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Abstrakt:

Onkogenni mikroRNA (miRNA) jsou malé molekuly RNA, které inhibuji posttranslacni
regulani mechanismy na epigenetické urovni. miRNA jsou Casto deregulovany u malignit a
diky své stabilité jsou detekovatelné v nebunéénych frakcich periferni krve. V nasi laboratofi
jsme provedli nékolik studii, které zkoumaly a vyuzivaly miRNA jako biomarkery pro riizné
hematologické nadory (napft. chronickd lymfocytarni leukémie, Hodgkintiv lymfom) a solidni
nadory (napf. karcinom prsu). Cilem téchto studii bylo zjistit souvislost miRNA s
patofyziologickymi a klinickymi aspekty jednotlivych onemocnéni. Zde jsme potvrdili vyznam
konkrétnich miRNA nebo jejich komplext pfi sledovani onemocnéni. Kombinaci klinickych,
molekularné biologickych a statistickych analyz se ndm podafilo najit soubory miRNA, které

nad o¢ekavani plnily nejen diagnostickou, ale i prognostickou roli.

Tato prace se zamétfuje na vyzkum mikroRNA v diagnostice hematologické malignity -
primarniho kozniho T-bunééného lymfomu (CTCL). V tomto onemocnéni byla prokdzana
nadorova specifita nékterych miRNA. Jejich aberantni exprese ve vzorcich tkdni pacientl s
CTCL ziskanych z koznich biopsii spravné odlisila maligni onemocnéni od kontrolnich vzorkt
nezhoubnych koznich 1ézi. Zde jsme si polozili otdzku, zda by tyto miRNA mohly byt pouzity
jako plazmatické biomarkery pro klinické sledovani CTCL. Z opakovanych vzorkl periferni
krve pacienti s CTCL a kontrolnich vzorkl s benignim koZnim onemocnénim jsme detekovali
miRNA pomoci specificky aktivované RT-PCR. Vysledkem bylo stanoveni modelu zaloZeného
na upregulaci miR-155 a downregulaci miR-203 a miR-205 se 100% specificitou a 94%
senzitivitou ze vzorkl plazmy pacientti s CTCL. Model 3 miRNA v po sob¢ jdoucich vzorcich
byl v souladu s klinickym stavem pacientt, s 1é¢ebnou odpovédi a se zménou velikosti nadoru.
Kvantifikace vybranych mikroRNA v plazmé piedstavuje specifickou metodu hodnoceni
CTCL, ktera je cennym néstrojem pro diagnostiku CTCL a sledovani odpovédi na 1écbu.

Klicova slova: mikroRNA; mycosis fungoides; Sézaryho syndrom; kozni T-bunécné lymfomy

(CTCL); atopické dermatitida.



Abstract:

Oncogenic microRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that inhibit post-translational
regulatory mechanisms at the epigenetic level. miRNAs are often deregulated
in malignancies and due to their stability are detectable in non-cellular fractions of peripheral
blood. In our laboratory, we have performed several studies that have investigated and utilized
miRNAs as biomarkers for various hematological tumors (e.g., chronic lymphocytic leukemia,
Hodgkin's lymphoma) and solid tumors (e.g., breast cancer). The aim of these studies was to
find the association of miRNAs with pathophysiological and clinical aspects of each disease.
Here, we confirmed the importance of particular miRNA or its complex during disease
monitoring. Combining clinical, molecular biological and statistical analyses, we were able to
find miRNA sets that fulfilled not only a diagnostic role but also a prognostic role beyond

expectations.

The main focus of this thesis is on the investigation of microRNAs in the diagnosis of a
hematological malignancy - primary cutaneous T-cell lymphoma (CTCL). Tumor specificity
of some miRNAs has been demonstrated. Their aberrant expression in tissue samples of CTCL
patients obtained from skin biopsies, correctly distinguished malignant disease from control
samples of benign skin lesions. Here, we asked whether these miRNAs could be used as plasma
biomarkers for clinical monitoring of CTCL. From repeated peripheral blood samples from
CTCL patients and controls with benign skin disease, we detected miRNAs using specifically
activated RT-PCR. As a result, was established a model based on upregulation of miR-155 and
downregulation of miR-203 and miR-205 with 100% specificity and 94% sensitivity from
plasma samples of CTCL patients. The model of 3 miRNAs in consecutive samples was
consistent with the clinical status of patients, with therapeutic response, and with change in
tumor size. Quantification of selected microRNAs in plasma is a specific method to evaluate

CTCL, which is a valuable tool for diagnosing CTCL and monitoring response to therapy.

Keywords: microRNA; mycosis fungoides; Sézary syndrome; cutaneous T-cell lymphomas
(CTCL); atopic dermatitis.



Pouzité zkratky:

5-Aza-
CdR
Ago
AICD
AKT
ALCL
ALL
AML
BCL2
BKL
BL
cALL

CBCL
CDKNI1B

CLA

CLIPi

CLL
CML
CRE
CTCL
DFS
DLBCL
DS
dsRNA
E2F1
EBC

5-Aza2'-deoxycytidine

Argonaute

activation induced cell death
Protein kinase B

Anaplastic large cell lymphoma
Acute lymphoblastic leukemia
Acute myeloid leukemia

B-cell lymphoma 2

Burkitt lymphoma

childhood Acute lymphoblastic
leukemia

cutaneous B-cell lymphoma
Cyclin-dependent kinase inhibitor
1B

Cutaneous lymphocyte-
associated antigen

Cutaneous Lymphoma
International Prognostic Index
Chronic lymphocytic leukemia
Chronic myeloid leukemia
Cis-regulatory element

cutaneous T-cell lymphoma
Disease free survival

Difuse large B-cell lymphoma
Dendritic cell

double stranded RNA

E2F Transcription Factor 1

Early Breast cancer

Decitabin

vazaci protein rodiny Argonaute
aktivace indukované buné¢né smrti
protein kinaza B

anaplasticky velkobunéény lymfom
akutni lymfoblastické leukemie
akutni myeloidni leukemie
B-bunéény lymfom

benigni kozni 1éze

Burkittiv lymfom

akutni lymfoblastickd leukemie détského

véku
kozni B-bunéény lymfom

inhibitor cyklin dependentni kinazy 1B

kozni lymfocytarni antigen

mezinarodni prognosticky index pro kozni

lymfomy

chronicka lymfatické leukemie
chronick4 myeloidni leukemie

Cis regulacni element

kozni T-bunéény lymfom

piezivani bez onemocnéni

difuzni velkobunéény B-cell lymfom
dendriticka buika

dvouvlaknova RNA

E2F transkrip¢ni faktor 1

Casna rakovina prsu



EBV
ECP
EFS
EMT
EORTC

ER
Era

ETS

FL
FOXP3
GC
GM-CSF

HER2

HL
HSV
HTLV-1
IMP-1
ISCL

LNA

LPD
MBL
MCL
MF
MHC
miR,

miRNA,

Epstein—Barr virus

External Counterpulsation
event-free survival
epithelial-mesenchymal transition
European Ogranization for
Research and Treatment of Cancer
Estrogen receptor

Estrogen receptor o

Erythroblast Transformation
Specific /E26 transcription factor
Follicular lymphoma

Forkhead box P3 (scurlin)
Glucocorticoid
Granulocyte-macrophage colony
stimulating factor

human epidermal growth factor
receptor 2

Hodgkin lymphoma

Herpes simplex virus

Human T-lymphotropic virus
imipenemase - 1
International Society for

Cutaneous Lymphoma

locked nucleic acis

Lymphoproliferative disease
Monocyte B-cell lymphoma
Mantle cell lymphoma

Mycosis fungoides

mean histiocompatibility complex

microRNA

10

Epstein—Barr virus

extrakorporalni fotoferéza

celkové preziti do udalosti
epitelidlné-mezenchymalni piechod
evropska organizace pro vyzkum a lécbu
nadort

estrogenovy receptor

estrogenovy receptor o

Transkripcni faktor specificky pro
Erythroblast

Folikularni lymfom

skurlin protein

glukokortikoid

Rustovy faktor stimulujici granulicytatni-
makrofagalni fadu

receptor 2  lidského epidermdlniho
rastového faktoru

Hodgkintiv lymfom

herpes simplex virus

lidsky T-lymfotropny virus

metalo-beta laktamaza

Mezinarodni  spolecnost pro  koZzni
lymfom
uzamcené nukleové kyseliny,

modifikovany oligonukleotid
lymfoproliferativni onemocnéni
monocytarni B-lymfocytarni lymfom
lymfom plastovych bunék

mycosis fungoides

komplex histokompatibility
mikroRNA, miRNA, miR



miRISC

MLL
mRNA

MZL
NF-kB
oS

pS3
PARP1
PCA
PCL
PCR
PD-1
PFS

PI3K
PRED
PREDS
pre-
miRNA
pri-
miRNA
PTEN

RFS
RNAIi
RT-PCR
SDF

SE

SEM

mocroRNA-induced silencing
complex

mixed-lineage leukemia

mesenger RNA

myelocytomatosis onkogene

Marginal zone lymphoma
Nuclear factor kappa B

Overall Survival

tumor protein 53

Poly [ADP-ribose] polymerase 1
Principal component analysis
Primary cutaneous lymphoma
Polymerase Chain Reaction
Programmed cell death protein 1
Progress-Free Survival
Progesteron Receptor
Phosphoinositide -3 kinases
Prednison

Prednisolon

precursor miRNA

primary miRNA

phosphatase and tensin homolog
Rat sarcoma signal transduction
protein

Relapse-Free Survival

RNA interference

miRNA-indukovany tlumici komplex

leukémie nejasné/smiSené linie
medidtorova RNA

transkripéni  faktor, myelocytomatozni
onkogen

lymfom marginalni zény

nuklearni faktor kB

celkové prezivani

nadorovy protein 53 (straZce genomu)
Poly [ADP-riboza] polymeraza 1
analyza hlavnich komponent

primarni kozni lymfom

polymerdzova fetézova reakce

protein programované smrti bun¢k 1
prezivani bez progrese

receptor progesteronu

fosfoinozitid-3 kinaza

prednizon

prednizolon

prekurzor miRNA

primarni transkript miRNA

Homolog fosfatdzy a tenzinu

RAS transdukéni protein

pfeZivani bez relapsu

interference (pfekryvani, kiiZzeni) RNA

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Stromal cell-derived factor
Stafilococcus enterotoxin

standard error of the mean

11

faktor stromalnich bun¢k
stafylokokovy enterotoxin

standardni chyba stfedni hodnoty



SNP
SOCS1
SS
STAT3

TCM
TGFBR2

TGFp
TKI
T-LBL
TNFa
TpS3
Tregs
TRM
TSEB
TSST-1
WHO

Single-nucleotide polymorphism

Suppressor of cytokine signaling 1

Sézary syndrom

Signal transducer and activator of

transcription 3

central memory cells

Transforming growth factor beta

receptor 2
Tumor growth factor protein

Tyrosin kinase inhibitor

T-cell Lymphoblastic lymphoma

Tumor necrosis factor alpha
Tumor protein 53
Regulatory T-cell

Tissue resident memory cells

Total skin electronic beam therapy

Toxic shock syndrome toxin

World Health Organization

12

jednonukleotidovy polymorfismus
supresor cytokinové signalizace-1

Sézary syndrom

pievodnik signélu a aktivator transkripce-
3

stromalni pamétové bunky

receptor transformujici rastovy faktor beta
2

protein nadorovy rustovy faktor

inhibitor tyrozinkinazy

T-bunécny lymfoblasticky Lymfom
faktor nekrézy tumoru alfa

protein 53 potlacujici nador

T-burika regulatorni

tkanové pamétové bunky

celokozni 1é¢ba elektronovym paprskem
toxin syndromu toxického Soku-1

Svétova zdravotnickd organizace



1. Uvod

Hematologické malignity jsou jednou z nej€astéjSich skupin rakoviny, tvoii 6,5% ze vSech
druhii malignit na celém svété, z toho ptiblizné 9,0% ve Spojenych statech a Evropé (Tietsche
de Moraes Hungria, Chiattone et al. 2019). Jsou to klonalni choroby ptvodem
z hematopoetickych bunék bud’ zcela nezralych, nebo z bun¢k na ur¢itém stupni vyvoje. Béhem
klonalniho vyvoje v jedné buiice vznikne zména genetické vybavy, kterd predstavuje pro tuto
bunku rastovou vyhodu. Pii nasledné proliferaci se tato odchylka opakuje se vznikem celé
populace nadorovych elementt (klontl). Nasledny biologicky vyvoj a chovani riznych typa
hematologickych nadort je velmi heterogenni. V zéavislosti na lokalizaci nadoru, bunécném
prostfedi a souboru genetickych mutaci, mize byt stupent zdravotniho rizika pro pacienta
rozdilny, sahajici od 1é€itelnych malignit nizkého rizika az do vysoce agresivnich forem. I pies
obecnou heterogenitu malignich onemocnéni vykazuji nddorové buiiky urcité spolecné rysy,
které¢ jsou shrnuty do aktudlné akceptovaného modelu tzv. ,Hallmarks of cancer”. Model
obsahuje zékladni vlastnosti podporujici vznik a pteziti nddorové bunky ¢i tkanég, jako jsou
schopnost neomezené replikace a Uniku pted rast-potlacujici faktory, aktivace angiogeneze a
invazivity, odolnost vii¢i bunécné smrti, a schopnost tvofit metastdze (Hanahan and Weinberg
2011). Zakladem téchto charakteristickych vlastnosti je nestabilita genomu, kterd vytvari
genetickou rozmanitost malignich bun¢k a schopnost mikroprostiedi nadoru podporovat
onkogenezi spolu se zanétem. Genomické a epigenetické zmeény jsou v soucasné dobé
identifikovatelné dostupnymi, ale zatim ne vZdy rutinnimi vySetfovacimi metodami. U
nadorovych onemocnéni, u kterych Casto neni objasnéna patofyziologie maligniho procesu,
také chybi prognostické markery, které by zhodnotily a predpovédély jak mozny scénaf dal§iho
vyvoje onemocnéni, tak 1 odpovéd’ na urcitou terapii nebo mozZnou rezistenci. Identifikace
markert, které by umoznily efektivné stanovit diagnozu, rizikové skore, predikovat prognozu
a prispet k vyvoji novych diagnostickych a terapeutickych nastrojl, je predmétem zvySeného

zajmu zékladniho biomedicinského vyzkumu.

V lidském a v jinych organizmech byla objevena pocetna skupina bunénych modulatora
zvanych mikroRNA (miRNA), které vyznamné zasahuji do biologickych procesli cestou
regulace genové exprese. miRNA pulsobi tak, Ze se vazi na principu komplementarity k
homolognim usekiim riznych messenger RNA (mRNA). Vysledkem je naruSena stabilita
exprese mRNA, kterd vede hlavné¢ k inhibici translace nebo k degradaci mRNA. Tim dochézi
k patologické regulaci genové exprese, coz muze vést k riznym patologickym dysfunkcim

vcetné malignich zvrati (Mitchell, Parkin et al. 2008).
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Obecné miRNA hraji dulezitou roli v patogenezi maligni transformace tim, ze ptisobi jako
Cinitel nadprodukovany a synergicky s nadorovou transformaci, miRNA s touto funkci jsou
oznacovany jako onkogenni ¢i onko-miR. Nedostate¢né¢ produkované miRNA a soucasné
potlacujici rist nddoru jsou oznacovany jako tumor-supresor. Procesy pod regula¢nim vlivem
takto odlisSnych miRNA cCasto souvisi s kancerogenezi a v souladu s modelem ,,Hallmarks of
cancer” ovliviiuji deregulaci apoptdzy, proliferaci bunék, angiogenezi, metastazovani a
rezistenci na 1éCiva. Je zajimavé, Ze nékteré miRNA mohou mit dvoji roli v zavislosti na tkani,
kde jsou exprimovany. Napiiklad mikroRNA let-7 downreguluje estrogenovy receptor o (ERa),
coz vede k vétsi senzitivit¢ bunck karcinomu prsu na tamoxifen, ale v bunkach karcinomu
ovarii zpusobuje rezistenci na léCiva prostiednictvim stabilizace enzymu IMP-1, ktery
ovlivituje diferenciaci a adhezi malignich bun¢k (Zhao, Deng et al. 2011), (Boyerinas, Park et
al. 2012). Navic mnozstvi a spektrum miRNA se 1isi podle typu tkan¢ a patofyziologického
stavu organismu. Celogenomové profilovani ukdzalo, ze specificky soubor expresi miRNA
(miRnom) umoziuje s vysokou ptesnosti odlisit riizné typy rakoviny a identifikovat ptivod
tkané dokonce i u ne-diferencovanych nadora, které jsou jinak obtizné diagnostikovatelné napf.
pfi metastazovani (lorio and Croce 2017). To svéd¢i o tom, Ze nadorova tkdn zachovéava
jedinecny expresni profil tkanoveé specifickych miRNA. Naptiklad studie (Rosenfeld,
Aharonov et al. 2008) navrhla tzv. klasifikétor, tj. model expresi 48 miRNA, ktery byl vyvinut
z 336 vzorkl riznych typt primarnich a metastatickych nadort. Klasifikator umoznil s vysokou
piesnosti rozpoznat pitvod tkdn€ nadort, vetné metastatickych (86% spravné identifikovanych
typtl nadorti z celé testovaci sady vzorkll). Vzhledem k tomu, Ze rakoviny nedefinovaného
plivodu tvofii pfiblizné 4% vSech malignit, vyvoj miRNA klasifik4tori ma velky potencial pro

zlepSeni klinické diagnostiky a nasledné 1écby.

Cetné studie se proto zaméfily na profilovani miRNA s cilem identifikovat nové miRNA nebo
jejich soubory, které by poslouzily jako specifické biomarkery pro diagnostiku a klasifikaci
onemocnéni, sledovani stavu progrese. Ukéazalo se, ze miRNA mohou byt transportovany z
chorobou postizené tkané do krevniho ob&hu. Méteni hladin cirkulujicich miRNA v krvi mize
byt uspésné aplikovano v diagnostice, zejména v piipadech, kdy je zadouci pouziti Setrnych
méné invazivnich metod. Pravdépodobné nejvétsi védecké usili bylo vénovano vyvoji testl
detekujicich cirkulujici miRNA v krevnim séru a plasmé, které jsou specifické pro riizné typy
lidskych malignit. Prvni studie o extracelularnich miRNA byla publikovana v roce 2007
(Valadi, Ekstrom et al. 2007). In vitro byly detekovany extracelularni miRNA v exozomech,
které byly nasledné exportovany do bun¢k ptijemce. Dalsi studie, kterd detekovala miRNA

v télesnych tekutindch, byla vydana v roce 2008 a popisovala placentarni miRNA cirkulujici
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v matetské krvi (Chim, Shing et al. 2008). Nésledovaly studie, které poskytly prvni indikace,
ze cirkulujici miRNA mohou slouzit 1 jako biomarkery malignich procesii. Napiiklad Lawrie
(2008) nalezl zvyseni miRNA-21, miRNA-155 a miRNA-210 v séru difuzniho velkobunééného
B-bunééného lymfomu (DLBCL) (Lawrie, Shilling et al. 2009). Tewariho skupina prokézala
zvyseni sérové miR-141 u rakovinou prostaty (Mitchell, Parkin et al. 2008). ZvysSeni miRNA-
25 a miRNA-223 bylo detekovano v séru pacientti s karcinomem plic (Chen, Ba et al. 2008).
Presvédcivé vysledky téchto a dalSich studii doprovazelo primarni nadseni, ze ,,tekuta biopsie*
mize vyloucit potfebu invazivnéjSiho testovani a ma potencidl pro v€asné varovani pred

onkogenezi.

V soucasné dobé jsou miRNA hlavnim tématem tisicli publikaci vychazejicich kazdy rok, ale
presné mechanizmy mnoha miRNA nejsou dosud znamy a jejich uloha v patologickych a
fyziologickych stavech zatim neni zcela objasnéna. Pouziti miRNA v klinické praxi je tedy
prozatim omezené. N¢které panely miRNA, jako naptiklad pro diagnostiku rakoviny S§titné
zlazy a pankreatu (Interpace Diagnostic) jsou komeréné dostupné a v klinické praxi vyuzivané.
Ve srovnani s tim, ale terapeutické moznosti vyuziti miRNA, které jsou zalozeny hlavné na
produktech napodobujicimi miRNA a antagonisty specifickych miRNA, jsou méné dostupné.
Vyjimkou jsou léky Miravirsen od vyrobce Roche a RG-101 od Regulus Therapeutics, urcené
k 1é¢be hepatitidy C, jsou povazovany za stézejni produkty této tiidy 1éciv. Ale vétSina 1€ki na
bazi miRNA jsou zatim ve fazi klinickych studiich a nedoséahlo klinického pouZiti (Bonneau,

Neveu et al. 2019).

Na zéklad¢ dostupnych znalosti o miRNA, o jejich regulacnich vlastnostech, schopnostech
zasahovat do zakladnich patogenetickych mechanizmi, si tato prace klade za cil odhaleni
malignizac¢nich procest v lidském organizmu pravé pomoci detekce miRNA. Mtj vyzkum se
vénuje vyvoji a potvrzeni metody, ktera by umoznila diagnostikovat s pomérné vysokou mirou
jistoty maligni hematologické onemocnéni koZzni T-buné¢ny lymfom a déle rozlisit jednotlivé
typy a stadia tohoto onemocnéni (Dusilkova, Basova et al. 2017). (Vysledky vyzkumu jsou
popsany v kapitole ,,Hlavni vysledky“. Clanek je pfipojen na konci této prace v ptilohach).
Metoda spoc¢iva ve stanoveni molekul specifickych miRNA v krevnim séru pacienta v prub¢hu
onemocnéni. Prace ukazuje, Ze plazmatické hladiny specifickych miRNA jsou spojeny s
patognomickymi rysy studovaného maligniho onemocnéni. Detekce specifickych miRNA

muze pridavat informace nad rdmec aktudlné pouzivanych skérovacich systémd.
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1.1. mikroRNA

MikroRNA piedstavuji pocetnou skupinu bunéénych modulétort, které¢ vyznamné zasahuji do
procest regulace genové exprese. Puvodné byly identifikovany dvé miRNA lin-4 a let-7
v had’atku Caenorhabditis elegans, které se ticastni regulacnich procesti vyvoje. miRNA byly
dale nalezeny v genomech téméf vSech organizmi, vcetné Cervl, hmyzu, rostlin a savci.
miRNA maji rizné vzorce exprese v zavislosti na tkani, mohou regulovat riizné vyvojové,
fyziologické a patologické procesy. Kazda miRNA ovliviiuje velké mnozstvi potencialnich
cilovych genii a obecné se predpoklada, Zze miRNA reguluji vice nez 30 procent protein

kédujicich genti v lidském genomu (Lewis, Burge et al. 2005).

1.1.1. Vznik a mechanizmus u¢inku mikroRNA

V roce 2006 ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékafstvi Andrew Fire a Craig Mello Tito
vedci objevili a vysvétlili fenomén interference RNA (RNAi). Jiz vroce 1986 Fire A.
pozoroval, Ze uméle vnesena dvouvladknovd RNA (dsRNA) do C. elegans zpiisobuje vyvojové
defekty typické spiSe pro odstranéni genid odpovidajicich svou sekvenci doty¢né dsRNA.
Ukazalo se, ze dsSRNA hraje tlohu v blokaci genti, ke kteremu je svou sekvenci kompatibilni,
az v posttranskripénim stadiu tj. po pfepisu do mRNA. To znamenalo, Ze pomoci procesu
RNALI, jen na zaklad& pfesné ur¢ené sekvence genu, lze v Zivém organizmu tento libovolny gen

umlcet a tim také nalézt fenotypické zmény jeho funkce (Fire, Xu et al. 1998).

Kromée C. elegans funguje RNAI u dalSich organizmt, vcetné lidskych bun¢k. Mezi principy
umlcovani genl patii kosuprese transgenni DNA nebo blok translace s vyuzitim antisense

nukleotidovych sekvenci RNA.

Nasledné se ukazalo, ze bunky vétSiny organizmi, vcetné lidského, obsahuji malé molekuly
RNA snejasnym vyznamem. Teprve v fijnu 2001 navrhly tfi nezédvislé skupiny termin
microRNA pro odlisnou tfidu malych RNA, které nekoduji bilkoviny, ale zasahuji do procesu
fizeni aktivity geni procesem RNAi zapojenych do post-transkripénich regulacnich
mechanismu (Lagos-Quintana, Rauhut et al. 2001), (Lau, Lim et al. 2001), (Lee and Ambros
kde byla objevena miRNA lin-4, coz je protein-nekddujici RNA, kterd se podili na regulaci
exprese transgentl v had’atku C. elegans. Dalsi, také v C. elegans, objevend miRNA let-7, ktera

se podili na regulaci larvalniho vyvoje, posilila vyznam téchto malych molekul o délce cca 21-
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nukleotidl (Reinhart, Slack et al. 2000). Brzy byly detekovany stovky téchto kratkych molekul
RNA 1 u dalSich Zivocichi a lidi, které pro svou velikost dostaly ndzev mikroRNA. miRNA
predstavuji pocetnou skupinu kratkych (18-25 nukleotidl) endogennich nekddujicich molekul

RNA, kter¢ hraji zasadni roli pfi regulaci exprese gentl zejména na post-transkripcni arovni.

Biogeneze miRNA je vicestupniovy proces, ktery probiha jak v jadre, tak v cytoplazmé. Geny
kodujici miRNA jsou transkribovany z genomové DNA s vyuzitim komplexti RNA polymerazy
II, coz vede ke vzniku transkriptil tzv. pri-miRNA, které mohou koédovat sekvence pro nékolik
miRNA (tzv. rodiny). V jadie jsou transkripty pri-miRNA nasledn¢ stépeny pomoci RNazy III
typu - endonukledzou Drosha a vazebného proteinu DGCRS se vznikem vldken prekurzort (70-
90 nukleotidi dlouhych) zvané pre-miRNA. Pre-miRNA jsou transportovany pomoci
proteinového komplexu Exportin-5/Ran-GTP do cytoplazmy. V cytoplazmé tvofi tyto
,»vlasenkové® prekurzory komplex s vazebnym proteinem TRBP/PACT, coz déale umoZiuje
navdzani RNazy III typu (Dicer), kterd nasledné $tépi tyto prekurzory za vzniku duplexu
dsRNA (miRNA-miRNA*). Duplex dsRNA obsahuje jak zraly miRNA fetézec (miRNA), tak
jeho komplementarni vlakno (miRNA*). Dvouvldknovd miRNA se dale vaze na proteiny
rodiny Ago (Argonaute), ¢imz dochédzi k rozpleteni obou komplementarnich jednovladken

miRNA.

Zrala jednovlaknova miRNA (oznacovand téz jako voditko) je pfednostné vlozena do komplexu
tlumici RNA (RISC), se vznikem miRNA-indukovaného komplexu miRISC, pficemz
komplementarni vldkno miRNA* je degradovano. Komplex miRISC zprostfedkovava post-
transkripéni regulaci genové exprese, ve kterém miRNA piedstavuje Cast rozpoznavajici
cilovou mRNA. miRNA se vaze na 3'-neprekladané oblasti (UTR) cilové mRNA a tak inhibuje
jeji translaci. miRNA se komplementarné€ vaze na cilovou mRNA a tim zajiStuje specifickou
interakci komplexu miRISC. Dany typ represe se opird o stupeit komplementarity sekvence
mezi miRNA (tzv. ,,seed* sekvence, kterd se nachazi na 5° konci) a cilovou mRNA. Caste¢na
mRNA. Parcialni nebo neuplna komplementarita nékterych miRNA zptisobuje to, zZe jednotné
miRNA mohou v disledku regulovat expresi az stovek cilovych genli na rozli€né trovni,
genove exprese (He and Hannon 2004). Deregulace klicovych miRNA miize mit globalni efekt
v genové expresi a molekuldrnich procesech buiiky. Z druhé strany, reparace aktivity miRNA

muze mit efekt ve zvratu patologickych procest a navratu k fyziologickému stavu.
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Existuji vyzkumy, které ukazuji, ze tato klasicka cesta biogeneze miRNA ma nékteré vyjimky.
Napiiklad syntéza pre-miRNA muZze probihat zpisobem nezavislym na Drosha s vyslednym
vznikem tzv. miRtront, které obsahuji extra-nukleotidy na 3' nebo na 5' konci. V kroku
maturace a navazani na Ago mohou byt ob¢ vlakna ndhodn¢ integrovana do RISC, nebo se
mohou vazat na mRNA zpisobem nezavislym na RISC. V dal§im kroku se nékteré¢ miRISC
komplexy mohou vézat na 5'-UTR mRNA, coz vede dokonce k upregulaci jejich translace (Si,
Shen et al. 2019).

Neni zcela jasné, jestli tyto odchylky od klasické biosyntézy mohou vést k deregulaci
vyslednych miRNA. Evolu¢né miRtronovy mechanizmus biogeneze mohl poskytnout cestu
pro vznik miRNA v niZ§ich organizmech jako jsou C. elegans nebo Drosophila melanogaster
jesté pred vznikem Droshy. Ve vysSich organizmech tento typ bypassi zajistuje sekundarni
mechanizmus syntézy miRNA.

Obrazek 1. Schéma mechanizmu nuklearni a cytoplazmatické biogeneze mikroRNA.
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Obrazek 1. V jadre se dlouhé molekuly pri-miRNA $té€pi pomoci endonukledzy Drosha, za
vzniku pre-miRNA, které jsou déale exportovany do cytoplasmy pomoci komplext proteint
Exp5/RAN-GTP. V cytoplasmé se prekurzory miRNA S§tépi pomoci endonukleazy Dicer.
Duplexni RNA se odviji a opousti anti-sense vlakno, aby se zaclenilo do komplexu s tlumicimi
multiproteiny RNA (RISC) a vedlo RISC ke komplementarni mRNA. Sipky oznacuji klasicky
mechanizmus syntézy miRNA, pieruSované ¢ary prezentuji mozné odchylky v biogenezi

miRNA. (Obrazek vytvofen N.Dusilkova pomoci BioRender Software).
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Je obecné znamo, ze miRNA primarné zprosttedkuji posttranskripéni downregulaci exprese,
translacni represi a rozpad mRNA zavisly na komplementarit¢ miRNA k neptekladanym
oblastem mRNA. Avsak ve studii (Vasudevan, Tong et al. 2007) bylo prokazano, ze miRNA a
jejich ptidruzené proteinové komplexy mohou posttranskripéné stimulovat genovou expresi
piimymi a nepifimymi mechanismy. miRNA let-7 a syntetickd miRcxcr4 piimo indukuji
upregulaci translace svych cilovych mRNA pii podmince zastavy bunécného cyklu, a naopak
klasicky snizuji translaci cilové mRNA v délicich se buiikdch. miRNA-369-3 pii zéstavé
bunécného cyklu neptimo aktivuje genovou expresi pomoci faktoru TNFa a Ago2 proteinu.
Vysledkem studie bylo zjiSténi, ze aktivace je béZznou funkci miRNA pii zastaveni bunéného
cyklu. Celkovym zavérem bylo tvrzeni, Ze funkce miRNA se méni mezi represi a aktivaci

béhem zmén bunécéného cyklu.

1.1.2. Mechanizmus deregulace exprese mikroRNA

Biogeneze miRNA je slozity a pfisné fizeny proces vyzadujici fadu klicovych enzymil a
proteint, véetné dvou endonukledz RNA III. typu (Drosha a Dicer), kofaktori DGCRS a
TRBP2, transportéru EXP5 a proteinli Ago. Deregulace tohoto procesu miize vést k abnormalni
expresi miRNA. Béhem syntézy miRNA jsou tyto proteiny regulovany a jejich deregulace
mize vést k abnormalni expresi miRNA. Byly publikovany studie, které prokazuji, ze za
vznikem patologickych zmén stoji zvySeni nebo sniZeni exprese kli¢ovych faktori biogeneze
miRNA. V ptipad¢€ Drosha a Dicer, jejich downregulace byla spojovana se vznikem karcinomu
ovarii a byla signifikantni u pokrocilejSich stadii nddorti. Oproti tomu vzorky tkani z nddort
ovarii vyznacujici relativné vyS$i expresi Dicer a Drosha byly asociovany s prodlouZenim
celkového preziti pacientek (Merritt, Lin et al. 2008).

Hlavni mechanismy deregulace miRNA zahrnuji procesy zmén na genetické trovni, jako
amplifikace nebo delece geniit miRNA, dale na Grovni epigenetické regulace a zmény
transkripCnich faktorii. Velka ¢ast gent miRNA je umisténa ve fragilnich oblastech genomu
nebo na mistech asociovanych s rakovinou, jako jsou napiiklad miniméalné deletované oblasti a
hrani¢ni body translokace. Geny nachézejici se v téchto oblastech jsou obvykle nachylnéjsi k

deleci, translokaci nebo amplifikaci.

Genova delece a amplifikace

miRNA, ktera za normélnich podminek snizuji hladinu onkogenu, funguje tedy jako tumor

supresor. Mutace nebo delece genu kodujicitho tumorsupresorové miRNA nebo jiné
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abnormality v biogenezi téchto miRNA mohou vést ke zméné exprese cilového onkogenu, coz
nasledné prispiva k tvorbé nadoru. Napiiklad u chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je Casto
pozorovana delece v regionu chromosomu 13ql14, kde se nachdzi geny pro miRNA-15a a
miRNA-16-1. U vice nez poloviny ptipadt pacienti CLL jejich exprese je snizena nebo zcela
chybi (Calin, Dumitru et al. 2002). SniZena exprese miR-15a, miR-16-1 tedy hraje zasadni roli
v patogenezi CLL. V nasledujici studii stejného kolektivu autorti bylo prokazano, Ze deprese
onkogenu BCL?2 je zprosttedkovana pravé pomoci miRNA-16-1 a miRNA-15a. Delece useku
13q14, kde jsou tyto miRNA koédovany, vede ke snizeni nebo dokonce k absenci deprese
onkogenu BCL2, coz souvisi s vy$§im rizikem vyvoje maligniho onemocnéni CLL (Cimmino,
Calin et al. 2005). (Obr.2a) Opaénym piikladem je rodina miRNA-17-92, kterd se nachazi v
oblasti 13gq31-q32. V rznych typech nadortii je tato oblast asto amplifikovana, coz ma za
nasledek zvysSeni mnozstvi zralych miRNA tohoto klastru. (Obr.2b) Rodina miRNA-17-92,
kterda ma Sirokou Skdlu onkogennich funkci, je vysoce exprimovéana napiiklad u rakoviny
zaludku, prsu, prostaty, kolorektdlniho karcinomu, malobunééného karcinomu plic,

mnohocetného myelomu a neHodgkinského lymfomu (He, Thomson et al. 2005).

Obrazek 2. mikroRNA jako nadorové supresory a onkogeny.
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Obrazek 2. (a) Aberace genti pro tumor supresorové miRNA zpiisobi jejich sniZenou expresi a
tim 1 nedostate¢nou potlacujici funkci vici onkogenni mRNA. (b) Nadméra exprese
onkogennich miRNA zvySené potlacuje tumor supresorové mRNA, pfispiva tak k tvorbé
tumoru stimulaci proliferace, angiogeneze a invaze. BCL-2 (B-cell lymphoma 2) anti-
apoptoticky regulacni protein. RAS (Rat Sarcoma) protoonkogen bunécné signalizace.
TGFBR2 (Transforming growth factor, beta receptor II) tumor supresor (pievzato z Garzon,

Fabbri et al. 2006).
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Zajimavé vysledky pfinesla studie, ktera se zabyvala vztahem mezi deregulaci dvou miRNA
(miRNA-219-2 a miRNA-199b) a G¢innosti 1é¢by imatinibem pacientti s CML. Ptiblizné 15%
CML pacientli vykazuje deleci genli kolem hrani¢nich bodt translokace pfi tvorbé filadelfského
(Ph-) chromozomu. Tento typ delece (9q) se ukazal byt relevantni k expresi fizniho genu BCR-
ABL. Geny kodujici miRNA 219-2 a miRNA-199b se nachazeji centromericky ke genu ABL (v
chromozomalni oblasti v 9q34) a v ptipadé delece 9q je gen ABL Casto ztracen. Proto mize byt
vyznamné snizeni exprese miRNA-199b a miRNA-219-2 markerem praveé absence 4BL genu.
Autofi ukazuji, Ze sniZzena exprese miR-199b je asociovana s rezistenci na imatinib (u 44.11%
pacientl). Je tedy na misté se domnivat, Ze urcité delece v oblasti genu ABL mohou hrat
vyznamnou roli v patogenezi CML a ze zminéné miRNA mohou nabidnout nové diagnostické

a terapeutické strategie (Joshi, Chandrakala et al. 2014).

Metylace a histonova modifikace genit mikroRNA

Metylace DNA a modifikace histoni mohou zménit genovou expresi beze zmény sekvence
DNA. Posttranslacni modifikace, jako metylace, acetylace a fosforylace, jsou siln¢€ asociovany
s aktivitou genové transkripce nebo transkripcni represe, a vysledné mohou vést naptiklad k
umlceni tumor-supresorovych miRNA. Je znamo, ze miRNA-34a je tumor supresor, ktery je
downregulovan u mnoha druhti nddorovych bun¢k a ma znacny efekt na citlivost nddorovych
bun¢k k chemoterapeutickym lékiim. Ve studii Lodygin (2008) bylo prokazéano, Ze ztrata
exprese miRNA-34a v disledku metylace jejiho promotoru byla pfitomna u vétSiny (79,1%)
vzorkll priméarniho karcinomu prostaty. Metylace promotoru miRNA-34a byly nalezeny dale
v primarnich vzorcich buné¢nych linii melanomu, plic, prsu, ledviny a tlustého stfeva (Lodygin,
Tarasov et al. 2008).

Ve studii Yang (2012) byla zjisténa downregulace tumor-supresorové miRNA-130b v
multirezistentnich buiikach rakoviny vajeénikt. Uroveii metylace miR-130b negativné
korelovala s expresi této miRNA a predikovala jak horsi histologicky typ nadoru, tak i horsi
klinicky staging. Demetylace pomoci decitabinu (5-Aza-CdR) vedla k reaktivaci exprese
miRNA-130b v bunécnych liniich, ¢imz se zvysila citlivost bunék na cisplatinu a taxol (Yang,
Cai et al. 2012). TaktéZz upregulace miRNA-21 v riiznych tkanich mize podporovat vznik a
vyvoj nadorti a rezistenci k cytostatikim. V praci Song (2013) bylo retrospektivné
shromazdéno 41 ptipadi pacientl s pokro€ilym karcinomem pankreatu, kteti byli léceni

gemcitabinem. V séru téchto pacientl byly stanoveny hladiny cirkulujici miRNA-21 a bylo
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prokdzéano, ze upregulace miRNA-21 v rakovinnych bunkéach pankreatu pfimo korelovala
s horsi odpovédi pacientd na 1écbu. Indukce miR-21 byla zapiic¢inéna acetylaci histont
v promotorové zon¢ a byla asociovana s chemorezistenci na gemcitabin (Song, Wang et al.

2013).

Abnormality transkripcnich faktorii

Transkripcni faktory jsou proteiny, které se mohou specificky véazat na Cis-regulacni elementy
(CRE) v promotorové oblasti eukaryotického genu, aktivovat nebo inhibovat transkripci genu
pfimo nebo pomoci jinych proteind. Nejznaméjsim transkripénim faktorem v regulaci miRNA
je Tp53. Tp53 muize fungovat jako tumor supresor a jeho exprese se zvysuje pii poskozeni DNA
(Hermeking 2007). Bylo prokazano, ze se Tp53 podili na transkripci genti kodujicich rodinu
miRNA-34 a mlze tak jejich transkripci vyznamné upregulovat. Vysledné, miRNA-34a, ktera
je obecné povazovana za tumor supresorovou, zvysuje citlivost nadorovych bunéck
na chemoterapii (He, He et al. 2007).

Dva transkripéni faktory, spojené¢ s Tp53, jsou p63 a p73 projevuji odlisné funkce. P73
zprostifedkovava chemosenzitivitu, zatimco p63 podporuje buné€nou proliferaci a preziti. A oba
tyto transkripcni faktory mohou vziajemné regulovat expresi miRNA-193a-5p. Uvedena
miRNA m4 vyraznou tumor supresorovou aktivitu, omezuje proliferaci rakovinnych buné¢k a
zpomaluje pfechod z faze bunécného cyklu G1 do faze S. Transkripéni faktor p63 potlacuje
exprese miRNA-193a-5p, a naopak pro-apoptotickd izoforma p73 aktivuje expresi miRNA jak
v normalnich, tak v nddorovych bunkach. Dilezité je, ze pfi terapeutické inhibici miRNA-
193a-5p cysplatinou byla pferuSena zpétna vazba indukovéna transkripénimi faktory p63/p73 a
tim se potlacila Zivotaschopnost nadorovych bunck a vyvolalo zvySeni chemosenzitivity jak in
vitro, tak in vivo (Ory, Ramsey et al. 2011).

Dalsi studie autorti Tran M. a Choi M. (2013) uvadi, Zze Tp53 a izoforma p63 reguluji transkripci
miRNA-205 a podileji se tak na kontrole procesu epitelidlné-mezenchymalniho ptfechodu
(EMT), pfi kterém epitelidlni buniky ztraceji svoji polaritu a adhezi a ziskdvaji migracni a
invazivni vlastnosti. EMT je nezbytny pro fadu vyvojovych procesii, vyskytuje se pifi hojeni
ran, pii fibréze organd, pii zahdjeni metastaz a pii progresi rakoviny. V experimentu, kde byl
gen pro p63 vytrazen z funkce, doslo k redukci exprese primarnich a zralych forem miRNA-
205. Knockdown genu pro p63 vedl ke snizeni vazby RNA polymerdzy Il na promotor miRNA-
205HG genu, s vyslednou inhibici jeho transkripce (Tran, Choi et al. 2013).
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miRNA jsou mikromolekuly, které jsou zasadni pro normalni vyvoj organizmti a Ucastni se
ruznych biologickych procesi. Jejich deregulace mize byt vysledkem zmén mimo jiné jak na
genetické, tak i na epigenetické urovni. Abnormality v procesu biogeneze miRNA c¢asto vedou
k poruse biologickych mechanizmi v riznych systémech, organech a tkanich. Proto miRNA
jsou Siroce zkoumdany jako potencialni biomarkery pro fadu fyziologickych a patologickych

stavi.

1.1.3. mikroRNA a hematologické malignity

Molekularné-biologicka a genetickd charakterizace je zasadni pfi klinickém hodnoceni témét
kazdé formy hematologické malignity. Na jejim zdkladé se Casto rozhoduje o diagnoze,
progndze a moznosti terapeutického zasahu. Deregulace exprese genli kodujicich miRNA u
hemato-onkologickych pacientii byla poprvé popsana v roce 2002, kdy v buiikach CLL byla
zjiSténa snizena exprese miRNA-15 a miRNA-16. Bylo prokazéano, ze tyto miRNA maji diky
sve aktivité schopnost potlacovat nddory tim, Ze maji inhibi¢ni aktivitu na onkogen BCL2, ktery
kéduje protein dilezity pro preziti rakovinotvornych bunék (Cimmino, Calin et al. 2005). Na
druhou stranu byla v buitkach CLL zvySena hladina exprese miR-155, coz u tohoto onemocnéni
je spojeno se zménami cilového transkripéniho faktoru MYB. MYB je protoonkogen, ktery
hraje roli v regulaci bunécného cyklu, a pfestavba jeho genu zvysuje riziko karcinogeneze. Tyto
vyzkumy ukézaly, jak dualezitou roli hraji miRNA v patogenezi maligni transformace

hematopoetickych bunék.

mikroRNA a leukemie

Leukemie jsou skupinou zivot-ohrozujicich malignich onemocnéni krve a kostni diené, které
jsou charakterizovany klonalnim vyvojem hematopoetické bunky s poruchou vyzravani
vznikajici na podkladé¢ muta¢nich zmén. Leukemie se rozliSuji podle rizika progrese
onemocnéni na akutni a chronické, dle linii proliferujiciho klonu na myeloidni a lymfoidni, dle
stupn¢ diferenciace hematologického progenitoru, ve kterém vznikaji primarni genetické
zmény, na jednotlivé subtypy. Akutni lymfoblastova leukemie (ALL) je hematologicka
neoplazie nejcastéji pozorovana u pediatrické populace, zatimco u dospélych je méné Casta nez
akutni myeloidni leukemie (AML). S pfibyvajicim se v€kem, faktory spojené s agresivnéjsi
biologii leukemickych onemocnéni maji tendenci se zvySovat, zatimco odpovéd na 1écbu

s vékem pacienti klesa (Juliusson and Hough 2016).
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Akutni lymfoblastova leukemie (ALL)

Ptiblizné v 75% ptipadi ALL se objevuje jedna nebo vice chromozomalnich aberaci. ALL
mohou zahrnovat klonalitu B- nebo T-linii, mohou mit blokaci v riznych stadiich vyzravani,
mohou mit rizné bunééné imunofenotypy s rtznymi profily exprese miRNA. Ve studii
publikované v roce 2007 bylo ukdzéno, ze ALL lze odlisit od AML na zakladé exprese
nékterych miRNA (Mi, Lu et al. 2007). Pti profilovani exprese miRNA bylo mezi vzorky ALL
a AML nalezeno 27 rizné€ exprimovanych miRNA. S piesnosti vice nez 95% bylo mozno odlisit
vzorky AML, kde byla nejvice exprimovana let-7b a miRNA-223; a vzorky ALL, kde byla
zvySen¢ exprimovana miRNA-128a a miRNA-128b. Toto zjisténi vedlo k zintenzivnéni

vyzkumti se snahou o zdokonalovani diagnostickych markert pro ALL.

V roce 2013 byl identifikovan specificky profil expresi miRNA pro ALL. De Leeuw ve své
praci uvedl pét miRNA: miRNA-23a, miRNA-27a, miRNA-199b, miRNA-221 a miRNA-223,
které dokazaly rozliSit nejasnou akutni leukémii jako ALL (de Leeuw, van den Ancker et al.

2013).

Ve srovnani s normalnimi vzorky kostni dien€ od zdravych darcii, ve vzorcich ALL byly méné
exprimovany miRNA-100, miRNA-196b a let-7e, zatimco miRNA-128a a miRNA-181b byly
exprimovany vice. Kromé toho bylo také zjisténo, ze aberantni exprese miRNA-100 souvisela

s translokaci(12;21) (de Oliveira, Brassesco et al. 2012).

T- a B-linie ALL lze navz4jem odlisit na zaklad¢ exprese miRNA-148, miRNA-151 a miRNA-
424. Kromé toho lze podskupiny B-linie, rozdélené dle molekularné genetickych abnormalit
jako: BCR/ABL, MLL/AF4, E2A/PBX] a B-ALL bez znamych aberaci, odliSit sadou Sesti
miRNA: miRNA-425-5p, miRNA-191, miRNA-146b, miRNA-128, miRNA-629 a miRNA-
126 (Fulci, Colombo et al. 2009).

Ve studii  Gutierrez-Camino (2014) bylo analyzovéno 118 vzorkll jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP, single nucleotide polymorfismus) pfitomnych v genech kodujicich
miRNA. Byly detekovany tfi SNP pfitomné v genech miRNA-612, miRNA-499 a miRNA-
449b, a osm SNP piitomnych v genech kodujicich proteiny, které jsou nezbytné pro biogenezi
miRNA (TNRC6B, DROSHA, DGCRS, EIF2C1, CNOT1 a CNOT®6). Genetické abnormality
ve vyse uvedenych genech byly signifikantné spojené s ALL vyskytem. (Gutierrez-Camino,
Lopez-Lopez et al. 2014). Tim se zdlraznil klinicky vyznam miRNA pro riziko vyvoje
hematologickych malignit, véetné ALL.
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Vyznam miRNA byl také ovéten a popsan v asociaci s 1é€ebnou strategii ALL a rezistenci na

neékolik bézné¢ pouzivanych 1éCiv. Glukokortikoidy (GC) indukuji apoptézu v bunkéach

lymfoidni linie, a proto se pouzivaji pii 1écbé ALL a souvisejicich malignit. Zhang (Zhang,

Yang et al. 2009) popsal soubor miRNA (miR-18a, miR-532, miR-218, miR-625, miR-193a,

miR-638, miR-550 a miR-633), pomoci které¢ho lze predikovat rezistenci na glukokortikoid

prednizon (PRED) u ALL pacienti. Pozdéji, v samostatné studii zahrnujici vzorky ALL

pacient détského véku (cALL), se ukazalo, Ze expresni profily stejné skupiny miRNA Ize

podobné pouzit i k predikci casné odpovédi na tento glukokortikoid (Xu, Guo et al. 2015).

Navic se ukézalo, ze PRED také vyznamné zvysil expresi miR-16-1 a miR-15a, ¢imz posilil

jejich tumor-supresorovou aktivitu (Azimi, Hagh et al. 2016).

V tabl. 1. jsou uvedeny klicové miRNA, ucastnici se patogenetickych zmén pii vzniku ALL,

které mohou byt pouzity pti diferencidlni diagnostice.

Tabulka 1. mikroRNA pii diagnostice a diferencidlni diagnostice ALL. Pfevzato z (Luan,

Yang et al. 2015).

Let-7b (22q13) HMGA
miRNA-23a (19p13.13) HOXB4,
BCR/ABL,
CXCLI2
miRNA-27a (19p13.13)  4-3-30
miRNA-125b-1 (11q24) = Trp53inpl
miRNA-128-3p PHF6

miRNA-128a (2q21) BMI-1

onkogen

HOXB4 je onkogen, BCR/ABL je
onkogen, CXCL 12 reguluje interakci
mezi hematopoet. progenitory a

stromalnimi bunkami

4-3-36 antiapoptoticky gen

proapoptoticky gen

tumorsupresor

Gen reguluje samoobnoveni

leukemickych bun¢k
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Downregulovany v ALL v
porovnani s AML
Vyssi exprese v AML ve

srovnani s ALL

Vyssi v AML ve srovnani
s ALL

Upregulovan v B-ALL s
chromozomalni
translokaci t(11; 14) (q24;
q32)

Vyznamné vys$si ve vSech
vzorcich v AML nez v
normalnich vzorcich
Upregulovan v ALL ve
srovnani s AML, vysoce

vyjadien v E2A/PBX1+



miRNA-148a (7pl15.2) BIM, PTEN

miRNA-151 (chr.8) ITK, ZAP-7060

miRNA-196a  (17q21- HOXBS, ERG
22)

miRNA-196b (7p15)  ¢-MYC, ERG
miRNA-221 (Xp11.3)  p27
miRNA-223 (Xq12) FOXO, LMO2

miRNA-424 (Xq26.3)

NFI-A, VEGFR2

BIM a PTEN jsou proapoptotické

geny

ITK asociuje s autoimunitnimi
onemocnéni a T-bunéénymi
malignitami;

HOXBS8 a ERG zvysuji preziti bunék

a proliferaci progenitort

ERG a c-myc zvyS$uji preziti bunék a

proliferaci progenitora

p27 brani progresi bunééného cyklu
z G1 do faze S

FOXO potlacuje tumor supresorové
geny, LMO?2 je pro-onkogen v T-
bunkach
NFI-A diferenciaci

VEGF

moduluje
hematopoet.  progenitord,

inhibuje invazi nadorovych bun¢k

Vysoce exprimovany v T-
ALL
Downregulovan v T-ALL

Downregulovany v T-ALL
ve srovnani s AML;
vysoka exprese miRNA-
196a spojena s
imunofenotypem T-ALL
Downregulovany v  B-
ALL; upregulovan v MLL-
rearranged a dalSich ALL
Vyssi exprese v AML ve
srovnani s ALL
Upregulace v T- ALL s
myeloidnimi rysy;
downregulovanych v ALL
ve srovnani s AML

Vysoce exprimované u

pacient s T-ALL

Pro ALL s fuznim genem BCR-4BL miiZe mit aplikace inhibitori tyrozinkinazy jako je imatinib

zasadni terapeuticky vyznam. Ale u akutnich leukémii s pfestavbou BCR-ABLI neni 1écba

imatinibem v mnoha pfipadech dostacujici. BCR-ABLI a ABLI jsou ptimymi cili miRNA-203,

ktera je cCasto umlCovana epigenetickymi mechanismy jako hypermetylaci promotoru.

Obnoveni exprese miRNA-203 pomoci demetylacni 1écby 5-azacitidinem snizuje hladiny

exprese ABLI a BCR-ABLI a inhibuje buné¢nou proliferaci (Faber, Gregory et al. 2008). U

cALL typu MLL-AF4 shor§i prognozou je miRNA-143 epigeneticky potlacovéana

promotorovou hypermetylaci v MLL-AF4-pozitivnich primérnich blastech a v buné¢nych

liniich. miRNA-143 byla identifikovana jako regulator exprese fuzniho genu MLL-AF4 a jeji

obnoveni by mohlo vyvolat Zadouci apoptézu. Upregulace exprese miRNA-143 ma proto

terapeuticky pfislib pro ALL MLL-AF4 (Dou, Zheng et al. 2012).

Akutni myeloidni leukemie (AML)

26



AML je hematologicka malignita charakterizovand nekontrolovanym ristem myeloidnich
progenitort, je vysledkem fady chromozomalnich aberaci a genetickych abnormalit. Postizeny
mohou byt i geny, které koduji miRNA. Prvni studie charakterizujici ulohu miRNA v AML
byly zaméfené na identifikaci AML-specifickych miRNA. Ve studii publikované skupinou Dr.
Pigazziho byly detekované nizké hladiny miR-34b ve vzorcich pacienti s AML. Exogenni
exprese miRNA-34b in vitro zptisobila abnormality bunééného cyklu a doslo ke zméné exprese
a metylace cilového CREB genu (cAMP-CRE response element-binding protein)(Pigazzi M.,
2013). Nizké hladiny exprese miRNA-9 a miRNA-582 byly pozorovany u pacienti s AML
s chromozomalni aberaci t(8;21), kterd je spojena s horsi prognézou (Emmrich S., 2014).
Naésledné, ve studii publikované v roce 2017 (Obulkasim A., 2017) byl identifikovan specificky
profil 47 miRNA pro rozliSeni riznych podtyptit AML. Nejvice exprimovana miRNA-155 byla
navrzena jako potencialni diagnosticky biomarker pro vSechny AML a miRNA-196b jako
specificky biomarker pro podskupiny AML M4 — MS5. Vysokd exprese miR-155 je také
nepiiznivym prognostickym faktorem u détskych NK-AML, je spojena s horSim celkovym
ptezitim (OS) a pfezitim do manifestace onemocnéni (EFS, event free survival) (Ramamurthy

R., 2016).

Vzhledem k tomu, Ze seznam miRNA a jejich cilovych mRNA, které jsou relevantni pro
onemocnéni AML stale roste, rozSifuje se 1 predstava o terapeutick¢é manipulaci s témito
miRNA. Jedna se naptiklad o podani oligonukleotidovych inhibitorit LNA (locked nucleic acid)
pro zacileni zndmych onkomiR1, které mohou zptisobit vznik AML. Nebo podani syntetickych
miRNA, které by plsobily jako tumor supresory. Cilené podani miR-29b prostfednictvim
lipidovych nanocastic konjugovanych s transferinem, je dobrym ptikladem uCinnosti
terapeutika zalozeného na miRNA. Podani miRNA-29b vedlo ke snizeni rastu leukemickych
bunék a k prodlouzeni celkového pieziti mySich AML modela spolu s down-regulaci exprese
genl: CDK6, SP1, FLT3, DNMT a KIT, které ovliviiuji celou fadu bunéénych procesti v AML.
Tato studie potvrzuje mozZnost 1écby AML pomoci jediné miRNA, ktera soucasné cili na mnoho

drah bunécné signalizace (Huang, Schwind et al. 2013).

miRNA ovliviiuji leukemicky vyvoj a progresi prostfednictvim deregulace onkogenli nebo
tumor supresort a to bud’ pfimym u¢inkem na mRNA, nebo nepfimo na Grovni proteind. Pro
ilustraci téchto konceptii v tabulce 2 jsou uvedeny nékteré miRNA, kter¢ hraji roli v patogenezi

AML. (Tabl. 2.)
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Tabulka 2. mikroRNAvV patogenezi AML. Pfevzato z (Wallace and O'Connell 2017).

miRNA Cilové geny Mechanizmus Vysledny efekt
deregulace

miR-17-92

Kklaster

miR-22

miR-29b

miR-125b

miR-146a

miR-155

P21

TET2, CRTCI, FLT
3, MYCBP

MCL-

1, CXXC6, CDK®,
AKT2, CCND2, SP1,
DNMT34, DNMT3B

LIN28A4, IRF4

TRAF6, IRAK]I,
TIRAP

CEBPB, SHIPI, PU.1

activace MYC;
epigeneticka activace
cestou MLL-fuzniho
proteinu; amplifikace v

MLL-AML

Downregulace pomoci
TET1/GFI1/EZH2/SIN
3A;apti | PU.1

Downregulace pii
ztraté CEBPA; pii
del7q; represe MYC;
represe NF-kB

zvyseni pii

t(2;11)(p21;923)

Delece del(5q) MDS-
AML

Target via STATS a
NF-kB pti FLT3-

ITD+ AML,; upregulace
MLL-fuzniho genu
MEIS1
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OncomiR
1 proliferace, Tpfeziti,
|diferenciace,

tleukemogeneze

1 proliferace, Tpfteziti,
ldiferenciace,

1sebeobnova

1 proliferace, Tprodukce
myeloid progenitort,

Tsebeobnova

1 proliferace, Tpfteziti,
negativni prognoza pro

CN-AML

Tumor suppresor

| AML rist blastd,
tdiferenciace,
|leukemicka progrese

(de novo AML)

| bunéény rist,
Tapoptoza,
lleukemicka
progrese, prevence

DNA hypermetylace

| proliferace, |pfeziti,
INF-kB aktivace



miR-193a AMLI1/ETO, DNMT3 | bunécny rist,

A, HDAC3, KIT, CCN Tapoptoza,
DI, MDM?2 tdiferenciace
miR-223 E2F1, MEF2C, FBX represe E2F1; lproliferace,
\\i epigeneticky umléen Tapoptoza,
AMLI1/ETO tdifferenciace

Myelodysplasticky syndrom (MDS)

Je dale vhodné zminit klonalni onemocnéni, oznacované jako pre-leukemie, myelodysplasticky
syndrom, ktery je Castym onkohematologickym onemocnénim pacientli starSiho véku s
vysokym stupném rizika transformace do AML. Ve studii vyzkumného tymu UHKT bylo
prokéazano, ze spektrum cirkulujicich miRNA v plazmé pacienti s MDS se 1i§i v souvislosti se
stupném rizika tohoto onemocnéni. Hladiny exprese miRNA-27a-3p, miRNA-150-5p, miRNA-
199a-5p, miRNA-223-3p a miRNA-451a byly snizené u pacientt MDS s vy$§im rizikem
transformace do AML. Hladina exprese miRNA-451a byla pomoci multivariantni analyzy
identifikovana jako nezavisly prediktor doby do progrese (PFS). Byla prokazana vyznamna
souvislost hladiny miR-223-3p s celkovym ptezitim (Dostalova M., 2017). Tato data naznacuji,
ze plazmatické hladiny specifickych miRNA jsou spojeny s danym onemocnénim, jsou ¢asto v
asociaci s klinickymi ptiznaky a mohou ptidavat informace nad ramec aktualné pouZzivanych

skorovacich systémd.
Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL)

CLL je onemocnéni zralych B-buné€k a je jednou z nejcastéjsi leukémie ve svété. U nékterych
CLL pacientli onemocnéni progreduje velmi pomalu, u jinych je ndstup onemocnéni rychle;jsi

a vyzaduje v¢asnou lécbu.

CLL je charakterizovan klonalni proliferaci a akumulaci zralych B-bunék v krvi, kostni dfent,
slezing€ a lymfatickych uzlindch. CLL je klinicky heterogenni malignita s velkou molekuldrni
inter-individualitou, ktera je zdsadn¢ ovlivnéna rozdily v genetickych zménach. Byla
identifikovana fada potencidlnich biomarkerti pro prognézu a odpovéd’ na terapii, mezi které
patfi Casté chromozomalni aberace: del(13ql4), del(11q22.3), del(17p), trizomie 12, amp
(8924.21), amp(3q26.32) a del(8p) (Landau and Wu 2013). Mutace gent, které jsou
predpokladanymi kauzalitami ve vyvoji CLL: TP53, SF3BI, NOTCHI, MYD8S, ATM,
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SAMHDI, NRAS a BIRC3, vykazuji vyraznou asociaci s prognoézou tohoto onemocnéni
(Puiggros, Blanco et al. 2014).

Doposud se v diagnostice a prognostice pacientd s CLL osvéd¢ilo nékolik markerti, mezi které
patii: mutani stav genu pro variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinu (/IGHYV),
stanoveni hladiny exprese 70 kDa Zeta-asociovaného proteinu (ZAP-70) a CD38. Nemutovany
gen IGHV a vysoka exprese ZAP-70 nebo CD38 jsou obvykle spojeny s agresivnim prubéhem,
zatimco pacienti s mutovanymi klony /GVH a nizkou expresi ZAP-70 nebo CD38 maji
indolentni pribéh onemocnéni (Kaur, Ruhela et al. 2020). Ve studii Dr. Calina z roku 2002 byla
u pacienti s CLL ve vysokém riziku tj. s vysokou expresi proteinové kindzy ZAP70 a
nemutovanym stavem genu /GHV detekovana aberantni exprese 13-ti miRNA. Abnormalni
exprese téchto miRNA, véetné miR-15a, miR-16, miR-29a/b/c, miR-223 a miR-150, souvisela
s rizikem progrese CLL a lze ji pouzit jako dalSi prognosticky marker. U pacientli s CLL se
beézné vyskytuje delece useku 13q14, kde se nachazi geny kddujici tumor supresorové miRNA
(miRNA-15a, miRNA-16-1). Tyto miRNA reguluji expresi onkogenu BCL2, coz je vyznamny
regulator bunécného cyklu a apoptozy. Delece useku DNA, kde se nachazeji prave tyto miRNA,
vede k nepfiznivym nasledkiim jako je sniZeni nebo absence deprese onkogenu BCL2, cozZ s
sebou nese zvysené riziko vzniku maligniho onemocnéni CLL (Cimmino, Calin et al. 2005).
Kromé toho je casta delece dlouhého ramene chromozomu 11 del(11q), ktera se nachazi u 10—
20% z celkového poctu ptipadi CLL, je spojena s mutaci genu ATM, kterd interferuje s
procesem opravy DNA béhem apoptdzy vyvolanou genem Tp53. V této deletované oblasti jsou
zastoupeny ¢leny rodiny miR-34: miR-34b a miR-34c, u nichz se ukazalo, Ze jsou transkripéné
regulovany Tp53. V Tabl. 3 jsou uvedeny piiklady nejcastéjSich mikroRNA, ucastnici se
patogeneze CLL, oznacované jako diagnostické a prognostické markery.

Tabulka 3. Exprese miRNA v CLL a jejich implikace jako diagnostické a prognostické
markéry. Pfevzato z (Giza, Calin at al. 2015).

Let-7 rodina snizena exprese CCDNI, CDC25a, markerem odpovédi na chemoterapii
CDK6, HOXAY, IMP-1,
MYC, RAS
miR-16-1/miR-15a sniZzena exprese BCL2, CARD10, CCND1,  de novo agresivni CLL
klastr (13q14.3 CDK6, CDC27, DMTF1I,
intron) MCLI, NGN2, VEGF
miR-21(17q23.1, 3' zvysena exprese BLC2, MASPIN, PDCD4, = de novo DLBCL, odpovéd’ na chemoterapii
UTR TMEM49) PTEN, TPM1, MCL1
miR-29 rodina snizena exprese DNMT34, DNMT3B zkraceni intervalu mezi Dg a terapii
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miR-34 rodina sniZzenda exprese BLC2, CCDNI, CCNE2, zhorSeni odpovédi na poskozeni DNA a

(1p36.23 a 11q23.1) CDK4/6, DLLI, E23, fludarabin-refrakterni CLL
Notch 1, MYCN, MET
miR-143/145 klastr snizena exprese ERK5, HOXA9, PARPS
miR-155 (21q21.3) zvysena exprese BIC, PU.1, SOCS horsi prognodza
miR-181 rodina zvysena exprese HOXAII, TLCI zkraceni intervalu mezi Dg a terapii

MiRNA-155 je nejvice studovanou mikroRNA, a proto je jednou z méla, u které byl relativné
dostate¢né popsan mechanizmus regulace. Ve studii (Vargova, Curik et al. 2011) autofi
prokézali, ze exprese miRNA-155 je spojend s proteinem MYB, ktery se vaze do promotorové
oblasti genu MIRI55HG (koéduje maturovanou miR-155, zvany také BIC - B-Cell Receptor
Inducible) a tim ho transkripéné aktivuje. Pfimy diikaz, Ze se MYB fyzicky vdze do vazebniho
mista promotoru MIR155HG byl prokazan luciferazovou eseji jak na bunéénych kulturach, tak
i na bunkach z pacientskych vzorkl. Navic, byly popsany dalsi zajimavé cile pro gen MYB:
BCL2, CD5; apro MIR155HG jsou: PU.1, SHIP1, SATB1, CHD6. Vysledky této prace ukazuji
na duleZitost regula¢ni drahy u CLL, kde protein MYB stimuluje expresi genu MIRI55HG,
ktery nasledné¢ prokazateln¢ inhibuje expresi hematopoetického faktoru PU.1. (klasicka
negativni regulace miRNA a jeho cilli), a zvySena exprese miR-155 vede k progresi
prekancer6zni monoklonéalni B-lymfocyt6zy do rozvinutého CLL (Ferrajoli, Shanafelt et al.
2013) . V dalsi na8i praci (Vargova, Pesta et al. 2017) za vyuZiti multivariantni analyzy byl
popsan pozitivni vztah mezi expresi miR-150/miR-155 a expresi rutinnich prognostickych
parametrit CLL. Vysledky potvrzuji pozitivni korelaci exprese miR-155 s progresi CLL (prace

je zatazena do vedlejsich vysledkl ptedlozené disertaci v kap. 6.2.)

microRNA a lymfomy

Lymfomy jsou heterogenni skupinou rakovin, odvozenych z lymfocytli. Manifestuji se riznymi
klinickymi projevy, dlouhodobou prognézou a patogenezi. Predstavuji jeden z nejbéznéjsich
typi rakoviny na celém svét€ a postihuji mnoho pacientd. Podle klasifikace Svétové
zdravotnické organizace (Chooi, Stalker et al.) existuje pfiblizné 100 riznych typt lymfomd.
Dv¢ hlavni kategorie lymfomi jsou non-Hodgkinliv lymfom (NHL), ktery tvoti 9 z 10 vSech
piipadi lymfomu, a Hodgkiniv lymfom (HL). Dale 1ze NHL rozdélit na B- a T-bunécny
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lymfom. B-bunéény lymfom tvoii pfiblizné¢ 90% NHL a T-bunéény lymfom 10% NHL. Podle

jednotlivych typli onemocnéni se u lymfomi 1isi 1 exprese miRNA.

Prvni miRNA, ktera byla popséna u lymfomu byla miRNA-155 a jeji deregulace v Burkittovem
lymfomu (Metzler, Wilda et al. 2004). Nadmérna exprese genu pro miRNA-155
BIC/HC155MIR zpusobila zvyseny vyskyt leukémie a vyraznost projevi lymfomu u zvitecich
modelil se zvysenymi hladinami MYC. Bylo prokazéno, ze nadmérnd exprese miRNA-155 v
mySich B buiikach (Ep-miR-155) zplsobuje lymfom a/nebo B-bunécnou leukémii. Trvalé
exprese miRNA-155 v progenitorech kmenovych bunék navic vyvolala u transplantovanych
mysi myeloproliferativni onemocnéni. Vysledkem studie bylo zjisténi, Ze exprese miRNA-155
vede ke zvyseni polyklondlni expanze v B-buiikdch pomoci MYC, ktery podporuje vyskyt
sekundarnich mutaci a zvyseni rizika dalSich nadorovych transformaci (Costinean, Sandhu et

al. 2009).

V roce 2004 bylo ukézano, ze se miRNA vyrazné€ podileji na vyvoji lymfocytd. V praci (Chen,
Li et al. 2004) v B-lymfoidnich buiikéch byly vysoce exprimovany miRNA-223, miRNA-181
a miRNA-142. Jedna z téchto miRNA, miR-181, vedla ke zvySeni podilu B-bunék v
lymfoidnich liniich. miRNA-181 pfispiva k regulaci posttranskripcni exprese CD69, BCL2 a
TCR béhem vyvoje T-bunck. Kromé toho miRNA-155 a miR-181 hraji klicovou roli v regulaci
diferenciace B-bun€k germinalniho centra (Coffre and Koralov 2017). miRNA se tedy
vyznamné¢ podili na diferenciaci lymfocytl, a proto jejich deregulace mize vést ke vzniku
lymfomu. Napfiiklad, v difuznim velkobunééném B-lymfomu Ize pomoci miRNA odlisit
subtyp GCB (Germinal Center B-cell). V laboratofi prof. Lenze (Lenz, Wright et al. 2008) se
ukazalo, ze amplifikace Gisekul3q31, ktera je Casta v subtypu GCB, je spojena se signifikantni
hyperexpresi miRNA-17-92 a MYC. U stejného typu GCB se vyskytuje 1 dalsi Casta aberace
del10g23. Obé tyto chromozomalni zmény mohou down-regulovat PTEN (Phosphatase and
tensin homolog) a tim vyvolavat zmény v signalni draze AKT-mTOR. To ukazuje, ze osa
PTEN-AKT-mTOR miize byt dilezitou soucasti patogeneze GCB DLBCL. Navic, zmény
exprese protoonkogenu MYC jsou jednou z nejcastéjSich abnormalit u lidskych malignit.
Zvysend exprese MYC podporuje expresi klastru miR-17-92, ktery hraje dllezitou roli
v lymfomagenezi tim, Ze inhibuje proapoptotické proteiny a reguldtory bunééného cyklu (Jin,

Oda et al. 2013).

Na obrazku 3 jsou uvedeny piiklady nejcastéjSich miRNA, Gcastnici se v patogenezi lymfomt,
pouzivané jako diagnostické a prognostické markéry; na zdkladé¢ (Carvalho de Oliveira,

Molinari Roberto et al. 2018).
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Vyuziti vyznamu zmén exprese miRNA-155 muze byt urcujici pti diferencidlni diagnostice
riznych typl malignit. Ve studii (Vargova, Vargova et al. 2016), ktera se zabyvala vyzkumem
odliSeni nejasnych pfipadi lymfomu plastovych bunék (MCL) a CLL, se ukazalo mozné
praktické vyuziti miRNA-155. Prekryvajici se rysy specifické pro kazdou z téchto chorob
nebyly signifikantné spolehlivé pro jejich vzajemné rozliSeni, coz vyzadovalo identifikaci
dalSich biomarkeri. Ve vySe zminéné studii byl identifikovan soubor néckolika odlisné

exprimovanych biomarkerti pro MCL a CLL, mezi nimi i onkogenni mikroRNA miRNA-155.

Obrazek 3. Deregulace mikroRNA u lymfomu. Prevzato z (Carvalho de Oliveira, Molinari

Roberto et al. 2018).
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Obrazek 3. Deregulace miRNA u lymfomi. Sipky vzhiru a doldi oznaduji zvy$enou nebo
snizenou expresi miRNA; Burkittiv lymfom (BL) vcetné etiologie viru Epstein-Bar (EBV) a
t(14; 18), difuzni velky B-bunéény lymfom (DLBCL) vcéetné ABC a GCB subtypt,
anaplasticky velkobuné¢ny lymfom (ALCL), T-lymfoblasticky lymfom (T-LBL).

Jak jiz bylo zminéno, miRNA-155 a jeji cilovy myelo-lymfoidni regulacni transkripéni faktor
PU.1 jsou dulezitymi regulatory diferenciace B-bunck. Ve studii (Huskova, Korecka et al.
2015) byla stanovena exprese miRNA-155 a PU.1 v Sesti nejcastéjsich lidskych lymfomech B-
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bunék: v agresivnich (DLBCL, HL, MCL) a indolentnich (B-CLL/SLL, MZL, FL). Hladiny
miRNA-155 a PU.1 inverzn¢ korelovaly v nadorovych tkdnich DLBCL, B-CLL / SLL a FL. V
tkanich Hodgkinova lymfomu (HL) s nepfiznivymi odpovéd’'mi na terapii byla nalezena
mimotradné vysoka hladina miRNA-155. Nizka exprese PU.1 byla zaznamenana ve vzorcich
B-CLL/SLL vykazujici neptiznivé prognostické markery CD38 a ZAP-70. Prokazalo se, ze
nadprodukce miRNA-155 a snizena exprese PU.1 jsou nedilnymi aspekty biologie lymfomu,
které by mohly ovliviiovat agresivni chovani nékterych jejich typii (prace je zarazena do

vedlejsich vysledki predlozené disertaci v kap. 6.1.)

Navzdory usili ze strany vyzkumnikd, miRNA nejsou ve zdravotnickych zatizenich prozatim
soucasti rutinnich hematologickych diagnostickych vysetfeni ani prognostickych indext pro

ALL/AML a v bézné praxi se nepouzivaji.

1.2. KoZni lymfomy

Kozni lymfomy piedstavuji riznorodou skupinu lymfoproliferativnich onemocnéni, které je
charakterizovana pfitomnosti malignich B- ¢ T-lymfocytd v kiZzi, patiti do skupiny
mimouzlinovych non-Hodgkinskych lymfomi. Primarni kozni lymfomy (PCL, primary
cutaneous lymphoma) postihuji vyhradné¢ kizi a v dobé¢ diagnézy obvykle neni prokazano
mimokozni postizeni. Celosvétové PCL ptedstavuji 2 % vSech lymfomt s odhadovanou ro¢ni
incidenci 0,3 — 1:100 000. Soucasna klasifikace Svétové Zdravotnické organizace a Evropské
organizace pro vyzkum a lécbu rakoviny WHO-EORTC (World Health Organization, European
Organization for Research and Treatment of Cancer) rozdé€luje primarni kozni lymfomy na dvé
samostatné skupiny: primarni kozni T-bunécné lymfomy (CTCL, cutaneous T-cell lymphoma)
a primarni kozni B-bunécéné lymfomy (CBCL, cutaneous B-cell lymphoma). Kozni T-bunécné
lymfomy zastupuji 75-80 % vSech PCL. Onemocnéni se vyskytuje v pomérné mladém véku s
prevalenci u muzil, nejcastéji vSak ve 4. az 6. dekad¢ zivota (Elenitoba-Johnson and Wilcox
2017). Patii sem skupina klasickych koznich lymfomi jako: Mycosis fungoides (72 % z CTCL,
44% ze vSech PCL) a Sézaryho syndrom (2,5 % z CTCL, 1% ze vSech PCL), skupina
primarnich CD30+ lymfoproliferativnich onemocnéni a skupina velmi vzacnych agresivnich

primarnich koZnich T- lymfoma (Tabl. 4).
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Tabulka 4. Klasifikace primarnich koznich lymfoma s relativni Cetnosti a 5-ti letym

ptezivanim (% z PCL) dle WHO/EORTC (Willemze, Jaffe et al. 2005).

Kozni T-bunéény and NK-bunécny lymfom

Indolentni

Mycosis fungoides 44 88
Folikulotropni mycosis fungoides 4 80
Pagetoidni retikuloza <1 100
Granulomat6zni ochabla ktize <1 100

CD30+ lymfoproliferativni onemocnéni
Primarni kozni anaplasticky velkobunéény lymfom 8 95
Lymfomatoidni papuléza 12 100

T-bunécny lymfom typu subkutanni panikulitidy 82
Primarni kozni lymfom s CD4+ malymi/stiedné velkymi 2 72
pleomorfnimi T buiikami

—

Agresivni

Sézaryho syndrom 3 24
Kozni periferni T-bunéény lymfom, nespecifikovany 2 16
Kozni agresivni CD8+ T-bunécny lymfom <1 18
Kozni gama/delta T- bunécny lymfom <1 -
Kozni NK/T- bunécny lymfom, nosni typ <1 -

Mycosis fungoides a Sézary syndrom ptedstavuji nevylécitelné primarni extra-uzlinové T-
lymfomy s vysokym rizikem systémového Sifeni. Obecné se predpoklada, Ze etiologie
onemocnéni je asociovana s dlouhodobou stimulaci antigenem, prostfednictvim klicovych
cytokinovych signalnich drah, které mohou vést k projeviim zanétlivé odpovédi s proliferaci T-

bunék.

1.2.1. Myecosis Fungoides a Sézary syndrom

Mycosis fungoides (MF) je nejcastéjSim typem CTCL. MF se mlze vyskytovat v mnoha
variantach napodobujici benigni koZni onemocnéni. MF je charakterizovan typickym pomalym
vyvojem, zacinajici od rozptylenych epidermotropnich lymfocytarnich infiltratd, které se
projevuji jako jednotlivé skvrny nebo plaky Supinatého erytému, pokracujici k rozsifenéjSimu
epidermalnimu postizeni, které dale vede ke vzniku splyvajicich se skvrn, plakd nebo

erytrodermie. U nékterych pacientti se lymfoidni infiltraty zvétSuji na pandermalni a subkutanni
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tumory, zfidka se $ifici do regiondlnich nebo vzdalenych lymfatickych uzlin, kostni dien¢ a
dalSich orgénti. Sézaryho syndrom (SS) ptfedstavuje 3 % ze vSech primarnich koznich lymfomii,
projevuje se exfoliativni erytrodermii s dal$imi projevy jako jsou pruritus, alopecie,
palmoplantarni keratodermie a ektropion. Postizeni periferni krve se mlize vyskytovat v rizné
mife a ma vliv na prognézu a 1écbu. Pozdni progrese onemocnéni je Casto charakterizovana
doprovodnym poklesem funk¢éni imunity pacienta s nachylnosti k rozsahlym infekcim. Doba
od prvnich projevii onemocnéni do stanoveni diagné6zy CTCL byva velmi dlouhd, nékolik
meésict az rokd. Hlavnim divodem obtizného stanoveni diagnézy je Casta absence
charakteristickych klinickych znakt a ryst, které se projevuji az v pokrocilych stadiich
onemocnéni anebo se neprojevuji viibec, jsou €asto shodné s jinymi benignimi koZznimi 1ézemi,
napt. atopickym ekzémem, akné, psoriazou, dermatitidou. PfiCemz cCasny zachyt tohoto
onemocnéni a zahdjeni 1é€by muze mit vliv na preziti a kvalitu zivota pacientt (Mirvish,

Pomerantz et al. 2013).

1.2.2. Etiologie a patogeneze

Etiologie primarnich koZnich lymfoml neni dosud zcela znama. Ptredpoklada se, Ze rozvoj
CTCL muze byt vysledkem jak chronické antigenni stimulace, kterd vede k nekontrolované
klonalni expanzi a akumulaci pamét'ovych T-bunék v epidermis a dermis (Girardi, Heald et al.
2004) a/mebo je vysledkem ,genotraumatické T-bunky* s tendenci vzniku klondlnich
chromozomalnich aberaci, které vedou k deregulaci bunééného cyklu, poruse apoptdozy a
nasledné proliferaci klonéalnich T-bun¢k (Zhang, Kamarashev et al. 2003), (Karenko, Sarna et

al. 2003)

Mycosis fungoides a Sézary syndrom patii do spolecné skupiny koznich T-lymfomu
s indolentnim a agresivnim prubéhem. I pfes mnoho spole¢nych ryst, jako je pfevladajici
fenotyp CD4+CLA+CD26- s tvorbou cytokintl, jenZ charakterizuji fenotyp TH2 bunck (T
helpery 2. typu), maji MF a SS odlisné molekularni znaky. V mycosis fungoides atypické T-
lymfocyty odpovidaji svym plvodem podtypu efektorovych pamétovych T-bunék (TRM,
tissue resident memory cells) a proto jeden z projevu MF je kumulace klonalnich T-lymfocyt
v kiizi, nikoliv jejich cirkulace v periferni krvi. V ptipadé Sézary syndromu ptivod T-lymfocytt
se predpoklada z centralnich pamétovych T-bun¢k (TCM, central memory cells), coz urcuje
jejich schopnost jak kumulaci v kiizi a lymfatickych uzlinach, tak i cirkulaci v periferni krvi

(Campbell, Clark et al. 2010).
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Rizikové faktory, které mohou predisponovat k vyvoji CTCL jsou pomérné dobte definovany.
Napriklad genetické faktory, jako je typ lidského leukocytarniho antigenu (HLA), muze
predurcovat nékteré jedince k rozvoji CTCL tim, Ze napomahaji aberantni aktivaci a akumulaci
T-bunék v epidermis a dermis. Mechanismy prostfedi, které mohou deregulovat naddorové
supresory nebo proonkogenni cesty, zahrnuji virové nebo jiné mikrobiélni patogeny (HTLV-1,
EBV, HSV, Staphylococcus aureus, Mycobacterium leprae, Chlamydia pneumoniae).
Regionalni rozdily ve vyskytu nemoci, geograficky nebo rodinny vyskyt (napf. manzelské
pary), farmakoterapie (antihistaminika, antiepileptika, antihypertenziva) a profesni nebo
vyzivové asociace, veetné expozice aromatickym uhlovodikiim nebo nedostatku vitaminu D,

podporuji roli prostiedi ve vyvoji CTCL (Pulitzer 2017).

Definice maligni buniky CTCL (vznik nadoru)

Nadorové buitkky v CTCL jsou morfologicky oznacovany jako ,,atypické” CD4+ lymfocyty se
spletitymi cerebriformnimi jadry, které tvofi lymfoidni infiltrdt v horni tfetiné dermis a
seskupeni atypickych lymfocytii v epidermis v okoli Langerhansovych bun¢k se vznikem tzv.
Pautrierovych mikroabscesi (Olsen, Rook et al. 2011). Klonalni T-bunky casto postradaji
normalni T-antigeny, jako jsou CD2, CD3, CD5 nebo CD7. Pro €asna stadia onemocnéni je
charakteristicka ztrata markéru CD7, pro pozd&jsi stadia — ztrata pan-T-bunécnych antigen:

CD2, CD3 a CDS5 (Jones, Dang et al. 2001).

Jednou z hypotéz etiopatogeneze mycosis fungoides je koncept ,,genotraumatické T bunky*, u
které je tendence ke vzniku klondlnich chromozomalnich aberaci, jenZ vedou k deregulaci
bunécného cyklu a poruse apoptozy s ndslednou proliferaci klonalnich T-bunék. Cytogenetické
abnormality jako komplexni karyotyp se strukturalnimi a numerickymi abnormalitami, o nichz
se predpoklada, ze odrazi hrubou chromozomalni nestabilitu, ¢asto zahrnuji chromozom 10 a
6, jakoz i 1, 3, 8, 11, 12, 17, a jsou pro CTCL prognosticky nepftiznivé. U transformovanych
MF je nejcastéjsi (ale nespecificky) nalez deleci 9p21 se ziskem 1p, 1q, 7q nebo 8q (Pulitzer,
Horna et al. 2021).

Svoji roli v etiopatogenezi miize hrat pretrvavajici antigenni stimulace vedouci k mutacim
onkogentl, tumor supresorovych genti a signal-transdukcnich genti. Sekvenovani celého exomu
CTCL bungk identifikovalo geny s béznymi mutacemi a zménami v poctu kopii. U vzorki
Sézaryho syndromu byl zjistén velky pocet mutaci, s medianem 21 genetickych zmén na 1
vzorek. A v piipadé neleukemického mycosis fungoides vykazovaly vzorky nizsi pocet zmén,

s medianem 1 genetické abnormality na 1 vzorek. Tyto analyzy identifikovaly charakteristické
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zmény vcetné vysoce rozSifenych chromozomalnich deleci nadorovych supresorti: 7p53 v
lokusu 17p13.1, RBI v 13ql4.2, PTEN v 10q23,3 a CDKNIB v 12p13,1. Velice Casto byla
pozorovana delece chromozomu 2p23.3 zahrnujici DNMT3A4, tato delece byla pfitomna u
petiny vSech pacientll se Sézary syndromem. Mutaéni analyza identifikovala Siroké spektrum
somatickych mutaci v klicovych genech zapojenych do epigenetické regulace: TET2, CREBBP,
KMT2D, MLL2, KMT2C, BRDY, SMARCA4 a CHD3, a signalizace: MAPK 1, BRAF, CARDI11
a PRKGI (da Silva Almeida, Abate et al. 2015).

Spole¢nym charakteristickym znakem bun¢k MF a SS je fenotyp TH2. Lymfocyty T helpery 2.
typu jsou linii efektorovych T-buné€k CD4 +, které secernuji 1L-4, IL-5, IL-9, IL-13 a IL-
17E/IL-25. Tyto buiiky ve zdravé tkani jsou nezbytné pro humoralni imunitu a hraji dtlezitou
roli pfi koordinaci imunitni odpovédi na extracelularni patogeny. Hlavnimi transkripénimi
faktory, které urcuji fenotyp TH1 a TH2, jsou T-bet a GATA3. A vétSina signalnich drah
urcujicich typ TH, sméruji na tyto transkripcni faktory. Napiiklad cytokiny IL-4 a IL-13
stimuluji prostfednictvim JAK-asociovanych receptora aktivaci STAT6, coz nasledné zvySuje
transkripci GATA3. Aktivace transkripcniho faktoru STAT6 je ¢asto spojena se ztratou exprese
faktoru STAT4, ktery by sméroval diferenciaci lymfocytl na TH1 fenotyp. Tyto zmény jsou
zpiisobeny aberantni histonovou acetylaci STAT4 a/nebo zvySenou expresi onkogenni miRNA -
155 (Litvinov, Cordeiro et al. 2014). Je pozoruhodné, Ze blokovani STAT3 v liniich nddorovych
bunék MF a SS rusi expresi IL-5 a IL-13 a tim podporuje apoptéozu. V €asnych 1 pokrocilych
stadiich onemocnéni je pozorovana konstitutivni aktivita STAT3 a STATS. V ranych stadiich
MF to mize byt zplsobeno cytokinovou signalizaci z mikroprostfedi nadoru, zatimco v
pokrocilych stadiich se tyto transkripcni faktory mohou stat nezavislymi na cytokinech a
pohanény aktivni signalizaci JAK (Zhu 2010). Dal§im spolecnym znakem malignich T-bunck
CTCL je klondlni rearragement genti pro y- a B-fetézec T-bunécného receptoru (TCR). Proces
rearragementu neboli preskupeni gent probihd béhem diferenciace kmenovych bun¢k na T-
bunky, kdy se non-transkripéni genové fragmenty pieskupuji do Uplného genu. Novy gen
ziskava transkripcni aktivitu a exprimuje antigen specificky receptor. Naproti tomu, pokud
proces pieskupeni genil selze, bunky podstoupi apoptozu. V piipadé bunék MF bylo zjisténo,
ze jsou dobte odliSitelné od benignich dermat6z pomoci diagnostiky TCR rearragementu.
Preskupeni genu pro y-fetézec je charakteristické pro ¢asna stadia MF a vyskyt rearragementu
uobou y-a B-fetézct je typicky pro rozvinuty MF, pficemz Zadni pacienti s benigni dermatézou

nemaji toto klonalni pfeskupeni genu 7CR (Xu, Wan et al. 2011).
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Model ,,Hallmarks of cancer* popisuje zakladni podminky pro vznik a pteziti nadorové bunky
jako jsou: schopnost neomezené replikace, Unik pted faktory potlacujici rist, zvySena odolnost
vaci bunééné smrti. V pfipadé malignich bunék CTCL model je predstaven nékolika
mechanizmy: unik pfed apoptdzou, inhibice imunitniho systému s omezenim fagocytozy a

aktivace mechanizmu invazivity.

Rezistence na apoptdzu je zdkladnim rysem malignich bunék, kterou v pfipadé CTCL indukuje
kombinace n¢kolika patologickych mechanizmi. V ptipad¢ zdravé tkan€, benigni lymfocyty
po opakované stimulaci TCR obvykle prochazeji cestou zprostiedkovanou spojenim Fas-
ligandu (FasL) s Fas-receptorem, v dusledku ¢ehoZz podstupuji apoptéozu. Tento proces,
oznacovany také jako aktivace indukované bunééné smrti (AICD), je dulezity k udrzeni
homeostazy béhem klondlni expanze aktivovanych lymfocytt. V piipadé bunécnych linii a
nadorovych bunék odvozenych od pacienta CTCL, lymfocyty vykazuji opozdénou expresi
FasL po aktivaci. Studie navic identifikovaly inaktivujici sestfihové varianty a dal$i mutace v
genu Fas, stejné jako snizenou TCR-signalizaci, kterd potlacuje aktivitu AICD (Klemke,
Brenner et al. 2009). Mezi dalsi cesty zapojené do rezistence na apoptdzu patii NF-xB
signalizace, nadmérnéd exprese STAT3, signalizace mTOR a interakce IL-7, IL- 9 a IL-15

(Sommer, Clemmensen et al. 2004).

Za aktivaci mechanizmi invazivity jsou zodpovédné chemokinové receptory CCR4 a CCR7,
které usnadnuji navadéni T-buné€k do kize, respektive do lymfatickych uzlin. CCR4 usnadiuje
koZzni tropismus a je v bunnkach CTCL upregulovan, ale jen za podminky absenci CD26, ktery
normaln¢ degraduje ligand CCR4. Receptor CCR7 je nadmérné exprimovan hlavné na
leukemickych buiikach SS spolu s dal§imi pfidruzenymi biomarkery Sézaryho bunék, jako
napiiklad sialomucinovy jadrovy protein CD164, Fc-receptor (FCRL3), syndekan-4 (SD-4) a
vimentin. Posledni dva jsou pfitomny na vSech aktivovanych SS bunikach a mohou odrazet
zékladni fenotyp Sézary syndromu (Huet, Bagot et al. 2006). Tyto antigeny asociované s
nadorem mohou byt ucinnymi cili pro 1éc¢bu, jak dokazuji dobré vysledky pouziti anti-CCR4

(mogamulizumab) v 1écbé CTCL (Dai, Almazan et al. 2018).

V praci (Kohnken, Wen et al. 2018) autofi popsali novou onkogenni drahu mozného vyvoje
CTCL s tcasti IL-15, miR-29B a BRD4. V pacientskych vzorcich CTCL byl odhalen inverzni
vztah mezi miR-29b a BRD4. Protein BRD4 je nadmérné exprimovan na bunikach CTCL a je
Casto asociovan s expresi MYC a dalSich onkogent v agresivnich hematologickych malignitach.
Vysledkem vazby BRD4 na acetylované histony je zvysSeni exprese genu asociovanych s

nadorem, jako jsou NOTCHI, RBPJ a aktivace komplexu receptoru IL-15R, ktery zesiluje
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autokrinni signalizaci IL-15. Funk¢nost této drahy byla doloZena tim, ze obnoveni hladin miR-
29b pomoci 1é¢by bortezomibem nebo ptimou inhibici vazby BRD4 prostfednictvim JQI,
zabranilo vyvoji progresi CTCL. Nova onkogenni cesta piedstavujici IL-15, miR-29b a BRD4
v CTCL navrhuje terapeutické cileni na tyto komponenty jako efektivni 1écbu pacientd s

CTCL. (Obr. 4.)

Obrazek 4. Model patogeneze malignich T-bun¢k v CTCL
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Obrazek 4. (A) Signalizace ILR-15R receptoru v malignich T-buiikach (vlevo) a v normélnich
CD4+ T-bunkach (vpravo). Cytokin IL-15 se vaze na sviij receptorovy komplex a-f-y fetézct
pro zajisténi intracelularni signalizace, ktera snizuje hladiny miR-29b v bunikach. SniZzeny miR-
29b neni schopen negativné ovlivnit regulaci BRD4. Nasledné se faktor BRD4 véaze na
chromatin a aktivuje proces genové expresi. Upregulované onkogeny Notchl/RBPJ a slozky
komplexu receptoru IL-15R #idi bunécnou proliferaci a odolnost vici apoptoze. Bortezomib

inhibuje drahy, které vedou ke snizeni exprese miR-29b, zatimco JQ1 blokuje vazbu BRD4 na
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chromatin. Ob¢ tyto terapeutické strategie snizuji expresi onkogenu a IL-15R receptorového
komplexu. V nemalignich CD4 + T buiikach jsou bazalni hladiny miR-29b vyssi a vazba BRD4
je relativné nizka. (B) Autokrinni signalizacni smycka IL-15/miR-29/BRD4. Regulacni cesta
usnadiiuje tvorbu smycky, ktera fidi aktivaci onkogent a bunécnou proliferaci (Kohnken, Wen

et al. 2018).

Imunitni dysfunkce v CTCL

Povaha maligni buniky v MF a SS, kterd spoc¢iva ve zralé CD4+ T-bunice s fenotypem TH2
vysvétluje defekty imunity v TH1 fenotypu a produkce specifickych cytokinli u pacientl s
CTCL.

V ,patch® stadiu, coZ odpovidad indolentnimu pribéhu u pacienti s mirnymi klinickymi
ptiznaky, je Castd pfitomnost reaktivniho CD8+ cytotoxického infiltratu T-bunék, kterd je
spojena s pfiznivéjsi prognozou. V periferni krvi cirkulujici CD8+ T buiiky vykazuji zvySené
aktivacni markéry a maji lytickou aktivitu proti autolognim malignim bunkdm (Vermeer, van
Doorn et al. 2001). CD4+ T-bunky v raném stadiu MF maji tendenci vykazovat fenotyp TH1,
ktery podporuje bun&tné zprostfedkovanou cytotoxicitu. Tyto TH1 buniky svym ptivodem jsou
bud’ reaktivni benigni T-buiiky, nebo maligni buiiky, které doposud neziskaly dominantni

znaky TH2. Benigni T-buiiky jsou zodpovédné za lokalni imunitni odpovéd’, ktera je Casto

viditelna ve formé zanétu v tkani postizené MF (Vieyra-Garcia, Crouch et al. 2019).

U progresivnich MF a SS je vSak buné¢nd imunitni odpovéd’ vyrazné sniZzena. Se zvySujici se
nadorovou zatéZi dochazi ke sniZeni infiltratu CD8+ v koZnich 1ézich a k posunu produkce
cytokini smérem k profilu TH2. Cytokiny TH2 vylu¢ované malignimi buikami IL-4, IL-5 a
IL-10 potlacuji imunitu TH1 a prosazuji globalni zménu fenotypu na TH2. Se sniZenou funkci
THI1 je hostitel v podstaté zbaven bunééné imunity a ma narusenou imunologickou pamét’ na
antigeny prezentované MHC (komplex histokompatibility) (Nishimura, Nakui et al. 2000).
Chronicka produkce cytokinti TH2 buné¢k pravdépodobné predstavuje jeden z mechanismi, jak

nadorové bunky obchézeji protinddorovou imunitni odpovéd'.

V ptipadé MF a SS, jak benigni buiiky prostfedi, tak maligni CD4+ T bunky (ziskané z koZnich
biopsii) vykazuji zvySeni exprese proteinu PD-1 (protein programované bunécné smrti-1), ktery

hraje dtlezitou roli v regulaci odpovédi imunitniho systému tim, Ze sniZuje jeho aktivitu,
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potlacuje zanétlivou aktivitu T-bunék a podporuje toleranci vlastni builky, na které je
exprimovan. Komplex PD-1 s ligandem PD-L1 inhibuje reaktivni imunitni T-bunky, podporuji
indukci FOXP3 a TH2. FOXP3 funguje jako hlavni regulator drahy vyvoje regulacnich T-
bun¢k (Tregs), které obecné snizuji imunitni odpovéd’. Blokdda PD-1 mtize obnovit produkci
cytokini THI. A s eliminaci maligniho klonu se muze exprese PD-1 postupné normalizovat.
(Wilcox, Feldman et al. 2009). Protilatky anti PD-L1 atezolizumab a avelumab jsou v soucasné
dob¢ zkoumdany pro 1é¢bu rozvinutych malignit T-bun¢k vcetné CTCL (NCT03905135 a
NCT03357224) (Saulite, Ignatova et al. 2020).

Receptor CD47 (specificky povrchovy markér, ktery diky své schopnosti zneviditelnit buiiku
pro imunitni systém, nazyvan ,don‘t eat me™) inhibuje makrofagy zprostiedkovanou
fagocytozu nadorovych bunék, je zvySen na Sézaryho bunkéch vlivem cytokini TH2 a jeho

exprese koreluje s horS§im celkovym prezitim (Johnson, Banerjee et al. 2019).

U CTCL existuji dalsi imunitni defekty napf. v dendritickych buikach DC a
polymorfonuklearnich granulocytech (PMN). U SS dochézi k poklesu poctu cirkulujicich DC
v krvi. V reakci na napadeni virem chiipky mononuklearni buiiky periferni krve od pacientl s
SS produkuji vyznamné méné IFN-a. Dale PMN u pacientll s SS maji sniZenou fagocytickou
aktivitu proti patogentim, jako K. pneumonia (Fierro, Banche et al. 2012). Tyto defekty v
buiikach prezentujicich antigen (APC) podporuji rozvoj infekci u pacienti CTCL.

Jednou z dalSich hypotéz je, Ze mikrobialni produkty mohou stimulovat progresi onemocnéni.
U erytrodermického CTCL je vysoky vyskyt kolonizace kmeny Staphylococcus aureus
produkujici antigenni stafylokokové enterotoxiny (SE) nebo toxin syndromu toxického Soku-1
(TSST-1) (Jackow, Cather et al. 1997). Jak bakteridlni izolaty od pacienttl, tak i rekombinantni
SE podporuji aktivitu STAT3, STATS (faktory, které jsou krucialni pro dominanci fenotypu
TH2) (Willerslev-Olsen, Buus et al. 2020).

Je zajimavé, Ze onkogenni miRNA-155 je zavisla na STATS a navic SE pfispivaji k vysoké
expresi této molekuly v buiikach CTCL. ZvySenim aktivity miR-155 dochazi ke ztraté expresi
faktoru STAT4, ktery by sméroval diferenciaci lymfocytl na TH1 fenotyp (Kopp, Ralfkiaer et
al. 2013).

Byly provedeny dvé studie, které zkoumaly pouZivani antibiotik v CTCL a obé zjistily, ze
baktericidni 1é¢ba vedla nejen k vymizeni kolonizace S. aureus, ale 1 ke zlepSeni klinickych

ptiznaki CTCL (Lindahl, Willerslev-Olsen et al. 2019). Antibiotika mohou mit G¢inky i na

42



metabolické procesy relevantni pro CTCL, napi. 1écba doxycyklinem indukuje apoptézu T-

bun¢k a inhibuje NF-kB (Alexander-Savino, Hayden et al. 2016).

CTCL se zda byt Cast¢jsi a nékdy agresivnéjsi s urcitymi komorbiditami. Popula¢ni priazkum
ukazal, ze CTCL muize byt Cast¢jsi v oblastech s vyssi prevalenci HIV, coz je nalez, ktery je v
souladu se znamym 15krat vysSim vyskytem T-bunéénych lymfomt u pacientd s AIDS
(Mirvish, Pomerantz et al. 2011). Snizend exprese TCR v pokrocilych stadiich CTCL je
podobna jako u AIDS, coz ilustruje naruseny riist normalnich T-bunék u obou onemocnéni. U
pacientl po transplantaci mize mit CTCL obzvlasté agresivni prabéh. Je ziejmé, ze 1éky, které
inhibuji funkci T-bunék, jako jsou anti-TNF a cyklosporin, mohou fidit ndhlou progresi v
nediagnostikovaném CTCL (Martinez-Escala, Posligua et al. 2018). Dupilumab, protilatka
proti receptoru IL-4, mize také urychlit progresi CTCL nezndmymi mechanismy, piedpoklada
se, ze cestou vycerpani benignich reaktivnich lymfocytii (Espinosa, Nguyen et al. 2020). Tyto

asociace spolec¢né posiluji roli imunitni funkce T-buné¢k pfi fizeni progrese onemocnéni.

Viiv mikroprostredi

Aberantni interakce cytokinti, chemokinti a stromatu CTCL pfispivaji k tumorigenezi. Ve
studiich in vitro cytokiny: IL-2, IL-4, IL-7, IL-13 a IL-15, vSechny byly oznaceny za faktory
rastu lymfomu. Cytokin IL-31 se asociuje s klinickym projevem svédéni, je produkovany
zejména aktivovanymi TH2 bunkami a také Zirnymi bunkami, makrofdgy a dendritickymi
buiikami (Ohmatsu, Sugaya et al. 2012). Tato pfedstava je vSak stale kontroverzni, protoze jiné
studie nepozorovaly souvislost mezi IL-31 a zdvaznym svédénim u pacientli s CTCL (Malek,
Glen et al. 2015). Nedavno v praci Han a kol. (2018) prokazali, Ze miR-711, ktery je vysoce
exprimovan v CTCL, podporuje svédéni extracelularnim navazanim na iontovy kanal TRPA1

(tranzientni potencidlovy receptor A1) na senzorickych neuronech (Han, Liu et al. 2018).

Vliv deregulovanych nebo nezralych bunék APC muze vysvétlit urcité aspekty progrese nadoru
1 terapeutické odpovédi. Pfimy kontakt T-buné€k s nezralymi DC podporuje jejich proliferaci v
CTCL a produkci cytokini regulaénimi bunkami Treg, coz je ucinek, ktery je soucasné
podporovan CD40+ nebo klonalnim TCR. A naopak CTCL buiky neproliferuji pfi setkéni se
zralymi DC (Thumann, Luftl et al. 2003). Cytokinovy IFN-y z bun¢k TH1 stimuluje zrani
dendritickych bun€k. Bylo pozorovéno, Ze apoptotické CTCL buiiky mohou indukovat APC
maturaci, tim se podporuje ten fakt, ze terapie jako TSEB (celkové ozatfeni elektronovym
paprskem) a ECP (External Counterpulsation), které¢ indukuji masivni apoptézu malignich

bungk, jsou uc¢innym dopliikem mnoha multimodalnich rezimt.
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Shrnutim zndmych patogenetickych mechanizmti pro CTCL lze definovat celkovy model
interakce bunécného mikroprostfedi a malignich T-bun€k nasledovné: v rannich stadiich
onemocnéni (skvrn a plakd) se zvySuje pocet malignich CD4+ T-bun¢k v epidermis, které se
shromazd’uji kolem Langerhansovych bunék se vznikem mikroabscest. Maligni T-buiiky ztraci
fenotyp TH1, ve vétsi mife nabyvaji TH2 fenotyp a syntezuji cytokiny IL-4, IL-5, IL-10, které
napomahaji ke snizeni poctu cytotoxickych CD8+ T-bunék, ¢imz hostitel ptichazi o dulezitou
imunitni protinadorovou obranu. V rozvinutém MF je charakteristicky nalez infiltraci
malignich TH2-bun¢k v dermis, snizeny pocet CD8+ bunck spolu s rozsdhlymi koznimi
zménami jako jsou tumory a ulcerace. Leukemicka faze erytrodermického MF a SS
charakterizovana detekovatelnym mnozZstvim malignich T-bun¢k v krvi a generalizovanymi

zmeény na kuzi.

1.2.3. Déleni a klasifikace CTCL

MF / SS ma systém klasifikace TNMB ,tumor — lymfatické uzliny —metastazy — postizeni
krve®, ktery byl ptivodn¢ navrzen Narodnim Onkologickym Institutem (NIH, National Cancer
Institute) v roce 1978 s Gipravami Mezinarodni spolecnosti pro koZni lymfomy (Vonderheid,
Bernengo et al.). V roce 2002 klasifikace B (blood, postiZeni periferni krve) byla rozsifena o
morfologické a cytogenetické hodnoceni, kde byly definovany stupné postiZeni periferni krve:
B0 (zadné klinicky vyznamné postiZeni krve), B1 (klinicky vyznamné neleukemické postiZeni,
se Sézaryho buitkami <1,0 10°/ul) a B2 ([a] se Sézaryho buiikami > 1,0 10°/ul; [b] pomér
CD4/CD8>10, CD4 + CD7- > 40% nebo CD4 + CD26- >30%; [c] lymfocytdza s molekularné
genetickym dikazem klonu T-bunék; nebo [d] prikazny chromozomalné aberantni klon T-

bunék) (Vonderheid, Bernengo et al. 2002). (Tabl. 5.)

Tabulka 5. Klinické stadia a TNMB klasifikace koznich T-lymfoma

IA (ohranicené T1 (patch, papuly, plaque < 10% NO MO BO-1
kozni postiZeni) celkového kozniho povrchu)

IB (pouze kozni T2 (patch, papuly, plaque > 10% NO MO BO-1
postizeni) celkového kozniho povrchu)

A T1-2 N1-2 MO BO-1
IIB (tumor) T3 (> 1 tumory [> 1 cm]) NO-2 MO BO-1
A T4 (splyvajici erytém) > 80% NO-2 MO BO
(erytrodermie) celkového kozniho povrchu)
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I11B T4 NO-2 MO B1

(erytrodermie)

IVAI T1-4 NO-2 MO B2
IVA2 T1-4 N3 MO B0-2
IVB T1-4 NO-3 Ml B0-2

Vysvétleni nékterych pojmil klasifikace: Patch — (skvrna) kozni 1éze jakékoli velikosti bez
vyznamné klinické zmény; mize vykazovat zmény pigmentu, Supinaténi, zvrasnéni.

Plaque - (plak) jakakoli velikost kozni 1éze, ktera je klinicky vyznamna; mize vykazovat
zmény pigmentu, Supinaténi, krustovani nebo folikularni zmeény.

Tumor - solidni nebo nodularni 1éze vice nez 1 cm nebo ulcerovany plak se znamkami
prohloubeni a vertikalniho ristu.

Erytrodermie - splyvajici erytematozni léze pokryvajici vice nez 80% povrchu téla.

1.2.4. Klinické symptomy CTCL

Klinické projevy u klasické varianty MF se rozviji pomalu, v pribéhu az nékolika let. Pacienti
maji kozni projevy, které se obvykle lokalizuji na tzv. ,,plavkovych oblastech* tj. neoslunénych
castech téla. Mohou byt ale postizeny i1 dlané, plosky a kstice. Neurcené klinické projevy trvaji
dlouhou dobu, pfipominaji atopicky ekzém ¢i psoridzu, které jsou provazeny uUpornym
svédénim rlizné intenzity a necharakteristickym histopatologickym nalezem. Primérna doba od

pocatku projevii do doby stanoveni spravné klinické diagnozy trva v primeéru 5 let.

Klinicke varianty MF

Pacienti s klasickou formou MF, kterou pted 2 stoletimi popsali francouzsti dermatologové
Alibert a Bazin, maji rizové nebo erytematdzni Supinaté skvrny a plaky, které se obvykle
objevuji na pfed sluncem chranénych oblastech ktlize, jako jsou proximalni ¢asti koncetin, trup
a hyzd¢. Termin mycosis fungoides ptvodné oznaCoval houbovité uzliky pozorované v
nadorovém stadiu onemocnéni. Od té doby bylo poznamenéno, ze MF ma ve skuteCnosti

heterogenni klinické a histopatologické projevy a mnoho variant (Kim, Hess et al. 2005).

Klasicky MF. U této formy MF pacienti Casto nemivaji typické klinické projevy, ale ve vzorcich
tkand maze byt nalez atypickych lymfocytd a intersticidlnich granulomi. Casny MF je
charakterizovan rizné¢ velkymi lehce atrofickymi skvrnami rtzné velikosti cervené,

cervenohnédé barvy, se znamkami Supinaténi a s rlznou intenzitou svédéni (ekzémoveé
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stadium). Déle, pfi progresi onemocnéni, se na mist¢ puvodnich ekzematoidnich projevi
vytvaii infiltrované plaky, které postihuji 1 dalsi Casti trupu, napt. hlava a krk. Loziska jsou
rizné velikosti, ostfe ohrani¢ena Casto charakteristického ,,podkovovitého* tvaru se znamkami
Supinaténi, intenzivnéj$im svédénim a bakterialni superinfekci (stadium infiltrovanych plakit).
Nasledna progrese vede k vzniku nodula ¢ervenofialové barvy a tumora rizné velikosti, které
ulceruji a krvaceji (tumorozni stadium). Kvalita zivota v tomto stadiu je vyrazné zhorSena

(Olsen, Vonderheid et al. 2007)

Folikulotropni MF. Jedna se o variantu, ktera je charakterizovana vyskytem infiltratd, které jsou
vazany na folikuly. Infiltrat pronikd perivaskularné a periadnexalné, coz vede k folikularni
mucinézni degeneraci. Typické je pfitomnost mucinu ve vlasovych folikulech. Lokalizace této
formy MF je Casta na hlavé a také na krku, coz doprovazi znamky alopecie a infiltraty na oboci se
znamkami Supinaténi a bakteridlni superinfekei. I kdyz cytomorfologické znaky jsou identické
jako u klasické MF, ale prognéza této formy MF je horsi nez u typického MF a 5-ti leté OS preziva
pouze 75% pacientil. V 1é¢bé je nutno uplatiiovat intenzivnéjsi terapie, nez u klasické formy MF

(Machovcova, 2007).

Pagetoidni retikuloza. Projevy této formy MF jsou pomalu rostouci psoriaziformni C¢i
hyperkeratozni loziska, vétSinou lokalizovanych na koncetinach. Pfi histologickém vySetieni
postizené tkan¢ je vyrazny epidermotropizmus atypickych pagetoidnich bunék s fenotypem CD3+

CD4+ CDS-.

Granulomatozni ochabla kiuze. Varianta MF, kterd se vyskytuje vzacné, doprovazena tvorbou
zahybl kliZe v axilach, podbfisku a tfislech. Vyklenuti ochablé kiiZze se asociuje s destrukci
elastickych vldken a vytvafenim granulomu s blastickymi formami buné€k. Imunofenotyp je

shodny s klasickou MF (Machovcova, 2007).

1.2.5. Diagnostika a prognostické markéry CTCL

Dilezité klinické diagnosticko-prognostické ukazatele v MF / SS jsou: TNMB klasifikace,
klinické stadium, pfitomnost extrakutanniho onemocnéni a v€k pacienta. Hodnoceni klinického
stadia pacienti s MF/SS zahrnuje komplexni kozni a fyzikéalni vySetfeni; krevni obraz a
kvantifikaci atypickych cirkulujicich T-lymfocytli; komplexni biochemické vySetfeni a v
piipadé vyznamné klinické lymfadenopatie (> 1,5 cm) nebo erytrodermie ve stadiu T3/T4
vyzaduje pocitacové tomografické (CT) skenovani hrudniku, bficha a panevni oblasti s

kontrastem a/nebo skenovani celého téla pozitronovou emisni tomografii (PET).
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Histologicky ndlez, ktery je viditelny na vzorku z biopsie kiize (provedeny pribojnikovou
biopsii nebo excizi) tvofen v ¢asnych stadiich MF lymfoidnim infiltratem z CD4+ T-lymfocytt,
které jsou omezeny na horni tfetinu dermis s Pautrierovymi mikroabscesy. Nadorové bunky
byvaji s fenotypem CD3+, CD4+, CD45RO+, CD8- a CD7-, nebo cCasto prevladajici fenotyp
CD4+CLA+CD26-. Vzéacné se objevuje fenotyp CD3+CD4-CD8+ a vtomto piipadé v
klinickém obraze ptfevlada hyperpigmentace. V pozdnich tumordznich stadiich MF infiltrat
postihuje celou dermis s ptfitomnosti blastickych bunck, které¢ vykazuji tzv. null-cell fenotyp,
tj. ztratu povrchovych antigenii nebo vykazuji fenotyp CD30+. Pfitomnost velkého poctu
atypickych bun¢k CD30+ jsou zndmkou transformaci nadoru a ptitomnost folikularni formy
MF a/nebo granulomatéznich zmén ukazuji na hor§i progndézu pro pacienta. Zatimco
ptitomnost CD8+lymfocytl infiltrujicich nddor ukazuje na ptiznivou prognoézu (Machovcova,
2007).

Cytogenetické abnormality jako komplexni karyotyp se strukturdlnimi a numerickymi
abnormalitami, zahrnujici chromozom 1, 3, 6, 8, 10, 11, 12, 17, jsou pro CTCL prognosticky
nepiiznivé. U transformovanych MF je Casty nalez deleci 9p21 se ziskem 1p, 1q, 7q a 8q
(Pulitzer, Horna et al. 2021). Chromozomalni delece charakteristické pro MF: del(17p13.1),
del(13q14.2), del(10g23,3) a del(12p13,1). Delece chromozomu (2p23.3) je Casto pozorovana
u pacientd se Sézary syndromem. Mutacni analyza identifikovala Siroké spektrum somatickych
mutaci v klicovych genech zapojenych do epigenetické regulace: TET2, CREBBP, KMT2D,
MLL2, KMT2C, BRDY9, SMARCA4 a CHD3 a signalizace, v¢etné¢ mutaci genit MAPKI,
BRAF, CARDI11 a PRKGI (da Silva Almeida, Abate et al. 2015).

Prognosticka skore pro primarni kozni lymfomy

Mezinarodni prognosticky index (CLIPi - Cutaneous Lymphoma International Prognostic
Index) ukazuje riziko a délku pteziti pacienti CTCL v ¢asném klinickém stadiu [A-IIA a
v pozdnim klinickém stadiu IIB-IVB . Prediktivni vyznam pro 5-ti a 10-ti leté PFS a OS je
znazornén v tabl. 6A, B.

Faktory, které byly statisticky vyhodnoceny jako vyznamné pro ¢asna klinicka stddia MF/SS,
jsou: muzské pohlavi, vék pacienta nad 60 let, dale pfitomnost plakti a folikulotropni varianty.
Rizikova skore jsou vypocitana sectenim neptiznivych prognostickych faktorti pfitomnych u

kazdého pacienta.
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Tabulka. 6 A. CLIPi pro ¢asné klinicka stadia (IA—IIA) MF/SS (Benton, Crichton et al.
2013)

0 Nizké 96% 93% 90% 85%
1 Stredni 87% 82% 76% 69%
2-3 Vysoké 74% 74% 49% 55%

Rizikové faktory, které byly vyhodnoceny jako vyznamné pro pozdni klinicka stddia MF/SS,
jsou: muzské pohlavi, v€k nad 60 let, klinické stddium B1/B2, stddium postizeni lymfatickych

uzlin N2/N3, ptitomnost visceralnich postizeni/ metastazy (M1).

Tabulka. 6 B. CLIPi pro pozdni klinické stadia (IIB-IVB) MF/SS (Benton, Crichton et al.
2013)

0 Nizké 63% 58% 53% 49%
1 Stfedni 38% 43% 20% 25%
2-3 Vysoké 22% 27% 15% 21%

1.2.6. Lécebné postupy

MEF/SS je chronické maligni onemocnéni, v pribéhu kterého se sttidaji obdobi recidiv a remisi
po tfadu let. Kausalni 1é¢ba CTCL zatim neexistuje a proto cilem terapie je dosazeni remise
onemocnéni s co nejdel$im trvanim, snaha o udrzeni kvality Zivota pacientd a prodlouzeni tzv.
»disease free” obdobi. Aktudlni lé¢ebné strategie se d€li na tzv. 1écbu cilenou na kazi (STD,
skin directed therapy) a na celkovou 1é€bu. Vybér z arsendlu dostupnych 1é¢iv zavisi na stadiu

a formé CTCL.

Lécba je zacilend na sniZeni zatéZe malignich T-buné¢k v CTCL pomoci imunoterapie, ktera
muiZze vést k obnoveni normalnéj$i imunitni funkce. Soubor nemalignich T-bunék, ktery je
ztracen u pokrocilého stadia onemocnéni, mize byt v casnych stadiich obnoven po eliminaci
maligniho klonu. Bylo prokazéano, Ze lécba interferonem, ECP a TSEB obnovuje urcitou
rovnovahu mezi TH1 a TH2 typy bunék, spolu s obnovou populaci dendritickych a NK bunék.
Je dulezité se obavat, ze tradicni chemoterapeutické rezimy, které jsou imunologické, mohou

oddalit imunitni rekonstituci ve srovnani s lécbou stimulujici imunitu. Novy typ lécby
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s vyuzitim strategii multimodality pro zvySeni protinddorové odpovédi pomoci
imunoterapeutik je pouzivan pro 1écbu vsech stadii CTCL. Multimodalni pfistup zahrnuje
aktivaci vice ramen imunitni odpovédi prostfednictvim pouziti ¢inidel k aktivaci DC, CD8+ a
NK-bun¢k (CD56+). Rustovy faktor pro granuocytarni fadu GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) mtize zvysit pocet dendritickych bun¢k, zatimco latky,
které zvySuji expresi a aktivaci CD40 (IFN-y, CD40 ligand, anti-CD40 protilatka) a TLR
ligandy (CpG-ODN; imidazochinoliny), vedou k produkci DC cytokinii a ke zvySeni jejich
aktivity proti malignim T-buitkdm. Cytokiny produkované DC a také exogenné podavané
cytokiny zvysuji proliferaci CD8+ T-bunék a ptipadné i NK-bunécnou cytolytickou aktivitu
proti nadorovym buinikdm. Proapoptotika, véetné bexarotenu, retinoidy, PUVA, fotoferéza,
lokalni chemoterapie, celkové ozéfeni elektronovym paprskem ktze (TSEB) a denileukin
diftitox, mohou pomoci pfi vyvoji protinadorové imunitni odpovédi, tim ze snizi celkovou zatéz

nadorovych bun¢k a nadorovych antigenti (Kim and Krueger 2015).

Lécebné rezimy pocatecni faze onemocnéni

Pacienti se skvrnami nebo plaky omezenymi na méné nez 10% povrchu kiize (onemocnéni T1)
maji tendenci vykazovat normdlni bunéénou imunitni odpovéd. Zde pouZzivand terapie
zaméiena na kiizi, jako superpotentni topické kortikosteroidy, lokdlni chemoterapie, lokalni
aplikace retinoidii, psoralen spolu s fototerapii ultrafialovym zatenim (PUVA), nebo radiacni
terapie elektronovym paprskem, které cili na vétSinu nadorové zatéze v kizi pfimou indukci
apopt6zy malignich T-bunék. Tyto reZimy jsou €asto dostacujici pro vymizeni nemoci. Topické
kortikosteroidy a PUVA snizuji pocet rezidentnich epidermalnich Langerhansovych bungk,
které stimuluji maligni T-buniky. V této fazi je systémova imunitni odpovéd neporusena a spolu
s dalsimi faktory mize prispivat k omezeni vyvoje nemoci tak, aby nepiesahovala kizi. Pridani
syst¢émového imunomodulatoru, jako je rekombinantni IFN-o nebo retinoid bexaroten
(Targretin), obvykle vede k lepsi klinické odpovédi (Zhang and Duvic 2003), (McGinnis,
Shapiro et al. 2003).

U pacientil, u nichZz dosud nebylo detekovano postiZzeni periferni krve, ale ktefi vykazuji
rozsahlé infiltrované kozZni plaky, vedou kombinované terapeutické pfistupy k lepSim
vysledkiim. IFN-a je produktem vrozené imunitni odpovédi DC bunék a jevi se jako jeden z
nejaktivnéjsich biologickych latek pouzivanych pii 1écbé€ MF/SS. Jak je uvedeno vyse, 1é¢ba
PUVA v kombinaci s podavanim IFN-a mize vést k lepsi klinické odpovédi nez pouziti

samotného PUVA. Ne¢kolik studii ukéazalo, ze kombinace IFN-a s peroralnimi retinoidy, vetné
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bexarotenu nebo kyseliny retinové, miize vyvolat rychlejsi odpovéd’ u pacientl s rozsahlymi

koznimi 1ézemi (Knobler, Trautinger et al. 1991).

IFN-a indukuje fadu imunologickych ucinkt, které mohou vést k vymizeni nemoci. IFN-a
piimo zvysSuje bunécné zprostiedkovanou cytotoxicitu jak CD8+ T-bunék, tak NK-bunék.
IFN-a také potlacuje produkci cytokini malignimi TH2 bunkami, coz mize vést ke zvySeni

protinadorové imunitni odpovédi (Wysocka, Benoit et al. 2004).

Bexaroten, sloucenina specificka pro retinoidni receptor X (RXR), ma cenné imunomodulaéni
ucinky, které jsou aplikovatelné pii 1écbeé MF/SS. Bexaroten mé schopnost indukovat apoptozu
v populaci malignich T-bun¢k. Pfi vysokych davkach peroralniho bexarotenu v monoterapii
byla mira 1écebnych odpovédi u pacientt s MF / SS téméf 50%. Budgin (2005) ve své praci
prokazal, ze i kdyz maligni bunky u vétSiny pacientd SS jsou citlivé na apoptotické ucinky
bexarotenu, pfiblizné jedna tietina pacientli vykazuje vyznamnou rezistenci na apoptézu a na
tento 1écebny rezim (Budgin, Richardson et al. 2005). Bexaroten méa schopnost inhibovat
produkci IL-4 a ptipadné i jinych TH2 cytokinl u pacientti s SS. Na rozdil od bexarotenu mohou
mit retinoidy specifické pro receptor retinové kyseliny (RAR) potenciacni t¢inky na imunitu.
Latky jako jsou kyselina all- frans- retinova a kyselina 13- cis- retinovd vykazuje schopnost
indukovat produkci IFN-y a jejich u¢inek se zvySuje po pfidani nizké koncentrace IL-2 (Kim,

Hess et al. 2005).
Lécba pokrocilych stadii

Ve vyrazném kontrastu v porovnani s pacienty v casnych MF se u pacientd s pokro¢ilym MF /
SS projevuji abnormality prakticky v kazdé sloZce protinadorové imunitni odpovédi (CD8+ T-
buiiky, NK- buiiky a DC). V pozd¢jsich stadiich MF / SS je proto zapotiebi agresivnéjsi terapie,
aby se adekvatné¢ nastolila reakce hostitele. Objevuji se diikazy, ze u pokroc¢ilého onemocnéni
multimodalni imunoterapie s pouzitim biologickych latek mtze vyvolat klinickou odpovéd’,
ktera je trvald a dostatecnd k eradikaci maligniho klonu. Hlavni slozkou strategie eliminace
populace malignich T-bunék je zde pouziti latek, které mohou indukovat apoptdzu téchto bunek
a soucasn¢ zvySovat schopnost hostitele generovat silnou cytotoxickou odpoveéd’. U pacientt s
cirkulujicimi malignimi T-bunikami miZe extrakorporalni fotoferéza (ECP) a modifikace ECP,
zvana transimunizace, vést k masivni apoptdze bunck v periferni krvi a indukcei diferenciaci
monocytl na DC, které jsou schopné fagocytovat a zpracovavat antigeny apoptotickych

nadorovych bun¢k. Opakované cykly ECP po dobu 2 po sob¢ jdoucich dnti, kazdé 3 az 4 tydny,
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mohou byt dostatecné k vyvolani kompletni klinické odpovédi u SS (Girardi, Schechner et al.

2002).

Dobré¢ vysledky byly prokazany pii kombinaci ECP s podavanim imunitnich adjuvans jako
IFN-a a bexaroten. Také podavani GM-CSF po kazdém oSetieni ECP zlepsilo funkci APC.
Podani 125 pg GM-CSF ve 2 po sobé jdoucich dnech vedlo k vyznamnému zvyseni poctu
cirkulujicich DC ve srovnani s po¢ty DC u pacientt s SS 1é¢enych pouze ECP. (Wysocka, Zaki
et al. 2002).

Krom¢ IFN-a se pouzivaji dals§i postupy ke zvySeni efektorové protinddorové
imunity. Napfiklad, rekombinantni IFN-y ma vyznamny potenciél pro 1écbu MF/SS a je 1épe
snasen nez IFN-a, zejména u starSich osob, které pii IFN-a terapii maji Casté kognitivni
dysfunkce a vyraznou unavou. Kromé¢ aktivace cytotoxickych lymfocytt a DC s produkci IL-
12, potlacuje IFN-y u pacientd s MF / SS nadmérnou produkci TH2 lymfocytl a zvySuje expresi
CD40. V nékolika ptipadech pfidani IFN-y k multimodalnimu rezimu, ktery zahrnoval

fotoferézu a bexaroten, vedlo k trvalé kompletni klinické remisi (Shapiro, Rook et al. 2002).

Stanoveni diagnézy CTCL, stadia nemoci, stratifikaci rizika a vybér vhodné terapie vyzaduje
multidisciplinarni pfistup. I kdyZ Ize dosahnout vysoké miry terapeutické odpoveédi pomoci
systémové chemoterapii, tyto odpovédi jsou Casto kratkodobé a jsou spojeny se znacnou
toxicitou. Jelikoz 1écba pokrocilého stadia MF/SS je do znané miry paliativni, je
uptednostiiovan 1écebny pfistup, ktery vyuziva agresivnéjsich terapii eskalovanym zplisobem.
Ucast pacientii v klinickych studiich je celkem vhodnd, protoze zavadéni novych lé¢ebnych

latek bude rozSifovat terapeutické moZznosti pii lécbé CTCL (Wilcox 2016).

2. Podklady pro formulovani hypotézy

Kozni T-bunécny lymfom predstavuje heterogenni skupinu potencialné devastujicich koznich
malignit. Pfes desetileti intenzivniho vyzkumu neni patogeneze stale tplné objasnéna. V ranych
stadiich je klinicka i1 histopatologicka diagnéza casto obtizna kvili schopnosti CTCL se
,maskovat“ za benigni kozni zanétlivé dermatozy. Vzhledem k nedostatku spolehlivych
biomarkert je také obtizné piedvidat prabeh choroby, odpovéd na terapii nebo stupen

progrese. Potencial vyuziti miRNA v roli diagnostickych a prognostickych biomarkeri se jevi
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jako velice slibny. Profily miRNA v CTCL byly rozsahle studovany a velké mnozstvi studii
uvadélo jejich deregulovanou expresi.

Ve studii nizozemské skupiny (van Kester, Ballabio et al. 2011) byl ur¢en kompletni spektrum
exprese miRNA tzv. miRnom pro mycosis fungoides z koznich biopsii od 19 pacienti v
nadorovém stadiu MF a 12 pacientii s benignimi zanétlivymi dermatézami (ekzém a psoriaza).
Bylo identifikovano 49 miRNA, které byly odlisné exprimovany, nejvyznamnéjsi diferencialné
up-regulované miRNA byly: miRNA-92a, miRNA-93 a miRNA-155. Tato zprava byla prvni,
ktera popisovala profil miRNA nadorového stadia MF.

Hned na to skupina dadnskych imunologi (Raltkiaer, Hagedorn et al. 2011) zvetejnila vysledky
prace, kde autofi studovali hladiny exprese miRNA u 198 pacientd s CTCL, perifernim T-
bunénym lymfomem (PTL) a benignimi koznimi onemocnénimi (psoridza a dermatitida).
Vysledkem prace byla definice modelu tzv. klasifikatoru, ktery byl zaloZzen na hladinach
exprese miR-155, miR-203 a miR-205 diagnostickych vzorkit MF z koznich biopsii a odliSoval

CTCL od benignich koznich onemocnéni s vysokou specificitou a citlivosti.

Vyzkum danskych imunologl pokracoval (Ralfkiaer, Lindahl et al. 2014) ve studiu expresi
mikroRNA u pacientli s ¢asnou a pokrocilej§i MF ve vztahu k benignim dermatdézdm. miRNA,
které odliSovaly ¢asné MF od benignich 1ézi, zahrnovaly jak jiz dfive zkoumané (ve studii
zroku 2011) down-regulované miR-203, miR-205, tak 1 nové zjiSténé up-regulované miR-
146a, 146b-5p, let-7 a miR-342-3p. Pii porovnani ¢asnych MF s pokrocilejsimi CTCL byly
vyznamn¢ nadprodukovany miRNA, které jsou soucésti onkogennich klastrit miR-17-92, 106b-
25 a 106-363. U 16 pacientl s progresivnim onemocnénim bylo nalezeno celkem 72 miRNA,
které byly odliSné exprimované, naptiklad nékteré z nich: miR-16, miR-21, miR-92a, miR-93,
miR-142-3p a miR-106a. Nasledné se ukazalo, ze ¢asné MF a reaktivni dermatozy vykazuji

velmi odliSné miRNA profily i ptes jejich klinické, histologické a imunologické podobnosti.

Ve studii ze Spanélska (Manso, Martinez-Magunacelaya et al. 2018) vyzkumnici rozlisili ¢asny
mycosis fungoides od zanétlivé dermatitidy. Bylo ukézano, Ze mezi témito onemocnéni bylo
deregulovano celkem 114 miRNA. Nejvice odlisSn€ exprimovany mezi nadorovymi a
zanétlivymi stavy byly miRNA-26a, miRNA-222, miRNA-181a, -146a. Dv¢ z téchto miRNA
(miRNA-181a a miRNA-146a) byly vyznamné deregulovany mezi ¢asnymi a pokrocilymi
stadii MF. Bioinformaticka analyza ukazala, Ze obéma témito miRNA je regulovana exprese
FOXP3, transkripéni faktor, ktery zdsadné ovliviiuje patogenezi MF a pfispiva ke sniZeni
imunitni odpovédi na kancerogenezi. V nésledném experimentu bylo potvrzeno, ze pii

nadmérné expresi obou miRNA v buiikdch CTCL se snizila exprese FOXP3. Data uvedend ve
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studii ukazuji, Ze analyza expresi souboru miRNA (miRNA-26a, miRNA-222, miRNA-181a

a miRNA-146a) by mohla byt dostatecna k rozliSeni nddorti od reaktivnich zanét.

Kromé pouziti miRNA jako diagnostického nastroje v CTCL, miRNA mohou byt potencialné
vyuzivany i jako markery prognostické. To ma klicovy klinicky vyznam, protoze je obtizné
predvidat, u kterych pacienti CTCL je vétsi riziko progrese onemocnéni s nutnosti aplikovat
agresivnéjsi terapie. Ve studii Lindahl (2018), byla zkoumana velka skupina pacienti s MF s
cilem identifikovat prognosticky model zalozeny na miRNA. Tento model, ktery se sklada z
miR-106b-5p, miR-148a-3p a miR-338-3p, jiz v dobé diagnozy uspésné urcil pacienty s
vysokym rizikem onemocnéni a se zkracenim doby celkového preziti. (Lindahl, Besenbacher
et al. 2018). Navic, mohou profily ur¢itych miRNA piedem predikovat odpovéd’ na terapii.
Studie McGirt (2015) uvadi, Ze u pacienti s MF, u kterych doslo po extrakorporélni fotoferéze
ke zvySeni hladin miR-223, miR-191 a miR-342, byla po dobu 6—12 mésicti od prob¢hlé terapii
prizniva klinickd odpovéd’ (McGirt, Baerenwald et al. 2015). Také se ukazalo se, ze signalni
drédha MY C—mirR-125b reguluje citlivost nadorovych buné¢k CTCL. Vysoka exprese miR-125b
zvysila bunéénou rezistenci na 1é€ivo a tim urychlila rist nadoru (Manfe, Biskup et al. 2013).
Na obrazku 5. ukdzany miRNA, které mohou byt vyuzité jako diagnostické a prognostické
markery pro CTCL.

Vyber modelu miRNA pro diagnostiku CTCL

Bylo provedeno mnoho studii s miRNA ve snaze nalézt optimalni diagnosticky nastroj pro
CTCL, jejich vysledky jsou vSak heterogenni a kazda z nich oznacuje jiné soubory miRNA.

Rozhodli jsme se vénovat vyzkumu souboru miRNA, ktery by byl vhodny pro diagnostiku a
predikci rizika CTCL. Ze vSech dostupnych studii 0 miRNA jsme vybrali vyzkum danské
skupiny (Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011). V dané studii autofi na velkém souboru vzorkl
koznich biopsii od pacienti s MF, SS a benignich dermat6z zkoumali aberantni expresi celkem
668 miRNA. Ve vysledku studii byl vypracovan klasifikator miRNA, ktery s velkou jistotou

odlisil maligni kozni onemocnéni od benigni dermatdzy.

Obrazek 5. Deregulace miRNA u CTCL. Prezvzato z (Gluud, Willerslev-Olsen et al. 2020).
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Na obrazku 5 v Sipkach smérujici nahoru jsou uvedeny up-regulované miRNA, které mohou
byt vyuzité v diagnostice (jako diagnostické miRNA); jako diferencialni pro rozliseni mezi
riznymi varianty CTCL; miRNA pro monitoraci a odhad rizika progrese; miRNA pro
monitoraci odpovédi na terapii. Sipky smérujici dolu oznaduji miRNA se snizenou expresi,
které mohou byt pouZité ve stejnych diagnostickych a prognostickych modelech.

miR-338-3p
miR-148-3p

V nasi studii jsme pouzili model stejnych miRNA (tj. miRNA-155, miRNA-203, miRNA-205),
ktery navic byl rozsiten o dopliiujici miRNA, ndpomocné v diferencialni diagnostice a predikci
rizika. Ze vSech nabizenych v reSerSni praci miRNA jsme se rozhodli o pfidani k modelu
miRNA-223 a miRNA-22.

Velkym ptinosem vyzkumu méla byt pouzitelnost modelu expresi miRNA na vzorcich periferni
krve. Zde jsme predpokladali, ze ziskani expresnich profili miRNA z CastéjSich odbért
periferni krve bude mit pro pacienta s koZznim lymfomem mensi zatéZz a vétsi diagnostickou

hodnotu.

Role vybranych miRNA-155, miRNA-203, miRNA-205, miRNA-223 a miRNA-22 v patogenezi CTCL

miR-155 je dulezity pro podporu proliferace a progrese nadoru. Bylo prokézano, Ze miR-155
je vyznamné upregulovan v T-bunkach v pozdéjsich stadiich CTCL ve srovnani s lymfocyty v
ranych stadiich onemocnéni (Moyal, Barzilai et al. 2013). Funkén€ miR-155 cili na organizaci
chromatinu a na transkripéni faktor SATB1 (specidlni AT-vazici protein 1), jehoz inhibice
podporuje proliferaci malignich T-buné¢k, indukuje expresi TH2 cytokind IL-5 a IL-9, které se
podileji na patogenezi CTCL jako riistové a zanétlivé faktory (Fredholm, Willerslev-Olsen et
al. 2018). V malignich T-buiikach je zvySena aberantni aktivace STATS, ktera zvysuje expresi
genu BIC pro miRNA-155, coz vysledné usnadiiuje proliferaci v malignich T-buiikach (Kopp,
Ralfkiaer et al. 2013). Na rozdil od toho transkripéni faktor STAT4, kriticky pro diferenciaci
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na fenotyp TH1, je v CTCL downregulovan (Litvinov, Cordeiro et al. 2014). Ztrata STAT4 je
spojena s piechodem na prevladajici TH2 fenotyp T-bun€k s indukeci zanétlivych cytokinli a
naslednou podporou zanétlivého mikroprostifedi podporujiciho nddor. Knockdown miR-155
v my$im modelu zvysil expresi STAT4 malignich T-bunck, coz ukazuje, Ze exprese STAT4 je
alespon Castecné fizena miR-155 (Netchiporouk, Litvinov et al. 2014). miRNA-155 tedy mtze
hrat klic¢ovou roli pii pfechodu z THI do TH2-dominantniho prostiedi ¢asto pozorovaného u
MF béhem progrese onemocnéni. Krom¢ potlacovani SATB1 a STAT4 v CTCL, miR-155
reguluje vice signalnich drah potencidlné dulezitych pro maligni transformaci. miR-155 se
zamétuje na nckolik genti kddujicich nadorové supresory a induktory apoptozy jako

jsou PDCD4, JARID2, ARID2, ZNF652 a SMAD5 (Wu, Duan et al. 2020).

Tp53 a izoforma p63 reguluji transkripci miRNA-205, ¢imZ se podileji na kontrole procesu
epitelialné-mezenchymalniho ptechodu (EMT), pfi kterém epitelidlni bunky ztraceji svoji
polaritu a adhezi, a ziskavaji migracni a invazivni vlastnosti (Tran, Choi et al. 2013). Snizeni
exprese miRNA-205 v CTCL tkanich je moznou znamkou aktivity maligniho procesu, zvySeni

jeho invazivity a tedy celkové progrese onemocnéni.

Cilem miRNA-203 je supresor cytokinové signalizace 3 (SOCS-3), ktery se ucastni zanétlivych
odpovédi a funkci keratinocyti. Tato miRNA je Casto aberantné exprimovana jak u benignich
zangtlivych dermatdz, tak 1 malignich zmén na kizi (Sonkoly, Wei et al. 2007), (Ralfkiaer,
Hagedorn et al. 2011). Exprese této tkanové specifické miRNA je v CTCL sniZend a je
moznym markerem poruchy normalni funkce epidermalnich bun€k s podporou zanétlivych a
malignich koZnich zmén.

Kromé toho v CTCL mohou hrat roli dal$si miRNA, véetn€ miRNA-22 a miRNA-223, jejich
inhibice umoznuje vysokou expresi kritickych transkripénich faktorti vcetné GATA3 a
protoonkogenti, jako je E2F1 (E2F Transcription Factor 1) a MYC, spolecné piispivajicich k
patogenezi a progrese CTCL (McGirt, Adams et al. 2014). Exprese miRNA-22 u CTCL snizena
pfes STAT signalni drdhu, jeji tloha v patogenezi onemocnéni tkvi v absenci potlaovaci

aktivity na MYC (Sibbesen, Kopp et al. 2015).

Role cirkulujicich miRNA

Na rozdil od popsané funkce bunééné miRNA, funkce miRNA v extracelularnim prostiedi
zustava ponékud nejasnd. Predpoklada se, ze aktivni vyména miRNA mezi bunkami pies
exozomy muze mit vyznamnou funkci v komunikaci na dlouhou vzdélenost. Prvni zprava

popisujici tuto roli cirkulujicich miRNA ukazala, Ze mikrovezikuly embryonalnich kmenovych
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bun¢k mohou ptenaset nékteré miRNA do mysich embryonalnich fibroblasta in vitro (Yuan,
Farber et al. 2009). Od té doby piineslo n¢kolik studii ditkazy o transportu miRNA mezi
riznymi typy bunck. Naptiklad (Umezu, Ohyashiki et al. 2013) ukézal exozomalni pienos miR-
92a ziskaného z leukemické bunécné linii K562 na endotelidlni lidské buinky (HUVEC), coz
vedlo k vyznamnému potlacovani exprese /TGAS5 (gen pro integrin a5), ktery je cilovym genem
pro miR-92a.

Vétsina extracelularnich miRNA je pravdépodobné vazané v komplexech Ago2-miRNA, které
mohou byt vedlejsi produkty bunék, jenz zlstavaji v extracelularnim prostoru kviili vysoké
stabilité proteinu Ago2 a komplexu Ago2-miRNA (Turchinovich, Weiz et al. 2011).

V posledni dobé se Cetné studie zamé&fily na profilovani cirkulujicich miRNA pfii riznych
patologickych stavech (Chen, Ba et al. 2008), (Lawrie, Shilling et al. 2009). Zam¢fili se na
identifikaci novych biomarkert pro diagnostiku a klasifikaci onemocnéni a sledovani stavu
progrese. Predpokladalo se, ze specifické biomarkery souvisejici s onemocnénimi, véetné
miRNA, mohou byt transportovany z chorobou postizené tkané do krevniho ob&hu. Méfeni
hladiny cirkulujicich miRNA v krvi by mohlo byt uspésné€ aplikované v diagnostice, zejména

v ptipadech, kdy je zddouci pouziti méné-invazivnich metod.

3. Hypotéza a cile disertacni prace

MikroRNA jsou specifické molekuly RNA, které vyznamné zasahuji do procest regulace,
vedoucich k naruseni diferenciacnich a proliferacnich bunécnych pochodli a mohou iniciovat
vznik nadort. Pro diagnostiku CTCL je pouzivana dosud nejrozsifené;$i metoda pribojnikové
biopsie ktize, klinovitd incise nebo excize kozniho postizeni. VySe uvedené studie, které se
zabyvaly vyzkumem miRNA v CTCL s definici riznych modell pro diagnostiku a predikci

rizika tohoto onemocnéni, vyuzivaly vzorky koznich biopsii.

Je znamo, Ze miRNA jsou velmi stabilni v riznych typech tkéni a jejich detekce je moZzna ne
jenom v chorobou postizené tkani, ale i krevnim ob&hu a to zejména proto, Ze miRNA
zachovava prostorovou strukturu neumoziujici St€épeni RNazami. Predpokladame, ze existuje
ucinny nastroj pro detekci onemocnéni CTCL s vyuzitim cirkulujicich miRNA v krevnim
vzorkli pacienta. Stanoveni expresnich hladin miRNA v kombinaci s klinickymi daty od
pacientli CTCL vcetné rizikové skupiny a lécebné strategii, miiZze nejen odlisit maligni vzorky
od kontrolnich, ale i byt ndpomocné v objasnéni patofyziologického mechanizmu tohoto

onemocnéni.
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3.1. Hypotéza

Budeme ovétovat hypotézu, ze v periferni krvi pacientii s CTCL cirkuluji specifické
miRNA, jejich aberantni exprese v porovnani s kontrolnimi vzorky, odlisi maligni

lymfom od benignich diagnoz.

Ptredpokladame, Ze na rozdil od dosavadnich probéhlych studii, které vyuzivaly vzorky koznich
biopsii, cirkulujici miRNA v periferni krvi pacientt CTCL maji stejnou eventudlné

vyznamnéjs$i diagnostickou a prognostickou hodnotu.

3.2. Konkrétni cile navazujici na hypotézu

1. Identifikace miRNA ucastnicich se lymfo-kancerogenezi v oblasti klize.

2. Stanoveni hladin exprese vybranych miRNA ve vzorcich periferni krve pacientti s CTCL,

benignimi dermatézami a kontrolnich vzorki od zdravych darct.

3. Studium vzajemné interakce klinickych znaki CTCL a hladin exprese vybranych miRNA v

zavislosti na stadiu onemocnénti.

4. Statistické ovéfeni modelu exprese miRNA ve vzorcich CTCL.

4. Pacienti a metody

4.1.  Soubor pacientll a zdravych kontrol

V predkladaném projektu byly vyuZzity vzorky periferni krve (N=47) od kohorty pacientil s
mycosis fungoides a Sézaryho syndromem (diagnéza byla stanovena dle WHO/EORTC 2008)
a od pacientd s benignim onemocnénim klize (psoriaza, atopickd dermatitida) ve spolupraci s
1. interni klinikou — hematologie a Dermatovenerologickou klinikou VSeobecné fakultni
nemocnice (VFN) béhem obdobi 2012 — 2016. Vzorky byly zpracovany a skladovany formou
kryoprezervace na Ustavu patologické fyziologie 1. LF UK.
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Odbéry vzorkil od pacientl byly provedeny po podepsani informovaného souhlasu v souladu s
Helsinskou deklaraci a Etickou komisi VEN. Pro projekt byly vybrany vzorky od 10 pacientl
MF/SS (7x MF a 3x SS), muzi : Zeny 5:5, s vékovym primérem 68 let. Vzorky od kazdého
pacienta MF/SS byly odebrany 3-krat v prubéhu sledovani a 1écby, s primérnym intervalem

mezi vzorky 5 mésicti (od 2 do 14 mésicti).

Kontrolni skupinu tvofily opakované odbéry vzorkii krve od 6 pacientd s benignim
onemocnénim klize (atopicky ekzém a psoriaza), muzi : Zeny 4:2, s vékovym prumérem 57 let
a 5 vzorkll od zdravych dobrovolnikl (bez kozniho postizeni) s vékovym primérem 51 let. K
dokumentaci rozsahu 1¢ézi MF jsou poskytnuty fotografie (Obr. 6) se svolenim kazdého

pacienta.

Obrizek 6. Fotografie koZnich 1ézi u pacientii s mycosis fungoides ve studii.
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Kozni 1éze u pacientti s MF, lokalizace a velikost loziska (ID pacienta je uvedeno nahote kazdé
sady foto MF1 - MF7. Klinické stadium IA (pacient MF7) je charakterizovano ohrani¢enym
koznim postizenim (skvrny) v oblasti podbfisku a horni tfetiny pfedni stany stehna. Klinicky
stadium IB (pacienti MF1, MF2, MF3 a MF5) je charakterizovano riznymi typy koznich
postizeni: skvrny, plaky na vice nez 10% celkového kozniho povrchu se zménou pigmentu,
Supinaténim a krustovanim. Klinické stadium IIB (pacienti MF4 a MF6) je charakterizovano
tumory velikosti vice nez 1 cm a riznymi typy dalSich koznich postizeni jako skvrny a plaky,

navice mozné postizeni lymfatickych uzlin a krve.

V tabulce klinickych charakteristik pacientii s CTCL (Tabl. 7) jsou uvedeny nasledujici
parametry: Cislo pacienta véetné oznafeni diagnozy (MF, SS), doba pfeziti, typy probchlé
terapii, odpoveéd na lécbu a klinické stadium. ISCL/EORTC 2007 (International Society for
Cutaneous Lymphoma) rozdéluje klinickd stadia podle celkového ptrezivani na onemocnéni s
nizkym rizikem: stadia IA —II A vcetné (10-1éte ptezivani do 52%) a vysokym rizikem IIB —
IVB (10-1¢été ptezivani do 15%).

Tabulka 7. Klinické udaje o kohorté pacientii ve studii s T-bunéénymi lymfomy.

MF1 61 M MF IB 58 IFNo/ LD MTX CR
MF2 74 F MF IB 92 IFNa SD
MF3 66 F MF IB 179 IFNo/ LD MTX PR
MF4 82 M MF IIB 68 I[FNo/CLB/MTX/PRD SD
MF5 62 M MF IB 28 IFNa/LD MTX /CLB CR
MF6 61 M MF IIB 57 IFNa/LD MTX /CLB PR
MF7 70 F MF IA 23 lokalni terapie / UVB CR
SS1 72 F SS IIA 94 IFNa / BEXA / ECP PR
SS2 71 F SS IIA 40 IFNa/BEXA SD
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SS3 60 M SS ITA 44 IFNo / ECP CR

MF: Mycosis fungoides, SS: Sézary syndrom, IFNa: interferon alfa, LD MTX: nizka davka
methotrexatu, CLB: chlorambucil, MTX: methotrexat, PRD: prednizon, ECP: extrakorporalni
fotoferéza, BEXA: bexaroten, UVB: fototerapie, PR / CR: ¢astecna nebo kompletni remise, SD:

stabilni onemocnéni, OS: celkové pieziti (v mésicich) vypoctené od data diagnozy.

Metoda diferencialni diagnostiky spociva ve stanoveni exprese vybranych miRNA v krevnim
vzorku pacienta pomoci qRT-PCR, ktera dle pfedpokladu, je novym u€innym néstrojem pro

odliSeni CTCL od benignich onemocnéni kiize.

4.2. Zpracovani vzorkl, extrakce a kvantifikace mikroRNA

Z kazdého vzorku plasmy byla izolovana RNA za pouziti miRNeasy ® Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko). Reverzni transkripce byla provadéna pomoci vysokokapacitni cDNA
reverzni transkripéni soupravy doplnéné o miR-specifické primery (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Amplifikace byla provedena softwarem LightCycler verze 1.5.0.SP3 480
real-time PCR systém (Roche, Basel, Svycarsko) na 384jamkovych desti¢kach. Kvantitativni
polymerazova fetézova reakce probihala 45 cykli pfi 95°C po dobu 15 s a 60°C po dobu 1
minuty. Relativni exprese byla vypocitana z hodnot Cp miRNA (miR-155, miR-203, miR-205,
miR-223, miR-22) ve srovnani s kontrolnimi miR-103 a miR-423-5p, které jsou stabilné
exprimovany a proto byly pouzity jako normalizacni faktor. Vysledky byly porovnany s expresi

stejnych miRNA ze vzorki plazmy zdravych darct.

5. Hlavni vysledky
5.1.  Expresni zmény vybranych mikroRNA a jejich vyznam v diagnostice CTCL

Jako prvni krok sledovéani jsme pomoci qPCR ur€ili expresni hladiny miRNA-155, miRNA-
203, miRNA-205, miRNA-223 a miRNA-22 (spole¢né s referenénimi miRNA-103, miRNA-
423-5p) ve vzorcich plazmy pacientti s CTCL, pacientd s benignimi koznimi Iézemi (BKL) a

zdravych kontrol. Vysledna data expresnich hladin jsme hodnotili pomoci analyzy hlavnich
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komponent (PCA principal component analysis). Hlavni komponenty jsou vzajemné
ortogonalni vektory, které popisuji maximalni variaci v datové sad¢ tykajici se exprese miRNA.
Pozorovali jsme, ze vzorky CTCL se oddélily od BKL a zdravych kontrol. Na zaklad€ analyzy
PCA jsme popsali linii, kterd oddéluje vzorky CTCL od vzorkit BKL a kontrol. (Obr. 7.).

Vzorec pro tuto linii je nasledujici:

0,44 Cp (miR - 203) + 0,36 Cp (miR - 205) - 0,17 Cp (miR - 223) - 0,22 Cp (MiR - 103) +

+0,37 Cp (miR - 155) = -0,55

Analyza PCA ukézala, ze BKL jsou ve srovnani se zdravymi kontrolami vzdalené;jsi od CTCL,
coz lze ptipsat skutecnosti, ze BKL vykazovaly vyrazné snizenou expresi miR-155. Kromé¢ toho
dva vzorky SS oznafené Sipkami byly velmi blizko ke skupiné BKL. Pti detailni kontrole dat
bylo zji§téno, Ze tyto dva vzorky od pacienta SS3 byly odebrany v dob& kompletni remise, kdy
laboratorni a klinické pfiznaky onemocnéni nejvice odpovidaly BKL (viz také Obrazek 17,

pacient SS3).
Obrazek 7. PCA analyza expresniho profilu miRNA u pacienti s malignim onemocnénim
ktze, benignimi dermat6zami a zdravych kontrol.

0.44Cp(MiRygs) +0.36Cp(mMiRys) - 0.17Cp{MIRyz) - 0.22Cp(miRygs)- 0.37Cp(miRs5) = - 0.55

< o A Malign

PC 2 (18%)
0
|

Benign,Ctrl
T

-10 -5 0 5 10
PC 1 (46%)

Analyza hlavnich komponent (PCA) pomoci udajii o expresi miR-155, miR-203, miR-205,
miR-22, miR-223, miR-103 a miR423-5p u skupiny pacientll s malignim onemocnénim kiize
(Malign) a skupiny pacientll s benignimi dermatézami a zdravych kontrol (Benign, Ctrl).

Vzorec pro linii odd€lujici maligni vzorky od benignich je ukazan v horni ¢asti obrazku. Vzorky
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MF jsou oznaceny jako tmavy trojihelnik, vzorky SS jsou oznaceny jako Sedy obdélnik, vzorky
BKL jsou oznadeny jako prazdny trojuhelnik, kontrolni vzorky jsou ozna¢eny kiizkem. Sipky

oznacuji dva vzorky pacienta SS3 v kompletni remisi.

Pomoci expresnich profili vybranych 5-miRNA bylo 11 z 11 vzorkii od pacienti s BKL
klasifikovano jako benigni, zatimco 34 z 36 vzorkl od pacientli v riznych stadiich onemocnéni
CTCL bylo klasifikovano jako maligni. Specifita detekce CTCL vs. BKL pomoci miRNA v
plazmé byla 100% (interval spolehlivosti 71-100%, p= 0,001 s pouzitim pfesného binomického
testu)a senzitivita byla 94% (interval spolehlivosti 81-99%, p = 1,941 x 10%).

Pro dalsi pochopeni toho, které miRNA jsou vice signifikantni pro diferencidlni diagnostiku

pacientii s CTCL, jsme hodnotili expresi kazdé miRNA samostatné. (Obrazek 8).

Data ukazuji, ze primérné hladiny miRNA-155 byly vyznamné upregulovany jak u pacientti s
MF, tak i u SS ve srovnani s BKL a kontrolnimi vzorky. Odpovidajicim zplisobem byly

pramérné hladiny miRNA-203 a miRNA-205 vyznamné sniZeny.

V piipadé hladiny miR-223 nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi pacienty MF/SS a benignimi
koznimi onemocnénimi nebo zdravymi dobrovolniky. U miRNA-22, kterd by mohla hrat
klicovou roli v maligni transformaci koznich T-buné¢nych lymfomd, a jeji ucast ve zménach
expresi celého modelu se ocekavala, tak se zde také neukazaly signifikantni rozdily mezi

hladinami u vzorkl benignich a malignich onemocnéni.

V uvedenych vysledcich se potvrdila kli¢ova role onkogenni miRNA-155 v diagnostice CTCL.
Jeji vzajemné hodnoceni s tumorsupresorovymi miRNA-203 a miRNA-205 v plazmé pacientt
dovolilo oddélit maligni diagndzy od benignich. Tyto vysledky pfinesly oekavané zavery, ze
stanoveni hladin exprese vySe uvedenych miRNA z plazmy pacientt CTCL je pfesnym

nastrojem pro diagnostiku MF a SS.
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Obrazek 8. Exprese mikroRNA (miR-155, miR-203, miR-205, miR-223 a miR-22) v plasmé

pacientii MF/ SS a pacientd s benignim koznim onemocnénim a zdravych dobrovolniki.
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Expresni hladiny miR-155, miR-203, miR-205, miR-223, miR-22 ve vzorcich plazmy pacienti
s BKL (Benign N=11), MF (N=21), SS (N=9), Ctrl (N=6) v log2 métitku. Primér p-hodnot+
standartni odchylka (Kruskal-Wallis, * p = 0,05, ** p = 0,01, *** p =0,001).

V dal$im kroku hodnoceni jsme zkoumali Grovné exprese miRNA ve vztahu s klinickym
stadiem onemocnéni podle ISCL / EORTC pro MF a SS. (Obrdzek 9). Trendy zvySovani
exprese miR-155 a vzijemné snizovani exprese miR-203 a miR-205 jsou pozorovatelné ve
vysSich stadiich onemocnéni. To je zvlasté patrné mezi stadiem nizkého rizika IA (papuly a

plaky) a vyssiho rizika IIB (tumor >1cm a postizeni lymfatickych uzlin, periferni krve).

Hladiny miR-223 a miR-22 nebyly ve srovnani s kontrolami a BL vyrazn€ zménény a distribuce

jejich dat byla o néco heterogenné;si.

Dale jsme rozdélili vzorky pacientii podle terapeutické odpovédi. (Obr. 10). V ptipadé
odpoveédi na 1écbu s dosazenim parcialni (PR partial remission) nebo kompletni remise (CR
complet remission) pro kazdou diagnézu MF a SS. V ptipadé neptiznivé odpovédi na 1écbu
s progresi onemocnéni (PD progress disease) nebo beze zmény v klinickém stavu pacienta po
1écbé (SD stable disease). Zde jsme sledovali trend ve snizeni exprese miR-155 ve vzorcich
s terapeutickou odpovédi na 1écbu s dosazenim CR/PR jak u MF, tak i u SS. Silné signifikantni
rozdily v expresi byly zjiSteny u vzorkil mycosis fungoides a Sézaryho syndromu
s terapeutickou ne-odpovédi (tj. SD/PD) ve vztahu k benignim koznim 1ézim (BL). Stejné
sledovani v pfipadé hladin exprese bylo viditelné u miR-203 a -205. Signifikantni rozdily byly
zjistény ve vztahu mezi vzorky s benignimi koZznimi lézemi a vzorky s MF a SS. U vzorki s
terapeutickou odpovédi (PR/CR) byly hodnoty exprese o néco vyssi, tj. blizily se k hodnotam
benignich vzorkd nebo zdravych kontrol. Opét nebyly zaznamenany zadné trendy a

signifikantni rozdily pro miR-223 a miR-22. (Obrazek 10)

Expresni hladiny miRNA oddélily pacienty s CTCL ve srovnani s kontrolami a BKL a ukézalo
se, Ze pacienti se zvySenou nadorovou zaté€zi maji vyssi hladiny miR-155 a niz8i hladiny miR-
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203 a miR-205. Pti odpovédi na terapii maji hladiny miR-155, miR-203 a miR-205 tendenci se

normalizovat, coz se stalo predmétem naSich dalSich analyz.

Obrazek 9. Relativni exprese miRNA ve vzorcich MF, SS ve vztahu ke klinickému stadiu

onemocnéni (IA - IIIA).
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Expresni hladiny miRNA miR-155, miR-203, miR-205, miR-223, miR-22 mRNA v plazmé (v

log2 métitku) uvedené s ohledem na klinickd stddia. Zkratky: Ctrl, BL, MF, SS, SD, CR, PR,

PG jsou popsany v textu. Primér + standartni odchylka pfi pouziti jednosmérného testu

ANOVA Kruskal-Wallis. * p = 0,05, ** p = 0,01, *** p = 0,001.

Obrazek 10. Relativni exprese miRNA ve vzorcich MF, SS ve vztahu k terapeutické odpovédi

na lécbu.
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Hladiny miRNA v plazmé a klinicky stav pacienti CTCL. Hladiny miRNA (v log2 mé&fitku)
uvedené s ohledem na terapeutickou odpovéd’; Ctrl: zdrava kontrola, zkratky: BL, MF, SS, SD,
CR, PR nebo PG jsou popsany v textu. Primér + standartni odchylka pii pouziti jednosmérného

testu ANOVA Kruskal-Wallis. * p = 0,05, ** p = 0,01, *** p =0,001.
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5.2.  Jednotlivé mikroRNA v prognostice CTCL

Pomoci multivariacni ordinalni logistické regresni analyzy jsme vyhodnotili hladiny miRNA v
plazmé CTCL ve vztahu k pfinosu 1écby. Hodnoceni zahrnovalo potradi stupné terapeutické
odpovédi od tplné remise CR, pies ¢astecnou remisi PR, stabilni onemocnéni SD a nakonec
k progresi PD (CR <PR <SD <PG), nalezitost ke klinickému stadiu od nizkého rizika k vy$simu
(IA <IB <IIA <IIB <IITA), velikost nadoru dle TNMB klasifikace (T1 <T2 <T3 <T4) a
diferencialni diagnostika mezi zdravymi kontrolami, benignimi 1ézemi BL a CTCL (Ctrl
<BL<CTCL). Vysledky p-hodnoty shrnuté v tabulce 8 ukazuji, Ze miR-155 a miR-203
vyznamné ovliviluji pfisluSnost ke kazdému ze cEtyf hodnoceni, zatimco miR-205 je
signifikantn¢ asociovana pouze s terapeutickou odpovédi. Ostatni miRNA (miR-223, miR-22)
nebo jiné rutinné stanovené parametry v plazmé (LDH, p2-mikroglobulin, neni ukdzano)

nemély vliv na ptislusnost k zddnému z hodnoceni.

Tabulka 8. p-hodnoty, vliv urovné exprese miRNA na pravdépodobnost progrese CTCL

Odpovéd’ na 1écbu 0,00022 0,01758 0,00070 0,12323 0,08071
Klinicka stadia 0,00404 0,00029 0,5580 0,5714 0,4340
Tumor 0,0042 0,0004 0,7792 0,2813 0,8939
Diagnoza 0,0332 0,0034 0,234 0,684 0,071

p-hodnoty stanovené pomoci testu poméru pravdépodobnosti z multivariacni ordindlni
logistické regrese mezi hladinami miR a ¢tyfmi rliznymi pofadimi hodnoceni (odpovéd’ na

1é¢bu, nalezitost ke klinickému stadiu, velikost tumoru a diagndza).

Data jsou také graficky uvedena na obrazku 11, kde soucasné zvySeni hladiny miR-155 a
sniZeni hladiny miR-203 a miR-205 zvySuji pravdépodobnost, Ze vzorek patii do kategorie ne-
odpovédi na 1écbu (tj. SD a PD). Lze tedy fici, Zze zatimco narast miR-155 naznacuje vyssi
pravdépodobnost progrese onemocnéni, zvySeni exprese miR-203 nebo miR-205 tuto

pravdépodobnost snizuji.
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Obrazek 11. Piedpoklad pravdépodobnosti urcité terapeutické odpovédi na zaklade arovné

exprese vybranych miRNA
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Na obrazku 11 je graficky vyjadiena predpokladana pravdépodobnost, Ze pacient/vzorek bude
mit konkrétni terapeutickou odpovéd’ (CR, PR, SD, PG) nebo patiit k BL a zdravé kontrole.
Regresni model obsahuje zmény tfi miRNA: miR-155, miR-203 a miR-205, které byly
vyznamné s ohledem na p-hodnoty. Na ose X jsou znazornény zvySujici se logaritmované
(log2) hladiny relativni exprese miR-155. Na ose Y (vlevo) je oznafena troven
pravdépodobnosti (od 0 do 1,0). Kazdy graf je oznacen urcitou expresni hodnotou pro miR-203
(0,1 vs. 1,0) amiR-205 (0,5 vs. 1,0). Pfi zvySené hladiné miR-203 (1,0) a miR-205 (1,0) — graf
dole vpravo, je nejvétsi pravdépodobnost, ze vzorek bude patfit ke kohort¢ BL+Contr, za
podminky Ze hladina miR-155 bude od 0 do 1,0. Dalsi zvySeni hladiny miR-155 od 1,0 pies 1,5
do 2,0 predikuje pravdépodobnost, Ze vzorek bude naleZzet k CTCL kohort€ se sniZujici se

odpovédi na terapii: od CR, ptes PR, SD k PD.

Stejnd graficka analyza s ohledem na p-hodnoty, byla provedena pro pravdépodobnost
naleZitosti k urcité diagndze, znazornéna na obrazku 12. Kde vysoké hladiny miR-155 a nizsi

hladiny miR-203 predikuji, Ze vzorek patii do skupiny malignich koZnich onemocnéni.
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Obrazek 12. Piedpokladana pravdépodobnost piislusnosti k urcité diagnoze na zaklad¢

urovné exprese miRNA
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Na obrazku 12 je graficky znazornéné piedpokladana pravdépodobnost, ze pacient je zdravy,
nebo patii do skupiny benignich nebo malignich koZnich onemocnéni na zaklad¢ logistického
regresniho modelu, ktery ukazuje zmény hladin miRNA: miR-155 a miR-203 s ohledem na p-
hodnoty. Na ose X jsou znazornény zvysujici se logaritmované (log2) hladiny relativni exprese
pro miR-155 (grafy nahote) a pro miR-203 (grafy dole). Na ose Y je oznafena uroven
pravdépodobnosti (od 0 do 1,0). Kazdy graf je oznacen urcitou expresni hodnotou pro miR-203

(0,1 vs. 1,0) a miR-155 (0,5 vs. 1,5).

V hornim panelu grafii zvyseni miR-155 na ose X zvySuje pravdépodobnost, Ze vzorek patii do
kategorie CTCL, pozorované na dvou trovnich pro miR-203 (0,1 vs. 1,0). Spodni panel:
odpovidajicim zplisobem pii zvySeni expresnich hladin pro miR-203 na ose X, se snizuje
pravdépodobnost piislusnosti k diagnéze CTCL, pozorované na dvou trovnich hladin pro miR-

155 (0,5 vs. 1,5).
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Obrazek 13. Predpoklad pravdépodobnosti urcitého klinického stadia CTCL na zéklade
exprese miR-155 a miR-203
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Na obrazku 13 je graficky znazornéna piedpoklddana pravdépodobnost, ze pacient je zdravy
a/nebo nalezi ke skupiné s benignim onemocnénim; nebo nalezi k jednomu z klinickych stadii
maligniho onemocnéni (IA — IITA dle klinické klasifikace, viz tabl. 5). Na zékladé logistického
regresniho modelu jsou ukazany zmény hladin 2 miRNA: miR-155 a miR-203 s ohledem na p-
hodnoty. Na ose X jsou zndzornény zvysujici se logaritmované (log2) hladiny relativni exprese
pro miR-203 (grafy nahofe) a pro miR-155 (grafy dole). Na ose Y je oznaCena uroven
pravdépodobnosti (od 0 do 1,0).

V hornim panelu grafii pro rizné hladiny miR-155 (0.5 vs. 1.0 vs. 1.5) pfi zvySeni miR-203 na
ose X, se zvySuje pravdépodobnost, ze vzorek patii do kategorie BL+Ctrl. Spodni panel:
odpovidajicim zplisobem pii zvySeni hladin pro miR-155 na ose X se snizuje pravdépodobnost

piislusnosti ke kohort¢ zdravych kontrol a benignich 1ézi.
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Obrazek 14. Predpoklad pravdépodobnosti rozsahu tumoru na zakladé trovné exprese miR-

155 amiR- 203
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Ptedpokladand pravdépodobnost rozsahu tumoru dle TNMB klasifikace pro CTCL na zékladé
logistického regresniho modelu, ktery ukazuje zmény hladin 2 miRNA: miR-155 a miR-203 s
ohledem na vysledné p-hodnoty. Na ose X jsou znazornény zvysujici se logaritmované (log2)
hladiny relativni exprese pro miR-155 (grafy nahote) a pro miR-203 (grafy dole). Na ose Y je

oznacena urovein pravdépodobnosti (od 0 do 1,0).

V hornim panelu grafi zvySeni miR-155 na ose X pfi riznych hladinach miR-203 (0.1 vs. 0.5
vs. 1.0), snizuje se pravdépodobnost, ze vzorek bude patfit ke kohorté zdravych kontrol nebo
benignich koznich 1ézi, a tedy se zvySuje pravdépodobnost, Ze vzorek bude patfit k horsi
kategorii rozsahu tumoru. Spodni panel: odpovidajicim zplisobem pii zvySeni hladin pro miR-
203 na ose X zvySuje pravdépodobnost ptislusnosti ke kohorté zdravych kontrol a benignich

1ézi.

Regresni analyza ukazala vedouci role miR-155 a jeji patofyziologicky vyznam jako
onkogenniho Cinitele. ZvySena exprese miR-155 v sadé€ pacientskych vzorki vZzdy asociovala
s maligni diagn6zou, horsim klinickym stadiem, horsi prognézou v odpovédi na 1é€bu a vétsi
nadorovou zatézi. Je zajimavé, Ze se také potvrdila role jak miR-203, tak miR-205 jako
tumorsupresorovych miRNA. miRNA-203 je tkané-specifickd a snizeni exprese této miRNA je

znamkou zhorSujiciho klinického stavu pacientli s koZnim onemocnénim. Patofyziologicky
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mechanizmus miRNA-205 je spojen s procesem kontroly EMT, kde snizeni exprese miRNA-
205 ukazuje na aktivaci procesu invazivity a tim i progresi CTCL. Proto v regresni analyze
hladiny expresemiRNA-205 byly signifikantni jen v piipad¢ hodnoceni progresi a odpovédi na

1é¢bu.

5.3.  Exprese onkogennich mikroRNA v plasmé kazdého pacienta v priibéhu
sledovani

Z ptedchozich analyz vyplynulo, Ze vyznamnou roli v diagnostice a prognostice onemocnéni
CTCL z vybranych miRNA hraji jen miRNA-155, miRNA-203 a miRNA-205. Proto jsme
vyuzili vzorec na vypocet ,,Sample skoré* od autort Ralfkiaer a kol., ktefi se ve svém ¢lanku
zroku 2011 zabyvali stejnou otazkou, ale na vzorcich tkdné od pacientit MF a SS ziskanych
pritbojnikovou biopsii, ktery s 95% specifitou odlisil benigni od malignich onemocnéni

(Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011)

mir203 mir205

S = Cpmirl55—-Cp

Vzorec porovnava korelaci mezi expresi onkomiRu-155 a supresorovych miR-203 a miR-205.

»dample skoré® (hodnota S ve vzorci) vypocitany pro kazdy vzorek plasmy znaSi sady
pacientit CTCL (N=30), od BKL a kontrol (N=17) ukazal, ze distribuce hodnoty S rozd¢lila
vzorky na dvé skupiny (Obr. 15), kde jedna skupina obsahovala vzorky pacienti MF/SS a druha
skupina - vzorky pacientl s benignim koznim onemocnénim a se zdravymi kontrolnimi vzorky.
Oddélujici hranice na zéklad€¢ sample skoré byla rovna -6 (,,cut-off*). ,,Sample skoré* pro
median hodnot expresi mikroRNA ze vSech tii vzorkl od kazdého pacienta ukézal stejny trend

rozdéleni pacientll s malignim a benignim onemocnénim.

Vzhledem k tomu, Ze u nemocnych MF/SS exprese miR-203 a miR-205 je signifikantné sniZzena
(Obr. 8) a expresse miR-155 je u téchto nemocnych zvysena, ,,Sample skore (které se pocita
z vyslednych Cp hodnot qPCR reakce) u pacientli s malignim onemocnénim bylo vice negativni
v porovnani se ,,Sample skore” benignich koznich onemocnéni. V kohorté 46 vzorkl od
pacientu MF/SS a kontrolni skupiny, byl zji§tén nastroj na bazi expresnich hodnot qRT-PCR
miRNA analyzy (miR-155, miR-203 a miR-205), ktery odliSuje benigni kozni 1éze od
maligniho onemocnéni CTCL. Dilezité je, ze skoro vSichni pacienti MF byli klasifikovani jako
maligni nezavisle na stupni onemocnéni. Pouze jeden pacient s diagnézou SS3, jak uz i1 bylo
diive ukdzano, se v ptipadé dvou ze tfech vzorki (vzorky 38 a 39) a také v ptipadé medianu

hodnot dostal nad referen¢ni hranici (,,cut-off*) do kontrolni skupiny. (Obr. 15)
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Obrazek 15. ,,Sample skore* plazmatickych vzorka od pacientl s benignim a malignim
koznim onemocnénim

-2 04
-4 2-
: :
@ -6 @ -4
= =
[« [« R
8- 6-
8 8
-10+ -8+
-12 ‘T | e o o o o o e o e e e e e e e e
Patients Patients

® Zdrave kontroly
Benigni PTS kontroly

Mycosis fungoides PTS maligni
@ Sezary syndrome PTS maligni

Grafické zobrazeni hodnoty S zvlast’ pro kazdy vzorek od pacientt CTCL, BKL a kontrol
(vlevo) a median hodnot expresi mikroRNA ze vSech tfi vzorkll od kazdého pacienta (vpravo).
Oznaceni vzorkl: oranzovy kruh - zdrava kontrola, rizovy kruh - BKL, svétlé zeleny kruh —
MF, tmavé zeleny kruh — SS.

Abychom mohli dale studovat roli hladin miRNA vyznamnych pro CTCL tj. miR-155, miR-
203 a miR-205, zjistovali jsme, jak odrazi zmény expresnich hladin klinicky kontext CTCL.
Jak jiZ naznacily analyzy PCA, né&které vzorky maji tendenci ziistat blize BKL a uvedli jsme,
ze tyto vzorky byly ziskané od pacienti, reagujicich na 1é¢bu s dosazenim kompletni remise.
Proto jsme déle analyzovali 3 miRNA skore pacientli s MF ve tfech po sobé& jdoucich vzorcich
s ohledem na klinicky stav pacienta v dob& odbéru vzorku (Obrazek 16). Pacienti, kteti doséhli
bud’ CR, nebo PR, vyrazné zvysili hodnotu 3 miRNA-skére na Groven nalezenou u kontrol a
BKL. Mezi ptiklady dobré klinické odpovédi patii pacienti MF1, MF6 a MF7. Naopak, pfi
progresi onemocnéni (PG) se u ¢ty MF pacientti (MF1, MF2, MF3, MF4) iroven 3 miR-skore

vyrazné sniZila.
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Obrazek 16. ,,Sample skoére* vzorkl pacientt s MF
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Plazmové skore 3 miR u pacienti s MF. Uvedena klinicka data pro pacienty MF1 - MF7, vCetné
terapie (Th) a odpovédi (viz také Tabl. 7). Pro kazdy vzorek je pocitan ¢as od diagnozy do
odbéru vzorku v tydnech (w, week). Oznaceni vzorkl: prazdny kruh - zdrava kontrola, Sedy

kruh - BKL, tmavy kruh — CTCL, Cerny kruh — vzorek dané¢ho pacienta. PferuSované cary
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oddéluji diagnostické podskupiny. Sipky oznaéuji po sobé jdouci vzorky pacienta, jehoz ID je

umisténo nahofe.

Vysledky ,,Sample skoére pacientll s SS znovu analyzovanych ve tfech po sobé jdoucich
vzorcich ukazaly, ze dva SS pacienti (SS1, SS3) zvysili hodnotu 3 miR-skére pti dosazeni PR
/uCR (nejista CR, uncertain), zatimco pii progresi, kterd byla pozorovana u pacienta SS1 v 55.

tydni, byl zjistén vyrazny pokles 3-miR- skore.

Obrazek 17. ,,Sample skore* kazdého vzorkt pacientii s SS
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Plazmové skore 3 miR u pacientl s SS. Uvedena klinicka data (SS1-3), vcetn¢ terapie (Th) a
odpovédi na lécbu CR, PR, SD, PD (viz Tabulka 7). Pro kazdy vzorek je pocitan ¢as od
diagnozy do odbéru vzorku v tydnech (w, week). Oznaceni vzorki: prazdny - zdrava kontrola,
Sedy kruh - BKL, tmavy kruh — CTCL, ¢erny kruh — vzorek daného pacienta. Pferusované cary
oddéluji diagnostické podskupiny. Sipky oznaéuji po sobé jdouci vzorky pacienta, jehoz ID je

umisténo nahofe.

V ptipadé vzorku ¢islo 38 a 39, které jsou od pacienta SS3 (muzt 60 let, celkové preziti 40

meésicl), je vidét, ze expresni hladiny vSech hodnocenych mikroRNA jsou na urovni hladin
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zdravych kontrol nebo benignich koznich 1ézi. Proto se tyto vzorky po vypoctu hodnoty S ocitly

nad referen¢ni hranici v kontrolni skupiné (Obr. 18).

V daném piipad¢ vzorky pochézely z obdobi (85. a 134. tydne kombinované terapie Interferon-
a a Extrakorporalni fotoferézy ECP), kdy pacient byl ve stadiu IB- IIA, parcidlni az kompletni
remise (PR/CR) bez znamek erytrodermie a Supinaténi. V tomto stadiu se pacient nachazel

dalsich 5 mésicii. Celkem obdobi remise onemocnéni (PFS) trvalo 14 mésict. (Obr. 18).

Obrazek 18. Exprese miR-155, miR-203, miR-205 v plazmé¢ jednoho pacienta SS3 s Sézary
syndromem prabehu 1é¢by
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Na obrazku 18 pomoci sloupcového grafu znazornény priomérné expresni hladiny jednotlivych
miRNA. Na ose X jsou oznaceny kontrolni a benigni vzorky (svétlé sloupce), a jednotlivé
odbéry pacienta s uvedenim cisla vzorkl (vz, vzorek) a stupné odpovédi na terapii (SD, PR).
Na ose Y jsou uvedeny hladiny relativni exprese se standardni chybou stiedni hodnoty pro

kazdy z hodnocenych miR.

Na rozdil od toho pfedchozi vzorek ¢islo 37 pochdzi z obdobi 24. tydne stejné kombinace
terapii, kdy pacient byl jesté ve stadiu IIIB, bez odpovédi na 1écbu (SD) s klinickymi symptomy
jako intenzivni pruritus az bolest kize dolnich koncetin, pocit chladu, zimnice a Supinaténi.
Vyrazné€ zvysenda exprese hladiny miR-155 tohoto vzorku spolu s inverzni hladinou miR-205
podporuje zhorSeny klinicky stav pacienta. Je zde disonance s expresni hladinou tkéné-
specifické miR-203, kterd je vys$i nez primér hladin kontrolni skupiny, cozZ je spiSe vice

charakteristické pro benigni kozni onemocnéni.

Dalsi pacient (Obrazek 19 A) s diagndézou SS2 (zena 72 let), kde klinicky vyvoj onemocnéni
pln¢€ odpovidd zménam expresnich hladin mikroRNA. Prvni vzorek (vz.28) byl odebran v 44.
tydnu kombinace terapii (Interferon-o a Bexaroten), v klinickém stadiu IIIA, s odpovédi na
lécbu — parcialni remise (PR) s klinickymi symptomy, jako jsou trvalé svédéni, loziskova
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erytrodermie, regresni zmény na kuzi. Tomuto stavu odpovida snizena exprese mir-155 do
limitu normalnich hodnot (coz pfedpokladame, poukazuje na aktudlni sniZzenou aktivitu
maligniho procesu). Druhy vzorek (vz.32) byl odebran v 55. tydnu, kdy doslo k progresi
onemocnéni (PD) a nasledné ke zméné terapie (kombinace Bexaroten a ECP), kde je vidét
nejvice zvySenou hladinu miR-155 a inverzné€ sniZzené hladiny obou tumorsupresorovych miR-
203 a miR-205. Dalsi stadium vyvoje onemocnéni (vz. 30) — parcidlni remise jako odpovéd’ na
dal$i zménu terapie (Interferon-a + Bexakaroten + ECP) s klinickym zlepSenim lokalniho
nalezu s pouze loziskovymi zménami na kizi. To podporuje nalez hladin miR-155 — névrat k

limitnim hladindm zdravych kontrol a patrné zvySeni exprese miR-203 a miR-205.

Obrazek 19. Expresni hladiny miR-155, miR-203, miR-205 v plazmé pacientd SS v prubéhu
1écby
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Sloupcovy graf primérnych expresnich hladin jednotlivych miRNA. Na ose X jsou oznafeny
kontrolni a benigni vzorky (svétlé sloupce), a jednotlivé odbéry pacienta s uvedenim c¢isla
vzorki (vz, vzorek) a stupné odpovédi na terapii (PD, SD, PR). Na ose Y jsou uvedeny hladiny

relativni exprese se standardni chybou stfedni hodnoty pro kazdy z hodnocenych miRi.

Pacientka (Obrazek 19 B) s diagnozou SS (Zena 71 let), s klinickym pribéhem od progrese
onemocnéni (vz.34, 28. tyden 1é€by - PD), pfes mirné zlepSeni stav pacientky zlstava v
klinickém hodnoceni progrese (vz.35, 52. tyden 1écby - PD), ke stabilizaci onemocnéni bez

dalSich zmén (vz.36, 82. tyden 1éCby - SD). Klinicky pribéh odpovida dynamice zmén hladin
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miR{. Zde je vidét mirna diskrepance s klinickym posouzenim stavu pacienta ve druhém
vzorku, kde hladiny vSech miR jsou stejné jako v piipadé nasledujiciho vzorku ve stavu SD.
Zde je mozno predpokladat, ze hladiny miR1 jsou citlivejsi k vyvoji onemocnéni a odpovédi
na lécbu a predchazi viditelnym klinickym zménam. V piipad€ onemocnéni Sézary syndrom je
mozné fici, ze dynamika onemocnéni je shodnd se zménami hladin expresi mikroRNA (tj.

zvyseni hladiny miR-155 a inverzni snizeni miR-203 a miR-205 pii zhorSeni klinického stavu

pacienta).

Stejny trend bylo mozné pozorovat v piipad¢ pacientii s mycosis fungoides. Data od téchto

pacientl jsou rozdéleny na dvé skupiny podle klinického rizika na nizké a vyssi riziko CTCL.

Obrazek 20. Expresni hladiny miR-155, miR-203, miR-205 v plazmé pacienti MF s nizkym

rizikem
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Sloupcovy graf primérnych expresnich hladin jednotlivych miRNA. Na ose X jsou oznaceny
kontrolni a benigni vzorky (svétlé sloupce), a jednotlivé odbéry pacienta s uvedenim cisla
vzorki (vz, vzorek) a stupné odpovédi na terapii (CR, SD, PR). Na ose Y jsou uvedeny hladiny

relativni exprese se standardni chybou stfedni hodnoty pro kazdy z hodnocenych miRi.
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Obrazek 21. Expresni hladiny miR-155, miR-203, miR-205 v plazmé¢ pacienti MF s vysokym

rizikem v pribehu 1é¢by
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Sloupcovy graf primérnych expresnich hladin jednotlivych miRNA. Na ose X jsou oznaceny
kontrolni a benigni vzorky (svétlé sloupce), a jednotlivé odbéry pacienta s uvedenim c¢isla
vzorki (vz, vzorek) a stupné odpovédi na terapii (PD, SD, PR). Na ose Y jsou uvedeny hladiny

relativni exprese se standardni chybou stfedni hodnoty pro kazdy z hodnocenych miRi.

Pti porovnani expresnich hladin miR{ u pacientd s vysokym a nizkym rizikem, je zde patrna
vy$si hladina miR-155 u vyssiho rizika. To podporuje vysledky piedchozich vyzkumii (Chim,
Wong et al. 2011), (Vargova, Curik et al. 2011), ze miR-155 muze byt markerem progrese

malignich onemocnéni nejen v ptipadé CTCL.

Stanoveni plazmatickych hladin onkogennich mikroRNA miR-155 a dvou supresorovych miR-
203 a miR-205 ptedstavuje velmi uzitecny nastroj, jak pro diagnostické rozliseni od benignich

koznich 1ézi, tak pro monitorovani pacientii s CTCL s vyuzitim vzorka plazmy periferni krve.
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Cilem této studie bylo pomoci expresniho profilu vybranych miRNA najit néstroj pro presnéjsi
potvrzeni diagnozy pacientll s mycosis fungoides a Sézaryho syndromem. Dle vyse uvedenych
analyz se potvrdil signifikantni vyznam soubortt miRNA-155, miRNA-203 a miRNA-205 nejen
pro diagnostiku CTCL a piesné odliSeni od benignich koznich 1ézi, ale zde uvaddime i model
predikci pro odpovéd’ na 1é¢bu pacienti CTCL, rozsah tumort a nalezitost ke klinickému stadiu.
Toto 3 miR-skore vzorkil plazmy pacienti CTCL je vyuzitelné pii hodnoceni klinickych
odpovédi na CTCL a muze byt pouzito pii zavadéni novych terapii k vyhodnoceni jejich
ucinnosti a hodnoceni zbyvajici nadorové zatéze. Vyznam miRNA-223 a miRNA-22 se ve

vyzkumu nepotvrdil.

Obrazek 22. Graficky abstrakt. Role miR-skore v diagnostice a prognostice CTCL

Uroven exprese mikroRNA v plasmé souvisi s
diagnostikou koZnich T-lymfomu (CTCL)

Stanovena CTCL

diagndza? Vzorek krevni plazmy

miR-skore

mir203 . mir205
2 2

Detekce progrese?

S§ = Cp mir155 — Cp

Potvrzeni odpovédi na

terapii

Maligni kozni lymfom (CTCL) vs. Benigni kozni leze (BL - Psoriazis, Atopicka Dermatitida)
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6.  Vedlejsi vysledky

I ptes to, ze miR-155 je jeden z dobfe prostudovanych onkogent, jeho role ztstava ponékud
hypoteticka. Tato miRNA je kédovana genem BIC a jeji nadmérnd exprese v hematopoetickych
bunkach vede k tvorbé agresivnich lymfoproliferativnich poruch (Costinean, Zanesi et al.

2006).

Vysoké hladiny miR-155 (desetinasobek hladiny oproti kontrolnim bunkdm) byly hlaseny v
klinickych vzorcich Hodgkinova lymfomu (HL), difuzniho velkého B-bunétného lymfomu
(DLBCL), folikuladrniho lymfomu (FL) a B-bunécnych chronickych lymfocytarnich leukémii
(Eis, Tam et al. 2005). Onkogenni u¢inky miR-155 jsou zprostiedkovany prostiednictvim jeho
cilovych mRNA, mezi které patii nadorové supresory, jako jsou fosfatdzy PTEN a SHIP-1,
které reguluji aktivitu onkogenni drahy PI3K / PKB (Bolland, Pearse et al. 1998). DalSim
klicovym cilem miR-155 je PU.1, transkrip¢ni faktor rodiny ETS (Erythroblast Transformation
Specific /E26 transkripcni faktor), ktery je zasadni pro bunéc¢nou diferenciaci (Dahl and Simon
2003). V B-bunkach je dilezitd rovnovaha mezi expresi miR-155 a PU.1, zvIaste pro dokonceni
bunécné diferenciace (Lu, Nakagawa et al. 2014). Nadmérna i nedostatecnd exprese PU.1
naruSuje diferenciaci a zrani B-bunék: nizké hladiny PU.1 zabranuji tvorbé a proliferaci,
zatimco vysoké hladiny PU.1 vedou k bloku diferenciace smérem k buiikdm plazmatickym
(Polli, Dakic et al. 2005). miR-155 je schopen downregulovat expresi PU.1 v primarnich
malignich krevnich buiikdch na tirovni RNA 1 proteint (Vigorito, Perks et al. 2007).

Neékolik studii se zabyvalo ulohou exprese PU.1 v riznych lymfoproliferativnich
onemocnénich. Exprese PU.1 je uml¢ena v HL nadorovych bunkéch, zatimco pfi upregulaci
PU.1 bylo pozorovano, Ze podporuje zastaveni riistu a apoptozu (Yuki, Ueno et al. 2013). Vyssi
hladiny PU.1 jsou také spojeny s delSim celkovym pfezitim a dobou pteziti bez progrese u
pacienti s FL (Torlakovic, Bilalovic et al. 2006). Podobné¢ se uvadi, ze v DLBCL se
koncentrace PU.1 proteinu li§i mezi riznymi DLBCL podtypy, tj. niz§i koncentrace byla
detekovana v agresivnéjSim podtypu ABC (Deeb, D'Souza et al. 2012). VySe popsana zjisténi
naznacuji, ze exprese miR-155 a jeho cilovy produkt PU.1 potencialné souvisi s biologii LPD

a ze jejich hladiny pravdépodobné souviseji s projevy lymfoproliferaci.

82



6.1. Studie genové exprese: Onkogenni mikroRNA-155 a PU.1 v nejcastéjsich
lymfoidnich malignitach (Huskova, Korecka et al. 2015)

Abychom odpovédéli na otazku, zda a jak exprese miR-155 a transkripéniho faktoru PU.1
zasahuje do patofyziologie lymfoproliferace jsme vypracovali ndvrh vyzkumu, cilem kterého
bylo potvrdit vliv miR-155 na jeji cilovy produkt PU.1 a poukazat na rozdily v biologii riznych
typt lymfomt. Proto ve studii, kterd probihala v roce 2013-2015 v laboratofi prof. T. Stopky
(Huskova, Korecka et al. 2015), jsme pouzili kvantitativni specificky aktivovanou reverzni
transkripéni PCR ke zkoumani exprese miR-155 a PU.1 v nodélnich a také extranodalnich
vzorcich Sesti nej¢astéjSich lymfoproliferativnich onemocnéni: DLBCL, B-CLL /SLL, HL, FL,
MZL a MCL a testovali jsme asociaci mezi hladinami miR-155 a PU.1 a klinickymi rysy

souvisejicimi s piezivanim a prognézou jednotlivych typti onemocnéni.

Ve studii byla méfena exprese miR-155 a PU.1 v lymfatickych uzlindch a v nékterych
extranodalnich tkénich infiltrovanych malignim lymfomem (lyzaty ziskané biopsii
lymfatickych uzlin od 131 pacientli), v tkani normélnich lymfatickych uzlin (byly pouzity
lyzaty biopsii nenadorové zvétSenych/reaktivnich lymfatickych uzlin od 6 darct), a v
mononukledrnich buitkach CD19+ periferni krve zdravych darcth (N = 22). Exprese PU.1 se
porovnavaly s hodnotami referenéniho genu GAPDH; miR-155 s referenénim genem RNU44.

Hodnoty expresi byly vypocitany algoritmem AACT.

Vysledna data byla zpracovéana pro podtypy onemocnéni, typ diagnodzy (nové diagnostikovana,
relaps, progrese, transformace), lokalizace tumoru (nodalni nebo extranodalni), odpovéd’ na
terapii (remise, ¢astecna remise nebo relaps) a doba piezivani pacienti. U pacienti s B-CLL /
SLL byla zahrnuta fada prognostickych kritérii jako exprese ZAP-70 a CD38, stav mutace
IgVH a cytogenetika (delece 13q14, 17p a 11q, a trizomie chromozomu 12).

Udaje souhrnné ukézaly, Ze Girovei exprese miR-155 v tkani infiltrované lymfomy je vyznamné
vy$$i nez v normdlnich B-bunikdch a v nenddorovych reaktivnich lymfatickych uzlinach,
zatimco exprese PU.1 byla zna¢n€¢ downregulovéana. Pfedpoklada se, Ze tato rozdilna exprese

muze poukazovat na rozdily v biologii studovanych typt lymfoproliferacich.
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Obrazek 23 (a). Exprese miR-155 a PU.1 v lymfomech.

a dek

o
-

-1 - . . . s e us

miR-155 expression (log10)
—
L] Ekl
. - L ]
.
.
L]
-
-
.
L]

T T T T T T T
B-CLL/ DLBCL HL FL MZL MCL Lymph Ctrl

SLL nodes  CD19+
*
I 1
Ak
24 ! P !
! kK !
= J EEkE !
= 1 | : *k :
g p——
g 0 - .”
2 .
7] . ™ .
a e - sl . . . _E:.—_ san
= 1_-.3 2% %@ _%_ .
% 1 if.. _$_ L ‘?’ % e .
— .
= o. : .. Oflo -t
o .2 .:.. P
L ]
-3 T T T T T T T T
B-CLL/ DLBCL HL FL MZL MCL Lymph Ctrl
SLL nodes CD19+

Obrazek 23 (a) Exprese miR-155 (graf nahote) a PU.1 (graf dole) v lymfoproliferativnich
onemocnénich ve srovnani s CD19+ B-bunikami periferni krve zdravych darcti a reaktivnich
lymfatickych uzlin. Jsou zobrazeny vysledky statistickych testd (Tukeyho HSD-test a
Studentiv t-test). Hladiny vyznamnosti: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.
(Huskova, Korecka et al. 2015).

Nasledné jsme se zaméfili na mozné variace expresi pro miR-155 a PU.1 u rozliénych typt
vzorki zvlast. Konkrétné jsme zkoumali rozdily expresi ve vztahu k podtypiim lymfomi, tj.
rozdeleni vzorki dle typu onemocnéni (primarni nador, progrese, relaps nebo transformace),

lokalizace nadoru (nodalni nebo extranodalni) a odpovédi na terapii (obr. 23b — ).

Pro B-CLL / SLL byla pouZzita fada molekularné prognostickych markérti: exprese ZAP-70,
CD38 a IgVH; del(3q14), del(17p) a del(11q) a tril2. Pacienti, ktefi byli ZAP70+CD38+
(vysoké riziko), byli srovnavani s pacienty, ktefi byli ZAP70-CD38- (nizké riziko). Pacienti,
ktefi byli pozitivni v piipadé del(17p) nebo del(11q) (vysokeé riziko), byli srovnavani s pacienty

bez této detekovatelné chromozomalni aberace (nizké riziko), pacienti s nemutovanym IgVH
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(vysoké riziko) byli srovnavani s pacienty s mutovanym IgVH (nizké riziko). (Obr. 23b-f). Ve
vetsing studovanych parametrti jsme nenasli zadné signifikantni rozdily expresi miR-155. Je
pozoruhodné, ze diive publikované vyznamné rozdily v expresi miR-155 mezi agresivnéj$imi
non-GC a mén¢ agresivnimi podtypy GCB-DLBCL (Lawrie, Soneji et al. 2007) (Deeb, D'Souza
et al. 2012) nebyly v naSem datovém souboru opakovany (Obr. 23c).

Obrazek 23 (b-f). Exprese miR-155 v non-Hodgkinskych lymfomech
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Obrazek 23 (b) Exprese miR-155 ve vzorcich B-CLL/SLL, rozdé€leni dle typu diagnozy
(primarni, progrese, transformace), cytogenetické riziko (nizké, vysoké), exprese IgVH (+/-),
kombinovana exprese ZAP-70 a CD38; (c) DLBCL dle typu diagnozy (nova, relaps), lokalizace
tumoru (nodalni, extranodalni), subtyp tumoru (GCB, non-GCB), odpovéd’ na terapii (pfizniva,
neptiznivd); (d) FL dle typu diagnézy (nova, relaps, transformace), odpovéd na terapii
(ptizniva, nepiiznivd); (¢) MZL dle typu diagnézy (nova, relaps); (f) MCL dle typu diagndzy
(nova, relaps), lokalizace tumoru (nodélni, extranodalni). Sloupce stejné barvy a vzoru v
kazdém grafu pfedstavuji data rozdélend podle jednoho z parametri. V zavorkach je uveden

pocet testovanych vzorki.
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Souhrnné Ize konstatovat, ze rozdily hladin expresi miR-155 v nonHodgkinskych lymfomech
v porovnani s kontrolnimi vzorky, které byly signifikantni v ptipad¢ analyzy celého souboru
vzorki (Obr. 23a), mohou znamenat jinou kauzalitu aktivaci tohoto onkomiRu, nez ptitomnost
doposud zjisténych molekularné-biologickych rizikovych faktort. Tito zjisténé ne zcela

pochopené biologickych rozdily lymfoproliferaci vyzaduji dalsi dikladny vyzkum.

Dale jsme provedli podobné analyzy exprese miR-155 ve vzorcich HL, stejné jak u
nonHodgkinskych lymfomi. (Obr. 23g-1). Specificky jsme zkoumali podtyp naddoru (nodularni
sklerdza vs. smiSena bunécnost), typ onemocnéni (primarni vs. relaps) a odpoveéd’ na terapii
(ptizniva, nepfiznivd). Vyznamny rozdil byl nalezen v expresi miR-155 ve vzorcich HL
rozdélenych podle odpovédi na terapii. Pacienti s HL byli pfifazeni k vhodné terapii na zakladé
mnoha kritérii, véetn¢ klinického hodnoceni a biopsie. VétSina pacientli reagovala na 1écbu
dobfe a dosahla tplné remise. Nekteré pacienti, oznaCované jako refrakterni HL, na 1écbu
nereagovaly nebo doslo k casnému relapsu (do 1 roku po remisi). Konkrétng, ve zkoumaném
souboru dat byly tfi ptipady refrakterni HL, které vykazovaly konzistentné a vyznamné vysoké
hladiny miR-155 ve srovnani s tumory, které¢ dosahly dlouhodobé remise (p = 0,0002, obr.
23g). Dulezité je, Ze tito pacienti v dobé diagn6zy nevykazovali Zddné znamky toho, Ze jejich
nemoc mohla byt na 1écbu refrakterni. Nase prace proto navrhla stanoveni miR-155 pro
odhalovani prognostiky HL, které by mohlo byt pouZito k identifikaci pacienti, které by s

velkou pravdépodobnosti byly nachylni k hor$i odpovédi na terapii.

MCL je podtyp lymfomu, ktery se obvykle nachéazi v lymfatickych uzlinach, navic uvoliluje
nadorové bunky do periferniho fecisté a infiltruji dalsi organy. Hladiny miR-155 v nasi sadé
nodalnich vzorkit MCL se nelisily od hladin nalezenych v normalni tkéni lymfatickych uzlin a
B-bunikach (obr. 23a). Jiz dfive vSak bylo popséno, Ze exprese miR-155 je zvySena
v cirkulujicich bunkdch MCL (Zhao, Lin et al. 2010). Proto jsme shromazdili dal$ich 14 ptipada
MCL s postizenim periferni krve a stanovili jsme expresi primarniho transkriptu miR-155
(BIC1) v cirkulujicich buikdch CD19+ pomoci mikro€ip (N = 11) a hladiny zralého miR-155
pomoci RT-qPCR (N = 3). Pozorovali jsme vyznamnou upregulaci miR-155 ve srovnani s

expresi v buitkdch CD19+ od zdravych darci (p <0,05 a p <0,01) (obr. 22 h, 1).

Nase data potvrdila dfive publikované zjisténi, Ze miR-155 je upregulovan v MCL nadorovych
bunkach cirkulujicich v periferni krvi. Podobnost hladiny exprese miR-155 v lymfatické uzliné
s nenadorovou tkani v§ak naznacuje, ze primarni pevné tumory MCL maji odli$ny biologicky

vyznam.
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Obrazek 23 (g-i). Exprese miR-155 u Hodgkinskych lymfomii
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Obrazek 23 (g-1) Exprese miR-155 ve vzorcich HL a MCL; (g) HL, rozdéleni vzorku dle typu
diagndzy (nova, relaps), lokalizace tumoru (nodalni, extranodalni), subtyp tumoru (GCB, non-
GCB), odpovéd’ na terapii (pfizniva, neptizniva); (h) MCL rozd¢leni vzorkl dle lokalizace
(LNs nodalni, CD19+ extranodalni), (i) MCL porovnani jen extranodalnich vzorku vs.
kontrolni. Sloupce stejné barvy a vzoru v kazdém grafu ptredstavuji data rozd€lend podle

jednoho parametru. V zavorkach je uveden pocet testovanych vzorki.

Dle zjisténi n€kolika vyzkumt, miR-155 a PU.1 jsou spojeny s klinickym chovanim vyse
identifikovanych LPD (Lawrie, Soneji et al. 2007), (Vargova, Curik et al. 2011), (Torlakovic,
Bilalovic et al. 2006). Abychom zjistili, zda existuje souvislost mezi hladinami miR-155 a/nebo
PU.1 a celkovym pfezitim pacientli LPD, vyuzili jsme Coxovy modely proporcionalnich rizik
pro kazdy typ LPD pomoci expresnich hladin miR-155 a PU.1. Pouze u Hodgkinova lymfomu
tento model odhalil pomér rizika s hrani¢ni vyznamnosti (0,059). Tento vysledek znamend, ze
v naSem souboru dat maji pacienti HL s vyS$$i expresi miR-155 kratsi pteziti. Pokud by data
byla validovana na vét§im souboru dat, to by podporovalo zac¢lenéni stanoveni hladin miR-155

do rutinniho zkoumani a do prognostickych modeli pro HL.

6.2. Model regulace progrese chronické lymfocytarni leukemii pomoci miR-
155/miR-150

prof. T. Stopky, kde byl zkouman vzijemny mechanizmus ptisobeni miRNA-155 a miRNA-
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150 v pribéhu onemocnéni chronické lymfocytarni leukemii. Tato prace (Vargova, Pesta et al.
2017) hodnotila mimo jiné i zmény klinického stavu pacienta a vliv znamych rizikovych faktort

ve spojeni se zmeénami exprese vybranych miRNA.

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je pomalu vyvijeci se klonaln¢ proliferativni
onemocnéni B-bunék nachylné k progresi. MikroRNA miR-155 a miR-150 jsou inhibitory
genové exprese v B-bunkach, které byly jiz dfive spojené s patogenezi CLL. Agresivita CLL a
progrese monoklonalni lymfocytdézy B-bunék byla pfipisovana ucasti miR-155 (Ferrajoli,
Shanafelt et al. 2013). Jak jiz bylo uvedeno vySe, nadmérnd exprese miR-155 vedla k
downregulaci transkripcniho faktoru PU.1, a jak dle naSich vysledki (Vargova, Curik et al.
2011), tak i jinych vyzkumnych préci (Cui, 2014, 2014) shodovala se s agresivitou CLL a
vyvojem klinického stavu pacienta. Jiz dfive nase skupina navrhla, ze transkripéni upregulace
hostitelského genu pro miR-155 (MIR155HG) miZze byt molekularni cestou agresivity CLL a

asociuje se se zvysenou expresi MYB.

Dalsi mikroRNA zapojena do diferenciace B-bun¢k je miR-150, ktery interferuje s BCR
pomoci mechanismil zahrnujici GAB1 a FOXP1, a také i prostiednictvim MYB (Mraz, Chen
et al. 2014). Dulezité je, Ze zatimco nékteré cile miR-155 a miR-150 jako naptiklad MYB jsou
negativni prediktory CLL a zplsobuji vyvoj a progresi maligniho onemocnéni, tak na druhé
strané dalsi cile téchto miRNA jako jsou SHIP1 a PU.1 mohou byt povaZzovany za pozitivni

prediktory a svou aktivaci mohou potlac¢it onkogenni proces.

V klinickém hodnoceni (Vargova, Pesta et al. 2017) jsme vyhodnotili vzajemny vztah miR-155
amiR-150 s klinickymi a rutinnimi laboratornimi parametry kohorty 127 pacientii CLL pomoci
multivariantni analyzy a zjistili jeho souvislost s celkovym piezivanim a progresi. Urovné

exprese mikroRNA a jejich cilové mRNA byly stanoveny v CD19+ bunikach periferni krve.

Statisticky byly vyhodnoceny nasledujici parametry: absolutni pocet leukocytl periferni krve
(WBC) a lymfocytd, % monoklondlnich lymfocytli, trombocyty, IgVH, CD38, ZAP-70,
Richterova transformace, cytogenetické aberace: del(17)(p13), del(11)(22.3), tri(12), del(13)
(q14) a nakonec urovné studovanych miR-155 / miR-150, a PU.1/ MYB.

Dle Kaplan — Meier grafu celkového prezivani pacienti s CLL se ukdzalo, Ze aberantni stav
parametri: [lgVH, exprese CD38 a dell7p, byl detekovan u pacientli s niz§im OS na rozdil od
téch, které tyto patologické zmény neméli (Obrazek 24 a-c).

Dale hladiny miR-155 byly rozdéleny do tii expresnich intervall a jejich ptidruzeni k OS jsou

prezentovany v grafu (Obrazek 24. d). V zavislosti na expresni trovni miR-155 OS dosahl plato
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na 86% pro nizkou hladinu miR-155 (relativni exprese méné€ nez 0,2), na 79% pro stiedni

uroven exprese (0,2 —2) a 56% pro troven vysokého miR-155 (s relativni expresi nad 2). Tyto

oy e

onemocnéni a vysi hladiny exprese miR-155se asociuji s niz§im OS.

Obrazek 24. Graf celkového prezivani pacientii CLL ve vztahu k rizikovym faktortim.
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Obrazek 24 (a-d). Kaplan — Meier graf celkového ptezivani pacientti s CLL (%, osa Y), v Case
(mésice, osa X) ve vztahu k: (a) stav [gVH (mutovany, nemutovany); (b) stav dell17p (ano, ne);
(c) exprese CD38 (pozitivni, negativni); (d) trovné exprese miR -155 (méné nez 0,2; od 0,2 do

2; nad 2).

Bylo nutné vyhodnotit propojeni miR-155 /miR-150 u pacientti, kteti se nachazi v rliznych
rizikovych skupindch, tj. CD38-pozitivni oproti t€ém, které jsou CD38 negativni, protoZe
pacienti s CD38 pozitivni obecné maji 170-krat vyssi riziko progrese, nez CD38 negativni a
ptitomnost del(17)(p13) zpiisobuje 89-krat vyssi riziko imrti. Proto byl pouZit vicerozmérny
Coxtiv model proporcionalnich rizik pro vymezeni roli kazdého faktoru: miR-150/ miR-155/
MYB/PU.1 v porovnéni se standardnimi parametry, jako zékladni laboratorni parametry (pocet

desti¢ek a lymfocytil), véetné IgVH, CD38 a dell7p.
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Rozdélili jsme expresni hladiny vzorki do 4 skupin (Obr. 25) na zakladé exprese CD38
(pozitivni a negativni) a poc¢tu krevnich desti¢ek: snizené hodnoty (PIt 50) a normalni hodnoty
(P1t 200). Tyto skupiny jsme déle rozd¢lili na zakladé absolutniho poc¢tu lymfocytd v periferni
krvi pacienti s CLL: zvySend leukocyt6za (AbsLyl00) a normalni hodnoty lymfocytl
(AbsLyl10). Daéle rozliSujeme v kazdé¢ skupiné¢ pfitomnost nebo absenci nasledujicich
parametra: del(117p), tril2. Je zajimavé, Ze dle vySe uvedenych hodnot se dalo predikovat
nalezitost vzorkll k jedné z klinickych fazi onemocnéni CLL. Faze 1-6, které oznacuji stav
sledovani bez zahéjeni 1écby (faze 1 az 3 ,,check and wait“) a stavu indikované terapie (faze 4
az 6), stav stabilniho prib&hu onemocnéni (faze 1 a 4) vs. progrese (faze 3 a 6), jsou oznaceny

vicebarevnou stupnici uprostied obrazku.

Obrazek 25. Pravdépodobnost ptidruzeni vzorku ke klinické f4zi CLL (1 — 6).
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Obrazek graficky znazoriuje pravdépodobnost, Ze pacient patii do konkrétni faize onemocnéni
na zéklad€ kumulativniho logitového modelu. Osa X ptedstavuje relativni expresi miR-155 od
0,001 do 5. Osa Y ukazuje pravdépodobnost, Ze pacient bude v jedné z fazi nemoci 1-6 (v %).
Tyto faze odrazeji stabilitu CLL, jeji progresi a pozadavky na lécbu. Faze 1 — stabilni

onemocnéni bez indikované 1é¢by; faze 2 — progrese onemocnéni; faze 3 — indikace k terapii,
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faze 4 — stabilni onemocnéni po predchozi terapii, faze 5 - progrese po piedchozi terapii, faze

6 — indikace k dalsi linii terapie (Vargova, Pesta et al. 2017).

Urovei exprese miR-150, ktery inhibuje MYB byl spojeny s prodlouzenym OS (p = 0,0307) v
CLL. Uroveii PU.1, ktery je ovéfenym cilem miR-155, byly na hranici vyznamnosti. Regulace
miR-155 vyznamné ovliviiuje OS pacientt s CLL, coz vede k zavéru, Ze vysoké hladiny
onkogenniho miR-155 a jeho reguldtoru onkogenu MYB se interaguji s nizkymi hladinami

nadorovych supresorti: miR-150 a PU.1.

Z celkem 19 charakteristik onemocnéni pouze pozitivita CD38 (p-hodnota 0,033), lymfocytdza
(p-hodnota 0,006), Trisomiel2 (p-hodnota 0,010), delece 17p (p-hodnota 0,035), nizké krevni
desticky (p-hodnota 0,009) a miR-155 (p-hodnota 0,014) mél statisticky vyznamny vliv na
postupujici fdzemi CLL. miR-155 jedinym parametrem (p= 0,014), ktery ma vyznamny dopad

na ptisluSnost k riziku progresi do vice pokrocilé fazi onemocnéni (Tabl. 9).

Tabulka 9. Odhady parametrti proporcionalniho modelu pravdépodobnosti

Standartni
Charakteristika Odhad odchylka p-value
1|2 -1.5490 0.5735 -
2|3 -0.7936 0.5636 -
3|4 1.4345 0.5766 -
415 1.8517 0.5838 -
5|6 1.9890 0.5868 -
CD38 0.778301 0.365677 0.03331
Lymfo 0.006626 0.002413 0.00603
Trisomiel2 -1.241926 0.484354 0.01034
Delecel7p 1.771679 0.841845 0.03533
miR-155 0.097996 0.039816 0.01385
PIt -0.006964 0.002657 0.00877

Zde poskytujeme diikazy o asociaci miR-155 a jeho vzdjemnym spojenim s klinickymi
vysledky kohorty CLL pacientl v pribe¢hu 54meési¢niho sledovani. Jak se dalo oc¢ekavat, role
nckterych aktualné zndmych prediktivnich faktort (delece 17p a CD38) byly potvrzeny.

Pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik jsme nové ptidruzili urovenn komponent miR-
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155 / miR-150 k OS pacienta. Ve vysledku, miR-155 ptedstavuje neptiznivy faktor a miR-150
byl navrzen jako pozitivni prospésny faktor v patogenezi CLL. Vyznam miR-150 spolecné s
miR-155 siln¢€ podporuje souc¢asny pohled na vyznam signalizace BCR v patogenezi CLL spolu

s tvrzenim o roli CD38 a del(17) jako negativnich parametrt pro pteziti pacienti CLL.

Navrhujeme aktualizovany model patogeneze CLL, ktery zahrnuje miR-155 / miR-150. Jak je
shrnuto na obr. 26. Downregulace miR-150 se jevi jako pocateéni udalost v prubéhu
diferenciace B-bun€k, vedouci k blokaci inhibi¢niho u¢inku na MYB. Aberantni uroven MYB
transkripéné upreguluji miR-155. MiR-155 blokuje expresi PU.1, ktery hraje vyznamnou ulohu

jako regulator diferenciace B-bunck.

Obrazek 26. Model patogeneze CLL s tcasti miR 155 a miR-150.
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Obrazek 26. Blokada diferenciace B-bun¢k v patogenezi CLL zahrnuji ramec vzajemného
pusobeni miR-155 / miR-150, véetné jejich ciliit MYB a PU.1. Citace zékladnich vyzkumi jsou
uvedeny u konkrétnich molekul. Cervené §ipky oznacuji snizeni nebo zvyseni exprese. Modré

Sipky ukazuji aktivacni nebo inhibi¢ni plsobeni.

6.3. Onkogenni mikroRNA: miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 umoziuji

sledovani ¢asného karcinomu prsu v séru

Jednou z nejcastéjSich malignit s vysokou letalitou ziistava karcinom prsu (Bahloul, Rekik et
al.). Pokud se neléci rakovina prsu jiz v raném stadiu (EBC early breast cancer), onemocnéni
Casn¢ metastazuje a proto je nanejvys dulezité jeji v€asné odhaleni. Kromé mutaci BRCA, které
se vyskytuji v relativné malé kohorté¢ pacientil, existuji dalsi rizikové faktory patologie, jako
jsou hormonalni receptory, HER2 (receptor lidského epidermélniho riistového faktoru), Ki-67

(marker proliferacni aktivity tkan€) a histologie, které pomahaji pii urCovani potencialniho
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rizika progrese onemocnéni nebo relapsu. mikroRNA jsou dalsi faktory, které souviseji s riisstem

nadoru a jsou detekovatelné ve vzorku pacienta (Schwarzenbach 2013).

V praci lorio (2005), zahrnujici 76 vzorkti BC a 10 kontrolnich tkani, vyuzivajici techniku
microarray bylo prokazano, ze miR jsou v BC deregulovany s uritym profilem; snizena
exprese miR-10b, miR-125b, miR-145 a zvySena u miR-21 a miR-155 (Iorio, Ferracin et al.
2005). Na zaklad¢ dalsi studie, ktera vyuzivala NGS sekvenaci vzorkll vysoce invazivniho
mikropapilarniho karcinomu prsu, bylo definovano n€kolik onkomiRu, které se potencialné
podili na agresivité BC, vcetné let-7b, miR-30c, miR-148a, miR-181a, miR-181a a miR-181b
(Li, Yang et al. 2012). Zatimco jedni miR jsou opakované deregulovani, jiné jsou stabilni a
vykazuji velmi malou variabilitu v séru, jako jsou: let-7a, miR-16, miR-93, miR-103, miR-192
a miR-451, jak se ukéazalo ve studii pacientii se solidnimi naddory prst (Song, Bai et al. 2012),
nebo: let-7a a miR-195 v plazmé pacientli s BC ve srovnani s normalnimi kontrolami (Zhao,
Shen et al. 2010). Hladiny let-7a jsou pravdépodobné stabilni, protoze jsou Siroce exprimovany
v somatickych bunkéch, zatimco jsou méné exprimovany ve vzacnych kmenovych bunikach a

nediferencovanych prekurzorech (Newman, Thomson et al. 2008).

Na zéklad¢ vyse uvedenych udaji predstavuji miRNA velmi dobré kandidaty pro sledovani
ristu nadoru u pacientl s BC jako sérovych molekularnich biomarkeri. Pfimou roli onkomiRu
v patogenezi BC podporuji i jiné studie. Napiiklad onkomiRu miR-155 je nadmérné
exprimovan v BC a funguje tak, Ze downreguluje supresor cytokinové signalizace-1 (SOCS1),
coz vede k perzistentni aktivaci pfevadéce signalu a aktivatoru transkripce 3 (STAT3) (Jiang,
Zhang et al. 2010). Upregulace miR-155 pii diagnéze BC a pokles jeho hladin po terapii byly
skute¢n¢ diive pozorovany. Je zajimavé, Ze pokles hladin miR-155 v séru po terapii byl

pozorovan mnohem dfive nez u jinych biomarker tumoru (Sun, Wang et al. 2012).

Dale miR-19a, ktery je ¢lenem klastru miR-17-92, a ovliviiuje patogenezi BC vice mechanismy,
vcetné€ inhibice tumorového supresoru PTEN (Farazi, Horlings et al. 2011). Zapojeni miR-181b
se navrhuje u agresivniho BC kviili jeho roli v odezvé na poSkozeni DNA, tim Ze snizuje
regulaci ATM a ucinnost signalu inhibitord PARP1 pfi 1écbé BC (Bisso, Faleschini et al.
2013). Vyzkum expresi miR-19a a miR-181b byl zapojen do studii, které ukazaly, Ze miR-19a
zprostiedkovana inhibici SOCSI1 aktivuje expresi miR-181b (prostfednictvim STAT3)
(Iliopoulos, Jaeger et al. 2010).

V BC patogenezi byla opakované navrhovéana role TGFp-zprosttedkované¢ho epitelidlng-

mezenchymalniho piechodu se zaméfenim na roli miR-24 v tomto procesu (Papadimitriou,
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Vasilaki et al. 2012). Dohromady tyto mikroRNA byly vybrany pro nasi studii, zdaji se byt

patofyziologicky kli¢ové molekuly podilejici se na ristu nadoru a agresivité BC.

V této studii laboratote prof. T. Stopky (Sochor, Basova et al. 2014) jsme studovali expresi
miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 v séru 63 pacienti s EBC a hodnotili statisticky
vyznam jejich exprese béhem 1écby ve vztahu rizikovym parametrim. Nase prace ukazuje, ze
exprese sérovych onkomiRl se asociuje s diagnostickymi kritérii EBC, zejména u pacientii

s vyS$im rizikem, a mize byt uzite¢na pro monitoring prib&hu tohoto onemocnéni.

Séra pacientl byla odebrana v letech 2010-2013 z EBC (N = 63, median véku 58). EBC byl
definovan jako BC, ktery se nerozsifil mimo prsni tkan nebo do axilarni lymfatické uzliny (to

zahrnuje duktalni karcinom in situ a invazivni BC faze I, IIA, IIB a IIIA).

Pro potteby studii byly definovany ¢asové body pro jednotlivé odbéry kazdého pacienta:
- jeden den pted chirurgickou operaci pro BC (¢asovy bod 1),

- 14-28 dni po operaci pted jakoukoli nechirurgickou 1éc¢bou BC (€asovy bod II),

- 14-28 dnti po prvni linii [é€by: chemoterapie nebo radioterapie (¢asovy bod III),

- po relapsu onemocnéni, ktery byl pozorovan u 3 pacientek ve studii (¢asovy bod 1V).
Operace zahrnovala u vSech pacientt odstranéni nadoru spolu s odstranénim okolni nenddoroveé
tkané. Stiedni doba sledovani byla 27 mésici (rozmezi 9,5-36,3). Po klinickém relapsu
pacientce (N = 3) byl odebran dalsi vzorek séra. Diagndza a rozhodnuti o terapii byla provadéna

pomoci standardnich kritérii.

Mezi klinické parametry pro hodnoceni pacienti s EBC patii vek, menopauzalni stav, osobni
anamnéza a vyvoj onemocnéni, histologickd diagnoéza, klinické a chirurgické stadium, typ

nadoru, stupen nadoru, stav hormonalnich receptorti, exprese Ki-67 a HER2.

Relativni exprese miRNA byla vypoctena z CT onkomiRl (miR-155, miR-19a, miR-181b,
miR-24) ve vztahu k expresi referencni miRNA let-7a v EBC a porovnana s expresi stejnych
miRNA zdravych kontrol s pouzitim 2~ “CD rovnice. Béhem viech méfeni referenéni
mikroRNA let-7a vykazovala stabiln¢ vyjadienou expresi jak ve vzorcich pacientll v kazdém

¢ase odbéru (I-111), tak 1 v kontrolnich vzorcich.

Pomoci analyzy podélnych vicerozmérnych dat jsme zjiStovali, zda jsou tirovné onkomiRl
odli$né mezi ¢asovym bodem I a jinymi ¢asovymi body nebo kontrolami. Nejprve jsme urcili,
zda chirurgické odstranéni nadoru mélo vliv na hladiny onkomiRu v séru. Mezi Casovymi body

I a II sérové hladiny miR-155, miR-181b a miR-24 vyznamné poklesly ( p- hodnoty <0,05 u
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vSech pacientll s EBC (s nizkym a vysokym rizikem). Na rozdil od téchto tfi onkomiR1l se
sérové hladiny miR-19a po operaci nezménily, coZ naznacuje, ze miR-19a je bud’ stabilng;jsi,
nebo ze jeho produkce neodrazi ztratu nadorové tkan€. Byl vSak zaznamenéan vyznamny pokles
sérové hladiny kazdého miR (v€etné miR-19a) po terapii v ¢asovém bod¢ III ve srovnani s
c¢asovym bodem I pti diagnoze ( p- hodnoty <0,05, tj. MiR-155: 0, 000132; miR-19a: 0,00869;
miR-181b: 0,0008 a miR-24: 0,02343). Je tedy pravdépodobnéjsi, ze absence zmeény v
hladinach miR-19a v séru po chirurgickém zakroku je zptisobena spise otazkou stability nez

produkci miR-19a v nddorové tkani.

Zeptali jsme se, zda vysoce rizikovi pacienti maji odlisné hladiny onkomiR1l v séru ve srovnani
s nizkorizikovymi EBC pacienty. Vysoce rizikovi pacienti s EBC méli vyssi sérové hladiny
onkomiRil (miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24) nez zdravé Zeny, zatimco pacientky s
nizkym rizikem meély tendenci k niz§im hodnotdm onkomiRid nez pacienti s vysokym

rizikem. (Obr. 27).

Obrazek 27. Sérové hladiny miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 u pacientll s nadorem

prsu (vysoce rizikovi pacienti a nizkorizikovi pacienti).
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Relativni exprese miRNA (miR-155, miR-19a, miR-181b, miR-24) ve vzorcich séra pacientil

s karcinomem prsu (A) s vysokym rizikem onemocnéni, (B) s nizkym rizikem onemocnéni.

Dalsi otazkou bylo, jak trovné onkomiR reaguji na 1écbu podle stratifikace rizika. Sérova
hladina pro kazdy miR v ptipad¢ vysoce rizikovych pacientii (Obr. 26A) ukazuje klesajici trend

behem sledovani. Jedinou vyjimkou jsou sérové hladiny miR-24, které byly trvale nizké ptred a
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po terapii (mezi ¢asovymi body II a III). Na druhé strané¢ onkomiR pacientii s nizkym rizikem
(Obr. 26B) po chirurgické resekci klesaji a v disledku toho ziistavaji béhem lécby témér

konstantni s piiblizn¢ stejnou trovni jako v ptipad¢ kontrol.

Zaveérem lze fici, ze hladiny onkomiR1 u vysoce rizikovych pacienti klesaji méné rychle nez u
nizkorizikovych pacientd. Navic vysoce rizikovi pacienti nedosahuji normélnich hladin

onkomiR jako pacienti s nizkym rizikem.

Zde ptedkladame dikazy, ze hladiny onkomiR se vyznamné lisi pfi pocatecni diagnéze EBC
ve srovnani s ¢asovymi body nasledujicimi po specifické 1€cbé (po operaci a po adjuvantni
terapii). NaSe vysledky naznacuji, Ze chirurgicky zakrok mél obrovsky dopad na tii hladiny
onkomiRil v séru, zatimco adjuvantni 1écba vyznamné snizila vSechny Cctyfi studované
onkomiRy. To naznacuje, ze existuje vztah mezi eliminaci EBC béhem terapie a hladinami

onkomiR1 v séru.

7. Diskuse

miRNA jsou velmi stabilni epigenetické modifikatory posttranskripéni exprese, ¢asto zapojené
do tumorigenezi. Jejich hladiny jsou detekovatelné jak v pevnych tkanich, tak 1 v periferni krvi,
a proto se nabizeji jako biomarkery pro diagnosticky a prognosticky screening u pacientl
s riznymi typy onemocnéni, véetné rakoviny. Ve vyzkumnych pracich, které probihaly v nasi
laboratofi (laboratot prof. MUDr. Tomase Stopky, PhD.) v letech 2013 — 2018 jsme hodnotili
expresi miR-onkomarkerti riznych malignit ve vztahu ke klinickym charakteristikdim

onemocnéni, standartnim laboratornim markeriim a vybranym statistickym hodnotam.

Prvotni prace se vénovaly vyzkumu jedné z nejsledovangjsi miRNA miR-155. Vysledn4 data
poskytly nepfimy diikaz, ze aktivita miR-155 je spojend s maligni proliferaci v lymfoidnich
malignitach. Vzhledem k dfive publikovanym zji§ténim o vlivu miR-155 na diferenciaci B-
bunék (Dahl and Simon 2003), (Lu, Nakagawa et al. 2014), tato data spole¢né¢ podpofila role
miR-155 a jejiho cilového produktu PU.1 v patofyziologii LPD. Analyza expresi miR-155 a
PU.1 ve vztahu ke klinickym a molekuldrnim charakteristikdm pacientll pfinesla né&kolik
klinicky pouzitelnych pozorovani, které nasledné (Vargova, Pesta et al. 2017) poskytly dikaz

o piimé ucasti miR-155 v progresi onemocnéni CLL.
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Jina studie, provedena na vzorcich séra pacientek s BC také potvrdila pfimou ucast téchto
malych RNA molekul v procesech spojenych s kancerogenezi. Byl piedlozen vysledek prace,
kde nadorova tkan, skutecné produkovala onkomiRy, a Ze jejich zvySené hladiny v séru
odréazely charakter a aktudlni stav tohoto onemocnéni. Proto detekce onkomiRl mutize byt navic

uzite¢na pro detekci relapsu, je vSak zapotifebi mnohem delSiho sledovani.

Plazmatické miR-155, miR-203 a miR-205 jsou biomarkery pro monitorovani primarnich T-

bunecnych koznich lymfomu (Dusilkova, Basova, 2017)

V piipadé¢ vyzkumu CTCL jsme pouzili hodnoceni expresi vybranych miRNA na vzorcich
plazmy pacienti s MF a SS v nékolika ¢asovych bodech onemocnéni, coz ndm umoznilo
porovnat dynamické zmény v urovni miR souviseji s biologii CTCL s klinickymi vysledky.
miR-155, miR-203 a miR-205 byly skute¢né odlisné¢ regulovany v CTCL ve srovnani s
kontrolnimi vzorky od pacientli s BKL nebo kontrolnimi vzorky. Navic prediktivni 3-miR-
skore diive generované pro nadorové tkdné (Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011) a validované na
kohorté nezavislych pacientd (Marstrand, Ahler et al. 2014) uspésné¢ oddélil CTCL od kontrol
a BKL pfi implementaci dat ziskanych z plazmy (Obr. 7 a Obr. 15). Velikost efektu separace
vzorkli pomoci PCA vSak byla relativné mensi ve srovnani s daty generovanymi z vétSich
datovych soubort pomoci microarray. Studované miR jsou v CTCL biologii velmi jedine¢né.
Zatimco miR-155 pisobi jako onkogen v mnoha rtiznych typech nadorovych bunék, miR-203
a miR-205 jsou supresory nadoru exprimované v keratinocytech. Dalsi prace ukazuje, Ze
downregulace miR-203 a miR-205 narusuje epidermalni diferenciaci a zvySuje invazivitu (Ning
and Andl 2015) a urychluje bun&tnou proliferaci (Chim, Wong et al. 2011). MiR-155 je zase
epigeneticky aktivovan prostfednictvim onkogenu MYB, ktery se vdze a aktivuje strukturu
chromatinu v blizkosti hostitelského genu pro miR-155 (Vargova, Curik, 2017). Vysledkem je,
ze upregulace miR-155 blokuje normalni imunitni funkci pfi lymfoidnich malignitach
zaméfenim na diilezité transkripéni a signélni faktory, jako jsou PU.1 nebo SHIP1-PIP3-AKT
(Huskova, Korecka, 2015). Dalsi studie naznacila, Ze draha STAT5-BIC-miR-155 muze byt
zodpovédna za fizeni bunécné proliferace béhem maligni transformace T-bunék (Kopp,
Ralfkiaer et al. 2013). Tato pfedstava je také podporovana mySim modelem s nadprodukci miR-
155 (Costinean, Zanesi et al. 2006), kterd vede k lymfomim. Je zajimavé, Ze jak maligni, tak
benigni T-buniky v biopsiich tumoru CTCL / MF byly barveny pozitivn¢ na miR-155 pomoci
hybridizacni techniky in situ (Kopp, Raltkiaer et al. 2013). Soubor tfi miRNA muze potencialné
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zprostiedkovat mechanismy odpovédné za zménu mikroprostiedi a maligni transformaci, jak je

uvedeno v jinych studiich (Krejsgaard, Lindahl, 2017).

Je velmi dulezité spravné diagnostikovat a odli§it CTCL od benignich 1€zi, s pfesnosti
piedpovédét moznost potencialniho relapsu CTCL. Nase prace naznacuje, ze toho lze
dosahnout pomoci specifické detekce mikroRNA v plazmé. Jak je uvedeno na Obr. 16 a Obr.
17 klinické vysledky byly ¢asto predpokladany zménami miRNA ,,Sample skore. Hladiny tii
nejdulezitéjSich miRNA (miR-155, miR-203, miR-205) mély skute¢né vyznamné ucinky na
terapeutickou odpovéd’ (Obr. 11), zatimco miR-155 a miR-203 mély navic vyznamné ucinky
na prislusnost ke klinickému stadiu a na velikosti naddoru (Obr. 13 a Obr. 14). Vyhodou nasi
prace ve srovnani s pfedchozimi vyzkumy vyuzivajici biopsii kiize je to, Ze umoziuje vyuziti

plazmy periferni krve, ktera je relativn¢ snadno ziskatelna pfi rutinnich navstévach pacientd.

Vysledkem je, Ze data miRNA jsou kvantitativni a vysoce reprodukovatelnd. Vyznam
prediktivniho skére je ¢astecné zptisoben skutecnosti, ze miR-155 je pfimo zapojen do biologie
progrese MF, coz je podporovano i jinymi pracemi (Moyal, Barzilai et al. 2013). Je zajimavé,
ze upregulace samotného miR-155 neni schopna uplné rozlisit mezi ¢asnou MF a zanétlivou
dermat6zou a oddélit pacienty a kontroly, dale podporuje pouziti klasifikdtoru nékolika
miRNA. Skore ve skute¢nosti mélo ptivodné obsahovat dal§i dva miR, miR-223 a miR-22, které
byly dfive prokazany upregulované v naddorové tkdni CTCL, zatimco v plazmé MF nebo SS
(jak je ukazéano na Obr. 9 a Obr. 10) hladiny miR-223 a miR-22 nebyly vyznamné ovlivnény.
Navic, jak ukazuje dalsi studie, hladiny miR-223 jsou v CTCL sniZeny, zatimco jejich cile byly
vzajemn¢ upregulované (McGirt, Adams et al. 2014). Podobné jina studie zaznamenala snizeni
miR-223 béhem progrese MF na pokrocilé MF. Dale bylo pozorovano sniZeni miR-22 v obou

formach CTCL, MF i SS, ve srovnani s kontrolami v jiné studii (Sibbesen, Kopp et al. 2015).

Dohromady nastroj zahrnujici detekci miR v plazmé umoznuje jak spravné diagnostikovat
CTCL a odlisit od benignich 1€zi, tak 1 umoziiuje monitorovani progrese CTCL. Ptestoze naSe
prace pfedstavuje pocatecni nalezy na relativné malé kohort€ pacientt, jsme presvédceni, Ze
spojovani urovni miR s klinickym vysledkem umoziiuje zahdjit dalsi validacni studie u pacientii

s CTCL.

Studie genové exprese: Onkogenni mikroRNA-155 a PU.1 v nejcastéjsich lymfoidnich
malignitach (Huskova, Korecka, 2015)
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V tomto c¢lanku prezentujeme expresi onkogenniho miR-155 a jejiho cile, transkripcniho
faktoru PU.1 u LPD. Zde jsme stanovili zde expresi téchto molekul ve vzorcich primérnich
solidnich nadort Sesti nejrozsitenéjSich LPD: agresivnich (DLBCL, HL a MCL) a indolentnich
(B-CLL/SLL, MZL a FL). Nase studie poskytuje validaci riznych typti lymfomt a jsou ve
shodé se studiemi, které uvadely vysokou hladinu miR-155 jak ve vzorcich od pacientl s
malignim onemocnénim, tak v bunécnych liniich odvozenych z téchto nadort (Eis, Tam et al.
2005), (Lawrie, Soneji et al. 2007), (Torlakovic, Bilalovic et al. 2006), (Gibcus, Tan et al.
2009). Tyto studie vSak pouzivaly riizné techniky, kontroly a normalizace, takze vysledky nelze
plné porovnat a vyhodnotit. Kromé¢ dfive jiz publikovanych studii, i v naSem souboru 12 vzorkl
MZL jsme zjistili vyznamnou upregulaci exprese miR-155. (Obr. 23h - 1). Podpofeno jednim
diive publikovanym piipadem (Eis, Tam et al. 2005), mizeme konstatovat, ze hladiny miR-155
jsou u MZL také celkove zvysené. Zajimave je, ze se v této oblasti objevuje mnoho dalSich
vyznamnych zmén, napf. jsme nenalezli zvySené hladiny exprese miR-155 v uzlinovych
vzorcich MCL, protoZe se pohybovaly v rozmezi reaktivnich lymfatickych uzlin a normalnich
B-bun¢k. Nicméné, jsme skuteéné potvrdili vyznamnou zvySenou regulaci miR-155 v
nadorovych buikdch MCL cirkulujicich v periferni krvi. Primarni MCL se nachazi v
lymfatickych uzlinach, prakticky ve vSech ptipadech ale zpocatku se vyskytuje postiZeni
periferni krve (Ferrer, Salaverria et al. 2007). PU.1 pfedstavuje ovéfeny cil miR-155 jak na
urovni RNA 1 na Grovni proteinu (Vargova, Curik et al. 2011), (Vigorito, Perks et al. 2007).
Zjistili jsme, ze hladiny PU.1 jsou sniZené¢, a tak pravdépodobné odrazeji upregulaci miR-155.
Bylo zjiSténo, Ze hladiny PU.1 jsou vyznamné niz§i u vSech studovanych malignit, piekvapivé
véetné MCL, s primérnou downregulaci ptiblizné 75 % u B-CLL/ SLL, FL, MZL a MCL a
jesté vyrazngjsi v pripadé piiblizné 90 % u HL a DLBCL. Skutecné, jsme zaznamenali negativni
korelaci mezi miR-155 a PU.1 v nasem souboru pacientti s LPD (Obr. 23a). Tato data poskytuji
nepiimy diikaz, Ze nddorovy supresor PU.1 je cilem onkogenni aktivity miR-155 v téchto LPD.
Vzhledem k dfive publikovanym zjist€énim o PU.1 a miR-155 pro diferenciaci B-bunék (Dahl
and Simon 2003), (Lu, Nakagawa et al. 2014), tato data spolecné podporuji roli miR- 155/PU.1
v patofyziologii LPD. Hladiny exprese miR-155 v nasem souboru vzorka jsou zvysené a PU.1
respektive snizené, celkové, ale mezi jednotlivymi vzorky existuje Siroké rozpéti exprese v
jednotlivych typech LPD. Proto jsme analyzovali expresi miR-155 a PU.1 v jednotlivych
skupinach vzorkl ve vztahu ke klinickym a molekularnim charakteristikdm pacientil, z nichz
byly vzorky odebrany. Zaznamenali jsme né€kolik klinicky pouzitelnych pozorovani. Za prve,
u B-CLL/SLL jsme zjistili vyznamné niz8i expresi PU.1 (v lymfatickych uzlinach) u CLL

pozitivnich pro ZAP-70 a CD38, nez u pacientll negativnich pro tyto nepiiznivé prognostické
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markery (Schroers, Griesinger et al. 2005). Tyto vysledky poskytuji dalsi ditkazy podporujici
PU.1 jako prognostického ukazatele u B-CLL/SLL (Vargova, Curik et al. 2011). NasSe
pozorovani je podpofeno dal§imi tdaji, které povazuji miR-155 za prediktor transformace
benigni lymfocytézy do maligni B-CLL (Ferrajoli, Shanafelt et al. 2013). Za druhé, vysoké
hladiny miR-155 odlisily tfi velmi neobvyklé ptipady HL refrakterni na standardni terapii od
ostatnich pfipadi HL. (Obr. 23g). Takové tidaje vybizeji k rozsifeni souboru pacientii s HL za
ucelem dalsiho ovéfeni tohoto pozorovani s pouzitim vétSich souborti dat. Vysledky ukazuji,
ze miR-155 je dulezitou molekulou pro biologii a pravdépodobné i pro klinické sledovani
potencidlné refrakternich pifipadi HL. NaSe studie také poskytla nékteré neocekavané
pozorovani. Napiiklad jsme o¢ekavali rozdilnou expresi miR-155 u podtypti DLBCL, jak bylo
uvedeno v diive publikovanych studiich (Lawrie, Soneji et al. 2007). Takovy rozdil v nasem
souboru dat vSak nebyl odhalen. Je mozné, Ze nd$ soubor dat neobsahoval dostatecny pocet
vzorki pro signifikantni hodnoceni (N = 5) a navic s ndhodné vyjimecné vysokou hodnotou

miR-155.

Souhrnné lIze fici, Ze naSe data poskytuji dikaz, Ze tento ptistup sledovani exprese miR-155 a
PU.1 ve vzorcich lymfatickych uzlin a periferni krve je proveditelny. Zjistili jsme upregulaci
miR-155 a downregulaci jejiho cile PU.1 v Sesti nejcastéjSich LPD: DLBCL, B-CLL/SLL, HL,
MZL a FL. Zjistili jsme downregulaci PU.1 u MCL v souvislosti s normalni expresi miR-155,
coz naznacuje, ze regulace hladiny PU.1 je komplexnégjsi u tohoto podtypu lymfomu. NasSe
vysledky rovnéZ naznacuji roli PU.1 a miR-155 v nepfiznivé prognoéze B-CLL/SLL a HL.
Stanoveni exprese miR-155 a PU.1 v lidskych LPD tak ptedstavuje novy nastroj, ktery by mél

byt zaclenén do diagnostickych hodnoceni.

Onkogenni mikroRNA: miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 umoznuji sledovani casného

karcinomu prsu v séru (Sochor, Basova et al. 2014)

Dalsi naSe prace vyuzivajici genovou expresi vybranych miRNA, potvrdila, ze nadorova tkan
v tomto piipad¢ karcinomu prsu (BC) skute¢né produkuje onkomiRy, a Ze jejich zvySené
hladiny v séru odrdzeji charakter tohoto onemocnéni. Detekce onkomiRd miZze byt navic

uzitecna pro detekci relapsu, je vSak zapottebi mnohem delSiho sledovani.

MiR-155 je jednim z nejvice studovanych miR u pacienti s BC (Sun, Wang et al.
2012). Produkce miR-155 nadorem vSak vysoce reaguje na chirurgickou l1éc¢bu, a proto jeji

hladiny velmi rychle klesaji. Na rozdil od toho se miR-19a po chirurgickém odstranéni zda byt
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stabiln¢j$i a detekovatelnéjsi (ve srovnani s miR-155, miR-181b nebo miR-24). Nakonec se

hladiny vSech studovanych onkomiR po adjuvantni terapii snizily (¢asovy bod III).

Nase studie prokézala, ze hladiny onkomiR u vysoce rizikovych pacientii klesaji méné rychle
nez v pripadé¢ nizkorizikovych pacientii. Navic vysoce rizikovi pacienti na rozdil od
nizkorizikovych nedosahuji po adjuvantni 1é¢bé normaélni hladiny onkomiR (¢asovy bod
II). Naptiklad miR-19a, ktery je soucasti klastru miR-17-92 se jevi jako velmi dilezity faktor
v agresivnim BC (Farazi, Horlings et al. 2011). Podobn¢ dal$i mikroRNA miR-181b byla
spojena s agresivngjSim BC charakterizovanym horSim klinickym stagingem a vyssi Ki-67
(Bisso, Faleschini et al. 2013). miR-24 je spojovan s patogenezi BC (Papadimitriou, Vasilaki
et al. 2012), ale dosud nebylo navrzeno, aby byl zapojen do diagnostického modelu agresivity
BC. Navic nemuzeme upln€ vyloucit moznost, Ze hladiny onkomiR klesaji méné rychle u
vysoce rizikovych pacientll v disledku pooperacni pfitomnosti nadorovych bunék, které vSak
nejsou klinicky vyuzivanymi technikami detekovatelné. Jak peclivé chirurgické odstranéni
okolni ne-naddorové tkang, tak i velmi nizky pocet recidivujicich pacientti s EBC vS§ak naznacuji,
7e to odrazi spiSe zvySenou stabilitu a mozna také pomalejSi degradaci onkomiRl v séru
pacienta. V na$i kohorté pacientli jsme pozorovali relaps BC u tfi pacientil, coz vedlo ke
zménam hladin onkomiRa. Protoze vSak nase studie sestavala z malého poctu recidivujicich

pacientli, neumoznila diikladné;si analyzu hladin onkomiR.

Podélna vicerozmérna analyza exprese onkomiR v kohorté pacientli s EBC siln¢ podporuje
klinicky vyznam &tyi onkogennich mikroRNA. Casteéné poméha spojit pozorované deregulace
ve vzorcich séra s agresivnimi klinickymi parametry, jako jsou HER2, Ki-67 a klinicky stupen
II1. To je v souladu s pfedchozimi analyzami, které byly zaloZeny na datech exprese v nddorové
tkani, a data tykajici se miR-155 v séru byla rovnéZ v souladu s ostatnimi vysledky (Eichelser,
Flesch-Janys et al. 2013). NaSe prace tak poskytuje diilezité spojeni biologické funkce miRl v

nadoru s jejich hladinami v séru.

Vyse uvedend data poskytuji ditkaz, Ze exprese Ctyt onkomiRl souvisejicich s patogenezi BC
(miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24) v séru je zvySena v diagnostickych vzorcich pacientii
s EBC. Tyto hladiny onkomiR se snizuji po kombinované terapii. Dilezité je, Ze vysoce
rizikovi pacienti s EBC vykazuji zejména opoZdéné a méné vyrazné sniZeni exprese onkomiR
po chirurgickém odstranéni nddoru. Pii relapsu se zvySuje hladina né€kterych onkomiR v séru,

coz naznacuje jejich potencial pro monitorovani pacientii s EBC.
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8.  Shrnuti zavéru disertac¢ni prace

Stanoveni plazmatickych hladin mikroRNA v hematologickych malignitach pfedstavuje velmi
uzite¢ny nastroj jak pro diagnostické rozliSeni napt. od benignich 1€zi, tak pro monitorovani
prubéhu onemocnéni. Ve studiich, které byly provedeny na poli mikroRNA, jsme vyuzili rtizné
piistupy a metody pro co nejdetailnéjsi hodnoceni. Velkym piinosem je moznost vyuziti vzorkl
plazmy a/nebo séra periferni krve u pacientli se solidnimi nadory (coz na jedné strané odrazi
biologii nadorové hmoty a jeji schopnost secernovat molekuly do periferniho fecisté, a na strané
druhé ukazuje na skutecnost, ze miRNA hraji vyznamnou roli v komunikaci mezi nadorem,
imunitnim systémem a mikroprostedi tumoru). Vysledné soubory miRNA, kde Casto hraje role
vzajemné pisobeni nékolika onkogennich a supresorovych miRNA, jsou vyuzitelné nejen pfi
diferencialni diagnostice nadorti, ale maji potencial pfi hodnoceni aktualniho klinického stavu
pacienta a tim 1 pfesnéjsi stanoveni lé¢ebnych odpovédi. Vyuziti miRNA skérovacich systému
dovoli kvantifikovat klinické objektivni vysledky a subjektivni znaky. Navic, miRNA mohou
piredpovidat mozny scénaf vyvoje onemocnéni se stanovenim prognostického rizika pro
kazdého pacienta v aktudlnim case. VySe uvedené vysledky prace mohou byt pouzity pii

zavadéni novych terapii k vyhodnoceni jejich u¢innosti a hodnoceni zbyvajici nadorové zatéze.
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Summary of dissertation conclusions

Determination of plasma microRNA levels in hematological malignancies is a very useful tool
for diagnostic differentiation from e.g. benign lesions as well as for monitoring the course of
the disease. In the studies that have been performed in the microRNA field, we have used
different approaches and methods to make the most detailed assessment. The possibility of
using peripheral blood plasma and/or serum samples from patients with solid tumours is a major
contribution (which on the one hand reflects the biology of the tumour mass and its ability to
secrete molecules into the peripheral circulation, and on the other hand points to the fact that
miRNAs play an important role in the communication between the tumour, the immune system
and the tumour microenvironment). The resulting sets of miRNAs, where the interaction of
several oncogenic and tumor suppressor miRNAs often plays a role, are not only useful in the
differential diagnosis of tumors, but also have the potential to assess the current clinical status
of the patient and thus more accurately determine treatment responses. The use of miRNA
scoring systems allows quantification of clinical objective outcomes and subjective features. In
addition, miRNAs can predict possible disease scenarios with the determination of prognostic
risk for each patient at the current time. The above results of this work can be used in the

introduction of new therapies to evaluate their efficacy and assess the remaining tumor burden.
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