktefi maji medidn preziti 0,8

roku. Skore rizika je vypocitano jako soucet jednotlivych boda ptifazenych podle rizikovych

faktorli, a to aberantnich cytogenetickych nélezti v buitkdch KD, procentem blastl v KD a

podle hodnot hemoglobinu, krevnich desti¢ek a neutrofilli v PK. Bodovy systém jednotlivych

rizik je uveden v tabulce €. 4. V tabulce €. 5 je uveden bodovy sytém dle cytogenetickych

abnormalit. Na webovych strankach mezindrodni nadace MDS Foundation (www.mds-

foundation.org/ipss-r-calculator je mozné nalézt uzite¢ny online kalkulator IPSS-R skore.
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Druhym prognostickym systémem je WPSS (WHO Classification-Based Prognostic

Scoring System), ktery byl validovany v roce 2015 (Della Porta MG etal., 2015). Tento

systém ma 5 skupin s rizikem od velmi nizkého az po velmi vysoké, skupiny jsou uvedeny v

tabulce €. 6, bodové ohodnoceni v tabulce ¢. 7.

Kategorie

rizika LU
velmi nizka <15
nizka >15-3
intermediarni >3-45
vysoka >45-6
velmi vysoka >6

Preziti *

8.8
53
3.0
1.6
0.8

Prechod do
AML/25%*,*

NR
10.8
3.2
1.4

0.73

Tabulka €. 3: Revidovany mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni prognoézy MDS

(IPSS-R).

NR-kritérium nebylo dosaZzeno

* median (roky), do 25 % AML

*doba (median) do AML progrese u 25% pacientt

Kritérium/Hodnota 0
Cytogenetika velmi
(karyotyp) dobré
Blasty v KD (%) <2

Hemoglobin (g/dL) >10

Krevni desticky

(x10°/L) =100

Neutrofily (x10°/L) >0.8

0.5

50 <100

<0.8

dobra

>

2<5

8<10

<350

1.5

Tabulka €. 4: Bodové ohodnoceni jednotlivych rizik v IPSS-R.
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stiedni

5-10
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o velmi
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Prognosticke Skore Cytogeneticka abnormalita

podskupiny
Velmi dobra 0 -Y, del(11q)
Dobra 1 normalni, del(5q), del(12p), del(20q),
dvé aberace zahrnujici del(5q)
Stiredni 2 del(7q), +8, +19, i(17q), jakykoli jiny jeden nebo dva nezavislé klony
NeprFizniva 3 -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dvé aberace zahrnujici -7/del(7q),
komplex 3 abnormalit
Velmi 4 komplex vice jak 3 abnormalit
neprizniva

Tabulka €. 5: Bodové ohodnoceni jednotlivych cytogenetickych abnormalit.

s Skére prediti v L romresedo
velmi nizka 0 141 3%
nizka 1 66 6%
intermediarni 2 48 21%
vysoka 3-4 26 38%
velmi vysoka 5-6 9 80%

Tabulka €. 6: Bodovy skorovaci systém zalozeny na klasifikaci WHO (WPSS).
* median (mésice)

"progrese do AML béhem 2 let

Skore WHO kategorie Karyotyp* tgifl:sslf:szt?l
0 RA, RARS, 5¢- Dobry Neni
1 RCMD Stiedni Pravidelna
2 RAEB-1 Nepftiznivi -
3 RAEB-2 - -

Tabulka €. 7: Bodové ohodnoceni jednotlivych rizik v WPSS.
* Karyotyp: Dobry: normalni, -Y, pouze del(5qg-), pouze del(20q-)
Nepftiznivy: komplexni karyotyp, abnormality chr. 7
Stfedni: vSechny ostatni
* Transfuzni zavislost je definovana jako alespori jedna transfuze kazdych 8 tydnt po dobu 4
mésicl
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3.7 Lécba

Lécba pacientii je individualizovana a zalozena na rizikovosti onemocnéni. Lécebna
strategie pro pacienty s niz§im a stfednim rizikem spoc¢iva v podpurné, stimulacni (podavani
rustovych faktorti krvetvorby), chelata¢ni, imunosupresivni nebo imunomodulac¢ni terapii.
Cilem je zlepseni kvality a prodlouzeni délky Zivota. U pacientli s vysokym rizikem je terapie
zam¢eiena na vymyceni patologického klonu a na prevenci transformace do AML. Pro
dosazeni téchto cilii jsou indikovany tyto typy 1éCby: hypometylacni 1éCba, intenzivni
chemoterapie s nebo bez nasledné transplantace krvetvornych bunék (Malcovati L et al.,

2015). Jednotlivé 1écebné postupy ukazuje zjednodusené obrazek ¢. 1.

* Nejlepsi podplrna péce, véetné
chelatace

* Hematopoetické rlstové faktory

* |Imunosupresivni terapie — hypo-
plasticky MDS

* Imunomodulacni terapie
lenalidomid — izolovana delece 5q

* Epigeneticka leCba — azacytidin,
decitabin

* |ntenzivni chemoterapie

* Alogenni transplantace

Nizké
riziko

MDS riziko

Vysoké riziko

Prognosticka skupina

Obr. &. 1. Lécebna strategie u pacientii s MDS (Cervinek L, Postgradudlni medicina, 2011)

3.8 Patogeneze

Patogeneze MDS, 1 kdyZ je intenzivné zkoumdana, neni dosud objasnéna. Predpoklada
se, ze stejné jako u ostatnich nadorovych onemocnéni, se jedné o vicestupniovy proces, ktery
meéni normdlni buiiku na nadorovou. Dochédzi k postupnému hromadéni genetickych a
epigenetickych zmén. Nejcastéji dochazi ke kumulaci mutaci v n€kolika genech (2-3) téze

bunky, které zpiisobi jeji maligni transformaci. Klondlnim mnozenim takto mutované
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hematopoetické bunky, kterda mé ristovou vyhodu, dochézi ke vzniku nddorové populace
buné¢k, ktera postupné obsadi celou kostni dfen (Harada H and Harada Y, 2015) . Klonalni

VyVvoj je znazornén na obr.¢.2.

MDS progression

Bone marrow cells

Clonal cells

\ Subclone 2
Subiclone 1 o 3
Normal MDS o . 1
HsC stem cell H : —
/

= ¥
o "i> o Subclgpal mutations

+ Chrematin modification
*+ Transcriptional factors

Soundias susiations + Signal transduction e ——
- + Coheshin
* RNA splicing . TPS3
* DNA methylation \n's\
Subclone k
R ——— — ]
MDS diagnosis AML stage |

Obr. ¢. 2. Klonalni vyvoj hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) u
myelodysplastického syndromu (MDS) a progrese do akutni myeloidni leukémie (AML)
(Harada H . et al, 2015).

MDS je velmi heterogenni onemocnéni a mizeme ho zjednoduSené rozdélit na dveé
stadia, ¢asné a pokrocilé. Casné stadium lze zafadit mezi prekancerdzy, kdy naléziame v
krvetvornych bunkach zvySenou apoptdzu, kterd nenasvédcuje o nddorové povaze bunék. Ale
zaroven detekujeme jiz n€které vlastnosti nadorovych bun€k, jako je poSkozena diferenciace,
chromozomové aberace a mutace gend. Rana stadia povazujeme tedy za indolentni formy
MDS oproti agresivnim, proliferanim, pozdnim formam MDS, které jiz maji plnou
charakteristiku nddorovych bunék jako je zvySena proliferace, snizena apoptdza, poSkozena
diferenciace, dal$i chromozomalni abnormality (Casto komplexni karyotyp), nasledné mutace,
zejména Vv tumor supresorovych genech a protoonkogenech. Pfiblizné 1/3 vSech
diagnostikovanych pacientli pfechdzi neoplastickou transformaci vz AML. Pfi¢iny této
progrese zatim nejsou také presné definovany (Kulasekararaj AG et al., 2013; Neuwirtova R,

2015; Pellagatti A et al., 2015; Sperling AS et al., 2017).
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Vedle genetickych faktori se pifi patogenezi onemocnéni uplatiuji i faktory
epigenetické a imunopatologické, mikroprostiedi HSC a repara¢ni mechanismy (Will B et al.,

2012; Itzykson R et al., 2014; Kulasekararaj AG et al., 2013; Fozza C et al., 2016).

3.8.1 Cytogenetika

Ptiblizné¢ u 55% MDS pacientii se nachazi klonalni cytogenetickd aberace, u
sekundarniho MDS je to az 80%. Nejcasteji detekovanymi aberacemi jsou Uplné ¢i ¢astecné
delece chromozomt, piidatné chromozomy a mén¢ Castymi jsou vyvazené 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). Nejcastéjsi chromozomalni aberace jsou uvedeny v obrazku ¢. 3.
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Obr. ¢. 3. Frekvence nejcastéjSich cytogenetickych abnormalit u MDS rozdé€lenych podle
jejich vyskytu: isolated: vyskytujici se izolovang; +1: vyskytujici se v kombinaci s dalsi
abnormalitou; complex: komplexni karyotyp tj. kombinace vice nez 3 cytogenetickych
aberaci (Haase D. et al, 2008).

Delece dlouhého raménka 5. chromozomu (del(5q)) patii mezi nejcastéjsi detekované
chromozomalni aberace u MDS. Tuto intersticidlni deleci nachazime pfiblizné u 20%
pacientll a to bud’ v rdmci komplexniho karyotypu u vysoko rizikovych pacientii nebo jako
izolovanou deleci 5g- u nizko rizikovych pacienti (Mallo M et al., 2011; Brezinova J et al.,
2012; Boultwood J et al., 2011). Vramci intersticidlni delece vuseku q31-33 byly

lokalizovany dva tzv. bézné deletované regiony (CDR). Prvni CDR o velikosti pfiblizné

24



1,5Mb, typicky pro 5g- syndrom, se nachazi v lokusu 5q32 — 5q33 a obsahuje 40 kandidatnich
genu pro patogenezi 5g-syndromu (Pellagatti A et al., 2011; Ebert BL et al., 2011). Tento
syndrom byl prvné popsan vice jak pied 30 lety, tito pacienti maji del(5q) jako jedinou
chromozomalni aberaci, jsou to pfevazné Zeny stiedniho véku, s lehkym az sttednim stupném
makrocytarni anémie, nizkym poctem bilych krvinek, casto s normalni az zvySenou hodnotou
desticek, megakaryocyty s nelobulizovanym jadrem, nezvySenym poctem blastli a dobrou
progndzou (Boultwood J et al., 2010; Neuwirtova R et al., 2009). Druhy CDR, nachazejici se
blize k centromete, lokalizovany kolem lokusu 5q31 je cCastéj$i u pacientti s pokrocilejSimi
stadii. MDS a obsahuje 18 kandidatnich genli zapojenych v patogenezi. Lokalizace

jednotlivych CDR oblasti je znazornéna na obrazku ¢. 4.

5q21.3
5022 < APC

5023.1

5q23.2

5q23.3

5g31.1

50312 | «MDS/AML

st (CTNNA1, EGR1)
5q32

533.1 |«549- syndrome
5033.2 (RPS14, miR-145)
5q33.3

534

5036.1 < NPM1

5035.2

5q35.3

Obr. €. 4. Schéma bézn¢ deletovanych oblasti, tzv. common deleted regions (CDR), u MDS
pacientt s del(5q) a klicové geny nachazejici se v téchto oblastech (Ebert BL et al, 2011).

Druha nej€astéjSi chromozomalni abnormalita u pacientt s MDS je aberace
chromozomu 7 a to bud’ delece celého chromozomu (monozomie 7) nebo intersticialni delece
dlouhého raménka (del(7q)). Na tomto chromozomu byly nalezeny tfti CDR lokalizované v
oblastech 7q22, 7934 a mezi pruhy 7q35-7q36.1. Kandidatni geny této oblasti jsou
znazornény v obrazku €. 5. Aberace chromozomu 7 se vyskytuji pfiblizné¢ u 10% pacientt

s primarnim MDS a az u 40% pacientll se sekundarnim MDS. Aberace na 7. chromozomu
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jsou celkové spojeny s hor§im pribéhem onemocnéni a jsou spjaty s progresi nemoci, navic
monozomie 7 je asociovana s horSim pribéhem nez intersticialni delece del(7q) (Adema V et
al., 2013; Hussain FT et al., 2012; Merkerova MD et al, 2012; Cordoba I et al., 2012; Mallo
M etal., 2011).

— Monosomy 7

= Deletions 7q -——7p2l3

UPD 7q . o143

' —=7p123
7q22 7plZ1

) (100634236~ |
ool 101658775)

(144338001- Hh |||
148572945)

—7qll.22
7934 |
c (137841484- 7qal.1l
ezviz ) 139319208) —7q21.13
| l =
43593 [ ¥ ]

s e 11 X 8 XSS LT i L m .......... e T 7‘!35

Obr. ¢ 5. Schéma bézné deletovanych oblasti (CDR) u MDS pacientli s monozomii 7,
del(7q), uniparentalni disomii (UPD) 7q a klicové geny nachazejici se v téchto oblastech
(Jerez A, et al 2012).

N 24

Tteti nejcastéj$i chromozomalni abnormalita vyskytujici se u pacientd s MDS je
trizomie chromozomu 8, nachézi se piiblizné u 10% pacientli a je spojena se stiednim rizikem

(Saumell S et a., 2012; Makishima H et al. 2010).

3.8.1 Mutace
Vedle cytogenetickych zmén, které jsou soucasti pouzivaného prognostického systému
IPSS-R, se do popiedi dostavaji také somatické mutace nachazejici se v rtiznych genech.
V klinické praxi nejsou zatim rutinné pouZivany, ale probihd mezindrodni vyzkum zaméteny
na mutacni analyzy a jejich zatazeni do prognostického skorovaciho systému (IPSS-Rm: The
Revised International Prognostic Scoring System "Molecular").
Az 90% pacienti s MDS nese alesponl jednu somatickou mutaci v nékterém z gent
mutovanych u myeloidnich malignit. Tyto geny lze rozdélit do nékolika kategorii, jak je

znazornéno v obrazku €. 6 a podrobnéji popsano v nasledujicim textu.
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TP53: 5% Mutace v ostatnich  743dné Pouze

genech: 15% abnormality: 5% cytogelleﬁcké
RUNXIETV6,GATA2 abnormality: 5%
NRAS,KRAS,JAK2,CBL j /

Epigenetika: 45% Sestrih + Epigenetika: 25% Sestiih : 50%
TET2 (20%) SF3B1(18%)
ASXLI (15%) U24F1 (12%)
DNMT34 (12%) SRSF2(12%)
EZH2 (5%) ZRSR2 (5%)
IDH1/2 (5%) Ostatni (5%)
Ostatni (5%)

Obr. ¢. 6. Nejcastéji nalézané mutace u MDS rozdélené do jednotlivych kategorii gentl.

Mutované geny muzeme rozdélit do 5 kategorii. Nejcastéji mutované jsou geny
z kategorie RNA-sestfihového aparatu, ktery je zodpovédny za posttranskripéni modifikace
mRNA, tzn. vyStépovani intronli z pre-mRNA, coz je provadéno v jadie v tzv. spliceozomu,
ktery je tvofen malymi jadernymi RNA a riznymi proteiny. Pravé v genech pro tyto proteiny
byly detekovany mutace. Jednd se o geny: SF3BI, U2AFI, SRSF2, ZRSR2, SF341, SF1,
U2AF65, PRPF40B a PRPFS. Mutace v genu SF3BI ma ptiznivy prognosticky vyznam,
nachazi se u 18% pacientil a je asociovana s MDS s prstencitymi sideroblasty (MDS-RS).
Jako jedind mutace se vyuzivd v novém WHO klasifikacnim systému 2016, kdy pro urceni
diagnézy MDS-RS staci detekovat prstencité sideroblasty alespoit v 5% bunkach a zaroven
detekovat mutaci v genu SF3B1. Ostatni nalezené mutace maji spiSe neptiznivy prognosticky
vyznam. Mutace spliceozomu jsou vzajemné¢ exkluzivni, to znamena, ze se vétSinou vzajemné
vylucuji. Tyto mutace mizeme déle detekovat u pacientl s chronickou myelomonocytarni
leukemii (CMML), ale mén¢ Casto jsou ptfitomny u pacienti s AML (Bejar R, 2016; Mian SA
et al., 2015; Malcovati L et al., 2015). Spliceozom byl také v poslednich letech vybran jako
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terapeuticky cil a pfipravuje se selektivni inhibitor SF3B1 s nazvem H3B-8800 pro 1écbu
MDS, AML a CMML (Saez B et al., 2017).

Druhé nejcastéji vyskytujici mutace jsou mutace v genech pro epigenetické faktory,
které¢ bud’ ovliviiujici metylaci DNA (DNMT3A, TET2, IDH1/2) nebo histonové modifikace
(ASXLI1, EZH2, UTX, SETBP, ATRX). Nejcastéji mutovany gen je TET2, ktery ma neutralni
prognosticky vyznam. V nékterych studiich byly mutace v genu TET2 spojovany se zvysenou
odpovédi na hypometylacni léCbu, zejména kdyz neni mutovan gen ASXLI. Mutace
v ostatnich genech epigenetického aparatu jsou spojeny spiSe se zhorSenou prognodzou,
zejména v genech EZH2, IDH2 a ASXL1 (Bejar R et al., 2011; Cazzola M etal., 2013; Katoh
M, 2016; Malcovati L et al., 2015; Pellagatti A and Boultwood J, 2015). Jsou také vedeny
studie s EZH?2, IDH2 a UTX inhibitory pro mozné terapeutické ucinky (Gill H et al., 2016).

Tteti kategorie genti, které byvaji u pacientl mutované, jsou geny signalni transdukce.
Jedna se konkrétné¢ o mutace v genech NRAS, KRAS, CBL, FLT3, JAK2 a PTPN11. Mutace
v genech NRAS, KRAS a PTPN11 se Castéji vyskytuji u pacientii s pokrocilej$imi stadii a jsou
asociovany se zhorSenou prognézou (Bejar R et al., 2012). Navic bylo zji$téno, Ze i nizka
frekvence mutaci < 0,5% v genu NRAS ma negativni prognosticky vliv na celkové preziti
(overall survival, OS) u pacientli s nizkym rizikem (Murphy DM et al., 2013).

Transkripcni faktory tvofi dalsi skupinu gend, u kterych se vyskytuji mutace u MDS
pacientt. Jsou to geny RUNXI, GATA2, ETV6 a WTI. Mutace v prvnich dvou genech jsou
nejen somatické, ale také germindlni a mohou byt pfi¢inou familiarniho MDS (Bannon SA et
al. 2016; Churpek JE et al, 2015).

Samostatnou skupinu tvofi mutace v tumor supresorovém genu 7P53, ktery je
mutovany u vétSiny nadorli véetné hematologickych malignit. Je to klicovy regulacni faktor
celé fady genl ovlivilujicich proliferaci, apoptdzu, reparaci DNA a angiogenezi. Standardné
se v buiitkach protein pS3vyskytuje jen ve velmi malém mnozstvi, ale za stresovych podminek
se jeho koncentrace zvySuje. Gen TP53 Casto podléha bodovym zdménam, nejcastéji typu
missense v DNA-vazebné doméné. Dusledkem mutaci jsou zkradcené¢ a nefunkcni formy
proteinu nebo konformacné pozménény protein. Gen je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 17, ktery muze byt u pacienti s MDS deletovan (dochézi k ¢astecné deleci nebo
ke ztraté¢ celého chromozomu) nebo muze vzniknout v misté lokalizace genu ziskana
uniparentdlni disomie (UPD). Druhd alela genu byva pravé v téchto ptipadech Ccasto
mutovana, coz vede k Gplné ztraté¢ funkce naddorového supresoru (Bieging KT et al., 2014;
Aubrey BJ et al., 2016; Svobodova K et al, 2016). Mutace v tomto genu jsou ¢asto spojovany

s pokrocilymi stadiit MDS, nachéazi se az u 70% pacientll s komplexnim karyotypem a 35%
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pacienti s MDS souvisejici s terapii. U pacientl s nizkym rizikem se vyskytuji pfiblizn¢ v
10%, ale jsou cast€j$i u pacientii s izolovanou del(5q), pfiblizn¢ u 20% pacientd. Mutace
v genu TP53 jsou nezavisly prognosticky faktor OS a doby pieziti bez progrese (progression
free survival, PFS) pro pacienty snizkym i vysokym rizikem a hraji neptiznivou roli
v transformaci do AML (Bejar R et al., 2014; 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).

Déale bylo popsano, ze kazda dalsi detekovand mutace zhorSuje progndzu pacienta
(Bejar R et al, 2012; Papaemmanuil E et al., 2013, Bejar R, 2014).

Nutno je vSak také podotknout, Ze vyse popsané mutace mizeme také nalézt priblizné u
10% asymptomatickych starSich dospélych (starSich 70 let). Somatické mutace v
krvetvornych butikdch vedou ke klonalni expanzi, kterd vznikd v pribchu starnuti ¢lovéka.
Nejcastéji jsou to mutace v genech RNA-sestfihového aparatu a epigenetickych faktorech. U
vétsiny lidi, ktefi ziskali klondlni krvetvorbu v prubéhu starnuti, se vSak nikdy nerozvine
MDS. Tento fenomén byl popsan jako klonalni hematopéza neurcitého potencidlu (Clonal
hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP) (Steensma DP et al., 2015; Link DC and Walter
MJ, 2016). S klonalni hematopoézou souvisi nové ,,premaligni myeloidni entity, které byly
v poslednich letech ustanoveny. Jednd se o idiopatickou cytopenii neurcit¢ho vyznamu
(idiopathic cytopenias of undetermined significance; ICUS), klonalni cytopenii neurcitého
vyznamu (clonal cytopenia of undetermined significance; CCUS) a idiopatickou dysplazii
neurcit¢ho vyznamu (Idiopathic Dysplasia of Undetermined Significance; IDUS). ICUS je
definovana jako cytopénie jedné nebo vice bunéénych liniich, ktera trva déle jak 6 mésict. U
pacienti nebyla zjist€éna klonalni hematopoéza a nejsou splnény kritéria MDS. Pacienti
s CCUS maji cytopénii jedné nebo vice bunéénych liniich, kterd trva déle jak 6 mésicli, maji
klonalni hematopézu a nejsou splnéna kritéria MDS. Jedna se o podmnozinu CHIP s vétsi
pravdépodobnosti progrese do hematologické neopléazie. Pacienti s IDUS maji dysplazii ve
vice jak 10% bunkach, nemaji cytopenii trvajici vice jak 6 mésich a maji definovanou

klonalni hematopoézu (Kwok B et al., 2015; Malcovati L et al., 2015; Lichtman MA, 2015).
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3.9 Uvod k jednotlivym FeSenym tématiim

3.9.1 Uvod k mutacim v genu 7P53
Informace o mutacich v genu 7P53 vyskytujicich se u pacienti s MDS byly popsany
v ramci kapitoly 3.8.2 Mutace.

3.9.2 Uvod Kk problematice hypometylaéni 1é¢by

Hypometyla¢ni (demetylacni) terapie se v soucasné dobé pouziva v terapii nemocnych
s pokro€ilymi formami MDS, ktefi nejsou indikovani k transplantaci krvetvornych bunck.
(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 modifikace, tedy
konkrétn¢ abnormalni DNA metylaci. Hypometytacni 1écba je namifena proti DNA
hypermetylaci celé¢ fady gen, vcetné¢ tumor supresorovych, u kterych zplsobuje aktivaci
diive umlcené exprese. DNA metylace je modifikace cytosinl, realizovand pfidanim
metylového zbytku —CH3 k cytosinu enzymem DNA metyltransferdazou (DNMT) predevsim
v CpG dinukleotidech. Tyto dinukleotidy se vyskytuji hojné v repetitivnich sekvencich a tzv.
CpG ostritvkach v promotorovych oblastech genii, kde metylace brani vazbé& transkripcnich
faktori nebo umoZiluje vazbu inhibi¢nich komplexli. Navic byla prokazéna aberantni
metylace celého genomu u MDS a souvislost mezi vzestupnou hypermetylaci a progresi
onemocnéni (Figueroa ME et al., 2009; Hopfer O et al., 2009; Jiang Y et al., 2009; del Rey M et
al., 2013). Metylace DNA je reverzibilni proces a Ize ji zménit pomoci specifickych molekul,
inhibitord 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
vetejného zdravotniho pojisténi v prvni linii 1é€by dospélych pacientt, ktefi nejsou zpisobili
k transplantaci hematopoetickych kmenovych buné¢k a jejichz klinicky stav umoziiuje 1écbu:
tzn. MDS intermedidrniho rizika 2. stupné€ a vysokého rizika podle IPSS, CMML s 10-29%
blasti v kostni dieni bez myeloproliferativniho onemocnéni, AML s 20-30% blasti a
dysplazii ve vice bunécnych liniich, podle klasifikace WHO. Cilem terapie je zvySeni poctu
cervenych krvinek, nezédvislost na transfuzich, zvySeni hladiny hemoglobinu, zvySeni poctu
bilych krvinek nebo krevnich desticek a/nebo sniZeni procenta blastli v kostni dfeni a celkova
stabilizace onemocnéni. Azacitidin (AZA) je ribonukleosidovy analog cytidinu s
antineoplastickymi u¢inky, které jsou fizeny hlavné¢ dvéma mechanismy: inhibici DNMT pii

nizkych davkach, coz vede k hypomethylaci DNA; a piimou cytotoxicitu v abnormadlnich
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hematopoetickych bunkéch kostni diené¢ v disledku inkorporace azacitidinu do DNA a RNA
ve vysokych davkach, coz vede ke smrti bun¢k (Glover AB et al., 1987). Oba mechanismy
snizuji poCet abnormalnich krevnich bun¢k a pomahaji fidit rast bunék.

Nekolik klinickych studii ukazalo, ze po podani AZA dosédhnou nékteii pacienti
trvalého hematologického zlepSeni a terapie vyznamné prodlouzi celkové preziti (OS)
(Itzykson R et al, 2011; Fenaux P et al., 2009; Zeidan AM et al., 2016). Nicméné pouze
piiblizné polovina pacientl reaguje na 1écbu a klinicky stav pacientl po selhani 1écby AZA je
velmi Spatny. Proto je Zadouci identifikovat pacienty, ktefi budou na 1€cbu pozitivné reagovat,
a navrhnout alternativni pristupy k 1é¢bé pacientli, u nichz se ocekava Spatna odpovédna
AZA.

Na molekularni trovni bylo provedeno nékolik studii s cilem odhalit prediktory 1é€by.
Naptiklad byl sledovan vliv mutace v genu TE72 na odpovéd pii demetylacni 1é€bé (Bejar R
et al., 2014), aroven methylace fosfoinositid / fosfolipasy C beta 1 (betal PI-PLC) u MDS
(Follo MY et al., 2009), podil BCL-2-like protein 10 (BCL2L10) pozitivnich bunék v kostni
dfeni MDS a AML (Cluzeau T et al., 2009), hladina exprese uridin-cytidinu kinazy (UCK1) u
MDS a AML (Valencia A et al., 2014) a exprese CD25 antigenu v CD34 + buitkkach MDS
(Miltiades P et al., 2014). Nicméné€ dosud nebyl sestaven konkrétni expresni profil genti, ktery

by specificky preduroval skupinu kladné reagujicich pacientli na hypometyla¢ni 1é€bu.

393 Uvod k problematice bodovych polymorfismii

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) nebo-li jednonukleotidové (bodové)
polymorfismy v sekvenci DNA jsou nejvice rozSitené polymorfismy v genomu clovéka.
Jejich odhadované mnoZstvi je n€kolik miliont a tvofi asi 85% genetickych polymorfismi
¢loveéka. SNP se déle sdruzuji do blokt — haplotypt, které se zpravidla dédi spole¢né. SNP je
vhodnym genetickym markerem pro svoji frekvenci (na kazdych 500 az 1000bp), stabilitu a
relativné rovnomérnému rozmisténi v genomu. SNPs mohou slouZit k odhalovani genetickych
predispozic k onemocnénim v ramci asociacnich studii, kdy se konkrétni varianta SNP,
nalezend u jedincli s nemoci porovna se zdravymi jedinci. Pfipadnd statisticky vyznamna
odliSnost upozorni, ze tato alela néjakym zplsobem s onemocnénim souvisi nebo je ve
vazebné nerovnovaze (linkage disequilibrium) se skute¢nou kauzalni alelou a slouzi tedy
viceméné¢ jako jeji marker. Sestaveni podrobné SNPs mapy mulze byt vyuzito ke zjisténi genti
podilejicich se na vzniku dané choroby.

Ptedchozi studie popsaly naptiklad polymorfismus v genu GSTPI-105Val, ktery je

spojen se zvySenym rizikem vzniku MDS (Fabiani E et al 2009), stejn¢ jako polymorfismus v
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genu EPO (Ma W et al., 2010). Dalsi studie, ktera se zabyvala asociaci mezi SNPs v genech
imunitni syst¢ému a MDS, detekovala 2 kandidatni polymorfismy v genech RTELI a MTHFR
(Danjou F et al., 2016).
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4 KLINICKE SOUBORY, METODY A VYSLEDKY
JEDNOTLIVYCH TEMAT

4.1 Mutace v genu 7P53

4.1.1 Klinicky soubor

Vzorky KD a / nebo PK byly ziskany od 154 pacientt 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 ziskdny béhem rutinniho klinického hodnoceni. Déle bylo
vySetfeno 10 zdravych kontrolnich vzorkli odpovidajiciho véku a dva vzorky pupecnikové
krve. Ctyfi z deseti kontrolnich vzorkli byly izolovany z KD a zbyvajicich Sest vzorkii bylo
izolovano z PK. Primérny veék kontrol byl 64,7 let (rozsah: 30-80 let). VSechny subjekty
poskytly informovany souhlas a studie byla schvéalena mistni etickou komisi. VSichni pacienti
byli klasifikovani podle IPSS kategorii. Do studie byli zafazeni pouze pacienti MDS spadajici
do skupiny s niz8im rizikem progrese do AML. To znamend, pacienti s nizkym (n=70) nebo
sttednim-1 rizikem (n=81) definovanych dle IPSS. Tii pacienty nebylo mozné zatadit, protoze
cytogeneticka data nebyla dostupna. Podle WHO 2008 klasifikace mélo 6 pacientii refrakterni
anemii (RA), 6 refrakterni anemii s prstencitymi sideroblasty (RARS), 92 refrakterni
cytopenii s multilinearni dysplazii (RCMD), 6 RCMD s prstencitymi sideroblasty (RCMD-
RS), 38 MDS s izolovanou deleci (5q) a 6 refrakterni anemii s ptebytkem blasti 1 (RAEB-1).
Primérna doba sledovani pacientli byla 58,6 mésice (rozmezi: 0-253). Béhem této doby
23,4% pacientii (n=36) progredovalo (alespoii do RAEB-2) a 34% pacientli (n=53) zemfelo.
Udaje od 58,4% pacientii (n=90) bylo cenzorovano k poslednimu zndmému dni a 7,1%
(n=11) bylo cenzorovdno ke dni transplantace hematopoetickych kmenovych bunck.
Primérna doba vySetfeni mutacniho stavu byla 32,1 mésice (rozmezi: 0-131 mésicli). Celkove
103 pacientt (66,9%) obdrZelo podptrnou 1écbu, 8 pacientt (5,2%) bylo 1éceno azacitidinem
pro progresi onemocnéni, 28 pacientd (18,2%) dostavalo lenalidomid a 2 pacienti (1,3%)
dostali azacitidin po pfedchozi 1é¢bé lenalidomidem. Zakladni charakteristiky pacientd jsou

uvedeny v tabulce €. 8.
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Celkem Pacienti bez Pacienti s P hodnota *
(%) mutace (%) mutaci (%)
Pocet pacientu 154 134 20
Pohlavi 0.35
MuZi 68 (44) 61 (46) 7 (35)
zeny 86 (56) 73 (54) 13 (65)
Vék, median (rozmezi) 68 68 (22-85) 67 (50-79) 0.92
Krevni obraz v dobé vysetrovani
Hemoglobin, pramér (g/) 92.3 91.9 95.1 0.39
Neutrofily, primér (g/l) 2.8 3 1.6 0.34
Desticky, primér (10%/1) 243.8 247.6 217.8 0.65
Pocet blaasti (%) 2.5 2.4 3.2 0.11
WHO klasifikace 2008 0.22
RA 6 (4) 6 (4) 0(0)
RA-RS 6 (4) 6 (4) 0 (0)
MDS s izolovanou del(5q) 38 (25) 29 (22) 9 (45)
RCMD 92 (60) 83 (62) 9 (45)
RCMD-RS 6 (4) 5 (4) 1(5)
RAEB1 6 (4) 5 (4) 1 (5)
IPSS 0.06
Low 70 (45) 65 (49) 5 (25)
Intermediate-1 81 (53) 66 (49) 15 (75)
NA 3(2) 3(2) 0(0)
IPSS-R 0.99
Very low 25 (16) 22 (16) 3(15)
Low 76 (49) 66 (49) 10 (50)
Intermediate 43 (28) 37 (28) 6 (30)
High 7 (5) 6 (4) 1 (5)
NA 3(2) 3(2) 0(0)
Karyotyp 0.01
Normal 53 (34) 51 (38) 2 (10)
Abnormal 98 (64) 80 (60) 18 (90)
NA 3(2) 3(2) 0 (0)
Karyotyp dle del(5q) <0.001
bez del(5q) 79 (51) 76 (57) 3 (15)
del(5q) 72 (47) 55 (41) 17 (85)
NA 3(2) 3(2) 0 (0)
Vysledek
Leukemicka transformace 36 (23) 27 (20) 9 (45)
Umrti 53 (34) 41 (31) 12 (60)
Preziti median (mésice) 116.6 138.0 80.9 0.09
Lécba
Lenalidomide 28 (18) 19 (14) 9 (45)
5-azacytidine 8 (5) 6 (4) 2 (10)
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LEN + AZA 2 (1) 0(0) 2 (10)

HSCT 11 (7) 10 (7) 1(5)

Tabulka €. 8: Zakladni charakteristika pacientt.

4.1.2 Metody

Bunécna separace a izolace nukleovych kyselin

K separaci mononuklearnich bunék byla zvolena separace pomoci gradientové
centrifugace s roztokem Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). CD34+, CD3+ a CD14+ bunky
byly separovany pomoci imuno-magnetické separace na zaklad¢ povrchovych markerti bun¢k
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

DNA byla izolovdana vysolovaci metodou (precipitace proteini pomoci NaCl).
V nékterych ptipadech byla také izolovana DNA z morfologickych sklicek s natéry kostni
dfené pomoci ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kit (Life Technologies, Carlsbad,

CA). Koncentrace byla méfena na Nanodropu a s pouzitim fluorimetru Qubit.

Cytogenetické analyzy

Nestimulované buiikky KD byly kultivovany po dobu 24 hodin v médiu RPMI 1640 s
10% fetalnim telecim sérem. Vzorky byly pfipraveny standardnimi technikami s Colcemidem,
které zahrnovaly hypotonické oSetfeni, fixaci v methanolu / kyseliné octové a G-pruhovani
s barvenim Wright-Giemsovym roztokem. Karyotypy byly popsany v souladu s
Mezinarodnim systémem lidské cytogenetické nomenklatury (ISCN 2013) (Shaffer LG et al.,
2013). Pro potvrzeni genetické delece v oblasti 5q31 byla pouzita dvojitd sonda Vysis LSI
EGRI1 / D5S23, D5S721 (Abbott, Downers Grove, IL). Testy FISH byly provedeny podle
protokolu vyrobce a bylo analyzovano nejméné 200 interfaizovych jader. Komplexni
chromozomové aberace byly studovany metodami mFISH a mBAND pomoci barevnych sad
24XCyte a XCyte a pocitacového analytického systému ISIS (MetaSystems, Altlussheim,

Némecko).

Sekvenace DNA

Amplikonové sekvenovani genu 7P53 (exony 4-11) bylo provedeno 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. Primérné pokryti sekvenovanych exont u genu 7P53 bylo piiblizné
900 krat. Zarovnani a vyhledani variant bylo provedeno pomoci balicku GS software analyzy
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dat (Roche). V piipadech, kdy jsme potiebovali vétsi citlivost u genu 7P53, byly piislusné
exony re-sekvenovany s vétsi hloubkou c¢teni (3000 krat). Pokud byla objevena mutace, byly
vysSetieny 1 dalsi bunééné populace (CD34+, CD34-, CDI14+, CD3+, granulocyty,
mononukledrni buiikky) a vSechny dostupné ptredchozi i nasledné odbéry. Celkové bylo
vySetfeno 310 vzorkli na mutace v genu 7P53. VSechny 7P53 mutace s alelickou frekvenci
>20% byly validovany pomoci Sangerova sekvenovani (Applied Biosystems 3500). 7P53
mutace s alelickou frekvenci <20% byly validovany minimélné 2 nezavislymi NGS
experimenty. 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 vydélena celkovym poctem cteni. 50% mutantni
alelicka zatéz v oblastech s diploidni DNA v homogenni bunétné populaci naznacuje, Ze
vSechny builky obsahujici danou variantu jsou v heterozygotnim stavu (100% bunck nese

heterozygotni formu mutace).

Statisticka analyza

Kaplan-Meierova analyza byla pouZzita pro odhad kiivek pteziti a log-rank test pro
porovnani dvou kritérii. Srovnani dle jednotlivych sledovanych faktorii (univariantni analyza)
bylo provedeno pomoci log-rank testu, multivariantni analyza Coxovou metodou. Korelace
velikosti mutovanych klonii v riiznych 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).

4.1.3 Vysledky
Cytogeneticka analyza neni informativni u tietiny pacienti

Cytogenetickd analyza ukazala normélni karyotyp u 53 pacientt (34,4%) a abnormalni
karyotyp u 98 pacientl (63,6%); 3 (1,9%) pacienti neméli cytogenetickd data k dispozici.
Celkem 72 pacientt (46,8%) mélo del(5q). Komplexni karyotyp (véetné vzéjemné translokace
mezi chromozomy 7 a 17) byl nalezen u jednoho pacienta s alelickou frekvenci této mutace >

99%. Uniparentalni dizomie 17p byla nalezena u jednoho pacienta s frekvenci alel 62%.
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TP53 mutace byly identifikovany u 1/8 pacientit s nizsim rizikem MDS a 1/4 pacienti
s del(5q)

Nejprve byly sekvenovany vzorky KD pacientil v primeru 32,1 mésicti od stanoveni
diagnozy (rozmezi: 0-131 mésicit). Pokud byla mutace nalezena, byly nasledné sekvenovany
ostatni bunécné populace a vSechny dostupné vzorky z ptedchozich a naslednych odbért.

Celkové jsme identifikovali 33 mutaci u 20 ze 154 nizkorizikovych pacientii (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) (obrazek ¢. 7).

Sest pacientt mélo dvé mutace, jeden pacient mél tii mutace a jeden pacient nesl Sest
mutaci. VSechny mutace byly lokalizovany v sekvenéné specifické DNA vazebné doméné
TP53 (obr. €. 8). Popis jednotlivych mutaci je uveden v tabulce €. 9 a profil typu mutaci je
uveden na obrazku €. 9. VétSina mutaci byla missense mutace (n = 29), zatimco mutace
nonsense (n = 2) a mutace v mistech sestfihu (n = 2) byly mnohem vzacnégjsi. Mutace R175H
byla opakovan¢ nalezena u Ctyt pacient; R248W u tii pacientli; S241F, G245 a V173M byly

identifikovany u dvou pacientli, ostatni mutace byly jedinecné.

Frekvence mutaci (%)

76.4

bez mutace
96.2
B mutace
[ 38 |
MDS s nizkym rizikem MDS s nizkym rizikem
s del(5q) bez del(5q)

Obr. ¢. 7. Frekvence vyskytu mutace 7P53 u pacientii s nizkym rizikem MDS s a bez del(5q).
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Codon distribution of mutations

R175

R248

V173 5241 G245

Number of mutattions

0 31 60 Ll 121 152 182 213 244 274 305 335 366

Codon number

Obr. ¢. 8. Histogram zobrazeni polohy somatickych bodovych mutaci v kdédujici sekvenci
genu 7P53. Data z IARC TP53 Database. Rozmisténi a po€et mutaci v genu 7P53.

. - Protein CD34- | CD3+ | CD14+ Interphas
Ptatlngn 2“2‘;:2: descriptio CI(),;;H IMNC cells cells Gra:t;‘l,/o)cyte Cytogenetics e FISH
P n ° %) | (&) | (%) - del(5q)
46,XX[16]
624 | c517G>A | p.V173M |496  [47.9 28 |47.8 42.6 46,XX,del(5)(q13.293 89%
4)[6]
1125 | c.581T>G | pL194R |39.6 |42.3 06 |45.8 42.3 46,XY[15] OK
46,XX[15]
646 | c.548C>A | p.S183* |22 3.7 ND |18 2.0 46,XX,del(5)(q14933. 33%
3)7]
c.733G>A | p.G245S [23.9 |20.5 1.7 |85 17.7 L
306 | S400T>C | p.F134L |35 ND 03 |20 2.7 0 mitosis 28%
46,XX[8]
373 | ¢.722C>T | p.S241F [419  |31.1 00 [29.2 30.2 46,XX,del(5)(q13933)[ |  78%
2]
272 | c.734G>A | p.G245D |8.9 14.7 14 |156 23.7 46, XY[15] 54%
46, XX[1]
1098 | c.715A>G | p.N239D | 9.0 9.5 15 |217 32.9 46,XX,del(5)(q13.393 84%
3.3)[21]
c.524G>A | p.R175H 61.4 11 |420 64
100 | 438G>A | pwiasr | NP 137 |00 |154 |253 Complex karyotype ND
837 c.824G>A | p.C275Y |ND 76.8 1.1 99.1 73.2 Complex karyotype ND
c.524G>A | p.R175H 1.1 0.7
926 | 005G | priseH | NP 186 00 |ND s 46,XX [18] ND
c.451C>T | p.P151S 2.1 0.1 2.1 L .
1084 | C520a>T | p.R174w |ND 25 02 NP 438 0 mitosis 19%
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46,XX[13]
c.659A>G | p.Y220C |11.7  [10.0
1095 | CeosGoA | bR20SK | ND e ND |ND ND g;i{g;x,del(S)(q15q33. ND
141 | c.375G>A | p.T125T |4.7 5.0 ND |ND 3.6 46,XY [22] oK
1043 | c.818G>T | p.R273L |ND 30.8 ND |ND ND 0 mitosis 88%
131 | c¢.839G>T | p.R280I |30.0 |18.1 ND |ND ND 46,XY [22] ND
46,XX[4]
112 c.395A>T p.K132M ND 3.0 ND ND ND 46,XX,deI(5)(q31q33)[ 43%
. . i
c434T>C | P-L145P 23 .
c.722C:T | P-S241F 0.4
co3eneg | PHITOR 34.9
c.742c>T | PR2BW |\ 22 ND |ND ND A7XX+8[17] 50%
1411 : p.G108V 1.6 46,XX,del(5)(q13q33)[
c.323G>T 3
p.R175H 1.8 ]
C.524G>A | posgQ 1.4
c.743G>A | P :
1207 | c.742C>T | p.R24sw |ND 37.1 ND | ND ND 0 mitosis 29%
46,XX[1]
c.517G>A | p.V173M 2.3
1436 | o 824Gon g RA72H ND 19.7 ND  |ND ND 46,XX,del(5)(q14q33. ND
: : 3)[16]
Tabulka €. 9. Popis jednotlivych mutaci.
Type of TP53 mutations

W 29 missense (87.9%)

12 nonsense (6.1%)

M 2 splice site (6.1%)

Obr. ¢. 9. Distribuce typti mutaci v genu 7P53.

TP53 mutace v riznych bunécnych liniich

Déle byla stanovena alelicka frekvence mutaci u riznych typli bunék (Obrazek ¢. 10).
CD3+ T-buniky byly pouZity jako kontroly pro rozliSeni mutace zarode¢né od somatické.
Slabé % VAF detekované v téchto bunkach bylo pravdépodobné zplisobené kontaminaci

mutovanych bun¢k v izolované frakci. Vysledky ukazuji, Ze vSechny zjisténé mutace v genu
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TP53 jsou somatické. Mezi jednotlivymi typy bunék KD a PK (CD34 +, CD34-, CD14 + a
granulocyty) byl spocitan korelacni koeficient za pouziti Pearsonova korela¢niho testu

(rozmezi: 1=0.833-0.933) (Tabulka ¢. 10).

100

80

60

40

” h.ﬂ J

o il . , :
306 373 272

624 1125 646 1098 1100 837

% VAF

BEm mm . . - |
926 1084 1095 141

ID patient

mCD34+BM m CD34- BM mCD14+ PB [ granulocytes PB [1CD3+PB

Obrazek ¢. 10. Alelickd frekvence mutaci v riznych typech bunc¢k. Kazdy sloupec
predstavuje variantni alelickou frekvenci (VAF) dané mutace v riznych typech bunék. CD34
+ a CD34- bunky byly izolovéany z kostni diené a CD14 + monocyty, CD3 + T lymfocyty a

granulocyty byly izolovany z periferni krve.

CD34 + CD34 - CD14+ Granulocytes
CD34 + 1 0.933" 0.857" 0.833’
CD34 - 0.933" 1 0.883" 0.930"
CD14+ 0.857° 0.883" 1 0.933"
Granulocyte 0.833° 0.930" 0.933" 1

Tabulka €. 10. Korelace variantni alelické frekvence mezi riznymi typy bunék.
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Rozdeélent pacientit 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) (Obrazek ¢. 11). Podle této hladiny byli pacienti s mutaci rozdéleni do tfi
skupin podle velikosti mutovaného klonu a doby, kdy se u nich poprvé objevila mutace. Prvni
skupinu tvofili pacienti, u nichz 7P53 mutace byla pfitomna jiz v dob¢ diagnozy a ve vEétSim
% bunck (> 6% VAF). Tuto skupinu tvotilo 35% pacientli. Druhou skupinu reprezentovalo
35% pacientii a mutace byla diagnostikovana také jiz v dobé diagnézy, ale pouze v malém
poctu bunék (< 6%VAF). Posledni skupinu tvofilo 25% pacientl, u nichz mutace byla
detekovdna az v prubéhu onemocnéni, v pruméru 31,4 mésice od stanoveni diagndzy
(rozmezi: 18.6-48 mésicl). Pouze jednoho pacienta s mutaci jsme nemohli hodnotit, protoze
vzorek nebyl v dobé diagndzy dostupny. Prvni dostupny vzorek byl az 8,75 rokti od stanoveni

diagndzy, a to byla detekovana sestfihova mutace s 1,61% VAF.
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Obrazek €. 11. Stanoveni optimalniho cut-off variantni alelické frekvence (VAF) s pouzitim
analyzy vyznamu pfeziti (long-rank test). (A) Asociace celkového pieziti (OS) s VAF; (B),
Kaplan-Meierova analyza VAF s pouzitim optimalniho cut-off z obrazku 11A.

Univariantni analyza

Byla provedena jednorozmérnd analyza OS a PFS k nasledujicim proménnym: vék,
pohlavi, % blasti 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 desti¢ky (p = 0,017). Pohlavi (p = 0,001), pocet desticek (p =
0,003) a ptitomnost mutace v genu 7P53 (p = 0,037) byly prediktory pro PFS. Podrobnosti o

univariantni analyze jsou uvedeny v tabulce €. 11.
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OS PFS
P HR 95% CI P HR 95% CI

VEK (<65 let vs. > 65) 0.097 1.611 0.918- 0.069 1.615 0.964-2.704
2.828

Pohlavi (Zeny vs. muZi) 0.001 2.612 1.492- 0.001 2.448 1.466-4.087
4.574

Blasty KD (2% vs. >2%) 0.211 1.416 0.821- 0.391 1.242 0.757-2.039
2.441

Hemoglobin (<100 g/l vs. > 100 g/1) | 0.595 1.186 0.633- 0.543 0.846 0.493-1.451
2.223

Neutrofily (<1.8 10°/1 vs.>1.8 0.706 1.111 0.642- 0.854 1.073 0.507-2.269

10°/1) 1.924

Desti¢ky (<100 10°/1 vs. >100 10°71 | 0.017 0.793 0.275- 0.003 0.449 0.264-0.762

) 0.883

Karyotyp (Normalni vs. 0.850 1.056 0.601- 0.526 1.186 0.701-2.005

abnormalni) 1.855

Karyotyp podle del(5q) 0.315 0.748 0.425- 0.538 0.853 0.513-1.417
1.318

IPSS (nizké vs. stfedni) 0.321 1.332 0.757- 0.310 1.306 0.780-2.189
2.343

IPSS-R (velmi nizké, nizké vs. 0.697 1.118 0.637- 0.289 1.315 0.793-2.180

stiedni, vysoké) 1.961

TP53 mutace (mut vs. WT) 0.086 1.767 0.922- 0.033 2.220 1.065-4.626
3.388

Tabulka €.11. Jednorozmérné analyza celkového pteziti (OS) a pieziti bez progrese (PFS).
Zkratky: HR, pomér rizik; CI, konfiden¢ni interval
Tuéné pismo oznacuje statisticky signifikantni hodnoty (P hodnoty).

Analyza prognostického vlivu 7P53 mutaci na OS neodhalila Zadné vyznamné rozdily
v pfeziti mezi pacienty bez mutace a s mutaci bez ohledu na velikost mutovaného klonu a
doby detekce. Median OS byl 138 meésicti ve skupiné pacientd bez mutace a 80,9 mésict ve
skupin€ s mutaci (p = 0,09) (Obrazek ¢. 12A). Podrobnéjsi analyza prognostického vlivu
mutaci, tzn. rozdéleni pacienti do 3 skupin popsanych vyse, vyrazné zmeénila kiivky pfeziti
(Obrazek ¢ .12B). Prvni skupina pacientii s mutaci detekovanou v dobé diagnézy s VAF> 6%
(primérnd VAF: 43,4%; rozmezi: 23,9 az 76,8%) méla vyznamné krats§i OS 43,5 mésich ve
srovnani se skupinou bez mutace se 138 mésici (p = 0,003; HR 12.2, 95% CI: 2.34-63.49).
Druhé skupina, ktera zahrnovala pacienty s mutaci 7P53 detekovanou v dobé diagnézy s VAF
<6% (pramérna VAF: 2,1%; rozmezi: 0,3 az 4,7%), a tfeti skupina zahrnovala pacienty, ktefi
ziskali mutaci v pribéhu onemocnéni (pramér: 31,4 meésicii po stanoveni diagnozy),
nevykazali vyznamné zmény v OS (p =0,77 ap =0,99).

Dale jsme analyzovali PFS podle mutacniho statusu genu 7P53 s pouzitim Kaplan-
Meierovy analyzy. Pacienti s mutaci méli signifikantné krat$i 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
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ohledu na velikost mutovaného klonu a casu prvni detekce (Obrazek ¢.12C). PFS se
vyznamné zménilo, pokud byli pacientu rozdé€leni do 3 skupin popsanych vyse. PFS se
rapidné snizil ve skupin€ pacientll s mutaci detekovanou v dob¢ diagnézy a s VAF> 6% na
20,2 mésice (Obrazek €. 12D) oproti 116,6 mésict ve skupiné bez mutace (p <0,0001, HR =
79,46, 95% CI: 14,17 az 445,6). Ve skupiné pacientd s mutaci identifikovanou v dobé
diagn6zy a VAF <6% a ve skupin¢ pacientll, ktefi ziskali mutace v prib&hu onemocnéni, jsme

nezjistili zddné vyznamné zmény v PFS (p =0,53 ap =0,79).
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Obrazek ¢. 12. Celkové preziti (OS) a preziti bez progrese (PFS) podle muta¢niho statusu
TP53. (A, C) Cela kohorta pacientti, (B, D), pacienti rozdéleni podle mutacni zatéze a doby
prvni detekce do Ctyt skupin. (prvni skupina: pacienti bez mutace, druhd skupina: pacientti s>
6% VAF stanovené v dob¢ diagnozy, tteti skupina: pacienti s <6% VAF stanovené v dobé
diagndzy, Ctvrta skupina: pacienti, ktefi ziskali mutace v pribéhu onemocnéni).

Multivariantni analyza

Byl pouzit Coxiiv regresni model proporciondlnich rizik pro stanoveni vlivu kazdé
proménné vzhledem k OS a PFS (Tabulka ¢.12). 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
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(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 desticek (HR 0,386 95% CI: 0,198

az 0,752; p = 0,005) jsou statisticky vyznamné pro PFS.

OS PFS
P HR 95% CI P HR 95% CI

VEK (<65 yr. vs. > 65) 0.122 1.028 0.993- 0.115 1.023 0.994-

1.063 1.053
Pohlavi (Zeny vs. muZi) 0.003 2.777 1.404- 0.002 2.636 1.409-

5.494 4.930
Blasty kostni di‘éné (<2% vs. 0.306 1.413 0.729- 0.969 1.012 0.563-
>2%) 2.737 1.817
Hemoglobin (<100 g/l vs. > 100 0.137 1.867 0.820- 0.902 1.047 0.507-
g/l) 4.252 2.163
Neutrofily (<1.8 10°1 vs.>1.8 0.171 1.607 0.815- 0.249 1.441 0.775-
10°/1) 3.169 2.678
Detsi¢ky (<100 10°/1 vs. >100 0.036 0.451 0.214- 0.005 0.386 0.198-
10°11) 0.951 0.752
Karyotyp (Normal vs. abnormal) | 0.110 1.993 0.855- 0.091 1.958 0.897-

4.645 4.274
Karyotype podle del(5q) 0.081 0.440 0.175- 0.399 0.701 0.307-

1.106 1.601
IPSS (nizké vs. stiedni) 0.781 0.884 0.371- 0.704 0.856 0.382-

2.108 1.914
IPSS-R (velmi nizké, nizké vs. 0.456 0.760 0.370- 0.728 1.130 0.567-
stiedni, vysoké) 1.563 2.253
TP53 mutace (mut vs. WT) 0.001 4.389 1.842- 0.001 3.743 1.741-

10.455 8.044

Tabulka €.12. Multivariantni analyza pro celkové preziti (OS) a pteziti bez progrese (PFS).

Zkratky: HR, pomér rizik; CI, konfiden¢ni interval

Tucné pismo oznacuje statisticky signifikantni hodnoty (P hodnoty).

TP53 mutace v pritbéehu nemoci a vliv lecby

VSichni pacienti, u kterych byla detekovana mutace, byli longitudindlné sledovani po
celou délku trvani choroby. Sledovani jednotlivych pacientii rozdélenych do 3 skupin dle

kritérii popsanych vyse se nachazi na obrazku ¢islo 13A az 13C.
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Obrazek ¢. 13. Mutacéni

ID 1098

Time (months)

10 LEN

60

Time {months)

0 LEN

Time {months)

v dobé¢ diagndzy. C) Pacienti, ktefi ziskali mutaci v prubéhu nemoci.

Zkratky: LEN, lécba lenalidomidem; AZA, lécba 5-azacytidinem; IT, indukéni terapie;
HSCT, transplantace kostni dfené; *, VySetfeni provadéné z periferni krve; %, % variantni

alelické frekvence.

Pacienti léceni lenalidomidem s a bez mutace TP53

U pacientl, ktefi podstoupili 1é¢bu lenalidomidem (lenalidomid podavan nejméné po
dobu 4 mésicit), byla provedena analyza OS a PFS mezi skupinami pacientll s a bez mutace

TP53. Analyzou nebyly zjiStény signifikantni rozdily mezi skupinami, pro OS (p=0,18) a pro

PFS (p=0,09). (Obrazek &.14).
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Obrazek ¢.14. A) Celkové pteziti a B) pteziti bez progrese u pacientli s a bez mutace 7P53
1écenych lenalidomidem (LEN).
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4.2 Predikce odpovédi na hypometyla¢ni 1é¢bu

4.2.1 Klinicky soubor

V této studii byly vysetfeny CD34+ hematopoetické pluripotentni bunky od 32
pacientt 1éCenych azacitidinem (AZA) a 10 zdravych kontrol. 19 pacientti bylo s diagnézou
MDS, 3 pacienti sCMML a 10 s AML s s myelodysplasii pfibuznymi zménami (AML-
MRC). Diagnozy byly stanoveny podle WHO klasifikace. Vzorky byly odebrany pii rutinnich
vySetienich s informovanym souhlasem na Klinice hematologie 1. Interni kliniky VFN a
Ustavu hematologie a krevni transfize v Praze. Median véku pacientii byl 68 let s rozsahem
od 22 do 85 let. Median véku kontrol byl 67 let s rozsahem od 21 do 80 let. Charakteristika
pacientii je v tabulce ¢. 13. Azacitidin byl podavan podle doporuceni a to 75mg/m? denné& po
dobu 7 dnt kazdych 28 dnti. Median podavanych cykli 1é¢by azacitidinem byl 13 s rozmezim
od 3 do 32 cykli. Odpovéd 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 1écbu jsou povazovani ti, kteti dosdhnou kompletni remise (CR), parcialni remise
(PR), kompletni remise ve dieni (mCR) nebo hematologické zlepseni (HI). Jako pacienti
nereagujici na lécbu jsou povazovani ti, ktefi vykazuji stabilitu nemoci (SD) a progresi

nemoci (PD).

Charakteristika
Pocet pacientii | 32
Pohlavi
Muzi 18 (56%)
Zeny 14 (44%)
Vék, median (rozmezi) 68 (22-85)
Pocet blastii, median 17.6 (4-30)
(rozmezi) (%)
Diagnoéza
RCMD 1 (3%)
RAEB 1 3 (9%)
RAEB 2 15 (47%)
CMML 3 (9%)
AML with MRC 10 (31%)
IPSS
Stredni-1 2 (6%)
Stiedni-2 12 (38%)
Vysoké 18 (56%)
Karyotyp
Normalni 9
Abnormalni 19
NA 4
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Tabulka €. 13. Zékladni charakteristika pacienti 1é¢enych azacitidinem.

Zkratky: RCMD, refrakterni cytopenie s multilinearni dysplézii; RAEB 1, refrakterni anémie
s prebytkem blastii-1; RAEB 2, refrakterni anémie s pfebytkem blasti-2; CMML, chronicka
myelomonocytarni leukémie; AML s MRC, akutni myeloidni leukemie se zménami
souvisejicimi s myelodysplazii; NA: Neni k dispozici

4.2.2 Metody

Bunécna separace

K separaci mononuklearnich od polymorfonuklearnich bunék byla zvolena metoda
gradientové centrifugace s roztokem Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). CD 34+ bunky byly
separovany pomoci imuno-magnetické separace na zdkladé¢ povrchovych markeri bunck

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Izolace nukleovych kyselin

Celkovda RNA byla izolovana pomoci guanidin-thiokyanat-fenol-chloroformové
metody. Navic byly vzorky inkubovany s DNazy I (Qiagen), aby se zabranilo kontaminaci
genomové DNA. Koncentrace byla méfena na Nanodropu a s pouzitim fluorimetru Qubit.
Kontrola kvality byla méfena na elektroforetickém pfistroji 2100 Bioanalyzer

(Agilent Technologies) a byl spocitan RIN (RNA Integrity Number) piislusné RNA.

Microarray analyzy

HumanHT-12 V4 Expression BeadChip (Illumina, San Diego, CA) byl pouZit pro
vytvofeni profili mRNA exprese. 200ng celkové RNA byla reverzné transkribovana a
nasledné pouZita jako matrice pro in vitro transkripci s pouzitim Illumina TotalPrep RNA
Amplification Kitu. Biotinylovana cRNA (750 ng) byla hybridizovana na mikrocip po dobu
16 hodin pfi 68 °C.

Real-time PCR

Kvantitativni PCR v redlném case byla pouzita pro ovéfeni expresnich dat z microarray
analyz. Byly pouzity validované TagMan Assays pro 3 vybrané geny (RPL28, RPL32 a
EVI2B), kazdy vzorek byl analyzovan v duplikatu. Pro vyhodnoceni byla pouzita metoda
AACT (Livak KJ et al., 2001).

52



Statistické analyzy

OS bylo definovano jako doba od zahdjeni 1€cby azacitidinem az do Umrti z jakékoli
priCiny. Pacienti, ktefi ziistali nazivu, byli cenzurovani v dob¢ 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. Dendrogam byl sestaven pomoci softwaru MeV,

MultiExperiment Viewer, verze 4.9.0.

4.2.3 Vysledky
Charakteristika odpovédi pacientii na lécbu

Charakteristika odpovédi pacientli na 1écbu v tabulce ¢. 14. Ve studii byly zpracovany
vzorky od 32 pacientt, kteti postoupili 1écbu azacitidinem. Odpoveéd’ 1écby byla hodnocena
mezi 3 az 8 cyklem. Devét pacientd (28,1%) progredovalo, 10 (31,3%) mélo onemocnéni
beze zmén a 13 (40,6%) pacientll dosahlo kompletni ¢i ¢astecné odpovedi na 1écbu. Kiivky

pieziti jsou na obrazku €. 15.

Celkem, n=32

n % Skupiny
Kompletni odpovéd’ 6 18.8 Reagujici na 1é¢bu
Caste¢na odpovéd’ 5 15.6 (40.6 %)
Hematologické zlepSeni 1 3.1
Kompletni odpovéd’ KD 1 3.1
Stabilni onemocnéni 10 31.3 Nereagujici na lé¢cu
Progrese onemocnéni 9 28.1 (59.4 %)

Tabulka €. 14. Odpoveéd’ pacientli na 1é€bu azacitidinem podle IWG kritérii.
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Obrazek €. 15. Kaplan-Maierovy kiivky pieziti. (A) Mezi pacienty s odpovédi a bez
odpovédi na 1é¢bu. (B) Mezi pacienty s odpovédi, onemocnénim beze zmény a progresi
onemocnéni.
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Rozdilna genova exprese mezi pacienty s a bez odpovedi na lécbu azacitidinem pred

zahajenim terapie

Expresni analyza byla provedena v CD34+ pluripotentnich hematopoetickych bunkach

ziskanych od 32 pacientl pted 1écbou a 10 zdravych kontrol. Pacienti byli rozdéleni na

skupinu s a bez odpovédi na 1écbu. Identifikovali jsme 52 odlisné exprimovanych gent (p

<0,01) mezi takto rozd¢lenymi pacienty. Seznam genii byl anotovan pomoci databaze DAVID

https://david.nciferf.gov/ (Tabulka ¢€.15). Tyto deregulované geny byly podle funk¢ni anotace
zafazeny do nasledujicich kategorii: ,,ribozomy* (4 geny: RPL32, RPL28, RPL31 a MRPS10),
"vazba nukleotidd" (12 gent: MKI67IP, NKIRASI, ACTGI, ACVRIB, GRHPR, MASTS3,
ACADI11, PPP2R4, PDK3, SLC27A43, TUBBG6 a VARS) a "mitochondrie" (7 genti: MRPS10,
NIT2, PDK3, SLC25437, SLC2743 , TMLHE a VARS). V databazi KEGG PATHWAY byly
zjistény tyto deregulované signalni drahy: ribozom (p = 0,02; RPL28, RPL31 a RPL32), a

Whnt (p = 0,05; FRAT2, PPP2R5D a TBLI1X).

GenBank GenBank

Gene Symbol Chromosome Gene Symbol Chromosome
Accession No. Accession No.
NM 001614.2 ACTG1 17 NM 004302.3 ACVRI1B 12
NM 000993 2 RPL31 P NR 002963.1 SNORA24 4
NM 153326.1 AKRIAL 1 NM 021626.1 SCPEP1 17
NM_174896.2 Clorfl62 1 NM_001007073.1 | RPL32 3
XM 9416911 DUSP22 6 NM_000991.3 RPL28 19
NM 0323903 MKI67IP > XM 927769.1 LOC653506 17
NM 0064952 | EVI2B 17 NM 002105.2 | H2AFX 1
NM 0181412 MRPS10 6 NM_024549.3 TCTNI 12
NM 0182242 Clorfdd - XM 001132105.2 | LOC728431 1
NM _012083.2 FRAT2 10 NM_022733.1 SMAP2 1
NM 0062951 VARS 6 XM 938703.1 TMLHE X
NM _014268.1 MAPRE2 18 NM_005647.2 TBLIX X
NM 015213.2 DENND5A 11 NM_030973.2 MED25 19
NM_144649.1 TMEM71 8 XM_946079.1 C7orf20 7
NM 1446381 TMEM42 3 XM 001713846.1 | LOC100130623 20
NM 178000.1 PPP2R4 9 NM 180976.1 PPP2R5D 6
NM 0154632 CNRIP1 D) XM 942035.1 LOC652545
NR 001434.1 HLA-H 6 XM 038150.5 MAST3 19
NM 024330 1 SLC27A3 I NM 018999.2 FAM190B 10
NM 205837.1 LSTI 6 XM 001715883.1 | LOC729535
NM 016612.1 SLC25A37 8 NM 0154631 C2orf32 2
NM 032169.3 ACADI1 3 NM_018845.1 RAGIAPI 1
NM 153615.1 RGL4 22 XM 940079.1 TUBB6 18
NM 0122031 GRHPR 9 NM 020345.3 NKIRASI1 3
NM 020202.2 NIT2 3 NM_005391.1 PDK3 X
NM 004592.2 SFRSS8 12 NM 018420.1 SLC22A15 1

Tabulka ¢.15. Rozdiln€é exprimované geny mezi skupinou s odpovéda a bez odpovéde pred
zahajenim lécby azacitidinem.
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https://david.ncifcrf.gov/

Rozdilna genova exprese mezi pacienty s odpovedi na lécbu a pacienty beze zmény
onemocnéni pred zahdjenim terapie

Bylo identifikovano 71 rozdilné exprimovanych genti. Nej¢astéji zastoupené funkcni
kategorie mezi deregulovanymi geny byly "ATP" (7 genti; ATP6VOC, ACVRIB, LONPI,
MAOKI2, MAP2K?2 a dalsi), "protoonkogeny" (5 genti: BTG1, HOPX, Cllorfl7 , EVI2B,
MLL), a "bunéény cyklus" (7 geni: H2AFX, RAN, ACVRIB, MAPRE2, MAPKI2,
MAP3KI11, MLL).“ Ribozomy* (p = 0,03; RPL15, RPL31, RPL32) a ,MAPK signalni
draha“ (p = 0,05; MAPKI12, MAP3KI11, MAP2K2, ACVRIB) byly identifikovany jako
deregulované drahy. Heatmapa z hierarchické shlukové analyzy téchto gent je na obrazku
¢. 16.

Celkové bylo nalezeno mezi skupinami pacientd rozdélenych podle odpovédi 5
rozdilné exprimovanych gent souvisejicich s ribozomy (RPL15, RPL28, RPL31, RPL32,
MRPSI10, MRPS21) a 13 ribozomalnich pseudogenti (RPS26L, LOC650646, LOC402057,
LOC648103, LOC44087, LOC646785, LOC392008, LOCI100131572, LOC390578,
LOC100129952, LOC441550, LOC442162, LOC650646, LOC642210). Uroven exprese
nekterych vybranych genl je uvedena v obrazku ¢. 17. Byla nalezena korelace urovné

exprese ribozomalniho genu RPL28 a OS po podani azacitidinu (Obrazek ¢. 18).
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Obrazek ¢.16. Heatmapa 71 alterovanych geni mezi pacienty s odpovédi
1é¢bu a pacienty bez reakce (onemocnéni beze zmény).
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Obrazek ¢€.17. Hladiny genové exprese vybranych gentt v CD34+ bunkéch responderi a
neresponderil pted 1é€bou azacitidinem. (A) RPL28 (p = 0,005), (B) RPL31 (p = 0, 006),
(C) RPL32 (p=0,0001) a (D) EVI2B (p = 0,000).
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Obrazek ¢. 18. Kaplan-Maierovy kiivky pieziti pacientd 1é¢enych azacitidinem
rozdélenych podle Grovné exprese genu RPL28 (Cerna kiivka — nizkd exprese, Cervena
ktivka — vysoka sxprese).

Analyza genové exprese pred a po léché azacitidinem

Porovnanim hodnot exprese u pacientl pted a po 1écbé byla zjiSténa zména exprese
167 genli u pacientll s odpovédi, 26 genll u nereagujicich pacientii se stabilni chorobou a
13 genti u pacientdl bez odpovédi s progresi onemocnéni. Venniv diagram (Obrazek ¢. 19)
identifikoval 18 gent (AGPAT2, ANKRDS54, ELOVLI, FIZI, FKBP2, GPR56, GRAMD4,
HINT3, LOCY93622, LPINI, MLF2, MRPSI8B, MYCN, PTK2, RAC3, RNASEH2C,
LOC644511, SLC8A4; p = 0,001), u nichz doslo po 1écbé k signifikantni zméné exprese
specificky u respondentii, ale ne u pacientd bez odpovédi. Tyto geny by mohly byt

kandidaty pro sledovani odpovédi na 1écbu.

all pts
1383 167

149 18

Lists contain 1401 unique elements

Obrazek €. 19. Vennlv diagram znazornujici pocet deregulovanych genii po 1€cbé AZA u
respondentl a u vSech pacientt.
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Validace vysledkii z expresnich mRNA mikrocipii
Kvantitativni PCR byla pouzita pro ovéfeni hladiny mRNA gent RPL2S8, RPL32 a
EVI2B. Vysoky korela¢ni koeficient mezi daty z rtznych platforem (0,97, 0,82 a 0,99)

prokazuje validitu ziskanych vysledk.

4.3 identifikace bodovych polymorfismi asociovanych s MDS.

4.3.1 Klinicky soubor

Profil SNPs byl sestaven se vzorki 198 pacientli s de novo MDS a AML-MRC a
kontrolni skupinou sestavajici se z 292 vzorkt kavkazské populace. Vzorky byly odebirany
s informovanym souhlasem na Ustavu hematologic a krevni transfuze a Klinice
hematologie 1. Interni kliniky VFN v Praze. Median véku pacientii byl 63 let (rozsah: 18-
89 let) a median véku kontrol 61 let (rozsah: 19-98 let). Zeny tvofily 69,7% skupiny
pacientl a 65,4% kontrol. Diagnézy MDS byly zaloZené na standardnich diagnostickych
WHO kritériich. Charakteristika pacientti je uvedena v tabulce ¢. 16.
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WHO Kklasifikace
N (%) Blasty Cytogenetika,
(%) normal/abnormal

MDS del(5q) 24 (12.1) 2.8 0/24
RCUD 14 (7.1) 1.1 10/2
RARS 12 (6.1) 1.4 5/4
RCMD 59 (29.8) 1.6 36/17
RAEB-1 26 (13.1) 4.4 11/10
RAEB-2 25 (12.6) 12.5 10/9
MDS-U 3(1.5) 2.0 3/0
MDS/MPS 23 (11.6) 8.3 12/7
AML s MRC 12 (6.1) 28.3 4/6

Vék (roky)
Median (rozmezi) ‘ 63 (18-89)

Pohlavi
Muzi (%) 60 (30.3)
Zeny (%) 138 (69.7)

Lécba (%)
Pouze podptirna 82(41.4)
Chemoterapie 72 (36.4)
SCT/SCT a 32 (16.2)
chemoterapie
Hypometylacni 12 (6.1)

Tabulka €. 16 : Zakladni charakteristika pacientt, u nichz byl stanoven profil SNP.

MDS del (5q): MDS spojené s izolovanou del(5q); RCUD: Refraktérni cytopenii
s unilinearni dysplasii; RARS: Refraktérni anémie s prstencitymi sideroblasty; RCMD:
refrakterni cytopenii s multilinearni dysplazii; RAEB-1: Refrakterni anémie s pfebytkem
blasti typu 1; RAEB-2: Refrakterni anémie s piebytkem blasti typu 2; MDS-U: MDS
neklasifikovatelnd; MDS / MPS: MDS a myeloproliferativni syndromy; AML s MRC:
akutni myeloidni leukémie se zménami spojenymi s myelodysplazi; SCT: Transplantace
kmenovych bunék

4.3.2 Metody

Izolace bunék a DNA

Pro sestaveni SNPs profilu byly pouzity granulocyty pacientl a kontrol. Granulocyty byly
ziskany rozdélenim podle jejich hmotnostniho gradientu pomoci Ficoll-Paque. DNA byla
izolovana modifikovanou metodou dle Millera, kdy krevni jaderné bunky se ziskaji po
hemolyze a jejich DNA je uvolnéna po 1yze jadernych membran. Kontaminujici proteiny
jsou enzymaticky naStépeny a odstranény vysolenim. DNA je z vodného prostiedi

ziskavana precipitaci ethanolem.
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Sestaveni SNPs profilii-genotypovani

Pro sestaveni SNPs profilu jsme pouzili Cancer SNP Panel (Illumina Inc., USA), kde
se nachazi 1421 SNPs odvozenych z 408 genu zapojenych v karcinogenezi skrze napf.
apoptozu, onkogenezi, tumor supresorové geny a G proteiny. Polymorfismy byly vybrany
z National Cancer Institute's Cancer Genome Anatomy Project SNP500Cancer Database.
Detekované SNPs se nachazi v intronech, v 5’a 3’- nepteklddané oblasti (UTR -
untranslated region) 1 v kodujici ¢asti genomu. Panel obsahuje v priméru 3 SNPs na kazdy
zkoumany gen. Vychozim materidlem byla DNA v mnozstvi 250ng. Tato technologie
zahrnuje hybridizaci DNA vzorku s alel- a lokus- specifickymi primery, naslednou extenzi,
ligaci a amplifikaci. Na zavér dochazi k hybridizaci vzniklého produktu na desticku
Sentrix Array Matrix pro analyzu 96 vzorkl. Hybridizovany produkt, ktery je znacen Cy3
a CysS, je skenovan na pfistroji BeadStation 500G od firmy Illumina. Genotypovani bylo
provedeno podle protokolu vyrobce.

Vzhledem k zna¢né varialibité ve frekvenci vyskytu jednotlivych alel v riznych
populacich, vytvorilili jsme vlastni mapu frekvenci alel zkoumanych polymorfismil

odpovidéjici zastoupeni v ¢eské populaci.

Validace

Vysledky SNPs analyzy byly ovétfeny u tii vybranych genti (LIGI, RAD52, GPX3)
pomoci SNPs TagManAssay (Life Technologies, USA). CD3+ a CDI14+ bunky byly
pouzity pro rozliSeni zadrodecného nebo somatického pliivodu genotypu piislusné alely v

LIGI, RAD52 a GPX3 genech u 68 pacientt.

Statistické analyzy

Hruba 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 vzorka s
»call rate” <90% a 15 SNP s ,,call rate* <80%. Déle byly stanoveny odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy (HWE) v kontrolnich vzorcich a dalSich 22 SNPs s p hodnotou
<3,56-05 (Bonferroni korekce pro mnohocetné testovani: 0,05 / 1406) bylo vylouceno.
Takze do dalsi analyzy vstoupilo 1384 SNPs a 455 vzorkii. Byla pouzita korekce typu
FDR (false-discovery rate) pro monohocetné testovani na 5% urovni vyznamu podle
Benjamini—Hochberga. Pfi hodnoceni byly pouzity nasledujici statistické metody: Chi-

kvadrat test, odds ratio (OR ) - podil Sanci a 95 % interval spolehlivosti (CI). P-hodnoty
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(oboustranny test) mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Ktivky pfeziti

byly vytvoieny pomoci Kaplan-Meierovy metody a rozdily mezi genotypy byly hodnoceny

pomoci log-rank testu.

4.3.3

SNPs asociacni studie

Vysledky

Analyzovali jsme 1 421 SNPs nachézejicich se v 408 genech, které se urCitym

zpusobem podileji na karcinogenezi. Provedenou studii jsme detekovali devét bodovych

polymorfismul, které jsou asociovany s MDS (p <0,0002). Ctyfi z téchto kandidatnich

SNPs se nachazi v genech, jejichz funkci jsou opravy DNA ¢i ochrana pfed oxida¢nim

poskozenim (LIGI, RAD52, MSH3 a GPX3). Déle, dva z deviti kandidatnich SNPs se

nachdzi v genech transmembrénovych transportérti (ABCBI a SLC4A2). Souhrnna tabulka

vysledku €. 17, €. 18 a ¢. 19. Dale bylo zjisténo, ze genotyp genit ROS! (c-ros oncogene 1)

a STK6 (aurora kinase A) souvisi s celkovym piezitim pacientt MDS (Obrazek ¢. 20).

dbSNPs 95%
MAF MAF
reference Gene Gel,le Genotype . OR confidence P Value
region controls patients .

number interval
rs13240966 SLC4A2 intron C/G 0.4789 0.7074 2.63 1.86-3.40 4.98E-11
rs2235074 ABCB1 intron A/G 0.0568 0.1597 3.15 1.71-4.60 3.31E-07
rs20580 LIG1 coding A/C 0.2199 0.3711 2.09 1.48-2.70 5.05E-07
rs374664 ROSI1 intron T/A 0.1420 0.2630 0.46 0.31-0.62 4.70E-06
rs1042838 PGR coding T/G 0.1588 0.2838 2.10 1.42-2.78 6.08E-06
rs732417 STK6 SUTR C/G 0.1043 0.2042 2.20 1.38-3.03 2.80E-05
rs8177426 GPX3 intron A/G 0.2290 0.3621 1.91 1.34-2.48 1.90E-05
rs11226 RAD52 3UTR T/C 0.2288 0.3506 1.82 1.26-2.38 1.30E-04
rs3797896 MSH3 intron G/C 0.0622 0.0128 5.08 1.97-13.15 2.00E-04

Tabulka €. 17: SNPs vykazujici vyznamnou asociaci s MDS.
MAF — minoritni alelicka frekvence
OR — pomér Sanci
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Gene Name Gene location
SLC4A2 solute carrier family 4, anion exchanger, member 2 7g36.1
ABCBI1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 7¢21.12

1
LIG1 ligase [, DNA, ATP-dependent 19q13.2-q13.3
ROSI1 c-ros oncogene 1, receptor tyrosine kinase 6q22
PGR progesterone receptor 11g22-g23
STK6 aurora kinase A 20913
GPX3 glutathione peroxidase 3 5923
RADS52 RADS2 homolog 12p13-pi12.2
MSH3 mutS homolog 3 5qll-q12

Tabulka ¢. 18:

Zjisténé geny asociované s MDS.

SNP Genotype Controls N (%) Cases N (%) OR (95% CI) p-Values
rs13240966 SLC4A2 237 176

GG 74 (31.22) 23(13.07) 1.0 (Ref)

CC 64 (27.00) 96 (54.55) 4.83 (2.74-8.49)  <0.0001

CG 99(41.77) 57 (32.39) 1.85(1.05-3.28) 0,03

CC+CG 163 (68.78) 153 (86.93) 3.02 (1.80-5.07) < 0.0001
rs2235074  ABCBI 264 191

GG 235 (89.02) 130 (68.06) 1.0 (Ref)

AA 1(0.38) 0 (0.00) NA

AG 28 (10.61) 61(31.94) 3.94 (2.40-6.47) <0.0001

AA+AG 29 (10.98) 61 (31.94) 3.80 (2.33-6.21) < 0.0001
rs20580 LIGI 266 194

CcC 169 (63.53) 84 (43.30) 1.0 (Ref)

AA 20 (7.52) 34 (17.53) 3.42 (1.86-6.30) <0.0001

AC 77 (28.95) 76 (39.18) 1.99 (1.32-3.00) < 0.0001

AA+AC 97 (36.47) 110 (56.70) 2.28 (1.54-3.39) < 0.0001
rs574664 ROS1 264 192

TT 193 (73.11) 95 (49.48) 1.0 (Ref)

AA 4 (1.52) 4 (2.08) 2.03 (0.50-8.30) 0,19

TA 67 (25.38) 93 (48.44) 2.82 (1.89-4.20) < 0.0001

AA+TA 71 (26.89) 97 (50.52) 2.78 (1.87-4.11)  <0.0001
rs732417 STK6 259 191

GG 205 (79.15) 113 (59.16) 1.0 (Ref)
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rs1042838

rs8177426

rs11226

rs3797896

CC

CG
CC+CG
PGR
GG

TT

TG
TT+TG
GPX3
GG

AA

AG
AA+AG
RADS52
CC

TT

TC
TT+TC
MSH3
CC

GG

GC
GG+GC

0 (0.00)

54 (20.85)
54 (20.85)
255
176(69.02)
2(0.78)
77(30.20)
79 (30.98)
262

156 (59.54)
14 (5.34)
92 (35.11)
106 (40.46)
236

145 (61.44)
17 (7.20)
74 (31.36)
91 (38.56)
265

235 (88.68)
3(1.13)

27 (10.19)
30 (11.32)

0 (0.00)

78 (40.84)
78 (40.84)
192

86 (44.79)
3 (1.56)
103 (53.65)
106 (54.69)
174

82 (47.13)
34 (19.54)
58 (33.33)
92 (52.87)
174

84 (48.28)
32 (18.39)
58 (33.33)
90 (51.72)
194

189 (97.42)
0 (0.00)
5(2.58)
5(2.58)

NA
2.62 (1.73-3.97)
2.62 (1.73-3.97)

1.0 (Ref)

3.07 (0.50-18.71)

2.74 (1.85-4.05)
2.75 (1.83-4.13)

1.0 (Ref)

4.62 (2.35-9.10)
1.20 (0.79-1.83)
1.65 (1.12-2.43)

1.0 (Ref)

3.25 (1.70-6.20)
1.35 (0.87-2.09)
1.71(1.15-2.54)

1.0 (Ref)

NA

0.23 (0.09-0.61)
0.21 (0.08-0.54)

<0.0001
<0.0001

0,3
<0.0001
<0.0001

<0.0001
0,4
0,01

0,0002
0,17
0,01

0,001
0,0005

Tabulka €. 19: Asociace mezi jednotlivymi genotypy a MDS.

OR — pomér Sanci
Controls N-kontrolni skupina, pocet
Cases N-pripady, pocet
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Obrazek €. 20: Celkové preziti pacientll v zavislosti na genotypu v genu ROS1 a STK6.

Validace vysledkii

Vysledky SNP genotypovani byly validovany u tfech vybranych SNPs (genii LIG],
RADS52 a GPX3) pomoci SNPsTagMan Asays (Life Technologies, USA). CD3+a CDI14 +
buiiky byly pouZzity pro rozliSeni zarode¢ného nebo somatického stavu. Status daného
polymorfismu genti LIGI, RAD52 a GPX3 mezi CD3+ T lymfocyty a CD14+ monocyty u
68 pacientd byl shodny.
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5 DISKUZE A ZAVERY

5.1 Diskuze a zavéry k tématu - Mutace v genu 7P53

V tomto projektu jsme se zabyvali pfitomnosti mutaci v tumor supresorovém genu
TP53 u pacientil s nizkym rizikem MDS, mutacni zatézi v jednotlivych typech bunck a
jejich vlivem na klinicky pribéh onemocnéni. Vyskyt mutaci v genu 7P53 je Casty a dobie
popsan u solidnich nadora a v poslednich letech je také zkouman u hematoonkologickych
onemocnéni. Jako nastroj pro detekci mutaci jsme pouzili metodu NGS, kterd diky vysoké
citlivosti je schopna zachytit mutace s nizkou frekvenci.

Mutace v genu 7P53 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 zaméiili na pacienty s nizkym rizikem s dobrou prognozu,
nicméné jsou mezi nimi i pacienti, ktefi progreduji, aniz by bylo mozné zjistit, z jakych
pricin.

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

Dv¢ tfetiny mutaci byly detekovany jiz v dob¢ diagnozy a jedna tfetina vznikla az v
priabéhu onemocnéni. VétsSina mutaci zjisSténych u pacienti s niz§im rizikem MDS méla
nizkou hodnotu VAF (<6%). Tyto mutace lze nalézt pouze za pouziti citlivé NGS
technologie, ktera je schopna identifikovat mutace s nizkym zastoupenim. Nékteré z téchto
identifikovanych mutaci by nebyly detekovany klasickym Sangerovym sekvenovanim,
které ma citlivost maximalné 20% VAF.

Negativni uc¢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 udélosti jsou pravdépodobné
podobné prognosticky dilezité jako klondlni. Pfesny prognosticky dopad malého
mutovaného 7P53 klonu u pacientl s nizkym rizikem MDS vsak neni znam. K posouzeni
dopadu mutacni zatéze TP53 na preziti MDS jsme urcili optiméalni mezni hodnotu VAF

pro zjisténi rozdila v pfeZiti pacientd, kterd byla stanovena na tirovni 6%.
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Pacienty bylo tedy mozné rozdélit do 3 skupin, a to podle velikosti mutacni zatéze
(nad a pod 6% VAF) a doby prvniho vyskytu mutace. Prvni skupina pacientt, u nichz byla
mutace detekovana jiz v dob€ diagnézy s vysSi mutacni zatézi (>6% VAF) méla median
OS 43,5 mésict oproti 138 mésicim pacientii bez mutace (HR 12.18; p=0.003). Stejn¢ tak
tato skupina pacientii m¢la zkracené preziti bez progrese (PFS; progression-free survival)
na 20,2 meésice oproti 116,6 mésicim u pacientd bez mutace (HR 79.5; p<0.0001). Druha
skupina pacientli, u nichZ byla mutace detekovéna v dobé diagnézy s <6%VAF a tieti
skupina, ktera mutaci ziskala, az v priitbéhu nemoci, neméla signifikantné zkracené OS a
PFS oproti pacientim bez mutace. Tato zjiSténi naznaCuji, ze malé 7P53-mutované
subklony nemaji stejny neptiznivy prognosticky dopad na OS a PFS, tak jako klony s
vysokou mutacni zatéZi u pacientli s niz§im rizikem MDS. To je v souladu se studii
Jaderstena a kol., ktefi zjistili, Ze malé 7P53-mutované subklony mohou byt stabilni
urcitou dobu pfed progresi onemocnéni (Jadersten et al., 2011). Stejn¢ tak, jako zjisténi
Wonga a kol., ze v periferni krvi 44% zdravych jedinci 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 piitomny jak u MDS s nizs$im rizikem, tak u pacientli s vys$§im rizikem, stejn¢ jako u
AML. Mutace genu TP53 pravdépodobné piispivaji k riznym krokiim tohoto procesu
(Rivlin et al., 2011). 7P53 mutace mohou iniciovat maligni transformaci u MDS s niz§im
rizikem, indukovat agresivnéjsi rust klonii nebo poskytnout vyhody pteziti pro mutované
buiiky, jako je zvySena proliferace nebo sniZzend apoptoza v pokrocilych staddiach MDS. V
nas$i kohorté pacientli pfitomnost mutaci TP53 pravdépodobné piedstavovala jednu z
casnych udélosti maligni transformace. Nicméné naSe zjiSténi naznacuji, Ze pacienti s
nizkym rizikem MDS mohou pfezivat s malymi subklony 7P53 po dobu né¢kolika let, na
rozdil od téch s vy$§imi riziky MDS a leukemii, jak je popsano v nékterych studiich
(Volkert et al.,2014; Rossi et al.,, 2014; Landau et al., 2013; Devillier et al., 2015).
Predpokladame, Ze pacienti s niz§im rizikem MDS maji vice indolentni formy MDS nez
pacienti s agresivnim, proliferativnim MDS a AML.

Zvétseni mutovaného klonu po 1é€bé LEN u vétSiny pacientll (deset z jedenacti
pacientll) muze odrazet selektivni tlak 1écby na mutované builky. Nicméné toto zvySeni
mutacni zatéZze v reakci na léCbu miize trvat az nckolik let. V na$i studii jsme
nezaznamenali vyznamné rozdily v OS a PFS mezi skupinami pacientd lécenych LEN s

mutacemi a bez nich.
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Dale 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 TP53
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¢li hor$i prognézu nez pacienti zenského pohlavi,
tak jak bylo popsano jiz diive (Malcovati et al., 2005; Nosslinger et al., 2010). Stejn¢ jako
byla diive popsana souvislost mezi nizkym poctem krevnich desti¢ek a horSim pfezivanim
u pacientil s nizs$im rizikem MDS (Garcia-Manero et al., 2008; Jonasova et al., 2012).
Dale byla zjisténa korelace ve velikosti VAF mezi buitkami izolovanymi z PK a KD, coz
naznacuje, ze PK miize slouzit jako spolehlivy materidl pro detekci genovych mutaci
TP53, a ze neni nutné zatézovat pacienty s aspiraci KD. Dokonce i mutace s nizkou
alelickou frekvenci (ptiblizn€ 1% VAF) byly detekovatelné ve vzorcich PK 1 KD. V nasi
studii jsme nezaznamenali zadny pfipad, kdyby byla mutace zjiSténa pouze v KD, ale
nebyla detekovéana v PK. Je mozné, Ze pti Casném zachytu lze mutaci detekovat nejprve v
KD a az pozd¢ji v PK, ale takovy piipad jsme nezaznamenali.

Zavérem lze tici, Ze nase studie poskytuje komplexni analyzu 7P53 mutaci v riznych
typech bun¢k a sériovych vzorcich pacientli vyhradné s niz§im rizikem MDS. Vysledky
naznacuji, Ze vySetfovani mutaci v genu 7P53 u pacientl s niz§im rizikem MDS s del(5q)
by mélo byt provadéno rutinné pro predikci rizik a umoZnéni vcasné terapeutické
intervence. Muta¢ni analyza by méla byt provadéna v dobé€ stanoveni diagnozy, v pribéhu
choroby, a pted zahdjenim 1écby lenalidomidem. Mutace lze stanovovat na bunkach PK,
protoze vysledky odpovidaji vysledkim zbunék KD. NaSe data poskytuji diikaz, ze
mutacéni status genu 7P53 je dilezitym prediktorem PFS a OS, stejn¢ jako pocet krevnich
desticek a pohlavi, u pacientd s niz§im rizikem MDS. Zvlasté pak, velikost mutovaného
klonu a faze nemoci, kdy se mutace prvné objevi, ptedstavuji vyznamné faktory, urcujici
pribéh nemoci.

Stanovené Cile Ia), Ib) 1 Ic) byly splnény. Byla zjisténa incidence mutace v genu
TP53 u pacientl s nizkym rizikem MDS, vliv mutace na klinicky pribéh nemoci 1 urcena

mutaéni zatéz v jednotlivych typech bunck.
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5.2 Diskuze a zavéry k tématu - Predikce lé¢ebné odpovédi na

hypometyla¢ni ¢inidla

Identifikace spolehlivych prediktivnich biomarkeri pro epigenetickou 1é¢bu by
umoznila vybér individudlni terapie, a proto je velmi zddouci. V souladu s tim jsme
provedli expresni profilovani v CD34+ bunkach KD pacientti s MDS, rozdélenych podle
odpovédi na 1écbu, a detekovali jsme geny, které by mohly predikovat vysledek 1éCby.

Funk¢ni anotaci rozdilné exprimovanych genli mezi pacienty s a bez odpovédi na
1é¢bu jsme identifikovali zvySenou hladinu mRNA nékolika ribozomalnich genti. Pacienti
s progresi méli hladinu ribozomalnich genii nejvyssi. Navic hladina exprese genu RPL28
korelovala s délkou preziti. Dale byly zj$tény deregulované MAPK a Wnt signalni dréhy,
které se podili na regulaci bunécné proliferace. Deregulované MAPK geny (MAPKI2,
MAP3KI11, MAP2K2 a ACVRIB) ovliviiuji vSechny tfi cesty MAP kindz prostfednictvim
geni ERK, JNK a MAPK. Zména DNA methylace komponent MAPK drahy byla diive
popséna u pacientii s CMML [é€enych decitabinem, hypometyla¢nim ¢inidlem (Meldi et
al., 2015). Jeden z ucinka aktivace MAPK zahrnuje zmény v translaci mRNA. Déle jsme
zjistili zmény v kanonické signalni draze Wnt, ktera se podili na regulaci proliferace bunék
prostfednictvim cilovych genli, které pomahaji modulovat rychlost nebo frekvenci
proliferace bunék.

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

MDS s vy$§im rizikem spolu s AML piedstavuji heterogenni skupinu malignich
onemocnéni charakterizovanych nekontrolovanym ristem klonalnich leukemickych
krvetvornych bun¢k a je pro né typické zvySeni proliferacnich faktord. Zjisténa zvysena
exprese ribozomalnich gentl u pacienttl, kteti na 1écbu azacitidinem neodpovédéli, odrazi

pravdépodobné vysokou miru proliferace spojenou s progresi a agresivitou nemoci.
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Domnivame se, Ze u pacientl s rozvinutou progresi, ktera odpovida zvysené proliferaci a
tim zvySenym naroklim na biogenezi ribozomu, nelze 1é€bou azacitidinem jiz tento proces
zvratit.

Dale byla také zjisténa zvysena uroven exprese dvou onkogent (EVI2B a HOPX) u
pacientli bez odpoveédi na 1écbu. Gen EVI2B je lokalizovan ve velkém intronu tumor
supresorového genu NF'I (Largaespada et al., 1995) a jeho vyssi hladina spolu s EVI2A
byla detekovana v bunééné linii myeloidni leukémie (Riicker et al., 2006). Uroveti exprese
genu HOPX byla zaclenéna do prognostickych modelit AML, kdy jeho zvySena exprese je
nezéavislym negativnim prognostickym faktorem (Lin et al., 2013).

U pacientti, ktefi na 1écbu reagovali, doslo po 1é¢bé AZA k signifikanti zméne
exprese nckolika gentll, které ovlivituji proliferaci (MYCN, RAC3, PTK2, MLF?2). Gen
MYCN patii do rodiny proto-onkogentt MYC, ktera koduje transkripéni faktory fidici
proliferaci bunék, diferenciaci a apoptdézu, a jeji nadmérnd exprese muze vést k
tumorogenezi (Delgado et al., 2010). Clenové rodiny MYC byli popsani jako klicovi
regulatofi biogeneze ribozomi a kontroly translace (Boon et al., 2001). Gen RAC3 hraje
dalezitou ulohu v mnoha biologickych procesech a je spojovdn s neopldziemi. Jeho
zvysena exprese byla zjisténa v bunécné linii lidské chronické myeloidni leukémie K562
(Colo et al., 2007). Gen PTK2 koduje tyrosinkindzu podilejici se na proliferaci, adhezi a
migraci bunck a jeho exprese pozitivn€ koreluje s poctem bilych krvinek pii 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, Ze do RNA se zacleniuje v 80-90% a do DNA
pouze v 10-20%. Inkorporace AZA do RNA vede k rozloZeni polyribozomt, defektim
transferové RNA a inhibici produkce proteint. Inkorporace AZA do DNA inhibuje
metylaci DNA. Studie Gagnon-Kugler a kol. naznacila, Zze u€inky inhibitorG metylace
DNA obecné, vcetné AZA, mohou byt spiSe zplsobeny cytotoxickymi ucinky
zprosttedkovanymi  naruSenim biogeneze ribozomi, neZ reaktivaci nadorovych
supresorovych genii (Gagnon-Kugler et al., 2009; Moss T et al., 2011). Pfehledova prace
Ruggera, tykajici se ribozomt a nadoril, ukézala tésny vztah mezi t€émito dvéma procesy
(Ruggero et al., 2003). Bunécny rast a proliferace jsou spojeny se zménami rychlosti
produkce ribozomu. Existuje dilezZity vztah mezi bunéénym cyklem a produkci ribozomd.
Tato rovnovaha se udrZzuje v bunice prostfednictvim klicovych kontrolnich bodt, které

zajiStuji, ze translace proteinll nastdva na pfislusnych urovnich a v urcitych casech v
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bunééném cyklu. V nadorovych buitkdch muze byt tato rovnovéha naruSena, coz vede k
deregulaci syntézy rRNA.

Nase studie ukdazala, Ze nereagujici pacienti na AZA 1écbu vykazovali vysokou
expresi ribozomalnich gent pred 1écbou, ktera pravdépodobné odrazela intenzivni
proteosyntézu v proliferativnich bunikach. NaSe tdaje podporuji hypotézu, ze mozné
selhani 1écby je vysledkem vysoké miry proliferace a naznacuji, Zze pokrocily stav
onemocnéni nelze zvratit demetylacni 1é¢bou. Dalsi studie jsou pottebné k potvrzeni téchto
vysledkil v nezavislé kohorté pacienti.

Specifické cile Ila) i IIb) byly splnény. Byla nalezena skupina genti, ktera by mohla
predikovat reakci na 1é¢bu, a byly popsany geny, jejichz exprese byla 1é€bou signifikantné

ovlivnéna.

5.3 Diskuze a zavéry ktématu - Identifikace bodovych

polymorfismi asociovanych s MDS

Asociacni studie byla provedena mezi vybranymi SNPs a skupinou MDS pacientt.
Nevyznaméjsi asociaci vykazoval rs13240966 SNP (p = 7.00E-11), ktery se nachazi
v genu SLC4A42. Tento gen koduje 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
méchyfte byla jiz dfive popsdna (Andrew et al., 2009). Také jsme nasli vyznamnou asociaci
mezi MDS a polymorfismem 152235074 v genu, ktery koduje dal§i transmembranovy
protein pattici do transportérové rodiny ABC. Konkrétné gen ABCBI, ktery je zodpovédny
za snizenou akumulaci 1ékti v multilékove rezistentnich bunkach a Casto je zodpovédny za
odolnost vuci protinddorovym Iékim. V nas$i kohorté¢ pacienti vyznamné prevladal
heterozygotni genotyp A/G (OR 3.79; 95% CI 2.30-6.24). N¢které polymorfismy
nachazejici se v tomto genu byly jiZ popsany u akutni lymfoblastické leukemie a byly
spojeny se Spatnou prognézou (Rao et al., 2010).

Gen kodujici LIGI 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 LIGI se ulastni oprav  DNA vystfizenim nukleotidi (nucleotide
excision repair, NER). Tento polymorfismus byl davan do souvislosti s rakovinou plic (Lee
et al., 2008). Nalezli jsme dalsi dva polymorfismy v genech spojenych s opravami DNA,
které souvisely s MDS. Prvni z téchto polymorfismii byl rs11226 SNP (p = 1,70E-04) genu
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RADS2, 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 dalsi varianty genti
zapojenych do oprav DNA asociované s MDS (p <0,01), véetné rs2238335 v genu BLM,
1s2308327 v MGMT, 1s4149963 v EXOla rs7607076 v genu MSH2. Nékolik studii
ukdzalo, ze polymorfismy v genech reagujici na DNA poSkozeni (DNA damage-response
genes, DDR) a v genech pro opravy DNA ovliviiuji schopnost opravit poskozenou DNA
(Shin et al., 2008; Beesley et al., 2007). Domnivame se, ze poskozeni DNA zplsobené
neuéinnou detoxikaci nebo defekty pii opravé DNA mohou vést k chromozomalni
nestabilité, ktera mize byt spojena s tvorbou nadort ¢i progresi. Tak se mohou genetické
varianty podilet na vzniku MDS.

Dalsi SNP detekovany v této studii, s nimz MDS asociuje je rs732417 (p = 7,76E-05),
ktery je umistén v genu STK6/AURKA. AURKA, serin/threonin kinaza, reguluje kontrolni
body bunétného cyklu a udrzuje 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). Stejn¢ tak,
jedinci s ur€itymi polymorfismy v genu AURKA jsou vyznamné nachylnéjsi k rakoviné
mocového méchyte (Andrew et al., 2009).

Vysledky ziskané z ,,Cipové™ platformy byly validovany pomoci jiné genotypovaci
metody — SNPsTaqgMan Assays. Korelacni koefiecient 0,99 mezi obéma platformami
ukdazal na dobrou korelaci dat. U vybranych polymorfismi (genti LIG1, RAD52, GPX3) byl
navic stanoven genotyp v CD3+ T lymfocytech a zaroven CDI14+ monocytech pro
potvrzeni zarode¢ného piivodu polymorfismd.

V této studii jsme identifikovali n¢kolik genetickych variant, které se mohou podilet
na patogenezi MDS. Do vySetfovaného souboru byli zafazeni striktné jen pacienti
s primarni formou MDS, protoZe zafazeni pacientl se sekundarni formou MDS by mohlo
dezinterpretovat vysledky. Tento typ MDS vznikéd nasledné po podané 1écb¢ jiného typu

rakoviny a mohli bychom tak detekovat SNPs souvisejici s odliSnou formou nadoru.
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6. SOUHRN

I kdyz je MDS desitky let v zajmu védca, a je intenzivné zkouman nové vyvinutymi
metodami, pfesna patogeneze tohoto heterogenniho onemocnéni nebyla stile objasnéna.
V soucasné¢ dobé jsou wusilovné zkouméany genetické 1 epigenetické zmény
hematopoetickych kmenovych bunck, které dokazuji klonalni vicestupnovy proces
onemocnéni. U c¢asti pacientd, kteti transformuji od ¢asnych/premalignich forem po stavy
pokrocilé, které jiz pln€ odpovidaji nddorovému onemocnéni, mizeme pozorovat vlastné
in vivo model vzniku leukemie.

Stejné¢ jako u ostatnich nddorovych onemocnéni byva MDS diagnostikovano
v pokrocilejsim veéku a souvisi s procesem starnuti, kdy dochazi k akumulaci genetickych
zmeén a klesa schopnost oprav DNA. Predpokladame, ze na zakladé 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 jedna o jinou iniciaci onemocnéni, kde jejich
genom je poskozen 1é¢bou predchoziho nadorového onemocnéni.

Cilem této 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 cCastéjsi
(23,6%) nez u pacientli bez delece (3,8%). Detekovand mutace slouzi jako nejsilng;si
nepiiznivy prognosticky marker pro OS 1 PFS. Malé¢ TP53-mutované subklony nemaji
stejny nepiiznivy prognosticky dopad jako klony s velkou mutaéni zaté€zi. Mutace byly
zachyceny vPK 1 KD se stejnou frekvenci. Na zdkladé zjisténych skutecnosti se
domnivame, Ze by mélo byt urCovani mutaci v genu 7P53 u pacientll s nizkym rizikem
MDS provadéno rutinné v dobé stanoveni diagnézy, v prub&hu choroby, a pted zahajenim

1&¢by.

II. Identifikovali jsme zvySenou expresi nc¢kolika ribozomalnich genii u pacientl
bez odpovédi pied zahajenou 1écbou AZA, coz pravdépodobné odrazelo intenzivni
proteosyntézu v buiikkach se zvysenou proliferaci. Ptedpokladdme, Ze selhani 1écby je
vysledkem vysoké miry proliferace a pokrocilého stavu onemocnéni, ktery nelze
demetylacni 1écbou zvratit. Déle jsme identifikovali n¢kolik gent, jejichZ exprese se po
podani AZA zménila vyhradné u reagujicich pacientli, a mohly by slouZit jako markery pro

sledovani uspésné terapie.

75



III. Nalezli jsme devét bodovych polymorfismt, které byly asociované s MDS
fenotypem. Z toho tfi SNPs se nachazeji v DNA reparacnich genech (LIGI, RADS52,
MSH3) a jeden SNP v genu, ktery chrani bunky pted oxida¢nim poskozenim (GPX3). Tyto
geny by mohly byt zapojeny do vzniku MDS. Dale byly identifikovany dva SNPs (ROS],

STK6), jejichz genotyp byl asociovan s celkovym piezitim pacienti.
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