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SOUHRN

U 10-20 % nemocnych s myelodysplastickymi syndromy (MDS) je nalézan komplexni karyotyp, ktery je spojen s vysokym
rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie (AML) a Spatnou progndzou. Jednim z jev(, které se mohou podilet
@ na zvysené genomové nestabilité bunék kostni dfené u nemocnych s MDS, je ziskana uniparentalni disomie (aUPD),
tj. stav, kdy obé kopie urcitého chromozomu nebo jeho ¢asti pochazi od jednoho rodice. Patologicky potencial této
zmeény, kterd vznika jako klondIni aberace v nékterych somatickych bunkdch, spociva v pfitomnosti homozygotnich
mutaci tumor supresorovych genli a onkogend.
Cilem studie bylo zjistit frekvenci a vyznam uniparentalni disomie (UPD) v souboru 57 nemocnych s MDS a komplex-
nim karyotypem za pouziti array komparativni genomové hybridizace kombinované s detekci jednonukleotidovych
polymorfismd (aCGH/SNP).
V souboru 57 nemocnych bylo nalezeno celkem 40 oblasti UPD u 21 pacient( (36,8 %). U zhruba poloviny nalezu
lo o sporadicky vyskyt (19/40). U Sesti pacient( byly detekovany UPD na chromozomu X lokalizované v oblastech
Xp22.11-Xp22.2 (4/6) a Xq13.3-Xqg21.1 (2/6) a u dvou pacientd byla pozorovana UPD 17g s proménlivym rozsahem
v pruzich 17922 az 17924.2. Nejcastéjsim nalezem byla aUPD kratkych ramen chromozomu 17, kterd byla detekovéna
celkem u 13/57 pacientd (22,8 %). U vSech 13 pacientl mutaéni analyza potvrdila homozygotni mutaci genu TP53,
z toho dvé nalezené posunové (frameshift) mutace nebyly dosud popsany v databdzi IARC (International Agency for
Research on Cancer TP53 database). Nalez byl spojen s velmi Spatnou prognézou (medidn preziti 4 mésice). Vzhledem
k Cetnosti vyskytu ve studovaném souboru byla aUPD 17p silné asociovana s komplexnim karyotypem na rozdil od
jinych v literatufe dosud popsanych oblasti aUPD (1p, 4a, 79, 110, 134, 21q), které nebyly v souboru detekovany vibec.
Oblasti UPD se jevi pfi analyzach metodami klasické a molekuldrni cytogenetiky jako balancované, tedy bez zmény
poctu kopii DNA. Cipové technologie s detekci jednonukleotidovych polymorfism( jsou idedlni metodou pro iden-
tifikaci a blizsi charakterizaci oblasti UPD a s nimi souvisejicich genll vyznamnych pro vznik a progresi onemocnéni.

KLICOVA SLOVA
uniparentdlni disomie, myelodysplastické syndromy, komplexni karyotyp, mutace, gen TP53

126 TRANSFUZE HEMATOL.DNES 21, 2015



SUMMARY

Svobodova K., Zemanova Z, Lhotska H., Novakova M., Bfezinova J., Belickova M., Berkova A., Sarova l., Lizcova
L., 1zdkova S., Jonasova A., Cermak J., Michalova K.

Acquired uniparental disomy in bone-marrow cells of patients with myelodysplastic syndrome and complex
karyotype

Complex karyotypes are seen in approximately 20% of patients with myelodysplastic syndromes (MDS) and are
associated with a high risk of transformation into acute myeloid leukaemia (AML) and poor prognosis. Acquired
uniparental disomy (aUPD, i.e. both copies of a chromosome pair or its part originate from one parent) may con-
tribute to increased genomic instability in bone-marrow cells of patients with MDS. The pathological potential of
aUPD, which arises as a clonal aberration in a proportion of somatic cells, involves tumour suppressor gene and
oncogene homozygous mutations.

The aim of this study was to evaluate the frequency and implications of uniparental disomy (UPD) in a cohort of 57
patients with MDS and complex karyotype using array comparative genomic hybridization with detection of single
nucleotide polymorphisms (aCGH/SNP).

UPD was found to be present in 40 regions in 21 of 57 patients (36.8%). Almost half of these involved non-recurrent
changes (19/40). Chromosome X UPD was detected in six patients (Xp22.11-Xp22.2 in four and Xq13.3-Xg21.1 in
two, respectively). UPD of 17g with a variable extent from 17922 to 17q24.2 was observed in two patients. The most
common finding was aUPD of the short arm of chromosome 17, which was detected in 13 of 57 patients (22.8%).
Mutational analysis confirmed a homozygous mutation of the TP53 gene in all samples with this finding, including
two frameshift mutations that are not registered in the IARC (International Agency for Research on Cancer TP53)
database. This finding correlated with very poor prognosis (median OS 4 months). aUPD 17p was strongly associated
with complex karyotype in the studied cohort. However, other previously published aUPDs in MDS (1p, 4q, 79, 11q,
139, 21g) were not found in our study.

UPD regions appear to be balanced (i.e. without change of DNA copies) by conventional and molecular cytogenetic
methods. Therefore, aCGH/SNP represents an ideal method for the identification and further characterization of

UPDs and affected genes significant for disease development and progression.
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Myelodysplastické syndromy (MDS) pfedstavuji
heterogenni skupinu klonalnich hematologickych one-
mocnéni, kterd se projevuji neefektivni krvetvorbou,
morfologickou dysplazii krvetvornych bunék a peri-
ferni cytopenii postihujici jednu ¢i vice krvetvornych
linii. Incidence tohoto onemocnéni se pohybuje okolo
4-5 nemocnych na 100 000 obyvatel ro¢né, pfevazné
jde o pacienty starsi 65 let. Chromozomové aberace
jsou v dobé diagndézy popisovany priblizné u 50 % ne-
mocnych s primarnimi MDS a aZ u 80 % pacientd se
sekundarnimi MDS.

U 10-20 % nemocnych je nalézan komplexni ka-
ryotyp zahrnujici 3 a vice chromozomové aberace [1].
Komplexni karyotyp je spojen s vysokym rizikem trans-
formace do akutni myeloidni leukemie (AML), $patnou
odpovédi na 1é¢bu a vyssim rizikem relapsu. Vznik
komplexnich aberaci je odrazem zvySené genomové
nestability nadorovych bunék, jeji pri¢iny vSak dosud
nebyly spolehlivé objasnény. Vyznamnou tlohu mohou
hrat napft. kryptické genové mutace nebo tzv. ziskané

uniparentalni disomie (aUPD, acquired UPD) nékterych
chromozomovych oblasti nebo celych chromozomi,
v jejichZ disledku dochazi k inaktivaci tumor supre-
sorovych genti nebo naopak ke zvyseni exprese gent
ovliviiujici proliferaci patologického klonu.

Uniparentalni disomie (UPD) je stav, kdy obé ko-
pie urc¢itého chromozomu nebo jeho ¢asti pochazi od
jednoho rodice. Jedna se tedy o balancovanou zménu,
pri které dochazi ke ztraté heterozygozity, ale nikoliv
ke zméné poctu kopii DNA sekvenci. Vrozena UPD
vznika chybou v meiéze béhem zirodeéného vyvoje
a vSechny buriky vyvijejiciho se organismu nasledné
nesou tutéZ zmeénu. Tento stav miZe mit u ¢lovéka
za nasledek klinické projevy vrozenych vyvojovych
poruch, a to na zakladé vytvoreni homozygotniho
stavu dané oblasti nebo odliSného maternalniho ¢i
paternalniho imprintingu.

V poslednich letech je odbornou vetejnosti disku-
tovan pojem ziskané uniparentalni disomie. Objevuje
se u Casti somatickych bunék béhem mitotického dé-
leni a je soucasti patologického klonu odpovédného
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Obr. 1. Mechanismy vzniku aUPD (ziskané uniparentalni disomie)
u onkologickych onemocnéni

o

. Upraveno podle Tuna et al., 2009 [2].
Vysvétlivky: Cerny pruh predstavuje mutovany gen.
a) Monosomie (chromozom se ,,opozdi“ pfi rozchodu do dcefiné
bunky)
b) Trisomie (chybna segregace)
¢) Ztrata nadbytecného nebo zdvojeni zbyvajiciho chromozomu
(nondisjunkce)
d) Segmentdlni aUPD (jedna ¢i vice mitotickych rekombinaci).

za vznik a progresi choroby, zejména u onkologickych
onemocneénti.

aUPD miiZze vzniknout nékolika riznymi mechanis-
my (obr. 1). Chybnou segregaci v mitéze dojde Kk tris-
omii nebo monosomii jednoho chromozomu. Béhem
dalsiho déleni dochazi ke ztraté nadbytec¢ného, pripad-
né ke zdvojeni zbyvajiciho chromozomu, mitotickou
nondisjunkci, a tak ke vzniku aUPD celého chromo-
zomu. Prostfednictvim jedné &i vice mitotickych re-
kombinaci, pfipadné vlivem opravy dvoufetézcového
zlomu, vznika segmentalni aUPD.

Patologicky potencial aUPD spociva v pritomnosti
mutaci tumor supresorovych genfl, onkogenti, gent
pro miRNA, imprintovanych genti, hyper- nebo hypo-
metylovanych genti, deacetylovanych gend, ptipadné
ve ztraté malych usekil obsahujicich geny dtleZité pro
tumorigenezi [2]. Duplikace heterozygotni somatické ¢i
vrozené mutace vede ke ztraté funkce tumor supreso-
rovych gendi, pripadné ke zvySené expresi mutovanych
onkogent kvili pritomnosti jejich dvou kopii.

Tab. 1 Prehled rekurentnich aUPD (ziskanych uniparentdlnich disomir)
u pacientl s MDS nebo AML popsanych v literature

aUPD Mutacegenu Lokalizace genu Reference

i[¢) MPL 1034.2 Szpurka et al., 2009 [9]

4q TET2 4024 Jankowska et al., 2009 [10],
Lengemeijer et al., 2009 [11]

7q EZH2 7036.1 Ernst et al., 2010 [12]

e} c-CBL 11023.3 Dunbar et al., 2008 [8]

130 FLT3 13012.2 Fitzgibbon et al., 2005 [13]

17p TP53 17p13.1 Jasek et al,, 2010 [14]

21g RUNXT 21922.3 Fitzgibbon et al., 2005 [13]

128  TRANSFUZE HEMATOL.DNES 21,2015

Jednim z prvnich objevl upozornujicich na vyskyt
uniparentalni disomie u hematoonkologickych one-
mocnéni byl ndlez aUPD kratkych ramen chromozomu 9
unemocnych s diagnézou polycythaemia vera [3]. aUPD
byla popsana u 33 % pacientll s timto onemocnénim
a posléze spojena s vyskytem homozygotni aktivujici
mutace genu JAK2 [4, 5].

U MDS a AML se aUPD vyskytuje zhruba u 20 %
nemocnych a mezi nejcastéji nalézané a potencialné
prognosticky vyznamné patifi aUPD 1p, 4q, 7q, 11q, 13q,
17pa2lq(tab. 1) 6,7, 8]. Pacienti, u nichz jsou nalezeny
tyto zmény, maji obecné horsi prognoézu (15).

Cilem nasi studie bylo zjistit frekvenci a klinicky
vyznam aUPD u nové diagnostikovanych nemocnych
s MDS a komplexnim karyotypem s pouzitim array
komparativni genomové hybridizace kombinované
s detekci jednonukleotidovych polymorfismt (aCGH/
SNP, array comparative genomic hybridization/single
nucleotide polymorphism).

MATERIAL A METODIKA

V obdobi let 2011-2014 bylo retrospektivné vySetfeno
57 vzorkil kostni dfené pacientd s MDS, u kterych byl
v dobé stanoveni diagnézy konvencnim G-pruhovanim
a/nebo mFISH nalezen komplexni karyotyp (= 3 chro-
mozomové aberace). Do souboru bylo zafazeno 32
muzl a 25 Zen, medidn véku nemocnych v dobé dia-
gnoézy byl 70 let a medidn preziti 2 mésice. Skupina
byla rozdélena podle WHO Kklasifikace nasledovné:
refrakterni anémie (RA) - 2 pacienti, refrakterni ané-
mie s pfebytkem blastli v rozmezi 5-9 % myeloblastli
(RAEBI) -7 nemocnych, refrakterni anémie s pfebyt-
kem blast{l v rozmezi 10-19 % myeloblast (RAEB II) -
16 nemocnych, MDS neklasifikovatelny (MDS NS) -
3pacienti, refrakterni cytopenie s multilinearni dyspla-
zif (RCMD) - 5 nemocnych, AML s myelodysplasticky-
mizménami (MDS-AML) - 24 pacienti [16]. V§ichni pa-
cienti podepsali informovany souhlas s pouzitim vzor-
kl pro vyzkumné ucely.

Nestimulované burniky kostni dfené byly kulti-
vovany 24 hodin v médiu RPMI 1640 s 10% fetalnim
telecim sérem, dale zpracovany standardnim cytoge-
netickym postupem za pouziti kolcemidu, hypotonic-
kého roztoku a fixace (metanol/kyselina octova 3 : 1).
Chromozomové preparaty byly pro potfeby konvencéni
cytogenetické analyzy barveny Wrightovym barvivem
(G-pruhy) a nasledné bylo hodnoceno alespori 20 mitos
(pokud byly na preparatu pritomny). Karyotypy byly
popsany podle mezinarodni ISCN nomenklatury 2013
[17]. K ovéfeni chromozomovych aberaci nalezenych
konvenénimi technikami byly pouzity metody inter-
fazni fluorescencni in situ hybridizace (I-FISH), mno-
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Tab. 2 Prehled nalezd UPD (uniparentalnich disomii) 17p, 17q, Xp a Xq ve vySetfovaném souboru

Pacient UPD
Pohlavi Diagndza Vék pfi diagnéze (roky) Doba preziti (mésice) Rozsah Velikost (Mb)
KD1 M RAEB I 79 2 (7)(p11.2p13.2) 15,5
KD2 Z MDS-AML (sekundarni) 47 1 (17)(pN.2p13.3) 17,7
KD3 M RAEB I 67 4 (7)(p1.pter) 20,8
KD4 Z MDS-AML (sekundarni) 64 5 (17)(pN.2p13.3) 17,8
KD5 M RAEB I 78 1 (17)(pN.2p13.3) 14,9
KD6 M MDS-AML 6l 4 (17)(p12pter) 12,2
KD7 Z RAEB I 64 ll (17)(p12pter) 15,1
KD8 M MDS-AML 50 ll (7)(p13.1pter) 10,1
KD9 Z MDS-AML 65 6 A7)(pN.2p13.3) 16,3
KD10 M MDS NS 63 3 A7)(pNp13.3) 82
KDT1 M RAEB I 69 2 (7)(p12p13.2) 9,5
KD12 M MDS-AML 40 19 (17)(p13.1p13.3) 18,2
(7)(p13.12p13.2) 8,4
KD13 Z RCMD 88 1 (17)(022024.1) 6,4
(X)(p22.11p22.2) 54
KD14 7 MDS-AML (sekundarni) 8l 2 (Dfez2024.2 L
X)(p22.1022.2) 6,1
KD15 YA MDS-AML 76 4 (X)(p22.11p22.2) 52
KD16 Z RAEB | 69 ll (X)(p22.11p22.2) 58
KD17 Z MDS-AML 71 1 (X)(q13.1022.1) 84
KD18 VA RAEB | (sekundarni) 68 8 (X)(q13.3921.1) 6,3

Vysvétlivky: IC - identifikacni ¢islo, RAEB - refrakterni anémie s piebytkem blast(i, MDS - myelodysplasticky syndrom, AML - akutni myeloidni leukemie, NS - nespecifikovany,

RCMD - refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazif.

hobarevna FISH (mFISH), mnohobarevné pruhovani
(mBAND) a aCCGH/SNP. Metody byly provadény podle
standardnich postupil doporucenych vyrobci.

K priikazu nebalancovanych zmeén karyotypu,
upfesnéni zlomovych mist a detekci UPD byly pouZzity
Cipy Cytochip Cancer SNP 4x180K v 2.0 (BlueGnome,
UK; lumina, USA). U kazdého vzorku bylo hybridi-
zovano 1000 ng izolované DNA (QIAamp DNA Blood
Mini kit, Qiagen Inc., Némecko) podle navodu po-
psaného vyrobcem. Koncentrace a kvalita DNA by-
la kontrolovana spektrofotometrem NanoDrop 2000
(Wilmington, USA). Cip byl naskenovan pomoci sys-
tému Agilent G2565CA Microarray Scanner (Agilent,
USA). Vyhodnoceni oligonukleotidovych sond v progra-
mu BlueFuse Multi (verze 3.1-4.1) probéhlo na zakladé
porovnani intenzit fluorescencniho signalu znaceného
vzorku a referencéni DNA, pficemz kazdy byl znacen
jinym fluorescen¢nim barvivem. Analyza SNP sond
byla vyhodnocena na zakladé intenzity fluorescencniho
signalu navazané DNA, ktera zavisi na jednonukleoti-

dovych polymorfismech v misté Stépeni restriktazami
Alul a Rsal. Podle informaci vyrobce je tento typ ¢ipu
schopen rozlisit UPD o velikosti minimalné 5 Mb.

K ovéteni poctu kopii genu TP53 jsme pouzili I-FISH
se sondou LSI TP53/CEP 17 (Abbott Vysis, USA).

Mutace genu TP53 (exony 4-11) byly analyzovany za vy-
uziti sekvenacnich metod nové generace (454 GS Junior,
Roche, Svycarsko). Primérnd hloubka ¢teni byla 800 pro
sekvenované exony a umoznila nastavit detekéni limit
pro zachyt mutace na 2 % nadorovych bunék ve vzorku.
Primery pouzité pro analyzu byly ovéfené v ramci me-
zinarodni studie IRON-II (Interlaboratory Robustness
Of Next generation sequencing) a sekvenacni protokol
byl dodrzen podle doporuceni vyrobce. VSechny mutace
s alelickou frekvenci > 20 % byly ovéfeny Sangerovym
sekvenovanim (Applied Biosystems 3500, USA).

VYSLEDKY
V souboru 57 nemocnych s MDS a komplexnimi
karyotypy jsme nalezli 40 oblasti UPD celkem u 21 pa-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 21, 2015

129



SVOBODOVA K. et al.

130

I | 2l
S'. e

:
b linknn

15 16 18 18 20 21

Obr. 2. Schematické zndzornéni nebalancovanych zmén nalezenych
u pacientt s UPD (uniparentalni disomii) 17p metodou aCGH/SNP
Vysvétlivky: zelena - delece, ¢ervend - amplifikace, modra - UPD

cientd (36,8 %). U necelé poloviny pfipadi $lo o spo-
radické nalezy (19/40) pozorované na chromozomech
1,2,3,5,7,9,13, 14, 16, 17, 19, 20, 22 a X. Opakované
jsme pozorovali UPD na kratkych i dlouhych ramenech
chromozomt X (6krat) a 17 (15krat). Pfehled téchto
rekurentnich nalezfi, vék nemocnych, klinické subty-
Py MDS a celkové prezZiti jednotlivych pacientli v této
skupiné uvadi tabulka 2.

Nejcastéj$§im ndlezem byla aUPD kratkych ramen
chromozomu 17 (13/57), celkem 22,8 % ptipadti. Median
véku pacientli s aUPD 17p v dobé diagnézy byl 64 let
a median doby preziti 4 mésice. Velikost aUPD 17p se
pohybovala od 8 do 20 Mb.

U 11 z 13 pacientli s aUPD 17p jsme soucasné pro-
kazali deleci dlouhych ramen chromozomu 5, dva
nemocni méli komplexni karyotyp bez delece 5q
(obr. 2). Kdalsim rekurentnim strukturnim/pocetnim
zméndam patfila delece dlouhych ramen nebo monoso-
mie chromozomu 7 (8/13), delece kratkych ramen chro-
mozomu 3 (8/13) a delece kratkych ramen chromozomu
12 zahrnujici gen ETV6 (8/13).

U vétSiny nemocnych (10/13) s aUPD 17p jsme nena-
lezli zadné dalsi strukturni nebo numerické aberace
chromozomu 17. U dvou pacienti jsme kombinaci
pouzitych metod prokazali balancovanou translokaci
zahrnujici chromozom 17 (KD6, KD9). U vzorku KD6
jsme metodou mFISH nalezli komplexni prestavbu
chromozomu 17, pti které byla ¢ast dlouhych ramen
chromozomu 17 translokovana na dlouha ramena chro-
mozomu 5 a zaroven byla do oblasti 17p pfemisténa cast
dlouhych ramen chromozomu 19. U pacienta KD9 do§lo
k rozdéleni chromozomu 17 na dvé ¢asti, pricemz dlou-
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ha ramena spolu s centromerou vytvorila dicentricky
chromozom s chromozomem 20- dic(17;20)(p11;qll)
a kratka ramena byla pfemisténa na marker chro-
mozom tvofeny materidlem z ¢asti dlouhych ramen
chromozom 10, 17 a 21. aCGH/SNP v obou ptripadech
prokazala, Ze jde o balancovanou translokaci bez zmény
poctu kopii DNA chromozomu 17. U pacienta KD8 jsme
nalezli nebalancovanou translokaci t(7;17) se dvéma
delecemi dlouhych ramen chromozomu 17 v pruzich
17q11.2 a 17g21.31-17q21.33 o velikosti 2 2 5 Mb.

U pacienti s prokdzanou aUPD 17p jsme provedli
mutacni analyzu genu TP53 (tab. 3). U vSech 13 nemoc-
nych jsme prokazali pfitomnost homozygotni mutace
genu TP53. Velikost patologického klonu se pohybova-
la od 70 do 97 %. Ve vzorku KD12 jsme detekovali dvé
rizné mutace s velikosti patologického klonu 60,6 %
a 13,4 %. Mutace byly nalezeny v exonech 5, 6, 7 a 8.
VétSinou se jednalo o mutace ménici smysl (missense
mutace) v DNA vazebné doméné (9/14), u dvou pacientti
jsme prokazali nesmyslné (nonsense) mutace a u dvou
posunové (frameshift) mutace. U pacienta KD10 jsme
nalezli homozygotni mutaci genu TP53 ve 4. intronu.
Nalezené mutace byly porovnavany s databazi IARC
(International Agency for Research on Cancer TP53 da-
tabase, http://www-p53.iarc.fr/). Jedenact z 13 prokaza-
nych mutaci bylo jiz v databdzi zaznamenano. Dvé na-
lezené posunové mutace (c.421_442del22, c.686_687insA)
nebyly dosud popsany. Dvé bodové mutace (c.733G>T,
€.434T > C) jsou jiz znamy, ale nebyly nalezeny u he-
matoonkologickych onemocnéni a zbyvajici uvedené
mutace byly jiz v nizkém procentu u téchto onemocnéni
pozorovany (0,11-4,79 %).

Déle jsme u dvou pacientli pozorovali UPD 17q s pro-
meénlivym rozsahem v pruzich 17q22 a 17q24.2 a velikosti
6,4-7,7 Mb.

U Sesti pacientti jsme detekovali UPD na chromo-
zomu X lokalizované v oblastech Xp22.11-Xp22.2 (4/6)
a Xql3.3-Xq21.1(2/6). Rozsah UPD Xp se pohyboval mezi
5,2-6,1 Mb a velikost UPD Xq byla 6,3 a 8,4 Mb.

DISKUSE

Ziskana uniparentalni disomie je popisovana u ne-
mocnych s riznymi typy nadorovych onemocnéni
a predpoklada se, Ze souvisi s jejich progresi. Pfi vzni-
ku aUPD dochdzi ke ztraté heterozygozity, ale ne ke
zmeéné poctu kopii DNA pfislusné oblasti. Tato oblast
muZe obsahovat mutované tumor supresorové geny,
pripadné onkogeny, u nichz dochazi ke ztraté funkce
nebo naopak ke zvyseni exprese genu. Chromozomové
oblasti s aUPD se jevi pfi analyzach metodami klasické
a molekularni cytogenetiky jako normalni (bez abera-
ci). Idedlni metodou pro jejich identifikaci jsou ¢ipové
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technologie se schopnosti detekce SNP, piipadné ana-
lyza mutaci konkrétnich genti.

Soucasné studie uvadi, ze aUPD byva obvykle vétsi
nez 25 Mb, zahrnuje centromerickou nebo telomerickou
oblast a vét§inou obsahuje homozygotni mutace genfl,
imprintované geny, pripadné rizné metylované a ace-
tylované geny ovliviiujici vznik a vyvoj choroby [2, 15].
Naopak vrozend UPD zasahuje vyrazné mensi oblasti
chromozom, byva intersticialni a obvykle neovliviiuje
fenotyp nositele.

Zhruba polovina nalezenych UPD v nasem souboru
(19/40 oblasti UPD) charakterem odpovidala spiSe vro-
zené formé UPD. Usuzujeme tak na zakladé velikosti
téchto oblasti pohybujici se mezi 5-10 Mb, tseky ne-
obsahuji zddné znamé kauzalni geny zodpovédné za
tumorigenezi a také jde o sporadické vyskyty. Nicméné
u nékterych nemocnych jsme detekovali vice malych
UPD na rznych chromozomech (10/21 pacient).
ZvySeny pocet oblasti aUPD u jednoho pacienta muze
byt ukazatelem chromozomové nestability patologické-
ho klonu a znamkou klonalniho vyvoje, béhem néhoz
dochézi ke vzniku novych balancovanych i nebalan-
covanych aberaci. Tento jev tak predstavuje zvysené
riziko progrese choroby.

Ve Ctyfech pripadech jsme pozorovali UPD v oblasti
Xp22.11-Xp22.2 (viz tab. 2). V této oblasti se naléza gen
REPS2/POBI (Xp22.2). Jeho mutace byly popsany u karcino-
mu prostaty, kde potlacuji apoptézu nadorovych buneék,
a zajistuji tak prezivani patologického klonu [18, 19].

Kromé toho jsme na chromozomu X dvakrat nalez-
li UPD v oblasti Xql13.3-Xq21.1, ktera zahrnovala gen
ABCB7 (Xql13.3) - viz tabulka 2. SniZena exprese tohoto
genu je asociovana se zvySenym poctem prstencitych
sideroblastll v kostni dfeni u nemocnych s diagndzou
RA s prstencitymi sideroblasty (20). Mutace ABCB7 byly
nalezeny u ¢tyf rodin s diagnézou vrozené X-vazané
sideroblastické anémie a ataxie [21]. U ziskané formy
této choroby dosud nebyla potvrzena zadna mutace
ani metylace genu ABCB7 a neni zcela objasnéno, ¢im
je zplisobena jeho sniZena exprese [22].

Déle jsme u dvou pacientii detekovali UPD dlou-
hych ramen chromozomu 17 s proménlivym rozsahem
v pruzich 17q22 a 17q24.2 (viz tab. 2). Tato oblast obsa-
huje nékolik kandidatnich gent, které jsou spojeny
obecné s tumorigenezi. Mezi nimi jsou naptiklad geny
BRIP1(17g23.2) a AXIN2 (17q24.1). BRIPI je gen asociovany
zejména s rakovinou prsu, zarodecné mutace genu
byly popsany u Fanconiho anémie a ve spojitosti s fa-
milidrnim vyskytem nddoru prsu [23, 24, 25]. Mutace
genu AXIN2 a zvySena exprese byla pozorovana napft.
u kolorektalniho karcinomu a celé fady dalsi typ
zhoubnych nadort [26].

U 22,8 % pacientl v naSem souboru jsme metodou
aCGH/SNP potvrdili aUPD kratkych ramen chromozo-
mu 17, proto jsme se na tuto oblast detailnéji zamérili
(viz tab. 2). aUPD 17p je popisovana zhruba u 16 % pa-
cienti s MDS a komplexnim karyotypem a podle iidaji
v literatufe se jeji velikost pohybuje od 5 do 12 Mb [14].
Velikost aUPD 17p v nasem souboru se pohybovala
v rozmezi 8-20 Mb.

Obecné jsou ztraty heterozygozity (delece, muta-
ce, UPD) kratkych ramen chromozomu 17 asociovany
s komplexnim karyotypem a delecemi dlouhych ra-
men chromozom 5 a 7 [14]. Shodny trend jsme po-
zorovali i ve skupiné nasich pacientli, kde u vétsiny
byly nalezeny delece dlouhych ramen, chromozomu 5
(11/13) a delece dlouhych ramen pfipadné monosomie
chromozomu 7 (8/13) - viz obrazek 2. Kromé toho byla
u osmi ze 13 pacientil potvrzena delece kratkych ramen
chromozomu 3 a delece kratkych ramen chromozomu 12
ve vSech pripadech zahrnujici gen ETV6 (12p13). Tento
gen je znam jako translokacni partner tvorici celou
fadu faznich genti negativné ovliviiujicich prognézu
pacienta.

S vyskytem aUPD 17p je tizce asociovana homozy-
gotni mutace genu TP53 (14). Pfi srovnani pacienti
s normalnim chromozomem 17 (mutace genu TP53
nalézana v cca 5 % pripadt) a nemocnych s deleci 17p
(mutace druhé alely genu TP53 popisovana az v 78 %
pripadl), je vyskyt mutace genu TP53 u pacientl
s aUPD 17p nejvyssi, byva prokazana az v 83 % pripadt
(obr. 3). Tomu odpovidaji vysledky mutacni analyzy
genu TP53 u pacientd s aUPD 17p v nasi studii. U vSech
jsme nalezli homozygotni mutaci genu TP53 (tab. 3).
Mutace byly detekovany v exonech 5, 6, 7 a 8. V sou-
ladu s literaturou byla vét§ina nalezenych mutaci
charakteru mutaci ménicich smysl (9/14), tedy bodové
mutace v DNA vazebné doméné [14]. U téchto mutaci
dochazi k zaméné nukleotidu a tim ke zméné smyslu
kodonu. Tato zména ovliviiuje stabilitu proteinu nebo
jeho schopnost vazby k DNA. U dvou pacientli jsme
dale prokazali nesmyslné mutace, pti kterych dochazi
ke vzniku predcasného stop kodonu, a tim ke zkra-
ceni a ztraté funkce vznikajiciho proteinu. Dva ze 13
nemocnych méli posunové mutace, u kterych dochazi
k posunu cteciho ramce deleci nebo inserci nékolika
nukleotidll, jejichZ pocet neni délitelny tfemi, a tak
ke vzniku nefunkcniho proteinu. V nasem pripadé
$lo o deleci 22 nukleotidl a inserci adeninu. VSechny
nalezy kromé nami pozorovanych posunovych mutaci
(€.421_442del22, c.686_687insA) byly jiz zaznamendany
v databazi IARC. Dvé bodové mutace jsou jiz znamy
(€.733G > T, c.434T > C), ale nebyly popsany u hemato-
onkologickych onemocnéni a zbyvajici mutace byly jiz
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cytogeneticky normalni 17p
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cytogeneticky normalni 17p + mutace 7P53
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delece 17p + mutace 7P53
UPD 17p
= UPD 17p + mutace 7P53

Obr. 3. Distribuce mutaci genu TP53 u pacient( s diagndzou MDS/
AML vzhledem k pfitomnosti aberaci 17p
Upraveno podle Jasek et al., 2010 [14].

v nizkém procentu u téchto onemocnéni pozorovany
(0,11-4,79 %). U pacienta KD10 jsme nalezli homozygot-
ni mutaci v nekédujici ¢asti genu (4. intron), kde doslo
k zdméné guaninu za adenin. Vzhledem k umisténi
mutace nenf jisté, zda ma vliv na funkci vznikajiciho
proteinu p53. Presto vysoké procento patologického
klonu ve vzorku (70,9 %) a fakt, Ze podle databaze IARC
byla tato mutace v jednom pifipadé popsana u vzorku
tumoru centralni nervové soustavy, naznacuje moznou
souvislost s nadorovym onemocnénim.

Prognéza pacientd s aUPD 17p je stejnd nebo horsi
nez u pacientd s deleci 17p [27]. Dvodem je praveé vy-
skyt homozygotni mutace genu TPS53. Tento znamy,
tumor supresorovy gen je zodpovédny za regulaci ge-
nové exprese na transkripcni drovni a také zajistuje
prechod bunék do apoptdzy, pokud dojde k rozsdhlému
poskozeni DNA.

Jak ukazuje tabulka 1, v literatufe bylo popsano
nékolik genomovych oblasti, v nichZ pomérné c¢asto
dochazi ke vzniku aUPD u nemocnych s MDS a AML.
Tyto oblasti jsou spojeny se zménami exprese konkrét-
nich tumor supresorovych gent a jsou pri¢inou horsi
progndzy. Dosavadni studie byly zaméfeny obecné na
pacienty s témito diagnézami bez ohledu na cytoge-
neticky nalez. V nasi studii jsme se naopak zamérili
na relativné homogenni skupinu nemocnych s MDS
a komplexnim karyotypem. Nejcastéjsim a potencialné
prognosticky vyznamnym nalezem v této skupiné byla
aUPD 17p asociovana s homozygotni mutaci genu TP53,
kterou jsme detekovali celkem u 13/57 nemocnych. Lze
tedy fici, Ze tato zména silné koreluje s komplexnim
karyotypem a je spojena s velmi Spatnou prognézou.
Naopak jiné aUPD dosud popsané u MDS a AML uvedené
v tabulce 1 nebyly v tomto souboru viibec detekovany
a zfejmeé nejsou asociovany se vznikem komplexnich
aberaci.

ZAVER

S vyuzitim metody aCGH/SNP jsme u 22,8 % (13/57)
pacientli s MDS a komplexnimi karyotypy nalezli aUPD
17p. U vSech nemocnych s aUPD 17p jsme zaroven po-
tvrdili homozygotni mutace genu TP53, pficemz dvé
nalezené posunové mutace nebyly dosud popsany v da-
tabazi IARC. Median preziti nemocnych s prokazanou
aUPD 17p byl 4 mésice.

Tab. 3 Prehled mutaci genu TP53 nalezenych u pacientt s aUPD (ziskanou uniparentalni disomii) 17p

Frekvence vyskytu

Patologicky klon (%) Mutace Popis proteinu  Exon/intron Typ mutace u hematoonkologickych
onemocnéni (%)*

KD1 76,5 c.421_442 del22 = 5= posunova -

KD2 96,9 c.733G>T p.G245C 7/- ménici smysl 0

KD3 92,7 €.686_687insA - 7/- posunova -

KD4 87,7 €.499C>T p.Q167 5/= nesmyslina on

KD5 93,9 ¢.707A>G p.Y236C 7/- ménici smysl 0,65

KD6 95,7 c.818G>A p.R273H 8/- ménici smysl 2,61

KD7 82,6 C.434T>C p.L145P 5= ménici smysl 0

KD8 78 €.824G>A p.C275Y 8/- ménici smysl 0,22

KD9 88,8 c.742C>T p.R248W 7/- ménici smysl 1,63

KD10 70,9 ¢.375+5G>A = -/4 intronova 0

KD 70,2 c.659A>G p.Y220C 6/- ménici smysl 1,42

KDI12 60,6134 i‘fé‘é%ii’ %mzz' 55/- o ys;lnnyas ' 479,01
KD13 81,3 c.809T>G p.F270C 8/- ménicf smysl 0,22

Vysvétlivky: IC - identifikacni ¢islo, Typy mutace: posunova (= frameshift), ménici smys| (= missense), nesmysina (= nonsense).

*zdroj: IARC TP53 database (http://www-p53.iarc.fr/)
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Kromé toho jsme detekovali UPD na kratkych a dlou-
hych ramenech chromozomu X (6 nemocnych) a dlou-
hych ramenech chromozomu 17 (2 nemocni). Tyto
oblasti dosud nebyly asociovany s MDS, pfesto obsahuji
nékolik gendl, které by mohly hrat vjznamnou tilohu
Pri rozvoji patologického klonu.

aCGH/ SNP a naslednd analyza mutaci jsou idedl-
nimi metodami pro detekci nebalancovanych aberaci
a UPD. Blizsi charakterizace oblasti UPD pfinasi moz-
nost identifikace novych gent souvisejicich se vznikem
a progresi onemocnéni, pfipadné muiZe prispét k hle-
dani novych terapeutickych cild.
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