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1. SOUHRN

Habilitacni prace (pfedkladana jako komentovany soubor publikovanych praci) se vénuje
molekularni patogenezi B bunéénych malignit a uloze microRNA (miRNA) v jejich biologii.
Jako modelova choroba je v této souvislosti studovana chronicka lymfocytarni leukémie
(CLL), ktera je nejcastéjSi leukémii dospélé populace a byla jako vabec prvni onemocnéni
spojena s deregulaci miRNA. CLL je onemocnéni s extrémné variabilni prognézou (desitky
mésicl vs. desitky let) a jeji agresivni subtyp je spojen predevSim s deleci/mutaci
nadorového supresoru TP53 (p53) ¢i ATM. Zaméfili jsme se proto na detailni studium téchto
pacientll a popsali asociaci specifickych TP53 mutaci s horSi prognézou a vyvinuli nebo
validovali metodiky na detekci aberaci v apoptické draze (TP53, ATM). Specificky jsme poté
analyzovali expresi miRNA u tohoto subtypu onemocnéni a popsali snizenou expresi miR-
34a a dalSich miRNA. Pro analyzy exprese miRNA byla dale validovana metoda izolace
miRNA z pacientskych vzorkd.

Zabyvali jsme se také vyznamem miRNA v souvislosti se strukturou B-buné&tného a
signalizaci receptoru (BCR), ktery je kliovy pro stimulaci a pfeziti normalnich i malignich B-
lymfocytd. Inhibice signalizace pfes BCR predstavuje v soucasné dobé nejslibnéjsi
terapeuticky pfistup u B bunéénych malignit, ale mechanismy jeji (de)regulace v malignich B
lymfocytech jsou z velké Easti neznamé. V dvou recentnich publikacich jsme demonstrovali
poprvé vyznam miRNA (miR-150 a miR-155) v regulaci aktivity BCR signaliza¢ni drahy. Také
jsme popsali mechanismus, jimz protein MYB reguluje expresi miR-155 u CLL a byl tak
ilustrovan zasadni vyznam téchto molekul pro biologii CLL. Zaméfili jsme se také na regulaci
exprese a funkce miR-650, ktera se nachazi v lokusu (22911) pro lambda lehky Fetézec
imunoglobulinglobulivé komponenty BCR. Prokazali jsme, Zze u pacientl dochazi pfi vyuziti
subgenu pro lehky fetézec obsahujiciho miR-650 (rodina V2 subgen() ke koordinované
expresi miRNA spole¢né s lehkym Fetézcem imunoglobulinu. Timto byl popsan zcela novy
mechanismus regulace miRNA spole¢né s genem pro imunoglobulin. Exprese miR-650,
miR-34a, miR-150 a miR-155 je také spojena s prognézou CLL a Ize je vyuzit jako
prognostické markery.

Vysledky publikované uchazeem a jejich zasazeni do kontextu biologie CLL pfispélo

zasadnim zpusobem k objasnéni ulohy miRNA v biologii CLL.



2. ABSTRACT

This habilitation-thesis (presented as a commented collection of publications) is focused on
the molecular pathogenesis of B cell malignancies and the role of microRNAs (miRNA) in
their biology. In this respect chronic lymfocytic leukemia (CLL), which is the most common
leukemia in adults, was studied as a model disease since ii has been the first disease
associated with deregulation of miRNAs. CLL is a disease with an extremely variable
prognosis (tens of months vs. tens of years), and its aggressive subtype is mainly connected
to deletion/mutation of tumor-suppressor TP53 (p53) and ATM. We have studied in detail this
CLL subtype and described association of specific TP53 mutations with worse prognosis and
developed and/or validated methods to detect aberrations in apoptotic pathway (TP53, ATM).
We have further analyzed the expression of miRNAs in this disease subtype and described
down-regulation of miR-34a and other miRNAs in these cases. We have also validated a
methodology for miRNA isolation from patient samples.

We have also studied the role of miRNA in connection to B cell receptor (BCR)
structure and signaling, which is a pathway critical for stimulation and survival of normal and
malignant B cells. Currently, inhibition of BCR signaling represents the most promising
therapeutic approach in B cell malignancies; however, the mechanisms of its (de)regulation
are largely unknown. Recently, we have demonstrated for the first time that miRNAs (miR-
150 and miR-155) regulate activity of BCR signaling pathway. We have also described that
protein MYB regulates expression of miR-155 in CLL, and this illustrated the importance of
these molecules in CLL biology. We also focused on the regulation and function of miR-650,
which is located in the immunoglobulin lambda light chain locus (22q11), which is a
component of BCR. We demonstrated that expression of miR-650 is coupled with the
expression of its host gene for the lambda light chain (V2 subgene family). This represents a
novel mechanism for regulation of the miRNA gene together with an immunoglobulin gene.
Moreover, the expression of miR-650, mIR-34a, miR-150, and miR-155 is related to the CLL
prognosis and can be used as prognostic markers

Altogether, the obtained results and their implementation to the context of CLL
biology significantly contributed to the understanding of miRNAs role in CLL pathogenesis

and progression.



3. UvoD

Tato habilitaéni prace vyuziva moznosti, ktera byla dana védeckou radou Lékarské fakulty
Masarykovy univerzity, a je pfedkladana jako soubor praci opatfenych komentafem. Aspirant
je celkové autorem &i spoluautorem 29 praci publikovanych v recenzovanych €asopisech
(celkovy impakt faktor 123,1) a 5 kapitol v monografiich. Tato habilitani prace se zabyva
molekularni patogenezi B buné€nych malignit a tlohou microRNA v jejich biologii s dirazen
na studium chronické lymfatické leukémie. Prace je uvedena obecnym piehledem znamé
patogeneze chronické Ilymfatické leukémie (CLL) s pfihlédnutim  k interakcim
v mikroprostfedi a uloze microRNA. Ziskané vysledky a komentované prace se dotykaji hned
nékolika aspektl biologie CLL a B-lymfomd véetné ulohy chromozomalnich aberaci,
deregulace apoptézy, regulace imunoglobulinovych genu a transkripénich faktorl v B-
lymfocytech. Kvalita ziskanych vysledkl je ilustrovana jejich vysokou citovanosti (242krat,

bez auto-citaci 216krat, H-index: 8) a publikaci v Casopisech s vysokym impakt faktorem.



4. MOLEKULARNi PATOGENEZE CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Chronicka lymfocytarni leukémie je charakterizovana akumulaci monoklonalnich
CD5+CD23+CD27+smlIg®®® B-lymfocyttl v periferni krvi, kostni dfeni a lymfatickych
organech '. PFes relativni morfologickou a imunofenotypovou homogennost ma CLL vyrazné
variabilni klinicky pribéh. V posledni dobé se ukazalo, ze pfitomnost/absence somatickych
hypermutaci ve variabilni oblasti téZkého Fetézce B-bunécného receptoru (IgHV) determinuje
dva zakladni subtypy tohoto onemocnéni. Somatické hypermutace v IgHV se fyziologicky
odehravaji u B-lymfocytd v germinalnich centrech (GC) a pfedpoklada se, ze mutované IgHV
charakterizuje subtyp CLL, u né&jz prodly leukemické buriky GC (prognosticky pfiznivé).
Struktura a signalizace B-bunéfnym receptorem je pravdépodobné kliCova v patogenezi
obou subtypl CLL a pfitomnost somatickych hypermutaci v jeho tézkém fetézci Ig je jednim
z nejCastéji vyuzivanych prognostickych markerd. Klein a kol. provedli analyzu genové
exprese (DNA expresni-Cipy) u CLL a zjistili, Ze se bufky s mutovanym a nemutovanym
IgHV odli$uji v expresi pouze né&kolika desitek gend 2. V této studii také analyza genové

exprese naznacila, ze CLL je odvozena z pamétovych B-lymfocytu.

4.1 Genové a chromozomalni aberace

U CLL se vyskytuji 4 casté, prognosticky vyznamné chromozomalni aberace
(del13q14, del17p13, del11g23 a trisomie chr. 12) 3, z nichZ s nepfiznivou prognézou je
spojena predevsim delece 17p1 a 11923. Jedna se o aberace zasahujici nadorovy supresor
p53 (delece 17p13/mutace TP53; cca 10 % pacientd) a ATM kinazu (delece 11923; cca 20
% pacient(l) >. Za fyziologickych okolnosti je v odpovédi na apoptotické stimuly protein p53
fosforylovan kinazou ATM a nasledné aktivuje transkripci dalSich gend, napf. BAX nebo
PUMA. Pacienti s inaktivaci p53 tvofi podskupinu s vyrazné& agresivné&jSim onemocnénim,

4,5

které Spatné reaguje na cytotoxickou terapii “°. Dlsledky aberaci ATM pro prognézu
onemocnéni a predikci odpovédi na terapii jsou S&iroce diskutovany. Ve vétSiné
publikovanych studii je k dispozici pouze udaj o deleci ATM (pomoci FISH), nebot’ vySetfeni
mutaci v tomto dlouhém genu je technicky naro¢né. Delece ATM muze byt pfitomna jako
samostatna abnormalita, v kombinaci s mutaci druhé ATM alely nebo pfipadné spole¢né
s mutaci p53 alely *.

Zasadni posun v chapani patogeneze CLL umoznila technologie ,sekvenovani nové
generace” (Next Generation Sequencing - NGS), ktera dovoluje ziskat informaci o sekvenci
celého genomu jednotlivee nebo o sekvenci vSech znamych oblasti kddujicich geny (tzv.
exomoveé sekvenovani - cca 5 % genomu). V nedavné dobé byly publikovany vysledky CtyF
prilomovych praci vyuzivajicich celogenomové a exomové sekvenovani pro identifikaci
genovych aberaci u CLL ®°. Byly takto popsany mutace v 15 protein-kédujicich genech
vyskytujici se s frekvenci vétsi nez 2 %, jejichz uloha v patogenezi CLL pfedtim nebyla
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prakticky vibec pfedpokladana. V prvni praci provedli autofi sekvenovani celého genomu
u4 jedinct s CLL °. U t&chto 4 pacienti autofi detekovali mutace v 45 protein-kédujicich
genech a nasledné se zaméfili na validaci 26 vybranych mutaci, které byly nalezeny
v genech exprimovanych v CLL bunkach. Tento pfistup umoznil snizit mnozstvi
sekvenovani, které bylo provedeno na validaénim souboru 169 pacientd. Byly identifikovany
4 mutace v genech NOTCH1, MYD88, XPO1 a KLHL6, které se vyskytly alespof u dvou
pacientd. Tyto Ctyfi geny byly dale studovany na vétSim souboru pacientd. Nejcastgji
mutovanym genem (12 % pacientd) byl NOTCH1, kde se ve vétSiné pfipadl vyskytovala
dvou-nukleotidova delece CT (p.P2515Rfs*4). Tato mutace, spole¢né se dvéma dalSimi
meéné Castymi zaménami v této oblasti, vede k vzniku pfed€asneho stop kodonu a akumulaci
aberantniho proteinu. Z vysledkl vyplyva, ze tyto mutace zplsobuiji stabilizaci proteinu, coz
vede ke zvySené aktivité celé NOTCH-signalizaéni drahy (analyza genové exprese pomoci
DNA ¢cipu). Doposud publikované poznatky jsou v souladu se znamou ulohou mutaci
v NOTCH1 u T-akutni lymfoblastické leukémie (T-ALL). Mutace v NOTCH1 jsou pfitomny az
u 60 % pfipadd T-ALL a pfedpokladanym mechanismem je NOTCH1-dependentni aktivace
protoonkogenu c-myc °. NOTCH draha je kliova i v biologii kmenovych bunék, coZ by
mohlo byt relevantni také pro CLL, kde byla postulovana existence kmenové nadorové
buriky.

Druhym nejcastéji mutovanym genem byl MYD88 (cca u 3 % pacientu), jehoz mutace
byly také popsany u lymfomt ''. Tento protein se G&astni signalizaéni kaskady interleukinu 1
a Toll-receptoru. Podobné jako u NOTCH1 se predpoklada, Ze se jedna o mutaci aktivujici,
nebot buriky pacienttd s mutaci v MYD88 produkovaly po stimulaci Toll-like receptoru nebo
interleukin-1 receptoru vétSi mnozstvi interleukinu 6 a chemokinovych ligandua (CCL2, CCL3,
CCL4). Je znamo, ze vysoka produkce téchto cytokinli napomaha vytvareni mikroprostredi,
které podporuje prezivani CLL bunék. Je zajimavé, ze mutace MYD88 byla mnohem &astéjsi
u pacientd s mutovanym IgHV (7 z 8 detekovanych mutaci).

Zbyvaijici dvé popsané mutace v genech XPO1 a KLHL6 byly pfitomny u méné nez 3
% pacientu. Stoji za povSimnuti, Ze vSechny 4 detekované mutace v XPO1 genu (exportin
receptor 1) byly lokalizovany v jednom kodonu a pravdépodobné ovliviuji funkce XPO1
v transportu mRNA z jadra. V pfipadé KLHL6 vykazovaly mutace rysy charakteristické pro
vznik mechanismem somatickych hypermutaci, coz by u tohoto proteinu ddlezitého v tvorbé
germinalniho centra mohlo byt logické.

Vysledky studie Puente a koleg(i® byly nasledné rozsifeny dal$imi publikacemi. Prace
autor(i Fabbri a kol. ® potvrdila vysokou &etnost mutaci v genu NOTCH1 (zde u 15 %
pacientll) a detailné analyzovala jejich vztah k transformaci do Richterova syndromu (RS).
Frekvence mutaci v NOTCH1 u RS byla dvojnasobna (31 %) ve srovnani s kohortou CLL

pacientd (15 %). Tento rozdil byl jesté markantnéjSi pfi zohlednéni CLL vzorku



analyzovanych pouze pfi diagnéze — 10 % pacientt s mutaci v NOTCH1 — vs 31 % pacientd
pi transformaci do RS. Autofi dvou recentné& publikovanych studii "° zvolili pfistup zaloZeny
na exomovém sekvenovani nékolika desitek CLL pacientd, coz vedlo k objevu dalSich
mutaci. PFi sekvenaci exom( u 105 CLL pacientu byly identifikovany mutace celkové u 1100
riznych protein-kodujicich genti 8. Nejvétsim prekvapenim byla identifikace mutaci v genu
SF3B1, ktera je podobné Casta jako mutace NOTCH1 (9,7 % CLL pacientll). Gen SF3B1
koéduje protein, ktery je soucasti komplexu spliceosomu, nezbytného pro sestfih (splicing)
RNA. Vysoka mira konzervovanosti sekvence SF3B1 genu naznacuje jeho dulezitou ulohu
v regulaci genové exprese. Je zajimavé, ze mutace v SF3B1 byly prakticky soubézné
popsany také u myelodysplastického syndromu 2. U CLL bylo také detekovano nékolik
dalSich mutaci v jinych genech zapojenych do sestfihu RNA. NeoCekavanym pozorovanim je
Uplna absence mutaci v SF3B1 u 156 sekvenovanych non-Hogkinskych lymfomu®.

Zlstava zatim z velké Casti neobjasnéno, jak je deregulace nékterych rekurentné

mutovanych gen méla byt podstatna v biologii CLL.
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4.2 B-bunéény receptor a interakce v mikroprostredi

Cast vysledkd, které jsou nize diskutovany, se vénuje regulaci miRNA v souvislosti s B-
bunécnym receptorem (BCR) a imunoglobulinovymi geny. Pfedkladam zde tedy strucny
souhrn poznatk( o Uloze BCR u CLL.

B-bunéény receptor je vystaven na povrchu buriky, funkéné charakterizuje zraly B-
lymfocyt a jeho fyziologicka uloha souvisi s rozpoznavanim antigenu, selekci B-lymfocytl a
produkci protilatek. Signalizace prostfednictvim BCR receptoru je nezbytna pro preziti a
proliferaci normalnich i nadorovych B-lymfocyti . Imunologickd komponenta BCR vznika
prestavbou subgent pro V, D a J oblasti tézkych a V, J oblasti lehkych Fetézcl
imunoglobulind. Jedna se o proces, ktery umozfiuje B-lymfocytum vytvofit de novo protilatky
proti mnoha rdznym antigenim. Je zajimavé, Zze u CLL neodpovida frekvence pouziti

jednotlivych V elementt rozloZzeni u normalnich B-lymfocyta '*'®

. Preference urcitych V
segmentu pro tézky fetézec (IgHV) a také asociace nékterych z nich (nap¥. subgenu VH3-21)
se Spatnou prognézou vedly k nazoru, Ze se na patogenezi CLL podili stimulace a selekce
antigenem "’. Dal$i pfirozena variabilita a specificita vazby na antigen je zajisténa nahodnym
v€lefiovanim nukleotidu pfi tvorbé HCDR3 oblasti (heavy chain complementarity determining
region 3) na hranici jednotlivych vystfizenych a znovu spojenych V(D)J. Podobné jako
v pfipadé subgenl pro variabilni oblasti IgHV je také struktura-sekvence aminokyselin v
HCDR3 u CLL nenahodna ™. DuleZitou Glohu pfi vzniku IgHV hraje enzym AID (activation-
induced cytidine deaminase), ktery do néj vnasi somatické hypermutace pfi vyzravani B-
lymfocytu a tim dale zvySuje specificitu produkovanych protilatek. Pacienty s CLL Ize na
zakladé pfitomnosti anebo absence somatickych hypermutaci v IgHV rozdélit na dvé zhruba
stejné velké skupiny s medianem preziti 25 let (mutované IgHV) resp. 8 let (nemutované
IgHV). Porudena regulace AID muzZe v nékterych pfipadech vnaset nezadouci mutace i do
jinych gend napf. do BCL6 a C-MYC u lymfomt '°. Mezi pacienty s CLL se vyskytuji pfipady,
kde doslo k vneseni hypermutaci do p53 genu (TP53) a tim k jeho inaktivaci %°.

Molekuly zapojené do signalizace BCR receptorem jsou spojovany s prognézou CLL
(napf. ZAP-70, CD38), coz vedlo ke studiu dal$ich souvisejicich molekularnich drah '*1>%.
Pozoruhodnou vlastnosti CLL bunék je jejich heterogenita vreakci na stimulaci BCR
u raznych pacientd. Bunky pacientd s nemutovanym IgHV Castéji reaguji na aktivaci BCR
fosforylaci klicové signalizacni kindzy SYK, zatimco buriky pacientd s mutovanym IgHV
setrvavaji ve stavu anergie, ktery je povazovan za disledek chronické stimulace auto-
antigenem %.

Exprese molekul ZAP-70 a CD38, které se ucastni BCR signalizace na membrané je
asociovana s agresivnéjSim prubéhem onemocnéni. ZAP-70 je strukturnim homologem SYK
kinazy (viz nize) a u CLL moduluje BCR signalizaci pravdépodobné nepfimo pfes jiné
asociované molekuly 2. Tento nazor je podporovan absenci fosforylované (aktivované) ZAP-
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70 u CLL po stimulaci BCR pfesto, Ze dojde k aktivaci dalSich molekul této signaini drahy
[ERK, AKT, SYK; ?*. V&tsi potencial k reakci na stimulaci BCR dany vysokou expresi ZAP-
70 by mohl pfispivat k agresivnéjSimu klinickému pribéhu a nutnosti asné;jsi terapie u ZAP-
70-pozitivnich pacienti 2%, S hor$i prognézou a jinymi negativnimi prognostickymi faktory
(nemutované IgHV, ZAP-70, solubilni CD23, 32m, delece p53) je asociovana také exprese
molekuly CD38. Povrchovy antigen CD38 je zapojen do BCR signalizace a kooperuje se
ZAP-70, coz se odrazi na horsi prognéze pacientd CD38+/ZAP-70+ pfi srovnani se skupinou
CD38+/ZAP-70 2%  CD38 byl definovan jako membranovy receptor pro CD31 na
stromalnich a ,nurse like* bunkach, ktery disponuje také ekto-enzymatickou funkci
(metabolizmus NAD+).

Cytoplazmatickou signalizaci BCR zprostfedkovavaji u CLL pfedev§im kinazy LYN &
SYK a navazujici drahy MEK/ERK, PI3K, PKC, AKT/MCL1 [??°*]. U CLL byla popsana
abnormalni konstitutivni aktivace kinaz LYN a SYK, které prenasSi anti-apoptotické signaly
bez ohledu na vazbu antigenu na receptor. Inhibice téchto kinaz vedla k apoptéze CLL
buné&k *'. Obé& kinazy mohou pres molekuly PI3K a PLC aktivovat kinazu AKT a zvySovat
expresi anti-apoptotického proteinu MCL1 (z rodiny BCL2). Nadmérna exprese MCL1 a
BCL2 u CLL je vysvétlovana signalizaci BCR receptorem, interakci s mikroprostfedim a

A 32-34

v nedavné dobé poruchou exprese microRN Kinaza AKT muze byt také aktivovana

proto-onkogenem TCL1, jehoz zvySena exprese je pozorovana u 90 % pacientd s CLL a

%, Poznatky o uloze signalizace BCR

zpusobuje vznik lymfom0O u mySiho modelu
receptorem vedly k ivaham o mozné terapii zaloZené na inhibici jednotlivych molekul této
drahy. Zavérem lze fici, ze BCR signalizace pravdépodobné souvisi s patogenezi obou
subtypt CLL (mutované a nemutované IgHV) a jeji ovlivnéni je slibnym terapeutickym cilem.

Na patogenezi CLL se kromé& poruseni vnitfnich regulacnich mechanisma B-
lymfocytu podili také porucha externi regulace. Oboustranna interakce CLL bunék a ne-
malignich bunék spolec¢né s cirkulaci CLL mezi perifernimi uzlinami a kostni dfeni vytvari
aberantni mikroprostfedi, které dovoluje nadorovym lymfocytim pfezit a proliferovat.
Mikroprostfedi navic poskytuje bufikam prostor pro rezistenci k chemoterapii a relaps
onemocnéni *°. Pfes zvySenou expresi mnoha anti-apoptotickych molekul v CLL burikach
vySetfenych z periferni krve pacientl a pfitomnost zavaznych chromozomalnich abnormalit
(viz vySe) nejsou tyto bunky schopny samostatné dlouhodobéji pfezivat in vitro. Je také
zfejmé, ze akumulaci B-lymfocytd v periferni krvi, kterou pozorujeme v klinické praxi, musi
doprovazet jejich proliferace, ke kterému vsak v periferii nedochazi (tyto bunky jsou v G0/G,
fazi). Tyto uvahy vedly k pfedpokladu, Zze dlouhodobé preziti CLL lymfocytd je umoznéno
signaly z mikroprostfedi lymfatickych uzlin a pfedevSim kostni dfené, kde jsou lokalizovany

1

oblasti s proliferaéni aktivitou B-lymfocytd '. Uloha antigenu v patogenezi CLL byla vy$e

popsana v souvislosti se strukturou IgHV a velmi pravdépodobné CLL bunky vyuZivaji
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k svému preziti fyziologické procesy souvisejici s prezentaci antigenu a podpUrnymi signaly
od T-lymfocytd a stromalnich bunék. Proliferacni kompartment CLL je tvofen agregaty
prolymfocyt(i a para-imunoblast, které davaji vznik tzv. pseudofolikulim ***°. Oboustranna
interakce mezi burikami mikroprostfedi a CLL burikami je regulovana mnozstvim cytokinl a
adhezivnich molekul, které podporuji pfezivani CLL bunék v&etné upregulace BCL2. Bylo
popsano nékolik receptort na povrch CLL bunék, které jsou dulezité pro jejich migraci do
kostni dfené (pfedevsim CXCR4 a jeho ligand SDF-1/stroma cell-derived factor-1) a adheze
B-lymfocytl k stromalnim bufkam je chrani pfed apoptdézou spontanni i indukovanou
cytostatiky a monoklonalnimi protilatkami *°. Adhezivni molekuly lymfocytil patfi do skupiny
integrin( tvofenych podjednotkami a1/2/3/4 a B1/2. Exprese integritu a4f1 (CD49d) CLL
burikami v periferni krvi byla také asociovana s agresivitou onemocnéni *°. Za adhezi CLL
bunék k stromalnim bunkam a folikularnim dendritickym burfikam je zodpovédna také
adhezivni molekula Plexinu-B1 a jeji ligand CD100 exprimovany na vétsing CLL bunék “°.
Folikularni dendritické burky jsou dalSi skupinou bunék pfitomnych v pseudofolikulech a
jejich kontakt s CLL burikami je zaji§tén pomoci Plexinu-B1 a CD44 °?°. Je zajimavé, Ze
také z periferni krve CLL pacientl je mozné ziskat podplrné buriky pro pfeziti lymfocyta tzv.
Lhurse-like cells®, které vylu€uji SDF-1 chemokin a také exprimuji podobné jako stromalni
buriky ligand pro CD38 (molekula CD31) +™,

Mikroprostfedi kostni dfené, lymfatickych uzlin a sleziny hraje dulezitou roli v
patogenezi a progresi CLL. Interakce CLL bunék se stromalnimi burkami, nurse-like
burfikami, T-lymfocyty a dalS§imi podplrnymi burikami pomoci pfimé adheze i cytokinl je
zasadni pro prezivani, proliferaci a chemo-rezistenci leukemickych bunék. Tyto interakce
jsou také velmi slibnym cilem novych IéCiv umozriujicich mobilizaci a senzitivizaci k chemo-

immuno terapii.
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4.3 MicroRNA v patogenezi CLL

Pfedstavy o komplexnosti regulace genové exprese byly nedavno rozsSifeny o ulohu malych
molekul microRNA, coz jsou evolu¢né konzervované RNA tvofici 5 % vSech gend v genomu
(doposud popsano cca 1400 miR genu v lidském genomu, www.miRBase.org). MicroRNA
(miRNA) ovliviuji stabilitu a translaci mRNA cilovych genl a maji zasadni funkce v bunécné
diferenciaci, proliferaci a apoptéze **. MicroRNA se fyziologicky podili mimo jiné na Fizeni
hematopoézy a diferenciace bunék imunitniho systému. MicroRNA se v genomu nachazeji
z ~60 % v intronech (50 % v intronech protein-kddujicich gend, 10% v protein-nekddujicich
genech), ~10 % v exonech protein-nekddujicich genl (pfipadné jsou homology miR genu jak
v exonech tak intronech) a ~30 % miR genu lezi mimo znamé ¢&i pfedpokladané oblasti genu
4143 Samotna miRNA vznika transkripci miR gent a naslednym sestfihem primarniho
transkriptu (pomoci enzym( Drosha a Dicer). Vysledné je jednofetézcova cca ~22 nukleotidu
dlouha molekula microRNA asociovana s RNA-induced silencing komplexem (RISC).
V bufice se komplex miRNA s RISC proteiny navaze pomoci C€asteCné sekvenéni
komplementarity k cilové mRNA. Takto vazana mRNA neni translatovana nebo je sniZzena
jeji stabilita a je degradovana *°. Jedna miRNA se diky nelpiné komplementarité vaze
k mnoha mRNA, coz ma vyznamné dusledky pro regulaci proteomu a fyziologie buriky.
Mnoho studii z poslednich let dokumentuje pfirozenou specifickou expresi miRNA v tkanich
ur€itého histologického typu a zaroven je popisovana aberantni exprese miRNA v tkanich
prakticky vSech doposud studovanych nadora.

Prace prof. Croceho a kolegul v roce 2002 demonstrovala, ze delece 13914 u CLL ve
vétsiné pripadl zahrnuje dvé miRNA (miR-15a a miR-16-1) *°. Jednalo se tak o viibec prvni
popis pfimé ulohy miRNA v patogenezi nadorl. Tento objev a Casta lokalizace miRNA
v oblastech chromozomalnich aberaci u nadord [shrnuto v */] odstartoval vinu praci
zabyvajicich se deregulaci miRNA u hematologickych malignit a solidnich nador(.

Nasledné byl popsan také jeden zcild klastru miR-15a-16-1, kterym je anti-
apoptoticky protein BCL2, coZ je konzistentni s poznatky o jeho vysoké expresi u CLL “.
Byly objeveny také zarodecné a somatické mutace gend pro miRNA (v€etné miR-15a-16-1),
které v nékolika pfipadech vedly k jejich aberantni expresi “**°. Celkové jsou mutace miRNA

u cca 10 % CLL pacientd >

a mutace miR-16 se vyskytuje také u mysi, které jsou nachylné
ke vzniku CLL v dospélosti (tzv. my$ New Zealand Black) ***°. Na mysim modelu bylo také
pfimo prokazano, Ze delece oblasti zahrnujici miR-15a a miR-16-1 vede ve vzniku CLL
fenotypu a daldich B-buné&&nych malignit 5*. Souhrnné je aberantni exprese téchto dvou
miRNA c&astecné zodpovédna za deregulaci apoptézy u CLL B-lymfocytl, coz predstavuje
vyznamny pokrok ve snaze charakterizovat aberaci podilejici se na patogenezi CLL a

potencialné také dalSich malignit, kde se delece 13q14 vyskytuje (lymfom z plastovych
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bunék, mnohodetny myelom, karcinom prostaty) °°. Zlstava nevyjasnéno, jak k regulaci
fyziologie B-lymfocytl pfispivaji miR-15b a miR-16-2, které jsou lokalizovany jako homologni
klastr na chromozomu 3. Zarover se také kumuluji poznatky o patogenetickém vyznamu
genti DLEU v chromozomalni oblasti, ktera pfimo sousedi s miR-15a-16-1 >%°.

Dalsi chromozomailni aberace &etné u CLL pfedstavuje delece 17p13 (=10 %
pacienttl), delece 11q (~20 % pacienttl) a trisomie chromozomu 12 (~15 % pacientd) *>°°°7.
Jako kli€ovy tumor supresor v oblasti 17p13 byl popsan gen pro p53 a tumor-supresorem
poskozenym pii deleci 11923 je pravdépodobné& ATM *°*°". V obou pfipadech se také
vyskytuji mutace téchto gent (TP53, ATM) u CLL a jinych malignit, coz dale podporuje jejich
relevanci pro biologii malignich bunék °%. Pfesto stoji za pov$imnuti, Ze oblast 1123
obsahuje dvé miRNA (miR-34b/c) *°. Prace Fabbriho a kolegtl spojila deleci 11923 s niz&i
expresi miR-34b/c a demonstrovala, ze tyto miRNA reguluji u CLL kinazu ZAP-70, ktera je
dulezita v signalizaci skrz B-buné&&ny receptor (viz nize) %.

S deregulaci exprese miRNA byly pfimo spojeny jiz dvé &Casté chromozomalni
abnormality u CLL (del13g14 a del11g23). V pribéhu onemocnéni vSak dochazi k hromadéni
defektd v genomu CLL bunék a tim k progresi choroby (napf. delece/mutace tumor-

supresortl p53 a ATM) ©'¢2

. Exprese miRNA byla zkoumana také u téchto agresivnich
subtypl onemocnéni. U pacientl s deletovanym a/nebo mutovanym p53 jsme popsali nizkou
expresi microRNA miR-34a, miR-29c, miR-17-5p %. Niz&i exprese miR-34a byla také
popsana in vitro u CLL bunék rezistentnéjSich na gama-zareni jako zdroje poSkozeni DNA.
MicroRNA miR-34a reguluje expresi BCL2 proteinu a je transkripéné aktivovana pfimo p53
% MicroRNA miR-29c reguluje vyse diskutované protoonkogeny TCL1 a MCL1. miR-17-5p
(klastr miR-17-92) je regulovana C-MYC a fidi expresi E2F1, p21, cyklinu D1 a mnoha
dal$ich proteint dilleZitych pro buné&ény cyklus a apoptézu ®°. Publikované udaje ukazuji, ze
defekty v p53-draze zahrnuji nasledné i poruseni exprese miRNA a jejich cilovych protein(.

Sampath a kolegové popsali, ze microRNA jsou u CLL zapojeny také do regulace
apoptézy prostfednictvim ovlivnéni ubikvitinace p73 . Exprese ubikvitin ligazy ltch
(degraduijici p73) je inhibovana miR-106b. Expresi miR-106b je mozné aktivovat podanim
inhibitord histon deacetylaz, coz vede zprostifedkované k indukci p73-zavislé apoptézy u
CLL, a to také u bunék, které nemaiji funkéni p53 (nejagresivnéjsi subtyp CLL). Tyto udaje
poodhaluji mechanismus ucinku inhibitord histon deacetylaz, které jsou zvazovany pro
pouziti v klinickych studiich u CLL "%,

Nékolik publikaci popsalo rozdily v expresi miRNA u primarnich CLL vzorkd, které
vykazovaly rezistenci na podanou terapii in vitro a/nebo in vivo ®. Ferracin a kol. zkoumali
expresi miRNA u vzorku odebranych béhem podavani chemoterapie a vztah ke klinické
odpovédi pacientti na lé&bu ®°. V této studii autofi popsali indukci desitek miRNA po podani

chemoterapie in vivo a rozdily v expresi 10 miRNA u pacientd s dobrou vs. Spatnou odpoveédi
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na léCbu. Vysledky téchto studii nejsou vSak zatim dostateéné konkluzivni pro jejich vyuZiti
v predikci 1é¢ebné odpovédi. Jedna studie také srovnavala expresi miRNA u sekvenénich
vzorku odebranych od jednoho pacienta v pribé&hu choroby a popsala snizeni exprese miR-
181b pfi progresi CLL "°. Je zajimavé, Ze také &lenové rodiny miR-181 reguluji TCL1
protoonkogen a Akt-drahu, které jsou znamy svou relevanci pro CLL biologii. Zaroven byla
v myS§im modelu demonstrovana uloha miR-181 v regulaci tvorby B-lymfocytd z kmenovych
hematopoetickych bunék *2.

Jak bylo uvedeno vys$e signalizace pres B-bunécény receptor (BCR) hraje klicovou roli
v preziti normalnich i maligné transformovanych B-lymfocytt *. Aktivni signalizace ptes B-
bunécny receptor byla spojena s agresivitou CLL a v souCasné dobé jsou testovany
terapeutické pfistupy zaloZené na inhibici BCR-drahy "'. Publikace z poslednich let ukazuiji,
ze miRNA potencialné patfi mezi faktory pfispivajici k regulaci BCR-signalizace a tim k
ovlivnéni prognézy CLL. Inicialné byla definovana exprese miRNA u CLL pacientd, ktefi maiji
nemutovanou variabilni ¢ast tézkého Fetézce imunoglobulinu (IgHV) a exprimuji zaroven
tyrozin-kindzu ZAP-70 "?. Oba tyto markery jsou pfitomny u CLL bun&k s obecné aktivn&jsi
BCR-drahou a tim agresivnéj§im onemocnénim a hori prognézou [shrnuto v 77375
Identifikovany soubor 13 miRNA s prognostickou funkci zahrnoval nékteré miRNA, které jsou
deregulovany také u jinych B-buné&cnych malignit (rodina miR-29, miR-155, miR-221). Stoji
za povSimnuti, Ze expresni profily miRNA definované v naslednych studiich CLL se z velké
Casti neprekryvaji, coz se pfiCita na vrub rozdilnému sloZeni souborli a pouzitych metodik
detekce "®. Opakované byla v jednotlivych studiich popsana predevsim vy$si exprese &lentl
rodiny miR-29 u pacienti s dobrou prognézou. Uloha miR-29 v biologii CLL byla také
potvrzena v my$im modelu, kde jeji zvy$ena exprese vedla k CLL fenotypu """®. miR-29 se
tak pravdépodobné podili na poruse apoptickych procesu, nebot je zodpovédna za regulaci
TCL1 a MCL1 protoonkogentl, které jsou vice exprimovany u agresivnich subtypt CLL *°.
U transgennich mysSi exprimujicich TCL1 dochazi ke vzniku CLL a také je znama souvislost
TCL1 exprese s nemutovanym IgHV a aktivni BCR-signalizaci. DalSim z moznych
mechanisml plasobeni miR-29 je nespravna regulace metylace genomu pfi zméné exprese
de novo DNA metyl transferaz, které jsou také cilem miR-29 .

Ulohu miR-150 a miR-155 v signalizaci pfes BCR u CLL jsme popsali v nedavné dobé
ajedna se oprvni demonstraci pfimé ulohy microRNA v regulaci této fundamentalni

molekularni drahy ®’

. Také jsme popsali, Zze exprese miR-155 je u CLL regulovana
transkripénim faktorem MYB %2, Objasnili jsme, e exprese miR-155 pfispiva k regulaci
fosfataz zodpovédnych za fizeni BCR-signalizace a preziti CLL bunék ®°. Relevanci miRNA
pro BCR-drahu také podpofily studie popisujici indukci (v&etné miR-155) a represi miRNA po

stimulaci B-bun&&ného receptoru *2.
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Typickou vlastnosti CLL je preferenéni vyuzivani nékterych subgenl pro tézké a
lehké Fetézce imunoglobulinovych genu, které pak davaji vznik BCR na povrchu bunék.
Pfedpoklada se, Ze jsou Castéji vyuzivany subgeny, které ve vysledku tvofi imunoglobulin
majici tendenci k vazb& na auto-antigeny, &imz podporuje preziti maligniho klonu 3. V této
souvislosti jsme popsali vysokou expresi miR-650 u pacientd s CLL, ktefi vyuzivaji tzv. V2
subgeny pro lambda lehké fetézce imunoglobulinovych gent . miR-650 pfispiva k regulaci
dllezitych transkripénich faktort, proliferace B-lymfocytl a jeji exprese je spojena
s prognézou onemocnéni %°. DuleZitad uloha miRNA ve fyziologické regulaci BCR-drahy u
normalnich B-lymfocytt °° se také promita do jejich deregulace u malignich bunék.

Chronicka lymfocytarni leukémie ma extrémné variabilni prognézu od desitek mésict

po desitky let, coz vede khledani vhodnych prognostickych markerti "

. Prvni prace
zabyvajici se miRNA u CLL studovaly jejich expresi u subtypu onemocnéni, které se klinicky
chovaji nepfiznivé. Byl takto definovan expresni profii miRNA u pacientll s nemutovanym
IgHV a expresi ZAP-70 (viz vySe). Stamatopoulos a kol. analyzovali publikovana data a
testovali expresi dvou vybranych miRNA (miR-29c a miR-223) na velkém souboru dobfe
charakterizovanych CLL pacientt (n=110) ®. Ob& miRNA bylo moZné samostatné nebo
v kombinaci s dalSimi markery pouzit k rozliSeni pacientl dle délky ¢asu do prvni terapie a
celkového preziti. Zajimavé Udaje také pfineslo studium exprese miRNA u pacientl s velmi
nepfiznivou prognézou nesoucich p53 abnormalitu (delece a/nebo mutace). Srovnani
exprese 7 vybranych miRNA u 104 CLL pacientd (60 % mélo p53 deleci) identifikovalo vyssi
expresi miR-21 jako dobry marker delece a celkového preziti °"%2%% U pacientt s p53
mutaci byla také popsana cca 10krat niz$i exprese miR-34a, ktera je pfimym cilem p53 °°.
PredevsSim rozdil v expresi miR-34a u pacientl s p53 mutaci by mohl byt realné vyuzitelny
v klinické praxi, nebot identifikace téchto pacientl je technicky naroéna a vétSinou zahrnuje
krok pre-screeningu °. V sou¢asném okamziku neni vhodné doporugit kvantifikaci miRNA
pro béznou klinickou praxi a jejich prognosticky vyznam je nyni validovanym v klinickych
studiich. Publikované studie postupné odhaluji, jak jsou miRNA zapojeny do odpovédi
nadorovych bunék na poskozeni DNA, indukci apoptdzy a navozeni rezistence na |éCbu. Lze
spekulovat, ze lepSi pochopeni jejich biologie by mohlo mit dusledky pro cilenou Ié¢bu a to

jako prediktory odpovédi ¢i dokonce terapeutické cile.
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5. VLASTNi PRINOS A KOMENTAR K VYBRANYM PUBLIKACIM

5.1 Optimalizace metod izolace a kvantifikace miRNA u CLL

o Mraz M, Malinova K, Mayer J, Pospisilova S. MicroRNA isolation and stability in stored
RNA samples. Biochem Biophys Res Commun. 2009;390(1):1-4.
PRILOHA 1

Problematika analyzy exprese miRNA je relativné pocatku a zatim nejsou pfijaty a
definovany standardy studia miRNA. V publikaci Mraz et al. BBRC (2009) jsme se pokusili
alespon ¢astecné srovnat vliv riznych postupl izolace mRNA na vysledna expresni data a
také stabilitu miRNA v izolované totalni RNA.

Veskeré analyzy byly provadény na vzorcich B-lymfocytd od CLL pacientl s Cistotou
vyS88i nez 95 % CD5+CD19+ bunék. Pro analyzu exprese microRNA bylo nutné zavést
vhodnou metodu izolace RNA. Nékteré metody vyuZivajici adsorpci RNA na silikovém
povrchu kolonek nejsou pro izolaci microRNA vhodné. V literatufe se také objevila zminka o
nestabilité microRNA v zamraZenych vzorcich °'. Tato skute¢nost by omezovala nase
moznosti studia, a proto jsme se rozhodli ovéfit kvalitu RNA po dlouhodobém uchopani (-
80°C). Na zakladé stanoveni exprese panelu miRNA jsme potvrdili reproducibilitu expresnich
analyz pfi pouziti dlouhodobé skladovanych vzorkl. Tato publikace je pfes vyuziti CLL

vzorkl jako modelu vysoce citovana v literatufe, ktera se vénuje izolaci miRNA obecné.
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5.2 Deregulace apoptické drahy p53 a tloha miRNA u CLL

o Mraz M, Malinova K, Kotaskova J, Pavlova S, Tichy B, Malcikova J, Stano Kozubik K,
Smardova J, Brychtova Y, Doubek M, Trbusek M, Mayer J, Pospisilova S. miR-34a,
miR-29c and miR-17-5p are downregulated in CLL patients with TP53 abnormalities.
Leukemia. 2009;23(6):1159-63. PRILOHA 2

o Mraz M, Pospisilova S, Malinova K, Slapak I, Mayer J. MicroRNAs in chronic lymphocytic
leukemia pathogenesis and disease subtypes. Leuk Lymphoma. 2009;50(3):506-9.
PRILOHA 3

o Trbusek M, Smardova J, Malcikova J, Sebejova L, Dobes P, Svitakova M, Vranova V,
Mraz M, Francova HS, Doubek M, Brychtova Y, Kuglik P, Pospisilova S, Mayer J.
Missense mutations located in structural p53 DNA-binding motifs are associated with
extremely poor survival in chronic lymphocytic leukemia. J Clin Oncol. 2011 Jul
1;29(19):2703-8. PRILOHA 4

o te Raa GD, Malcikova J, Pospisilova S, Trbusek M, Mraz M, Garff-Tavernier ML, Merle-
Béral H, Lin K, Pettitt AR, Merkel O, Stankovic T, van Oers MH, Eldering E, Stilgenbauer
S, Zenz T, Kater AP; European Research Initiative on CLL (ERIC). Overview of available
p53 function tests in relation to TP53 and ATM gene alterations and chemoresistance in
chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2013 Aug;54(8):1849-53. PRILOHA 5

o Navrkalova V, Sebejova L, Zemanova J, Kminkova J, Kubesova B, Malcikova J, Mraz M,
Smardova J, Pavlova S, Doubek M, Brychtova Y, Potesil D, Nemethova V, Mayer J,
Pospisilova S, Trbusek M. ATM mutations uniformly lead to ATM dysfunction in chronic
lymphocytic leukemia: application of functional test using doxorubicin. Haematologica.
2013 Jul;98(7):1124-31. PRILOHA 6

o Doubek M, Trbudek M, Mal&ikova J, Brychtova Y, Smardova J, Lochmanova J, Panovska
A, Skuhrova Francova H, Mraz M, Tichy B, Sebejova L, Navrkalova V, Plevova K, Kuglik
P, Mayer J, PospiSilova S. Specific p53 mutations do not impact results of alemtuzumab
therapy among patients with chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2012
Sep;53(9):1817-9. PRILOHA 7

o te Raa GD, Malcikova J, Mraz M, Trbusek M., Le Garff-Tavernier H, Merle-Béral H, Greil
R, Merkel 0, Pospisilova S, Lin K, Pettitt AR, Stankovic T, van Oers NH, Eldering E,
Stilgenbauer S, Zenz T, Kater AP, on behalf of the European Research Initiative on CLL
(ERIC). Assessment of p53 Functionality in Chronic Lymphocytic Leukemia by Different
Assays; an ERIC-wide Approach. British Journal of Hematology, in press. PRILOHA 8

Kromé statusu IgHV jsou delece a mutace p53 genu kliCovymi faktory v agresivité CLL
bunék a rezistence na podavanou cytostatickou [éCbu. PFfitomnost téchto abnormalit
samostatné (delece nebo mutace p53) ¢i v kombinaci (delece a mutace druhé alely) ma
jednoznaéné negativni prognosticky vliv %%, Také jsme prokazali, Ze specifické mutace p53
postihujici  proteinovou doménu zodpovédnou za vazbu kDNA, jsou spojeny
s nejagresivn&j$im onemocné&nim®®’. Pro detekci abnormalit v p53 a ATM u CLL jsme
vyvinuli a validovali nékolik metodik®"%.

Pouziti microarray technologie umoznilo v nedavné dobé& definovat expresni profil

miRNA u riiznych subtypt CLL a zdravych kontrolnich B-lymfocytd 2. P¥i dalim studiu byl
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popsan soubor 13 miRNA, jejichz expresi Ize asociovat s prognostickymi faktory a progresi

onemocnéni “,

Analyzu exprese téchto miRNA Ize vyuzit krozliSeni pacientd
s nemutovanou variabilni ¢asti téZkého fetézce imunoglobulinu (IgHV) a exprimujicich
tyrozin-kinazu ZAP-70 (pacienti s hor§i prognézou) od pacientl bez exprese ZAP-70 a
s mutovanym IgHV (pacienti s lepSi prognézou). V naSich studiich jsme se zaméfili na
studium exprese miRNA u CLL vzorku s mutovanym a nemutovanym IgHV. Pozorovali jsme
snizenou expresi miRNA miR-23a, miR-23b a miR-15a u pacientd s mutovanym IgHV. Je
zajimaveé, ze charakter exprese miR-16 nebyl podobny expresi miR-15 presto, Ze obé tyto
miRNA jsou lokalizovany v oblasti 13q14 (tzv. 13q14 cluster). Dvé z téchto miRNA (miR-23b,
miR-15a) byli jiz v této souvislosti popsany v publikaci *®. Exprese miRNA u subtypu CLL
s TP53 aberaci nebyla v dobé zahajeni studie znama a nami publikovana data vyrazné
prispéla k pochopeni ulohy miRNA u tohoto subtypu onemocnéni. V nasi studii byla pomoci
RT-PCR zjisténa snizena exprese tfi miRNA — miR-34a, miR-29¢c a miR-17-5p u pacientl s
p53 abnormalitou (del/mut TP53 n=12, wt TP53 n=18). Zvlasté vyrazna byla zména exprese
u miR-34a (p=0,000001). miR-34a patfi mezi pfimé transaktivaéni cile p53 *a byla také
popsana regulace exprese genu BCL2 pomoci miR-34 28 a Gloha této miRNA pfi spousténi
apoptdzy a zastavé bunécného cyklu. V nasi praci se vibec poprvé podafilo prokazat zménu
v expresi microRNA miR-34a v zavislosti na funkénosti genu p53 také in vivo pfimo u
pacientl. Vzhledem k prokazanému vlivu miR-34 na dalSi dulezité proteiny muze tato miRNA
hrat vyznamnou roli v patogenezi/progresi CLL. Mezi dalSi microRNA, které se liSi svou
expresi u pacientll s deleci a/nebo mutaci p53 oproti pacientlim s wild-type p53 patfi miR-
29c. miR-29c reguluje TCL1 proto-onkogen. TCL1 je ko-aktivatorem PI3K/AKT kinazy a
reguluje mnohé pro- a anti-apoptotické signaly 2. U transgennich mysi exprimujicich TCL1
dochazi ke spontannimu vzniku CLL a také je znama souvislost TCL1 exprese s
nemutovanym IgHV. DalSim cilem miR-29 je anti-apoptoticky gen MCL1 deregulovany u CLL
(z rodiny BCL2) a obdobné jako TCL1 je znam z mySiho modelu chronické lymfocytarni
leukémie. Nabizi se zde tedy moznost UCasti miR-29 pfi vzniku agresivni formy CLL
s deleci/mutaci p53. Treti miRNA, ktera je abnormalné regulovana ve vzorcich s aberantnim
p53 genem, je miR-17-5p. Tato Casto studovana molekula je soucasti klastru miRNA
regulovaného proto-onkogenem c-MYC (miR-17-92). miR-17-5p reguluje napf. p21, E2F1,
Cycklin D a je také soucasti c-myc regulované odpovédi na hypoxické prostfedi. Navic jsme
zjistili zménu exprese dalSich, hypoxii regulovanych, miRNA (miR-23a a miR-29b) u pacientu
s rdznym muta¢nim statusem IgHV. Spojenim literarnich dat a naSich poznatk( umoznilo
vytvoreni prognostického panelu u CLL.

Soucasti téchto studii byl také vyzkum ulohy miRNA v odpovédi na poskozeni DNA u
lidskych embryonalnich kmenovych bunék, které na takovéto poskozeni reaguji velmi

senzitivné. Tento model nam umoznil testovat pouzité metody a také objasnit, do jaké miry
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mohou byt fyziologicky miRNA zapojeny do odpovédi na poskozeni DNA'™'. Stoji za
povSimnuti, Ze tato studie odhalila fundamentalni ulohu miRNA v regulaci bun&¢ného cyklu
pfes protein p21. Lze spekulovat, Ze podobné regulace by mohly probihat také
v nediferencovanych burikdch nékterych akutnich B bunécnych leukémii, coz bude dale

testovano.
Ziskané vysledky ukazuji biologickou ulohu miRNA a p53 draze a roli microRNA v

patogenezi/progresi hematologickych malignit s poSkozenou drahou p53.
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5.3 Struktura lokusu 22911 a jeho vliv na expresi miR-650

o Mraz M, Dolezalova D, Plevova K, Stano Kozubik K, Mayerova V, Cerna K, Musilova K,
Tichy B, Pavlova S, Borsky M, Verner J, Doubek M, Brychtova Y, Trbusek M, Hampl A,
Mayer J, Pospisilova S.MicroRNA-650 expression is influenced by immunoglobulin gene
rearrangement and affects the biology of chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2012
119(9):2110-3. PRILOHA 9

o Mraz M, Stano Kozubik K, Plevova K, Musilova K, Tichy B, Borsky M, Kuglik P, Doubek
M, Brychtova Y, Mayer J, Pospisilova S. The origin of deletion 22q11 in chronic
lymphocytic leukemia is related to the rearrangement of immunoglobulin lambda light
chain locus. Leuk Res. 2013 Jul;37(7):802-8. PRILOHA 10

Pfi studiu chromozomalnich aberaci u CLL bala popsana €asta rekurentni aberace v lokusu
22q11 2. Komplexné jsme charakterizovali ptivod chromozomalnich prestaveb v této oblasti
u CLL, které mohou mit potencialni vliv na hladiny miRNA a protein-kédujicich genu.
Prokazali jsme, ze vSechny prestavby detekované v této oblasti v nasi skupiné pacient(
(n=7/40), které byly jinymi autory povazovany za pravé chromozomalni aberace, jsou
dusledkem fyziologické prestavby lehkych fetezcli immunoglobulinG’®. Nasledn& jsme
prokazali, Ze neovliviuji expresi protein-kédujicich gent, které jsou v této oblasti obsazeny,
ale mohou ovlivnit expresi miRNA-650. Dale jsme se tedy vénovali studiu miR-650
lokalizovaného v lokusu 22g11. Homology miR-650 jsou pfitomny v nékolika subgenech
lehkych fetézce. Prokazali jsme, Ze u pacientl dochazi pfi vyuziti subgenu pro lehky fetézec
obsahujiciho miR-650 (rodina V2 subgenu) ke koordinované expresi microRNA spole¢né
s lehkym fetézcem imunoglobulinu. Timto byl popsan zcela novy mechanismus regulace
microRNA spole¢né s genem pro imunoglobulin. Exprese miR-650 je také spojena
s prognoézou chronické lymfocytarni leukémie tj. Casem do prvni terapie a celkovym piezitim.
Nasledné experimenty také prokazaly, ze miR-650 reguluje proliferaci B-lymfocytu in vitro.
Pro identifikaci cilovych genl této microRNA jsme provedli transfekéni experimenty se
syntetickou miR-650 a western blot analyzu potencialnich cil( této microRNA (CDK1, ING4
atd). Cile této microRNA byly také hledany na udrovni bioinformatické analyzy s vyuzitim
databaze TargetScan (protein EBF3) a nasledné ovéfeny pomoci Western Blotu. Prokazali
jsme, ze miR-650 reguluje expresi nékolika proteintt (ING4, CDK1, EBF3) relevantnich pro

vyvoj B-lymfocyttl &i jejich proliferaci 3.
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5.4 Uloha interakci v mikroprostredi v biologii CLL a vliv miRNA

o Mraz M, Chen L, Rassenti LZ, Ghia EM, Li H, Jepsen K, Smith EN, Messer K, Frazer KA,
Kipps TJ. MicroRNA-150 contributes to the proficiency of B-cell receptor signaling in
chronic lymphocytic leukemia by regulating expression of GAB1 and FOXP1 genes.
Blood. 2014 May 1. [Epub ahead of print] PRILOHA 11

o Mraz M, Kipps TJ. MicroRNAs and B cell receptor signaling in chronic lymphocytic
leukemia. Leuk Lymphoma. 2013 Aug;54(8):1836-9. PRILOHA 12

o Mraz M, Zent CS, Church AK, Jelinek DF, Wu X, Pospisilova S, Ansell SM, Novak AJ,
Kay NE, Witzig TE, Nowakowski GS. Bone marrow stromal cells protect lymphoma B-
cells from rituximab-induced apoptosis and targeting integrin a-4--1 (VLA-4) with
natalizumab can overcome this resistance. Br J Haematol. 2011 Oct;155(1):53-64.
PRILOHA 13

o CuiB, Chenl, Zhang S, Mraz M, Fecteau JF, Yu J, Ghia EM, Zhang L, Bao L, Rassenti
LZ, Messer K, Calin GA, Croce CM, Kipps TJ. MicroRNA-155 Influences B-cell Receptor
Signaling And Associates With Aggressive Disease In Chronic Lymphocytic Leukemia.
Blood. v tisku PRILOHA 14

o Vargova K, Curik N, Burda P, Basova P, Kulvait V, Pospisil V, Savvulidi F, Kokavec J,
Necas E, Berkova A, Obrtlikova P, Karban J, Mraz M, Pospisilova S, Mayer J, Trneny M,
Zavadil J, Stopka T. MYB transcriptionally regulates the miR-155 host gene in chronic
lymphocytic leukemia. Blood. 2011 Apr 7;117(14):3816-25. PRILOHA 15

Zakladni subtypy CLL definované pfitomnosti/absenci mutaci v IgHV se vyrazné liSi nejenom

v prognéze 1%

, ale pfedev8im v nékterych funkénich aspektech BCR signalizace. Bunky
s nemutovanym IgHV odpovidaji na stimulaci BCR in vitro vyraznéjsi aktivaci signaliza¢nich
molekul a fosforylaci kindz zodpovédnych za aktivaci genti anti-apoptické odpovédi ', Na
druhé strané, CLL bunky s mutovanym IgHV exprimuji mensi mnozstvi IgM na svém povrchu
a jsou vice anergni vigi BCR stimulaci *. Je tfeba zd(iraznit, Ze tyto poznatky vychazeji ze
studia CLL bunék ziskanych z periferni krve a pravdépodobné& neodrazeji charakteristiky
kliCcové populace délicich se CLL bunék v lymfatickych uzlinach a kostni dfeni. Zaroven bylo
nedavno prekvapivé popsano, Ze specificka struktura BCR receptoru derivovaného z CLL
bunék zplsobuje konstitutivni signalizaci bez ptitomnosti antigenu '%°. Tyto poznatky zatim
nejsou zcela vysvétleny na molekularni drovni, ale je pravdépodobné, Ze antigen-
dependentni signalizace se u CLL bunék ¢asto kombinuje také s konstitutivni aktivaci BCR
drahy. Signalizace pfes BCR zprostfedkovava u CLL bunék nezbytné signaly pro pfreziti,

proliferaci, migraci a rezistenci k terapii '°'%

. BCR signalizace je propojena na mnoha
urovnich s adhezi a migraci B bunék, nebot ta souvisi s jejich lokalizaci v primarnich a
sekundarnich lymfatickych organech, kde jsou vystaveny antigenim a antigen-prezentujicim
bunikam. Neni prekvapivé, ze inhibice BCR drahy ma pro maligni lymfocyt fatalni dusledky
uvédomime-li si jeji dllezitou ulohu pro osud vyvijejiciho se normalniho B-lymfocytu a

klonalni proliferaci maturovaného B-lymfocytu.
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Imunoglobulinova komponenta BCR sama o sob& nema kinazovou aktivitu a prvni
kindazou odpovidajici na jeho stimulaci je Lyn, ktera fosforyluje cytoplazmatické casti BCR-
asociovanych Iga a IgB (ITAM), které nasledné slouzi jako mista organizace ,signalosomu®

(shrnuto v '%)

. BCR signalizace je dale propagovana kinazou Lyn rekrutujici PI3K, kinazou
Syk pomoci asociace s adaptorovou molekulou BLNK a kinazou Btk aktivujici fosfolipazu
PLCy2 " . Funkci vy$e zminénych kinaz je aktivovat proteiny PLCy2 a PI3K zodpovédné za
integraci signalu a produkci tzv. druhych poslti. PLCy2 produkuje inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG), které vedou k wyliti intracelularnich zasob kalcia a aktivaci
proteinkinazy C, MAPK, ERK1/2, p38, transkripcni aktivaci NFkB a dalSich. PI3K je na
membrané vazana k intracelularni ¢asti CD19 a dava vznik fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfatu a
posiluje BCR signalizaci pres dalsi aktivaci Btk a Akt drahu '°®. V nasi praci jsme popsali
zasadni ulohu miR-150 v regulaci aktivace BCR signaliza¢ni drahy a Akt drahy u CLL bunék
8 |dentifikovali a ové&fili jsme na zakladé DNA mikroCipa dva nové cile této miRNA, které
jsou relevantni pro CLL. Zaroven jsme postulovali nékteré dalSi miRNA, které by se mohly
BCR signalizace ugastnit '°°.

U CLL byla kromé vySe zminénych proteinli popsana d(lezita Gloha tyrozin kinazy
ZAP-70, ktera zde ale pravdépodobné funguje spiSe jako adaptorova molekula nékteré
z kinaz ?2. Rozdily v expresi ZAP-70 jsou silné asociovany s odpovédi CLL bun&k na
stimulaci BCR in vifro a jsou dobfe znamym prognostickym faktorem spojenym s
nemutovanym IgHV ?*. Podobné také CD38 a CD49d, obé& asociované s prognézou CLL,
napomahaji svymi funkcemi v iniciaci BCR signalizace a mozna tak integruji vice signalu
v mikroprostfedi lymfatickych organ(, kde zprostfedkovavaji adhezi a migraci %%, V nasi
praci jsme prokazali, ze inhibice CD49d je vhodnym mechanismem k pfekonani rezistence
v mikroprostfedi kostni dfen& a lymfatickych organt®. Zarover jsme tak zavedli vhodny
model ke studiu miRNA regulovanych v ramci adheze B bunék.

Jednou z nejc¢astéji studovanych miRNA v biologii B buné¢nych malignit je miR-155,
jejiz exprese je regulovana adhezi a typicky jw nadmérné exprimovana u B bunécnych
malignit "'®""*. Napfiklad u subtypti ABC a GCB DLBCL, které se podstatné li§i délkou preZiti
ma hladina exprese miR-155 prognosticky vyznam. Nedavno byl také popsan vztah mezi
expresi miR-155 a NF-kB v bun&énych liniich DLBCL "*. V burikach s vysokym mnoZstvim
miR-155 je vyznamné vySSi aktivita NF-kB a exprese miR-155 v DLBCL mlze byt fizena
aktivitou drahy NF-kB, coZ bylo naznageno rovnéz u Burkittova lymfomu "*'"® Sirsi role
miR-155 ve vzniku lymfom0 byla potvrzena prvnim transgennim mysim modelem pro miRNA
(Ep-miR-155), v némz byla exprese miR-155 pod kontrolou zesilovade Ep z Vy promotoru
IgH """, Dochéazelo tak ke zvy$ené expresi miR-155 v B-lymfocytech, v diisledku &ehoZ se u
mySi postupné vyvinul B-buné&Cny nador, jehoz bunky se fenotypové podobaly burikdm

lidskych B-bunéénych malignit. MicroRNA miR-155 je velmi pravdépodobné zahrnuta do
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iniciace a/nebo progrese lymfomU a poprvé bylo prokazano, ze deregulace byt jediné miRNA
je dostaguijici pro vznik maligniho nadoru . Costinean a kolegové také prokazali, Ze cilem
miR-155 jsou proteiny SHIP a C/EBPB, které jsou znamé svou roli ve zrani B-lymfocytd 2.
Transgenni mysSi vykazovaly nejvysSi expresi miR-155 na stupni pre-B-lymfocytd, &imz
dochazelo ke snizeni tvorby SHIP i C/EBP, zastaveni diferenciace pre-B-lymfocytl a vzniku
leukémie. Vyznam miR-155 jsme objasnili u CLL, kde reguluje hematopoeticky transkripCni
faktor PU.1 '8, Podstatnym krokem v pochopeni Glohy miR-155 v biologii B lymfocyt(i pak
byla naSe recentné publikované prace, ktera pfimo demonstrovala jeji ulohu v BCR
signalizaci u CLL pres regulaci kli¢ové fosfatazy SHIP-1%2.
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5.5 Vyskyt mutaci v miRNA u CLL

o Kminkova J, Mraz M, Zaprazna K, Navrkalova V, Tichy B, Plevova K, Malcikova J, Cerna
K, Rausch T, Benes V, Brychtova Y, Doubek M, Mayer J, Pospisilova S. Identification of
novel sequence variations in microRNAs in chronic lymphocytic leukemia.
Carcinogenesis. 2014 May;35(5):992-1002. doi: 10.1093/carcin/bgt396. Epub 2013 Dec
4. PRILOHA 16

Vyznam miRNA v biologii CLL byl jasné demonstrovan pro pfipad delece 13q14 obsahujici
miR-15-16. Lze tedy pfedpokladat, Zze by se mohly u malignich B bunék také vyskytovat
mutace v miRNA. Provedeli jsme re-sekvenacni analyzu pro 109 microRNA genu u celkem
105 vzorkua u 98 CLL pacientd (u 7 pacientd byla analyzovana DNA ze dvou rliznych dat
odbér periferni krve). Dale byla mutacni analyza gent pro microRNA provedena u 15
zdravych kontrol. Resekvenaéni mikroCip byl navrzen tak, aby byla analyzovana cela oblast
pre-microRNA, vCetné maturované microRNA, a pfiblizné 40 nukleotidd z pri-microRNA
oblasti (cca 20 nukleotidd od 5° konce pre-microRNA a 20 nukleotidd od 3°konce pre-
microRNA). Byla také analyzovana miRNA-16-1 nachazejici se v oblasti 13q, coz je
nejcastéji deletovana oblast u CLL pacientl. Celkem bylo metodou Sangerova sekvenovani
analyzovano 193 pacientu, jez byli vybrani na zakladé (ne)pfitomnosti delece oblasti 13q.
Mimo jiné byly v projektu analyzovany primarni oblasti miRNA-29b-2 a miRNA-29c, jejichz
aberantni exprese, jejiz pfi€iny nejsou dosud znamy, je vysoce asociovana s patogenezi
CLL. Tyto microRNA byly sekvenovany u 213 CLL pacientd. V genech pro microRNA bylo
resekvenacénimi mikroCipy detekovano a nasledné ovéfeno pfimym sekvenovanim 5 novych
heterozygotnich zamén (mutaci) u 5 riznych CLL pacientu. Mutace nalezena v pre-miR-16-1
byla pfimym sekvenovanim detekovana u dvou potomkl (dcera, syn) daného pacienta.
Mutace popsana v primarni oblasti této microRNA al. nebyla resekvenacnimi mikroCipy
detekovana a nebyla nalezena ani v dalSim souboru 193 pacientu, coz svéd¢i o velmi nizké
frekvenci zamén v této microRNA u CLL pacientd. Metodou gqRT-PCR bylo zjisténo, zZe
hladiny exprese maturované miR-16-1 jsou niz8i v bufikach transfekovanych mut-plasmidem
oproti bunkam s wt-plasmidem (p<0,01). V pfipadé expresni analyzy genu BCLZ2 byly jeho
hladiny vySSi u bunék s mut-plasmidem nez u bunék s wt-plasmidem (p<0,05). Obé zjisténi
tedy potvrzuji, Ze nové identifikovana mutace ma funkéni vyznam. Zavérem Ize fFici, Ze
sekvencni varianty se vyskytuji u CLL pacientl a mohou byt asociovany s biologii a/nebo

patogenezi CLL.
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5.6 Prehledové prace shrnujici problematiku

o Mraz M, Pospisilova S. MicroRNAs in chronic lymphocytic leukemia: from causality to
associations and back. Expert Rev Hematol. 2012 Dec;5(6):579-81. PRILOHA 17

o Dolezalova D, Mraz M, Hampl A. miRNA in Embryonic Stem Cells. v MICRORNA IN
REGENERATIVE MEDICINE (Elsevier Inc.) 2014. Vtisku (kapitola v zahranicni
monografii). PRILOHA 18

o Mraz M, Musilova K, Mayer J, PospiSilova S. MicroRNA u B-bunécénych lymfoma.
MikroRNA v onkologii. Galén 2012. (kapitola v monografii). PRILOHA 19

o Mraz M, Mayerova V, Cerna K, Dolezalova D, Musilova K, Mayer J, PospiSilova S.
MicroRNA u chronické lymfocytarni leukémie. MikroRNA v onkologii. Galén 2012.
(kapitola v monografii). PRILOHA 20

o Mraz M, PospiSilovda S. Genova terapie u hematologickych onemocneéni: historie a
budoucnost. Molekularni hematologii. Galén. 2013 (kapitola v monografii). PRILOHA 21

o Trbusek M, Mraz M, PospiSilova S, Doubek M. Molekularni patogeneze B-bunécné
chronické lymfocytarni leukémie (B- CLL). Molekularni hematologii. Galén. 2013 (kapitola
v monografii). PRILOHA 22

o Mraz M, Doubek M, Mayer J. Inhibici signalizace B-bunéZnym receptorem: prvni cilena
léCba u chronické lymfatické leukemie a dalSich B-bunécnych lymfomu. Klinicka
onkologie. 2013; 26(3): 179-185 179. PRILOHA 23

o Mraz M,Trbusek M, Dolezalova D, Malcikova J, Supikova J, Stano-Kozubik K, Kantorova
B, Mayer J, Pospisilova S. Identifikace patogeneticky vyznamnych mutaci u chronické
lymfatické leukémie pomoci ,sekvenovani nové generace“. Transfuze a hematologie
dnes. 2012; 18: 72-75. PRILOHA 24

o Mraz M, Paviova S, Malgikova J, Malinova K, Mayer J, Pospisilova, S. Molekularni
patogeneze chronické lymfocytarni leukémie. Transfuze a hematologie dnes. 2010;
Suppl 1: 16-20. PRILOHA 25

o Mraz M, PospiSilovd S, Mayer J. MicroRNA v patogenezi chronické lymfocytarni
leukémie a jejich prognosticky vyznam. Transfuze a hematologie dnes. 2010 Suppl 1: 33-
35. PRILOHA 26

o Pospisilova S, Malinova K, Mraz M, Mayer J. MicroRNA — malé molekuly s velkym
vyznamem (nejen) u hematologickych malignit. Transfuze a hematologie dnes. 2008; 14:
180-187. PRILOHA 27

o Létalova E, Doubek M, Folber F, Verner J, Mraz M, PospisSilova S, Mayer J.
Mikroprostiedi kostni dfené a jeho role v patogenezi leukemii. Transfuze Hematol. Dnes.
2011;4: 171-176. PRILOHA 28

o Kusenda B, Mraz M, Mayer J, Pospisilova S. MicroBI}JA biogenesis, functionality and
cancer relevance. Biomed Pap. 2006;150(2):205-15. PRILOHA 29

o SedaV, Mraz M. B-cell receptor signalling and its crosstalk with other pathways in
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PRILOHA 30
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6. ZAVER

Od roku 2002 se hromadi poznatky o mozném vyznamu miRNA v patogenezi CLL a B
bunécnych malignit. Habilitacni prace (pfedkladana jako komentovany soubor publikovanych
praci) se vénuje molekularni patogeneze B bunécnych malignit a uloze microRNA v jejich
biologii. Jako modelova choroba je v této souvislosti studovana chronicka lymfocytarni
leukémie (CLL), ktera je nejcastéjSi leukémii dospélé populace a byla jako viabec prvni
onemocnéni spojena s deregulaci miRNA. MicroRNA jsou dulezitou soucasti procesu
hematopoézy, nebot reguluji diferenciaci hematopoetickych bunék a vyznamné se podili na
fizeni jejich apoptézy a proliferace. Abnormalni exprese miRNA byla popsana u zatim vSech
doposud studovanych B-bunénych malignit. K nejCastéji deregulovanym miRNA patfi
miR-155, miR-34a, miR-21 ¢i klastr miR-17-92. U v8ech téchto miRNA bylo na mySim
modelu in vivo prokazano, Ze vyznamné pfispivaji kvyvoji lymfomld. Mezi miRNA
se snizenou expresi v B-lymfomech spada napf. rodina miR-29 a let-7a. U téchto miRNA se
predpoklada, ze maiji pfedevs§im tumor-supresorové funkce, které jsou jejich nizsi expresi
poruseny. Deregulace miRNA ma vyznamny vliv na biologické vlastnosti malignich bunék a
analyza exprese miRNA pfinasi informace o prognéze onemocnéni. Publikace komentované
v této habilitaéni praci zasadnim zptsobem pfispély k pochopeni tulohy miRNA v patogenezi,
progndéze a progresi CLL. Popsali jsme jejich ulohu u bunék s poskozenou p53 drahou, vztah
ke struktufe a aktivaci BCR a jejich prognosticky vyznam (celkovy impakt faktor 123,1;
citovano 242krat).

Vysledky publikované uchaze€em a jejich zasazeni do kontextu biologie B bunécnych
malignit pfispélo z&sadnim zplsobem k objasnéni ulohy microRNA v jejich biologii.
V budoucnosti bude tfeba objasnit, do jaké miry jsou aberace miRNA relevantni pro iniciaci
choroby a zda by bylo mozné pouzit jejich kvantifikaci jako nastroj predikce odpovédi na

IéCbu &i napf. inhibitory/aktivatory miRNA v terapii.
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