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Abstrakt

Klicova slova: myelodysplasticky syndrom, imunomodulaéni terapie, demetyla¢ni
terapie, cereblon, imunosuprese, cytokiny, diferenciace

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu klonalnich chorob
hemopoetické kmenové buiiky charakterizovanych inefektivni hemopoézou, periferni
cytopenii, morfologickou dysplazii a nebezpec¢im transformace do akutni myeloidni leukemie
(AML). Jde o jedno z nejcastéjSich hematologickych zavaznych onemocnéni u nemocnych
starSich 60 let. Jeho incidence stale stoupa. Terapie myelodysplastického syndromu je dosud
relativné svizelna. Mimo transplantaci perifernich kmenovych bun€k neni v souc¢asné dobé

k dispozici 1é¢ba vedouci ke kompletni dlouhodobé remisi onemocnéni. Transplantace ale pro
vétSinou vyssi vék nemocnych mize byt nabidnuta jen velmi malému procentu nemocnych.
Proto hleddni novych terapeutickych moznosti je zdsadni. Do recentniho zavedeni dvou
novych terapeutickych modalit byla situace v 1é¢bé nemocnych s myelodysplastikym
syndromem frustrujici. Nové terapeutické pfistupy jsou piedstavovany imunomodulaéni
1écbou representovanou preparatem lenalidomidem a epigenetickou terapii neboli demetylacni
1é¢bou representovanou preparatem 5- azacitidinem (azacitidin). Oba tyto nové 1éky maji
vyznamné vyss$i efekt nez dosud pouzivana 1é€ba. Mechanismus jejich €inku vSak neni jesté
zcela objasnén. Proto jsem se rozhodla pii zavadéni této 1€cby u nés iniciovat nékolik
vyzkumnych zaméra. Cilem té€chto zamérh bylo sledovat zmény urcitych procesii a faktorti
pred terapii a v prub&hu terapie, které by mohly pomoci v odpovédi na otazky tykajici se
mechanismu u¢inku vyse uvedenych preparatii ve vztahu k patogenezi onemocnéni. U
imunomodulaéni terapie jsme studovali zmény exprese dulezitych transkripénich faktord
ucastnicich se hemopoézy, zmény exprese urcitych cytokinti a dalSich faktorti, které mohou
hrat roli v patogenezi onemocnéni. Dale jsme analyzovali expresni genové profily a zmény
nékterych mikroRNA pied a v pribéhu terapie. Identifikovali jsme tak mozZné hrace

V patogenezi onemocnéni a citlivosti na 1écbu. Potvrdili jsme krucialni roli cereblonu

v citlivosti pacientd s MDS s deleci dlouhého raménka 5. chromosomu na lenalidomid.

U epigenetické terapie jsme nejdiive analyzovali odpovéd’ na terapii na vét§im souboru
nemocnych. Sledovali jsme vliv azacitidinu na expresi stéZejniho diferenciacniho faktoru
myeloidni fady PU.1. Zjistili jsme, ze PU.1 patii mezi geny, jehoz exprese je u vyznamné
¢asti pacientll s MDS s vyssim rizikem potlacena pravdépodobné vlivem metylace DNA v

jeho regulacni oblasti URE. Hladina PU.1 v progenitorech pacientii s MDS vyznamné souvisi



s odpovédi téchto pacientll na 1é¢bu azacitidinem. Azacitidin je schopen demetylovat DNA v
oblasti URE. Tyto procesy vedou ke zvySeni exprese PU.1 a kK projeviim iniciace myeloidni
diferenciace. Zabyvame se téZ moznou kooperaci azacitidinu s ristovymi faktory myeloidni

fady v terapii porusené myeloidni diferenciace u nemocnych s MDS.
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Abstract

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

Myelodysplastic syndromes (MDS) 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). MDS belongs to one of the
most common hematological diseases in patients over 60 years old. MDS incidence is still
increasing. 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. First we analyze clinical data from
high risk MDS patients treated by azacitidine in our department and Czech Republic. 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 upstream regulatory element (URE). We also found significant
relationship between levels of PU.1 expression and response of patients to AZA treatment.
Effects of azacitidine on PU.1 expression and myeloid differentiation can be modified,
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enhanced by pre stimulation with the cytokines including granulocyte-colony stimulating
factor (G-CSF)
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1. Uvod

1.1. Obecny avod k myelodysplastickému syndromu

Myelodysplasticky syndrom (MDS) piedstavuje heterogenni skupinu klonalnich chorob
hemopoetické kmenové buiiky charakterizovanych inefektivni hemopoézou, periferni
cytopenii, morfologickou dysplazii a nebezpec¢im transformace do akutni myeloidni leukemie
(AML). MDS, zvlasté v ranych fazich je vlastn¢ premalignim (preleukemickym)

onemocnénim.

1.1.1. Incidence
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 nejcastéjSich hematologickych

malignit v této vékové kategorii. MDS se s malou pievahou vyskytuje ¢astéji u muzi.

1.1.2. Klasifikace

Celou skupinu MDS syndromi délime do 5 ¢i 8 podskupin podle klasifika¢nich systému,
které jsou zaloZeny na hodnoceni poctu a typu cytopenii a dale procenta myeloblastti v kostni
dfeni. Prvni FAB (French, American, British) klasifikace byla vytvotena skupinou odbornikli
Vv roce 1982 a dala vznik dneSni moderni podobé déleni MDS (Bennett et al., 1982). S vyvojem
znalosti a kumulaci dat o tomto onemocnénim vznikaly nové&jsi systémy WHO (World Health
Organization) klasifikace 1999 a 2008 dé¢lici onemocnéni do vice podskupin (Harris et al.,
1999, Vardiman et al., 2009). Zakladni rozliseni obou klasifikaci ukazuje Tabulka 1.
Jednotlivé podskupiny se lisi svoji klinikou, prognézou, celkovym pieZivanim a ¢etnosti
transformaci do AML.

Tabulka 1. Srovnani klasifika¢nich systéma MDS — FAB a WHO
s uvedenim nazvi podskupin onemocnéni a definujicim procentem blasti v kostni dfeni (Bennett et
al., 1982, Harris et al., 1999) (z Cermak et Jonasova 2010)

FAB Klasifikace WHO Klasifikace
Refrakterni anémie (RA) < 5 % blasti Refraktemi anémie (RA)
Refrakterni cytopenie s multilinedmi dy splazii (RCMD)
MDS-neklasifikovatelny(MDS-1T)
MDS s izolovanou del(5q)

Refrakterni anémie s prsténditymi sideroblasty (RARS) Refraktemi anémie s prsténditymi sideroblasty (RARS)
< 5 % blasth + > 15 % prsiénditych sideroblasti Refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii a prsténéitymi
sideroblasty (RCMD-RS)
Refrakterni anémie s nadbytkem blasti (RAEB) 5-20 % blastii Refrakterni anémie s nadbytkem blasti I. (RAEB 1.)
5—-9 % blastii

Refrakterni anémie s nadbytkem blastii IT. (RAEB 11.)
10—-19 % blasti
RAEB v transformaci (RAEB-1) 21-30 % blasuti Akutni myeloidni leukemie (AML) > 20 % blasti
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Vedle klasickych forem MDS se ale relativné Casto setkavame s nemocnymi obtizné
zafaditelnymi do jednotlivych podskupin, kteti maji napiiklad rysy myeloproliferativniho
onemocnéni, nebo naopak jako je tomu u hypoplastického MDS charakter spiSe aplastické
anemie. Tito nemocni patiéi mezi ,,overlap® syndromy poprvé popsané R. Neuwirtovou
(Neuwirtova et al 1996).

Co se tyce rizika progrese a prezivani, je onemocnéni stratifikovano do nékolika skupin podle

IPSS (International Prognostic Scoring System) (tabulka 2 a 3)( Greenberg et al., 1997)

Tab. 2. Mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni prognozy MDS (IPSS) s uvedenim kategorii
MDS dle hodnoty , rizikoveho skore®, jejich mediany pieZiti a mediany transformace onemocnéni do
AML (z Cermak et Jonasova 2010)

riziko skore median preziti roky AML transfor mace roky
nizké 0 57 94
stredni 1 05-1,0 35 33
stiedni 11 1,5-20 12 1.1
vysoké =25 04 02

Tab. 3. Mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni prognozy MDS (IPSS) s uvedenim zptisobu
bodovani prognostickych faktorti ,.rizika* na zaklad¢é procenta blastli v kostni dieni pacientil, poctu
cytopenii zasahujicich jednotlivé krevni fady a cytogenetického nalezu. Za ptiznivy karyotyp se
povazuje delece dlouhych ramének chromosomu 5, delece dlouhych ramének chromosomu 20 a
nepfitomnost abnormalit za soufasné nepiitomnosti chromozomu Y. Za nepfiznivy karyotyp se
povaZuje soucasna piitomnost vice nez tii cytogenetickych abnormalit, nebo abnormality chromozému
7. Ostatni cytogeneticky nalez se povazuje za intermediarni z hlediska rizika (z Cermék et Jonasova,
2010).

Body 0 05 1 15 2
% blastu ve dieni <5 5-10 - 11-20 21-30
Pocel cytopenii 01 23

Karyotyp priznivy intermediarni nepriznivy

IPSS, klasifikuje MDS pacienty do ¢tyf skupin na zdkladé vypocteného ,rizika* prognozy
vyvoje onemocnéni s rozdilnou dobou medianu celkového preziti pacientli a dobou progrese
onemocnéni do AML (tabulka 2). ,Riziko“ je vypocitano jako kombinace hodnot tfech
podstatnych rizikovych faktord, mezi které patii cytogeneticky aberantni nalezy v builkach
kostni dfené, procento blasti v Kostni dfeni a pocet cytopenii (tabulka 3). Vedle urceni
progndzy nemocného je tento skorovaci systém stéZejni pro rozhodovani o volbé terapie
nemocnych s MDS. Zasadni pro pochopeni dalSiho textu je, Ze s pomoci skérovaciho

systému, ktery odrazi i zakladni heterogenitu nemocnych stran prognozy a charakteru
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onemocnéni délime nemocné na MDS s niz§im a vySSim rizikem. Onemocnéni s niz§im
rizikem ma charakter spiSe leta trvajictho chronického onemocnéni zatézujictho nemocné
hloubkou cytopenie, kdezto nemocni s vysSim rizikem maji chorobu agresivni S prognézou
prezivani i jen n¢kolika mésicti a ve vétSiné pripadu s vyvojem do AML.

Poslednim skorovacim systémem, ktery zatim neni zcela vzity a obecné pouzivany je R-IPSS
(revised IPSS) (Greenberg et al., 2012). Tento novy skorovaci systém vyuziva vsak velice
uzite¢nou detailnéjsi analyzu cytogenetickych aberaci a jejich prognostického vyznamu

(Schanz et al., 2012) (obrazek 1).

Very good Good Intermediate Poor Very Poor
n=80 (2 9%) n=1844 (65 9%) n=578 (20 7%) n=101{3.6%) n=196 (7 0%)
Single: Single: Single:
Normal -Ti7q- b der{3)(g21)/
|| der(1.7) +8 der(3)(g26)
del{5q) iso(17q) —
del{12p} M1+19 [Double: |
del{20q) +21 = Double incl
Any other -17g-
Double: Ind. clones
~ Double incl. _— Complex:
MS(U T 3
Double: abnormalities
-1 any other
double
MedianOS ‘Median OS ‘Median 0S Median OS MedianOS
60 8 months 48 5 months 25 0 months 15 0 months 5.7 months
HR HR (Ref.) HR HR HR
047(03-07) 1.00{08-13) 283(22-37) 437(35-55)

159{14-19)

Obr. 1. Definuje nové zakladni cytogenetické tidaje jako hlavni prognostické faktory celkového
ptezivani MDS nemocnych (podle Schanz et al 2012, z Jonasova 2013)

V dnesni dobé se stale vice obraci pozornost k vysledkim molekularni genetiky a nalezu
mutaci specifickych gentl, které¢ maji, jak se zd4 také nezanedbatelny prognosticky vyznam
(Papaemmanuil et al., 2013, Haferlach et al., 2014, Bejar et al., 2012, Bejar et al., 2011).
Krucidlni stran prognozy je naptiklad mutace tumor supresorického genu TP53

(Kulasekararaj et al., 2013).
1.1.3. Zakladni charakteristiky MDS

Nemocni s MDS maji riizné postiZzené slozky krvetvorby vedouci k jejich numerickym

deficitim - cytopeniim, ev. jejich kombinacim a z nich plynoucich klinickych komplikaci.
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Pies 90% nemocnych, trpi anemii, ¢ast nemocnych mé trombocytopenii s projevy krvaceni,
¢ast neutropenii s moznym rozvojem nejcastéji bakterialnich a mykotickych infekci. Nemocni
s MDS s vyssim rizikem a progresi onemocnéni, ktefi jiz maji zcela porusenou diferenciaci
bun¢k a proliferaci nezralych blastickych elementl ve dieni, maji vedle projevl cytopenii i
obecné ptiznaky nadorovych onemocnéni.

Hlavnim znakem MDS je dysplasticka, vétSinou bohata dien, ktera je v kontrastu s periferni

cytopenii. Casty je vyskyt pocetnich chromosomalnich aberaci.

1.1.4. Etiologie

Navzdory intenzivnimu vyzkumu neni etiologie onemocnéni dosud objasnéna. To se tyka asi
80% nemocnych a onemocnéni pak nazyvame primarni MDS. U ¢asti nemocnych je znama
expozice toxickym latkam z prostiedi (benzen, organicka rozpoustédla), poptipadé
onemocnéni vznika po pfedchozi chemo- ¢i radioterapii pro jinou primarni malignitu (Smith
1996, Rothman et al., 1995, Pedersen-Bjergaard et al., 2002, Aul et al., 1998). Tuto skupinu
nazyvame sekundarnim MDS. Sekundarni MDS pak mohou mit v zévislosti na tom, po
jakych rezimech vznikaly, rlizné charakteristiky. Sekundarni MDS po expozici inhibitorim
topoisomerazy II a antracyklinim maji vétSinou ¢asny vznik a zahrnuji aberace v misté 11q23
s mutaci MLL genu (mixed lineage leukemia gene). Sekundarni MDS po alkyla¢nich latkach
a podobné MDS po piedchozi radioterapii maji spiSe pozdni vznik (5-10 let) a aberace
chromozom 5 a 7. Sekundéarni MDS jsou tedy vétSinou nasledkem pfimého poSkozeni DNA
chemoterapii €i radiaci, tomu odpovida i vysoké procento vétSinou prognosticky neptiznivych
genetickych aberaci. U primarnich MDS, kde etiologie je, jak jsme uvad¢li, zatim neznama je

patogeneze onemocnéni komplikovanéjsi.

1.1.5. Patogeneze
Ackoli MDS je zavazné onemocnéni znamé nékolik dekad jeho molekularni patogeneze a
otazka pro¢ dochazi k vyvoji do AML ziistavaji 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, ltzykson 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
patologickd krvetvorba nahradi normalni polyklonalni hemopoézu. U nizce rizikovych skupin

(rané faze choroby), kde je periferni cytopenie pravdépodobné nasledek akcelerované
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apoptozy dienovych prekursorti, byly v nékterych studiich nalezeny zvysené hladiny
proapoptotickych cytokinti jako je TNF alfa (tumor necrosis factor alfa), IL6 (interleukin 6),
TGF beta (transforming growth factor beta), interferon gama, a Fas ligand (Sawanobori et al.,
2003, Mundle et al., 1999). Imunitni disregulace, vliv prozanétlivych cytokind, porucha
mikroprostiedi a také napiiklad abnormalni biogenese ribosomalnich proteina v této fazi hraje
pravdépodobné téz dilezitou roli v naruseni integrity hemopoézy a moznosti vzniku
patologického klonu. K jeho plné malignizaci a vzniku leukemické populace bunék nejspise
piispivaji jesté dalsi faktory. Relativné Casté zv1asté u nemocnych s vysSim rizikem jsou
nékdy i ¢etné chromozomalni aberace. Nebyla v§ak prokazana zadna jednotliva geneticka
léze, ktera by mohla vést k vzniku onemocnéni.

Mezi genetickymi defekty, které pravdépodobné hraji roli v patogenezi MDS, patii zvlasté
dulezité nebalancované ztraty genetického materialu (méné Casto reciproké translokace).
Charakteristické chromosomalni abnormality zahrnuji aberace chromosom 3, 5,7,8, 11, 17,
20 a'Y nebo komplexni zmény karyotypu zahrnujici ¢etné abnormality v ramci jednoho klonu

(obrazek ¢. 2) (Haase et al., 2007).
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Obr. &. 2. Nejcastéjsi chromozomalni aberace, které se vyskytuji u MDS. Obrazek uvadi jejich
procentudlni zastoupeni. Nejcastéjsi je 5q- aberace, izolovana, nebo v kombinacich s jinymi
aberacemi. Complex: znamena komplexni aberace tj. kombinace vice nez 3 cytogenetickych aberaci.

Klonalni cytogenetické aberace se nachazeji asi u 30-60% nemocnych s primarnimi MDS a u

vvvvvv

faktorem u nemocnych (Greenberg et al., 2012, Schanz et al., 2012). Analyzou
cytogenetickych dat jakozto prognostickych faktori se téz zabyva tada naSich praci
(Zemanova et al., 2014, Dvoiak et al., 2013, Bfezinova et al. 2012, Bystficka et al., 2012,

Neuwirtova at al., 2009, viz pfiloha 2). Ve vztahu k diserta¢ni praci jsou vyznamné zvlasté
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studie tykajici se aberaci 5. chromosomu a komplexni rozsdhlé zmény. V obou piipadech
hleddme korelace jednotlivych aberaci s odpovédi na terapii (Zemanova et al., 2014,
Brezinova et al. 2012, Bystficka et al., 2012, Neuwirtova at al., 2014). Vedle genovych ztrat
jsou jisté v patogenezi onemocnéni dulezité téz mutace. Klonalni vyvo; u MDS je
charakterizovan vyvojem somatickych mutaci, jez postupné probihaji v kmenovych bunkach a
jejich dcefinych populacich. Sekvenovani ,,nové generace® s vysokou citlivosti pod 0,1%
Vv 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). Bude jisté velmi naro¢né
prokazat, jak a zda tyto mutace vedly k vzniku MDS a jak pfesné posloupnost mutaci
ovliviiuje projevy MDS a zda by se eventualné tyto znalosti daly pouzit pro zlepSeni piezivani
pacientii. VétSina mutovanych genl ovliviluje nastaveni genetického programu umoznujici
diferenciaci krevnich buné€k, didle jde o mutace geni, které maji vyznam jako tumor
supresorické geny, geny signalnich soustav, geny s roli v epigenetickych procesech, geny pro
apoptotické a anti-apoptotické faktory, geny s roli v reparaci DNA, geny pro ribosomalni
proteiny a dalsi (Papaemmanuil et al., 2013, Haferlach et al., 2014). Rada mutovanych
proteinlt v MDS jsou zndmé regulatory genové transkripce myelopoézy; bud jsou piimo
transkripéni faktory (RUNXI1, p53, CEBPA, WTI1, GATA 2, EVI 1) ¢i epigenetické
regulatory. Zajimavé pravé u MDS je, Ze mnoho ¢asto mutovanych genii u MDS koduje
proteiny, které jsou dilezité v epigenetickych mechanismech, coz naznacuje specificky vztah
genetickych a epigenetickych zmén. Do této skupiny patii naptiklad enzymy se schopnostmi
vazat a ovliviiovat strukturu chromatinu (ASLX1, EZH2), dale jsou to geny ovlivilujici
metylaci DNA (TET2, IDH1,2), jeZ bude probrana zvIast nize. Existuje jiZ asociace
vybranych mutaci s podtypem MDS ¢i rizikovou skupinou, coZ napovida o vztahu vybranych
genovych dysfunkci k patofyziologii MDS. Posledni prace dokladaji, Ze u MDS nalezneme
minimaln¢ jednu z mnoha zndmych onkogennich mutaci u zhruba 70-90% nemocnych
(Papaemmanuil et al., 2013, Haferlach et al., 2014). Zda se, ze duilezity je i pocet mutaci, se
vzrustajicim poctem mutaci velmi pravdépodobné téz souvisi progndza onemocnéni.

Jak jsem jiz uvedla, vedle genetickych zmén se v patogenezi pravdépodobné téZ ucastni i
abnormalni epigenetickd modifikace, jde pfedev§im o metylaci genti a acetylaci histontl.
Praveé hypermetylace nékterych genti mize vést k naruseni jejich transkripce a tim k jejich
utlumovani ,,gene silencing®. PakliZe jde o ovlivnéni tumor supresorickych genti miize tento
proces napomahat vzniku maligniho klonu a jeho riistu. Podrobné&ji bude tato problematika
probrana v kapitole epigenetické terapie. Nasledky genetickych zmén a narusené epigenetické

regulace vétSinou vysledné€ porusuji spravny proces proliferace a diferenciace
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hemopoetickych prekursoru. Jejich akumulace u pokrocilych forem MDS podporuje expanzi
nezralych prekurzorti, myeloblasti s naslednou transformaci do AML (Jiang et al., 2009,
Figueroa et al., 2009).

U ¢asti MDS, zvlasté hypoplastickych forem, se uvazuje v etiopatogenesi o podobném
mechanismu jako u aplastické anemie. To je 0 vlivu mozného autoimunniho poskozeni
hemopoetickych prekursort nejspisSe vedené autoagresivnimi T-lymfocyty, cemuz odpovida 1
dobry efekt imunosupresivni terapie u urcité skupiny nemocnych s MDS (JonaSova et al.,
1998 viz piiloha 1, Molldrem et al., 1998). Praveé studie tykajici se imunosupresivni terapie a
S tim souvisejici hypotézy o disregulaci faktorti ucastnicich se imunitnich procestt u MDS
vedly k prvnim pokustim pouziti imunomodulaéni terapie.

Ve stiedu pozornosti stran patogeneze onemocnéni v souc¢asné dob¢ stoji samostatna
podskupina MDS, coz jsou nemocni s 50- aberaci (delece dlouhého raménka 5. chromosomu),
zv1asté 5q- syndrom (star$i Zeny s makrocytarni anemii, astou trombocytémii S typickymi
dysplasiemi megakaryocytti a nepiitomnosti zvyseného poctu blasti ve dieni). J. Boultwood
popsala maly, u vétSiny nemocnych, deletovany usek na dlouhém raménku 5. chromosomu
(CDR — common deleted region) v lokalité 5q31-32 o velikosti 1,5Mb (Boultwood et al.,
2002). CDR zahrnuje asi 44 genu. U nékterych kandidatnich genti z CDR jiz byl popsan
jejich vztah k vzniku malignit. Mezi tyto geny patii naptiklad SPARC (secreted protein acidic
and rich in cysteine), jez je tumor supresorickym genem. Nebyla vsak identifikovana zadna
mutace téchto genil a jako hlavni patogeneticky mechanismus vedouci k snizené expresi genil
se dnes povazuje jejich haploinsuficience (Pellagatti et al., 2008). V roce 2008 B. Ebert
dokazal, ze haploinsuficience genu koédujiciho ribosomalni protein RPS14 zpusobuje
specificky blok maturace ¢ervené fady (Ebert et al., 2008). Dalsi znama data v patogenezi 5q-

MDS budou probrana nize.

1.1.6. Obecné poznamky k terapii MDS
I ptes staly intenzivni vyzkum je MDS jednou z nejobtiznéji feSitelnych hematologickych
malignit. Prognéza asi poloviny nemocnych s primarnim a vétSiny nemocnych se
sekundarnim MDS je relativné $patna zvlasté u starSich pacientti. S ohledem k volbé terapie
nemocné s MDS dé¢lime na niz$i a vyssi rizikovou skupinu, pomaha nam pii tom skoérovaci
systém IPSS (Tabulky 2. a 3.). Jednotlivé 1é¢ebné postupy u obou zékladnich skupin

nemocnych ukazuje obrazek ¢. 3
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Nizké riziko ¢ Podpulrna terapie: substitucni lécba

« Chelatacni terapie s.c.1970, p.o. 2006

* Rustové faktory 1980
3.7 et * Imunosupresivni terapie 1997
* Imunomodulacni terapie
Prognoza Lenalidomide 2006

+ Epigeneticka terapie

Inhibitory metyltransferazy 2002

‘ 6-12 mésicl

+ ,Low-dose” chemoterapie  80ta léta
* Intensivni chemotherapie 80ta léta
« Transplantace BMT/PBSC 80ta léta

Vysoke riziko

Obr. ¢. 3. Soucasna terapie MDS podle rizikovych skupin. Vyznamnym piedélem bylo zavedeni
imunomodulaéni a demetylacni 1é¢by. (z JonaSova et al., Vnitini 1ékatstvi 2013, pfiloha 2)

Hlavnim cilem terapie nizce rizikovych nemocnych, tj. nemocnych s predpokladanym del§im
prezitim, lepsi progndzou a mensim rizikem transformace do AML, je zlepSeni kvality Zivot a
prodlouzeni délky zivota. Zasadnim problémem nizce rizikovych nemocnych je riizné
pokrocila cytopenie jedné ¢i vice hemopoetickych fad a z ni plynouci komplikace. Timto
smérem je téz orientovand 1écba nizce rizikovych nemocnych.

Vysoce rizikovi nemocni jsou ti, u kterych se objevila leukemicka populace blastd,
piredstavujici hrozbu v piechod do AML. Terapie je proto vedle 1é¢by cytopenii cilena na
eradikaci patologického klonu a prevenci transformace do AML. Nemocni donedavna byli
lé¢eni riznymi kombinacemi cytostatik vice ¢i méné obdobnymi jako u terapie akutni
myeloidni leukemie, ¢i dle moZnosti transplantaci kostni diené. BohuZel MDS na rozdil od
jinych hematologickych malignit je prekvapivé rezistentni viici standardni chemoterapii.
Zatim jedinou kauzalni terapii zGstava stale vysoce rizikova allogenni transplantace kostni
dfené ¢i dnes predevsim perifernich krvetvornych kmenovych bunék, kterou vzhledem k véku
toleruje jen malé procento nemocnych. Ctyilety odhad celkového piezivani po transplantaci u
dospélé populace je zhruba 30%. Tato statisticka data podtrhuji nezbytnost porozuméni

biologie MDS a rozsifeni tak repertodru ,, individualizované* cilené biologicke 1écby.
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Jak vy$e uvadim, v poslednich letech se objevily pro obé skupiny, jak nemocné s nizkym tak
vysokym rizikem, nové terapeutické moznosti v podob¢ imunomodulac¢ni terapie a
epigenetické terapie representované inhibitory metyltransferazy. Obé¢ tyto nové skupiny 1€kt
znamenaly pro MDS doslova revoluci a to nejen stran 1é¢ebnych Sanci pro nemocné, ale i ve

zvySeni vyzkumného zajmu o tuto chorobu.

1.2. Podrobny uvod do problematiky patogeneze MDS s 50-
aberaci specificky 5q- syndromu, sou¢asné predstavy o
mechanismu lenalidomidu a zakladni klinicka data.

Nejcastéjsi cytogenetickou abnormalitou MDS je delece dlouhého raménka 5 chromozomu
(59-) s vyskytem asi u 20% MDS nemocnych. Skupina nemocnych nesouci tuto aberaci je
relativné heterogenni stran klinickych projevi v zavislosti na dalsich faktorech jako je pocet
myeloblastl ve dieni, dalsi cytogenetické aberace, pfitomnost mutaci a dalSich cytopenii
(Mallo et al., 2011, Jonasova et al., 2012 viz ptiloha 1, Bfezinova et al. 2012 viz ptiloha 2,
Neuwirtova et al. 2014). Specialni misto zaujima izolovana delece 5q- bez zmnozeni blasti,
ktera tvofi samostatnou jednotku podle WHO klasifikace. Ptrevazné jde v této skupiné o
nemocné s 50- syndromem, ktery je stran pfezivani jeden z prognosticky nejpiiznivéejSich
syndromtt MDS (Van den Berghe, 1986). Bohuzel u vétsiny téchto nemocnych se béhem let
vyvine t€zka transfuzni dependence se vSemi neblahymi nésledky, jako je vyznamné zhorsSeni
kvality Zivota, ale 1 zhorSeni morbidity a celkového prezivani. Cilem terapie téchto
nemocnych je predevS§im dosaZeni normalizace krevniho obrazu a odstranéni transfuzni
zavislosti. Preparat lenalidomid patii mezi imunomodulacéni 1éky s vyznamnym efektem
specificky u nemocnych s 5¢- aberaci. Vede jednak k normalizaci hodnot krevniho obrazu,
jednak u nékterych nemocnych k vymizeni patologického klonu s 5- aberaci. Na terapii
lenalidomidem odpovida zhruba 70% nemocnych s aberaci 5g- a asi 90% nemocnych s 5¢-
syndromem jak ukazuji 1 nase vlastni zkuSenosti (abstrakt OHD 2013) a vysledky velkych
studii MDS 003 a MDS 004 (List et al., 2006, Fenaux et al, 2011).

Lenalidomid je jiz n¢kolik let schvalen v USA K terapii nemocnych s 5g- s vyznamnou
anemii. Recentni zavéry analyzy nemocnych dlouhodobé 1é¢enych ze studii MDS 003 a
MDS 004 ukazuji, ze respondenti maji i prodlouzené celkové prezivani oproti nemocnym
neodpovidajicim na terapii (Hellstrom-Lindberg et al., 2012). Opatrnosti je tiecba u
nemocnych s dal§imi cytogenetickymi aberacemi, zvySenym poctem blastti, mutaci TP53 a

trombocytopenii; to jSOU Nnemocni se zvySenym rizikem ¢asnéjsi progrese choroby a proto je u

21



nich tfeba zvazit agresivngjsi terapii (Jadersten et al., 2011, JondSova et al., 2012 viz piiloha
1). K zvyseni rizika transformace do AML terapie lenalidomidem nevede (Kuendgen et al.,
2012, Germing et al., 2012). Jak ukazala studie MDS-002, nemocni bez 5q- dosahuji
odpoveédi pouze asi v 25% (Raza et al., 2008).

Puvodni prace popisuji efekt lenalidomidu podobn¢ jako u jeho piedchuidce talidomidu (Heise
et al., 2010). Chemickou strukturu lenalidomidu jakoZzto derivatu talidomidu representuje
obrazek ¢. 4

Lenalidomide

)
Q H
AN N
=

NH,

Obr. ¢. 4. Lenalidomid je chemickym derivatem relativné jednoduché molekuly talidomidu, ktery byl
v 60 letech pouZzivan pro té¢hotenské nauzey a bolesti hlavy a vedl k znamému vyvoji t€Zkych
vrozenych defektt ptedevsim s obrazem chybéni koncetin. Az po letech bylo zjisténo, ze k rozvoji
vrozenych defekti vedl, vedle ziejmé jesté dalSich dosud ne zcela jasnych efektd, anti-angiogenni
potencial talidomidu, dale pak vyuZzivany v protinadorové terapii. Pfedevsim uspéch talidomidu

V terapii mnohocetného myelomu pfispél k rychlému vyvoji novych potentnéjsich derivatti s mensim
mnozstvim nezaddoucich ucinkl. V tade téchto derivati je zatim nejpouzivanéjsi a z naseho pohledu
terapie MDS nejzajimavéjsi praveé lenalidomid.

Lenalidomid ma pravdépodobné efekt anti-angiogenni, anti-apoptoticky, inhibuje TNF-alfa,
stimuluje T a NK bunky, produkci interleukinu 2 (IL2) (Busche et al., 2005, Dredge et al.,
2002). U MDS s 5g- aberaci zvySuje senzitivitu erytroidnich progenitort k erytropoetinu a
mozny je téz ptimy cytotoxicky efekt na burniky 5q- klonu (Ramsaz et al., 2012, Corral et al.,
1999, Ximeri et al., 2010). V poslednich letech se objevuji prace, které vztahuji efekt
lenalidomidu k aberantni expresi genti na deletovaném tseku 5q, u kterych byla popsana
haploinsuficience (SPARC, RPS14, CDc25C a PP2A) (Wei et al., 2009, Wei et al., 2012).
Roli urcitych genti na CDR se vénuje i nase prace. CDR a vybrané dilezité geny jsou

znazornény na obrazku €. 5
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Obr. €. 5. Obrazek znazorfiuje dnes jiz identifikované geny na CDR a dilezité geny blizce
lokalizované deletované oblasti. Cervené znazornéné jsou geny, kterym je dnes vénovana nejvetsi
pozornost stran patogeneze MDS. Z Boutwood et al., Blood 2010)

Velmi pravdépodobné haploinsuficience urcitych gent hraje roli v patogenezi onemocnéni ¢i
vzniku specifického fenotypu 5q- syndromu s insuficientni erytropoézou a s naopak
zachovalou ¢i zvySenou tvorbou trombocytd (Boultwood et al., 2010, Ebert et al., 2008).
Nejvétsim prinosem byla jiz zmifiovana prace B. Eberta v ¢asopise Nature identifikujici
haploinsuficienci genu pro malou ribosomalni podjednotku RPS14 (gen je lokalizovan na
CDR), jako podstatu pro fenotyp 5q- syndromu (Ebert et al., 2008). Mala ribosomalni
podjednotka je nezbytna k normalni tvorb¢ ribosomalniho komplexu. B. Ebert prokazal ve
své praci, pomocni inhibice exprese ,,knockdown* genii na CDR u normalnich CD34 bun¢k,
ze praveé gen pro ribosomalni protein RPS14 je zodpovédny za poruSenou erytropoézu pii
zachovalé trombopoéze. Tento fakt byl pozdé&ji potvrzen J. Barlowovou na my$im modelu
(Barlow et al., 2010). Haploinsuficience RPS14 vedla u mysi k témé&f typickému obrazu ,,
5¢- syndromu‘ s poruchou erytropoézy a monolobulizovanymi megakaryocyty ve dieni, coz
patii k diagnostickym znakim 5q- syndromu (Dutt et al., 2011). Otazkou bylo, jak vede
haploinsuficience RPS14 k porusené erytropoéze. V experimentalnich modelech bylo
zjisténo, ze haploinsuficience RPS14 s naslednym ribosomalnim stresem vede k nadprodukci
p53, proteinu, ktery zptsobuje akceleraci apoptozy erytroidnich bunék specificky u 5q- a
zpusobuje obraz hypoplastické anemie (Dutt et al., 2011, Pellagati et al., 2010).

V erytroidnich progenitorech se akumuluji volné ribosomalni proteiny, které blokuji navazani
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p53 na MDM2 (human homolog of murine double minute 2) ubiquitin ligdzu a tim degradaci
(ubiquitinizaci) p53 v proteasomu (Dultt et al., 2011, Narla et al., 2010). J. Barlowova
potvrdila roli nadprodukce p53 na mySim modelu, kdy u p53 ,,knockout™ mysi nedoslo

k rozvoji 5g- fenotypu. J.Barlowova a B. Ebert ve svych pracich vysvétluji poruchu
erytropoézy a mechanismus vzniku anemie, co se v§ak déje v megakaryocytech, které zcela
naopak proliferuji, a dochazi k zvySené tvorb¢ desticek, neni zcela jasné. Na tento klinicky
obraz ¢aste¢n¢ odpovida dalsi prace tykajici se haploinsuficience dalSich genti a to genii pro
mikroRNA (miRNA): miRNA-145, miRNA-146, které jsou lokalizované na nebo blizko
CDR (Starczynowski et al., 2010, Kumar et al., 2011). Pii inhibici exprese pomoci
,knockdown* téchto genti na mys$im modelu dochazi k typickym zménam megakaryocytd,
trombocytémii a neutropenii. Cilovym genem miRNA-146 je TRAF-6 (TNF receptor-
associated factor-6), cilovym genem miRNA-145 je TIRAP (toll-interleukin-1 receptor
domain containing adaptor protein). Oba tyto cilové geny maji vyssi expresi U 5g- syndromu.
TIRAP a TRAF-6 se ucastni pfirozené imunity. Inhibice (1épe ,,downregulace”) miRNA-145
a mMiRNA-146 vede v elevaci IL-6, ktera je téz detekovana u nemocnych s 59- . Jaka je ale
role tohoto cytokinu u MDS neni jasné. Pacienti s 50- maji snizenou expresi miRNA-145 a
zvysenou expresi Fli-1genu, ktery je cilovym genem miRNA-145. Fli-1 je dalezity
transkrip¢ni faktor hrajici roli v aktivaci megakaryopoézy (Neuwirtova et al., 2013). Pravé
tomuto faktoru je vénovana cast nasi prace.

Je tedy ziejmé, Ze lenalidomid je vysoce u¢inny prepariat specificky pro nemocné

s aberaci 50- nicméné jaky je skute€ny mechanismus ucinku a co tkvi za tak vysokou

citlivosti nemocnych s 5g- syndromem neni jesté objasnéno.

1.3. Podrobny uvod k problematice vyznamu epigenetickych zmén
u MDS a k zavedeni epigenetické/demetylaéni terapie.

Epigeneticka terapie reprezentovana v soucasné dobé predevsim demetyla¢nimi preparaty
znamena velky pokrok v 1€¢bé nemocnych s myelodysplastickym syndromem. V prvé fadé
jde o nemocné s vys$§im rizikem onemocnéni, kde dosud pouzivana bézna chemoterapie
nevedla ve valné vétsin¢ ptipadi k vyznamnym efektim a prodluzovala ptrezivani nemocnych
jen vétSinou o nékolik mésici. Hypometylacni terapie pouzivana v soucasné dob¢ v 1é¢bé
nemocnych s MDS ma dnes jiZ mnoha studiemi podloZené pevné misto v terapii nemocnych

S vyssim rizikem (Jonasova et al., 2013 THD — ptiloha 1, Fenaux et al., 2009, Silverman et al.,

2002, Itzykson et al., 2011). Nicméné€ co je skryto za relativné vysokou efektivitou této
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terapie a jaky je mechanismus u¢inku demetylacnich preparatii nebylo dosud plné objasnéno.
Navic se ukazuje, Ze pravdépodobné plisobeni téchto 1€kt na bunécné urovni presahuje
hranice pouze epigenetickych zmén. V nasi praci nejde jen o objasnéni mechanismu
demetylacnich preparatd, dulezité je téz s pokroky v molekularni genetice identifikovat i

validni biomarkery slouzici k predikci efektu 1é€by a spravnému vybéru nemocnych.

Vedle genetickych zmén se v patogenezi MDS pravdépodobné ucastni i abnormalni
epigeneticka modifikace. Jde piredevsim o metylaci genti a acetylaci histonli. Epigenetické
zmény jsou dnes povazovany za jedny z hlavnich faktorti vzniku maligniho fenotypu (Jones et
Baylin, 2007). DNA metylace, modifikace histont (napiiklad dezacetylace, fosforylace atd.),
a regulace nekodujicimi RNA jsou hlavni typy epigenetické alterace, které vidime u
nadorovych onemocnéni. Metylace je jedna z nejCastéjSich a nejvice studovanych
epigenetickych zmén u MDS. DNA metylace je modifikace cytosini, pfedstavovana
pfidanim metylové skupiny k cytosinovym reziduim enzymem DNA metyltransferazou
(DNMT) (Herman et al., 2003). Paklize dochazi k metylaci tzv. CpG ostruvki v promotorech
genll muze dojit K zabranéni transkripce téchto gent (,,gene silencing™). Zcela recentni studie
ukazuji, Ze u tumort Casto vidime metylaci cytosinl 1 mimo CpG ostrivky a i to miize
ovliviiovat genovou transkripci a vést k ,,gene silencing® (Figueroa et al., 2009, Irizarry et al.,
2009, Zhou et al., 2011). Zménéna exprese gent je prenasena v prubéhu mitdzy a dava tak
vznik klonalni zméné v bunééné populaci (Bird et al., 2002). Ovlivnéni tumor
suspresorickych genti vede k vzniku maligniho klonu a jeho rtstu (Jones et Baylin, 2007,
Kautiainen et Jones, 1986, Tessema et al., 2003, Brakensiek et al., 2005). Inhibovana
hypermetylaci miize byt ovSem exprese fady genti nezbytnych pro normalni regulaci
proliferace, diferenciace a bunééné apoptozy (Curik et al., 2012, Hofmannet al., 2006,
Christiansen et al., 2003). U MDS je vedle inhibice jednotlivych dilezitych gentl prokdzana
aberantni 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) (obrazek ¢. 6)
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Methods: DNA methylation microarray and high-density SNP array

Aberrant methylation was seen in every symple, on average affecting
91 of 1505 CpG loci in early MDS
179 of 1505 CpG loci in RAEB/AML

13 % Patients with aberrant methylation m % Patients with chromosome lesions detected
by SNP or metaphase cytogenetics

rm

% of patients
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Obr. &. 6 Porovnani vyskytu hypermetylace DNA s chromozomalnimi aberacemi u nemocnych s MDS
(Jiang et al. 2009). Cetnost hypermetylace DNA je vyznamé vys$si nez vyskyt chromosomalnich zmén
a stoupa s progresi onemocnéni.

U MDS s vyssim rizikem, kde jsou ¢asté chromosomalni ztraty, se ukazuje, Ze aberantni
metylace mize kooperovat s chromosomalnimi delecemi v ,,gene silencing® mechanismu. To
ukazuje naptiklad prace kdy u MDS nemocnych s deleci 7q, kde je tumor supresoricky gen
FZD09, byla zjisténa aberantni metylace zbyl¢ alely genu FZD9, coZ navic je spojeno

s vyrazné horsi progndézou nemocnych (Jiang et al., 2009). Deregulace metylace neni
zminovana ale u nadort jen ve smyslu plus, ale i minus. Byla popisovana i ztrata metylace
jako mozny faktor kancerogeneze. V ptivodnich studiich byla globalni hypometylace
zjiStovana u mnoha solidnich tumorti. Je mozné, ze globalni hypometylace vede ke genové
instabilit€. Jde o to, Ze hypometylace genii samoziejmé mize téZ vést k aktivaci onkogenii
(Eden et al 2003, Pogribny et al. 2009).

Metylaci zprostfedkovava hlavné DNMT1 (DNA metyltransferaza 1). Bylo prokazano, ze
inhibice metyltransferaz muze inhibovat rist malignich bunék (Rhee et al., 2002).
Hypermetylaci DNA zabranuji dva inhibitory metyltransferazy, 5-azacitidin a 5-aza-2’-

deoxycitidin (decitabin). Obrazek ¢. 7 shrnuje hypometyla¢ni aktivitu azacititidu.
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+ Azacitidine se inkorporuje do RNA a DNA, zabrariuje DMT (DNA
metyltransferaze) umoznit metylaci cytosinu. V Nasledném cyklu pak je
syntetizovana hypometylovana DNA, coZz umozZnuje reexpresi genu

Obr. ¢. 7 Popisuje u¢inek metyltransferaz, mechanismus demetylace azacitidinem a jeho nasledky.

U nés je povolen azacitidin jehoZz chemickou strukturu uvadi obrazek ¢. 8.

& ﬁn NI NN
A A
HO o Ho—l 0; I
HO OH HO OH
Cytidine 5-Azacytidine

Obr. 8. Chemicka struktura azacitidinu.

Zavedeni tohoto preparatu do terapie MDS znamena relativné velky posun nejen v samotné
terapii, ale i v poodhalovani zahad samotné patogeneze MDS. Dnes se s vyzkumem funkce
demetylacnich preparat objevuji i jiné nové efekty téchto ucinnych 1ékd, které
pravdépodobné ovliviiuji apoptozu, diferenciaci, diskutuje se 1 imunomodulacni efekt
azacitidinu (Shin et al., 2012, Aimiuwu et al., 2012). Cytostaticky efekt azacitidinu byl jiz
popsan v 60 letech minulého stoleti a to jako prvnim nasim védcem Frantiskem Sormem
(tehdy presidentem Akademie véd a feditelem Ustavu organické chemie a biochemie), ktery
azacitidin syntetizoval. Azacitidin je schopen snizit metylaci fady gent pacientti s MDS,
pfi¢emz sniZeni metylace pozitivné koreluje s dobrou klinickou odpovédi na azacitidin a
naopak pfetrvavani zvysené metylace téchto gend je spojeno se Spatnou progndzou (Tran et

al., 2011). V prubé¢hu terapie azacitidinem dochazi nejen k hypometylaci jednotlivych genti
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ale i k celkovému snizeni metylace genomu (Growdal et al., 2014). Studie M. Growdala
sleduje také hladiny exprese vybranych gend, které jsou snizené proti zdravym kontrolam, a
doklada, ze azacitidin je schopen tyto hladiny po 3-5 cyklech pisobeni zvysit. To nejspise
reflektuje typicky pomaly Gc¢inek azacitidinu. Procento odpovédi stoupa s prodlouzenim
terapie a efekt mizeme vidét 1 az po 8 a vice cyklech (Silverman et al., 2011).

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). V nejvétsi studii AZA-001 bylo randomizovano 358
nemocnych se stifednim 2 a vysokym IPSS rizikem do ramene s azacitidinem oproti bézné
terapii (podpurna 1écba, malé davky Ara-C ¢i standardni chemoterapie jako u AML) (Fenaux
et al., 2009). Studie potvrdila pozitivni efekt azacitidinu a to nezavisle na véku, pohlavi a
stupni rizika dle IPSS. StéZzejnim vysledkem studie bylo dosazeni vyznamné delsiho OS (24
versus 15 mésict) v rameni s azacitidinem oproti dosud pouzivané klasické terapii (podptrna

1é¢ba, nizké davky cytosin arabinosidu, intenzivni chemoterapie-3+7 rezim) (Obrazek ¢. 9).
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Obr. ¢. 9. Vysledky studie AZA- 001 (Fenoux et al., 2009). Randomizovana studie, ve které byly
porovnany vysledky terapie azacitidinem proti vétvi nemocnych 1é¢enych standartni terapii (nejlepsi
podpiirna 1é¢ba, klasicka chemoterapie v rezimu ,, 3+7° ¢i nizké davky cytosinarabinosidu).
Nemocni lé¢eni azacitidinem méli vyznamné del$i median celkového pieZivani v porovnani
se standardné 1é¢enymi nemocnymi s MDS s vyss§im rizikem.

Stejného vysledku pak bylo dosazeno i u vyrazné rizikové podskupiny nemocnych s RAEB —
T dle FAB klasifikace tj. AML do 30% myeloblastii ve dieni dle WHO (Fenaux et al., 2010).
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Vysledky terapie azacitidinem nemocnych 1ééenych v Ceské republice, jak ukazuje obrazek

¢.10, odrézeji redlnou praxi a jsou ve velmi dobré shod€ s vysledky jinych svétovych studii
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Obr. &.10. V nerandomizované a nestudijni populaci, nemocnych z realné praxe v Ceské republice,
dosahuje azacitidin medianu pfezivani u neselektovanych nemocnych 16,4 mésict, to koreluje

s vysledky jinych svétovych studii véetné nejvetsi Francouzské studie (Itzykson et al., 2011)

Analyza historickych dat nestudiovych nemocnych 1é¢enymi standardni terapii (klasicka chemoterapie
jako u AML, nizké davky cytosinarabinosidu a podptrna terapie) ukdzala median piezivani 8 mésicii
Vv této skupiné (JonasSova et al, Transfuse a hematologie dnes 2013).

Azacitidin je pouzivan téz v udrZzovani kompletnich remisi po standardni chemoterapii ¢i
allogenni transplantaci a v pfipravach na transplantaci (Groévdal et al, 2010, Damaj et al.,
2012). Azacitidin je v soucasné dobé standardni terapii nemocnych s vyssim rizikem dle
IPSS. Zvlasté pro nemocné nad 65 let, kdy jiz transplantace mtiize byt diskutabilni a kdy velmi
¢asto pro soucasné komorbidity neni mozno podat standardni chemoterapii, ktera navic méla

u nemocnych s vysokym rizikem (dle IPSS) stejné¢ malé procento odpovédi.

Na I. interni klinice VFN a 1.LFUK v Praze se jiz leta vénujeme MDS. Mezi prikopniky
nesporn¢ patii Doc. R. Neuwirtova, ktera se vyznamné zaslouzila o rozsifeni obecného
povédomi o této problematické hematologické chorobg, iniciovala sama fadu klinickych studii
a zalozila ¢eskou kooperativni MDS skupinu. Na jeji praci jsem navazala a rozsifila jak
klinické tak 1 vyzkumné centrum pro MDS. Vysledky védecké prace mi umoZznily mimo jiné
zavedeni imunomodulaéni a epigenetické terapie MDS v Ceské republice a uskuteénéni

specializovanych vyzkumnych programi, které jsou podkladem této disertacni prace.

29



2. Hypotéza prace

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

Imunomodulaéni terapie je vysoce efektivni terapie u nemocnych s MDS specificky s 50-
aberaci. Jeji mechanismus a déje vedouci k tak vyznamnému efektu nejsou objasnény.
V patogenezi onemocnéni, ktera je pravdépodobné velmi komplexni, hraje roli disregulace
urcitych, vétSinou prozanétlivych a pro-apoptotickych cytokint a dalsich faktorti. Na defektu
erytropoézy a specifickém fenotypu onemocnéni se podili porusena koordinace a exprese
transkripénich faktor dilezitych pro diferenciaci a proliferaci Cervené tady.
Predpokladame, ze:
1. imunomodula¢ni terapie ma vliv na hladiny transkripénich faktort dalezitych
v diferenciaci ¢ervené fady.
2. ovlivije hladiny cytokint a pro-apoptotickych faktort hrajicich roli v porusené
erytropoéze
3. zménéné hladiny specifickych mikro RNA se podili na patogenezi onemocnéni
4. ucinek imunomodulac¢ni terapie u MDS je zprostiedkovan vazbou na cereblon (CRBN) a
tento efekt je zavisly na mite jeho exprese (jak bylo ukazano u maligniho myelomu).
5. existuje vyznamny pocet respondentli imunomodulacni terapie, které je mozno

identifikovat s ptispénim specifickych molekularné genetickych vySetteni.
2.B. Epigeneticka (demetyla¢ni) terapie - vztah k patogenezi MDS

Porucha diferenciace, ktera je typicka pro MDS, je zptsobena snizenou expresi transkripéniho
faktoru PU.1 v progenitorovych bunkach. Hlavni regula¢ni oblast pro PU.1 URE je aberantné
metylovana. Demetylacni 1écba, vede k odblokovani diferenciacniho bloku, typického pro
nemocné s MDS s vyssim rizikem transformace do AML. Odblokovani diferencia¢niho bloku
je zfejmé dle klinické odpovédi a specifickych klinickych parametrii jen u ¢asti nemocnych
Ptedpokladame Ze:

1. existuje definovana podskupina MDS respondentti na demetylac¢ni terapii K jejiz

identifikaci vede i stanoveni miry exprese PU.1.

2. mira exprese PU.1 reflektuje schopnost odpovédét na demetylacni terapii
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3. diferencia¢ni efekt demetylaéni terapie muze byt potencovan rustovym faktorem

myeloidni fady G-CSF.

3. Cile prace

V nasi praci jsme se zamg¢fili na spojitost mezi moznymi patogenetickymi mechanismy

vzniku myelodysplastickych syndromt a efektu a mechanismu nové pouzivanych

terapeutickych postupti. Orientovali jsme se na dva zasadni terapeutické okruhy:

Imunomodulac¢ni terapii reprezentovanou preparatem lenalidomidem .

V této Casti se vénujeme patogenezi specifické podjednotky MDS 5¢- syndromu a

mechanismu lenalidomidu. Vyty¢ili jsme si nékolik otazek tykajicich se uréitych moznych

mechanismi imunomodulaéni terapie. Na tyto jsme se pak snazili odpovédét sledovanim

specifickych zmén pied a v pribéhu terapie lenalidomidem.

Cile:
1.

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

Expresni genovy profil u nemocnych s MDS s 5¢- aberaci, zmény v priibéhu lécby
lenalidomidem, expresni genovy profil ptfed terapii a v dobé odpovedi

Expresni profil miRNA u nemocnych s MDS a 5¢- aberaci lé¢enych lenalidomidem
pted terapii a zmény v pribéhu 1écby

Na zékladé vysledki vySe uvedenych studii nasledna identifikace respondentl na 1é¢bu

Epigenetickou terapii representovanou preparatem azacitidinem. V této ¢asti nasi prace se

vénujeme terapii a jejimu vztahu k patogenezi rizikovéjSich skupin MDS tj. MDS s IPSS

sttednim II a vysokym stupném. Jde tedy o skupiny MDS, kde jiz dochézi k poruse

diferenciace a proliferace a které jiZ maji charakter nadorového onemocnéni. Sledovali jsme

pfedev§im mozny diferenciacni efekt 1¢ku.
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Cile:
1. Analyza nemocnych lécenych azacitidinem
2. Sledovat zmény exprese PU.1 u nemocnych s MDS s vys$§im rizikem a AML
3. Vliv exprese PU.1 pfed terapii na odpovéd nemocnych ne demetylacni 1é¢bu
Identifikace potencionalnich respondenta
4. Sledovat moznou potenciaci diferencia¢niho efektu azacitidinu pomoci kombinace s
rustovym faktorem G-CSF. Ptiprava pro realizaci klinické studie kombinace

azacitidinu a G-CSF.
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4. Metody a vysledky

4.1. Klinicky soubor

V obou naSich vyzkumnych okruzich byli zafazeni nemocni, kteti byli 1éCeni na I. interni
klinice VSeobecné fakultni nemocnice v Praze od roku 2008 do soucasnosti. Analyza terapie
azacitidinem se zabyva téz daty nemocnych 1édenych v Ceské republice.

Soucast nasi prace je tedy narocny, ale pro cely projekt nepostradatelny sbér klinickych a
experimentalnich dat, tykajicich se zékladnich diagnostickych parametri dale hodnoceni
vysledki terapie, sledovani specifickych molekularnich, genetickych faktorii a ve vysledku
komplexni analyza vSech naSich dat a jejich vzijemné porovnavani. Cetna klinicka a
laboratorni data nemocnych jsou ukladana do takzvané lenalidomidové a azacitidinové listy,
které jsou soucasti naSeho MDS registru, a které¢ slouzi jako uceleny zdroj klinickych
informaci nejen na zafatku onemocnéni ale i v prib&hu 1é¢by. Analyza klinickych dat
azacitidinové listy je soucasti této prace. Rocn¢ je na 1. interni klinice zafazeno do registru
zhruba 70 novych nemocnych s diagnézou MDS ztoho asi 40-50% tvofi kandidati
imunomodulac¢ni a demetylacni terapie a jejich pocty kazdoro¢né jevi lehkou vzestupnou

tendenci.

Terapie lenalidomidem MDS nemocnych s vétsinou izolovanou deleci dlouhého raménka 5.
chromosomu (50-) byla na na$i klinice zahajena v roce 2008 v ramci compationate use
program (CUP), do kterého vstupné bylo zahrnuto 10 nemocnych s MDS s nizkym rizikem.
Byli to prvni nemocni 1é¢eni lenalidomidem v Ceské republice. Nasledn& pak byli zafazovani
dal§i nemocni. Dosud bylo léceno na I. interni klinice 24 nemocnych. U vSech téchto
nemocnych provadime po ziskani informovaného souhlasu vstupni odbéry periferni krve a
kostni dien¢ k Gcelim diagnostickym a vyzkumnym Vramci jednotlivych projekti.
(podrobnéji sbér materialu, izolace bunék a uchovani materidlu viz dil¢i projekty). Nase
klinickd data byla prezentovana na Olomouckych hematologickych dnech, Ceské
hematologické spole¢nosti 2013 a na MDS symposiu Ceské MDS skupiny 2013 a 2014. Stran
klinickych dat je dialezit¢ poznamenat, Ze 89% nasich nemocnych odpovédélo na terapii
s dosazenim kompletni transfuzni nezavislosti. Pouze 2 nemocni dosahli kompletni

cytogenetické odpovedi.
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Lenalidomid je peroralni preparat, terapeuticka davka u MDS je 5-10 mg, nemocni jsou léCeni
trvale v ptipadé, Ze nedosahnou kompletni cytogenetické odpovédi.  Vétsina naSich
nemocnych je jiz léCena nékolik let, coz ndm umoziuje sledovat zmény v pribéhu terapie.

Median trvani 1é¢by je 9,5 mésicu s rozsahem 1-38 mésicu.

Odbéry nemocnych se provadéji v dob¢ diagnozy, dale tésné pred zahdjenim terapie a posléze
Vv ptipad¢ periferni krve v pravidelnych cca mési¢nich intervalech v prvnim 'z roce a dale po
%2 roce. Odbéry diené¢ provadime v prvnim roce terapie po 6 meésicich a posléze
V jednoroc¢nich intervalech. Soucasti uchovavani materialu v korelaci s klinickymi daty je

biobanking.

Stejné tak terapie azacitidinem byla zahéjena v roce 2008. Do soucasné doby jsme 1écili 110
nemocnych. Stejn¢ jako v pfipad¢ lenalidomidu nemocni po podpisu informovaného souhlasu
se podrobi odbérim periferni krve a kostni dfen€, které slouzi jak k diagnostickym tak
vyzkumnym uceliim a ¢ast je uchovana v nasi biobance. Odbéry u azacitidinu se provadéji po
4. cyklu terapie, a dale kdykoli v pfipad¢ progrese onemocnéni, pravidelné pak po 14. cyklu
lécby a nasledné a4 3 mésice. Veskera klinickd data jsou zaznamenavana v registru
nemocnych s MDS, specificky v azacitidinové listé. Vystupy téchto dat a vysledky terapie
jsem opakované presentovala na Olomouckych hematologickych dnech, Ceské hematologické
spole¢nosti 2012 a 2014, dale na sjezdu Ceské MDS skupiny 2013, 2014 a jsou soudasti
publikace (Jonasova et al., 2013, piiloha 1). Azacitidin se aplikuje podkozné v 7 dennich
rezimech, které se opakuji po 28 dnech. Terapie koresponduje s délkou trvani odpovédi.
Typické na rozdil od chemoterapie je velmi pozvolny nastup ucinku léku, ktery casto viddme
az po 4, 6 ¢i 8 cyklu 1écby. Jde pravdépodobné o klinicky korelat k mechanismu 1éku, ktery se
1i81 od klasické chemoterapie a pii kterém epigenetické zmény v tomto piipadé¢ demetylace

DNA se nasobi s dalSimi bunécnymi cykly.

Zpracovani materialu se provadi ve spolupraci s Ustavem patologické fyziologie (kde také je

nase biobanka) a Ustavem hematologie a krevni transfuze.
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4.2. Metody a vysledky jednotlivych studii

A. Studie k tématu imunomodula¢ni terapie — vztah k patogenezi
MDS

A.l. Analyza exprese genut transkripénich faktoru FLi 1 a EKLF (Friend
leukemia virus integration 1 a erythroid Kriippel-like factor) a dalSich
transkripénich faktorit u nemocnych s 59- aberaci a jejich zmény pii terapii

lenalidomidem.

Analyza vychazi z nasi prace Neuwirtové et al., 2013, Annals of Hematology 2013. Tato
prace je soucasti diserta¢ni prace (priloha 1). Data tykajici se zmén EKLF, FLi 1 a dalSich
transkrip¢nich a pro-apoptotickych faktori u nemocnych lécenych lenalidomidem byla
presentovana na 12. a 13. svétovém sjezdu MDS (Edinburgh 2012, Berlin 2013) dale na OHD
(Olomouckych hematologickych dnech), konferenci Ceské hematologické spole¢nosti 2013 a
konferenci Ceské MDS skupiny 2012, 2013. Souhrnna data na vétsim vzorku nemocnych jsou
ptipravovana k publikaci. K tomuto tématu se téZ vztahuje prace Jonasova et al,
Leukemia Research 2012 (p¥iloha 1).
Hlavni témata této studie jsou:
1. antagonismus dvou transkripénich faktort, EKLF a FLi 1, v patogenezi 5g- syndromu.

Tento antagonismus muze byt klicovym faktorem v klinické manifestaci anemie

s hypoplastickou erytropoézou a trombocytémii, které jsou typické pro 5q- syndrom.

Domnivame se, ze by u 5q- syndromu za pfedpokladané ptitomnosti

Flilv megakaryocytech mohl byt p53 degradovan i pfi ribosomalnim stresu, coz by

melo umoznit efektivni megakaryopoézu.

2. Vliv lenalidomidu na (EKLF, FLil, p53, PU.1, IL-6, MDM2) u 5¢- MDS nemocnych.

Metody a vysledky (podrobné viz Neuwirtova at al., 2013, ptiloha 1).

Porovnavali jsme exprese FLil a EKLF gent pomoci hladin mRNA v mononuklearnich
burikach periferni krve a kostni dené u 34 nemocnych s 5g- syndromem, 28 nemocnych
s MDS bez 5g- aberace a 7 nemocnych s Diamond-Backfan anemii (DBA). DBA
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s kongenitalnimi mutacemi genil pro rizné ribosomalni proteiny patii spolu s MDS s 50-

k tzv. ribosomopatiim. Flil a EKLF mRNA hladiny v mononuklearnich bunkach byly
analyzovany pomoci TagMan- based kvantitativného ,,real-time* PCR. Vysledné analyzy
expresi gend u jednotlivych skupin byly porovnany s vysledky zdravych kontrol. Podrobna
data nemocnych a metodiky molekularné genetickych analyz jsou popsany v ptilozeném
¢lanku (Neuwirtova et al., 2013). Exprese obou transkrip¢nich faktorti (EKLF a Flil)
vykazovaly jednoznacné nejvétsi rozdily zvlasteé v mononuklearnich bunikach kostni dien¢ u
nemocnych s 5¢- aberaci, kde jsme prokazali u nemocnych zvysené hladiny mRNA Flil a
naopak nizké hladiny mRNA EKLF (viz ptiloZzeny obrazek ¢. 11. :soubor grafti). Nemocni
bez 50- aberace, pies to Ze je u nich taktéz postizena erytropoéza a pfitomna Casto hluboka

anemie zdaleka nevykazovali tak nizké hladiny EKLF.

EKLE-mRNA
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FLil-mRNA

Fig. 1. Patients with 5g- syndrome
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Obr. ¢&. 11. Soubor grafii reprezentujici relativni hladiny mRNA EKLF a Flil z mononuklearnich
bun¢k periferni krve a diené u nemocnych s 5q-MDS, MDS nemocnych s nizkym rizikem bez 5q-
(non-5g-), vzdy v jednotlivych grafech porovnani hladin mRNA nemocnych s normaly. Posledni grafy
Vv obou piipadech ukazuji porovnani obou skupin 5q- proti non-5g- MDS skupiné.

Hlavnimi rysy 5q- syndromu v krevnim obraze je anemie a normalni ¢i spiSe vyssi hodnoty
trombocytld. Lenalidomid je 1€k, ktery rychle vede k zvratu tohoto klinického obrazu, jak

presentuje graf jedné nasi nemocné (obrazek ¢. 12).
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Obr. ¢. 12. Tento graf znazoriuje vyvoj hodnot hemoglobinu (modra kiivka) a trombocyti (hnéda
kiivka 70leté nemocné s MDS s 5¢- syndromem od zahajeni terapie lenalidomidem. Nemocna je
lé¢ena dosud s velmi dobrym efektem. Be&hem nékolika tydnt pfi terapii lenalidomidem jsme
detekovali nariist hemoglobinu a naopak pokles trombocyti.
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Polozili jsme si tedy dalsi otazku, zda a k jakym zménam exprese EKLF a FLil vede terapie
lenalidomidem. Sledujeme zmény exprese téchto genti u nemocnych 1é¢enych lenalidomidem
V porovnani s odpovédi na terapii. Analyzujeme téz efekt 1é¢by i na dalsi dulezité proteiny a
transkrip¢ni faktory, které jak vySe uvadime, velmi pravdépodobné hraji roli v patogenezi 50-
syndromu: MDM2 , PU.1 a p53, IL-6. Prace stale pokracuje ve snaze rozsitit klinicky
soubor. Hodnocena je exprese Fli-1, EKLF, TP53, PU.1, MDM2 a IL-6 gent pied a

Vv priibéhu terapie lenalidomidem v mononuklearnich buiikéch izolovanych z periferni krve a
kostni dfen¢. Zde prezentujeme vysledky 12 prvnich vysetfenych nemocnych s MDS s 50-
syndromem, 1é¢enych lenalidomidem (9 Zen, 3 muzu), median véku 68 let (rozmezi 55-76
let). Median podanych cykli v dobé analyzy byl 8 (rozmezi 3-13). VSichni nemocni méli
vstupné vyznamnou anemii a byli dependentni na transfusich. Na terapii odpovédélo 11
nemocnych. Median dosaZzeni odpovédi byl 2 cykly (2 mésice). Hladiny specifickych mRNA
byly stanoveny pomoci kvantitativniho ,,real time* PCR v celkové RNA izolované z krve ¢i
kostni dfen¢. Zmény hladin mRNA z mononukleart periferni krve pied terapii a v dobé prvni

odpovedi, ve 2 mésicich terapie representuji grafy 1-6 (obrazek ¢. 13).
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Graf ¢.3
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NavysSeni EKLF (patrno 1épe z analyzy diené) bylo zvlasté na zacatku terapie a nastartovani

akcelerace erytropoézy (coz bylo provazeno navysenim erytropoézy ve dfeni a samoziejme

normalizaci ¢i vyznamnym vzestupem hemoglobinu). V prib¢hu terapie hladiny EKLF i pfi

trvajici odpovédi lehce klesaly ¢i pouze oscilovaly. Hladiny Fli-1 taktéz po vstupnim snizeni

nadale jen oscilovaly. Hladiny PU1, IL-6 mRNA se u vétSiny nemocnych v prib¢hu terapie

spise zvySoval, coz bychom u IL-6 neo¢ekavali. MDM2 mRNA po terapii lenalidomidem

meélo tendenci ke snizeni. U p53 z periferni krve se prekvapivé mRNA hladiny nikterak

V prib¢hu terapie lenalidomidem neménily. Vysledky jsou ale pravdépodobné modifikovany

analyzou zatim pouze vzorki z periferni krve. VySetieni ze vzorka kostni diené jsou dosud

vyhodnocena jen u omezeného poctu nemocnych nicméng, jak ukazuje obrazek ¢. 10, zmény

Vv kostni dfeni jsou jednoznaéné zietelnéjsi nez v periferni krvi (obrazek ¢. 14: grafy 1-3)
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A.2. Analyza exprese cereblonu (CRBN) u nizce rizikovych nemocnych s
MDS s 50- a vztah exprese cereblonu k efektivité lenalidomidu

N 24

vazebného mista pro imunomodulacni Iéky cereblonu (CRBN). Nase prace je prvnim
dokladem, ze u MDS je CRBN nezbytnym vazebnym mistem pro lenalidomid a jeho vyssi
exprese je vazana ¢i nezbytna pro nasledny efekt 1éku.

Prace odeslana k publikaci v European Journal of Hematology (pfiloha 1). Vysledky
byly presentovany na ASH (American Sociaty of Hematology meeting) 2013 a prace byla
vybrana do ,,highlights of ASH 2013*.

Metody a vysledky. Podrobny popis metodiky je v pfiloZené praci JonaSova et al., ptiloha 1.
Pracovali jsme s mononuklearnimi bunikami, které jsme izolovali ze dfen¢ a periferni krve.
Dten¢ byly k dispozici od 22 nemocnych s nizce rizikovym MDS s 5q-, 37 nemocnych s nizce
rizikovymi MDS bez 5q- aberace a 24 zdravych kontrol. Periferni krev byla zpracovana u 38
nemocnych s 59-, 52 bez 5q- aberace (obé¢ skupiny nizce rizikovi nemocni) a 24 zdravych
kontrol. K zjisténi exprese gent bylo pouzito TagMan- kvantitativni ,,real-time* PCR. U
vsech nemocnych i zdravych kontrol byl obdrzen informovany souhlas s odbéry a zpracovani
materidlu ze dieni a periferni krve. Median CRBN mRNA hladin v celkové RNA izolované

z perifernich mononuklearnich bun¢k byl nejvyssi (3,6) u nemocnych s deleci 5q-, nizsi u
byly u CRBN mRNA z izolovanych mononuklearnich bunék ze dteni (3,3 u 5q- MDS, 2,2 u

nemocnych bez 5q- aberace a 1,3 u zdravych darct) (obrazek ¢. 15).
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Obr. ¢.15. Hladiny CRBN mRNA v mononuklearnich burikach kostni diené. Porovnany jsou hladiny
u skupiny MDS 5g-, MDS bez 5¢- a normalnich kostnich dfeni.

Rozdily v obou ptipadech mezi témito tfemi skupinami byly statisticky vyznamné (p<0.05,
Mann-Whitney test) s jedinou vyjimkou rozdilu CRBN mRNA hladin u bunék z periferni
krve u zdravych darcii a nemocnych s nizkym rizikem bez 5q- aberace. Velice podobné
vysledky jsme ziskali pti analyze DDBI1 a IRF4, tyto vysledky pak korelovaly s CRBN
hladinami. Dale jsme provedli analyzu ve vztahu k terapii lenalidomidem. A polozili jsme si
stejnou otazku, jako u myelomd, je-li odpovéd’ vztazena k urcité mife exprese CRBN.

Zjistovali jsme hladiny mRNA CRBN u 6 nemocnych pted a v pribéhu terapie. U vSech
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nemocnych (4 nemocni), kteti byli dobii respondenti, jsme nasli vysoké hladiny CRBN
mRNA jak pied terapii, tak v pribéhu 1é¢by pfi trvajici odpovédi. U 2 nemocnych, ktefi v
zacatku 1écby odpovédeli, ale v pribéhu terapie u nich doslo k selhani 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. Obrazek ¢. 16 demonstruje vyvoj hladin CRBN v pribéhu terapie.
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Obr. ¢. 16. Vyvoj zmén relativnich hladin CRBN mRNA v mononuklearnich bunkach kostni dfené u
nemocnych, ktefi odpovedéli na terapii a jejichz odpovéd’ trva (AH a MK) a u nemocnych, kteti byli
respondenti, ale u nichz terapie selhala (MM a JS), v dobé ztraty odpovédi doslo k prudkému snizeni
hodnot CRBN mRNA. U obou nemocnych (MM a JS) doslo téz k progresi onemocnéni v dobé
poklesu hladin CRBN mRNA.

V soucasnosti je nedostatek ve standardizaci test pro analyzu CRBN genové exprese, proto
jsme se orientovali i timto smérem. Analyzy a jejich standardizace jsou komplikované pro
velké mnoZstvi alternativnich sestfihovych ,,splicingovych® variant. Zjistili jsme, Ze nejlepsi
je TagMan assay Hs00372271_m1 pro exon 8-10, kde je vazebné misto CRBN pro
lenalidomid. Analyzovali jsme ,,splicingové* varianty CRBN mRNA u 5q- MDS

nemocnych a zdravych kontrol. Nasli jsme velmi malo variant s vystiizenym 8 nebo 10
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exonem a velké mnoZstvi variant, kde je ztrdta obou exonl. VSechny varianty bez 10 exonu

nevazou lenalidomid.

A.3. Zmény exprese genii v pritbéhu lécby lenalidomidem, expresni genovy

profil pred terapii a v dobé odpovédi

Publikace tykajici se tohoto tématu, ktera je soucasti disertacni prace je Belickova et al.,
Clin Lymphoma Myeloma Leuk, 2012 (p¥iloha 1).

Polozili jsme si otdzku, k jakym zménam exprese geni ucastnicich pred¢asné apoptdzy,
imunitni disregulace a aktivace ¢i disregulace urcitych cytokini dochazi vlivem terapie
lenalidomidem u nemocnych s 5g- syndromem. K odpovédi jsme pouzili zmény expresniho

profilu genil pied terapii a v prib¢chu terapie.

Metody a vysledky. Podrobny popis metod je v praci Belickova et al.2012, ptiloha 1.
Studovali jsme 7 nemocnych (4 Zeny, 3 muze, median v€ku 68 let). VSichni nemocni byli
lé¢eni lenalidomidem a méli diagnosu MDS s nizkym rizikem a 5q- deleci. Odebirali jsme a
testovali monocyty CD14+ z periferni krve pted terapii, v dob¢& prvni erytrocytarni odpovédi
(ptfedstavovano normalizaci hemoglobin nebo dosazenim transfuzni nezavislosti) a v prub&hu
l1écby. Zvolili jsme monocyty pro jejich produkci prozanétlivych cytokinil (napfiklad TNF a
IL1) a inhibitorti erytropoézy a dale protoZe v této buné¢né populaci, a to bylo pfedevsim
dulezité, bylo stejné zastoupeni bunék 5q- pozitivnich (ovéfeno FISH — fluorescent in situ
hybridizaci) jako v kostni dfeni. VétSina nemocnych v dobé hodnoceni nedoséhla jesté
cytogenetické odpovédi. To znamend, Ze hodnoceni byli nemocni s jeste stale pfitomnym
patologickym klonem. Coz je dulezité, nebot’ efekt lenalidomidu (eliminace anemie) vidime i
u nemocnych s jeste stale podstatnou presenci patologického klonu.

K dispozici jsme méli téz vzorky periferni krve od 10 zdravych kontrol. VSichni nemocni
pred odbéry podepsali informované souhlasy. K analyze exprese genll jsme pouzili
HumanRef-8 v3 ExpressionBeadChips (lllumina Inc, San Diego, CA). Nasledn¢ jsme
analyzovali a porovnavali expresi vybranych genli pomoci kvantitativniho ,,real-time* PCR
(Tagman Real-Time PCR). Selektovali jsme geny TNF, IL-1, a JUN.

Jako prvni uvadime zmény pted terapii lenalidomidem. Nalezli jsme zménéné exprese u 558
genil u nemocnych s 5¢- deleci v porovnani s kontrolnimi vzorky. Z téchto 558 gent mélo

nizs8i expresi 326 a vyssi expresi 232 gend. Nejcastejsi geny se snizenou expresi
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v monocytech nemocnych byly HLA-DRB4, VNN2, CRTAP, NCF1, CXCR4, CLEC12A,
EEF1G, DUSP6, H2AFY, GIMAPS8, ALDOA a CD7. A naopak geny se zvySenou expresi
byly HBB,HBA, HBG2, HBG1, CCL3L1, IL-1, IL-8, TNF, CD83, IER3, TNFAIP3, CXCL2,
CDKNI1A a C130RF15. Seznam 110 geni s nizsi expresi ,,down- regulovanych* byl
porovnan v databasi ,, DAVID gene ontology*. Bylo tak identifikovano 6 skupin ¢i urcitych
patogenetickych drah se signifikantné zménénou expresi genid. Tyto skupiny jsou: geny
,INOD-like receptor* signalni drahy (6 gentll), geny lupus erythematodes (7 gent), cytokin-
cytokin receptorové interakce (10 genil), geny chemokinovych signélnich drah (8 genti), geny
patiici k typu I diabetes mellitus I(4 geny), geny hematopoézy (4 geny). Dale byla provedena
analyza zmény exprese genl pred a v prubehu terapie tedy pti prvni odpovédi na lenalidomid,
ktera byla identifikovana jako erytrocytarni odpovéd’ (dosazeni transfusni nezavislosti ¢i
normalizace hemoglobinu). Statisticky vyznamné zmény exprese byly u 97 genii. Nejcastejsi
geny se niZzenou expresi v dob& odpovédi na lenalidomid byly geny TNF, CCL3L1, CCL3, IL-
1, IER3, CD83, TNFAIP3,JUN, CXCL2 a DUSP2. Exprese téchto genti se snizily tak, ze se
rovnaly po 1é¢bé urovni exprese nalezené u zdravych kontrol. Nejcast¢jsi geny, u nichz jsme
zaznamenali signifikantné vyssi expresi, byly: ARPC1B, RN28S1, ERP29, NCF1, VNN2,
CRTAP, HIST1IH2AC,ALDOA, CXCR4 a EEF1G. Opét,,DAVID gene ontology* database
byla pouzita k identifikaci funkénich okruhti téchto genti a jejich skupin. Byly identifikovany
nasledné okruhy: imunitni odpovéd’ (16 gentl), zanétliva odpoveéd (11 gent), odpoveéd’ pii
bakterialni infekci (8 gentl), anti-apoptoticka aktivita (7 gent), regulace aktivity mitogen-
aktivované protein kinazy (MAPK) (5 genit), kyslikovy transport (4 geny), a geny regulace
proliferace (11 genti). Kvantitativnim PCR jsme méfili relativni hladiny vybranych transkriptt
TNF, IL-1 a JUN genti opét pied a v pribéhu terapie lenalidomidem. Nalezli jsme vyssi
expresi TNF, IL1 a JUN pied lenalidomidem a jeji pokles u vétsiny nemocnych v prubéhu

odpovédi a v dal§im pribéhu 1é¢eni (obrazek ¢. 17: grafy 1-6)
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Obr. ¢. 17. Vyvoje relativnich hladin mRNA TNF, IL-1B, JUN u nemocnych s 59- deleci a MDS

S nizkym rizikem 1é¢enych lenalidomidem v pribéhti tydnil na terapii. Nemocny ¢islo 6 dostaval

v zacatcich 1é¢by acetylsalicylovou kyselinu, po jejim vysazeni hladiny pfechodné stouply, ale dale
S terapii lenalidomidem opét jako u ostatnich nemocnych hladiny klesaly.

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. Nasli

jsme vyznamn¢ zménénou expresi gent dilezitych v imunitni odpovedi (Aggrawal et al.,
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2011). Celkem velky pocet genli se zménénou expresi byly geny TNF signalni drahy (jako
jsou napiiklad TNF, TNFAIP3, SLC35B2, FOSB, JUN, IER3 a DUSP2).

A.4. Expresni profil miRNA u nemocnych s myelodysplastickym syndromem a

5Q- aberaci lé¢enych lenalidomidem

Prace tykajici se tohoto tématu byla odeslana k publikaci do European Journal of
Hematology a je nyni v recenznim Fizeni (priloha 1).

Vedle zménéné exprese gend, které koduji specifické proteiny se zda, ze do patogeneze
onemocnéni zasahuji i mikroRNA (miRNA, malé nekddujici RNA), které reguluji expresi
geni na post-translac¢ni Grovni, ¢imz mohou zasahovat do dilezitych bunéénych mechanismu,
regulujicich apoptdzu, proliferaci a diferenciaci bunék. Rozhodli jsme se provést analyzu
zmén exprese MiIRNA u nemocnych s 59- aberaci a zavislost téchto zmén na terapii
lenalidomidem.

Metody a vysledky. Podrobny popis metod je v ¢lanku Dostalova Merkerova et al. viz
ptiloha 1. Vysetfovali jsme miRNA expresni profil u CD34 + buné€k kostni dfené a monocytl
z periferni krve nemocnych lécenych lenalidomidem. VySetfeno bylo 12 nemocnych ve véku
od 55 do 78 let. Vzorky byly opét sbirany a hodnoceny tésné¢ pred terapii a v dob¢ prvni
hematologické tedy erytrocytarni odpovédi (dosazenim transfuzni nezavislosti ¢i normalizace
hemoglobinu). Vétsina nemocnych v dobé hodnoceni nedosahla ale jesté cytogenetické
odpovédi. To znamena, Ze hodnoceni byli nemocni s jesté stale pfitomnym patologickym
klonem. Vysledky byly porovnavany s vysledky zdravych kontrol. Exprese byly méfeny za
pouziti “Human v2 MicroRNA expression profiling kit (Illumina). Zméteny byly exprese
1145 miRNA. M¢feny byly také exprese vybranych miRNA pomoci kvantitativniho
reverzniho PCR. V porovnani vzorku pied terapii se zdravymi kontrolami jsme nasli
statisticky vyznamné& deregulovanych 51 miRNA (9 vyssi, 42 niZsi exprese). V porovnani
vzorkt pted 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 vysledkt 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 pied a po terapii. Pouzili jsme kvantitativni real-time” PCR (obrazek ¢.
18)
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Obr. ¢. 18. Primémé hladiny vybranych deregulovanych miRNA, s moznym vyznamem pro
hemopoézu, jejich porovnani pied terapii a v pribéhu terapie v dobé odpovédi (2. mésic)
Jde 0 analyzu z mononuklearnich bunék periferni krve.

Vedle toho jsme méfili specificky exprese uréitych miRNA koédovanych v CDR (miR-
145,146,143, 378, 378*) (obrazek ¢. 19).
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Obr. ¢. 19. Zmény primérnych relativnich hladin miRNA, jejichz geny jsou lokalizované na CDR a u
nichz predpokladame haploinsuficienci. Jde o hodnoty pied a v prubéhu terapie lenalidomidem.

Podle predpokladu jsme detekovali nizké relativni hladiny miRNA pfed terapii s vyjimkou miRNA-
146a. Analyza byla provedena na mononuklearnich buiikach periferni krve nemocnych s 59- aberaci a
MDS s nizkym rizikem.
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Zajimavym nalezem bylo vyrazné zvyseni exprese 40 miRNA, které se shlukuji v lokusu
14q32. Nékteré z téchto miRNA hraji roli v hematopoéze Podrobny vycet zmén exprese
miRNA pred a po terapii lenalidomidem u nemocnych s 5g- syndromem je v textu

priloZzeného ¢lanku Dostalova Merkerova et al. ptiloha 1.

Imunosupresivni terapie, vztah k imunomodulac¢ni 1é¢bé

K tomuto tématu se vztahuje publikace JonaSova et al., British Journal of Haematology,
1998 (prilohal).

K imunomodula¢ni terapii patii téZ zminka o uspésich imunosupresivni terapie.

K zavedeni imunomodulacni terapie u MDS pftispély piivodni klinické a vyzkumné studie
tykajici se imunosupresivni terapie. Obé formy terapii vychazeji ze zakladniho predpokladu
ucasti aberantnich imunitnich dé&ji v patogenezi onemocnéni. Jedna ze zcela prvnich
klinickych studii vyuZivanich imunosupresivni terapii, a potvrzujici jeji efekt u ¢asti MDS
nemocnych byla nase prace z roku 1998 (Jonasova et al., British Journal of Haematology,
1998, priloha 1). Nase prace byla prvni, ktera demonstrovala efekt této terapie u nizce
rizikovych MDS nemocnych a byla jakymsi ivodem do studia autoimunnich a
imunomodula¢nich mechanismi v selhani diené u MDS pacientti. Byt’ byla publikovana pied
zahdjenim prace na tématech disertace patfi svym vyznamem a podilem na nasi orientaci

v klinickém vyzkumu K tématu této dizertace.

Byla to podobnost n¢kterych forem hypoplastickych forem MDS s aplastickou anemii, ktera
vedla nas$i ivahu k tomu, ze imunosupresivni terapie by mohla byt uspésna téz u MDS. Od
nasi publikace 1998 ma imunosupresivni terapie své misto v 1€cb¢ zvlaste nizce rizikovych
nemocnych. Pravdépodobné u urcité skupiny nemocnych s MDS autoimunni mechanismus
iniciovany autoagresivnimi T bunikami, obdobné jako je tomu u aplastické anemie, mlize
zpusobit selhani hematopoézy €i jeji poruchu (Molldrem et al., 1998, Sloand et al., 2005). Ve
vétsing klinickych studii (antithymocytarni globulin ATG s cyklosporinem (CyA) nebo CyA
¢1 ATG samostatné) je dosahovano odpovédi asi u 15-20% pacientli (Jondsova et al., 1998,
Killik et al., 2003, Shimamoto et al., 2003). Podrobné&;jsi popis nasi klinické studie a jejich

vysledkt je v pfiloze 1 JonaSova et al. 1998.
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B. Studuie k tématu epigeneticka terapie - vztah k patogenezi

onemocnéni

B.1. Analyza dat nemocnych léCenych na I. interni klinice ve vitahu

K zménam transkripéniho faktoru PU.1 (ivod, metodika, vysledky, diskuse)

Vysledky této prace jsou soucasti publikaci: Curik et al., Leukemia 2012

Jonasova et al Transfuse a Hematologie dnes 2013 (p¥iloha 1), byly presentovany na
svétovém MDS kongresu Edinburgh 2011, kongresu Americké hematologické spole¢nosti
ASH 2011, na kongresu Ceské hematologické spole¢nosti OHD 2014, 2011,
Ceskoslovenském hematologickém sjezdu 2012 a na Bratislavskych hematologickych dnech
2013.

Ptedpoklddame, Ze porucha diferenciace a kumulace nezralych dysplastickych prekursort bilé
fady u nemocnych s MDS s vys§im rizikem je zptisobena snizenou expresi transkripéniho
faktoru PU.1 v progenitorovych bunkach. Mira exprese PU.1 muze reflektovat hloubku
poruchy diferenciace a mit vliv na charakter onemocnéni a jeho agresivitu, miize téz
ovliviiovat efekt terapie demetylacnimi latkami. Exprese PU.1 tedy muiize byt prognostickym
faktorem efektivity 1é¢by a prognosy nemocného. V potlaceni transkripce PU.1 v MDS by
mohla hrat roli aberantni zvySena metylace DNA v oblasti URE, jeZ je vyznamnou regulacni
oblasti pro expresi PU.1. Cilem této prace bylo analyzovat vysledky nemocnych 1écenych
azacitidinem na I. interni klinice a posléze korelovat nase klinicka data s vysledky analyzy
exprese PU.1, zjistit zda a jak hladiny PU.1 koreluji s klinickou odpovédi na demetylacni
terapii a zda terapie azacitidinem vede k normalizaci snizené exprese PU.1. V piipad¢, ze
tomu tak je, je zfejmé, Ze azacitidin mize mit téz zprostiedkované efekt diferenciacni. Nase
dalsi otazka byla, zda tento diferenciacni efekt muiize 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 ristovym faktorem

k potenciaci diferenciace myeloidni fady a zvysSeni efektu azacitidinu u nemocnych s MDS

S vyssim rizikem.

Metody a vysledky. Podrobna data jsou uvedena v praci Cutik et al 2012, piiloha 1.
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PU.1 byl analyzovan Vv progenitorech pacienti s MDS se stiednim-II nebo vysokym rizikem
(IPSS) a v modelovych bunéénych liniich pro MDS.

Od roku 2006 jsme shromazdili kostni diené (a periferni krve) od 44 nemocnych v 54
nezavislych vzorcich. Odbéry kostni diené se provadéli po ziskani informovaného souhlasu.
Jde o pacienty s MDS vys§im rizikem (stfedni-2 a vysoké riziko podle IPSS) a AML. Soubor
pacientil se sklada ze 32 muza a 12 zen. Median véku pacienti je 67 let (v rozmezi od 57 do
83 let). Diagnostické a prognostické zhodnoceni bylo provedeno v souladu s postupem WHO:
RAEB 1 (5 pacientil), RAEB 2 (17 pacientti), AML (s dysplazii ve tfech liniich) s 20-30%
blastii v kostni dfeni (12 pacientli), AML s dysplazii ve tfech liniich a vice nez 30% blastl v
kostni dfeni (9 pacientl) a erytroleukemii (1 pacient). VSechny pacientské vzorky byly
odebrany v dob¢ diagnézy onemocnéni a pred zapocetim 1écby AZA. U pacientl jsme sbirali
fadu klinickych udaji, charakteristik nemocnych, udaji o terapii, typil a trvani odpovéedi a

V hodnoceni odpovédi, délku prezivani. K Analyzam dat byla pouzita téz data z azacitidinové
listy MDS skupiny (viz pfilozené presentace Jonasova et al., 2013, ptiloha ,,Publikace

k jednotlivym projektim*). Klinicka data nemocnych presentuje tabulka ¢. 4
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Tab. ¢ 4. Klinické udaje 44 pacientli s vyssim rizikem MDS a MDS/AML pro vSech (v 54 nezavislych
vzorcich). V tabulce jsou uvedeny parametry: datum diagndzy, datum prvniho cyklu azacitidinu,
kodové oznaceni vzorku, hladina PU.1 mRNA exprese v CD34+, vék pacienta, 1é¢ba azacitidinem
(ANO/NE), diagnoza, progndéza onemocnéni vychazejici z cytogenetického nalezu, pocet cyklu,
teraspeutickd odpovéd (PD — progredujici onemocnéni; PR — ¢aste¢nd remise; HI — hematologické
zlepSeni; Cri — inkompletni remise (ne ve vSech parametrech); SD — stabilni nemoc; NA — odpovéd’
neznama), status pacienta (zije/zemftel); doba celkového pteziti (OS) na azacitidinu a OS od data
diagndzy (mésice).

Vsichni pacienti
Datum diagndzy | Datum LAZA| Oznafeni | PU.1mRNA Vik AZA Wrorek |Diagnb:a (Cytogenetika HAZA oykld OdpavEd 05/Dg [misice)
29.7.2010 A0 Visg 550 75 Ana po 4.cyklu/PR |RP|E B2 ipatnd 7 PR 11
17.4.2010 4.6.2010 V286 3,36 64 Ano piedAZA  |RAEB 1 ipatnd H NA 4
1132010 1342010 V259 254 2 Ano pledAZA  |AML/MDS<30% |ipatna H NA 1
1132010 13.4.2010 ¥259 24 1 Ana pledAZA  |AML/MDS<30% [ipatra 1 NA 1
4 82005 1152009 V210 147 60 Ana piedAZA  |RAEB 1 dabrd 11 i B0
18.10.2010 ViE7 14 i Ano pied AZA |FmE B2 ipatna H A Hik
14.10. 5004 18.12 3008 VidE 11 62 Ang pad.cykly/Chi |RAEB 2 ipatnd 13 Chi 17
17.7.2010 23.11. 3030 Vil 147 5E Ang AML/MDS 1 4
19.4.2010 26.4.2010 Vi 1,83 62 Ano pledAZA  |AML/MDS<30% [spatna 1 PO 11
14.10.5009 18.12.2008 V216 1.1 62 Ang w relapsu RAEB 2 ipatnd 13 Chi 17
002 16,3007
;ﬁ;;l‘l‘{ e DR Vi 1,00 5 Ang pled AZA  |RAEB 2 ipatnd 1 NA B
1122008 12.1.2008 vid7 05 54 Ano |AML pa terapii 1 [
4.5.2008 3552010 V24g 0,92 75 Ang pled AZA |Rﬂ|E B 2/NHL dabri 1 Hi b
1232008 1152004 V170 0,70 7R Ang |R|"|E B-2 46XY. PS5 2,0, ] 12
16.9.2010 nann Vi 0,70 65 Ana pled AZA |MPD;"|"|ML ipatna 3 o [
4.8.2005 11.5.2008 W20 0,55 61 Ang piedAZA  |RAEBI dobrd 11 il 60
20 MDSde5g | 5112010 Vidd 044 65 Ano progradovalo do MOS-RAEB 2 3 4
310511 6.6.2011 Vags 048 7 Ana pred AZA  |T-AML/MDS < 30% 1 NA 1
G.5.2010 18.5.2010 V291 .44 T8 Ang pied AZA  |RAEB 2 1 Hi 3
10.10.3010 Nl Vil 044 5 Ang |R.ﬂ.E B2 1 8
4.4.2008 15.6.2004 Vin 0,34 H Ang pled AZA |Rﬂ|E B2 dabri 1 NA 16
14.10.5004 18.12.2008 Voo 037 60 Ana pled AZA |RP|E B2 dabrd 4 NA
2952008 17.6.2008 V197 035 n Ana |RP|E B2 3 4
27.11.500d 16.8.2010 Vi 0.2 65 Ana |RAEB 1-2 5 15
13.3.2040 12.4.2040 V2GS [k 8 A pledAZA  |RAEB2 JNHL 13 PR 1
27.7.2010 2852000 Va5 L5 67 Ano pled Azt |RAEB1 stfedni 14 Hi 17
582010 16.9.2010 Vi35 0,38 &7 Ano AML MB 15 16
112008 J6.8.2010 Wiig 1,60 65 Ara pred AZA | AML/MDS<30% |stfedni 12 PR 1
11102010 | 811200 ViGL 7 i Ang pred A28 |AML/MDS<30% |dabri 9 PR 14
17.7.2010 H.6.2010 PaO2 104 &7 Ang pied AZA  |RAEB 1 dabri 14 Hi 17
1122010 7.1.1011 vigy 359 6 Ano phed AZA |AML:’MDS~'3\']'K. ipatnd 10 {ri 12
20.2.2010 1.2.2011 VadE 3,86 66 An pled AZA |RP|E B2 stfedni 10 {ri 16
311201 1432011 Va1l 0,25 n Ano phed AZA |I\‘IDS;‘AML do 30% MB 9 <D/HI Hje £l 11
20.1.2011 3.3.2011 VAGE 0,86 6 Ano |RAEBI - RAEB I |stfedni 11 Hje £l 11
12.7.20086 V2 ,0m B NE v diagnaze ||“|MLI"MLD stfedni A A zemiel A 1
26.5.2006 w3 0,6 65 NE w diagnaze |RP|EB 1 stfedni 1 A remiel 1Y Fr
5.6.2006 V005 199 57 NE w diagndze |RP|E B2 ipatnd [T} NA remfel A 3
1242007 L] 0,77 61 NE w diagndze |RP|E B2 dabrd ) NA zemfe M 17
31.4.2007 Vg 0,74 [y NE wdiagndine |REEB] dabrd NA NA remie M 48
2382007 Vsl 154 1 NE wdiagnaze |REEB] stfedni NA NA remfe M ]
7.6.2007 WbE2 0,75 &7 NE wdiagnaze  [RAEB 2 ipatnd NA A zamiel A a
2.10.2007 Va3 043 55 NE w diagnaze RAEB 2 Epatnd A A zemiel MA 1
1492007 WG 0,44 0 NE w diagnaze HMLI"MLD dabri A A zemfel A 13
21.6.2006 viig 0,44 57 NE v diagnaze AMUMDS*B% dabri A A zemiel A k]
15.11.2010 Vi 0,69 " NE bezaze  [MDS RAEB| NA zemiel A N
B.A.2008 VisE 147 68 NE viiagnaze  [AML/MLD dobra [T [ remfel Ty ]
123.2010 VTl 0,89 i KE vdiagnaze | AML/MD5<30% [inatna HA KA zemiel NA
19.3.2008 Vi 0,85 n NE vdiagndze  |AML/MLD stfedni ) A remfel A 12
17.2008 200 alaSCT vig2 114 B0 NE vdiagnaze  |AML/MLD dabrd HA NA Hije M 41
1152006 viga 0.87 n NE AML s MLD remfe 50
18.10.2010 a0l 13 54 KE vdiagnaze  |RAEB 2 ipatnd NA NA HA A H
18.10.2010 ViGY 143 i NE w diagndize |RP.E B2 ipatnd NA NA HA A
18.10.2010 a0l RE] i NE phed AZA |RAE B2 ipatnd NA NA A A N
7.65.2011 VaTe 0,50 65 NE bez AZA |R|"|E BIl ipatnd NA lije M ]
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Jako kontroly bylo pouzito pét komer¢né ptipravenych a dodanych vzorka CD34+

progenitord z normalni lidské kostni dené od spole¢nosti Lonza (kat. ¢islo 2M-101C).

Podrobné popisy laboratornich praci pfesahuji rimec tohoto sdéleni, jsou soucasti prace Curik

et al Leukemia 2012 (piiloha 1). Exprese PU.1 byla métena v CD34 pozitivnich buiikach

nemocnych s MDS na urovni mRNA a byla srovnavéna se zdravymi kontrolami. EXprese

PU.1 v progenitorech ziskanych od pacientti s MDS se stfednim-2 nebo vysokym rizikem

(IPSS) je oproti zdravym kontroldm 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 hladinou exprese PU.1 maji

vyznamné hor$i prognoézu (pii 1é€b¢ azacitidinem) pokud jde o dobu celkového preziti, nez

pacienti se stfedni a vysokou expresi PU.1 (obrazek ¢. 20)
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Obr. ¢. 20. (A) Exprese mRNA PU.1 v CD34+ progenitorech ze vzorku pacientd s MDS. Hodnoty
PU.1 exprese v buiikach zdravych darca (kontroly) - vpravo, a pacientt s vyS§im rizikem - vlevo.
Udaje jsou normalizovany na pramér exprese genit HPRT1 a GAPDH a vztazeny k priméru exprese
v burikach kontrol. Sipky ukazuji na bila koletka oznadujici expresi PU.1 v modelovych bunéénych
liniich pro MDS — OCI-M2 a SKM-1. Vzorky pacientl s nizkou hladinou PU.1 jsou zahrnuty do
ramecku z pieruSovanych ¢ar. (B) Median pteziti pacientl s MDS (v mésicich) na 1é¢bé azacitidinem.
Dvé skupiny pacientl: se stiedni/vysokou expresi PU.1 (N=8) a s nizkou expresi PU.1 (N=9).
V ramecku je zobrazen vztah mezi délkou pieziti pacienta pii 1é¢bé azacitidinem a hladinou PU.1
exprese. (C) Analyza DNA metylace v regula¢ni oblasti URE genu PU.1 v buitkdch OCI-M2. Analyza
zachycuje stav metylace na 19 CpG ostrivcich pted (bilé ctverce) a po plisobeni azacitidinu (5 uM po
72 hodin, tmavé ctverce). Trojuhelniky pod osou X jsou vazebnd mista transkripénich faktori PU.1 a
AMLI. Zvyraznény jsou CpG ostriuvky 3-6 a 13-16, kde byla ptivodni trovenn DNA metylace nejvyssi.
(D) Korela¢ni analyza mezi primérnou DNA metylaci na CpG ostriveich 13-16 v oblasti URE a
prumérnou expresi PU.1 v souboru pacient S MDS s vys§im rizikem (N=9). (dalsi eventalni detaily
Ize dohledat v publikaci Cufik et al., 2012, piiloha 1)

Vysledky studie DNA metylace oblasti URE (Cuiik et al., 2012, piiloha 1) ukazuji, Ze oblast
URE byla dle analyz této studie v buné&c¢né linii OCIM2 a v progenitorech z pacienti s MDS
aberantné zvySené 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
pacientli s MDS byl nalezen zfetelny trend nepiimé korelace. Piisobeni azacitidinu na MDS
bunky OCI-M2 vedlo k vyraznému potlac¢eni metylace v oblasti URE. Dale jsme sledovali
ucinek azacitidinu na zvyseni exprese PU.1 a navozeni myeloidni diferenciace v modelovych
bunécnych liniich pro MDS a zjistili jsme, Ze azacitidin vede ke zvySeni exprese PU.1 a
navozeni diferenciace bunék, které navic pravdépodobné lze ovliviiovat cytokiny
podporujicimi rist myeloidnich kolonii. Pfedchozi stimulace bunék OCIM2 ovlivnénych
azacitidinem cytokiny M-CSF a GM-CSF dale zvySovala expresi PU.1 a jeho cilovych gend.

V soucasné dob¢ v navaznosti na tuto praci pokracujeme v testech na mysich.
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5. Diskuse

5.1. Diskuse k tématu A.1. Analyza exprese genii transkripcénich
faktori FLi 1 a EKLF (Friend leukemia virus integration 1 a
erythroid Kriippel-like factor) a dalSich transkripénich faktori
u nemocnych s 5q- aberaci a jejich zmény p¥i terapii

lenalidomidem.

Megakaryocyty a ¢ervena fada vychazeji ze spole¢né progenitorové buniky (MEP —
megakaryocytarni a erytroidni progenitor). Na smér diferenciace této progenitorové buiky
maji vliv vedle dal$ich transkripénich faktord, cytokinll a cytokinovych receptoru téz Fli-1 a

EKLF (obrazek ¢. 21)

Scheme of transcription factorsinvolved
in the development of MGClineage

_@—> Ne, Eo, Ba, Mo/Ma
Fli-1? Fli-1, MPL, RUNX1
@ P Pit

GATA1,2, FOG1, NF-E2 at al

P> Ery

QMP -common myeloid progenitor
QP -common lymphoid progenitor

Obr. €. 21. Vyvoj hemopoézy, diferenciace do jednotlivych fad, role transkripcnich faktorid Flil a
EKLF v diferenciaci spole¢né progenitorové buniky (MEP : megakaryocytarni a erytroidni progenitor)

EKLF je dulezity transkripéni faktor pro erytropoézu. Je exprimovan v erytroidnich buiikach a
makrofazich, je dilezitym faktorem v erytroidni diferenciaci, ale téz ve zméné produkce y
globinu v B globin (Luo et al., 2004, Donze et al., 1995, Tallac et al., 2010). Fli-1 je dilezity
transkrip¢ni faktor megakaryopoézy a potencionalni onkogen (Eisbacher et al., 2003, Fuhrken
et al., 2008). Mysi s inaktivaci — “knockout* Fli-1 produkuji malé nediferencované
megakaryocyty (Starck et al., 2010, Kawada et al., 2001). Fli-1 promotor je aktivovan (Iépe
,upregulovan®) samotnym Fli-1, IL-6 pfes STAT 3 a také PU.1 positivne reguluje expresi
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Fli.1 (Hodge et al., 2002, Starck et al., 1999). Fli-1 reguluje pravdépodobn¢ hladinu p53 pies
ubiquitin-ligizu MDMZ2 a vede tak k degradaci p53 v proteasomu (Truong et- al., 2005).
Tento fakt by mohl vysvétlovat proliferaci megakaryocytarni fady s naprodukci trombocytu,
coz patii k typickému obrazu 5q- syndromu. Sledovani exprse p53 v riznych bunéénych
liniich ve dieni je sou¢asti naseho dalsiho vyzkumu. V nasi studii jsme tedy potvrdili nas
predpoklad antagonismu dvou dulezitych transkripénich faktori pro erytropoézu a
megakaryopoézu, EKLF a Fli 1, pro skupinu nemocnych s MDS a 5@- aberaci.

To bylo dolozeno prikazem vysokych hladin mRNA Fli 1 a nizkymi hladinami mRNA EKLF
Vv mononuklearnich bunikach kostni dien¢ a periferni krve u nemocnych s izolovanou deleci
50- na rozdil od ostatnich nemocnych s MDS. Tento antagonismus, jak vyse uvadime, mize
byt klicovym faktorem v klinické manifestaci anemie s hypoplastickou erytropoézou a
trombocytémie, typické pro 5q- syndrom (Van den Berghe et al., 1986). Zajimavé je, ze
nemocni s timto klinickym obrazem tedy specificky s 5¢- deleci, anemii a trombocytémii,
jsou nemocni, kteti maji jednoznacné z celé skupiny MDS nejlepsi prognézu. Je tedy otdzkou
jakou roli vySe uvedené faktory maji i z tohoto hlediska, tedy vlivu na nizky potencial
malignizace v této skupiné MDS. Tato otazka je pfedmétem nasich budoucich studii. Zatim
jsme v nasi praci prokazali, ze nemocni s 50- aberaci a trombocytopenii se vyznamné 1isi od
klasického 5q- syndromu byt nemaji dalsi negativni prognostické faktory (Jonasova et al.,
2012, ptiloha 1). U téchto nemocnych ptedstavuje prave trombocytopenie zietelné negativni
prognosticky faktor. Jak je tento klinicky obraz vazan na zmény uvedenych faktorl je opét

pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Terapie lenalidomidem, jak uvadime na piikladu pribéhu krevniho obrazu nasi nemocné viz
vyse, vede k reverzi v krevnim obraze. U vSech respondentti dochazi k navySeni
hemoglobinu, coz odrazi odpovéd nemocného, ale prakticky vzdy terapie lenalidomidem
vede k poklesu trombocytu (List et al., 2006, Fenaux et al., 2011, Sekeres et al., 2008).
Sledovali jsme proto zmény Flil a EKLF v navaznosti na terapii lenalidomidem. Oba faktory
vykazovaly relativné vyznamné zmény hladin mRNA po terapii lenalidomidem. Analyzy
dalsich faktord (MDM2, PU-1, IL-6), které vyse uvadime, a které se velmi pravdépodobné
zucastiuji etiopatogeneze onemocnéni a Gizce spouvisi s aktivitou jak EKLF tak Flil, je nutné
ovérit na vétsim mnozstvi vzorki z kostnich dieni (Hodge et al., 2002, Starck et al., 1999).

Z dostupnych vySetteni kostni dien¢ jsou konsistentni s literarnimi tdaji a naSim
predpokladem vysledky hladin p53, které maji sestupnou tendenci (Wei et al. 2012).

Dokladaji mozny efekt lenalidomidu na aktivitu p53, jeji sniZeni a tim vysvétleni mensi
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erytroidni apoptdzy. Nasim dal$im krokem je sledovani hladin p53, Flil a EKLF na urovni
proteint specificky v ¢ervené a megakaryocytarni linii. Otazkou ovSem také je, nevede-li
snizeni p53 vedle kyzené mensi apoptdzy Cervené fady k ohrozeni nemocného moznou
progresi onemocnéni.

Lenalidomid byl povolen v Evropé v indikaci 50- syndromu koncem roku 2013, proto az nyni
budeme moci analyzovat vét§i mnozstvi nemocnych.

Na zakladé nasi dosavadni analyzy v souladu s nasim predpokladem miiZeme Fici, Ze
nejvétsi zmény, ke kterym dochazi po terapii lenalidomidem, jsou v expresi dvou
dilezitych transkrip¢nich faktori EKLF a Fli-1, coZ podporuje i piedpoklad jejich

»Cross-antagonismu*.

5.2 Diskuse k tématu A.2. Analyza exprese cereblonu (CRBN) u
nizce rizikovych nemocnych s MDS s 50- a vztah exprese

cereblonu k efektivité lenalidomidu

CRBN je protein, ktery je pojmenovan pro svou pravdépodobnou roli v cerebralnim vyvoji,
zv1asté ve vyvoji paméti a uceni. Gen pro CRBN lezi na kratkém raménku 3 chromosomu

Vv 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 (ROCI cullin-1 regulator). Tento komplex reguluje DNA
,repair® (opravy) replikaci a transkripcei (Ito et al., 2010). Nedavno T. Ito a spol. identifikovali
CRBN jako primarni cil (vazebné misto) talidomidu a téz jako efektor teratogenity talidomidu
(Tto et al., 2010). Nasledné se n€kolik praci zabyvalo expresi CRBN a jeho vlivu na efekt
imunomodulaénich latek primarné v terapii myelomu (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). Z teéchto praci vyplyva, ze urcita Groven exprese CRBN je nutna k aktivité
lenalidomidu a dal$ich imunomodulacnich preparati a CRBN byl identifikovan jako vazebné
misto pro imunomodulaéni 1éky. Vazba lenalidomidu na CRBN pravdépodobné vede

k inhibici CRBN, coz zpusobuje u myelomovych bunék indukci zastavy bunééného cyklu
pomoci ,,upregulace* inhibitoru cyklin-dependentni kindzy p21 (Schuster et al., 2014,
Katsoulidis et al., 2005). Vazbou lenalidomidu na CRBN dochazi k téz k inhibici IRF4
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(interferon regulatory factor 4), ktery je dilezity v proliferaci myelomovych bunék (Schuster
et al., 2014). Vyse uvedena data vztahuji vazbu imunomodulacnich preparatd, v naSem
ptipadé lenalidomidu, na CRNB k jejich efektu a ptedpokladanému cytotoxickému ucinku u
mnohocetného myelomu. NasSe otazka tedy byla, hraje-li CRBN téz néjakou roli v efektu a
aktivit¢ lenalidomidu u nemocnych s 5g- syndromem, kde vykazuje lenalidomid tak vysokou
klinickou aktivitu.

V nasi praci jako prvni presentujeme vztah CRBN a aktivity imunomodula¢ni terapie
representované lenalidomidem u MDS, specificky nemocnych s 5¢- 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 dieni tak periferni krvi nemocnych s 50-
syndromem. Nemocni bez delece 5q, ktefi jsou jen vyjimecnymi respondenty na lenalidomid
(Raza et al., 2008) nevykazovali aZ na jednotlivé vyjimky zvysené hladiny. Zajimavé ale bylo
ze, jak je patrné z naseho grafu néktefi nemocni dosahovali Grovné hladin nemocnych s 5g-.
Samoziejmé, nebot’ lenalidomid neni pro tuto skupinu nemocnych u nas povolen, nebyli tito
pacienti 1é¢eni. Je vSak mozné, Ze prave oni by predstavovali skupinu vybranych nemocnych
bez delece 5q, kteti by mohli odpovidat na terapii. Pak by vysetfeni hladin mRNA CRBN
mobhlo slouzit k identifikaci respondentl. Vysoké hladiny mRNA CRBN u nemocnych s 5¢-
korelovaly s odpovédi na lenalidomid, navic jsme zjistili, ze u nemocnych, ktefi ptrestali na
terapii odpovidat, doslo k prudkému poklesu hladiny CRBN mRNA. Domnivame se, Ze
velmi podobné jako u mnohocetného myelomu i u 5g- syndromu vyssi hladiny CRBN
mRNA reflektujici vyssi expresi CRNB genu, jsou nezbytné k ucinku lenalidomidu.
Otéazkou je k jakym dé&jim dochazi po vazbé lenalidomidu na CRBN. V soucasné dobé nase
prace pokracuje a jejim dalSim cilem je identifikace naslednych déji po inhibici CRBN
lenalidomidem. Nase dalsi hypotéza je zaloZena na predpokladu Ze CRBN mtize inhibovat
AMPK (5°- adenosine monofosfat-aktivovanou protein kinazu). Inhibice AMPK pak vede k
aktivaci MDMX (murine double minute X-jinak t¢Z MDM4) a mTOR (mammalian target of
rapamycin) “pathway”, coz muze byt spojeno s redukci aktivity p5S3 a nasledné pak mensi

apoptdzou erytroidni linie a navysenim hemoglobinu.
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5.2. Diskuse k tématu A.3. Zmény exprese genit v pribéhu lécby
lenalidomidem, expresni genovy profil pied terapii a v dobé

odpovédi

V patogenezi MDS se ucastni akcelerovana predcasnd apoptodza, imunitni disregulace a
aktivace Ci disregulace urc¢itych cytokint (Katsoulidis et al., 2005, Breccia et Alimena, 2010,
Kornblau et al., 2010). Predpoklada se, ze jak aberantni exprese urcitych prozanétlivych
cytokint tak faktorti TNF drahy se velmi pravdépodobné zcastiuji patogeneze MDS a
akcelerace apoptozy (Kitagawa et al., 1997, Sawanobori et al., 2003, Rusten et al., 1995).
Specificky u 5g- byly popsany zmény exprese gent hrajicich roli v aktivaci p53 drahy s
naslednou akceleraci apoptozy erytroidni fady (Barlow et al., 2010, Pellagati et al., 2010).
Lenalidomid jakoZto imunomodula¢ni preparat pravdépodobné inhibuje TNF-a, interleukin 6
a naopak stimuluje IL-2 a interferon y a nasledn¢ vede k aktivaci T bun¢k a NK bunék (Sokol
et List, 2007). Vétsina u¢inkl tohoto vysoce u¢inného 1éku ale ziistdva zatim neobjasnéna.
V nasi praci jsme se snazili pomoci zmén genové exprese v pribéhu terapie lenalidomidem
identifikovat zmény, které¢ by pomohly ptispét k nasim znalostem o patogenetickych
mechanismech samotného onemocnéni a efektti lenalidomidu. Navazali jsme na piedchozi
prace, které se zabyvaly expresnim genovym profilem pomoci celogenomové analyzy k
identifikaci ur¢itych gend ¢i skupin gend, které mohou hrat roli v patogenezi MDS (Vasikova
et al., 2010, Pellagatin et al., 2010, Boutwood et al., 2007).

Vétsina praci se ale zabyvala zménami genové exprese u celé skupiny MDS, ktera je znané
heterogenni a diferencované jsou i odpovédi nemocnych na stavajici terapii. MDS s
izolovanou deleci 5q- representuje zvlastni podskupinu MDS se svou specifickou klinikou a
piedevsim, coZ nas zvIlasté zajima, svou vyjimecnou odpoveédi na imunomodulacni preparat,
lenalidomid. My jsme se proto na rozdil od pfedchozich autorti orientovali a snaZili popsat
zmény genové exprese u 5q- a navic v reakci na terapii. Pred terapii jsme nasli vyznamné
zménéné hodnoty prozanétlivych cytokint jako jsou TNF alfa, IL-6, IL-8, IL-1 beta, CXCL2
a TNF AIP3. Vedle toho jsme podobn¢ jako Pellagati et al. téZ identifikovali deregulaci
urcitych drah a ptekvapive spise ,,downregulaci genti, které jsou diilezité v imunitnich
dé&jich obecné (Pellagati et al., 2010, Aggraval et al., 2011). Jednim z hlavnich hra¢t je TNF
a jeho draha (Kitagawa et al., 1997, Sawanobori et al., 2003). Stejné€ jako u jinych skupin
MDS i my jsme u 59- syndromu potvrdili vysokou expresi gentt TNF drahy pted terapii. TNF
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se ucastni mnoha rozli¢nych procesii, jako jsou modulace imunitnich dé&jii, zanétlivé reakce,
apoptdza, proliferace bunék a popsana byla i jeho pfima suprese erytropoézy (Rusten et al.,
1995). V nasi studii u vétsSiny nemocnych jsme nasli signifikantni ,, downregulaci® TNF a
genti TNF dréhy po terapii lenalidomidem. Z dalSich zajimavych gent, které jsou dulezité
pro normalni hemopoézu a specificky ,,homing* kmenovych bun¢k, a které vykazovaly
vyznamn¢ snizenou expresi pred terapii a byly pozitivn€ ovlivnéné (zvyseni exprese)
lenalidomidem, jsou 2 geny (CXCR4 a CD7). Oba tyto geny funkéné kooperuji. Zménéné
exprese pied a po terapii vykazovaly geny ucastnici se progrese bunécného cyklu
CDKN1A/p21, drahy p53 a pro-apoptotickych procest.

U kazdého nového preparatu a zvIasté u 1éku, které zasahuje do imunitnich déja je vzdy
otazkou, zda je jeho podéavani zcela bezpecné stran ovlivnéni procest, které by nasledné
mohly vést k progresi choroby. | v nasi studii jsme zaznamenali vyrazné zvySenou expresi
genu ARPCI1B, ktery je aktivatorem a substratem Aurory A, jez ma vliv na bunécné déleni a
jeji vyssi exprese vede k chromosomalni nestabilité a polyploidii. Zatim se z dosavadnich
klinickych vysledkt jevi lenalidomid jako bezpecny preparat (Germing et al., 2012,
Kuendgen et al., 2012)

Zavérem lze konstatovat, Ze jsme doloZili vliv lenalidomidu na zmény expresi diilezitych
gent, hrajicich roli v apoptéze, imunitnich déjich a hemopoéze a identifikovali vedle jiz
znamych dalSi specifické cytokiny a geny, které se mohou tcastnit vzniku a projevi

onemocnéni, a které jsou dilezité v odpovédi na 1écbu.

5.4. Diskuse tykajici se A.4. Expresni profil miRNA u nemocnych
s myelodysplastickym syndromem a 5q- aberaci lécCenych

lenalidomidem

U nemocnych s aberaci 5. chromosomu jsou znamé haploinsuficience genti leZicich na
deletovaném useku. Nejvyznamnéjsi se z hlediska patogeneze onemocnéni zdaji
haploinsuficience genti pro malou ribosomalni podjednotku 14 (RPS14) a SPARC genu
(Pellgati et al., 2008, Oliva et al., 2010). U obou gent téZ byl popsan navrat normalnich
hodnot exprese po terapii lenalidomidem. Jak uvadime v nasi pfedchozi préci i dalsi geny a
jejich zménéné exprese se zucastiiuji patogenetickych mechanismil vzniku onemocnéni ¢i

alespon jeho fenotypu. Jsou to geny TNF drahy, déale geny vétSinou prozanétlivych cytokinti
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(Belickova et al., 2012). Vedle zménéné exprese geni, které koduji specifické proteiny se
zda, ze do patogeneze onemocnéni zasahuji i mikroRNA (miRNA, malé nekodujici RNA),
které reguluji expresi genll na post-transla¢ni Grovni, ¢imz mohou zasahovat do dilezitych
bunécnych mechanism, regulujicich apoptozu, proliferaci a diferenciaci bunékU 5q-
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). D. Starczinowski identifikoval cilové proteiny téchto miRNA, jsou to
pro miR-145 TIRAP a pro miR-146 TRAF6. Dalsim vyznamnym cilem pro miR145- je Fli-1
(Truong et al., 2005). Jejich vyznam popisujeme vyse. U vSech téchto miRNA dochazi k
normalizaci exprese po terapii lenalidomidem (Venner et al., 2013). Vzhledem k tomu, Ze
urovni snizené exprese jen nékolika miRNA rozhodli jsme se navazat na praci Dostalové-
Merkerové a Votavové a zaméfit se na vliv lenalidomidu na globalni expresni miRNA profil u
nemocnych s 5q- (Votavova et al., 2011, Dostalova et al., 2011). Z podrobnéjsi diskuse
¢lanku vybiram zde jednotliva zajimava fakta. Pfi porovnéni expresi pied a po lenalidomidu
jsme nasli naptiklad vyznamné zmény v miR-34, miR-133, které byly vyrazné zvysené pred,
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 miize vysvétlovat pozitivni vliv 1éku na snizeni apoptdzy zvlasté erytroidnich
bunék. MIR- 133 je tumor supresoricka miRNA, je proto otazné, je-li jeji “downregulace”
pro nemocné prospéSnd. Dle literarnich zdrojii t€z inhibuje DNA metyltrasferazy, coz v
ptipadé MDS, kde je pfitomnd aberantni metylace, mize hrat téz dtlezitou roli (Chavali et al.,
2012). Vyznamné “upregulovana” pied 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 pfedpokladame jejich
haploinsuficienci. Jak ukazuje obrazek ¢. 14 u vét$iny az na miR-146 jsme nasli snizenou
expresi a jeji zvySeni po terapii. Pfes to je piekvapujici, Ze exprese pied terapii byly opravdu
nizké a odpovidaly predpokladané haploinsuficienci pouze u miR-378. Erdogan et al. oznacil
deregulaci miR-378 a jeji snizenou expresi jako diskrimina¢ni znak diasgnosy MDS (Erdogan
et.al., 2011). Zajimavym nalezem bylo vyrazné zvySeni exprese po terapii nékterych miRNA,
které se shlukuji v lokusu 14q32 a u nichz byl popséana dtlezita 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 5q-

aberaci a to v zavislosti na terapii lenalidomidem. NaSe vysledky je nutno rozsifit na vétsi
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vzorek nemocnych, tak aby bylo mozno identifikovat specifické vzory zmén korelujici s
odpovédi a piinasejici eventualni predikci na odpovéd’ terapie lenalidomidem a najit jejich
blizsi patofyziologicky vyznam. Nicméné€ i tak nase prace ptinasi dalsi zajimava data
napomahajici k rozuzleni spletitych patogenetickych déji a eventudlné i mechanismu

lenalidomidu u 5g- MDS.

5.5. Diskuse ke studii BI Analyza dat nemocnych lé¢enych na I.
interni klinice ve vitahu k zméndam transkripcéniho faktoru

PU.1 (uvod, metodika, vysledky, diskuse)

Inhibitor DNA metyltransferazy DNMT1 azacitidin je klinicky velice GispéSnym lékem
(Fenaux et al. 2009, Silveramn et al., 2002). Mechanismus G¢inku vSak neni jesté detailné
objasnén. Pouziti inhibitorti metyltransferdz vychazi z dnes jiz potvrzené domnénky, Ze se na
etiopatogenezi MDS zucastnuji téz deregulované epigenetické mechanismy. Obecné plati, ze
zv1asté u nemocnych s MDS s vy$§im rizikem nachdzime vyssi stupeit metylace. Jak
prokézala Jiang et al. aberantni metylace je dokonce ¢astéjSim tikazem u MDS nemocnych
nez jsou cytogenetické aberace (Jiang et al., 2009). Co je vSe ale nasledkem aberantni
metylace jeSté neni jasné. Hypermetylace vede k utlumeni tumor supresorickych gent (Jones
et Baylin, 2007, Kautiainen et Jones, 1986). Inhibovana ale miize byt fada dalSich gent, které
se zucastnuji bunééné diferenciace, apoptdzy a proliferace (Hofmann et al., 2006,
Christiansen et al., 2003). Na tomto ptedpokladu byla zaloZena naSe prace. Navazali jsme na
letité zkugenosti Doc. Stopky z Ustavu patologické fyziologie 1LF UK se studiem jednoho
umoznéna celkem jiz velkym souborem nemocnych s MDS s vysokym rizikem, 1écenych
AZA na 1. Interni klinice, kde byla téz terapie AZA v Ceské republice iniciovana (Jonasova et
al, THD, 2013). Transkrip¢ni faktor PU.1 je klicovou molekulou fidici proces krvetvorby.
Ztréta jeho funkce ma za nasledek riizné stupné poruchy diferenciace prakticky vSech
krevnich bunéénych linii. Zvlasté proces myeloidni diferenciace pluripotentni krevni
kmenové buriky je iniciovan PU.1. (Laslo et al., 2006, Scott et al., 1994). PU.1 #idi liniovou
determinaci v zavislosti na hladiné svoji exprese v buiikach (De Koter et al., 2008, Okuno at
al 2005). Exprese genu PU.1 je fizena z n¢kolika regulacnich oblasti. Mezi nimi zaujima
pfedni postaveni oblast URE, kter4 obsahuje fadu vazebnych mist pro riizné transkripéni

faktory vcetné PU.1 samotného (Okuno et al., 2005). Delece oblasti URE ma za nasledek
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snizeni exprese PU.1 0 80% a rozvoj AML (Rosenbauer et al., 2004). Mutace v oblasti URE
je u ¢loveka spojovana s agresivnimi formami AML (Mueller et al., 2002, Steidel et al.,
2007). U mnohocetného myelomu bylo popsano snizeni hladiny PU.1 v disledku aberantni
zvySené metylace DNA v oblastech URE a promotoru genu (Tatetsu et al., 2007).
Hematologické malignity mohou souviset nejen s mutacemi, ale také s epigenetickym
utlumenim exprese PU.1. U MDS jisté dochazi k poruse myeloidni diferenciace krvetvornych
progenitord. Predpokladali jsme tedy, ze porucha diferenciace a kumulace nezralych
dysplastickych prekursorii bilé fady u nemocnych s MDS s vysSim rizikem je zplisobena
snizenou expresi transkripéniho faktoru PU.1 v progenitorovych buiikach. Mira exprese PU.1
muze reflektovat hloubku poruchy diferenciace a mit vliv na charakter onemocnéni a jeho
agresivitu, mize téz ovliviiovat efekt terapiec demetylaénimi latkami. Exprese PU.1 tedy
muZze byt prognostickym faktorem efektivity 1écby a prognosy nemocného. V potlaceni
transkripce PU.1 v MDS by mohla hrat roli aberantni zvySena metylace DNA v oblasti URE,
jez je vyznamnou regula¢ni oblasti pro expresi PU.1.

Roli PU.1 u MDS potvrzuji i vysledky této prace. Byt exprese PU.1 v celé skupiné
vykazovala zna¢nou variabilitu coz nejspise i dobte reflektuje heterogenitu onemocnéni i

v ramci jednotlivych IPSS skupin, celkem lze uzaviit, ze nizka exprese PU.1 byla celkem
jasné vztazena k charakteru onemocnéni, tj. k agresivnéj$im formam. Nemocni s nizkou
expresi PU.1 ptfed zah4jenim terapie méli vysledné kratsi celkové prezivani. Exprese PU.1
tedy v podstaté mize piedstavovat prognosticky faktor pro nemocné s MDS. Samotna
exprese PU.1 je mimo jiné fizena z regula¢ni oblasti URE (Okuno et al., 2005). V této praci
bylo potvrzeno, ze tak jako u mnohocetného myelomu je oblast URE hypermetylovana a
exprese/ hladina PU.1 z progenitorech nemocnych s MDS koreluje s tirovni jeji metylace. Na
bunéénych liniich bylo prokdzano, Ze azacitidin je schopen hypermetylované tiseky URE
ucinné demetylovat. Terapie azacitidinem pak nasledné vede k potfebnému zvyseni exprese
PU.1 a k projeviim iniciace myeloidni diferenciace. U¢inek azacitidinu na expresi PU.1 a
navozeni myeloidni diferenciace 1ze dale zesilovat pouzitim rustovych faktort véetné G-CSF.
V névaznosti na vysledky této prace pokraujeme nyni v pokusech na mySich modelech, kdy
pouzivame kombinaci azacitidinu s G-SCF a planujeme klinickou studii s vyuzitim téchto
dvou preparatt.

Problémem soucasné epigenetické-demetylacni terapie je jeji omezené trvani. Vysledky jsou
sice mnohem pozitivnéj$i neZ u do nedavna pouZzivané chemoterapie a o¢ekavana doba
pfezivani je delsi, ale i tak u naprosté vétSiny nemocnych celkové prezivani neptesahuje 20-

24 mésicti a to 1 u nemocnych, ktefi dosahli kompletni remise. Co se skryva za postupnym
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selhavanim efektu Iéku neni jasné. Na tuto otazku se snazila najit ve spolupraci s nami
analyzou i naSich nemocnych M. DluhoSové z vyzkumné skupiny Doc. Stopky (Dluhosova et
al., 2014, ptiloha 2). Iv tomto pifipad¢ planujeme dalsi studie. V soucasné dob¢ probiha
rozsahla analyza vyvoje nejcastéji se vyskytujicich mutaci u MDS. Nejde jen o analyzu
samotnych mutaci a identifikaci jejich vyznamu stran patogeneze onemocnéni, ale co je
dilezité k uréeni jejich prognostického vyznamu a vztahu k odpovédi na terapii. Sledovan
bude vyvoj mutaci v pritbéhu 1é¢by. Predpokladame, ze tak budeme moci sledovat eventudlni
vznik dal$ich rezistentnich kloni a pomoci odpovédéet prave na vySe uvedené selhavani

terapie.
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6. Souhrn a zavéry prace

Navzdory v§em vySe uvedenym pokrokiim ve znalosti genetickych a epigenetickych zmén a
prukazu riznych faktort, ucastnicich se bunééného cyklu a metabolismu buiikky u MDS
detailnéjsi patogeneze tohoto heterogenniho onemocnéni zUstava stale nejasnd. K velké
pozornosti vyzkumu tykajiciho se patogeneze MDS piispély pokroky v terapii. Toto se tyka
zavedeni velice efektivni imunomodulacni 1€Cby, ktera je reprezentovana v soucasné dob¢
preparatem lenalidomidem. Druhy typ terapie, ktera po dlouhych letech mizivych vysledka
chemoterapie u vysoce rizikovych MDS piispéla k vyznamnému pokroku v 1é¢bé téchto

nemocnych je epigeneticka 1éCba piedstavovana demetyla¢nimi l1éky.

Na zaklad¢ vySe uvedenych dat a vysledkii se domnivam, Ze nové formy terapie
predstavované imunomodulacnimi a demetylaénimi preparaty specificky jako jedny z prvnich
lécebnych modalit ovliviluji molekularni a bunééné charakteristiky nemocnych s MDS a
zasahuji do patogenetickych dé&jti vzniku onemocnéni. Mechanismus obou téchto terapii
zUstava v mnohém stale neobjasnén. Nase prace proto piinasi dalsi zajimava data
napomahajici k rozuzleni spletitych patogenetickych déjii a eventualné 1 mechanismu G¢inku

lenalidomidu a azacitidinu v terapii MDS.

Zavéry:

1. Lenalidomid vede k zménam exprese dileZzitych transkripénich faktori (EKLF,
Flil) ucastnicich se diferenciace spolené progenitorové buiiky do erytroidni ¢i
megakaryocytarni Fady, predevSim u pripadit MDS s 50- aberaci. NaSe prace
potvrzuje funkéni antagonismus téchto faktori. Vedle toho identifikujeme zmény
dalSich faktora vCetné p53, které hraji roli v patogenezi onemocnéni a které jsou
ovlivnény lécbou lenalidomidem.

2. Prokazali jsme vyznamnou roli CRBN v mechanismu t¢inku lenalidomidu
specificky u nemocnych s 50- aberaci. Velmi podobné tedy jako u mnohocetného
myelomu se domnivame, Ze U 50- syndromu vys$i hladiny CRBN mRNA
reflektujici vyssi expresi CRNB genu, jsou nezbytné k icinku lenalidomidu.

Hladiny CRBN mohou slouZit jako biomarker odpovédi na lenalidomid.
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3. Analyza expresniho genového profilu identifikovala deregulaci specifickych
patogenetickych drah u 5q- syndromu. Dolozili jsme vliv lenalidomidu na zmény
expresi diilezitych genii, hrajicich roli v apoptoze, 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 duleZité v odpovédi na
1é¢bu.

4. NaSe prace poprvé v literatui‘e prinesla souhrnnéjsi expresni profil miRNA u
nemocnych s MDS a 5q- aberaci a to v zavislosti na terapii lenalidomidem.

5. Potvrdili jsme vyznam hladiny exprese dulezitého transkripéniho faktoru
hemopoézy PU.1 jakoZto prognostického faktoru pro piezivani 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 regula¢ni oblasti URE. Azacitidin vede k
demetylaci URE.

Azacitidin pravdépodobné vede k obnoveni diferenciace myeloidnich prekursoru
nemocnych s MDS, tento i¢inek miiZe byt potencovan ristovymi faktory

myeloidni Fady.
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