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1 Uvod
Termin myelodysplasticky syndrom (MDS) byl poprvé popsan na konferenci

koopera¢ni francouzsko-americko-britské skupiny (FAB) v roce 1976. (Bennett et al.,
1976) Pozd¢ji roku 1982 FAB skupina vytvoftila podrobnéjsi rozdéleni MDS. (Bennett et
al., 1982)

MDS piedstavuje heterogenni skupinu klonalnich chorob hematopoetické kmenové
bunky, kterd je charakterizovana neefektivni krvetvorbou, rozli¢nou cytopenii v periferni
krvi, morfologickou dysplazii a v urcitych ptipadech zavaznou transformaci do akutni
myeloidni leukemie (AML). Onemocnéni postihuje nejCastéji osoby starSiho veku.
Incidence je 35 nemocnych na 100 000 osob ve véku nad 70 let, a proto MDS patii mezi
nejcastejs$i hematologicka onkologickd onemocnéni v pokroc¢ilém véku. (Jonasova, 2013)

Mechanizmus vzniku MDS neni stidle dokonale popsdn, ale vyuzitim
cytogenetickych a molekularné genetickych metod lze ziskat postupny obraz vzniku a

vyvoje onemocnéni.



2 Myelodysplasticky syndrom

MDS patii mezi skupinu onemocnéni, ktera vznikaji poskozenim hematopoetické
pluripotentni kmenové buiiky. Charakteristickym rysem onemocnéni v disledku
neefektivni hematopoézy je cytopenie v periferni krvi. Oproti tomu kostni dieni (KD) je
Casto bunécné bohata. Na krvetvornych buiikéch jsou patrné typické dysplastické rysy,
které reflektuji poruchu vyzravani téchto bunck. Porucha regulace krvetvorby vede
k poskozeni diferenciace, kterd mize mit za nasledek hromadéni nezralych prekurzort
v podobé myeloidnich blastd ve dfeni. Tak miize dojit k progresi onemocnéni a
transformaci do akutni leukemie (AL). (Visconte et al., 2014)

Ptedpokladem pro rozvinuti MDS je aktivace fady procest, mezi které patii
poskozeni hematopoetické kmenové buiiky. PoSkozeni mize byt vyvoldno spontanni
mutaci ¢i mutagenem, ktery zapfic¢ini imunologickou odpovéd’, jez zdsadné ovlivni rist

a vyvoj kmenové buiky. (Visconte et al., 2014)

2.1 Klasifikace

Oznaceni dysplazie nebyl tim nej$tastnéjSim moznym terminem, jelikoz neni zcela
pfesny, a také se miizeme s timto terminem setkat napiiklad 1 u onemocnéni zvaného
myelofibréza. Klasifikace MDS prosla vyvojem od FAB klasifikace az po soudobou
klasifikaci dle Svétové zdravotnické organizace (WHO). Prvni FAB klasifikace z roku
1982, ktera rozd¢lila MDS do péti subtypil, je zaméfena na procentudlni zastoupeni blastl
v periferni krvi a v kostni dfeni. Na toto rozdéleni navazuje klasifikace dle WHO z roku
1999, revidovana v roce 2008. Nejnov¢jsi revize probehla v roce 2016. Upravuje a fadi
refrakterni anémii a refrakterni cytopenii pod souhrnny typ myelodysplasticky syndrom
s ptisluSnym upfesnénim. Kvuli prekryvajicim se vysledkim vySetfeni byla zavedena
kategorie MDS/MPN (myeloproliferativni neoplazie) (Ghosh, 2011). Klasifikace z roku

2016 je uvedena v tabulce 1.



Tab. 1 — WHO klasifikacni systém z roku 2016
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1) Cytopenie — hemoglobin pod 100 /1, krevni desti¢ky pod 100 x 10%1, absolutni pocet
neutrofilii pod 1,8 x 109/1, vyjime&n& mize byt MDS prezentovano mirnou anemii, nebo

trombocytopenii nad témito hranicemi, po&et monocytti v PK musi byt pod 1 x 109/1
2) Pokud je pfitomna mutace SF3B1
3) 1% blasti v PK musi byt pfitomno v minimalné¢ 2 ptipadech
4) ptipady s > 15 % prstencitych sideroblastii maji dle definice signifikantni erytroidni
dysplazii a jsou fazeny jako MDS-RS-SLLD

Po Kklasifikaci onemocnéni bylo vytvofeno prognostické hodnoceni preziti
pacientil. International Prognostic Scoring System (IPSS) byl sestaven v roce 1997. IPSS
vyhodnocuje délku onemocnéni, ¢i riziko pfechodu do AML na zakladé procenta blasti
v kostni dfeni, poctu cytopenii a zmén v karyotypu. (Viz Tab. 2) Tento skérovaci systém
ma mozné uplatnéni jen u pacientii s MDS de novo. I u tohoto systému byla provedena
revize, a to v roce 2012 - Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R). Pro
pfesnéjsi prognostické vyhodnoceni byly pfidany dal$i hodnoty, jako je hodnota
hemoglobinu, pocet krevnich desti¢ek, pocet neutrofilti v PK a podrobnéjsi cytogeneticka
vysetieni. IPSS-R rozd€luje pacienty do péti skupin — velmi nizké, nizké, intermediarni,

vysokeé a velmi vysoké riziko. (Viz Tab. 3) V roce 2015 byl vytvoten dalsi prognosticky



syst¢ém WPSS (WHO Classification-Based Prognostic Scoring System). Systém ma také

pét skupin od velmi nizké az po velmi vysoké. (Viz Tab. 4) (Ghosh, 2011)

Tab. 2 - Mezinarodni prognosticky bodovy systém (IPSS)

International Prognostic Scoring System'
IPSS Rizikova Medién piesiti [roky] Cas do rozvinuti AMLu
skupina 25 % pacientl
Nizké 5,7 9,4
Intermediarni - 1 3,5 33
Intermediarni - 2 1,2 1,1
Vysoké 0.4 0,2

Tab. 3 - Revidovany mezinarodni prognosticky bodovy systém (IPSS — R)

Revised International Prognostic Scoring System?

IPSS-R Rizikové | /.. pleziti [roky] Cas do rozvinuti AMLu
skupina 25 % pacientl
Velmi nizké 8,8 N/R?
Nizké 5,3 10,8
Intermediarni 3,0 3,2
Vysoké 1,6 1,4
Velmi vysoké 0,8 0,7

a) Nedosazeno béhem studie

Tab. 4 - Prognosticky skoérovaci systém na bazi WHO (WPSS)

World Healt Organization Prognostic Scoring System?
WPSS Kategorie iy ui Riziko AML v pribéhu 5
rizika Medién preziti [roky] let [%]
Velmi nizké 11,8 3
Nizké 5,5 14
Intermediérni 4 33
Vysoké 2,2 54
Velmi vysoké 0,75 84

1) (Greenbergetal., 1997)
2) (Greenberg et al., 2012)
3) (Malcovati et al., 2007)



2.2 Etiologie

MDS ve vice nez 80 % piipadl vznika de novo. Etiologie vzniku je nezndma, ovSem
nékteré studie naznacuji spojeni s expozici benzenu, fedidliim, pesticidim nebo také
s koufenim, a oznacuje se také jako primarni MDS. Dalsich necelych 20 % ptipadi vznika
radioterapie €i chemoterapie. Déle se piedpoklada, ze genovy polymorfizmus spolecné
s faktory zivotniho prostiedi také muize vyznamné negativné ovlivnit rozvoj tohoto

onemocnéni. (Ghosh, 2011)

2.3 Incidence

Incidence MDS je kolem 4 ptipadli na 100 000 obyvatel za rok. Pfi vy$§im veku,
tedy nad 70 let, se poCet nove zjisténych ptipad zvysi na primér 35 na 100 000 obyvatel.
Kazdoro¢n¢ se =zvySujici se pocet nemocnych se da vysvétlit nejen lepSimi
diagnostickymi prostiedky, ale i vyssi dobou doziti. Muzi jsou postizeni 1,5krat Castéji
nez Zeny, kromé MDS s del(5q), ktery se naopak vyskytuje ¢astéji u Zen. Velmi vzacné
MDS postihuje détské pacienty a vyskytuje se ve 4 % hematologicko-onkologickych

onemocnéni u déti. (Ghosh, 2011)

2.4 Klinicky obraz

Nemocny pfichdzi nejcastéji s anémii ¢i anemickym syndromem (hodnoty
hemoglobinu u Zen pod 120 g/l a u muzi pod 130 g/l). Ke klinickym projeviim anémie
patii: inava, slabost, palpitace, dusnost. Jedna ¢tvrtina nemocnych ma ¢asto leukopenii,
kterd ohroZuje pacienty pfipadnou infekci. Nemocni, ktefi maji trombocytopenii (10 %
pacientll), maji krvacivé projevy (snadna tvorba modfin, petechie, sufuze i epistaxe).

(Vondrakova, 2010)

2.5 Diagnostika

Klinicky obraz pro MDS se neda zcela typizovat, diagnostika mize byt velmi
obtizné a obcas zahrnuje nutnost $ir$i diferencidlni diagnostiky. Po podrobné anamnéze
je zékladnim diagnostickym vySetfenim vySetieni periferni krve, tedy vySetieni krevniho
obrazu (KO) i s diferencidlnim rozpoc¢tem a jeho spravna interpretace. V KO se mlize

objevit mono-, bi-, az pancytopenie. Anémie je obvykle makrocytarni, ale i normocytarni,
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normochromni, s anizocytézou a retikulocytopenii. V diferencialnim rozpoctu leukocytt
se sleduje vyplavovani nezralych granulocytli, prevazné myeloblastti, a zda-li jsou
pritomny morfologické abnormality (patologicka granularita v cytoplazmé, nepravidelné
tvary jadra, zmény chromatinu ¢i vakuolizace). Pii zjiSténi abnormalit v KO se dale
indikuje vySetieni kostni diené (KD), které se provadi dvéma zplisoby: odbérem z hrudni
kosti — sternalni punkce nebo biopsii z kosti lopaty kycelni — trepanobiopsie. U vySetfeni
KD se provadi diferencialni rozpocet, myelogram, a zkoumaji se morfologické zmény
jako v rozpoctu PK. Dalsi metodou je barveni na zelezo pro zjisténi obsahu a distribuce
zeleza v KD a k vylouceni ¢i prikazu prstencitych sideroblasti. Je ddle mozné provadét
cytochemicka barveni, kterd jsou v dnesni dobé spiSe na Ustupu a jsou nahrazovana
pritokovou cytometrii (FACS). Vzorek KD je také zasilan na cytogenetickd a noveé
molekularné biologickd vySetfeni a v pfipad¢é trepanobiopsie se vzorek odesila
k histologickému vysetieni (imunohistochemie). (Vondrakova, 2010)

V roce 2013 European LeukemiaNet vydal seznam vysetienich, které jsou pro

diagnostiku MDS doporucena. (Tab. 5)

Tab. 5 - Doporucend vysetfeni u MDS — European LeukemiaNet vydal v roce 2013
seznam doporucenych vysetienich.

Natér periferni hodnoceni dysplazie v jedné nebo vice .,
Ao 1 e X Povinna
krve bunéénych linii, pocet blast
hodnoceni dysplazie v jedné nebo vice
Sternalni punkce bunécnych linii, pocet blastil, pocet
prstencitych sideroblasti
Biopsie kostni posouzeni bunécnosti, buiiky CD34,
diené stupen fibrozy
. detekce klonélnich chromozomalnich
Cytogenetika .
abnormalit
FISH pii selhani G-pruhovani Doporucena
. detekce abnormalit v jednotlivych
Imunofenotypizace “x v Te
bunéénych linii
SNP array detekce chromozomalnich aberaci Navrhovana

11



Mutaéni analyza

feemeheiteln et detekce somatickych mutaci

2.6 Lécba

Lécba je zalozena Casto na individualnim pfistupu, vétSinou se fidi skorovacim
systémem (rozliSeni nizkého €1 vysokého rizika). Pacientim s niz§im a stiednim rizikem
se podava podpirnd, stimulacni, chelatacni, imunosupresivni nebo imunomodulaéni
terapie. Cilem je snaha zlepsit kvalitu zivota a také jeho prodlouzeni. Naopak u pacientti
s vysokym rizikem se terapie zaméfuje na patologicky klon a jeho eliminaci a snahu o

odvréceni transformace do AML. (Malcovati, Ambaglio a Elena, 2015)
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3 Typy genovych mutaci v MDS

Detailng€jsi poznani mutaci v MDS je otazkou poslednich 10 let, a to diky novym
metoddm jako tzv. SNP — array (DNA mikroCipy detekujici jednonukleotidové
polymorfizmy), celogenomové a celoexomové sekvenovani, které pomohly identifikovat
¢asto mutované geny u myeloidnich malignit. Bylo zjisténo, Ze se somatické mutace
objevuji alespoii v jednom genu u 90 % pacientti s MDS. (Kennedy a Ebert, 2017)

Pocet fidicich genti v MDS je obrovsky. Lze je rozdélit a uspotadat do kategorii,
které odpovidaji bunéénému procesu: RNA sestfihové faktory, epigenetické regulatory,
kohezivni komponenta, transkripcni faktory, odpovéd’ na poSkozenou DNA a molekuly

signalni transdukce. (Obr. 1)

Epigenetika  (~45 %)
-TET2 (20 %)

(25 %) - ASXL1 (15 %)

- DNMT3A (12 %)
-EZH2 (5 %)
-IDH1/2 (5 %)
-Dalsi  (5%)

Sesttih  (~50 %)

- SF3B1 (18 %)
- U2AF1 (12 %)
- SRSF2 (12 %)
- ZRSR2 (5 %)
- Ostatni (5 %)

Sestfih + Epigenetika

v

TP53  (~5 %)

.Z4dné abnormality (~ 5%)

Pouze cytogenetické abnormality (~ 5%) ..Mutace v ostatnich genech (~15 %)
- RUNXI1, ETV6, PHF6, GATA2, ...
NRAS, KRAS, JAK2, CBL, ...
STAG2, SMC3, RAD21, ...

Obr. 1 — Rozd¢€lené nejcastéji nalezené mutace u MDS (Bejar a Steensma, 2014)

3.1 Sestiihové faktory

Sestfihové faktory jsou zodpoveédné za posttranskripni tipravu mRNA, tedy
vystiihani intront z pre-mRNA. Tento proces sestiihu “splicing” se provadi v jaderné
organele, ve spliceozomu, ktery je tvofen malymi jadernymi RNA a nékolika proteiny.
Mezi zodpovédné geny patii SF3BI, SRSF2, U2AF1 a ZRSE2, které jsou u pacientil
s MDS az v60 % ptipadd mutované. Tyto mutace se vyskytuji jako jednoduché
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substituce aminokyselin v definovaném bodé&. SF3B1 byl jako prvni z rodiny spliceozomu
spojen s MDS a byva az v 80 % mutovan spolu s ndlezem prstencitych sideroblasti
(MDS-RS). Mutace sesttihovych faktorii jsou heterozygotni a navzajem vylucuji jedna
druhou, tedy dvé mutace se nemohou navzajem tolerovat. Oblast spliceozomu se ukazuje
jako mozny novy cil v terapii MDS, AML a CMML,; je snaha ptipravit selektivni inhibitor
pro SF3B1 jako farmaceuticky preparat. (Kennedy a Ebert, 2017)

3.2 Epigenetické faktory

Methylace CpG ostrivkli v genech promotort patii mezi hlavni epigenetické
kontrolni mechanizmy transkripce, které jsou Casto deregulovany u nadort a leukemii.
Riizné histonové modifikace, které ovlivituji genovou expresi, jsou zde také ptitomny.
Zmény methylace u MDS nemusi ovliviiovat jen geny promotori v CpG ostrliveich, ale
také u intragennich a intergennich oblasti, které zesiluji jejich expresi. Epigenetické
abnormality, které jsou Casto pozorovany u MDS, zahrnuji hypermethylaci kontrolnich
genu pro proliferaci, diferenciaci, adhezi a dalSich dulezitych faktorti souvisejicich se
vznikem tohoto onemocnéni. Geny, které se podileji na methylaci (DNMT34, TET2,
IDHI/IDH?2) a histonové modifikaci (ASXL1, EZH2, UTX, SETBP, ATRX), vytvaieji
spole¢nou skupinu mutaci u MDS. Nékteré studie naznacuji, Ze by bylo mozné vyuzit
inhibitory EZH2, IDH2 a UTX jako mozZny terapeuticky piipravek. (Kennedy a Ebert,
2017)

3.3 Kohezni komponenta

Mutace opakujici se ve slozkach kohezinového komplexu, které se podileji na
soudrznosti sesterskych chromatid, postreplikacnich oprav DNA a transkrip¢ni regulace,
byly v poslednich né&kolika letech pozorovany u myeloidnich malignit, ale také 1 u MDS.
Mutace v genu STAG2 byla zjisténa piiblizné u 7 % pacientd s MDS a mutace v genu
RAD21 nebo SMC3 v 1 % ptipadi. Mutace téchto kohezinovych genid se vétSinou
vzajemné vylucuji a jsou povazovany za funkéni ztratu. Defekty v kohezinovych genech
jsou spojeny s horSim celkovym pfezivanim, a to zejména u pacientd s MDS. Maji-li
mutaci STAG2, maji délku preziti okolo 12 mésicii. Naproti tomu pfitomnost
kohezinovych mutaci neovlivituje podle neddvné studie piezivani pacientu s AML.

(Kennedy a Ebert, 2017)
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3.4 Transkripéni faktory

Mutace gent zapojenych do RAS signalizacni dréhy se vyskytuji pfiblizné u 5-10
% pacientl s MDS, pficemz nejcastéji mutovanym genem je NRAS. Nekteré studie
ukazuji na Spatny prognosticky vliv mutaci v RAS genech. Kolem 50 % pacientt
s MDS/MPN a refrakterni anémii s prstencitymi sideroblasty a trombocytosou (RARS-
T) maji diagnostikovanou mutaci V617F v genu pro JAK?2, kodujici cytoplasmatickou
tyrosinkindzu. Interni tandemové duplikace (ITD) a dalsi aktivujici mutace receptoru

tyrosinkinazy FLT3 jsou ¢asté u AML, ale objevuji se i u MDS. (Kennedy a Ebert, 2017)

RUNXI je transkripéni faktor a regulator hematopoézy, ktery byl ptivodné popsan
v ramci translokace t(8;21) u AML. Bodové mutace u tohoto genu se ovSem vyskytuji i
u MDS, a to se zastoupenim okolo 10 %. Dal§im transkripcnim faktorem je ETV6, ktery
je mutovany pfiblizn€ u 2-5 % pacientd s MDS. Mutace RUNXI a ETV6 patii mezi
prognostické faktory onemocnéni, které negativné¢ ovliviiuji vyvoj onemocnéni.

(Kennedy a Ebert, 2017)

3.5 TP353

Do samostatné skupiny jsou zafazeny mutace v tumor supresorovém genu 7P53,
ktery patii mezi dulezité regulacni faktory gend ovlivilujicich proliferaci, regulaci a
reparaci DNA. Mutace tohoto genu byva detekovana u bezmala 10 % pacientl s de novo
MDS a u 30 % pacientll po ptedchozi terapii (sekundarni MDS). U MDS s del(5q) se
mutace TP53 vyskytuje podstatné Castéji. Pfitomnost mutaci v TP53 genu vyznamné
souvisi s krat§im pfezivanim pacientil, dale je zde vétsi riziko leukemické transformace a

relapsu onemocnéni po riznych lé¢ebnych terapiich. (Kennedy a Ebert, 2017)
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4 Molekularné biologické metody vyuzivané k diagnostice MDS

4.1 aCGH

Pivodni komparativni genomova hybridizace (CGH) je metoda na stanoveni
nebalancovanych chromozomalnich aberaci mezi dvéma vzorky DNA (referencni a
pacientskd), které jsou hybridizovany v metafazi chromozomu. Modern¢jsi varianta
CGH, tedy array-CGH (CGH na ¢ipu), vyuzivd misto metafdznich chromozomi
oligonukleotidovych sond, které jsou ukotveny na Cipu. Array-CGH umoziuje detekci
tzv. copy number variation (CNV) v celém genomu ve vysokém rozliSeni a v soucasné
dobé je toto vySetieni doporuCovdno u onemocnéni MDS namisto standardni
karyotypizace. Komeréné dostupné array platformy maji pfiblizné¢ 50krat vétsi
rozliSovaci schopnost nez cytogenetické¢ analytické metody. Ty detekuji 15-20 %
chromozomovych abnormalit na rozdil ve srovnani se 4 %, které detekuje klasicka
karyotypizace u stejnych pacientil. (Lukackova et al., 2014)

Hlavni vyhodou oproti metodé FISH je schopnost detekovat zmény poctu kopii
v genomu DNA soucasné na vice lokusech. To znamené moznost analyzovat stovky az
tisice gentl, které jsou na microarray desti¢ce v jednom experimentu. Ziskand DNA od
pacienta a kontrolni vzorek se oznaci riznou fluorescencni barvou a hybridizuji se na
array Cip snavazanymi oligonukleotidovymi nebo BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) sondami. Pfiblizn¢€ po 24hodinové hybridizaci a promyvacich krocich se
vysledek skenuje pomoci fluorescencéniho skeneru. Pomér fluorescenci mezi referenénim
a testovanym vzorkem hybridiza¢niho signélu je determinovan na rliznych pozicich podél
genomu a poskytuje informaci o amplifikaci DNA v testovaném vzorku a nasledné
srovnani s normalnim diploidnim genomem kontrolniho vzorku. (Obr. 2) Hlavni vyhodou
aCGH pfti genetickém testovani MDS je, Ze nevyzaduje proliferujici bunky k uspésné
analyze. AvSak podil malignich bun¢k ve vzorku by mél dosahovat detekéniho limitu,
ktery je 25-35 %. (Lukackova et al., 2014)

Obecné plati, Ze balancované ptestavby, nizké procento mozaiky a polyploidie neni
mozné pomoci aCGH detekovat. U aCGH byla vyvinuta fada rtiznych postupi, jejichz
cilem bylo zvysit rozliSovaci schopnost metody. RozliSovaci schopnost rliznych typt
aCGH je urdena velikosti a mezerami mezi DNA sondami. Cast aCGH postupu je
poloautomatizovana a vysledky jsou analyzovany pomoci biostatistického algoritmu.

V soucasné dob¢ jsou DNA komercné dodavané. (Lukackova et al., 2014)
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V hematoonkologii lze vyuzit microarray k zpfesnéni diagndzy, urceni subtypu

onemocnéni, mozné reakci na 1é¢bu a také k identifikaci genti a pochodl spojenych

s patogenezi této choroby. (Lukackova et al., 2014)
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Steps 1-3 Patient and control DNA are labeled with fluorescent dyes
and applied to the microarray.

Step4  Patient and control DNA compete to attach, or hybridize,
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Step5  The microarray scanner measures the fluorescent signals.
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Obr. 2 — Schéma vysetieni metodou aCGH (Theise, 2008)

4.2 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array

Metoda ma velkou rozliSovaci schopnost, ktera je podobna jako u aCGH, ale navic

je mozné prokazat ztratu heterozygozity (LOH) a uniparentalni disomii. SNP array ve

srovnani s aCGH poskytuje vice informaci v ramci jednoho vySetfeni a podobnou nebo

dokonce vyssi citlivost nez aCGH. Metoda je zaloZzena na vySetfeni jednonukleotidovych

polymorfismi, které jsou v genomu nejvice variabilni. O SNP se jedna, pokud se

jednotlivé nukleotidy A, C, T a G v jednotlivych alelach chromozomu lisi. Jedna se

napiiklad o sekvenci GACCATAAC, kde doslo evolu¢né k jednobodové mutaci, a tedy
k zaméng, kde v jedné¢ alele je A a v druhé G. Vznikla sekvence je tedy GACCGTAAC.

Tyto mutace jsou definovany pfitomnosti alesponn v 1 % u minoritni alely u sledované

populace. Po celém lidském genomu bylo nalezeno okolo 15 milionti SNP. (Vosecka,

Musil
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Dva hlavni vyrobci pro SNP array jsou Affymetrix, Inc. a [llumina, Inc. Vyuzivaji
stejné biochemické principy, ale pouzivaji rizné chemikalie k ur€eni poctu kopii.
Fragmentovana a oznacena DNA pacienta je hybridizovana na Cipu, ktery obsahuje
mnozstvi oligonukleotidovych sond, které jsou navrzeny tak, aby obsahovaly misto pro
SNP. Oligonukleotidy jsou specifické pro kazdou ze dvou SNP alel (A, B). Fluorescenc¢ni
signal je ziskan pro kazdou alelu v daném misté SNP a intenzita hybridizace poskytuje
informace o obou SNP genotypech (A, B nebo AB) a poctu kopii (heterozygotni nebo
homozygotni/hemizygotni v diisledku hybridizace genomové DNA na ob¢ nebo jednu
variantu sondy) (Obr. 3). (Iacobucci et al., 2013)

[Mlumina vyuziva platformu na bazi kulicek, kde je cely genom amplifikovan,
fragmentovan a posléze hybridizovan s oligonukleotidovymi sondami na kuli¢kach, které
jsou specifické pro kazdou z alel v SNP lokusu. Nésledné enzymatické prodlouzeni
(alelove specificky primer nebo jednotlivd baze) a fluorescenéni znaceni umoziuje
rozliSeni alel. (Iacobucci et al., 2013)

U Affymetrix technologie se DNA nastépi a nasledné amplifikuje. Poté se oznaci
a hybridizuje se na ¢ip. Protoze jsou sondy lokalizovany na SNP lokusu, je rozliSeni
arraye uzce spjato s hustotou sond, tedy s rozdélenim SNP na kazdém chromozomu (SNP
nejsou rozmistény rovnomérné po genomu). Pro prekonani tohoto limitu Affymetrix
vylepSoval rozliSovaci schopnost arraye. Genome-Wide Human SNP Array verze 6.0 se
sklada z vice jak 900 000 SNP, spolu s vice jak 940 000 nepolymorfnich markeri
k zajiSténi lepSiho pokryti vSech délek chromozomu. CytoScan HD Array obsahuje 2,67
miliont markerti pro analyzu poctu kopii, kolem 750 000 SNP sond a 1,9 milionu
nepolymorfnich sond pro uceleni celogenomového pokryti. (Iacobucci et al., 2013)

High-density SNP array umoziluji analyzovat a identifikovat oblasti podle piivodu
a zvysuji hladinu detekce u vzorkt s nizkou hladinou mozaiky. Dalsi dillezitou vlastnosti
SNP array je jeji senzitivita, ktera zavisi na poctu bun¢k obsahujicich specifické genetické
poskozeni. Tato metoda je schopna detekovat prestavby u vétSich bunécnych klont
(aspoit cca 25 %). Po generovaném fluorescencnim signalu je vzorek skenovan a
analyzovan. VSechny metody podstupuji standardizaci jasu na zakladni Groven kvili
korekci bias, pfi porovnavani intenzity vSech vzorkl. Postupy kontroly kvality umoziiuji
identifikaci vzorki 1 o hors$i kvalité. Pro tyto ucely byly vyvinuty v pribehu let rizné
algoritmy pro specifické arraye. Vystupni data mohou byt generovdna pomoci n¢kolika
softwartll, zaloZenych na riznych bioanalytickych principech, ale k hodnoceni dat obé

spolecnosti poskytuji vlastni software. (Iacobucci et al., 2013)
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Obr. 3 — Schéma postupu vysetfeni metodou SNP array (Teumer et al., 2013)

4.3 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MPLPA)

MLPA je jednoduché a snadno proveditelnd metoda s vysokou vytéznosti, kterou
vyvinula spole¢nost MRC Holland. Tato relativné jednoducha technika je zalozena na
principu multiplexni polymerazové teté¢zové reakce (PCR) a nésledné detekci pomoci
kapilarni elektroforézy. Metodu lze vyuzit k analyze dosahujici az 50 oblasti v jedné
reakéni smési a je schopna rozliSit rizné sekvence, které se délkové liSi i o jeden
nukleotid. (MRC Holland, 2019)

MLPA sondy se skladaji ze dvou oligonukleotidu, které obsahuji hybridiza¢ni
sekvenci komplementarni k hledané sekvenci na DNA. Obé sondy navic obsahuji
koncové oblasti pro nasednuti PCR primerti s univerzadlnimi sekvencemi, které je
vyuzivany k amplifikaci. Ob¢ sondy, pokud naleznou komplementarni sekvenci, ihned
hybridizuji tésné€ vedle sebe. Kdyz sondy spravne hybridizovaly na cilovou sekvenci, jsou
poté enzymaticky spojeny termostabilni ligdzou. Dal§im krokem je amplifikace pomoci

PCR. Zde je vyuzito univerzalnich mist pro PCR primery obsazenych na MLPA sondach,
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na které se vazi PCR primery pii amplifikaci, kdy jeden z nich je oznacen fluorescen¢nim
barvivem k vizualizaci produktu. (MRC Holland, 2019)

MLPA miize byt pouzita bez promyvani nenavazanych sond, jelikoz tyto sondy
nejsou ligovany, jejich amplifikace je zanedbatelnd a nevytvareji vizualiza¢ni produkt.
Kazda sonda ma specifickou délku, kterd je dilezitd pro snadnou identifikaci. Tuto
rozdilnou délku zajistuje tzv. stuffer sekvence, ktera je vlozena mezi hybridizacni
sekvenci a oblast nasednuti PCR primeru na jedné z MLPA sond. Ziskané produkty jsou
za pomoci kapilarni elektroforézy rozdéleny (Obr. 4). Vysledny elektroforeogram je
upraven pomoci softwaru, z kterého je mozné nasledné vyhodnotit, zda je pfitomna

ptipadna delece ¢i amplifikace. (MRC Holland, 2019)
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Obr. 4 — Schéma postupu pro vySetteni metodou MLPA (Hénkel a Huber, 2013)
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4.4 Next Generation Sequencing (NGS, sekvenovani nové generace)

Metoda umoznila rychlejsi a ekonomictéjsi sekvenovani lidského genomu.
Kompletni lidsky genom se diky této metodé€ podaftilo osekvenovat za zlomek ceny i Casu
oproti predchozi Sangerové metodé. Vyznamny pokrok metoda umoznila v oblasti
onkologie, kde piispéla k molekularni charakteristice nadorG a jejich vyvoje.
Nejvyuzivanéj§imi typy NGS (od uvedenych vyrobcill) jsou v soucasnosti nasledujici
¢tyfi: firma Roche a metoda 454, firma Illumina a metoda Solexa a firma Life
technologies, ktera vyuziva dvé metody — SOLiD a Ion Torrent. (Koubkové, Vojtések a
Vyzula, 2014)

4.4.1 Roche 454

Firma Roche vytvofila prvni komer¢né vyrdbény analyzator NGS, ktery byl
uveden na trh vroce 2005. Metoda pracuje na principu pyrosekvenovani, coz lze
zjednodusen¢ popsat jako sled enzymatickych reakci pii zaclefiovani bazi do vznikajici
DNA, pii némz dochazi k emisi svétla, jehoz intenzita je imérnd poctu zaclenénych
nukleotidii. (Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

Jako prvni se u NGS musi vytvofit DNA knihovna. Dvouvldknova DNA se
nastépi na fragmenty a nasledné se na konce téchto fragmentl ptipoji specifické adaptory
(A a B). Tyto adaptory v dalSich reakcich slouzi k purifikaci, amplifikaci i1 k samotné
sekvenaci. Adaptor B ma na svém 5°- konci pfipojen biotin, ktery slouzi k imobilizaci a
pfichyceni dvouvldknové DNA k magnetické kuli¢ce s navazanym streptavidinem. Po
promyti nenavdzanych fragmenti DNA se provede denaturace a neoznacené
komplementarni vldkno, které nenese adaptor B, se uvolni. Vytvofené jednofetézcové
fragmenty slouZi k hybridizaci se specialni DNA kuli¢kou, kterda ma na svém povrchu
komplementarni sekvenci DNA, ktera slouzi jako primer pro amplifikaci. Ke klonalni
amplifikaci se vyuziva metoda emulzni PCR (emPCR). Metoda je navrzena tak, aby se
na jednu DNA kulicku navézal praveé jeden DNA fragment. Kazda kuli¢ka je uzaviena
v olejové emulzi s vodou, kde probiha amplifikace jednoho fragmentu. Po skonceni
emPCR se kuli¢ky s mnohonasobné zmnoZenou DNA uvolnéni z emulze. Nasledujicim
krokem je enrichment, tedy kulicky, které nenesou amplifikovanou DNA, jsou odmyty.
Na tyto kulicky, které nesou amplifikované jednotetézcové DNA fragmenty, se pfichyti
sekvenéni primer a tato smés se nanese do jamek pikotitra¢ni desticky. Tyto jamky jsou

navrzeny tak, Ze do kazdé jamky je nanesena jen jedna kuli¢ka. Desticka je rozdélena do
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Ctyt vrstev, kam se postupné centrifugaci dostdvaji dal§i druhy kulicek dulezité pro
pyrosekvenacni reakci. V této reakci se vyuzivaji enzymy sulfuryldza, luciferdza, apyraza
a DNA polymeraza, které reaguji s adenosin-5-fosfosulfatem a luciferinem. Nukleotidy
putuji v pevném potadi nad pikotitracni desticCkou. DNA polymeraza, ktera zabudovava
nukleotidy do nového fetézce, je doprovazena uvolnénim pyrofosfatu, ktery je preveden
na ATP pomoci ATP-sulfuryldzy za ptitomnosti adenosin-5-fosfosulfatu. Takto vzniklé
ATP pfeméni luciferin na oxyluciferin za pfitomnosti luciferdzy. Tato reakce emituje
viditelné svétlo, které je pomoci CCD cCipu zaznamendvano. Enzym apyraza degraduje
prebytecné nukleotidy a ATP. Sekvence se odecitd z pyrogramu. (Obr. 5) Generovana
data jsou prostiednictvim 454 softwaru analyzovana pomoci filtrd, které odstrani data
sekvenci o nizké kvalit¢ nebo obsahuji vice nez jeden inicidlni DNA fragment.
(Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

Nejvétsi nevyhodou sekvenatoru je detekce homopolymernich oblasti DNA.
V sekvencich obsahujicich vice nukleotidi stejného typu za sebou vznika pii emisi svétla
vEtsi chybovost, tento problém zEasti vylepSil novy program, ktery dokéze filtrovat tyto
chybové sekvence. Mezi dal$i nevyhody této technologie patii relativné velka mira
manudlni prace a vysoka cena reagencii. Oproti tomu vyhodou je rychlost reakce, kde je
mozné za 10 hodin provést celou analyzu. Vyuziva se u celogenomového sekvenovani a

resekvenovani. (Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

4.4.2 Tllumina — Solexa

Firma Illumina na trh v roce 2007 uvedla sekvenator, ktery byl jako prvni zaloZen
na principu bridge amplifikace. V tomto piipad€ se templatovd DNA hybridizuje do
reakénich jamek (flow cell), které jsou na opticky transparentnim a pevném povrchu.
Vyuziva se modifikovanych reverzibilnich nukleotidi (Koubkova, Vojtések a Vyzula,
2014).

Ptiprava DNA knihovny zacina fragmentaci DNA o velikosti do 800 bazi. Tyto
fragmenty jsou zarovnany a fosforylovany. Na obou koncich jsou ptipojeny adaptory. Po
provedené denaturaci jsou jednovlaknové fragmenty hybridizovany v reakéni jamce,
ktera ma na svém povrchu hustou sit’ sekvenci komplementarnich k adaptortim, které jsou
pfipojeny na konci DNA fragmenti. Na takto ukotvenych a imobilizovanych fragmentech
prob&hne po pridani potfebnych reagencii PCR amplifikace. Adaptory na povrchu reakéni

jamky slouzi jako primery pro vytvofeni dvouvldknové DNA. Po vytvofeni
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dvouvlaknové DNA dojde k denaturaci a templatovd DNA se odmyje. Zlstava nove
syntetizované vlakno DNA, které je kovalentni vazbou drzeno v reakéni jamce. Toto
vldkno se ohne a svym volnym koncem hybridizuje k jednomu z dalSich adaptorti na
reak¢éni komitirce. Néslednou PCR se vytvoii ‘‘bridge* s dvouvlaknovym fragmentem.
Dojde k denaturaci a rozdvojeni vlakna. K ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA vyzaduje
nékolikandsobné opakovani toho procesu. (Koubkovd, Vojtések a Vyzula, 2014)

Poslednim krokem je odmyti reverznich fetézcti a zlistanou jen tzv. klastry kopii
DNA fragmentd, které nasledné bude mozné sekvenovat. Primery pro sekvenaci jsou
hybridizovany k adaptorovym sekvencim na volnych koncich fragmentt. Nésledné se
pridava polymeraza a nukleotidy, které jsou znaceny ¢tyimi riznymi fluorescenénimi
barvami a také maji inaktivovanou 3‘-OH skupinu. Tim je zaruceno, Ze je pfi reakci
inkorporovéan jen jeden nukleotid. Po zaclenéni nukleotidu dojde k pfecteni pozice a typu
nukleotidu pomoci ptitomného fluorescencniho znaceni. Tuto fluorescenci zachyti CCD
kamery. Po piecteni se nukleotid na 3°-konci zbavi fluoroforu a cyklus se opakuje
s dal$im nukleotidem. Specialni algoritmus generuje sekvence kazdého klastru, pridava
jim urcitou hodnotu, ale také dokazZe odstranit hodnoty sekvence o nizké kvalitg. (Obr. 5)
Prvni sekvenator této firmy dokézal zajistit vysledek za 2-3 dny u sekvenace o 35 bazich
a generovat 1 gigabazi dat v jednom béhu. (Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

Rizn€ velké sekvenatory se vyuZzivaji pro sekvenovani jak jednoho lidského
genomu, tak u malych genomt, amplikonového sekvenovani ¢i cileného sekvenovani
vybranych oblasti genti. Illumina sekvenatory jsou limitovany relativné kratkym
sekven¢nim ctenim, jelikoZ by jinak vznikala az pftili§ velkd chybovost pfistroje a
nekompletni prodlouZeni vldkna. Vyssi chybovosti ¢teni jsou zatizeny také oblasti
s bohatymi AT a GC sekvencemi. Sekvenatory od Illimuna maji vyhodu ve formeé vétsiho
poctu ziskanych dat za krats$i dobu a za mén¢ penéz ve srovnani se Sangerovou metodou,
ale naopak maji vétSi chybovost pfi ¢teni. I s touto nevyhodou, klady ve formé vysoké
vykonnosti, kapacity a hospodarnéjSiho provozu, sekvenatory od Illumina vévodi

momentalné na trhu. (Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

4.4.3 Life Technologies — SOLiD

Sequencing by oligonucleotie ligation and detection (SOLiD) ptedstavila v roce
2007 firma Applied Biosystems (dnesni Life Technologies). Metoda je zaloZena na

sekvenovani pomoci ligace. DNA knihovna se pfipravi pomoci emPCR. K DNA
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fragmentim se pfipoji sekvence, které jsou komplementdrni k adaptorim na
magnetickych kulickach. Po amplifikaci jsou kulicky navdzany na specidlné¢ upravené
sklicko, které se vklada do kazety umoznujici fluidni pratok. Metoda vyuziva osmi
nukleotidovych sond se znamou sekvenci prvnich dvou bazi. Sondy jsou oznaCeny
pomoci ¢tyf fluorescencnich barev. (Obr. 5) SOLiID technologie ¢te kazdy nukleotid
2krat, a tim zvySuje pfesnost pofadi nukleotidl, a tedy i piesnost celého vysSetfeni.
(Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

Vyraznou vyhodou SOLiID systému oproti ostatnim sekvenatorim je nizsi
chybovost. Analyticky se vyuziva v oblasti celogenomového resekvenovani, cileného

resekvenovani a epigenomiky. (Koubkova, Vojtések a Vyzula, 2014)

4.4.4 Life Technologies — Ion Torrent

Opét firma Life Technologies pfedstavila novy pfistroj Ion Personal Genome
Machine (PGM) a to v roce 2010. Byl to prvni sekvenator zaloZzeny na principu pienosu
chemického signalu do digitalni podoby. Signal detekuje vodikové protony, které se
uvolnuji pii syntéze nove vznikajiciho fetézce DNA za pomoci DNA polymerazy. Reakce
probihé na polovodicovém Cipu, ktery je husté pokryty mikrojamkami. Pod jamkami je
umisténa vrstva, kterd je citliva na ionty. Nukleotidy, které se zabudovavaji na nové
vzniklé vlakno, zplisobuji uvolnéni vodikového protonu, ktery nasledn€ zméni hodnotu
pH, ktera je zaznamenédna detektorem. DNA knihovna se pfipravi pomoci emPCR a
nasledné kulicky s templatem jsou vkladany na Cip s jamkami, kde v kazdé jamce je opét
jen jedna DNA. Ptes Cip proudi postupné jednotlivé nukleotidy a pii zaclenéni jednoho
nukleotidu dojde k vytvotfeni signalu, pii zaclenéni dvou nukleotidii vznikne signal
dvojnasobné intenzity. Naopak kdyZ se nukleotid nezacleni, signél je nulovy. Tim, Ze se
nevyuziva fluorescencni detekce ¢i jiné standardni metody, se sekvence velice zkrati, a
to na mén¢ nez 2 hodiny. Je to velice jednoducha, rychla a levna technologie. Mnozstvi
celkovych dat je ur€eno hustotou jamek na Cipu. V roce 2012 byl pfedstaven inovovany
sekvenator, ktery ma dostate¢nou kapacitu na sekvenaci lidského genomu. (Koubkova,

Vojtesek a Vyzula, 2014)
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Obr. 5 — Schéma provedeni sekvenovani nové generace u metod 454, SOLID a Solexa

(Introduction to next generation sequencing, 2011)
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5 Diagnostické a prognostické geny
Pomoci vyse uvedenych molekularnich metod byly identifikovany nejcastéjsi
mutace typické pro MDS. (Tab. 6) Tyto geny napomahaji ke stanoveni diagnézy a

prognodzy toho onemocnéni.

Tab. 6 — Nejcastéji identifikované mutace u MDS

Gen Frekvence [%] Lokace Funkce
SF3BI 20-30 2933 RNA sestiih
TET2 20-30 4q24 DNA methylace
ASXLI 15-20 20ql1 Histonova modifikace
SRSF?2 15 17925 RNA sestiih
DNMT3A 10 2p23 DNA methylace
RUNXI 10 21922 Transkripéni faktor
TP53 5-10 17p13 Tumorovy supresor
U2A4F1 5-10 21q22 RNA sestiih
EZH? 5-10 7936 Histonova modifikace
ZRSR2 5-10 X chromozom RNA sestiih
STAG2 5-10 X chromozom Kohezinovy faktor
NRAS 5 1pl3 Transkripéni faktor
CBL 5 11923 Signalni transduktor
IDHI/IDH2 5 2433/1526 B““S;?K rr‘;zit;‘l’;cs;nus
BCOR 5 X chromozom Transkrip€ni faktor

5.1 Sesttihové faktory
5.1.1 SF3BI

Studie u pacientt s nizkym rizikem MDS-RARS identifikovala mutaci v genu
SF3BI1 pti celogenomové sekvenaci jako jednu z nejCastéjSich mutaci. Mutace byla
nalezena u 60-80 % pacientl s MDS-RARS a u 10-20 % pacientd s MDS obecné. (Bejar
et al.,, 2011) Nékolik studii popisuje pozitivni prognosticky vyznam ptitomnosti této
mutace. (Malcovati et al., 2011) Heterozygotni mutace v genu SF3B1 se Casto vyskytuji
mezi 622—700 aminokyselinou, nej¢astéji K700E. (Ganguly a Kadam, 2016)

SF3B1 mutace jsou siln¢ spjaty s pfitomnosti prstencitych sideroblasti.18,52

Tyto mutace vedou ke zmén¢ mista sestiihu v 3’sestthové oblasti a aberantnimu sestfihu
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dilezitych genli, které ovliviluji metabolismus Zeleza. Tento fakt zfejmé souvisi

s pritomnosti prstencitych sideroblastt. (Conte et al., 2015)

5.1.2 SRSF2a ZRSR?

Mutace v SRSF2 genu se objevuji ve 12-15 % a mutace v genu ZRSR? jiz jen ve
3-11 % pripadi MDS. Mutace v genu SRSF2 se cCastéji vyskytuje u CMML. K
heterozygotni mutaci v genu SRSF2 dochazi vyhradné v oblasti P95, kde dochazi
k formovani kontaktu s cilovou RNA. Existence mutaci v genu SRSF2 u MDS predstavuji
vyznamnou roli pfi transformaci do AML a predikuje horsi pfezivani pacienti. Mutace v
SRSF2 genu je asociovana s neutropenii a také s trombocytopenii. Mutace v genu ZRSR?2
se objevuje ve 3-11 % ptipadit MDS s izolovanou neutropenii a mutace je bez specifické

lokace, podél celého proteinu. (Ganguly a Kadam, 2016)

5.1.3 U24F1

Ziskané mutace sestfihového faktoru U2AF1 jsou pomérné¢ bézné mezi
hematologickymi malignitami. Byly popsany u MDS bez prstencitych sideroblasti,
sekundarni AML, chronické myelomonocytarni leukémie (CMML) ¢i variantni formy
vlasatobunécné leukemie. Mutace v tomto genu byly popsany i u solidnich nadorti. U
pacientii s MDS byly tyto mutace detekovany v 5-12 % ptipadi. Mutace jsou spojeny
s alternativnim sestfthem cca 5 % genovych transkriptl. K alternativnimu sestfihu
dochazi zejména diky pieskakovani exont. (Jenkins a Kielkopf, 2017)

Mutace genu U2AF1 nejsou spojeny s zadnym morfologickym fenotypem.
(Ganguly a Kadam, 2016)

5.1.4 PRPFS§

Nedavno zjisténé somatické mutace a delece u tohoto sestfihového genu se objevuji
u MDS, ale také 1 u AML. Tento gen koduje nejvétsi a evoluéné nejzachovalejsi protein
spliceozomu. Mutace v genu PRPF$§ se objevuji u 1-4 % pacienti s MDS a jsou ¢asto
spojeny s prstencitymi sideroblasty. Mutace v genech PRPFS8 a SF3B1, které jsou obé
spojeny s vyskytem prstencitych sideroblastli, naznacuji spoleCny patogenni
mechanizmus v rozvoji MDS. Bunky nesouci mutaci v PRPF8 genu nasledné vytvareji
abnormalni sestiihy n€kolika transkripti, které se podileji na hematopoéze a metabolismu

Zeleza v mitochondriich. (Ganguly a Kadam, 2016)
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5.2 Epigenetické faktory

5.2.1 DNMT34

Gen DNMT3A4 koduje enzym methyltransferazu, ktera katalyzuje reakci pfenosu methylu
z S-adenosyl-1-methioninu na paty uhlik cytosinu v CpG dinukleotidové oblasti DNA.
Proto je gen DNMT3A dulezitou komponentou uc¢inné methylace aktivnich
chromozomovych domén. Frekvence mutaci v genu DNMT3A4 je u MDS nizka a
pfevazuje u nemocnych ve vys$im véku. Mutace jsou heterozygotni a nejcastéji typu
missense nebo nonsense. Mutace v misté argininu (R882) vede k naruSeni
methyltransferazové domény, coz vede ke snizeni enzymové aktivity. (Challen et al.,
2012) Mutace v genu DNMT3A4 jsou cCastéjsi u AML a vyskyt u MDS neni tak casty (3-
13 %). Tyto mutace nejsou dale blize spojeny s zadnou cytogenetickou podskupinou, ale
je tu korelace s niz§im prezivanim pacientti a také ¢asnéjsi transformace do AML.

(Ganguly a Kadam, 2016)

5.2.2 TET2

TET proteiny jsou Fe*" a a-ketoglutarat dependentni oxygenazy, které katalyzuji
hydroxylaci 5-methylcytosinu na hydroxymethylcytosin v DNA. Touto reakci dochazi ke
ztraté methylace DNA. TET proteiny maji vyznamnou roli v methylaci cytosinu a také
jsou dulezitymi epigenetickymi genovymi regulatory. Gen TE72 je klicovym regulatorem
hematopoetickych kmenovych bunck. Mutace v genu TET2 u MDS maji za nésledek
ztratu katalytické aktivity. Abnormality v TET2 genu s poruchou funkce TET se objevuji
u 15-27 % pacientd s MDS, které zahrnuji delece, missense, nonsense a frameshift
mutace, coz vede k poruseni DNA methylace. Podminénd nebo nepodminéné delece v
TET?2 genu mé za nasledek leukocytdzu, monocytdzu a vyraznou splenomegalii. Toto se
objevuje s latenci okolo 3 mésicti od vzniku mutace. (Ganguly a Kadam, 2016)

Somatické mutace v TET2 genu jsou spojovany s pokroCilym vékem, klonalni
hematopoézou a normalni karyotypem. To naznacuje, Ze mutace v TET2 genu je spojena
se starnutim hematopoetickych bunék. Riziko, které mutace v TE72 genu piedstavuji a
souvisejici klinické dopady, jsou zatim ve stadiu diskuzi. Mutace v TET2 genu jsou
popisovany s kratS§im pfezivanim u pacientli s MDS po transplantaci krvetvornych bunék
(HSCT). Snizend aktivita TET2 genu u mutovanych kmenovych bunék zvysuje

pravdépodobnost transformace do AML. SniZena exprese TET2 genu v progenitorovych
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bunkach, prekurzorech Cervené fady a granulocytech u pacienti s MDS, kde nebyla
detekovana mutace v genu 7ET2, naznacuje alternativni mechanizmus genu 7ET2
regulace a upozoriiuje na piedpokladany fyziologicky vyznam tumor supresorové funkce
TET2 proteinu. (Ganguly a Kadam, 2016)

Souhrnna data indikuji, ze mutace, které poSkozuji 5-hydroxymethylaci
pfedstavuji novy mechanizmus v transformaci u myeloidnich malignit. Kromé toho je
mozné, ze terapie, které¢ reguluji hladiny hydroxymethylace, mohou byt piinosem u
malignit charakterizovanych ztratou enzymové funkce TET inhibici obnovy malignich
kmenovych bunék. Francouzska studijni skupina MDS ukazala spojitost mezi mutaci
v genu TET?2 a celkovou odezvou na 1écbu AZA (Azacitidin), ale nebyla spojena s dobou
trvani 1écby a s dobou preziti. (Itzykson et al., 2011) Bylo zjisténo, ze pfitomnost mutaci
v metabolickych enzymech IDH1 a IDH2 se vz4jemné vyluc€uji s mutaci v genu 7E72 a
produkce 2-hydroxyglutardtu u neomorfnich mutovanych IDH1/2 proteind inhibuji
katalytickou aktivitu enzymu TET2. Souhrnné publikovand data ukazuji TET2 jako
hlavni regulator normalni, ale i maligni hematopoézy. Hypotézy naznacuji odlisnou roli
genu TET2 v jinych hematopoetickych liniich a moznost jeho pfispéni k transformaci do

lymfoproliferace nebo epitelialniho tumoru. (Ganguly a Kadam, 2016)

5.2.3 IDHI/2

Isocitratdehydrogenaza (IDH) katalyzuje pfeménu izocitratu na a-ketoglutarat, za
pomoci NADP. Tento enzym mé 3 izoformy. IDH1 se nachazi v cytoplazmé, IDH2 se
nachdzi v mitochondriich a IDH3 je soucasti citratového cyklu. Mutace se vyskytuji
v aktivnim misté IDH1 na pozici R132 a IDH2 na pozicich R140 a R172. Metabolit a-
ketoglutaratu, ktery je vytvaren IDH1/2, reguluje aktivitu TET2. Heterogenni mutace
v oblasti R132 (IDHI), R140 a R172 (IDH2) maji za nasledek zménu substratové
specifity enzymu. V disledku vySe uvedenych mutaci mutovany enzym IDH1/2 neni
schopen katalyzovat konverzi isocitratu na a-ketoglutarat, ale misto toho katalyzuje
konverzi oa-ketoglutardtu na B-hydroxyglutarat za konzumpce NADPH. §-
hydroxyglutarat inhibuje TET proteiny pfimo a takto spojuje tyto mutace v epigenetickém
nastroji skrze hydroxymethylaci u cilovych geni. (Ganguly a Kadam, 2016)

Mutace v genu /DH inhibuji hydroxylaci 5-methylcytosinu, ktera je katalyzovéana
TET2, a exprese mutace genu /DH?2 potlacuje funkci TET2, coZ ma za nasledek zhorSeni

diferenciace hematopoetickych buné¢k in vitro se vzristajici expresi markert typickych
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pro mladsi hematopoetické buiiky. U pacientll nesouci /DHI/2 genovou mutaci se
zvySuje koncentrace onkologického metabolitu B-hydroxyglutaratu, ktery mtze ptimo
inhibovat funkci TET2. Mutace v genech IDH1/2 jsou zaznamenané u 4-12 % pacientl
sMDS a u 10-15 % pacienti s AML s nepfiznivymi klinickymi vysledky. Dvé
heterozygotni mutace se vzajemné s TET2 genovou mutaci vylucuji u pacienti s AML.

(Ganguly a Kadam, 2016)

5.3 Histonové modifikace

5.3.1 EZH2 a PRC2

Gen EZH?2 koduje histonovou methyltransferazu, kterd je zodpovédna za mono-,
di- a trimethylaci lysinu 27 histonu 3. Histonové modifikace jsou asociovany
s transkripcni represi a rekombinantni enzym s touto bodovou mutaci disponuje vyssi
katalytickou aktivitou methylacni reakce pro H3K27, coz mé za disledek dramatické
zvySeni trimethylace v malignich buiikdch. EZH2 spolupracuje s DNMT3A, ¢imz
v dtsledku ovlivituje methylaci DNA. Somatické mutace spojené se ztratou funkce
v EZH2 byly objeveny u 6-12 % pacienti s MDS s krat$i dobou pieziti a ma se za to, ze
pusobi jako tumor supresorovy gen v myeloidnich malignitdch. Tyto mutace jsou spojeny
s UPD7q a sdel(7q) a redukuji expresi genu EZH2 v CD34 pozitivnich bunkach.
Nonsense mutace mohou byt v jakékoliv ¢asti genu, zato missense mutace jsou na C-
terminalni SET doméné a na doméné¢ bohaté na cystein, ktera ovliviiuje vazbu dalSich
komponent na genu PRC2. PoruSeni SET domény sniZzuje hladinu H3K27 pro
dimethylaci a trimethylaci. Mutace v komplexu genu PRC2 redukuje
methyltransferdzovou aktivitu a ukazuje vyznam aktivity PRC2 v myeloidnich
malignitdich. Mutace v genu EZH?2 spadd podle IPSS-R do skupiny pacienti nizkého
EZH?2 se u de novo AML vyskytuje jen velmi ziidka a to naznacuje, Ze by se mohlo jednat

o vyznamny znak pii progresi u MDS. (Ganguly a Kadam, 2016)

5.3.2 ASXLI

Gen ASXLI koduje chromatin vazajici protein epigenetické regulace v
hematopoetickych bunkach a hraje klicovou roli v uplatnéni PRC2 na specifické misto.
ASXLI patii do tficlenné skupiny stimulujicich Trithorax a Polycomb skupiny proteinti

(ASXL1/2/3), kter¢ se podileji na regulaci aktivace nebo uml€eni souvisejici s rozvojem
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HOX geni u chromatinové remodelace. Mutace v genu ASXLI byla poprvé

identifikovana u MDS s del(20q11). (Gelsi-Boyer et al., 2009) (Ganguly a Kadam, 2016)

Mutace v genu ASXLI je typu nonsense a frameshift (inserce nebo delece).
Nonsense mutace na 5’- konci 12. exonu genu ma za nasledek ztratu ASXL1 proteinové
exprese. Mutace genu ASXLI je u onemocnéni MDS bézna a je detekovana u 14-21 %
pacient. (Bejar et al., 2011) U chronické myelo-monocytarni leukemie (CMML) a
MDS/MPN s piekryvajicimi syndromy je nalez mutace u 38-43 % pacientl. (Thol et al.,
2011) Mutace je spojena s horSim piezivanim u pacientti s MDS, ktefi transformuji do
AML nezavisle na klinickych funkcich, véku a cytogenetice. Role mutace v genu ASXL I
pro vyvoj onemocnéni a myeloidni transformaci je spojena prostiednictvim genové
exprese PRC2. NaruSeni myeloidni diferenciace hematopoetickych bunck
prostiednictvim genu ASXLI byl pozorovan in vitro. (Davies et al., 2013) Jsou dikazy,
které naznacuji, ze mutace v genech DNMT3A4, ASXLI a TET?2 jsou nezavisle spojeny
s lep$i odpovédi na hypomethylaéni 1é€bu u MDS. (Ganguly a Kadam, 2016)

Déle je jesté spojeni smutaci v TET2 genu, které reaguje nejvice na
hypomethyla¢ni Cinitele u MDS a bez soucasné klonalni mutace v ASXLI genu. (Bejar et
al., 2014) Na zaklad¢ analyzy 40 mutovanych genli od pacienti s MDS léCenych
hypomethyla¢ni 1écbou lze predpokladat, Ze n€které individualni mutace mohou slouZit
jako znak pro vyvoj a odpoveéd na hypomethylacni 1écbu. (Bejar et al., 2014)Mutace
v genu TET2 ma za nasledek zménu methylace a mize vést k leukemické transformaci
v sebeobnove hematopoetickych kmenovych bun¢k. Odpovéd’ na hypomethylacni 1écbu
byla pozorovana u pacientll s mutacemi, kteti méli Spatnou prognézu. Druhotné ziskana
mutace genu ASXL1 mize vést k vetsi klondlni progresi onemocnéni, coz mize nasledné
zpusobit resistenci k hypomethyla¢ni 1€¢b€. Je snaha zavést Castéj$i hodnoceni mutaci
v pribéhu onemocnéni a lécby, aby byly identifikovany mutace jak na zacatku
onemocnéni, tak 1 v pribéhu onemocnéni. Bylo by tedy vhodné identifikovat mutace
spjaté se ziskanou resistenci nebo relapsem u léCenych pacientii. (Ganguly a Kadam,

2016)
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5.4 Transkrip¢ni faktory
5.4.1 RUNXI/AMLI

Mutace v genu RUNXI byla popsana u riznych typt hematologickych malignit.
Hlavni roli pfedstavuje v patogenezi MDS/AML u bunék s CD34 pozitivitou. Mutace
typu translokace a amplifikace u genu RUNX! (znamého také jako AMLI nebo CBFA?2)
jsou popsany u 10-20 % pacientll, zejména u sekundarni MDS a MDS s vysokym rizikem.
K mutacim dochazi na C-konci proteinu, coZ mé za nasledek haploinsuficienci genu.
Mutace tohoto genu se cCasto vyskytuji u monosomie 7/ del(7q), kterd je spojena
s trombocytopenii a ma Spatnou prognézu. Vysoce konzervovana doména na N-konci
(RUNT doména) RUNXI1 proteinu zapficifiuje heterodimerizaci s B-podjednotkou CBF
a C-koncova transaktivacni doména reaktivuje transkripéni kofaktory. U MDS byla
popséna i ptestavba EVII-RUNXI —t(3;21). K amplifikaci RUNXI dochazi polysomii 21.
chromozomu nebo klasickou amplifikaci samotného genu. Funkéni disledky amplifikace
genu RUNX1I na patologii MDS nejsou pfili$ jasné.

Jedno z familiarnich onemocnénich desticek, které je také zndmé jako familiarni
MDS, je zapfi¢inéné heterozygotni zarodecnou mutaci genu RUNXI s predispozici

k AML. (Ganguly a Kadam, 2016)

542 ETV6

Somatické mutace a heterozygotni delece genu ETV6 se vyskytuji u 2-5 %
pacientt s MDS. Izolované delece 12p jsou fazeny do dobré cytogenetické prognostické
skupiny v IPSS-R. Casté pfestavby, zahrnujici ETV6-RUNXI (TEL-AMLI) translokace a
delece genu ETV6, jsou Castéji popisovany u akutni lymfoblastické leukemie z B bun¢k
(B-ALL). Gen ETV6 koéduje transkripéni faktor, ktery je dilezity pro udrZeni
hematopoetick¢é =~ kmenové  bunky.  Heterozygotni mutace genu  ETV6
postihuji homodimeriza¢ni nebo DNA-vazebnou doménu, coz vede ke zkraceni proteinu
nebo k jeho zméné. Ten ztraci schopnost potlacit transkripci, a vykazuje tak dominantné

negativni efekt. (Ganguly a Kadam, 2016)

5.4.3 TP53

TP35 patfi mezi tumor supresorové geny a také mezi transkripéni faktory. Je
zodpovédny za odpovéd na bunécny stres, prostiednictvim aktivace ochrannych

mechanizmil — apoptdzy, zastaveni bunééného cyklu a opravnych mechanizmi DNA.
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Delece v genu 7P53 ma za nasledek resistenci na apoptézu a jiné mechanizmy
vyvolavajici smrt buiiky. Mutace v genu 7P53 je popisovana u MDS s vysokym rizikem
a Castéji se vyskytuje u sekundarni MDS. Zmény v genu 7P53 byly popsany priblizné u
10 % pacientti s MDS, kde 30-50 % z nich mélo komplexni zmény karyotypu. Mutace
genu 7P53 je vzdy spojena s horsi prognézou a relativné vysokym rizikem transformace
do AML, a to i po upravé dalSich prognostickych faktori. Mutace u pacienti s MDS s
izolovanou del(5q) v raném stadiu onemocnéni ovliviiuje vysledek 1écby, a to kviili ztraté
funkce proteinu p53 a predisponuje k rozvoji do AML. Pfitomnost mutace genu 7P53
byla popsanau 18 % pacientli s diagnézou MDS s izolovanou del(5q) a <5 % blastu, které¢
byly v malém poctu ptitomny v dob¢ stanoveni diagnézy a davno pred zac¢atkem terapie
Lenalidomidem, ktera vedla k suboptimalni odpovédi az rezistenci na 1écbu. (Jadersten
et al., 2011) Pacienti s mutaci genu 7P53 neméli pfitomny jiné mutace, které jsou Casto

nalézany u myeloidnich malignit se Spatnou prognézou. (Ganguly a Kadam, 2016)

5.4.4 NMPI/CEBPA/WTI1/GATA1/SPI1

Mutace v jinych transkripcnich faktorech, zahrnujici geny NPM1, CEBPA, WT1I,
GATAI, GATA2 a SPI1 jsou Cast€ji pozorovany u AML, zatimco u MDS se vyskytuji pod
5 % ptipadt. U mutaci zarodecné linie gent RUNXI, CEBPA a GATA2 jsou spojovany
s familiarni predispozici ke vzniku AML a MDS. Soucasna ptitomnost dvou riznych
mutaci v CEBPA ukazuje ptiznivéjsi vysledek u vétSiny AML, zatimco pouze jedna
mutace spolu s jinymi genovymi mutacemi vykazuje Spatnou progndézu u pacientl s

MDS. (Ganguly a Kadam, 2016)
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6 Zavér

Molekularni metodika zajistuje v poslednich letech vyznamny rozvoj poznatkt
v oblastech hematoonkologie a MDS. Uplatiiuje se u klinickych aplikaci jako je v€asnéjsi
diagnostika a dale také vylepsSuje prognostické rizikové modely. Biologické porozumeéni
mutaci a jejich vzajemna interakce u cytogenetického obrazu poskytuji zasadni vysledky
o onemocnéni. Velkym skokem v oblasti diagnostiky je NGS. I kdyz NGS poskytuje
vysledky, které by bylo jinak mozné ziskat kombinaci nékolika metod (konvenc¢ni
cytogenetiky, aCGH, SNP array a MLPA), je jeji vyuziti v klinické praxi pro rutinni
vysetieni stale limitovano ¢asovou a cenovou naroc¢nosti. Pro vyuziti NGS je potieba
dostate¢ného mnozstvi vzorki za uréitou dobu. Cytogenetické metody by mohly byt do
budoucna upozadény ve srovnani s moznostmi, které¢ poskytuje NGS. Nicméné v tuto

chvili jsou vzhledem ke své niz8i financni naroc¢nosti stale hojné vyuzivané.

Moderni sekvena¢ni metody by mohly byt vyuzity v ramei screeningového vySetieni
k detekci somatickych mutaci spojenych s klondlni hematopoezou u zdravych lidi
s pozitivni rodinnou anamnézou. Bylo by vyhodné zjistit mutace pied klinickymi projevy
nebo alesponi identifikovat cile 1é¢ivych ptipravkil. Znalost individudlni genové exprese
by mohla vést k tzv. personalizované 1é¢be, tj. medikaci zohlediujici specifické vlastnosti

nadoru u konkrétniho pacienta.
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7 Zkratky

AL
AML
B-ALL
BAC
CCD
CMML
CNV
DNA
emPCR
FAB
FACS
FISH
HSCT
IPSS
IPSS - R
ITD

KO
m-RNA
MDS
MDS - RS
MLPA
MPN
NGS

PCR
PGM

PK

RARS
RARS-T
RNA

SNP
SOLiD
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Akutni leukemie

Akutni myeloidni leukemie

Akutni lymfoblasticka leukemie z B bunék
Bacterial Artificial Chromosome
Charge—Coupled Device

Chronick4 myelo-monocytarni leukemie
Copy number variation
Deoxyribonukleova kyselina

Emulzni polymerazové fetézova reakce
Francouzko-Americko-Britska skupina
Fluorescent Activated Cell Sorting
Fluorescencni in situ hybridizace
Transplantace krvetvorné kmenové buiky
International Prognostic Scoring Systém
Revidovany IPSS

Interni tandemové duplikace

Kostni dien

Krevni obraz

Mediatorova ribonukleova kyselina
Myelodysplasticky syndrom

MDS s prstencitymi sideroblasy
Multiplex ligation-dependent probe amplification
Myeloproliferativni neoplazie

Next generation sequencicng
Polymerazova fetézova reakce

Personal Genome Machine

Periferni krev

Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
RARS s trombocytozou

Ribonukleova kyselina
Jednonukleotidové polymorfismy

Sequencing by oligonucleotie ligation and detection



WHO
WPSS
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Svétova zdravotnicka organizace

WHO Classification-Based Prognostic Scoring System
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