Abstrakt

Myelodysplasticky syndrom (MDS) s deleci dlouhého raménka chromozomu 5 (5q-

syndrom, del(5q)) mize byt charakterizovan anémii, makrocytézou, normalnimim nebo
zvysenym poctem krevnich desticek a hypolobulovanymi megakaryocyty v kostni dieni. 5q-
syndrom se fadi mezi nizko rizikové MDS, které¢ ojedinéle transformuji do akutni myeloidni
leukémie (AML). 5g- syndrom je spojen se star§Sim vékem a pievladd u Zen. Dal§im znakem je
transflzni zavislost, kterda je 1éCenda Iéky stimulujicimi erytropoézu (ESA), naptiklad
erytropoetin (EPO). Navic, odpovéd’ pacientil je jenom 30-60% s medianem odpovédi ~24
mésici.
Druhou linii 1é¢by je lenalidomid (LEN), coz je derivat teratogenniho analogu thalidomid. LEN
zvySuje erytropoézu a inhibuje rast erytroidnych progenitorovych bunék del(5q) in vivo a nema
signifikantni efekt na rdst normalnich progenitorovych bunék CD34+ nebo cytogeneticky
normdlnich progenitorovych bun¢k u MDS se klony del(5q).

LEN je vyuzivan jako lé¢ba u mnohocetného myelomu, myelodysplastického syndromu a
lymfomi. LEN je drahy 1€k a ne u kazdy MDS pacient odpovida na terapii. Toto je ditvod pro¢
je dllezité najit biomarker pro ur€eni uspésné terapie. Nekteré studie u mnohocetného myelomu
ukazuji, ze cereblon mize byt timto biomarkrem, ktery je zapotiebi. Cereblon (CRBN) je
soucasti komplexu E3 ubiguitin ligdzy CRL4 (cullin 4-RING E3 ubiquitin ligase complex)
obsahujici CUL4A (cullin-4A), DDBI1 (damaged DNA binding protein 1) a ROC1 (regulator
of cullins 1). Funkce CRBN v komplexu CRL4 jako substratového receptoru slouzi k ptipojeni
proteinii pro polyubikvitinaci a naslednou degradaci v 26S proteazomu. V nepfitomnosti
lenalidomidu, E3 ubiquitin ligdiza CRL4“RBN ybikvitinuje CRBN, DDB1 a né&které endogenni
proteiny. LEN se vaze na specifickou hydrofobni kapsu v CRBN exonech 10 a 11 a méni
specificitu CRL4“REN, U mnohogetného myelomu, cilem CRBN pro ubikvitinaci jsou proteiny
Ikaros a Aiolos a u myelodysplastického syndromu je cilem kasein kindza 1A1.

V studiich tykajicich se mnohocetného myelomu bylo popsano, Ze vysoké hladiny CRBN
exprese vedou k dobré odpovédi na lécbu LEN a zkvalitiiuji zivot pacientd. Nizké hladiny
CRBN exprese vedou k selhdni terapie a progresi do vysoko rizikovych MDS (MDS-EB-1 nebo
MDS-EB-2) nebo AML. N¢ktefi pacienti piestanou odpovidat na 1écbu LEN a v téchto
ptipadech je pfidan EPO anebo EPO a prednison (PRED), které vykazuji docasny ucinek

terapie.



V mé praci jsme se hlavné zaméfili na potvrzeni CRBN jako prognostického faktoru u MDS
vzorki jak na mRNA, tak na proteinové urovni. V prvni ¢asti studii jsme potvrdili, Ze vysoka
hladina CRBN mRNA a proteinu CRBN v mononukledrnich buiikach izolovanych z periferni
krve a kostni dien¢ je spojend s velmi dobrou odpovédi a snizena hladina CRBN mRNA a
proteinu CRBN vede k selhani LEN terapie nebo kombinace LEN s dal§imi latkami. Nase
vysledky jsme potvrdili s doktory a vysledky méfeni hladiny hemoglobinu. Objevili jsme, ze
hlasdina CRBN jako proteinu u pacientii s 5q- syndromem piedpovida rychlejsi odpovéd’ na
LEN terapii nez hladina CRBN mRNA. Potvrdili jsme, Ze LEN se vaze na CRBN v exonech
10 a 11. Bylo dtilezité potvrdit vazebné misto LEN, protoze kdyz chybi exon 10 a 11, LEN se
nemuze vazat a také to znaci selhdni 1écby. Sardnal a jeho kolegové popsali, ze A/G
polymorfismus by mohl byt prognosticky faktor u MDS pacienti s normalnim karyotypem.
Bohuzel, nepotvrdili jsme toto tvrzeni.

V druhé ¢asti této prace jsme se soustiedili na lohu Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived
2-like 2). Nrf2 se vaze na domnélé vazebné misto v CRBN promotoru a Nrf2 stimuluje
transkripci CRBN génu za podminek hypoxie/ reoxygenace v neuronovych bunkéch. Potvrdili
jsme nas piedpoklad, Ze exprese Nrf2 sleduje nebo piedbiha hladiny CRBN mRNA u vétsiny
MDS vzorki na EPO nebo LEN+EPO terapii. Hladina Nrf2 mRNA nendsledovala CRBN
mRNA v piipade selhani LEN-+EPO terapii.

Treti Cast byla experimentdlni na liniich bunék MDS-L a SKM-1, kde jsme sledovali
ucinnost oxidu arsenitého (ATO). Podle publikaci, ATO je u¢inny v kombinaci s jinymi léky.
Vytvotili jsme 19 skupin, kde jsme sledovali LEN, EPO, PRED a ATO samotné nebo jejich
kombinace. NaSe vysledky nesouhlasily s pfedpokladdanymi hladinami exprese analyzovanych

genll na mRNA nebo proteinové trovni.



