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Abstrakt:

Myelodysplastické syndromy (MDS) predstavuji soubor zavainych hematologickych onemocnéni
charakterizovanych neefektivni klonalni hematopoézou v kostni dfeni, vedouci k cytopenii v periferni
krvi, vznikem transfuzni zavislosti a s vysokym rizikem progrese do akutni myeloidni leukemie (AML).
Onemocnéni je podminéno genetickymi a epigenetickymi zménami vedoucimi ke vzniku patologickych
kmenovych bunék, jeZ nejsou schopny dostatec¢né vyzravat v kostni dfeni do krevnich element(. Tyto
zmény jsou mezi pacienty velmi rozli¢né, co se odrazi v rGzné klinické manifestaci, dosazeni odpovédi
na lécbu, celkovém preziti a v neposledni fadé tato heterogenita predstavuje i jistou vyzvu ke studiu
tohoto onemocnéni. Podstatou predkladané disertacni prace je studium patofyziologickych projevl a
konsekvenci vybranych genetickych zmén, predevsim somatickych mutaci klicovych gen( a dalsich
funkénich jednotek genomu, ve vztahu ke klinickému pribéhu MDS a transformace do AML. Terapie
vysoce rizikového MDS je aktualné zaloZena na hypometylacnich lécich véetné 5-azacytidinu (AZA).
Lécba vede k prodlouZeni vyvoje onemocnéni do AML, tento osud je ale nezvratny u drtivé vétSiny
pacient(, kterych progndza se v tento okamzik stava beznadéjnou. Vysledky genetické analyzy pomoci
sekvenovani nové generace (NGS) sériovych vzorkl pred I1éCbou AZA a v jejim pribéhu u 38 pacientl
(dosahujicich medianu celkového preZiti 24 mésicll s dosazenim klinické odpovédi u 60 % pacient(l)
pfinesla identifikaci 116 somatickych patogennich variant s alelickou frekvenci (VAF) >5 %. Zjistili jsme,
Ze témér polovina variant byla stabilni, zatimco ostatni varianty byly velmi dynamické. Pacienti s
vyraznym poklesem alelické zatéze pti lécbé AZA dosahli klinické odpovédi. Podobna analyza probéhla
v ramci akademické randomizované studie, kterd porovnavala efekt pridani granulocyty stimulujiciho
ristového faktoru (G-CSF) k standardni terapii AZA (EudraCT#: 2013-001639-38). Pozorovali jsme
zachyt 140 patogennich mutaci u 70 zarazenych pacient(l. Z detekovanych variant negativné
ovliviiovalo celkové preziti mutace v genech DNMT3A (p=0.0131), ETV6 (p=0.0012), EHZ2 (p=0.0044)
a pozitivné SF3B1 (p=0.0005). Pro lepsi studium AZA rezistence jsme vyvinuli z bunécénych linii
odvozenych od pacientll s AML, které pfedchazelo MDS model rezistence na AZA, jehoz stabilita byla
ovérena transplantaci do imunokompromitovanych mysi kmene NSGS. Pti zkoumani exprese mRNA a
variant DNA fenotypu rezistentniho k AZA jsme pozorovali deregulaci nékolika drah souvisejicich s
onkogenezi véetné signalizace fosfatidylinositol-3 kindzy (PI3K). Ddle jsme ukazali, Ze tyto drahy lze
modulovat specifickymi inhibitory, které sice blokuji proliferaci bunék rezistentnich k AZA, ale nejsou
schopny zvysit jejich citlivost k AZA. Data tyto prace odhaluji soubor molekularnich mechanism{, které
Ize cilit specifickymi inhibitory a rozsitit tak terapeutické moznosti béhem progrese |écby AZA.



Abstract:

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a set of severe hematological diseases characterized by
ineffective clonal hematopoiesis in the bone marrow, leading to cytopenia in the peripheral blood, the
development of transfusion dependence and a high risk of progression to acute myeloid leukemia
(AML). The disease is caused by genetic and epigenetic changes leading to the development of
pathological stem cells that are unable to mature sufficiently in the bone marrow into blood elements.
These changes vary widely between patients, which is reflected in different clinical manifestations,
response to treatment, overall survival and, last but not least, this heterogeneity represents a
challenge for the study of this disease. The present dissertation is aimed at studying the
pathophysiological manifestations and consequences of selected genetic alterations, especially
somatic mutations of key genes and other functional units of the genome, in relation to the clinical
course of MDS and transformation to AML. Therapy of high-risk MDS is currently based on
hypomethylating drugs including 5-azacytidine (AZA). Treatment leads to prolongation of disease
progression to AML, but this fate is irreversible for the vast majority of patients whose prognosis
becomes hopeless at this point. Results of genetic analysis by next-generation sequencing (NGS) of
serial samples before and during AZA treatment in 38 patients (achieving a median overall survival of
24 months with 60% of patients achieving clinical response) yielded the identification of 116 somatic
pathogenic variants with allelic frequency (VAF) >5%. We found that almost half of the variants were
stable, while the remaining variants were highly dynamic. Patients with a significant decrease in allelic
load on AZA treatment achieved clinical response. A similar analysis was performed in an academic
randomized trial that compared the effect of adding granulocyte growth factor (G-CSF) to standard
AZA therapy (EudraCT#: 2013-001639-38). We observed the capture of 140 pathogenic mutations in
70 enrolled patients. Of the variants detected, mutations in the DNMT3A (p=0.0131), ETV6 (p=0.0012),
EHZ2 (p=0.0044) and SF3B1 (p=0.0005) genes negatively and positively affected overall survival,
respectively. To better study AZA resistance, we developed an AZA resistance model from cell lines
derived from AML patients that preceded MDS, the stability of which was verified by transplantation
into immunocompromised NSGS mouse strain. By examining mRNA expression and DNA variants of
the AZA-resistant phenotype, we observed deregulation of several pathways related to oncogenesis,
including phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) signaling. We further showed that these pathways can
be modulated by specific inhibitors that, while blocking the proliferation of AZA-resistant cells, are
unable to increase their sensitivity to AZA. The data from this work reveal a set of molecular
mechanisms that can be targeted by specific inhibitors to expand therapeutic options during AZA
treatment progression.



Uvod

Myelodysplastické syndromy (MDS) predstavuji soubor zdvaznych hematologickych onemocnéni
charakterizovanych neefektivni klondlni hematopoézou v kostni dieni, vedouci k cytopenii v periferni
krvi, vznikem transfuzni zavislosti a s vysokym rizikem progrese do akutni myeloidni leukemie (AML).
Vyskyt MDS vzrista s vékem s nejvyssim vyskytem v osmé dekadé, kdy dosahuje incidenci az 20 novych
pfipadd na 100 000 obyvatel ro¢né (Sant, Allemani et al. 2010). Za vznik nemoci jsou odpovédné
genetické zmény vcetné bodovych somatickych mutaci vzniklych béhem Zivota pfi déleni
hematopoetickych kmenovych bunék (2011). Pfredpoklada se, ze MDS vznika postupné z klinické
jednotky zvané klonalni krvetvorba s neurcitym potencidlem (clonal hematopoiesis of indeterminate
potential, CHIP) (Steensma, Bejar et al. 2015), a pfibuznych jednotek jako idiopatickd cytopenie
neurcitého vyznamu (clonal cytopenia of undetermined potential, CCUS) a s vékem asociovana klonalni
hematopoeza (aging-related clonal hematopoiesis, ARCH), kdy jsou jiz detekovatelné mutace v
myeloidni populaci bunék avsak bez pritomnosti dysplazie myeloidnich progenitor( v kostni dfeni. Tato
evoluce nemoci je paralelou ke monoklonaini B-bunééné lymfocytéze (monoclonal B-lymphocytosis,
MBL), ktera u jistého procenta pacientll pfedchazi B-lymfoidni malignité, nebo monoklonalni gamapatii
nejasného vyznamu (monoclonal gammapathy of undetermined potential, MGUS) jako predchorobi
mnohocetného myelomu. Pfehled postupného vyvoje vybranych hematologickych malignit nabizi
Obrazek ¢. 1. Myelodysplasticky syndrom je u pacientl zachycen v rlizném stupni svého vyvoje do AML,
jednotlivé podjednotky jsou definovany podle aktualni WHO 2016 klasifikace hematologickych malignit
a zahrnuje i specificky definované podjednotky (Arber, Orazi et al. 2016) (podrobné viz Tabulka ¢. 1.).
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Obrazek €. 1: Srovnani vzorcl vyvoje MGUS, MBL a CHIP. Hematopoetické progenitorové nebo
kmenové burky béZné ziskavaji mutace v prabéhu lidského Zivota; nékteré z nich poskytuji vyhodu v
preZiti a umoznuji klondlni expanzi. Postupné ziskavani mutaci v expandovaném klonu muize vést
k rozvoji nemoci (progrese MGUS do mnohocetného myelomu; progrese MBL do chronické
lymfocytdrni leukemie (CLL) nebo do B-non Hodgkinského lymfomu(B-NHL)), které mohou pacienta
usmrtit. CHIP m(ze také progredovat do MDS nebo pfimo do stadia AML, v malo pfipadech i do jiného
typu myeloproliferativni neoplazie nebo zfidka lymfoidni neoplazie. Stejné jako u MGUS a MBL se u
vétsiny pacientl s CHIP nikdy nevyvine zjevny novotvar a pacienti nakonec zemfrou z nesouvisejicich
pficin. Pfevzato a upraveno dle Steensma et al., 2015.

Epidemiologie myelodysplastického syndromu
Z dostupnych dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZzIS CR) za obdobi 2014-2018 byla

incidence MDS 344 novych pripadll na 100 000 obyvatel ro¢né. Predikce zdravotni zatéze ve
stfrednédobém horizontu na rok 2025 predpoklada dalsi setrvaly nar(st celkové incidence a prevalence



hematoonkologickych onemocnéni véetné MDS a AML pfiblizné o 10 % zejména vlivem starnuti
populace. Medidn véku v dobé diagndzy je 74 let.

Klinicky obraz myelodysplastického syndromu

Onemocnéni se nejcastéji manifestuje v7. dekddé s medidnem véku 74 let v dobé diagndzy.
Manifestuje se obvykle jako nejasna anemie, trombocytopenie nebo leukopenie, ¢asto i jako
pancytopeie v periferni krvi. U pokrocilych forem muze nabyvat obecného obrazu nadorového
onemocnéni spojeného s hubnutim, ztratou chuti k jidlu nebo pocenim. V tomto ptipadé se indikuje
trepanobiopsie kostni drfené, kde histologicky a cytomorfologicky nalez prokazie dysplazii
hematopoetickych bunék. Podle poctu cytopenii a dysplastickych linii se nemoc klasifikuje podle
aktualni WHO 2016 klasifikace (podrobné viz Tabulka ¢.1). Klinicky lze pozorovat konsekvence
cytopenie v periferni krvi, anemicky syndrom, zndmky krvaceni nebo ¢asté a obtizné |écitelné infekce.
Castd je transfuzni dependence a hrozi pretizeni zelezem.



>3Id s>a 0 €1 €1 1A3532P A d1udd03Ld [UIdEY Y
194) yokaorony zaq 1>Md S>A SI> €1 0 MeuLIiouqe INIIUIS0JAI INOYIIIds eu udZo[EZ
194) yoAaorony zoq 1>Md S>A 0 € 1 nuddojAdued e nzepd sAp rwigdumun s
1941 yofaorony zaq {[>3d ‘S>3 0 €1 €1 1AL TwiojLiad A myseqq o | psouwoyd s
N-SaN KupareroNgisep|ou ‘SANW
0941 Aso10ony 03U 61-§ d 61-01 A 0 €1 €0 -99-SAN
1941 yafaoIony z2q p-g Md 6- A 0 1 €0 [-49-SaN
0 (4A-SAIN) Wse[q WIsIIXd s SN
0 [ €1 (bs)iep bg 19919p noueojoz s SAA
€1 €0qau g ATN-SY-SAN | NzgldsAp Jurgaunnu s £3se[qo19p1s IUAIA0YIUQA S SAIN
T0qau | 1 a1S-SI-SAN nzg[d sAp Juagaurun s £)se[qo1aprs MIANA0NRIURA S SAIA
RO YINY 200 =N A geng) eosls SASan A)SeIqOIOPIS WANAONRIUA S SAIN
€1 €0qau g ATA-SAN nzeyd sAp nugsunpnu s SAIN
7oqau | I d1S-SanN nzepds&p fuwagduipiun s SAIA
(mudwapd
O JiIafad @ [P JS0 A WISEHI % z .M.N_MM_M_MWMEW M_u_w.hwv._ww...wh“mo% __%_o_:m_w_m_% 104 it San dpod
NUORIUA

to dle Arber et al., 2016.

revza

Klasifikace MDS podle WHO 2016, P

Tabulka ¢. 1



Etiopatogeneze myelodysplastického syndromu

V patogenezi vzniku MDS predchazi vicestupfiovy proces zahrnujici zejména genetické a epigenetické
aberace na urovni pluripotentni kmenové bunky zahrnujicich geny kddujici proteiny nezbytné pro
hematopoezu (Bincoletto, Saad et al. 1998, Parker, Mufti et al. 2000). Konsekvence deregulace
specifickych drah jsou napfiklad poruchy metylace DNA, poruchy v chromatin-remodelacnich
komplexech nebo porucha apoptdzy (Parker, Mufti et al. 2000). Epigeneticky se na rozvoji MDS
vyznamné podili hypermetylace v oblastech regulatornich elementl (CpG ostrivkd nebo enhancer()
kterd vede k utlumeni exprese tumor supresorovych gen( a tim pfispivaji k rozvoji onemocnéni do AML
(Christiansen, Andersen et al. 2003, Guillamot, Cimmino et al. 2016). Genetické zmény zahrnuji
cytogenetické zmény na Urovni chromozom ve formé deleci, amplifikaci, balancovanych translokaci,
nebo numerickych odchylek specifickych chromozom (Smith, Le Beau et al. 2003). MUZe se jednat o
zmény na urovni jednoho chromozomu, v této skupiné onemocnéni nejlip definovan tzv. 5q minus
syndrom spojeného s dobrou progndézou (Lewis, Ocier D. et al. 1995), az po komplexni zmény
karyotypu s kratkym prezivanim pacientli, dokonce prvni zminky o vlivu karyotypu na progndzu
celkového preziti pouzitim stratifikacniho indexu IPSS-R (podrobné uveden v Obrazku €. 2) ma nejvétsi
roli pravé cytogenetické vysetreni leukemickych bunék kostni dfené (Greenberg, Tuechler et al. 2012).
Pomoci konvenéniho cytogenetického vysetieni studovanych bunék v metafazi Ize zachytit aberace u
pfiblizné 50 % nemocnych s MDS. Se zavedenim podrobnéjsich molekularné genetickych vysetfovacich
metod do klinické praxe jako detekce bodového polymorfizmu SNP, microarrays/CGH (komparativni
genomova hybridizace) je mozné detekovat genetické zmény spojené s rozvojem onemocnéni az u 80
% pacientl (Zahid, Malik et al. 2016). To znamen3, Ze u pfiblizné 20 % pacientl by za poufZiti vyse
zminénych technik nebylo moZné zachytit patogenetickou udalost odpovédnou za vznik a rozvoj
onemocnéni.



Obrazek €. 2: Prognosticky index IPSS-R, prevzato a upraveno dle Greenberg et al. 2012

Prognosticka skupina |Cytogeneticka abnormalita

Velmi dobra -Y, del(11q)

Dobra Normal, del(5q), del (12p), del(20q), dvojita aberace zahrnujici del(5q)

Stfedni del (7q), +8, +19, i(17q)

Spatna -7, inv(3q)/t(3q), dvojité aberace zahrnujici -7/del(7q), komplexni aberace zahrnujici 3 chromozomy
Velmi Spatna Komplexni aberace vice nez 3 chromozomil

Obrazek ¢. 2A: Specifické cytogenetické abnormality, kterych pfitomnost souvisi s rizikem
transformace do AML a celkovym preZitim zahrnuji inv(3)/t3q)/del(3q), del(11q), del(12p), i(17q), +19,
dvojité anomalie vcetné del(5q), dvojité abnormality véetné del(7q) nebo monosomie 7, -Y, del(5q),
del(20q).

Premenna 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Cytogenetika Velmi dobra - Dobra - Stiredni Spatna  [Velmi $patn|
% blastl v kostni dfeni <=2 - >2-<5 - 5-10 >10 -
Hemoglobin >=10 - 8-<10 <§ - - -
Trombocyty >=100 |50-<100 <50 - - - -
Absolutni pocet neutrofilii >=(),8 <0,8 - - - - -

Obrazek €. 2B: Statisticky signifikantni hodnoty pfitomné cytopenie byly: hladina hemoglobinu < 8, 8-
<10 a =10 g/dl, trombocyty < 50, 50-100 a > 100 x 109/l a ANC < 0,8 versus > 0,8 x 109/I. Za kazdy
parametr se skoruje prislusny pocet bodu.

Rizikova kategorie |Rizikové skore
Velmi nizké <15

Nizké >1.5-3

Sttedni >3-45

Vysoké >4.5-6

Velmi vysoké >0

Obrazek €. 2C: Kategorie prognostického rizika IPSS-R byly stanoveny kombinaci skére vyse uvedenych
parametrl (Obrazek ¢. 2A a 2B). Model umoziuje definovat pét dobre oddélenych prognostickych
kategorii pro preziti i rozvoj AML.

. HIGH
L VERY HICH
.

0 2 a 6 B 10
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Obrazek €. 2D: PrezZiti na zakladé prognostickych kategorii zaloZenych na prognostickém indexu IPSS-R
u pacientli s MDS. (Kaplan-Meierovy kfivky, N = 7012; P < 0.001).

Somatické mutace u myelodysplastického syndromu

Na etiopatogenezi myelodysplastického syndromu se kromé vyse zminénych genetickych aberaci
podileji somatické mutace, tzn. mutace vzniklé béhem Zivota pacienta plisobenim rliznych mutagenl
v genech, které jsou vesmés odpovédné za normalni krvetvorbu. Prvni zminky podili mutaci
jednotlivych gen na rozvoji MDS lze v literature dohledat pfiblizné od roku 2001, prikladem lze uvést
nalez mutaci v genech TP53 (Christiansen 2001), ATRX (Steensma, Higgs et al. 2004), RUNX1 (Harada,
Harada et al. 2004, Steensma, Gibbons et al. 2005), DNMT3A (Hopfer, Komor et al. 2009), TET2
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(Delnommeau, Dupont et al. 2009), EZH2 (Nikoloski, Langemeijer et al. 2010) nebo SF3B1
(Papaemmanuil 2011). Za pfelomovou lze povazovat praci Rafaela Bejara z roku 2011, ve které byly
nalezené mutace u vyse uvedenych genll asociovany s klinickymi daty pacientd s MDS. Mutace
v konkrétnich genech byly spojené s vyskytem cytopenie, s vyssi nadorovou nalozi v kostni dfeni a
s celkovym preZivanim pacientll (Bejar, Stevenson et al. 2011). Produkty postizenych gen( jsou
soucasti intracelularnich masinerii esencialnich pro déleni a prezivani nddorovych bunék, jako je RNA
sestfihu (SF3B1, SRSF2, ZRSR2, U2AF1), pfimo nebo nepiimo ovliviujici DNA metylaci (TET2,
DNMT3A,IDH1, IDH2), chromatin remodelacni komplexy (ASXL1, EZH2, KDM6A, EED), transkripcni
faktory (RUNX1, BCOR, ETV6, CUX1, GATA2), soucdsti kohezinovych komplext (STAG2, RAD21, SMC3,
SMC1A) nebo signalnich drah (JAK2, CBL, NRAS, KRAS, HRAS, FLT3, KIT, PTPN11, CSF3R), podrobné i se
schématem v Obrazku ¢. 3. Postupem casu experimentalné vznikali rGzné panely gend, nékteré
produkované i sériové (TruSight Myeloid Panel, llumina), které zahrnovaly priblizné od 30 do 100 gend.
Je predpoklad, Ze se vznikem IPSS-M a po jeho validaci se panel bude redukovat na nasledujicich 31
genl: TP53, MLL, FLT3, SF3B1, NPM1, RUNX1, NRAS, ETV6, IDH2, CBL, EZH2, U2AF1, SRSF2, DNMT3A,
ASXL1, KRAS, BCOR, BCORL1, CEBPA, ETNK1, GATA2, GNB1, IDH1, NF1, PHF6, PPM1D, PRPFS8, PTPN11,
SETBP1, STAG2 a WT1 (Bernard 2022).

S nastupem sekvenovani nové generace (NGS) pouZitim masivniho paralelniho sekvenovani se dafi
objasnit etiopatogenezi MDS téméF u véech nemocnych a detekce somatickych mutaci se stava i v CR
rutinni klinickou praxi pravé v dobé vzniku nového stratifikacniho ndstroje IPSS-M (Bernard 2022),
ktery stratifikuje pacienty do rizikovych kategorii na rozdil od svého pfedchidce IPSS-R i na zdkladé
pfitomnosti bodovych mutaci v klicovych genech. V soucasnosti se za standard v detekci bodovych
mutaci povazuje sekvenovdani nové generace (next generation sequencing, NGS) na platformé lllumina.

Stran charakterd mutaci se muiZe jednat o jednoduché jednonukleotidové zamény (SNV), kratké
inzerce nebo delece (in-dels). Klinicky maji vyznam mutace majici zasadni vliv na strukturu finalniho
proteinu. Na hodnoceni tohoto tzv. impaktu mutace existuji rlizné skére, napf. PROVEAN (Choi and
Chan 2015), SIFT (Vaser, Adusumalli et al. 2016) nebo CADD (Rentzsch, Schubach et al. 2021).
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Obrazek ¢. 3: Prehled nej¢astéji mutovanych genli u MDS (Haferlach, Nagata et al. 2014). Na hornim
grafu frekvence mutaci v jednotlivych skupinach gen(, v spodnim grafu frekvence jednotlivych gen(.
Barevné odlisené podle frekvence u jednotlivych podtypl MDS, pouZita starsi WHO 2009 klasifikace.
Prevzato a upraveno dle Haferlach et al., 2014.
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Mutace epigenetickych regulatora I: DNA metylace (DNMT3A, TET2, IDH1/2)

MDS je asociovan s hypermetylaci cytosinl CpG oblastech kterou pfimo nebo nepfimo ovliviuji
enzymaticky produkty genG DNMT3A, TET2, IDH1 a IDH2. Mutace vgenu TET2 (ten-eleven
translocation 2) je viibec nej¢astéjsi u MDS i jinych myeloidnich malignit (Haferlach, Nagata et al. 2014).
Produkt genu TET2 je a-ketoglutardt a Fe* dependentni dioxygendsa, kterd katalyzuje oxidaci 5-
metylcytosinu (5mC) na 5-hydroxymetylcytosin (5hmC), 5-formylcytosin (5fC) a 5-karboxylcytosin
(5caC) (Ito, D'Alessio et al. 2010) . Tyto oxidované formy metylcytosin( zprostfedkuji DNA demetylaci
pres jeden DNA opravnych mechanismd, tzv. base excision repair (BER) (Guo, Su et al. 2011). Inaktivacni
mutace v TET2 je odpovédna pravé za hypermetylaci DNA a je asociovdna s progresivhim MDS
(Guillamot, Cimmino et al. 2016). Mysi modely s deleci Tet2 vedly k defektim v hematopoeze
spojenych se zvySenim sebeobnovy hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) bez diferenciace
a expanzi myeloidni linie s rozvojem nemoci podobné chronické myelomonocytarni leukémii (CMML)
projevujici se leukocytézou, monocytdézou a splenomegalii (Moran-Crusio, Reavie et al. 2011)
(Quivoron, Couronne et al. 2011). Naprava funkce enzymu TET2 vitaminem C, ktery interaguje s jeho C-
terminalni katalytickou doménou (Yin, Mao et al. 2013) a jeho efektivitu potvrzuji testy na PDX
MDS/AML modelech (Cimmino, Dolgalev et al. 2017). Protichddnou roli maji enzymy z rodiny DNA
metyltransferaz (DNMTs). Jednd se o enzym DNMT1 prendsejici metylovou skupinu na nové
syntetizované vldakno DNA béhem replikace a udrzuje pldvodni metylaéni vzor DNA (Valinluck and
Sowers 2007) a DNMT3A/B odpovédné za de novo metylaci (Schermelleh, Haemmer et al. 2007).
Mutace DNMT3A jsou pritomny u pacientd s MDS priblizné ve frekvenci 8 % (Walter, Ding et al. 2011).
Nejcastéji se jedna o zdménu argininu za histidin v pozici 882 (DNMT3AR2H) y katalytické doméné toho
enzymu brénici tvorbé aktivniho tetrameru (Russler-Germain, Spencer et al. 2014). In vivo mysi model
DNMT3AREH yede k rozvoji onemocnéni podobného MDS (Xu, Wang et al. 2014). Dalsi z hraca, které
neprimo ovliviiuji DNA metylaci pfes TET2 jsou enzymy, které jsou soucasti Krebsova cyklu, konkrétné
isocitradehydrogenasa 1 a 2, tedy produkty gent IDH1 a IDH2. U normalnich bunék vedou ke konverzi
isocitratu na a-ketoglutarat, ktery je, jak je zminéno vyse, kofaktorem pravé enzymu TET2. V tomto
pfipadé se jedna o dobie popsané missense mutace rezidui R132 u IDH1 a R1410 a R172 u IDH2 které
vedou k tvorbé onkometabolitu 2-hydroxyglutaratu a tim ovlivnéni TET2 aktivity (Mardis, Ding et al.
2009). Mutace epigenetickych regulatort II: histonové modifikatory (EZH2, BCOR, BCORL1, ASXL1)

Enzymy odpovédné za rozvoj MDS ze skupiny histonovych modifikatord jsou soucasti PRC1 a PRC2
komplex( (polycomb repressive complex) a zahrnuji geny EZH2, BCOR, BCORL1 a ASXL1 a lze je
detekovat u témér 30 % pacientl s MDS (Haferlach, Nagata et al. 2014). Tyto komplexy jsou odpovédné
za umlcéeni exprese klicovych regulatorl diferenciace, co vede k jejimu bloku. PRC1 zahrnuje geny
BCOR a BCORL1, jejich mutace je spojena se Spatnou progndzou, kdy dochazi k poruse funkce
monoubikvitinace histonu H2AK119(Grima, Chelot et al. 2004). PRC2 trimetyluje histon H3 na lysinu
27 (H3K27me3) . EZH2 kdduje katalytickou podjednotku PRC2 a je mutovan priblizné u 5 % pacient(
s MDS (Nikoloski, Langemeijer et al. 2010, Haferlach, Nagata et al. 2014). Mysi modely se ztratou Ezh2
vyviji fenotyp MDS (Sashida, Harada et al. 2014). ASXL1 trunkacéni mutace jsou exkluzivni pro exon 11
a 12 a predstavuiji tzv. ziskovou Cili ,gain-of-function” mutaci, kdy dojde ke ztraté inhibi¢ni podjednotky,
co vede snizeni globalni trimetylaci H3K27 (Asada, Fujino et al. 2019, Asada and Kitamura 2019, Fujino
and Kitamura 2020). Souhrnem, mutace ve vyse zminénych komplexech findlné plsobi deregulaci genli
odpovédnych za hematopoezu véetné homeobox A (HOXA) genového setu (Fujino and Kitamura 2020).
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Mutace v pre-mRNA sestfihovém aparatu (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2)

Mutace postihujici sestfih pre-mRNA (RNA splicing) patfi obecné v onkogenezi mezi nejcastéjsi
(Lawrence, Stojanov et al. 2014). Mutace v genu SF3B1, SRSF2, U2AF1 nebo ZRSR2 je pritomna
priblizné u 60 % pacientl s MDS (Yoshida, Sanada et al. 2011) (Seiler, Peng et al. 2018). NejCastéji je
mutovan SF3B1, ktery je asociovan s pritomnosti véneckovitych sideroblastl v kostni dieni a také se
jednd o jediny gen, kterého aberace je spojena s dobrou progndzou (Bejar, Stevenson et al. 2011).
Pfehled mutaci tzv. ,spliceosomu’ je zobrazen na Obrazku ¢. 4.

Pre-mRBNA
5.’

@ Zinc finger domain

Obrazek €. 4: RNA sestfih je zahdjen naborem U1 snRNP do 5'SS. SF1 a vétsi podjednotka pomocného
faktoru U2AF (U2AF65), se vazou na sekvenci bodu vétveni (BPS), respektive na jeji navazujici
polypyrimidinovy trakt. Mensi podjednotka U2AF (U2AF35) se vazZe na AG dinukleotid 3'SS a interaguje
jak s U2AF65, tak s proteinem SR, jako je SRSF2, prostfednictvim své domény UHM a RS, a tvofi tak
nejranéjsi sestfihovy komplex (komplex E). ZRSR2 také interaguje s proteiny U2AF a SR a plni zakladni
funkce pfi sestfihu RNA. Po rozpoznani 3'SS se U2 snRNP spolu s SF3A1 a SF3B1 rekrutuje do 3'SS a
vytvafri sestfihovy komplex A. Mutované slozky u MDS jsou oznaceny Sipkami. Pfevzato a upraveno dle
Yoshida et al., 2011.

Mutace v kohesinovém komplexu (STAG2, SMC3, SMC1A a RAD21)
Mutace v genech tzv. kohesinového komplexu, nejéastéji STAG2, SMC3, SMC1A a RAD21 lze detekovat
u priblizné 10-15 % nemocnych s MDS (Haferlach, Nagata et al. 2014) (Tothova, Valton et al. 2021).
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Mutace postihuji nejcastéji jediny gen ze skupiny a povaZuji se za loss-of-function mutace (Kon, Shih et
al. 2013). Kohesinovy aparat je multiproteinovy komplex ktery formuje kruhovou strukturu kolem
molekul DNA a hraje roli v prostorovém usporadani eukaryotickych genom0 (Tothova, Valton et al.
2021). Jak napovida nazev, plvodné byl objeven pro svou funkci spojovani sesterskych chromatid,
kromé toho se Ucastni i DNA loopingu a transkripéni regulace (Losada 2014). Kohesinovy komplex
pozlstava ze 4 podjednotek usporadanych do kruhové struktury, jedna se o proteiny SMC1 a SMC3,
RAD21 a STAG. Zachovani integrity kruhové struktury a jeji topografie je nezbytné kvazbé na
chromatin, pficemz se nejednd o vazbu na specifickou DNA sekvenci (Losada 2014). V soucasnosti se
ma za to, Ze se na patogenezi MDS mutace v genech kohesinového komplexu podileji hlavné z divodu
deregulace chromatinovych interakci vedoucich k zméné genové exprese klicovych gen(, nez by méla
pfispivat k jeho rozvoji poskozeni replikace a porucha homologni rekombinace . Struktura
kohesinového apardatu a jeho funkce jsou zndzornény v Obrazku €. 5.

SMC3

RADZT

Ty S

Obrazek €. 5A: Frekvence mutaci kohezinu u AML. Kohezin je multiproteinovy komplex, ktery se podili
na parovani chromozom(, opravé DNA a na regulaci transkripce. Mutace vramci jednotlivych
proteinovych slozek kohezinu (SMC1A, SMC3, STAG1/2 a RAD21) se vyskytuji ve znatném mnozstvi u
myeloidnich malignit véetné MDS a AML. Pfevzato a upraveno dle Leeke, et al., 2014.
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Obrazek €. 5B: Funkce kohezinu zavislé na kohezi DNA. V interfazi je kohezin dlleZity pro stabilizaci
zastavenych replikacénich vidlic DNA a podporu jejich opétovného spusténi. To je dilezité zejména pro
oblasti, které se obtizné replikuji, jako jsou telomery. Kohezin také usnadiiuje pouZiti sesterské
chromatidy jako Sablony pro opravu dvouretézcovych zlomd (DSB) prostfednictvim homologni
rekombinace, ¢imZ zabrafuje neprfesné opravé i rekombinaci mezi chromatidami homolognich
chromozomd, které by vedly ke ztraté heterozygotnosti. V mitdze zajistuje koheze spravnou segregaci
chromozomd. Podporuje orientaci sesterskych kinetochorl zady k sobé, aby usnadnila jejich pfipojeni
k mikrotubulim z opacénych péli vieténka a zabranuje oddéleni sesterskych chromatid, dokud vsechny
chromozomy nedosahnou bipolarniho pfipojeni (znamé také jako biorientace). Prevzato a upraveno
dle Losada et al., 2014.
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Mutace transkripcnich faktort (RUNX1, GATA2, ETV6, WT1, PHF6)

Mutace v transkripc¢nich faktorl postihuji pocetné jen malé mnozstvi gend, konktrétné RUNX1, GATA2,
ETV6, WT1 a PHF6.V piipadé GATAZ2 se mliZe jednat i o germinalni loss-of-function varianty asociované
s vrozenym selhdnim kostni dfené, které se mohou vyvijet do MDS nebo sekundarni AML. RUNX1 patfi
mezi nejcastéji mutovany gen v této skupiné, mize byt zachycen u vic nez 10 % pacientll s MDS
(Haferlach, Nagata et al. 2014). Zachyt mutace vtomto genu byva obvykle nalezen u pokrocilejsi
nemoci, je asociovan s tézkou trombocytopenii, a se Spatnou progndzou (Bejar, Stevenson et al. 2011)
(Haferlach, Nagata et al. 2014). Mutace v genu ETV6, také patfi mezi nezavisly prediktor kratsiho
preZivani a je rovnéZ spojena s vyskytem trombocytopenie (Bejar, Stevenson et al. 2011) (Hock and
Shimamura 2017), i s familidrnim vyskytem v pfipadé vrozenych variant, co potvrzuji i mysi modely,
kdy naruseni genu ETV6 po HSC komitmentu do megakaryocytické/erytroidni linie pomoci Gatal-Cre
vedlo k vyraznému snizZeni poctu trombocytl kompenzovaného zvySenou tvorbou megakaryocytarnich
kolonii v kostni dieni (Hock, Meade et al. 2004).

Role TP53 a pfibuznych genti v MDS

TP53 patfi mezi nej¢astéji mutované geny u MDS a je spojen se Spatnou progndzou, trombocytopenii
a se zachytem vyssiho mnoZstvi myeloblastl v kostni difeni (Bejar, Stevenson et al. 2011). Nejznaméjsi
hrac v patogenezi jakéhokoli onkologického onemocnéni se v patogenezi MDS podili také ztratou své
tumor supresorové role. Heterozygoti s vrozenou ztratou jedné alely TP53 (Li-Fraumeni syndrom) jsou
ohroZeni zvySenym rizikem jak nékterych typ( solidnich tumord, tak i rozvojem MDS nebo AML.
Somatické mutace TP53 se vyskytuji u pacienti s MDS ve frekvenci mezi 5-15 %, Castéji se vyskytuji u
sekundarniho MDS po expozici alkylacnim cinidlim nebo radioterapii (Rafael Bejar 2010, Bejar,
Stevenson et al. 2011, Haferlach, Nagata et al. 2014). Missense inaktivacni mutace TP53 jsou
asociovany s vyssi nddorovou nélozi, komplexnim karyotypem a rezistenci k terapii (Kaneko, Misawa
et al. 1995, Bejar, Stevenson et al. 2011). Intaktni produkt genu, protein p52, zprostifedkovava odpovéd
na stresové stimuly jako je poskozeni DNA zvySenim exprese genl odpovédnych za apoptdzu a zastavu
bunécného cyklu. Ztrata TP53 vede k ztraté toho kontrolniho checkpointu, burika postupuje do
bunécného cyklu pred opravou poskozené DNA, co vede v subklonech k dalsi akumulaci genetickych
zmén a k chromozomalni instabilité. U TP53 je nutné zminit i trunkacni mutace v genu PPM1D,
stabilizujici protein PPM1D. Vyskyt mutace je pozorovan také u sekundarniho MDS po expozici
cytostatikim (cisplatina, etoposid) (Hsu, Dayaram et al. 2018). Tato fosfatdza negativné reguluje
proaptotické proteiny, ¢im se subklony nesouci tyto mutace stavaji rezistentnéjsi k chemoterapii
vCetné antracyklinQ, nékdy vyuzivanych k 1é¢bé i sekundarni AML v rezimu 3+7 (Hsu, Dayaram et al.
2018). Konsekvence predchozi |écby malignit cytostatiky ve smyslu vzniku klonalni hematopoezy
nesouci mutace v genech TP53 a PPM1D a z toho plynouci vy3si riziko sekundarnich myeloidnich
malignit by mohl budit zvySeny zajem monitorovat tento druh mutaci u rizikovych pacientd stran
¢asného zachytu sekunddrni malignity.

Mutace gent signalnich drah

Mutace v této skupiné genl nejsou tak ¢asté, jako u jinych myeloidnich neoplazii, u MDS se vyskytuji
spolu ve frekvenci pfiblizné 10-15 % (Bejar, Stevenson et al. 2011, Haferlach, Nagata et al. 2014).
Sefazeno dle frekvence vyskytu se jedna o geny: NRAS (3,6 %), JAK2 (3 %), CBL (2,3 %), dal mohou byt
pfitomny i mutace v genech s vyskytem pod 1 % KRAS, GNAS, PTPN11, BRAF NF1, FLT3, MPL a KIT.
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Abnormality v bunécné signalizaci se fenotypoveé projevuji spi$ proliferativnim chovdnim onemocnéni,
nebo jsou zachyceny ve stadiu progrese nemoci do sekundarni AML. Charakteristické jsou mutace
vedouci ke konstitutivni aktivaci té, které drahy.

Vysoce rizikovy myelodysplasticky syndrom a jeho terapie

Median véku 74 let v dobé diagndzy a ptitomné komorbidity vyznamné ovliviiuji terapeutické
moznosti. Ty zahrnuji komplexni pfistupy od nejzdkladné;si péci o pacienty nelinosné specifickou lé¢bu,
tzv. nejlepsi podpurnou péci (best supportive care, BSC), kdy se jednd o hemosubstituci, antibiotickou
terapii a 1é¢bu bolesti, pres Iéta zavedenou hypometylacni terapii (hypomethylating agents, HMA),
recentné v klinickych studiich testované cilené léky jako je eprenetapopt (Sallman, DeZern et al. 2021),
venetoclax (Zeidan, Garcia et al. 2021), magrolimab (Garcia-Manero, Daver et al. 2021) a jiné. Lze ale
fict, Ze drtiva vétSina pacientll i po dosazeni remise onemocnéni terapeutickou odpovéd' ztraci a
progreduje do AML, nebo umird v terénu pancytopenie z diivodu refrakternich infekci nebo krvacivych
komplikaci. Jedinym kurativnim postupem z(stava i soucasnosti alogenni transplantace krvetvornych
kmenovych bunék (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT).

Prvni zminky v literature o pouZiti hypometylacnich latek v terapii vysoce rizikového MDS, jako je 5-
azacytidin (AZA) nebo decitabin, se vyskytuji priblizné od prelomu milénia (Wijermans, Lubbert et al.
2000) (Silverman 2001). V roce 2009 byly publikovany vysledky registracni studie AZA-001, ktera
prokdzala superioritu AZA nad béZnou dosavadni lécbou stran prodlouzeni celkového preziti (OS)
pacient( (Fenaux, Mufti et al. 2009). Do dnesnich dn( se neprokazala lepsi efektivita monoterapii
jinymi preparaty nebo kombinace specifickych inhibitord a HMA, ku pfikladu lenalidomid (Kenealy,
Hertzberg et al. 2019), monoklonalni protilatky, jako darvalumab (Zeidan, Boss et al. 2022) nebo
pembrolizumab (Chien, Kim et al. 2021). AZA predstavuje pyrimidinovy nukleosidovy analog cytidinu
ktery plsobi antineoplasticky diky DNA hypometylacni aktivité a cytotoxickému efektu proti
abnormalnim leukemickym bunkam v kostni dreni inkorporaci do RNA a tim pUsobici interferenci
syntézy nukleovych kyselin a proteini. Mensi ¢ast AZA se inkorporuje pfimo do DNA a puUsobi
cytotoxicky (Keating 2009). Epigeneticky efekt ve formé hypometylace spociva v inhibici DNA-
metyltransferaz DNMT1, DNMT3A a DNMT3B (Wong, Lawrie et al. 2019). Mechanismus vzniku
terapeutické rezistence na AZA nebyl doposud detailné popsan.
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Cile disertacni prace:

1) Zjistit mechanismus rezistence vysoce rizikového myelodysplastického syndromu na terapii
5-azacytidinem in vitro vytvofenim rezistentnich klont, in vivo vytvofenim tzv. ,cell line

derived xenograft’ (CDX) mysich modeld.

2) Zjistit geneticky profil metodou sekvenovani vyse uvedenych bunéénych modelGi a
primarnich vzorkl za pomoci NGS (panelové sekvenovani vybranych gend, celo-exomové
sekvenovani, transkriptomové sekvenovani). Definovat vztah vySe zminénych zmén na
zakladé in silico analyzy nalezenych mutaci nebo aberantnich expresi, spolecné vedoucich
k aktivaci specifickych signalnich drah ovlivnitelnych specifickymi inihibitory a dale

podstoupit jejich validace in vitro.

3) Zjistit dynamiku zmény frekvence somatickych mutaci u pacientl s vysoce rizikovym

myelodysplastickym syndromem béhem terapie 5-azacytidinem.
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Vysledky:

Disertacni prace se vztahuje k vysledkiim nasledujicich 4 publikaci. PIné texty uvedenych publikaci
jsou prilozeny v zavéru disertacni prace.

(1. publikace) Analysis of 5-Azacytidine Resistance Models Reveals a Set of Targetable
Pathways.

Mechanismy, kterymi buriky MDS odolavaji G¢inkim hypometylaénich latek (HMA), jako je AZA jsou v
soucasnosti pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Pro lepsi pochopeni mechanism(, kterymi se burika
MDS stava rezistentni k AZA a prechazi do AML, vyZzaduje vyvoj novych bunéénych modeld. V této praci
se vénuji tématu vzniku terapeutické rezistence na AZA vytvorenim bunécného modelu rezistence
z bunék bunécné linie OCI-M2 (zakoupeno z DSMZ, #ACC 619) pavodné citlivych na AZA (AZA-S), ktera
vznikla odbérem periferni krve 56letého pacienta s MDS-EB-2 v prechodu do AML. Validace citlivosti
na AZA byla provedena pomoci proliferacni eseje WST-1. Vytvoreni rezistentniho modelu probihalo
kultivaci AZA-S bunék v koncentraci 10 000/jamku ve tfech 96jamkovych desti¢ek po dobu 48 hodin
v IMDM médiu + 20 % fetadlniho hovéziho séra +1 % penicilinu/streptomycinu (150 pl média/jamku).
Nasledné byla obden pridavan AZA v postupné vzristajicich koncentracich (0,1, 1, 5, 8 a 10 uM). Takto
byly ziskany individualné rostouci klony rezistentnich bunék (AZA-R). Vznik rezistentniho fenotypu jsme
rovnéz validovali pomoci eseje WST-1 k stanoveni hodnoty IC50 (koncentrace |éciva potfebna pro 50%
inhibici). V nasledném kroku bylo nutné validovat model rezistence in vivo vtvorenim CDX (cell line
derived xenograft) modelu pouZitim transgenniho mysiho kmene NSG-SGM3 (non-obese diabetic—
Scid gamma; NSGS) exprimuijici lidsky interleukin-3 (hlL-3), faktor stimulujici kolonie granulocytl a
makrofagl (GM-CSF) a stem cell faktor (SFC). Xenotransplantace AZA-S a AZA-R bunék mysim probihala
ortotopicky intraosealné do dutiny femoralni kosti, jak popsano v predchozich pracich (Medyouf,
Mossner et al. 2014). Pfed samotnou xenotransplantaci probéhla transdukce cilovych bunék lentivirem
s expresi luciferazy k tydennimu sledovani expanze nadorovych bunék v celkové anestezii izofluranem
mérenim luminiscence zobrazovacim systémem Spectral Lago X (Ebinger, Ozdemir et al. 2016).
Uspé&né pFihojeni jsme také validovali pouZitim pritokové cytometrie bunék explantovaného tumoru
expresi povrchového antigenu CD45 specifického pro ¢lovéka. Terapie AZA u mysi sestdvala z dvanacti
intraperitonealnich (i.p.) injekci v prlbéhu jednoho mésice v davce 150 pg na mys. Davka byla
vypoctena tak, aby odpovidala mésicni davce pro pacienty lécenych s MDS. Terapie CDX mysi s AZA
vedla k prodlouZeni preZiti v modelu AZA-S, zatimco AZA-R a kontrolni CDX mysi mély vyrazné kratsi
preziti.

Genetickad analyza bunék AZA-S a tfech kloni AZA-R (klon #1, #20, #33) zahrnovala celoexomové
sekvenovani. Pfiprava sekvenacnich knihoven probéhla pomoci Roche NimbleGen SeqCap Kit (Roche,
Indianapolis, IN) ktery zahrnuje 47 Mb vSech vyznamnych genl. Samotné sekvenovani probéhlo
pomoci platformy Illumina NextSeq 500 (Illumina, San Diego, CA, USA) (Rabbani, Tekin et al. 2014),
pficemz bylo dosazeno pramérné hloubky cteni 50x. Data byla nasledné analyzovdna pomoci
standardnich nastroju pro kontrolu kvality (FastQC, FastQ screen, multiQC), mapovani na genom
(GRCh38) se zarovnanim (BWA MEM) a odstranénim nadbytecnych sekvenci za ucelem vytvoreni
souborl SAM/BAM. Mapovana data ve formé soubor( VCF byla anotovana prostfednictvim verejné
pristupnych databazi (dbSNP, ClinVar). Zaméfili jsme se na data s hloubkou ¢teni >10 a frekvenci
variantnich alel >5 %. V Gvahu byly brany pouze varianty s vysokym (skére 4/5) a velmi vysokym (skére
5/5) dopadem na strukturu proteinu, mimo jiné také mutace vedouci k posunu éteciho ramce
(frameshift), dal mutace se vznikem stop kodonu (stop-gain) nebo rozsahlejsi strukturalni zmény. Stran
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cytogenetického vysetreni byly provedeny chromozomalni natéry podle standardnich cytogenetickych
metod za poufZiti kolcemidu, hypotonického osetfeni a fixace v metanolu/ kyseliné octové. Karyotypy
byly analyzovany metodou mFISH pomoci kitu 24XCyte a pocitacového analytického systému ISIS
(Meta-Systems, Altlussheim, Némecko) podle protokoll vyrobce.

Izolace RNA z bunék AZA-S a AZA-R probéhlo po inkubaci 1 uM AZA po dobu 24 h a kontrolni skupiny
na zakladé drivéjsiho postupu (Curik, Burda et al. 2012). mRNA byla obohacena pouzitim Poly(A) mRNA
Magnetic Isolation Module (NEBNext, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) z 1 ug celkové RNA po
depleci zbytkové DNA pomoci DNA-free Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Sekvenacni
knihovny byly pfipraveny pomoci NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Kit s multiplexovanymi
indexovymi oligonukleotidy NEBNext pro Illumina (Dual Index Primers Set 1). Pfipravené byly
biologické duplikdty, takze pro kazdy uvedeny vzorek jsme vytvofili dvé samostatné knihovny.
Knihovny byly sekvenovany na pfistroji lllumina NextSeq500 s parovymi ¢tenim o délce 150 bp na
vzorek. Sekvencni data byla namapovana pomoci programu STAR aligner (2.7.3a) k lidskému
referencnimu genomu GRCh38.p13 (Ensembl 103). Diferencidlné exprimované geny (z 24 855 mRNA)
byly identifikovdny pomoci DESeq2 jako ty, jejichz diferencidlni exprese byla vétsi nez 2nasobna
(nahoru/dol(l) s Benjamini-Hochbergem korigovanou p-hodnotou. K ziskani klasifikace gent byl pouZit
klasifikacni systém PANTHER (Mi, Muruganujan et al. 2019).

Data ziskané v predchozich krocich byly integrovany pomoci nastroje DAVID Functional annotation
clustering tool, ktera pouziva statistické skére Kappa k méreni vztah(l mezi anotacnimi terminy genové
ontologie (gene ontology; GO). Analyza obohaceni byla pouZita ke zvyraznéni nejvyznamnéjsich
termin( GO spojenych s danymi seznamy genl (Sherman, Huang da et al. 2007). Terminy GO s p-
hodnotou < 0,05 byly povaZovany za vyznamné obohacené (Huang, Sherman et al. 2009). Byly
provedeny analyzy GAD, KEGG, GOTERM, BIOKARTA a INTERPRO. Pro vizualizaci dat byly pouZity
programy GraphPad Prism a R. Pomoci WES se zamérenim pouze na mutace nalezené u AZA-R bunék
a v pacientskych vzorkach z progrese onemocnéni jsme odhalili, Ze mezi 482 geny nesoucimi unikatni
mutace asociovany s AZA-R fenotypem byly geny dfive spojované s progresi rakoviny (AKT1, HDAC6,
HDAC2, MARCKS, SMARCA2, BRCA2, FANCD2, FANC1, ERCC1). Abychom ziskali celkovy prehled o
mutanomu AZA-R, pouZili jsme zdroj DAVID a studovali jsme asociaci souboru gen( s jejich biologickou
funkci, strukturou a jejich zapojenim do rtiznych biologickych drah (Sherman, Huang da et al. 2007).
Abychom tyto vysledky dale prozkoumali, museli jsme zjistit, zda jsou mutované molekularni drahy v
burikdch AZA-R ovlivnény také na Urovni mRNA pomoci vySe popsané metodiky. Transkriptomicka
analyza pomoci odhalila 2865 rozdilné exprimovanych mRNA mezi AZA-S a AZA-R, které byly
obohaceny o nékolik klicovych biologickych procest souvisejicich s apoptdzou, chemokinovou
signalizaci, PI3K/AKT, RAP1, TNF, TGF a rakovinou. Zatimco bunky AZA-S reagovaly na lécbu AZA
rozdilnou expresi 939 gend, burniky AZA-R zménily po |écbé AZA expresi 191 gen(, coZ potvrzuje, Ze
jejich citlivost k AZA je vyrazné nizsi. Zaméfili jsme se na ty mRNA, jejichz exprese mRNA se mezi
burikami AZA-S a AZA-R vyznamné lisila (nejméné dvojndsobné). Soubor AZA-R obsahoval celkem 602
diferencidlné exprimovanych (Entrez ID: n=563) mRNA, zatimco 298 mRNA bylo v bunkach AZA-R
zvySeno a 304 mRNA sniZzeno. Opét jsme pouzili zdroj DAVID, abychom ziskali celkovy pfehled o vzorci
AZA-R. Analyza KEGG odhalila, Ze profily AZA-R jsou spojeny s regulaci fosforylace specifickych
signalnich drah, jako jsou drahy chemokinl, PI3K/AKT, TGFB a RAS, které zasahuji do regulace
bunécného cyklu a preziti také prostfednictvim regulace aktivity GTPaz (GOTERM_BP, GOTERM_MF).
Analyza INTERPRO odhalila zapojeni Pleckstrinovy domény, o niZ je znamo, Ze zprostfedkovava
intracelularni signalizaci prostfednictvim fosfati-dylinositolu. Na zakladé kombinovaného pfistupu, tj.
analyzy prekryvajicich se vysledkd AZA-R z WES a RNAseq, jsme dale rozsifili spektrum narusenych
specifickych drah a potvrdili roli PI3K/AKT, chemokinové, RAP1 a RAS signalizace ve fenotypu AZA-R.
Kromé toho jsme také zaznamenali silné asociace GTPazové a proteinkinazové/fosfatazové aktivity a
role Pleckstrinovych, Src Homology 2 a proteinkindzovych domén. Nasim dalsim krokem bylo ovéfit
tyto Udaje pomoci vybranych inhibitor(, kterd pfimo nebo nepfimo moduluji vySe zminéné
dysregulované drahy AZA-R.
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Mezi varianty AZA-R fenotypu patfi také mutace AKT1 c.430C>T (p.Argl44Cys). Na zdkladé 3D struktury
se hlavni signalni zbytek Serd73, ktery je fosforylovan PI3K stabilizuje sousednim postrannim fetézcem
Argl44, ktery s nim tvofi solny mustek. Pfistupnost postranniho fetézce Ser473 by tedy byla snizena
pfitomnosti postranniho fetézce Argl44. Pfitomnost postranniho fetézce argininu je vSak povazovana
za stabiliza¢ni faktor, jakmile dojde k fosforylaci. Mutace R144C poskytuje mnohem kratsi postranni
fetézec, a proto Cini postranni retézec Serd73 pristupnéjSim pro fosforylaci intervenujici kindzou, jak
Ize pochopit z modelovacich studii (pomoci softwaru Coot): postranni fetézec Argl44 byl mutovdn na
Cys144, aby se ukazalo, Ze postranni fetézec Cys mlZe byt schopen vytvofit stabilizacni interakci s
hydroxylovou skupinou Serinu nebo fosfatovou skupinou P-Ser473. Je tfeba poznamenat, Zze pK
postranniho fetézce Cysteinu (~8,3) je sice nizsi nez pK Argininu (~13,5), ale zachovava si mirné bazicky
charakter. Model predpovida, Ze R144C je mutace GOF (gain of function) pozitivné regulujici mnozstvi
fosforylace Ser473. Zvysenou fosforylaci jsme potvrdili u vSech testovanych subkloni AZA-R. Mutace
AKT1 byla zjisténa ve vSech subklonech AZA-R s vysokou frekvenci. Inhibice AKT1 pomoci MK2206 byla
u bunék AZA-R velmi uc¢inna (IC50 ~ 0,3 uM) a dosahla Gcinnosti pozorované u bunék AZA-S. Zajimavé
je, Ze jak bunky AZA-S, tak AZA-R byly rezistentni v(ci inhibici PI3K (upstream AKT1) (IC50~10,2 vs. 12,8
uM) pomoci inhibitoru kinazy idelalisib, ktery se zaméruje na izoformu PI3K p110 & s vysokou ucinnosti
a selektivitou. Data z transkriptomového sekvenovani navic odhalila také upregulaci AKT2, AKT3 a
MTOR v burikich AZA-R, coz potvrzuje nadmérnou aktivaci drahy PI3K/AKT. Autonomni
hyperfosforylace a aktivace AKT1 mize mit fadu naslednych Gcink( véetné aktivace mTOR. Proto jsme
testovali citlivost modelu AZA-R na inhibitor mTOR rapamycin, ktery se ukdazal jako mimoradné
potentni, cozZ potvrdilo vyznam hyperaktivace drahy AKT1 v tomto modelu bunék AZA-R.

Dale jsme testovali roli dalSich tyrozinkinaz, které se podileji na fenotypu AZA-R, pomoci screeningu
|éCiv. Dasatinib (DAS) je peroralni dudlni inhibitor tyrozinkindz rodiny BCR/ABL a SRC, coZ jsou
nereceptorové proteinové tyrozinkinazy, které se podileji na fizeni fady bunécénych procest véetné
proliferace, diferenciace, motility a adheze. DAS ma mirny, konzistentni a velmi podobny ucinek na
inhibici bunék AZA-S a AZA-R v testu WST-1 (IC50 ~8 uM). Dalsi inhibitor kinaz, sorafenib (SOR), pUsobi
inhibici nékolika raznych kinaz (RAF-1, VEGF, c-KIT, PDGFR, ERK a FLT3), které se podileji na proliferaci
nadorovych bunék a angiogenezi. SOR inhibuje proliferaci blokovanim kindzové aktivity C-RAF/B-RAF a
fosforylace MEK a ERK. SOR ma vSak mirny ucinek na inhibici bunék AZA-S (IC50 4 uM) a AZA-R (IC50 8
uM). Dalsi inhibitor, Ruxolitinib (RUX), pUsobi tak, Ze inhibuje signalizaci cytokinl a jejich receptor(,
které vyuzivaji kinazovy mechanismus proteint JAK1 nebo JAK2 pro signalizaci, ktera zahrnuje
transkripcni aktivatory (STAT), které prenaseji signaly do jadra a indukuji transkripci genl. Draha
JAK/STAT je u nékterych klond AZA-R vice aktivovana, jak je patrné z detekce fosforylovaného STAT3
na Tyr705. Ve srovnani s DAS nebo SOR ma vsak RUX mirnéjsi ucinek na inhibici bunék AZA-S a AZA-R
(IC50 13 vs. 15 uM). Nase udaje ukazuji, Ze blokovani urcité kindzové aktivity u AZA-R pomoci DAS, SOR
nebo RUX je relativné neucinné.

Jak naznacuji data transkriptomového sekvenovani, dysregulovand exprese ERG, FLI1, HOXA9, HOXA10
naznacuje zapojeni chromatinového regulatoru BRD4 (bromodomain-containing protein 4). Nedavno
bylo prokazano, Ze inhibice BRD4 potlacuje progresi leukémie (Pericole, Lazarini et al. 2019). Proto
jsme poutzili JQ1, inhibitor proteint s BET doménou s dosazenim znacného efektu (IC50 ~ 0,1 uM) u
bunék s fenotypem AZA-R i AZA-S. Udaje z WES, které identifikovaly nékolik variant histondeacetyldz
HDAC2 a HDACE6 spolu s dysregulaci HDAC9, nds vedly k testovani Ucinnosti inhibice HDAC u bunék
AZA-R. Pouzili jsme panabinostat (PAN), coZ je neselektivni inhibitor HDAC tfidy | (HDAC 1, 2, 3, 8), tfidy
Il (HDACA4, 5,6,7,9, 10) a tfidy IV (HDAC 11). IC50 pro PAN byla ve srovnani s AZA u subklon AZA-R o
Ctyfi rady nizsi ve srovnani s AZA-S. Souhrnem lze Fict, Ze blokovani domén BET a HDAC se tedy zda byt
velmi ucinné vici bunkam AZA-R in vitro.

Dalsi data z transkriptomového sekvenovani také naznacila, Ze v rezistenci k AZA muze hrat roli vztah
mezi prezivanim bunék a indukci apoptdzy. Zameéfili jsme se na homology BCL2 a jejich vliv na drahu
prezivani bunék a pouZili jsme specifické inhibitory véetné VEN, ABT-737 a S63845. VEN inhibuje
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protein BCL2, coZz vede k apoptdze malignich kmenovych bunék. O pfipravku ABT-737 je zndmo, Ze
inhibuje BCL-2, BCL-XL a BCL-W, ale nikoli MCL1 v zavislosti na ptitomnosti BAK nebo BAX. S63845 je
selektivni inhibitor MCL1. ProtoZze BCL2, MCL1 a BCL-XL se mohou navzdjem ¢4stecné kompenzovat,
provedli jsme jejich expresi pomoci Western blotu a ukazali, Ze buniky AZA-R zvysily (2-2,5x) expresi
MCL1, zatimco exprese BCL-XL a BCL2 byla sniZzena. Rozdilnd bunécna exprese proteini BCL2, MCL1 a
BCL-xL v burikach AZA-R vs. AZA-S mlze souviset s rozdily v terapeutické ucinnosti téchto inhibitord. V
monoterapii tak maji VEN, ABT-737 a S63845 zcela rozdilné Gcinky vici AZA-R, pricemz S63845 (IC50 ~
0,1-0,4 uM) je nejsilnéjsim inhibitorem AZA-R a VEN je nejslabsi (IC50 ~ 10-14 uM).

NaSe prace pfindsi nové poznatky o mechanismech fenotypu rezistence k AZA, kde dochazi
k deregulaci specifickych drah, které jsou ovlivnitelné cilenou inhibici. Konkrétné jsme zjistili, ze
fenotyp AZA-R je asociovan kromé jinych aberaci s deregulaci signalizace v PI3K/AKT draze, dochazi
také k deregulaci histondeacetyldz a v draze pro apoptdzu. Predpoklddame, Zze pouziti bunééného
modelu rezistence a parovych vzorkd pacientl s MDS, u nichZ se vyvinula rezistence, miZe pomoci
nalézt cilové drahy, které Ize dale zkoumat na mysich modelech in vivo s cilem nalézt nové terapeutické
strategie pro rezistenci na AZA.

Autordv podil na publikaci: 1. autor, generovani bunék AZA-R, bunéc¢né kultury, izolace DNA/RNA,
tvorba knihovny NGS, testovani inhibitord, anotace pacientd, imunoblotting

Legenda: Graficky abstrakt (Publikace 1): Analyza modelu rezistence AZA. (A): Stanoveni IC50 pro
AZA pomoci WST1 eseje u bunék citlivych na AZA (AZA-S) vs. bunék rezistentnich na AZA (AZA-R, klon
¢. 1). (B-D): Nasledné byly buriky AZA-S a AZA-R xenotransplantovany mysim kmene NSGS a léceny AZA
nebo vehikulem (Ctrl). Terapie 150 ug AZA/mys byla aplikovana i.p. tfikrat tydné. Bylo sledovéno
celkové preziti (na ose X uvedené dny; 4 nebo 5 mysi v kazdé skupiné). Vysledky: koreluje s in vitro
modelem rezistence, 1é¢ené mysi s transplantovanymi burikami AZA-S preZivaly déle nez mysi AZA-R
(AZA-S vs. AZA-R; p = 0,004), a jako kontroly (AZA-S vs. Ctrl; p = 0,0014), naopak prezivani mysi AZA-R
vs. Ctrl nebylo statisticky signifikantni (p = 0,0953). (C, D): Detekce luminiscence pomoci in vivo
bioimagingu (osa Y; Mean Rad). BEhem |écby AZA dochazi u od 6. tydne ke zpomaleni proliferace
xenotransplantovanych bunék u lécenych mysi ve skupiné AZA-S (vlevo) v porovnani s kontrolni
skupinou. Naopak, mysi, které nesou xenografty AZA-R (vpravo) vykazuji stejné hodnoty luminiscence
jako kontrolni skupina. Pfi analyze byl pouZit neparovy Mannlv-Whitneyho t-test. (* = p-hodnota <
0,05, ns = neni statisticky signifikantni). E: Transkriptomickd analyza odhalila 2865 diferencialné
exprimovanych mRNA mezi AZA-S a AZA-R, zobrazen Volcano graf diferencidlni genové exprese;
vyznamnost oznacena upravenym p < 0,05; Cervené je oznacCena log2FC expresi > 1. Vybrané mRNA
jsou zobrazeny symbolem HGNC. Heatmapy zobrazuji expresi mRNA log2(AZA-R/AZA-S) ve dvou
replikatech, jak bylo zjisténo analyzou drah KEGG a zahrnuji nékolik kli¢ovych biologickych procest
souvisejicich s apoptdzou, chemokinovou signalizaci, rakovinou, dale zahrnuji drahy signalizace
PI3K/AKT, RAP1, TNF a TGF. F: Validace drah spojenych s fenotypem AZA-R. Pouziti WST-1 eseje
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dokazuje efekt specifickych inhibitord deregulovanych drah jako je JQ1 nebo panabinostat (PAN).

Graficky abstrakt (Publikace 1)
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(2. publikace) G-CSF plus azacitidine versus azacitidine alone for patients with high-risk
myelodysplastic syndrome: academic, open label, randomized trial.

G-CSF (faktor stimulujici kolonie granulocytl) aktivuje transkripci myeloidnich gend v kmenovych
bunkach, pokud je pfidan pfed HMA (Hu, Negrotto et al. 2010) (Curik, Burda et al. 2012). G-CSF se
pouziva u MDS pro neutropenické komplikace. Nase klinicka retrospektivni data 162 pacientli s HR-
MDS lécenych AZA vyssi spotieba G-CSF (N = 35) byla spojena s nizsim vyskytem neutropenie 4. stupné
(Gr) a nasledné s delsim celkovym preZitim (OS, median 27,4 vs 18 Mo, p = 0,017). Vliv G-CSF na
ucinnost AZA jsme zkoumali v této akademické prospektivni randomizované studii. Celkem 76 pacient(
s high-risk MDS nebo MDS/AML do 30% myeloblastl nevhodnych k transplantaci. Pacienti byli
randomizovani do ramene A (monoterapie AZA) a ramene GA (GCSF + AZA). Cile studie zahrnovaly miru
odpovédi, OS, preziti bez progrese (progression free survival; PFS), trvani odpovédi a bezpecnost. Tri
pacienti zemreli pfedcasné a nebyli randomizovani ani u nich nebyla zahajena lé¢ba a u tfech pacientl
doslo k umrti béhem zahajeni 1. cyklu, bylo tedy analyzovano celkem 70 pacientd, v ramenech GA (N
=39)aA (N =31). Primérny vék a pomér muzll a Zen v rameni GA byl 73 let a 23:16 (59 % muz() oproti
74 letim a 15:16 (48 %) v rameni A. Pacienti v obou ramenech méli pfiblizné srovnatelné
hematologické nalezy, ale nebyly dokonale vyvazené; napriklad pacienti v ramenu A mélo vice
myeloblastl v kostni dfeni a rameno GA mélo vyssi podil pacientl s t-MDS. Pacienti s EB-2 a MDS/AML
méli mirné vyssi mutacni zatéz ve srovnani s ostatnimi vysoce rizikovymi pacienty s EB-1. AZA byl
podavan standardné 7 dni (75 mg/m2), G-CSF byl podavan 2 dny pred 1. ddvkou AZA a 2 dny pred 6.
davkou AZA v davce 5 pg/kg télesné hmotnosti. Median podanych poctu cykll AZA byl 8 (rozmezi 1-
40). Odpovéd na lécbu byla hodnocena podle kritérii IWG (Cheson, Greenberg et al. 2006). Celkova
mira odpovédi (overal response rate; ORR, GA vs A) byla 77 % vs 61 % (p = 0,000899), CR 31 % vs 23 %
(p=0,575), PR 23 % vs 23 % (p = 0,554), SD s HI 18 % vs 0 % (p = 0,473), SD bez HI 8 % vs 13 % (p =
0,739). Preziti bez progrese (PFS, GA vs A) bylo 9,7 vs 6,1 mésice (95% Cl: [254,831], resp. [64,208] dni)
(p = 0,09, Cochran-Mantel-HaenszellGv logrank test). Pfi prvnich ¢tyfech cyklech AZA odpovédélo
CR/PR/HI mnoho pacientl patficich do ramene GA (N = 28; 72 %), zatimco v rameni A dvakrat méné
(N = 14; 45 %). To je duleZité zejména pro ty pacienty, u nichZ je béhem prvnich cykld AZA zvysené
riziko infek&nich a jinych komplikaci spojenych s cytopenii; na druhou stranu dosazeni lepsi odpovédi
dava sanci na delsi OS. Hemoglobin (HB) a trombocyty (PLT) maji pozitivni oéekavany vliv na 1ééebnou
odpovéd (p < 0,0001 pro kazdy z nich), zatimco MB z periferni krve maji negativni o¢ekavany vliv (p =
0,0007). Jednim z velmi dulezitych parametr(l této studie byla mira progrese AML béhem |écby v
zavislosti na poddvani G-CSF. Progrese do AML byla srovnatelnd, jak bylo pozorovano u 20 pacient( v
rameni GA (52 %) oproti 21 pacientdim v rameni A (68 %) (p = 0,968). Doba do progrese do AML byla
rovnéz srovnatelna: V rameni GA bylo 9,8 mésice vs. 8,9 mésice v rameni A (p = 0,450). Tato skutecnost
byla srovnatelné pozorovana v obou ramenech pfi kazdém restagingu. Nezjistili jsme tedy Zadny vliv
pridani G-CSF na progresi do AML po celou dobu |écby HMA. Diky NGS analyze jsme mohli pozorovat
vliv mutaci na celkové preZiti: negativnimi prediktory jsou mutace DNMT3A (p = 0,0131), ETV6 (p =
0,0012), EZH2 (p = 0,0044), pozitivnimi: SF3B1 (p = 0,0005). Pacienti muzského pohlavi maji tendenci k
delsimu OS (p = 0,0041), zatimco neutropenie Gr. 4 znamena kratsi OS (p = 0,0229). Shrnutim vysledk(
studie se potvrdil nas primarni cil zvysit odpovéd na lécbu a preziti v rameni GA versus A, zejména u
pacientl s poc¢atecni neutropenii v prvnim roce l1écby AZA. Nezjistili jsme vliv G-CSF na progresi do AML,
cozZ je rovnéz vyznamné. Podavani G-CSF pred AZA tedy predstavuje zlepseni oproti standardnimu
rezimu AZA u pacientl s vysoce rizikovym MDS a oligoblastickou AML.

Autor(v podil na publikaci: biobanking, pfiprava vzorkd k NGS analyze, NGS analyza, péce o pacienty a
sbér klinickych dat, validace klinickych dat
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Legenda: Graficky abstrakt (Publikace 2): A: Na zdkladé retrospektivni analyzy 162 pacientl |é¢enych
AZA pro HR-MDS ve Vseobecné fakultni nemocnice v Praze jsme zjistili, Ze pacienti |éCeni AZA s
pouzitim G-CSF (N=35; median 3 injekce na cyklus) méli vyznamné delsi OS (Log-rank test, median 27,4
vs 18 mésicli, p=0,017, HR 0,5922, 95CI 0,3849-0,9112). B: Toto vedlo k navrhu protokolu GA,
zobrazena sekvence davkovani AZA a G-CSF. Davkovani AZA bylo standardni, 75 mg/m2 po dobu sedmi
dn( (rezim 5+2+2) podavano subkutanné v ramci 28denniho cyklu. G-CSF byl podavan subkutadnné v
den -2 (2 dny pred 1. davkou AZA) a v den +6 (den nasledujici po 5. davce AZA) v davce 30 MIU u
pacient( s télesnou hmotnosti nizsi nez 80 kg nebo 48 MIU u pacientd s hmotnosti nad 80 kg. C: Popis
studijni kohorty. Parametry predstavuji pocet pacient( (N), vék, pomér muzl a Zen a podtyp MDS pro
rameno GA vs A. NiZe popis sledovanych parametr( krevniho obrazu, biochemie, cytogenetiky, nalezu
v kostni dreni a rizikového skore IPSS-R. N uvadi pro pocet pacientl, % procenta. D: Pfehled mutaci v
genech souvisejicich s patogenezi MDS v diagnostickych vzorcich kostni dfené pro kazdé rameno.
Nejcastéji mutovanym genem je neprekvapivé TET2 (nahore). E: Pravdépodobnost preZiti v zavislosti
na Case (osa X, ve dnech) pro obé Iécebna ramena (GA — modra kfivka vs. A — Cervena krivka) klinické
studie. PfestoZe se nepotvrdila statisticka signifikance celkového preZiti v prospéch ramene GA, jak
ukazuje Kaplan-Meierav graf, klinické testovani 1é¢by G-CSF ukazalo, Ze podani G-CSF predchazejici AZA
je uzite€ny ve velmi ¢asnych fazich terapie tim, ze vyvolava trvalejsi odpovédi a umoziuje podavani
AZA v plné davce a bez prodluZovani interval(l mezi lécbami, coZ je Casto zpUsobeno infekénimi
komplikacemi.
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(3. publikace) Somatic mutation dynamics in MDS patients treated with azacitidine indicate
clonal selection in patients-responders.

Jednad se o studii srovnavajici zmény alelickych frekvenci mutovanych gen® u high-risk MDS pacient(
|éCenych AZA pomoci masivniho paralelniho sekvenovani panelem obsahujici 54 gen(. Prace zahrnuje
sériové odbéry vzorku pred |écbou AZA a béhem u 38 pacientl dosahujicich medianu celkového preziti
(OS) 24 mésicl s dosazenim ORR 60 %. Spolu bylo identifikovano 116 somatickych patogennich variant
s variantni alelickou frekvenci (variant allele frequency; VAF) presahujici 5 %. Vysoké presnosti dat
prispéla duplikace sekvenacnich knihoven z myeloidnich bunék a sekvenovani kontrolnich T-lymfocyt.
Pozorovalijsme, ze témér polovina variant méla stabilni dynamiku, zatimco ostatni varianty byly vysoce
volatilni. U pacientll s vyraznym poklesem VAF béhem lé¢by AZA dochazelo i ke klinické odpovédi.
Naproti tomu pacienti ¢asné progredujici na AZA terapii vykazovali minimalni zmény mutacéniho vzorce.
Modelovali jsme dynamiku VAF ptilécbé AZA a vyuZili jsme spoleény model pro celkovou preziti a délky
trvani odpovédi. Zatimco pritomnost urcitych variant s popsanym klinickym dopadem, jako jsou
mutace CDKN2A, byly i v nasi studii nepfiznivymi prediktory. Analyza také naznacovala, Ze alelickd
volatilita predstavuje dalsi duleZitou prognostickou proménnou. Kromé toho jsme zjistili, Ze
predchazejici 5g- syndrom predstavuje silny pozitivni prediktor delSiho celkového preziti a délky trvani
odpovédi u pacientll s MDS s vysokym rizikem léCenych AZA. Zavérem lze Fici, Ze dynamika variant
zjiSténa prostrednictvim sériového vzorkovani predstavuje dalsi parametr, ktery je tfeba vzit v Uvahu
pfi hodnoceni Géinnosti AZA a predikci vysledkd.

Autordv podil na publikaci: pfiprava vzorkd k NGS analyze, NGS analyza, péle o pacienty, sbér
klinickych dat, validace klinickych dat

Graficky abstrakt (Publikace 3)

Graficky abstrakt (Publikace 3) Legenda: A: Swimmers ploty 38 pacientll Ié¢enych AZA zobrazuji
pribéh onemocnéni v ¢ase, osa X oznacuje mésice sledovani. Pro kazdého pacienta jsou vyznaceny
odpovédi (v riznych barvach: CR, SD, HI nebo PG), jejich trvani (v mésicich), odbér vzorkd (trojihelniky)
a transformace AML (#). B: PoCet mutaci (vodorovna osa) v genech uvedenych na svislé ose. Jednotlivé
barvy oznacuji dynamiku mutaci sledovanou pomoci zmény VAF v sériovych odbérech u jednotlivych
pacientl: ¢ernd barva oznacuje mutace s nizkou zménou VAF, zelend oznacuje varianty, u kterych
dochazelo kvzestupu VAF, Cervend oznacuje pokles VAF a Zlutd oznaduje mutace, kterych VAF
nefluktuoval konstantnim trendem mezi sériovymi odbéry. C: Fish ploty somatickych mutaci zjiSténych
u pacientd, ktefi dosahli kompletni remise. Sipky oznaduji CR (prazdna) a transformaci do AML (PG,
tmava). Osa Y predstavuje VAF (%) a osa X Cas v tydnech. V dobé morfologické remise onemocnéni
dochazi k redukci VAF u vybranych mutaci, naopak jejich zvysSeni i béhem dalsiho sledovani muze
predpovédét klinickou progresi (kasuistiky pacientd AZA017, AZA015).
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(4. publikace) Azacitidine Switch to Lenalidomide Eradicated the TP53/CDKN2A Co-Mutated
Clone and Induced Long-Term Erythroid Response in Del(5q) MDS.

V této publikaci se vénujeme zajimavému pripadu 68letého pacienta s letitou anamnézou MDS
s izolovanou deleci patého chromozomu (del(5q)), u kterého bylo moziné korelovat klonalni vyvoj
onemocnéni s klinickym pribéhem diky NGS a droplet digital PCR (ddPCR). U pacienta byl jako prvni
linie 1é¢by nasazen erytropoietin (EPO), ktery byl bohuzZel bez efektu, naopak s rozvojem transfuzni
dependence a v kontrolnim vySetreni kostni dfené byla navic pozorovana progrese onemocnéni do
stadia MDS-EB-1. Standardni terapie lenalidomidem (LEN) pro pacienty s del(5q) vtomto momentu
nebyla vhodnd z dlivodu neefektivity Iécby u vyssiho stadia MDS. Diky vysSimu IPSS-R skére byl
indikovan k podani 5-azacytidinu (AZA), kterého nasazeni vedlo ke snizeni poctu myeloblastl v kostni
dreni béhem kontrolnich vysetfeni a tim snizila risk rozvoje akutni myeloidni leukemie (AML), terapie
ale nevedla k znatelnému zlepseni v hladiné hemoglobinu a pretrvavala transfuzni dependence. Na
molekuldrni Grovni se navic b&hem terapie AZA zvysila alelickd frekvence mutaci v genech CDKN2A P74,
TP53 373RT377P 5 ZRSR2 P13T, Na zakladé této skutecnosti, i pfes dosazeni dfefiové odpovédi (mCR;
marrow complete remission) béhem |lécby AZA, nicméné s trvajicim rizikem progrese onemocnéni do
AML diky zvyseni alelickych frekvenci mutaci ve vysoce rizikovych genech jsme se rozhodli zménit [éCbu
na LEN. Tato terapie nejenom snizila variantni alelicka frekvence (VAF) mutovanych gend, navic plné
normalizovala krevni obraz a pacient dosdhl transfuzni nezavislosti. Souhrnné Ize ptipad popsat jako
Uspésnou terapii MDS vysokého rizika pomoci AZA s dosazenim diefiové remise ale s trvajici transfuzni
dependenci navic s naristem alelickych frekvenci mutaci v rizikovych genech, kdy doslo po zméné
terapie na LEN k Upravé krevniho obrazu a vymizeni vysoce rizikovych subklonl s trvajici klinickou
odpovédi.

Autoruv podil na publikaci: NGS analyza, validace klinickych dat

Graficky abstrakt (Publikace 4) Legenda: Casova osa sledujici priib&h onemocnéni pacienta. Kratce po
stanoveni diagnézy del(5q) MDS doslo k rozvoji transfuzni zavislosti, pacient zahdjil |écbu EPO, avsak
bez efektu. Kontrolni vysetreni kostni dfené ukazalo progresi do stadia MDS-EB-1 a pacient zahgjil
|é¢bu AZA. Bylo podano 17 cykld, kterd vedly k poklesu blastl v kostni difeni (dosazeni mCR), ale
soucasné se zvysila alelicka frekcence somatickych mutaci. Pro protrvavani transfuzni dependence byla
proto lécba byla zménéna na LEN, kterd vedla k dosazeni kompletni remise véetné dosazeni transfuzni
nezavislosti (hladina hemoglobinu (HB) a stfedni korpuskuldrni objem (MCV) jsou uvedeny v horni
Casti). Prostfedni panel ukazuje dynamiku poctu myeloblastl v kostni dfeni a VAF (v %) somatickych
mutaci v prlibéhu terapie. Kromé pretrvavajici cytogenetické aberace del(5q) jsme u pacienta zachytili
i somatické mutace v CDKN2A P7#A, TP53 K373R+T377P 3 ZRSR2 P13T; tyto klon/klony byly eradikovany terapii
LEN.
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Diskuze:

Nasim cilem bylo vytvofit in vitro model MDS/AML bunéénych linii rezistentnich na 5-azacytidin (AZA-
R), co bylo provedeno dlouhodobou inkubaci s AZA, co by napodobovalo vznik rezistence na AZA u
pacientl s timto onemocnénim. Pravé analyzou bunék s AZA-R fenotypem ve srovnani s primarnimi
vzorkami kostnich dreni pacientl ktefi vytvofili rezistenci na AZA jsme identifikovali dysregulované
drahy u AZA-R fenotypu. DlleZitym vysledkem této prace je zapojeni drahy PI3K/AKT v rdmci rezistence
na AZA. Aktivace PI3K je za normalnich podminek iniciovana plsobenim ristovych faktord a cytokind
na povrchu bunky prostfednictvim receptorové tyrozinkindzy, ktera rekrutuje adaptorovou
podjednotku p85 PI3K, kterd je aktivovana receptory spfazenymi s G proteinem nebo malymi Ras
GTPazy, které se vazou na PI3K pfimo. Soubor fosforylovanych druhych posld (PIP2, PIP3, PDK1) je
vystupnovan fosforylaci AKT1 na Serd73 komplexem mTOR, ktery je povazovan za indikatore aktivace
této drahy. Tato draha byla vyznamné zapojena do AZA-R fenotypu jak z analyz celoexomového
sekvenovani (whole exome sequencing; WES) (grafickd pfiloha), tak z analyz transkriptomového
sekvenovani (RNAseq) (graficka pfiloha). V subklonech AZA-R bunék jsme zaznamenali mutaci v genu
AKT1 na pozici ¢.430C>T (p.Arg144Cys), ktera je typu gain-of function (GOF), jak naznacuji strukturni
analyzy, ktera vede k hyperfosforylaci AKT1, co bylo potvrzeno pomoci Western blotu. Kromé toho
jsme pomoci RNAseq pozorovali zvySenou regulaci AKT2, AKT3 a mTOR v burikach AZA-R, coZ naznaduje
nadmérnou aktivaci drahy PI3K/AKT. Pomoci specifickych inhibitori jsme nasledné ukazali, ze
blokovani AKT (MK2206) nebo mTOR (rapamycin), ale nikoli PI3K (idelalisib) mGzZe inhibovat preziti
bunék AZA-R pouzitim WST-1 proliferacni eseje. Tyto Udaje jsou v souladu s rfadou predchozich
referencich v literatufe a navazuji na rozsahlé prace tykajici se PI3K/AKT/mTOR u AML, zatimco je malo
zndmo o PI3K/AKT/mTOR u MDS progredujiciho na lé¢bé AZA do stadia AML. Napriklad hodnocena
odpovéd' 80 vzorkd bunék ziskanych od pacientd s AML lécenych selektivni inhibici PI3K/AKT/mTOR
potvrdila, Zze pfiblizné 60 % z nich vykazuje hyperaktivaci drahy, co je rovnéz spojeno se zkrdcenym
celkovym preZitim (overal survival, OS) (Bertacchini, Guida et al. 2014). Hyperaktivace drahy
PI3K/AKT/mTOR, vcetné hyperfosforylace AKT1-Ser473, kterou jsme potvrdili také u subklond AZA-R,
Ize typicky nalézt u pacientl s chemorezistentni AML, coZ pravdépodobné souvisi s mechanismem,
ktery umoznuje leukemickym kmenovym burikdm prezit (Bertacchini 2018). Zajimavé je, Ze aktivace
drahy PI3K/AKT/mTOR souvisi také s dal$imi drahami deregulovanych u AML, konkrétné s mutacemi
FLT3-ITD nebo s mechanismy procesu apoptdzy bunék, véetné BCL2, z cehoZz vyplyva, Ze pouZiti
PI3K/AKT/mTOR v monoterapii je znaéné omezené. Kromé toho existuje spojeni s dalsi signalni drahou
RAS/RAF/MEK/ERK prostfednictvim vzajemné regulace a sdileni efektor(, pficemz tyto drahy ovlivriuji
fadu klicovych bunécnych funkci (Darici, Alkhaldi et al. 2020). Ackoli MK2206 ucinné potlacuje
fosforylaci AKT, nevykazoval efekt v monoterapii (podobné jako PI3Ki), ale jeho dobrd snasenlivost
otevird mozZnost jeho zarazeni do kombinacnich strategii pro pacienty s MDS progredujicich na terapii
AZA. To podporuje prace, které tvrdi, Ze AKT-Ser473 je hyperfosforylovan u 90 % pacientl s vysoce
rizikovym MDS ve srovnani s pacienty s nizce rizikovym MDS nebo ve srovnani s kontrolou. Stejné tak
hladina izoformy PI3K p110 sledovala stejny vzorec v myeloblastech u pacientl s progredujicim MDS
(Nyakern, Tazzari et al. 2006). Dalsi prace neddvno ukazala, Ze mutace v genu ASXL1, které jsou Casto
spojeny s nizsi hladinou PTEN vykazuji vyznamné vyssi citlivost k inhibitoru AKT1 MK2206, coz? je v
souladu s faktem, Ze nadmérna aktivace PI3K/AKT/mTOR muzZe byt pFfimym dusledkem
hypometylacnich latek zamérenych na obecny mechanismus transkripéni represe (a tedy ochrany
chromatinové struktury), jakoz i preziti bunék AML (Cao, Xia et al. 2020). Mezi dalsi signalni drahy
studované u bunék AZA-R patfi RAS/RAF/MEK/ERK a SRC. Draha RAS/RAF/MEK/ERK, kterd se sklada z
kaskady kindz, jez je regulovana fosforylaci a defosforylaci specifickymi kinazami, fosfatazami a rovnéz
vyménou GTP/GDP a dal$imi proteiny, byla jiz dfive popsana jako marker citlivosti a rezistence na
antileukemickou |écbu. Kli¢ova je fosforylace ERK1 (MAPK3) na Thr202/Tyr204, kterad je vyznamné
snizena u vSech AZA-R subklonech, a proto ma multikinazovy inhibitor sorafenib (SOR), ktery blokuje
kinazu RAF a fosforylaci MEK a ERK na burnky AZA-R pomérné maly Gcinek zmérenim IC50. Tato signalni
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draha je casto deregulovana u bunék rezistentnich k antileukemické 1é¢bé (Steelman, Franklin et al.
2011). Pouziti SOR u pacient s AML je vSak pomérné Ucinné, zejména u pacientll s mutaci FLT3-ITD
coz vede k prodlouZeni celkového preziti (Bazarbachi, Labopin et al. 2019), coZ opét posiluje vyznam
signalni drahy RAS/RAF/MEK/ERK. Pokud jde o signalizaci prostfednictvim rodiny rlznych kinaz Src
(v€etné LYN a SRC), tyto jsou exprimovany u AML a jejich fosforylace reguluje proliferaci a prezivani
leukemickych bunék (prostfednictvim LYN zprostiedkovavajici aktivaci mTOR) (Voisset, Brenet et al.
2020). Efekt pouZiti monoterapie SOR nebo dasatinibu (DAS) u AZA-R bunék nebyl pozorovan, co
dokazuji nase data, kde se fosforylace SRC-Tyrd16 neliSila od fosforylace SRC-Tyr416 v pfipadé
porovnani AZA-R a AZA-S bunék, nebyl pozorovan ani synergismus kombinace SOR/AZA nebo DAS/AZA.
Studovali jsme také nékteré jaderné procesy spojené s AZA-R fenotypem. Data z WES poukdzaly na
zapojeni kohezinového komplexu a reguldtord transkripce, coz bylo podporeno vysledky in silico
analyzy, ktera ukdazala zapojeni enzym( remodelujicich chromatin. Zaznamenali jsme také roli HDAC a
souboru gent ERG, HOXA10 a KIT, cozZ naznacuje, Ze zapojeni superenhancer(, které maji velikost >20
kb s afinitou k transkripénim koaktivatorim z rodiny proteind BET BRD4, které rozpoznavaji rlizné
modifikace histon(. Buniky AZA-R jsou skutecné vysoce citlivé na PAN nebo JQ1, které inhibuji MYC
prostfednictvim suprese BRD4. To podporuji i studie in vivo u pacientll s MDS, CMML nebo AML s
vysokym rizikem IPSS-R, ktefi jsou nevhodni kandidati alogenni transplantace, u nichZ kombinace
panobinostatu (PAN) + AZA zdvojnasobila cetnost kompozitnich remisi ve srovnani s AZA ramenem;
mira celkové odpovédi a mira jednoletého preziti vsak byly v obou ramenech podobné (Garcia-Manero,
Sekeres et al. 2017), takzZe je zapotrebi dalSiho vyzkumu v tomto sméru. Podobné jako u PAN, inhibice
BRD4 in vitro pomoci JQ1 (ale také pomoci BRD4 shRNA) vedla k apoptdze vybranych leukemickych
linii, a dale byl Gc¢inek soucasné zesilen v pfitomnosti AZA (Pericole, Lazarini et al. 2019). Kromé toho
byly inhibitory BET neddvno prokazény jako vysoce Gc¢inné in vivo pomoci xenograftd AML modell
(Zhang, Cai et al. 2021). Tyto vysledky spojily transkripéni program zavisly na BRD4 z patogeneze MDS
a AML a dale podpofily spolupraci s t¢inkem HMA. Je pravdépodobné, Ze naruseni acetylace histon(
(pomoci PAN) nebo inhibice BRD4, a tim i superenhancer( pomoci JQ1 mze vést k dalsim Gcinklim na
Urovni chromatinu bunék AZA-R, napfiklad ovlivnéni helikdz SWI/SNF nebo ovlivnéni jinych jadernych
procesu. souvisejici s metylaci DNA (Shorstova 2021).

V dalsi publikaci je prezentovano klinické testovani Ié¢by G-CSF v kombinaci s AZA, ktery predstavuje
standardni lécbu vysoce rizikového MDS. Dizajn této randomizované akademické studie, ktera
probihala na I. interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice v Praze od 2017 do 2022 byl inspirovan
preklinickymi testy [9, 10] a analyzou retrospektivnich dat, zahrnujicich 162 pacientli s vysoce
rizikovym MDS, u kterych bylo pridani G-CSF k AZA (N = 35) asociovano s nizsim vyskytem neutropenie
4. stupné a nasledné delsim celkovym prezitim (OS, medidn 27,4 vs 18 mésicl, p = 0,017). Data ze
studie prokazovaly, Ze aplikace G-CSF predchdzejici podani AZA je spojeno s ¢asnych cyklech terapie s
trvalejsi odpovédi, pfinasi min komplikaci spojenych s neutropenii, co v kone¢ném disledku znamena,
Ze umoznuje podavani plnych davek AZA bez prodluZovani intervald mezi l1é¢bami, coZ je Casto
znemoznéno pravé tézkou neutropenii a infekénimi komplikacemi z divodu toxicity lé¢by. Odbodné
vysledky relativné neddvno pfinesly data z dlouhodobého sledovani pacientl v studii VIALE-A, kdy
pouZziti G-CSF mélo na pacienty podobné pozitivni efekt (DiNardo, Pratz et al. 2022). Obé ramena
zaznamenala terapeutické selhdni AZA v pozdéjsich ¢asovych bodech srovnatelné, z ¢eho vypliva, Ze
pouziti G-CSF neni schopno samo o sobé zabrdnit terapeutickému selhdni AZA. Zajimavé je, Ze
odpovédi v GA rameni se objevily relativné brzy v prvnich ¢tyfech cyklech AZA (31 v. GA vs 18 v A;
FisherQv test p = 0,0260), coZz nebylo pozorovano v rameni A, kde doslo k signifikantni ¢ast pacientl
zemfrela v disledku infekénich komplikaci. Kromé toho je doba do dosazeni odpovédi vyznamné kratsi
v rameni GA ve srovnani s ramenem A (p = 0,00184). Kromé toho pozitivni Gcinek G-CSF je umocnén
skutecnosti, Ze v rameni G-CSF se pfitomnost neutropenie Gr4 je spojena se signifikantné kratSim OS.
Nasim primarnim cilem bylo zvySeni |éCebné odpovédi a preziti v rameni GA oproti rameni A se
potvrdil, a to zejména v pfipadé u pacientll s pocatecni neutropenii v prvnim roce I[écby HMA. Nezjistili
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jsme vliv G-CSF na progresi do AML, coZ je rovnéz vyznamné. Poddvani G-CSF v kombinaci s AZA
predstavuje terapeuticky benefit oproti standardnimu rezimu AZA u pacientl s vysoce rizikovym MDS
a oligoblastickou AML.

V dalsi studii predstavujeme vysoce presnou detekci patogennich variant MDS vyuZitim NGS
prostfednictvim sériového odbéru vzork( a jejich sekvenovani od 38 pacientl s vysoce rizikovym MDS
|éCenych AZA. Z analyzy vypliva skutecnost, Ze k vyraznému poklesu VAF pfiléébé AZA doslo u pacientd,
ktefi dosahli CR, zatimco mensi zmény VAF asociovaly s minimalni odpovédi na |écbu ¢asto spojenou
pouze se stabilnim onemocnénim (SD; stable disease), nebo u pacientll bez odpovédi na Iécbu (PD,
progressive disease). Ackoli nase studie naznacuje, Ze AZA ovliviiuje celkovou dynamiku variant,
naopak, dynamika pouze nékterych jednotlivych mutaci béhem AZA md vyznamny vliv na klinicky
vysledek. Zatimco nékolik studii naznacovalo, Ze pacienti s MDS v progresi mohou vyvinout nové
mutace a ztratit nékteré zjisténé v rannich stadiich onemocnéni (Pellagatti, Roy et al. 2016), my se
domnivame, Ze progrese pfi l[écbé AZA je spiSe spojena s proliferaci plvodnich klonl s detekovanymi
variantami kratce pred lécbou. Toto tvrzeni podporuje i jind studie, ktera naznacuje, Ze respondéfti na
hypometylacéni latky nesou urcité genové mutace, které jsou spojeny k toleranci AZA (Bejar, Lord et al.
2014). Kromé genetickych faktor( nelze vyloucit ani také epigenetické faktory, které zprostredkovavaji
toleranci k AZA (z piivodniho klonu), které jsou zodpovédné za klinicky relaps pfipadné zahrnujici i dalsi
proménné, jako je globalni vliv metylace DNA (Qin, Castoro et al. 2011), nebo exprese specifickych
nekddujicich RNA (Butrym, Rybka et al. 2016), které mohou prispét ke komplexnosti AZA rezistence.
Pro zjistovani dynamiky somatickych mutaci jsem pouzily kit TruSight Myeloid Panel, ktery obsahuje
54 genovych oblasti s dfive zdokumentovanymi rekurentnim mutacemi u 439 pacient(l s myeloidnimi
hematologickymi poruchami véetné MDS a AML, a byl navrzen konsorciem uzndvanych odborniki
(Bejar, Stevenson et al. 2011). Mnohé ze sledovanych mutaci byly skutec¢né drive spojeny s klinickym
vysledkem véetné TP53, RUNX1, ASXL1, EZH2 (Bejar, Stevenson et al. 2014) nebo TET2 a ASXL1 (Bejar,
Lord et al. 2014). Nicméné dileZitd je nejenom pfitomnost ¢i nepfitomnost mutace (nad arbitrarné
stanovenou hranici 5 % VAF) ale mUzZe také zédleZet i na dynamice VAF konkrétni varianty. Dynamika
VAF pozorovanad v nasi studii skutec¢né souvisi s hlavnimi klinickymi ukazateli: délkou trvani odpovédi
(PFS; progression-free survival) a celkovym preZitim (OS; overal survival). | kdyZ existuji varianty gend,
které jsou AZA zcela nevyhladi, existuji varianty, které vymizi zejména po dosaZeni CR. Je zajimavé, Ze
u pacientl se zvysujici se VAF mutace TP53 pfi Iécbé AZA byla doba odpovédi na terapii relativné
kratka, vyznacovali se vsak vyrazné prodlouZzenym celkovym prezitim, coZz naznacuje urcity
terapeuticky potencidl AZA v kontrole rlistu onemocnéni u subklont nesouci TP53 mutaci. Nedavno se
ukazalo, Ze mutace TP53 jsou jedinymi molekularnim podpisem predpovidajicim CR pfi IéCbé jinym
DNMTI, decitabinem (Chang, Zhao et al. 2017). Je vSak moZné, Ze tyto TP53-mutované klony mohou
nést méné agresivni varianty. Lze si pfedstavit, Ze AZA ve standardni davce neni schopen kontrolovat
klony s mutaci TP53 po neomezenou dobu a v pribéhu ¢asu a jejich alelicka zatéz kumuluje. Relativné
pomala rychlost progrese u pacientli s mutaci TP53 béhem terapie AZA mize byt stéle relativné dobre
tolerovana pacienty a tim zarudit pfinos pro preziti. DlleZité se také zda, Ze mutace pusobi spolu s
dalsimi mutacemi ve vzajemné shodé, a proto vyssi vyskyt predchazejici 5q aberace mohl béhem
klondlni evoluce prispét k selekci odliSnych mutaci TP53 (pozorovanych u 31 % pacient(l s 5g-) (Stengel
A 2016), které nejsou tak agresivni a presto mohou poskytovat urcitou vyhodu pro preziti bunék pri
zrani krevnich element( k udrzeni reziduaini krvetvorby, zatimco brani rychlé progresi do sekundarni
AML. Kromé toho pacienti s vysoce rizikovym MDS podle IPSS jsou vsak jiz nyni vystaveni velmi
vysokému riziku umrti, takZze mutace v TP53 nemusi predstavovat nejkriti¢téjsi rizikovy faktor, coz
podporuje potencialni roli jinych faktor( prediktivnich faktorl odpovédi na AZA, jako jsou mutace v
CDKN2A a KDMG6A, které byly pozorovany v nasi studii. Je zajimavé, Ze zatimco varianty EZH2 byly dfive
asociované s nepfiznivym prabéhem MDS (Nikoloski, Langemeijer et al. 2010) a v nasi studii byly také
prediktivni pro nepfiznivou odpovéd na lécbu na AZA, nepfiznivy efekt mutaci v CDKN2A dosud nebyl
dfive popsan. Nicméné pravdépodobné existuji dalsi genové oblasti (zde nestudované), jejichz mutace
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mohou vést k progresi onemocnéni do sekundarni AML a jejichZ analyza bude vyZzadovat globalni
pfistupy. Zavérem lze fici, Ze vyuZiti sériové NGS analyzy béhem sledovani nemoci predstavuje
systematicky pfistup k analyze molekuldrni odpovédi na |é¢bu AZA pomoci sledovani dynamiky VAF
konkrétnich mutaci, a navic poskytuje nové dosud nezohlednéné prediktivni markery odpovédi na
terapii.
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Shrnuti zavért disertacni prace:

1)

2)

3)

Zjistit mechanismus rezistence vysoce rizikového myelodysplastického syndromu na terapii
5-azacytidinem in vitro vytvofenim rezistentnich klont, in vivo vytvofenim tzv. ,cell line
derived xenograft’ (CDX) mysich modeld.

K vytvoreni subklond bunék rezistentnich k AZA pomoci postupné se zvySujici koncentrace AZA
v kultivacnim mediu jsme pouZili bunécénou linii OCI-M2, kterd pfedstavuje terminalni progresi
MDS do sekundarni AML. K porovnani senzivitity na AZA jsme pouZili WST-1 esej s prikazem
vys$si hodnoty IC50 pro burnky AZA-R. K ovéreni rezistence na AZA v klinicky relevantnéjsim
prostiedi byl tento in vitro model validovan také in vivo vytvofenim CDX (cell line derived
xenograft) modelu pouzZitim transgenniho mysiho kmene NSG-SGM3 exprimujici lidsky
interleukin-3 (hIL-3), faktor stimulujici kolonie granulocytl a makrofagl (GM-CSF) a stem cell
faktor (SFC). Xenotransplantace AZA-S a AZA-R bunék mysim probihala ortotopicky
intraosedlné do dutiny femordlni kosti po transdukci cilovych bunék lentivirem s expresi
luciferazy k tydennimu sledovéani expanze nadorovych bunék pomoci bioimagingu. Uspésné
pfihojeni jsme také validovali pouZitim pridtokové cytometrie bunék explantovaného tumoru
detekci exprese povrchového antigenu CD45 specifického pro ¢lovéka. Terapie CDX mysi s AZA
vedla k prodlouZeni pfeziti v modelu AZA-S, zatimco AZA-R a kontrolni CDX mySi mély vyrazné
kratsi preziti.

Zjistit geneticky profil metodou sekvenovani vySe uvedenych bunéénych modeld a
primarnich vzorkd za pomoci NGS (panelové sekvenovani vybranych gend, celo-exomové
sekvenovani, transkriptomové sekvenovani). Definovat vztah vySe zminénych zmén na
zakladé in silico analyzy nalezenych mutaci nebo aberantnich expresi, spolecné vedoucich

podstoupit jejich validace in vitro.

Nase prace pfinasi nové poznatky o mechanismech fenotypu rezistence k AZA, kde dochazi k
deregulaci specifickych drah ovlivnitelnych konkrétnimi inhibitory. Geneticka analyza subkloni
rezistentnich k AZA odhalila rGzné mutace v genech souvisejicich s patogenezi MDS.
Celoexomové sekvenovani (WES) identifikovalo zna¢ny pocet patogennich variant specifickych
pro bunky rezistentni k AZA, coz umoznilo nahlédnout do genomickych zmén spojenych s
rezistenci. Nasledna transkriptomovad analyza odhalila vyznamné rozdily v expresi mRNA mezi
buikami citlivymi na AZA a burikami rezistentnimi na AZA v drahach pro apoptdzu,
chemokinovou signalizaci, v drahach PI3K/AKT, RAP1, TNF, TGF a RAS/RAF/MEK/ERK, coz
naznacuje jejich zapojeni do fenotypu rezistentniho k AZA. Z drah, kterych ovlivnéni vedlo ke
zvraceni AZA-R fenotypu pouzitim kontrétnich inhibitor( Ize zminit apoptdzu (byl pozorovan
rozliény efekt BH3 mimetik podle rozdilné exprese jednotlivych antiapoptotickych protein(),
dale inhibici histondeacetylaz (pozorovany efekt panabinostatu — neselektivni inhibitor HDAC).
Pomoci celoexomového sekvenovani jsme identifikovali vyznamnou mutaci AKT1 ¢.430C>T
(p.Arg144Cys) specifickou pro AZA-R subklony. Modelovani odhalilo, Ze tato mutace stabilizuje
fosforylaci hlavniho signdlniho zbytku Ser473 vytvorenim solného mustku s Argl44, ¢imz
snizuje jeho pfistupnost. KratSi postranni fetézec v mutaci R144C zvysuje fosforylaci Serd73
(co bylo potvrzené pomoci Western blotu) a inhibice AKT1 pouZitim MK2206 vedla ke zvraceni
AZA-R fenotypu.

Zjistit dynamiku zmény frekvence somatickych mutaci u pacientli s vysoce rizikovym
myelodysplastickym syndromem béhem terapie 5-azacytidinem.
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Vyuziti sériové NGS analyzy se sledovanim dynamiky VAF konkrétnich patogennich mutaci
béhem sledovani nemoci u pacientl s vysoce rizikovym MDS predstavuje systematicky pfistup
k analyze molekuldrni odpovédi na [écbu AZA a mUze slouzZit jako novy prediktivni biomarker
odpovédi na lé¢bu. Pozorovali jsme, Ze |é¢ba AZA vedla k vyraznému poklesu variantni alelické
frekvence v dobé kompletni remise onemocnéni. V pribéhu c¢asu se tyto mutace v pozdéjsich
Casovych bodech po dalsi Iécbé AZA znovu objevily (a predchazely klinické progresi), coz
naznacuje, Ze tyto subklony dal nemohly byt kontrolovany AZA a vedly k ndvratu onemocnéni
s infaustni progndzou. Toto mozno potencionalné do budoucna vyuzit hlavné v nadchazejici
éfe kombinacnich lé¢ebnych protokoll, které zakladem je naddle hypometylaéni latka s
pfidanim novych cilenych 1ék(l jako je napfiklad venetoclax, ktery vede k dosazeni hlubokych
terapeutickych odpovédi u de novo AML.
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