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Abstrakt (¢eska verze)

Klicova slova: myelodysplasticky syndrom, imunomodulaéni
terapie, demetylacni terapie, cereblon, imunosuprese, cytokiny,
diferenciace

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu
klonalnich chorob hemopoetické kmenové builkky charakterizovanych
inefektivni hemopoézou, periferni cytopenii, morfologickou dysplazii a
nebezpecim transformace do akutni myeloidni leukemie (AML). Terapie
myelodysplastického syndromu je dosud relativn€¢ svizelnd. Mimo
transplantaci perifernich kmenovych bunék, ktera je mozna pouze u velmi
maého procenta nemocnych, neni v soucasné dobé k dispozici 1écba vedouci
ke kompletni dlouhodobé remisi onemocnéni. Intenzivni hledani novych
terapeutickych moznosti je proto vysoce zadouci. Do zcela recentniho
zavedeni dvou novych terapeutickych modalit byla situace v 1é€bé nemocnych
s myelodysplastickym syndromem frustrujici. Nové terapeutické pristupy jsou
predstavovany  imunomodula¢ni 1écbou representovanou preparatem
lenalidomidem a epigenetickou terapii neboli demetyla¢ni 1écbou
representovanou preparatem 5- azacitidinem (azacitidin). Mechanismus jejich
ucinku vsak neni jesté zcela objasnén. Proto jsme se rozhodli pii zavadéni
této 1éCby u nas, navazat na terapii i n€kolik vyzkumnych zdmért. Cilem
téchto zamért bylo sledovat zmény urcitych procest a faktori pred terapii a
v pribehu terapie, které by mohly pomoci v odpovédi na otazky tykajici se
mechanismu u¢inku vySe uvedenych preparati ve vztahu k patogenezi
onemocnéni. U imunomodulaéni terapie jsme studovali zmény exprese
dilezitych transkripénich faktorti ucastnicich se hemopoézy, zmény exprese
urcitych cytokini a dal§ich faktort, které mohou hrat roli v patogenezi
onemocnéni a jejichz zmény mohou byt zpilisobené terapii.  Dale jsme
analyzovali jako prvni expresni genové profily mikroRNA (miRNA) pied a
v prubéhu terapie lenalidomidem. Potvrdili jsme vyznamnou roli cereblonu
v citlivosti MDS pacientti s deleci dlouhého raménka 5. chromosomu na
lenalidomid. Stanoveni hladiny mRNA cereblonu mutze slouzit k lepsi
identifikaci respondentd. U epigenetické terapie jsme sledovali vliv
azacitidinu na expresi stézejniho diferencia¢niho faktoru myeloidni fady PU.1
a vliv terapie na diferenciaci bun¢k. PU.1 patii mezi geny, jehoZ exprese je u
vyznamné casti pacientd s MDS s vy$8im rizikem potlacena vlivem metylace
DNA v jeho regulacni oblasti URE. Zjistili jsme, ze hladina PU.1 v
progenitorech pacientli s MDS vyznamné souvisi s odpovédi téchto pacienti
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na 1é¢bu azacitidinem. Azacitidin je schopen ucinné¢ demetylovat DNA v
oblasti URE a iniciovat dalsi epigenetické procesy na Girovni chromatinu. Tyto
procesy ve svém souhrnu vedou ke zvySeni exprese PU.1 a k projevim
iniciace myeloidni diferenciace. = Zabyvame se téz moznou kooperaci
azacitidinu s rastovymi faktory myeloidni fady v terapii porusené myeloidni
diferenciace u nemocnych s MDS.

Abstract (in English)

Key words: myelodysplastic syndromes, immunomodulation therapy,
demethylation therapy, immunosuppression, cereblon, cytokines,
differentiation

Myelodysplastic syndromes represent a group of clonal stem cell disorders
characterized by ineffective  hematopoiesis, peripheral cytopenia,
morphological dysplasia and the risk of transformation to acute myeloid
leukemia (AML). Appropriate therapy of MDS remains challenging. There is
no curative approach besides peripheral stem cells transplantation, which is
regretfully appropriate only for a small group of patients due to a higher
median age of the MDS population. This is why the search for therapeutic
alternatives remains paramount. MDS treatment was rather frustrating until
the recent introduction of two new therapeutic approaches:
immunomodulation  therapy with lenalidomide and epigenetic or
demethylating therapy with 5-azacytidine. Both new drugs have significantly
higher effect than standard therapy. However, the precise mechanism of this
effect remains unknown. As a result, we decided to initiate several research
projects while introducing this promising treatment to our patients.

Our aim is to investigate the mechanism of both agents in relation to disease
pathogenesis by examining changes of certain occurrences and factors prior to
and during the course of therapy. In immunomodulating therapy we study the
expression of several transcription factors important in hematopoiesis, changes
in expression of specific cytokines, and other factors with a possible role in
pathogenesis of MDS that could be influenced by treatment. Using gene
expression profiling, we analyze changes in microRNAs before and during
treatment. A separate goal is to study and confirm the central role of cereblon
in lenalidomide sensitivity in patients with MDS and 5q deletion. In epigenetic
therapy, the main goal is to study the potential differentiation effect of
azacitidine. We analyze expression of crucial differentiation factor for
myeloid lineage PU.1. We found that significant subset of high risk MDS
patients express low level of PU.1 due to DNA hypermethylation of PU.1
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upstream regulatory element (URE). We also found significant relationship
between levels of PU.1 expression and response of patients to AZA treatment.
Effects of AZA on PU.1 expression and myeloid differentiation can be
modified, enhanced by pre stimulation with the cytokines including
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)

1. Uvod
1.1. Vseobecny uivod k myelodysplastickému syndromu, patogenezi a
terapii

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu
klonalnich chorob hemopoetické kmenové bunky charakterizovanych
inefektivni hemopoézou, periferni cytopenii, morfologickou dysplazii a
nebezpe¢im transformace do akutni myeloidni leukemie (AML). MDS,
zvlasté vranych fazich je vlastné premalignim (preleukemickym)
onemocnénim. Incidence, ktera se obecné pohybuje kolem 3,5-4/100 000 za
rok, s vékem vyznamné stoupa. U osob nad 60 let je pak 30/100 000, coz ¢ini
MDS jednu z nejéastéjSich hematologickych malignit v této vékové kategorii.
MDS se s malou pfevahou vyskytuje Castéji u muzt. Kilasifikace. Celou
skupinu MDS syndromi délime do 5 ¢i 8 podskupin podle klasifikacnich
systémil, které jsou zaloZeny na hodnoceni poc¢tu a typu cytopenii a dale
procenta myeloblastii v kostni dieni (Bennett et al., 1982, Harris et al., 1999,
Vardiman et al.,, 2009). Jednotlivé podskupiny se lisi svoji klinikou,
progndzou, celkovym pfezivanim a Cetnosti transformaci do AML. Co se tyce
rizika progrese a prezivani, je onemocnéni stratifikovano do nékolika skupin
podle IPSS (International Prognostic Scoring System) ( Greenberg et al.,
1997). Vedle uréeni prognézy nemocného je tento skorovaci systém stézejni
pro rozhodovani o volbé terapie nemocnych s MDS. Zasadni pro pochopeni
dalsiho textu je, Ze s pomoci skorovaciho systému, ktery odrazi i zakladni
heterogenitu nemocnych stran prognézy a charakteru onemocnéni delime
nemocné na MDS s niz§im a vy$$im rizikem. Onemocnéni s niz§im rizikem
ma charakter spiSe leta trvajiciho chronického onemocnéni zatézujiciho
nemocné hloubkou cytopenie, kdezto nemocni s vy$§im rizikem maji chorobu
agresivni s prognézou prezivani i jen né€kolika mésich. Navzdory
intenzivnimu vyzkumu neni etiologie onemocnéni dosud objasnéna. To se
tyka asi 80% nemocnych S primarnim MDS. U c¢asti nemocnych je znama
expozice toxickym latkam =z prostfedi (benzen, organickd rozpoustédla),
popiipadé onemocnéni vznika po predchozi chemo- ¢i radioterapii pro jinou
primarni malignitu (Rothman et al., 1995, Pedersen-Bjergaard et al., 2002, Aul
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et al., 1998). Tuto skupinu nazyvame sekundarnim MDS. Ackoli MDS je
zavazné onemocnéni znamé nékolik dekad jeho molekularni patogeneze a
otazka pro¢ dochazi k vyvoji do AML zistavaji neznamé. V patogenezi MDS
nejspiSe hraji roli genetické faktory, epigenetické a imunopatologické
mechanismy (Aul et al., 1998, Will et al., 2012, Cazola et al., 2013, Itzykson
at Fenaux, 2014, Kulaserkararaj et al., 2013). Globaln¢ zminéné poruchy
vedou k dysplastické krvetvorbé. Protoze jsou v podstaté nadorového
charakteru, davaji patologickému klonu ristovou vyhodu, takze postupné
patologicka krvetvorba nahradi normalni polyklonalni hemopoézu. U nizce
rizikovych skupin (rané faze choroby) je periferni cytopenie pravdépodobné
nasledek akcelerované apoptozy dienovych prekursord. Imunitni disregulace,
vliv prozanétlivych cytokinti, porucha mikroprostiedi a také napiiklad
abnormalni biogenese ribosomalnich proteint v této fazi hraje pravdépodobné
téZ dulezitou roli v naruseni integrity hemopoézy a moznosti vzniku
patologického klonu (Sawanobori et al., 2003, Mundle et al., 1999). K jeho
plné malignizaci a vzniku leukemické populace bunék, ale nejspiSe prispivaji
jesté dalsi faktory. Nebyla prokazana zadna jednotliva geneticka 1éze, ktera by
mohla vést k vzniku onemocnéni. Mezi genetickymi defekty, které jsou
vyznamné v patogenezi MDS, patii zvlasté dulezité nebalancované ztraty
genetického materidlu (méné Casto reciproké translokace). Charakteristické
chromosomalni abnormality zahrnuji aberace chromosomt 3, 5,7,8, 11, 17, 20
a Y nebo komplexni zmény karyotypu zahrnujici ¢etné abnormality v rdmci
jednoho klonu (Haase et al., 2007). Klonalni cytogenetické aberace se
nachazeji asi u 30-60% nemocnych s primarnimi MDS a u vice nez 80%
prognostickym faktorem u nemocnych (Greenberg et al., 2012, Schanz et al.,
2012). Analyzou cytogenetickych dat jakozto prognostickych faktora se téz
zabyva tadanaSich praci (Zemanova et al., 2014, Dvotdk et al., 2013,
Biezinova et al. 2012, Bystficka et al., 2012, Neuwirtova at al., 2014). Vedle
genovych ztrat jsou jist€é v patogenezi onemocnéni dulezité téz mutace.
Klonalni vyvoj u MDS je charakterizovan vyvojem somatickych mutaci, jez
postupné probihaji v kmenovych builkdch a jejich dcefinych populacich.
Sekvenovani nové generace” s vysokou citlivosti pod 0,1% v poslednich péti
letech odhalilo sadu novych doposud neznamych mutaci (Papaemmanuil et al.,
2013, Haferlach et al., 2014, Xu et al., 2012, Padua et al., 1998). Zajimavé
pravé u MDS je, ze mnoho ¢asto mutovanych geni u MDS koduje proteiny,
které jsou dulezité v epigenetickych mechanismech, coz naznacuje specificky
vztah genetickych a epigenetickych zmén. Posledni prace dokladaji, ze u MDS
nalezneme minimalné jednu z mnoha znamych onkogennich mutaci u zhruba



70-90% nemocnych (Papaemmanuil et al., 2013, Haferlach et al., 2014, Bejar
etal., 2012, Bejar et al., 2011).

Jak jsem jiz uvedla, vedle genetickych zmén se v patogenezi pravdépodobné
téz ucastni i abnormalni epigeneticka modifikace, jde pfedev§im o metylaci
genl a acetylaci histoni. Pravé hypermetylace nékterych genti miize vést
k naruseni jejich transkripce a tim kjejich utlumovani ,.gene silencing™.
Paklize jde o ovlivnéni tumor supresorickych genti mtize tento proces
napomadhat vzniku maligniho klonu a jeho ristu. Nasledky genetickych zmén a
narusené epigenetické regulace vétSinou vysledné porusuji spravny proces
proliferace a diferenciace hemopoetickych prekursorti. Jejich akumulace u
pokrocilych forem MDS podporuje pak expanzi nezralych prekurzord,
myeloblastd s naslednou transformaci do AML (Jiang et al., 2009, Figueroa et
al., 2009). U casti MDS, zvlast¢ hypoplastickych forem, se uvazuje
V etiopatogenesi o podobném mechanismu jako u aplastické anemie. To je o
vlivu mozného autoimunniho poskozeni hemopoetickych prekursorti nejspise
vedené autoagresivnimi T-lymfocyty, Cemuz odpovida i dobry efekt
imunosupresivni terapie u uréité skupiny nemocnych s MDS (Jonasova et al.,
1998, Molldrem et al., 1998).

Obecné poznamky k terapii MDS. 1 pfes staly intenzivni vyzkum je MDS
jednou z nejobtiznéji fesitelnych hematologickych malignit. Prognoza asi
poloviny nemocnych s primarnim a vétSiny nemocnych se sekundarnim MDS
je relativné $patna. U nizce rizikovych nemocnych, u kterych dominuje, jako
nevétsi problém anemie donedavna nebyla jina konéena volba nez trvala, casto
velice frekventovana transfuzni 1é¢ba. Nemocni s vy$$im rizikem byli 1é¢eni
riznymi kombinacemi cytostatik vice ¢i méné¢ obdobnymi jako u terapie
AML, ¢i dle moznosti transplantaci kostni dfené. Bohuzel MDS na rozdil od
jinych hematologickych malignit je prekvapivé rezistentni vici standardni
chemoterapii. Zatim jedinou kauzalni terapii zlstava stale vysoce rizikova
allogenni transplantace perifernich krvetvornych kmenovych buné¢k, kterou
vzhledem k v&ku toleruje jen malé procento nemocnych. Ctyilety odhad
celkového piezivani po transplantaci u dospélé populace je zhruba 30%. Tato
statistickd data podtrhuji nezbytnost porozumeéni biologie MDS a rozsiteni tak
repertoaru ,, individualizované* cilené biologické 1éCby.

V poslednich letech se objevily pro obé skupiny jak nemocné s nizkym tak
vysokym rizikem nové terapeutické moznosti v podobé imunomodula¢ni
terapie a epigenetické-demetylacni terapie. Obé tyto nové skupiny l1éki
znamenaly pro MDS doslova revoluci a to nejen stran $anci pro nemocné,
ale i zdjmem o tuto chorobu. Hraly proto i roli v intenzivnéj§im vyzkumu
patogeneze onemocnéni.



1.2. Podrobny tivod do problematiky patogeneze MDS s 5Q- aberaci
specificky 5¢- syndromu, soucasné piedstavy o mechanismu
lenalidomidu a zdkladni klinickad data.

Nejcastéjsi cytogenetickou abnormalitou je delece dlouhého raménka 5
chromozomu (50-) svyskytem asi u 20% nemocnych s MDS. Skupina
nemocnych nesouci tuto aberaci je relativné heterogenni stran klinickych
projevil v z&vislosti na dalSich faktorech jako je pocet myeloblasti ve dfeni,
dalsi cytogenetické aberace, pritomnost mutaci a dalSich cytopenii (Mallo et
al., 2011, Jonasova et al., 2012, Bfezinova et al. 2012, Neuwirtova et al.,
2009). Specialni misto zaujima 5q- syndrom (Van den Berghe, 1986).
Bohuzel u vétsiny téchto nemocnych se béhem let vyvine té¢zka transfuzni
dependence.  Preparat lenalidomid patfi mezi imunomodulaéni léky
s vyznamnym efektem specificky u nemocnych s 59- aberaci. Vede jednak k
normalizaci hodnot krevniho obrazu a ptfedevSim transfuzni nezévislosti,
jednak u ne€kterych nemocnych k vymizeni patologického klonu s 59- aberaci.
Na terapii lenalidomidem odpovida zhruba 70% nemocnych s aberaci 5q- a asi
90% nemocnych s 50- syndromem jak ukazuji i naSe vlastni zkuSenosti
(abstrakt OHD 2013) a vysledky velkych studii MDS 003 a MDS 004 (List et
al., 2006, Fenaux et al, 2011). Jak ukazala studie MDS-002, nemocni bez 5q-
dosahuji odpovédi pouze asi v 25% (Raza et al., 2008).

Lenalidomid ma pravdépodobné efekt anti-angiogenni, anti-apoptoticky,
inhibuje TNF-alfa (tumor necrosis factor alfa), stimuluje T a NK burnky,
produkci interleukinu 2 (IL2), navic nejspiSe zvySuje senzitivitu erytroidnich
progenitorii k erytropoetinu a mozny je téz ptimy cytotoxicky efekt na buiiky
5¢- klonu (Ramsay et al., 2012, Corral et al., 1999, Ximeri et al., 2010).
V poslednich letech se objevuji prace, které vztahuji efekt lenalidomidu
k aberantni expresi genii na deletovaném tseku 5q, u kterych byla popsana
haploinsuficience (SPARC, RPS 14, CDc25C a PP2A) (Wei et al., 2009, Wei
et al, 2012). Haploinsuficience uréitych gend hraje roli Vv patogenezi
onemocnéni ¢i vzniku specifického fenotypu 5q- syndromu s insuficientni
erytropoézou s naopak zachovalou ¢i zvySenou tvorbou trombocytl
(Boultwood et al., Boultwood et al., 2002, 2010, Ebert et al., 2008, Barlow et
al, 2010). V experimentalnich modelech bylo zjisténo, ze haploinsuficience
genu pro malou ribosomalni podjednotku RPS14 s naslednym ribosomalnim
stresem vede Kk nadprodukci p53, proteinu, ktery zpusobuje akceleraci
apoptdzy erytroidnich bunék a specificky u 5q- zptisobuje obraz hypoplastické
anemie (Dutt et al., 2011, Pellagati et al., 2010). V erytroidnich progenitorech
se akumuluji volné ribosomalni proteiny, které blokuji navazani p53 na
MDM?2 (human homolog of murine double minute 2) ubiquitin ligdzu a tim
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degradaci (ubiquitinizaci) p53 v proteasomu (Dutt et al., 2011, Narla et al.,
2010). Dalsi znak 5q- syndromu s anemii kontrastujici trombocytémie se
parcialn¢ vysvétluje haploinsuficienci dalSich genti a to gend pro miRNA:
miR-145, miR-146, které jsou lokalizované na, nebo blizko CDR
(Starczynowski et al., 2010, Kumar et al., 2011). MiR-145 a miR-146 vede
v elevaci IL-6 (interleukin 6), ktera je téz detekovana u nemocnych s 5q-. D.
Starczinowski identifikoval cilové proteiny téchto miRNA, jsou to pro miR-
145 TIRAP a pro miR-146 TRAF6, které mimo jina maji roli v primarni
pfirozené imunité. DalS$im vyznamnym cilem pro miR145- je Fli-1 (Truong et
al., 2005). Jak zasahuje lenalidomid do téchto d&jti v§ak neni jasné.

Lenalidomid je vysoce u¢inny preparat pro nemocné specificky s aberaci
50- nicméné jaky je skuteény mechanismus ucinku a co tkvi za tak
vysokou citlivosti nemocnych s 50- aberaci neni jeSté objasnéno.

1.3. Uvod do problematiky vyznamu epigenetickych zmén u MDS
a zavedeni epigenetické terapie

Epigeneticka  terapie  representovdna v soucCasné dobé predevSim
demetyla¢nimi preparaty znamend velky pokrok v I1écbé nemocnych
s myelodysplastickym syndromem. V prvé fadé¢ jde o nemocné s vysSSim
rizikem onemocnéni, kde dosud pouzivanad béznd chemoterapie nevedla ve
valné vétSiné piipadi k vyznamnym efektim a prodluzovala ptezivani
nemocnych jen vétSinou o nékolik mésici. Hypometyla¢ni terapie pouzivana
v soucasné dobé v 1écbé nemocnych s MDS mé dnes jiz mnoha studiemi
podlozené pevné misto v terapii nemocnych s vys$$im rizikem (Jonasova et al.,
2013, Fenaux et al., 2009, Silverman et al., 2002, ltzykson et al., 2011).
Nicméné co je skryto za relativné vysokou efektivitou této terapie a jaky je
mechanismus ucinku demetylacnich preparati nebylo dosud plné objasnéno.
Metylace DNA je jedna z nejcastéjSich a nejvice studovanych epigenetickych
zmén u MDS. Paklize dochazi k metylaci CpG bohatych oblasti tzv. CpG
ostriivkll v promotorech genit mize dojit zabranéni transkripce téchto gent
(,,gene silencing) (Herman et al., 2003). Inhibovana mtze byt exprese gentli
nezbytnych pro normalni regulaci proliferace, diferenciace a bunécné
apoptozy (Curik et al., 2012, Hofmann et al., 2006, Christiansen et al., 2003).
Tento proces umoziuje vznik maligniho klonu a jeho rtstu (Jones et Baylin,
2007, Kautiainen et Jones, 1986). U MDS je vedle inhibice jednotlivych
dalezitych genl prokazana aberantni vyznamna metylace celého genomu a
jsou téz studie demonstrujici skutecné progresivni hypermetylaci genomu
s progresi onemocnéni (Jiang et al., 2009, Figueroa et al., 2009, del Rey et al.,
2013, Hopfer et al., 2009). Metylaci zprostfedkovava hlavné DNMT1 (DNA
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metyltransferaza 1). Hypermetylaci DNA zabrafiuji dva inhibitory
metyltransferazy, S-azacitidin a 5-aza-2’-deoxycitidin (decitabin). U nas je
povolen azacitidin. Dnes se s vyzkumem funkce demetylacnich preparati
objevuji i jiné nové efekty téchto ucinnych 1éku, které pravdépodobné
ovlivituji apoptdzu, diferenciaci, diskutuje se i imunomodulaéni efekt (Shin et
al., 2012, Aimiuwu et al., 2012). Cytostaticky efekt azacitidinu byl jiz popsan
Vv 60 letech minulého stoleti a to prvnim nasim védcem Frantiskem Sormem
(tehdy presidentem Akademie véd a feditelem Ustavu organické chemie a
biochemie), ktery azacitidin syntetizoval. Cetné studie véetné vysledku
analyzy terapie azacitidinem v Ceské republice ukazuji vyznamny
terapeuticky efekt tohoto preparatu u vSech skupin MDS nemocnych
(Jonasova et al., 2013, Fenaux et al., 2009). Studie AZA- 001 potvrdila
pozitivni efekt azacitidinu a to nezavisle na véku, pohlavi a stupni rizika dle
IPSS. Stézejnim vysledkem studie bylo dosazeni vyznamné delsiho OS (24
versus 15 mésictl) v rameni s azacitidinem oproti dosud pouZivané klasické
terapii (podpirna 1écba, nizké davky cytosin arabinosidu, intenzivni
chemoterapie-3+7 rezim).

V naSsi praci nejde jen o objasnéni mechanismu demetyla¢nich preparati,
dileZité je téZ s pokroky v molekularni genetice identifikovat i spravné a
validni biomarkery slouzici k predikci efektu 1écby a spravnému vybéru
nemocnych.

2. Hypotéza prace
2.A. Imunomodula¢ni terapie - vztah k patogenezi MDS

Imunomodulacni terapie je vysoce efektivni terapie u nemocnych s MDS

specificky s 5g- aberaci. Jeji mechanismus a d&je vedouci k tak vyznamnému

efektu nejsou objasnény. V patogenezi onemocnéni, kterd je pravdépodobné

velmi komplexni, hraje roli disregulace urcitych, vétSinou prozanétlivych a

pro-apoptotickych cytokinti a dalSich faktorti. Na defektu erytropoézy a

specifickém fenotypu onemocnéni se podili porusena koordinace a exprese

transkripcnich faktord dilezitych pro diferenciaci a proliferaci cervené fady.

Predpokladame, ze:

1. imunomodula¢ni terapie ma vliv na hladiny transkripénich faktort
dalezitych v diferenciaci Cervené fady.

2. ovliviuje hladiny cytokini a pro-apoptotickych faktord hrajicich roli
V porusen¢ erytropoéze

3. zménéné hladiny specifickych mikro RNA se podili na patogenezi
onemocnéni

11



4. ucinek imunomodulaéni terapie u MDS je zprosttedkovan vazbou na
cereblon (CRBN) a tento efekt je zavisly na mife jeho exprese (jak bylo
ukazano u maligniho myelomu).

5. existuje vyznamny pocet respondentti imunomodulacni terapie, které je
mozno identifikovat s pfispénim specifickych molekularné genetickych
vySetieni.

2.B. Epigeneticka (demetylaé¢ni) terapie - vztah k patogenezi MDS

Porucha diferenciace, ktera je typickd pro MDS, je zplUsobena sniZzenou
expresi transkripéniho faktoru PU.1 v progenitorovych buiikach. Hlavni
regulacni oblast pro PU.1 URE je aberantn¢ metylovana. Demetylacni 1écba,
vede k odblokovani diferencia¢niho bloku, typického pro nemocné s MDS
S vy$§im rizikem transformace do AML. Odblokovani diferenciacniho bloku
je ziejmé dle klinické odpoveédi a specifickych klinickych parametrii jen u
¢asti nemocnych Predpokladame ze:
1. existuje definovana podskupina MDS respondentii na demetylacni
terapii k jejiz identifikaci vede i stanoveni miry exprese PU.1.
2. mira exprese PU.1 reflektuje schopnost odpovédét na demetylacni
terapii
3. diferenciacni efekt demetylacni terapie miize byt potencovan
rustovym faktorem myeloidni fady G-CSF.

3. Cile prace

V nasi praci jsme se zaméefili na spojitost mezi moznymi patogenetickymi
mechanismy vzniku myelodysplastickych syndromi a efektu a mechanismu
noveé pouzivanych terapeutickych postupd. Orientovali jsme se na dva zasadni
terapeutické okruhy:

Imunomodulaéni terapii reprezentovanou preparatem lenalidomidem .

V této Casti se vénujeme patogenezi specifické podjednotky MDS 5qg-
syndromu a mechanismu lenalidomidu.

Cile:

1. Analyza zmén exprese geni transkripénich faktord FLi 1 a EKLF
(Friend leukemia virus integration 1 a erythroid Kriippel-like factor)
analyza zmén hladin faktori ucastnicich se na akcelerované apoptoze
erytroidni fady: MDM2, IL6, p53.
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2. Analyza exprese cereblonu (CRBN) u nizce rizikovych nemocnych s
MDS a vztah exprese cereblonu k efektivité lenalidomidu.

3. Expresni genovy profil u nemocnych s MDS s 5q- aberaci, zmény v
prabéhu 1écby lenalidomidem, expresni genovy profil pfed terapii a v
dob¢ odpovedi

4. Expresni profil miRNA u nemocnych s MDS a 5g- aberaci 1é¢enych
lenalidomidem pied terapii a zmény v prubéhu lécby

5. Na zakladé vysledki vySe uvedenych studii nasledna identifikace
respondentd na 1écbu

Epigenetickou terapii representovanou preparatem azacitidinem. V této ¢asti
nasi prace se vénujeme demetylaéni terapii a jejimu vztahu K patogenezi
rizikovéjsich skupin MDS tj. MDS s IPSS stfednim II a vysokym stupném.
Jde tedy o skupiny MDS, kde jiz dochazi k poruse diferenciace a proliferace a
které jiz maji charakter nadorového onemocnéni. Sledovali jsme mozny
diferenciacni efekt 1éku.
Cile:
1. Analyza nemocnych 1é¢enych azacitidinem
2. Sledovat zmény exprese PU.1 u nemocnych s MDS s vy$$im rizikem
a AML
3. Vliv exprese PU.1 pred terapii na odpovéd nemocnych ne
demetylaéni 1é¢bu Identifikace potencionalnich respondentii
4. Sledovat moznou potenciaci diferenciacniho efektu azacitidinu
pomoci kombinace s ristovym faktorem G-CSF. Ptiprava pro realizaci
klinické studie kombinace azacitidinu a G-CSF.

4. Metody a vysledky
4.1 Klinicky soubor

Do obou naSich vyzkumnych okruhti byli zatazeni nemocni, kteti byli 1é¢eni
na l. interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice (VFN) v Praze od roku
2008 do soucasnosti. Soucast nasi prace je tedy znacné narocny, ale pro cely
projekt nepostradatelny sbér klinickych a experimentalnich dat, tykajicich se
zakladnich diagnostickych, vétSinou klinickych parametrt déale hodnoceni
vysledka terapie, sledovani specifickych molekularnich, genetickych faktord a
ve vysledku komplexni analyza vSech naSich dat a jejich vzajemné
porovnavéani. Cetna klinicka a laboratorni data nemocnych jsou ukladana do
takzvané lenalidomidové a azacitidinové listy, které jsou soucasti naseho
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registru, a které slouzi jako uceleny zdroj klinickych informaci nejen na
zaCatku onemocnéni ale i Vv pribéhu 1é€by. Roéné je na I. interni klinice
zatazeno do registru zhruba 70 novych nemocnych s diagnézou MDS z toho
asi 40-50% tvoii kandidati imunomodula¢ni a demetylacni terapie a jejich
pocty kazdoro¢né jevi lehkou vzestupnou tendenci.

Terapie lenalidomidem nemocnych s vétSinou izolovanou deleci dlouhého
raménka 5. chromosomu (5q-) byla na nasi klinice zahajena v roce 2008.
Dosud bylo 1é¢eno na 1. interni klinice 24 nemocnych. Stran klinickych dat je
dilezité poznamenat, ze 89% mnaSich nemocnych odpovédélo na terapii
s dosazenim kompletni transfuzni nezavislosti. Terapie azacitidinem byla
zahajena v roce 2008. Do soucasné doby bylo na I. interni klinice VFN 1é¢eno
115 nemocnych. Zpracovani materialu se provadi ve spolupraci s Ustavem
patologické fyziologie (kde také je nase biobanka) a Ustavem hematologie a
krevni transfuze. Dil¢i metodika bude probrana nize u jednotlivych uvedenych
vyzkumnych ukolt.

4.2. Jednotlivé projekty (metodika, vysledky)
4.2.A Tmunomodulaéni terapie - vztah k patogenezi MDS

A.l. Analyza exprese genii transkripcnich faktori FLi 1 a EKLF a dalSich
transkripénich faktorii u nemocnych s 59- aberaci a jejich zmény p¥i terapii
lenalidomidem.

K tomuto tématu se vztahuji prace (Neuwirtova et al. Annals of Hematology
2013, Jonasova et al. Leuk. Res., 2012, Neuwirtova, Jonasova et al, 2009),
vysledky byly presentovany na 12. a 13. Svétovych kongresech MDS
(Edinburgh 2012, Berlin 2013), na OHD (Olomouckych hematologickych
dnech), dale na konferenci Ceské hematologické spole¢nosti 2013 a
konferenci Ceské MDS skupiny 2013. Dalsi publikace se pfipravuje.

Nase prace predpoklada antagonismus dvou transkripénich faktort, EKLF a
FLi 1, v patogenezi 5g- syndromu. Tento antagonismus muize byt klicovym
faktorem v klinické manifestaci anemie s hypoplastickou erytropoézou a
trombocytémii, které jsou typické pro 5q- syndrom. Domnivame se, ze by u
50- syndromu za predpokladané pfitomnosti Flilv megakaryocytech mohl byt
pS3 degradovan i pii ribosomalnim stresu, coz by mélo umoznit efektivni
megakaryopoézu. Sledujeme vliv lenalidomidu na zmény uvedenych faktord a
s jejich funkcei souvisejicich dalSich faktord a genti u 5q- MDS nemocnych
lé¢enych lenalidomidem.
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Metody a vysledky. V prvé fazi jsme porovnavali exprese FLil a EKLF gena
pomoci hladin mRNA v mononuklearnich bunkach periferni krve a kostni
dfené u 34 nemocnych s 5@- syndromem, 28 nemocnych s MDS bez 50-
aberace a 7 nemocnych s Diamond-Backfan anemii (DBA). DBA
S kongenitalnimi mutacemi genti pro rtizné ribosomalni proteiny patii spolu
sMDS s 5g- ktzv. ribosomopathiim. Vysledné analyzy expresi gent u
jednotlivych skupin byly porovnany s vysledky zdravych kontrol. Exprese
obou transkripénich faktort (EKLF a FLil) vykazovaly jednozna¢né nejvétsi
rozdily zvlast¢ v mononuklearnich bunkach kostni dfené¢ u nemocnych s 50-
aberaci, kde jsme prokazali u nemocnych zvysené hladiny mRNA FLil a
naopak nizké hladiny mRNA EKLF. Hlavnimi rysy 5q- syndromu v krevnim
obraze je anemie a normalni ¢i spiSe vy$si hodnoty trombocytti. Lenalidomid
je 1ék, ktery rychle vede k zvratu tohoto klinického obrazu. Polozili jsme si
tedy dalsi otazku, zda a k jakym zménam exprese EKLF a FLil a dalsich
dulezitych faktora (MDM2 , PU.1 a p53, IL-6) vede terapie lenalidomidem.
Prezentujeme vysledky 12 prvnich nemocnych s MDS s 5g- syndromem (9
zen, 3 muzi), median veéku byl 68 let (rozmezi 55-76 let). Median podanych
cyklt byl 8 (rozmezi 3-13). VSichni nemocni méli vyznamnou anemii a byli
zavisli na transfusich. Na terapii odpovédélo 11 nemocnych.

Podle naseho piedpokladu doslo k u vétsiny nemocnych k relativné prudkému
navySeni hladin mRNA EKLF a poklesu FLil. Z ostatnich faktora byly
nejmarkantné€j$i zmeény p53, u néhoz zvlasté ze vzorkid kostni dien¢ dochdzelo
k postupnému snizeni hladiny. Prace stale pokracuje ve snaze rozsitit klinicky
soubor. V soucasné dob¢ se snazime prokazat zmény hladin EKLF, FLil a p
53 na urovni proteinti v jednotlivych bunécnych tadach (erytrocytarni a
megakaryocytarni) imunohistochemicky na histologickych preparatech diené.

A.2. Analyza exprese cereblonu u nizce rizikovych nemocnych s MDS s 50-
a vztah exprese cereblonu k efektivité lenalidomidu

Vysledky této prace jsou v soucasné dobé vrecenznim fizeni European
Journal of Hematology, byly presentovany na ASH (American society of
hematology meeting) 2013 a prace byla vybrana do ,highlights of ASH 2013*.
Vyznamnym piedélem stran jasnéjsi predstavy 0 mechanismu lenalidomidu je
objeveni vazebného mista v bunice pro lenalidomid CRBN. Nase prace je
prvnim dokladem, Zze u MDS je CRBN nezbytnym vazebnym mistem pro
lenalidomid a jeho vyS$$i exprese je vazana ¢i nezbytna pro nasledny efekt
1éku.

Metody a vysledky. Pracovali jsme s mononuklearnimi burikami, které jsme
izolovali ze dfené¢ a periferni krve. Zde pro zkraceni uvadim vysledky ze
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diené. Dien¢ byly k dispozici od 23 nemocnych s nizce rizikovym MDS s 50-,
37 nemocnych s nizce rizikovymi MDS bez 5q- aberace a 24 zdravych
kontrol. K zjisténi exprese gent bylo pouzito TagMan- kvantitativni ,,real-
time*“ PCR. Medidn CRBN mRNA hladin v celkové RNA z izolovanych
mononuklearnich bunék ze dieni byl (3,3 u 5q- MDS, 2,2 u nemocnych bez
50- aberace a 1,3 u zdravych darci). Rozdily mezi témito tfemi skupinami
byly statisticky vyznamné (p<0.05, Mann-Whitney test). Velice podobné
vysledky jsme ziskali pfi analyze DDBI1 a IRF4, tyto vysledky pak korelovaly
S CRBN hladinami. Dale jsme provedli analyzu ve vztahu k terapii
lenalidomidem. Zjistovali jsme hladiny mRNA CRBN u 6 nemocnych pied a
v prub¢hu terapie. U vSech nemocnych (4 nemocni), ktefi byli trvale dobii
respondenti, jsme nasli vysoké hladiny CRBN mRNA jak pied terapii, tak v
prabéhu 1é¢by pii trvajici odpovédi. U 2 nemocnych, kteti v zacatku 1écby
odpovédéli, ale v pribéhu terapie u nich doslo k selhdni odpovédi a také
progresi onemocnéni do vysSich rizikovych skupin MDS jsme zjistili, Ze z
pocatecni vyssi hodnoty hladiny CRBN mRNA doslo nahle v dob¢ selhani a
progrese k prudkému poklesu hladin CRBN. V soucasnosti je nedostatek ve
standardizaci testi pro analyzu CRBN genové exprese. Analyzy a jejich
standardizace jsou komplikované pro velké mnozstvi alternativnich
sestithovych ,,splicingovych® variant. Zjistili jsme, Ze nejlepsi je TagMan
assay Hs00372271_ml pro exon 8-10, kde je vazebné misto CRBN pro
lenalidomid.

A.3. Zmény exprese genii v pritbéhu lécby lenalidomidem, expresni genovy
profil pied terapii a v dobé odpovédi

Vysledky prace byly publikovany v Clin. Lymphoma myeloma and leukemie
(Belickova et al. 2012), Presentovany na ASH 2011 (annual meeting of
American society of hematology), EHA (European hematology association
meeting) 2012, MDS svétovy kongres Edinburgh 2011.

Pomoci zmén exprese genii ucastnicich se imunomodulacnich procesii a
apoptozy V prubehu terapie lenalidomidem jsme se snazili identifikovat déje,
které by pomohly piispét k naSim znalostem o nejen 0 mechanismu
lenalidomidu ale i patogenetickych mechanismech MDS s 5¢- aberaci.
Metody a vysledky. Studovali jsme 7 nemocnych (4 Zeny, 3 muZe, median
véku 68 let). Vsichni nemocni byli 1é¢eni lenalidomidem a m¢li diagnosu
MDS s nizkym rizikem a 5q- deleci. Odebirali jsme a testovali monocyty
CD14+ z periferni krve pred terapii, v dobé prvni erytrocytarni odpovédi
(dosazeni transfuzni nezavislosti) a v priabéhu 1é¢by. Zvolili jsme monocyty
pro jejich produkci prozanétlivych cytokini (naptiklad TNF a IL1) a
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inhibitort erytropoézy. VétSina nemocnych v dobé hodnoceni nedosahla jesté
cytogenetické odpovédi. Testovano bylo téz 10 zdravych kontrol. K analyze
exprese gend jsme pouzili HumanRef-8 v3 ExpressionBeadChips (Illumina
Inc, San Diego, CA). Nasledné¢ jsme analyzovali a porovnavali expresi
vybranych gent (TNF, IL-1, a JUN) pomoci kvantitativniho ,,real-time* PCR.
Prvni uvadime zmény v dobé diagnosy pied terapii lenalidomidem. Nalezli
jsme zménéné exprese u 558 gend u nemocnych s 50- deleci v porovnani
S kontrolnimi vzorky. Seznam nejvice deregulovanych 110 geni byl porovnan
v databasi,, DAVID gene ontology“. Bylo tak identifikovano 6 skupin ¢i
ur¢itych patogenetickych drah se signifikantné zménénou expresi geni
s pravdépodobnou ucasti v patogenezi onemocnéni. Patii sem: geny ,,NOD-
like receptor* signalni drahy, geny lupus erythematodes , cytokin-cytokin
receptorové interakce, geny chemokinovych signalnich drah, geny patfici
k typu | diabetes mullitus I, geny hematopoézy. Déle byla provedena analyza
porovnavajici zmény exprese gend pied a v pribéhu terapie tedy pii prvni
odpovédi na lenalidomid. Statisticky vyznamné zmény exprese byly u 97
gend. Opét ,,DAVID gene ontology“ database byla pouzita k identifikaci
funkénich okruhil téchto genti a jejich skupin. Byly identifikovany zmény
genll v drahdch: imunitni odpovéd’, zanétliva odpovéd, odpovéd pii
bakterialni infekci, anti-apoptoticka aktivita, regulace aktivity mitogen-
aktivované protein kinazy (MAPK), kyslikovy transport, a geny regulace
proliferace. U nemocnych s 50- deleci jsme zjistili aberantni expresi fady
cytokini (napiiklad CCL3L1, TNF, IL-8, IL-1, CXCL2, a TNFAIP3), které
mohou hrat roli ve vyvoji onemocnéni. Celkem velky pocet genil se zménénou
expresi byly geny TNF signalni drahy (jako jsou napiiklad TNF,
TNFAIP3,SLC35B2, FOSB, JUN, IER3 a DUSP2). Kvantitativnim PCR jsme
mefili relativni hladiny vybranych transkriptd TNF, IL-1 a JUN gent opét
pred a v pribéhu terapie lenalidomidem. Nalezli jsme vyssi expresi TNF, IL1
a JUN pfed lenalidomidem a jeji pokles u vétSiny nemocnych v pribéhu
odpovédi a v dal§im prabéhu 1éCeni.

A.4. Expresni profil miRNA u nemocnych s myelodysplastickym syndromem
a 5q- aberaci lé¢enych lenalidomidem

Vysledky této prace jsou nyni odeslany k publikaci do European Journal of
Hematology, kde jsou v recenznim fizeni. Presentovany byly na svétovych
MDS meetinzich Edinburgh 2011 a, Berlin 2013 a Ceskych hematologickych
dnech v Olomouci 2012.

Vedle zménéné exprese gend, které koduji specifické proteiny se zda, ze do
patogeneze onemocnéni zasahuji i miRNA (malé nekodujici RNA), které
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reguluji expresi genti na post translacni trovni, ¢imz mohou zasahovat do
dilezitych bunécnych mechanisml, regulujicich apoptézu, proliferaci a
diferenciaci bunék. Rozhodli jsme se provést analyzu zmén exprese miRNA u
nemocnych s 50- aberaci a zavilost téchto zmén na terapii lenalidomidem.
Metody a vysledky. Vysetfovali jsme miRNA expresni profil u CD34 +
bun€k kostni difen¢ a monocyti z periferni krve nemocnych lécenych
lenalidomidem. VySetieno bylo 12 nemocnych ve vé€ku od 55 do 78 let.
Vzorky byly opét sbirany a hodnoceny tésné pted terapii a v dob& prvni
hematologické tedy erytrocytarni odpovédi (dosazenim transfuzni
nezavislosti). Vysledky byly porovnavany s vysledky zdravych kontrol.
Exprese byly méfeny za pouziti “Human v2 MicroRNA expression profiling
kit (Illumina). Zméteny byly exprese 1145 miRNA. Méfeny byly také
exprese vybranych miRNA pomoci kvantitativniho reverzniho PCR. V
porovnani vzorkil pred terapii se zdravymi kontrolami jsme nasli statisticky
vyznamné deregulovanych 51 miRNA (9 vys$i, 42 niz8§i exprese). V
porovnani vzorkl pied 1éCbou a v dobé odpovedi jsme statisticky vyznamné
zmény zaznamenali u 28 miRNA (14 vyssi a 14 nizsi exprese). Podrobny
vypis je v nasi publikaci.

K validaci vysledkii mikroarraye jsme méfili hladiny 4 vybranych miRNA
(miR-34a, miR-127-3p, miR-154, a miR-451), které maji mozny vliv na
hemopoézu a které vykazovaly vyznamné rozdily pted a po terapii. Pouzili
jsme kvantitativni “’real-time” PCR

Vedle toho jsme méfili specificky exprese urCitych miRNA koédovanych v
CDR (miR-145,146,143, 378, 378*). Zajimavym nalezem bylo vyrazné
zvySeni exprese 40 miRNA, které se shlukuji v lokusu 14q32. Nékteré z téchto
miRNA hraji roli v hematopoéze.

Imunosupresivni terapii, souvislost s imunomodulaéni lé¢bou
(zvlasté ve vztahu K orientaci naseho zajmu o imunomodulacni déje)

K zavedeni imunomodula¢ni terapie u MDS piispély pavodni klinické a
vyzkumné studie tykajici se imunosupresivni terapie. Ob& formy terapii
vychazeji ze zékladniho predpokladu ucasti aberantnich imunitnich dé&ja
vV patogenezi onemocnéni.  Jedna ze zcela prvnich klinickych studif
vyuzivajicich imunosupresivni terapii, a potvrzujici jeji efekt u casti MDS
nemocnych byla nase prace v British Journal of Heamatology (Jonasova et al.,
1998). Podobnost né&kterych hypoplastickych forem MDS s aplastickou
anemii vedla nasi tivahu, Ze imunosupresivni terapie by mohla byt Gispésna téz
u MDS. Tato prace byla jakymsi Gvodem do studia autoimunnich a
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imunomodula¢nich mechanism v selhani dfené u MDS pacienti. Byt nase
prace byla publikovana pred zahdjenim doktorské prace, patii svym
vyznamem a podilem na nasi orientaci v klinickém vyzkumu k tématu této
disertace.

4.2.B Epigeneticka terapie — vztah k patogenezi

B.1. Analyza dat nemocnych lécenych azacitidinem na |. Interni klinice,
vztah vysledkii terapie ke zméndam transkripéniho faktoru (PU 1)

Vysledky této prace jsou souéasti publikaci: Curik et al., Leukemia 2012,
Jonésova et al., Transfuse a Hematologie dnes 2013, byly presentovany na
svétovém MDS kongresu Edinburgh 2011, kongresu Americké hematologické
spole¢nosti ASH 2011, kongresu Ceské hematologické spole¢nosti OHD
2014, 2011, Ceskoslovenském hematologickém sjezdu 2012, Bratislavskych
hematologickych dnech 2013.

Dysplazie a porucha diferenciace s kumulaci nezralych dysplastickych
prekursori bilé fady u nemocnych s MDS svySSim rizikem mitze byt
zpisobena nedostate¢nou exprese transkripéniho faktoru PU.1. V potlaceni
transkripce PU.1 v MDS muze hrat roli aberantni zvy$ena metylace DNA v
oblasti URE. Cilem této prace bylo sledovat hladiny PU.1 u nemocnych
1é¢enych azacitidinem na I. Interni klinice pted a v prub&hu terapie. Sledovali
jsme, zda a jak hladiny PU.1 koreluji s odpovédi na demetyla¢ni terapii, jakou
maji predikéni hodnotu nejen stran odpovédi ale i pfezivani nemocnych, a zda
je azacitidin schopen zvysit eventudlni niz$i expresi PU.1 a ma-li tak
zprostredkovan¢ efekt diferenciacni. NasSe dal$i otazka byla, zda tento
diferencia¢ni efekt mize byt jesté potencovan kombinaci s rastovymi faktory,
konkrétné¢ s GCS-F (granulocytarni kolonie stimulujici faktor), coz by
umoznilo zahajeni klinické studie pouzivajici azacitidin v kombinaci
s rustovym faktorem k potenciaci diferenciace myeloidni fady a zvySeni
efektu azacitidinu u nemocnych s MDS s vys§im rizikem.

Metody a vysledky. PU.1 byl analyzovén Vv progenitorech pacientii s MDS se
sttednim-2 nebo vysokym rizikem (IPSS) a v modelovych bunécnych liniich
pro MDS.

Od roku 2006 jsme shromazdili kostni diené (a periferni krve) od 44
nemocnych v 54 nezavislych vzorcich. Jde o pacienty s MDS vys§im rizikem
(stfedni-2 a vysoké riziko podle IPSS) a AML. Soubor pacientl se sklada ze
32 muzh a 12 Zen. Medidn v€ku pacientl je 67 let (v rozmezi od 57 do 83 let).
Vsechny pacientské vzorky byly odebrany v dobé diagnozy onemocnéni a
pred zapocetim 1écby AZA. U pacienti jsme sbirali fadu klinickych udaju,
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charakteristik nemocnych, 0daji o terapii, typd a trvani odpovédi a dale
V hodnoceni odpovédi, délku prezivani. K analyzam dat byla pouzita té¢z data
z azacitidinové listy MDS skupiny. Jako kontroly bylo pouzito pét komeréné
pfipravenych a dodanych vzorkli CD34+ progenitord z normalni lidské kostni
dfené od spolecnosti Lonza (kat.Cislo 2M-101C).  Podrobné popisy
laboratornich praci pfesahuji ramec tohoto sdéleni, jsou soucasti prace Curik
et al., Leukemia 2012. Exprese PU.1 byla méfena v CD34 pozitivnich
bunkach nemocnych s MDS na urovni mRNA a byla srovnavana se zdravymi
kontrolami. Exprese PU.1 v progenitorech ziskanych od pacienti s MDS se
sttednim-2 nebo vysokym rizikem (IPSS) byla oproti zdravym kontrolam
mnohem vice heterogenni. V nasem souboru byly skupiny pacientli s vysokou
i nizkou expresi PU.1 oproti zdravym kontrolam, které vétSinou mély expresi
konstantni. Zjistili jsme, ze pacienti s nizkou expresi PU.1 maji vyznamnég
horsi prognozu (pti 1écbeé azacitidinem) pokud jde o dobu celkového preziti,
nez pacienti se stiedni a vysokou expresi PU.1. Dale uvadim ve zkratce
vysledky studie metylace oblasti URE. Oblast URE byla dle analyz této studie
v bunééné linii OCIM2 a v progenitorech z pacientti s MDS aberantné zvysSené
metylovana. Mezi mirou metylace na CpG ostrivcich pii vazebnych mistech
PU.1 a AML-1 v oblasti URE a mezi hladinou exprese PU.1 v progenitorech
pacienti s MDS byl nalezen zfetelny trend nepiimé korelace. Pusobeni
azacitidinu na MDS buiikky OCI-M2 vedlo k vyraznému potlaceni metylace
voblasti URE. Azacitidin vedl ke zvySeni exprese PU.1 a navozeni
diferenciace bunék (z modelovych MDS linii), coZz bylo navic pozitivné
ovlivnéno cytokiny podporujicimi rist myeloidnich kolonii. Stimulace bunék
OCIM2 ovlivnénych azacitidinem cytokiny M-CSF a GM-CSF dale zvySovala
expresi PU.1 a jeho cilovych genl. V soucasné dobé v navaznosti na tuto
praci pokracujeme v testech S pouzitim mysSich modela

5. Diskuse

Diskuse k A.1

Megakaryocyty a Cervena fada vychazeji ze spolecné progenitorové bunky
(MEP — megakaryocytarni a erytroidni progenitor). Na smér diferenciace této
progenitorové buiiky maji vliv vedle dal$ich transkripcnich faktord, cytokinti a
cytokinovych receptorit téZ FLi-1 a EKLF . EKLF je dilezity transkripéni
faktor pro erytropoézu. FLi-1 je dulezity transkripéni faktor megakaryopoézy
a potencionalni onkogen (Eisbacher et al., 2003, Fuhrken et al., 2008). FLi-1
promotor je aktivovan (Iépe ,,upregulovan®) samotnym Fli-1, IL-6 ptes STAT
3 a také PU.I positivné reguluje expresi FLi.1 (Hodge et al., 2002, Starck et
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al.,, 1999). Fli-1 v megakaryocytech reguluje pravdépodobné p53 pies
ubiquitin-ligazu MDM2 a vede tak k degradaci p53 v proteasomu (Truong et-
al., 2005). NasSe prace potvrdila nas predpoklad antagonismu EKLF a FLi 1 u
nemocnych s MDS a 5g- aberaci. To bylo dolozeno prikazem vysokych
hladin mRNA FLi 1 a nizkymi hladinami mRNA EKLF v mononukle4rnich
buiikach kostni diené a periferni krve u nemocnych s izolovanou deleci 5g- na
rozdil od ostatnich nemocnych s MDS. Tento antagonismus, jak vySe
uvadime, mtze byt klicovym faktorem v klinické manifestaci anemie
s hypoplastickou erytropoézou a trombocytémie, typické pro 5q- syndrom
(Van den Berghe et al., 1986).

Terapie lenalidomidem, vede kreverzi v krevnim obraze. U vSech
respondentli dochazi k navySeni hemoglobinu, ale prakticky vzdy terapie
lenalidomidem vede k poklesu trombocytd (List et al., 2006, Fenaux et al.,
2011, Sekeres et al., 2008). Oba zakladni transkrip¢ni faktory pro erytropoézu
a trombopoézu (EKLF a FLi 1) vsouladu stimto klinickym obrazem
vykazovaly relativné vyznamné zmény hladin mRNA Flil a EKLF po terapii
lenalidomidem. Otazkou je zasahuje-li lenalidomid pfimo do dé&ju vedoucich
k zvySené expresi EKLF a FLi 1, coz by pak vysvétlovalo zmény v krevnim
obraze. Analyzy dalSich faktort (MDM2, PU-1, IL-6, p53), které vyse
uvadime, a které se velmi pravdépodobné zucastiiuji etiopatogeneze
onemocnéni je nutné oveéfit na vétSim mnozstvi vzorkidl z kostnich dfeni.
Z dostupnych vysetieni kostni dfen¢ jsou konsistentni s literarnimi udaji a
nasim piedpokladem vysledky hladin p53, které maji sestupnou tendenci (Wei
et al. 2012). Dokladaji mozny efekt lenalidomidu na p53, jeho snizeni a tim
vysvétleni mensi erytroidni apoptozy. Otdzkou ovSem je, nevede-li snizeni
p53 vedle kyzené mensi apoptozy cCervené tady k ohrozeni nemocného
moznou progresi onemocnéni.

Na zakladé nasi dosavadni analyzy v souladu sna§im piedpokladem
muZeme Tici, Ze nejvétSi zmény, ke kterym dochazi po terapii
lenalidomidem, jsou v expresi dvou diileZitych transkripénich faktoru
EKLF a FLi-1, coz podporuje i predpoklad jejich funk¢iniho ,,cross-
antagonismu®.

Diskuse k A.2

CRBN je protein, ktery je pojmenovan pro svou pravdépodobnou roli
V cerebralnim vyvoji, zvlasté ve vyvoji paméti a uceni. Gen pro CRBN lezZi na
kratkém raménku 3 chromosomu v pozici p26.3 a jeho mutace vede k rozvoji
mirné mentalni retardace. CRBN je soucasti komplexu ubiquitin E3 ligazy
spole¢né¢ s DDB1 (damage DNA binding protein, CUL4A (cullin -4A) a
regulatorem cullinu 1 (ROC1 cullin-1 regulator). Tento komplex reguluje
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DNA ,repair* (opravy) replikaci a transkripci (Ito et al., 2010). Nedavno T.
Ito a spol. identifikovali CRBN jako primarni cil (vazebné misto) talidomidu a
téz jako efektor teratogenity talidomidu (Ito et al., 2010). Nasledné se nékolik
praci zabyvalo expresi CRBN a jeho vlivu na efekt imunomodulacnich latek
Vv terapii myelomt (Lopez-Girona et al., 2012, Zhu et al., 2013, Broyl et al.,
2013, Heinetl et el., 2013). Bylo zjisténo ze, snizena exprese CRBN je
spojena u myelomu s rezistenci na imunomodulaéni preparaty (Broyl et al.,
2013, Heinetl et al., 2013). Vazba lenalidomidu na CRBN pravdépodobné
vede k inhibici CRBN, coz zpisobuje u myelomovych bunék indukci zastavy
bunécéného cyklu pomoci ,,upregulace™ inhibitoru cyklin-dependentni kinazy
p21 (Schuster et al., 2014, Katsoulidis et al., 2005). Pfesné nasledné déje na
molekularni trovni po vazbé CRBN s lenalidomidem ale nejsou zatim
identifikovany. NasSe otazka tedy byla, hraje-li CRBN téz né&jakou roli
v efektu a aktivité lenalidomidu u nemocnych s 5g- syndromem, kde vykazuje
lenalidomid tak vysokou Kklinickou aktivitu. V nasi praci jako prvni
presentujeme vztah CRBN a aktivity imunomodulac¢ni terapie representované
v tomto piipadé lenalidomidem u MDS. Role CRBN jakoZzto vazebného
mista pro lenalidomid a jeho pfedchiidce talidomid u mnohocetného myelomu
byla potvrzena jiz nékolika pracemi (Ito et al., 2010, Lopez-Girona et al.,
2012, Zhu et al., 2013, Broyl et al., 2013, Heinetl et el., 2013). Dosud ale
nebyli analyzovani nemocni specificky s 5q- aberaci, ktefi jsou vynikajicimi
respondenty na tuto terapii (List et al, 2006, Fenaux et al, 2011). Nasli jsme
relativné vysoké hladiny CRBN mRNA jak ve dfeni tak periferni krvi
nemocnych s5g- syndromem. Nemocni bez delece 5q, ktefi jsou jen
vyjimecnymi respondenty na lenalidomid (Raza et al., 2008) nevykazovali az
na jednotlivé vyjimky zvysSené hladiny. Zajimavé ale bylo ze, n¢ktefi nemocni
dosahovali urovné hladin nemocnych s 5q-. Lenalidomid neni pro tuto
skupinu nemocnych u nas povolen, proto nebyli tito pacienti lé¢eni. Je vSak
mozné, ze pravé oni by predstavovali skupinu vybranych nemocnych bez
delece 5q, ktefi by mohli odpovidat na terapii. Pak by vySetfeni hladin mRNA
CRBN mohlo slouzit k identifikaci respondenti. Vysoké hladiny mRNA
CRBN u nemocnych s 5q- korelovaly s odpovédi na lenalidomid, navic jsme
zjistili, Ze u nemocnych, kteti prestali na terapii odpovidat, doslo k prudkému
poklesu hladiny CRBN mRNA. Velmi podobné tedy jako u mnohocetného
myelomu se domnivame, Ze u 5q- syndromu vyssi hladiny CRBN mRNA
reflektujici vysSi expresi CRNB genu, jsou nezbytné k tucinku
lenalidomidu. V sou¢asné dobé nase prace pokracuje a jejim dal§im cilem je
identifikace naslednych dé&jt po inhibici CRBN lenalidomidem.
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Diskuse k A.3

Patogeneze MDS se pravdépodobné ucastni akcelerovand pred¢asnd apoptdza,
imunitni deregulace a aktivace ¢i disregulace urcitych cytokinti (Katsoulidis et
al., 2005, Breccia et Alimena, 2010, Kornblau et al., 2010). Specificky u 5g-
byly popsany disregulace gent hrajicich roli v aktivaci p53 drahy s naslednou
akceleraci apoptdzy erytroidni fady (Barlow et al., 2010, Pellagati et al.,
2010). Lenalidomid jakozto imunomodulac¢ni preparat pravdépodobné
inhibuje TNF-a, interleukin 6 a naopak stimuluje IL-2 (interleukin 2) a
interferon y a nasledné vede k aktivaci T bun€k a NK bunék (Sokol et List,
2007). Vétsina ucink tohoto vysoce ucinného Iéku ale zistava zatim
neobjasnéna. V nasi praci jsme pomoci zmén genové exprese v prubéhu
terapie lenalidomidem identifikovali zmény, které by pomohly pfispét k nasim
znalostem o patogenetickych mechanismech samotného onemocnéni a efektti
lenalidomidu. Vychazeli jsme z poznatki a zkusenosti z pfedchozi prace
laboratote Mgr. Belickové (Vasikova et al, 2010). Aberantni exprese urcitych
prozanétlivych cytokinti a faktort TNF dradhy se velmi pravdépodobné
zaastiyji patogeneze MDS a akcelerace apoptozy (Kitagawa et al., 1997,
Sawanobori et al., 2003, Rusten et al., 1995). Jednim z hlavnich hraca je TNF
a jeho draha (Kitagawa et al., 1997, Sawanobori et al., 2003). Stejné€ jako u
jinych skupin MDS i my jsme u 5q- syndromu potvrdili vysokou expresi gent
TNF drahy pied terapii. TNF se uc¢astni mnoha rozli¢nych procest, jako jsou
modulace imunitnich d&j, zanétlivé reakce, apoptdza, proliferace bunék a
popsana byla i jeho pfima suprese erytropoézy (Rusten et al., 1995). V nasi
studii jsme u vét§iny nemocnych nasli signifikantni ,, downregulaci“ TNF a
gentt TNF drahy po terapii lenalidomidem. Vedle toho jsme nasli zmény
expresi prozanétlivych citokind, které by mohly hrat roli v etiopatogenezi
onemocnéni, a jejichz zmény by mohly vysvétlovat efekt imunomodulacni
terapie.  Z dalSich zajimavych gend, které jsou dualezité pro normalni
hemopoézu a specificky ,.homing™ kmenovych bun¢k, a které vykazovaly
vyznamn¢ snizenou expresi pred terapii a byly pozitivné ovlivnéné (zvyseni
exprese) lenalidomidem jsou 2 geny (CXCR4 a CD7). Oba tyto geny funk¢éné
kooperuji. Zménéné exprese pred a po terapii vykazovaly geny ucastnici se
progrese bunééného cyklu CDKN1A/p21, drahy pS53 a pro-apoptotickych
procesu.

Zavérem lze konstatovat, Ze jsme doloZili vliv lenalidomidu na zmény
expresi genii, pravdépodobné hrajicich roli v apoptdze, imunitnich déjich
a hemopoéze a identifikovali vedle jiz znamych dalsi specifické cytokiny a
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geny, které se mohou ucastnit vzniku a projevii onemocnéni, a které by
mohli byt dilezité v odpovédi na lécbu.

Diskuse k A.4

U 5¢- syndromu byly popsany role nékterych miRNA, jejichz geny lezi na
CDR, coz vede k jejich haploinsuficienci. Jde o miR-143, miR-145 a miR-
146 (Starczynowski et al., 2010, Kumar et al., 2011). Jejich vyznam
popisujeme vySe. U vSech téchto miRNA dochazi k normalizaci exprese po
terapii lenalidomidem (Venner et al., 2013). Vzhledem k tomu, ze cela
patogeneze onemocnéni je samoziejmé komplexnéjsi rozhodli jsme se navazat
na praci Dostalové-Merkerové a Votavoveé a zaméfit se na vliv lenalidomidu
na globalni expresni miRNA profil u nemocnych s 5q- (Votavova et al., 2011,
Dostalova et al., 2011). Nasli jsme zmény fady miRNA, podorbny vypis je
Vv nasi publikaci. Stran jednotlivych miRNA pii porovnadni expresi pied a po
lenalidomidu jsme nasli napfiklad vyznamné zmény v miR-34, miR-133, které
byly vyrazné zvysené pted, a klesaly po terapii, a které jsou obé vyrazné pro-
apoptotické (Nohata et al., 2012). Pokles hladin miR-34, ktera je pfimym pro-
apoptotickym cilem p53, po terapii lenalidomidem reflektuje, nebo mutze
vysvétlovat pozitivni vliv 1éku na snizeni apoptozy zvlaste erytroidnich bunék.
MiR- 133 je tumor supresorickdi miRNA, je proto otazné, je-li jeji
“downregulace” pro nemocné prospésna. Dle literarnich zdroj téz inhibuje
DNA metyltrasferazy, coz v ptipadé MDS, kde je pfitomna aberantni
metylace, muze hrat téz dulezitou roli (Chavali et al., 2012). Vyznamné
“upregulovana” pted terapii, a snizena po terapii byla miR-451, ktera se
ucastni erytroidni diferenciace (Bruchova et al., 2007). Analyzovali jsme téz
relativni hladiny mRNA miRNA, které jsou lokalizované na CDR a kde
predpokladame jejich haploinsuficienci. U vétSiny az na miR-146 jsme nasli
sniZzenou expresi a jeji zvyseni po terapii. Zajimavym nalezem bylo vyrazné
zvyseni exprese po terapii nékterych miRNA, které se shlukuji v lokusu 14q32
a u nichz byl popsana dulezita role v hematopoéze (Dixon-Mclver et al., 2008,
Choong et al., 2007). V souhrnu lze Fici, Ze naSe prace poprvé v literatui‘e
prinesla souhrnnéjsi expresni profil miRNA u nemocnych s MDS a 5g-
aberaci a to v zavislosti na terapii lenalidomidem. Nase vysledky je nutno
roz§ifit na vetsi vzorek nemocnych, tak aby bylo mozno identifikovat
specifické vzory zmén korelujici s odpovédi a pfinasejici eventudlni predikei
na odpoved’ a najit jejich blizsi patofyziologicky vyznam.

Diskuse k B.1
Inhibitor DNA metyltransferazy DNMT1 azacitidin je klinicky velice
uspésnym lékem (Fenaux et al. 2009, Silveraman et al., 2002, JonaSova et al.,

24



2013). Mechanismus u¢inku vSak neni jesté detailné objasnén. Azacitidin je
v soucasné dob¢ standardni terapii nemocnych s vys§im rizikem dle IPSS.
Pouziti inhibitori metyltransferaz vychazi z dnes jiz potvrzené domnénky, zZe
se na etiopatogenezi MDS zcastiiuji téz deregulované epigenetické
mechanismy. Obecné plati, Zze zvlasté¢ u nemocnych s MDS s vys$§im rizikem
nachazime vyS$$i stupenn metylace. Jak prokazala Jiang et al. aberantni
metylace je dokonce castéjSim utkazem u MDS nemocnych nez jsou
cytogenetické aberace (Jiang et al., 2009). Co je vSe ale nasledkem aberantni
metylace jeSt€¢ neni jasné. Hypermetylace vede kutlumeni tumor
supresorickych geni (Jones et Baylin, 2007, Kautiainen et Jones, 1986).
Inhibovéna ale mtze byt fada dalSich gend, které se zucastituji bunécné
diferenciace, apoptozy a proliferace (Hofmann et al., 2006, Christiansen et al.,
2003). Na tomto piedpokladu byla zalozena nase prace. Navazali jsme na
letité zkuSenosti Doc. Stopky z Ustavu patologické fyziologie 1LF UK se
diferenciaci

PU 1. Transkripéni faktor PU.1 je klicovou molekulou fidici proces
krvetvorby, zvlast¢ proces myeloidni diferenciace pluripotentni krevni
kmenové buiky (Laslo et al., 2006, Scott et al., 1994, Mueller et al. 2002).
Ztrata jeho funkce ma za nasledek rizné stupné poruchy diferenciace
prakticky vSech krevnich bunécnych linii. Exprese genu PU.1 je fizena z
nékolika regulacnich oblasti. Mezi nimi zaujima pfedni postaveni oblast URE
(Okuno et al., 2005). Delece ¢i mutace oblasti URE ma za nasledek snizeni
exprese PU.1 o 80% a rozvoj akutni myeloidni leukémie (AML) (Rosenbauer
et al., 2004, Mueller et al., 2002, Steidel et al., 2007). V mnohocetném
myelomu je hladina PU.1 snizena v disledku aberantni zvySené metylace
DNA v oblastech URE a promotoru (Tatetsu et al., 2007). Bylo prokazano, ze
azacitidin je schopen snizit metylaci fady gent pacienti s MDS, pticemz
snizeni metylace pozitivné koreluje s dobrou klinickou odpovédi na azacitidin
a naopak pretrvavani zvySené metylace téchto genl je spojeno se Spatnou
prognoézou (Tran et al., 2011).

Porucha diferenciace myeloidni tady je typickym rysem nemocnych
s pokroCilymi formami MDS a vede k akumulaci nezralych bunék vcéetné
blastll a nasledné hrozbé prechodu do akutni leukemie. Roli PU.1 u MDS
potvrzuji i vysledky této prace. Analyza byla umoznéna celkem jiz velkym
souborem nemocnych s MDS s vy$§im rizikem, 1éCenych azacitidinem na I.
interni klinice (JonaSova et al, 2013). Byt exprese PU.1 v celé skupiné
vykazovala znacnou variabilitu, coz nejspiSe i dobie reflektuje heterogenitu
onemocnéni i v rdmci jednotlivych IPSS skupin, celkem lze uzavtit, ze nizka
exprese PU.1 byla jasné vztazena k agresivnéj$im formam MDS. Nemocni
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s nizkou expresi PU.1 pied zahajenim terapie méli vysledné krat$i celkové
prezivani a byli horSimi respondenty na terapii. Exprese PU.1 ma tedy
prognosticky vyznam pro nemocné s MDS. Samotna exprese PU.1 je mimo
jiné tizena z regulacni oblasti URE (Okuno et al., 2005). V této préci bylo
potvrzeno, ze tak jako u mnohocetného myelomu je oblast URE
hypermetylovana a exprese/ hladina PU.1 v progenitorech nemocnych s MDS
koreluje s urovni metylace URE. Na bunéénych liniich bylo prokazano, ze
azacitidin je schopen hypermetylované tseky URE ucinné demetylovat.
Terapie azacitidinem pak nasledné vede k potfebnému zvyseni exprese PU.1 a
k projeviim iniciace myeloidni diferenciace. Uginek azacitidinu na expresi
PU.1 a navozeni myeloidni diferenciace 1ze dale zesilovat pouzitim riistovych
faktorl v€etné G-CSF. V navaznosti na vysledky této prace pokracujeme nyni
v pokusech na mysich modelech, kdy pouzivame kombinaci azacitidinu s G-
SCF a planujeme klinickou studii s vyuzitim téchto dvou preparati.

6. Souhrn a zavéry prace

Navzdory vSem vySe uvedenym pokrokiim ve znalosti genetickych a
epigenetickych zmén a prikazu riiznych faktorti, ucastnicich se bunééného
cyklu a metabolismu buiikky u MDS detailnéj§i patogeneze tohoto
heterogenniho onemocnéni zistava stale nejasna. K velké pozornosti vyzkumu
tykajiciho se patogeneze MDS pfispely pokroky v terapii. Toto se tyka
zavedeni velice efektivni imunomodulacni lécby, ktera je reprezentovana
Vv soucasné dobé preparatem lenalidomidem. Druhy typ terapie, kterd po
dlouhych letech mizivych vysledkli chemoterapie u vysoce rizikovych MDS
prispéla k vyznamnému pokroku v 1écbé téchto nemocnych je epigeneticka
1écba predstavovana demetyla¢nimi 1éky.

Na zakladé vyse uvedenych dat a vysledkli se domnivam, ze nové formy
terapie predstavované imunomodulacnimi a demetylacnimi preparaty
specificky jako jedny z prvnich lécebnych modalit ovliviiuji molekularni a
bunééné charakteristiky nemocnych s MDS a zasahuji do patogenetickych
déji vzniku onemocnéni.  Mechanismus obou téchto terapii zistava
v mnohém stale neobjasnén. NaSe prace proto pfinasi dal$i zajimava data
napomahajici k rozuzleni spletitych  patogenetickych dé&ju a eventualné i
mechanismu ucinku lenalidomidu a azacitidinu v terapii MDS.

Zavéry:
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Lenalidomid vede k zménam exprese dileZitych transkripénich
faktord (EKLF, Flil) ucastnicich se diferenciace spolecné
progenitorové buiiky do erytroidni ¢i megakaryocytarni rady,
predev§im u pripadi MDS s 5g- aberaci. Nase prace potvrzuje
funk¢ni antagonismus téchto faktori. Vedle toho identifikujeme
zmény dalSich faktori vcetné p53, které hraji roli v patogenezi
onemocnéni a které jsou ovlivnény 1é¢bou lenalidomidem.
Prokazali jsme vyznamnou roli CRBN v mechanismu ucinku
lenalidomidu specificky u nemocnych s 5¢- aberaci. Velmi
podobné tedy jako u mnohoc¢etného myelomu se domnivame, Ze u
5g- syndromu vys§i hladiny CRBN mRNA reflektujici vyssi
expresi CRNB genu, jsou nezbytné Kk ucinku lenalidomidu.
Hladiny CRBN mohou slouZit jako biomarker odpovédi na
lenalidomid.

Analyza expresniho genového profilu identifikovala disregulaci
specifickych patogenetickych drah u 5q- syndromu. Dolozili jsme
vliv lenalidomidu na zmény expresi dilezitych genii, hrajicich roli
V apoptdze, imunitnich déjich a hemopoéze a identifikovali vedle
jiz znamych dalSi specifické cytokiny a geny, které se mohou
ucastnit vzniku a projevi onemocnéni, a které jsou dileZité
vV odpovédi na lé¢bu.

NasSe prace poprvé v literatuie prinesla souhrnnéjsi expresni
profil miRNA u nemocnych s MDS a 5q- aberaci a to v zavislosti
na terapii lenalidomidem.

Potvrdili jsme vyznam hladiny exprese dileZitého transkripéniho
faktoru hemopoézy PU.1 jakoZto prognostického faktoru pro
prezivani nemocnych s MDS s vy$§im rizikem. Nemocni s velmi
nizkou hladinou jsou téZ horsi respondenti terapie azacitidinem.
PU.1 gen je aberantné exprimovan nejspiSe jako nasledek
hypermetylace jeho regulacni oblasti URE. Azacitidin vede k
demetylaci URE. Azacitidin pravdépodobné vede k obnoveni
diferenciace myeloidnich prekursori nemocnych s MDS, tento
ucinek miize byt potencovan ristovymi faktory myeloidni irady.
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