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Monoklondlni gamapatie

a Abnormadlni proteiny v séru nebo v moci

o Tyto proteiny jsou produkovany klonem plazmatickych
nebo lymfoidnich bunék
ES
Mnohocetny myelom
Plasmoceluldrni leukémie
Primarni amyloidéza
Solitarni plazmocytom
Waldenstrémova makroglobulinémie

World Health
Organization
Adam, 2011
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Plazmatické burky

Druh bilych krvinek zodpovédnych za tvorbu protildtek
Obvykle 5% v kostni dreni

U MM nddorové zménény

Vytvareji monoklondlni imunoglobulin = paraprotein
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Protilatky

Rozeznat a zneskodnit cizi objekty v organismu.

Eliminace daného patogenu

Funkce: opsonizace (vede k fagocytoze), neutralizace,

tvorba komplexd
IgG, IgA, IgM, IgE a IgD
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Protilatky tridy Ig6 jsou schopné pronikat do tkani a
jako jediné béhem téhotenstvi prostupuji placentou
do téla plodu.

Protilatky tridy IgA vznikaji hlavné ve sliznicich
(stfeva a dychacich cest) a zabrariuji priniku
mikroorganizmi do téla.

Protilatky tridy IgM se tvori jako prvni béhem
infekce. Zajist'uji tak ochranu organizmu béhem
prvnich dni, nez se vytvori ostatni typy protilatek.

Protilatky tridy IgE se UCastni hlavné pri obrané
proti cizorodym parazitim a dcastni se alergickych
reakci.

Funkce protilatek tridy IgD je stdle nejasna.
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J-retézec

sekreéni komponenta =

IgA se vyskytuje na skznicich jako spojeni 2 molekul
protilatky. Spojeny jsou.etézcem, opalfeny jsou dale
sekracni komponantouw.

Igh se skibdé z 5 molebul profilitek spojerych dohro-
meady. V priibéhu infielce se tato protilitia heofi jako prni.
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Zakladni struktura imunoglobinu

heavy chain
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MGUS

o Prekarcinéza
a V populaci nad 50 let: 3-4 %
o Riziko progrese do MM: 1 % rocné
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Mnohocetny myelom

Druhé nejcastéjsi krevni nadorové onemocnéni
10 % hematologickych malignit

Vék pri diagndze 65 let

Incidence 4/100 000

Castéj3i u muzt

MGUS prekanceradza

Infiltrace kostni drené PB

Kostni léze

Pritomnost M-Ig v séru a/nebo moci

Hajek, 2012
Anderson, 2011
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PCL

Nejagresivnéjsi forma MG
Incidence 0,04/100 000

Vice nez 20 % cirkulujicich plazmatickych bunék a vice
nez 2x10°/L

Median pri diagndze - 52 let
Median preziti 1,5 roku, ale i méné
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Primarni amyloidoza

Amyloidové depozity v orgdnech

Produkce abnormadlnich proteinovych filament
Raritni onemocnéni

MizZe doprovdazet MM

Preziti cca 40 mésicl
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Solitdrni plazmocytom

Solitdrni leze abnormdlnich plazmatickych bunék
Bez postizeni kostni drené

Bez postizeni skeletu nebo CRAB symptomy
Riziko progrese do MM - 10 % za 3 roky
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Waldenstromova makroglobulinémie

o Postizeni lymfocytoplazmoidnich bunék (znaky
plazmatickych bunék ale i lymfoidnich)

o Produkce velkého mnozstvi IgM
a Velice raritni
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Mnohocetny myelom
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Historie MM

Muzska lebka z doby bronzové s charakteristickymi
rysy mnohoc¢etného myelomu

Capasso, 2005
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Historie MM

o 1844 - prvni zdokumentovany pripad - Sarah Newbury
(Dr. Solly)

destrukce sterna zlomeniny kosti destrukce femuru

Kyle et Rajkumar, 2008
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Historie MM

o 1845 - pritomnost proteinu v moli pacienta (Bence
Jones - Bence Jonesova bilkovina)

o Kahlerova choroba - podle prazského Iékare Otty
Kahlera

Kyle et Rajkumar, 2008
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Patogeneze MM

o Neékolikastupriovy proces

refrakterni
myelom

symptomaticky myelom
relaps (opakovany relaps)

-

MGUS
asymptomaticky )

remise
myelom

Spicka, 2005
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Mnohocetny myelom
klinicka ¢ast

(doc Minarik FNOI)
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Priciny MM

o Pricina neni presné zndma
vékem podminény pokles imunity
nahromadéni ,.nepriznivych vlivi" v pribéhu Zivota
hormondlni zmény
vliv chemickych latek
radiaéni zdreni

o > zmeény vedouci k nestabilité genetické vybavy
plazmatickych bunék

o Nejde o onemocnéni nakazlivé ani prenosné

;\e“‘““”«:,\‘w Babak Myeloma Group
z M z Dept. of Pathological Physiology
%M“@* Faculty of Medicine, Masaryk University



Projevy

a 1) dtlum kostni drené:

- ¥ Cervenych krvinek = anemie
V' bilych krvinek > pokles imunity
\ desticek > krvdcivé projevy
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Projevy

o 2) Naruseni kostni struktury: tvorba osteolytickych
loZisek:
oslabeni pevnosti kosti
bolest, zdureni kosti
samovolné zlomeniny kosti
vzestup vapniku v séru
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Projevy

a 3) Tvorba defektnich imunoglobulint - Ig (paraproteinu):
zhorseni vlastnosti krve - ,hyperviskozita"

strdddni paraproteinu v drobnych cévdach - porucha funkce
organt (ledviny, porucha zraku, ...).

pokles imunity - paraprotein na dkor normalnich Ig
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Diagndza

Pomérné obtiznd (bolest, slabost, nevykonnost,
opakované infekce, Gnavovy syndrom - ¢asté priznaky
.béznych" onemocnéni)

Pocet myelomovych bunék v kostni dreni
Pritomnost abnormadlni bilkoviny v krvi/moci
Typické zmény na kostech

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University



Vysetrovaci metody

a Rozbor krve a moci - elektroforéza (ELFO) analyza
proteinového spektra

a Odbér a vysetreni kostni drené

o Rentgenové vysetreni rozsahu postizeni, event. CT a MR,
PET, kostni densitometrie

Nezridka na MM upozorni M sedimentace, zmény v krevnim
obraze, vzdy vsak nutno doplnit uvedena vysetreni.
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Vysetrovaci metody - obecné

o Skdla doplriujicich ,nepiimych ukazatel@":
Sedimentace
Krevni obraz
Hladina vdpniku
Ledvinné funkce (urea, kreatinin)
Hodnoty normdlnich protildtek (imunoglobulini)
Testy jaternich funkci
Hodnoceni kostniho metabolismu
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Vysetrovaci metody - specidlni

Beta-2-mikroglobulin

Cytogenetické vysetreni

Imunofenotypizace povrchovych znaki MM bunék
Proliferacni charakteristiky MM bunék
Angiogenni cytokiny

VySetfeni part lehkych/tézkych petézct

Albumin

..+ nové systémy stdzovani
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Hodnoceni zdavaznosti a prubéh

3 stadia pokrocilosti onemocnéni
o I-ITT urluji zdvaznost postizeni organismu

a A/B normalni/zhorsena funkce ledvin

Pribéh
Rozmanity, individudlni
Skdla od ,laboratorni formy nemoci" po samovolné

zlomeniny obratli s Gtlakem michy, selhdni funkce ledvin,
zavazna infekéni onemocnéni, krvacivé stavy

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University



o O O O O

Lécba MM

Pomerancova kira, rebarbora a opiaty
Chemoterapie

Transplantace

Imunomodulaéni [€ky

Inhibitory proteasomu

3

Hajek, 2012
Anderson, 2011
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Prognéza MM

Nelééeni pacienti prezivaji 14 mésicl
Standardni terapie 3-4 roky

Transplantace 6-7 let

Nové Iéky 5-leté preZiti pro cca 80 % pacientil

Hdjek, 2012
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Chemoterapie a transplantace

Pouzivand i dnes
Lécebny program Junior-Senior
Melfalan

Alkylacni cytostatikum

Prednison
Glukokortikoid - apoptéza hematologickych bunék

Transplantace od roku 1957
Autologni - do 65 let, i tandemové
Allogenni - omezené, jen v ramci klinickych studii

3

Hajek, 2012
Anderson, 2011
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Moznosti [ecby MM

o IMIDs
a Proteasomové inhibitory
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Moznosti [ecby MM

o IMIDs
a Proteasomové inhibitory
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Thalidomid
1953- Chemie Griinenthal ﬁﬁr i Do
1957- distribuce ¥ ¥ Aami
Sedativum, hypnotikum |
Proti ranni nevolnosti u tého®
Tézky teratogen .
Nebyl dostateéné otestovdn v

Zhruba 10 000 défti takto narozeyh - ZNruba 4U wihee House Archive
déti prezilo

FDA - Dr. Francis Kelsey
Sedlarikovad, 2012
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Thalidomid

1964 - Jason Sheskin - pacient s leprou a tézkymi
komplikacemi

1993- Judah Folkman - angiogeneze, solidni nadory ale
i hematologické

1994 - refrakterni MM pacient - thalidomid - klinicka
studie 1/3 pacientl odpovéd’

2006 - FDA - lééba MM
Neprijemné vedlejsi (¢inky - neuropatie

Sedlarikovad, 2012
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IMIDs imunomodulacni léky

o Analogy thalidomidu - lenalidomid a pomalidomid
o Vyznamny posun v [é€bé MM
a Pleiotropni 4¢inky proti MM:
. Kostimulace T-lymfocytt
Antiangiogenni Ucinky
Protizdnétlivé acinky
Inhibice osteoklasti

Apoptdza a zdstava BC MM
Inhibice interakci mezi bunkami MM a burikami KD

Sedlarikovad, 2012
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MozZnosti IECby MM

o IMIDs
a Proteasomové inhibitory
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Moznosti [éecby MM

o IMIDs
a Proteasomové inhibitory
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Inhibitory proteasomu

o Uspésnd 1é€ebnd strategie MM poslednich 10 let

a Nadorové buriky citlivéjsi k inhibici proteasomu

Zvysend proliferace
Zvysené ndroky na syntézu proteint a jejich degradaci

a OvlivAuji:
Expresi transkripéniho faktoru NF-kB
Zdastavu bunécného cyklu
Indukci apoptézy preferenéné u MM bunék
Indukuji ER stresové odpovédi

Kubiczkovad, 2014
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Efekt inhibitord proteasomu na
mikroprostredi KD

Q Vl'V na pl\:'eilﬁ Inhibition of NF-kB

il siandlni : = o, e
a Cili signalni drahy - (\\_ ovetcaming o
vedouci k apoptdze " .

a Inhibuji adhezi bunék
MM a mikroprostredi
KD, angiogenezi a
interakce
zprostredkované
cytokiny
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Inhibition of | Inhibition of Inhikition of
MM cell adhesion angiogenessis cytokine-mediated
interactions

Microenvironment

Kubiczkovad, 2014
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Nové léky prodluzuji
k vyléce

2
®
-
®

prezi
ni

A Time to Progression A Progression-free Survival

1year 2years 4years
M+P 35% 12% %

M+P+T  53%  36%

Logrank p<0.001
P<0.001

Patients without Progression (%)

Ne. at Risk
ib

Carfilzomib group Bortezomib group
64) (n=465)

P=0.0001

Proportion Surviving without Progression

Number at risk
rfilzomit

Carfilzomib > Bortezomib Carfilzomib+Revlimid> Revlimid
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Nové Iéky = nova nadéje

a Nové inhibitory proteasomu:
carfilzomib (Kyprolis)
ixazomib (Ninlaro)

a Monoklonalni protilatky:
daratumumab (Darzalex)
elotuzumab (Empliciti)

o Perspektivy pro nové nemocné:
¢asnéjsi diagnostika — Casnéjsi [é¢ba (pred
vznikem komplikaci - kritéria z roku 2014)
. kombinace novych léku
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Co |ze koupit za 1 rok lecby:

Myrin

Velcade/
Bortezomib

Revlimid

Imnovid
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Rozdily v lé¢bé
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Mnohocetny myelom

molekularni ¢ast

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology
Faculty of Medicine, Masaryk University



Q

Patogeneze MM

Zatim neznama

Genetické predispozice - pribuzni az 6x vyssi riziko
Expozice - pesticidy, herbicidy, ionizujici zareni

Mutace v PB
Zmény v mikroprostredi KD - podpora ristu

3

PB

Hajek, 2012
Anderson, 2011
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Patogeneze MM
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Flowcytometrie

o Diagndza MM - CD19-CD56*CD38CD138*
o Riziko progrese MGUS (7% klondlnich PB)
o Detekce MRD - vy$si PFS i OS u pacienti s MRD-

Hajek, 2012
Anderson, 2011
Rihova, 2013
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Cytogenetické aberace u MM

o Nestabilni genom - delece, amplifikace, translokace
a Zmény se kumuluji v ase
a Numerické a strukturni zmény chromozom

a Aneuploidie lichych chromozomu a translokace lokusu

pro IgH

Palumbo, 2013
Anderson, 2011
Kuglik, 2012
Némec, 2012
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Numerickée aberace u MM

a Non-hyperdiploidni (48 < 574 chr.) x hyperdiploidni
(48-74 chr.)
o Hyperdiploidni:
. trisomie chromozomt - 3,5,7,9,11,15,19,21 - lepsi progndza
a Non-hyperdiploidni:
- monosomie 8,13,14,16,17 22
Palumbo, 2013
Anderson, 2011

Kuglik, 2012
Némec, 2012
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Strukturni aberace u MM

o Translokace lokusu 14932 (IgH)
a Primarni zmény:
. 1(11;14) 15-20 % cyklin D1
- 1(4:14) 10-15 % FGFR3/MMSET
- 1(14;16) 2-10 % c-MAF
. 1(6:14) 5 % cyklin D3
o Sekunddrni zmény:
Komplexni karyotypové zmény v oblasti MYC
Delece nebo duplikace chr. 1 (1g21)
Delece nebo monozomie chr.13

Delece chr. 17 - delece TP53 Palumbo, 2013
Anderson, 2011
Kuglik, 2012
Némec, 2012
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FISH

o Vétsina MM bunék zastaveny cyklus - neni mozné

pouzit klasickou cytogenetiku

o i-FISH - vyrazné lepsi vysledky

0 Spojeni s progndzou pacientl - 1(4:14), 1(14;16),
1(14.20) a del (17p) - Spatna progndza

y —1(4;14)
¢+, +—— delp53

Kuglik, 2012
Némec, 2012
Besse, 2015
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Vysetreni

o Nutnad vysetreni kostni drené

o Bolestivé, eticky nemozné opakovat tak ¢asto, jak by
bylo potreba

o Potfeba nového markeru? Jiny zplsob?
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PouZivané markery

o Diagnostické
o Prognostické - faktory ovliviiujici preziti pacientd
Vék
Nddor - proliferacni index, genetické aberace
Staging nadoru
o Prediktivni - poskytne informaci o U¢innosti konkrétni
|é¢by a pravdépodobnost odpovédi na Ié¢bu
ddvka je ovlivnéna rendlni funkci a vékem

Chng, 2014
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Dobry marker musi byt

Snadno dostupny

Minimalné invazivni

Stabilni

Snadno méritelny

Dostatecné sensitivni a specificky
Reproducibilni mezi laboratoremi

Pouzitelny pro vdechny nebo vétsinu pacientd

Zamerili jsme se na tzv. tekuté biopsie

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University



Proc se zajimat o tekuté
biopsie?
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Limitace klasické biopsie

Invazivni
Bolestiva

Odbér jedné oblasti nddoru - neni reprezentovdna

celd jeho heterogenita

Zejména u MM - pritomnost subklont v riznych

fokdlnich loZiscich

3
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Tekuté biopsie

Biopsie z periferni krve

Detekce cirkulujicich nadorovych bunék
Detekce cirkulujicich nukleovych kyselin
Jednodussi odbér vzorku

Celd heterogenita nddoru

3
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Tekuté biopsie

Circulating
tumour cell

Apoptosis
or necrosis

nador

Crowley et al 2013
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) Healthy cell

» Tumour cell

Mutation
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Cirkulujici PC (cPC)

Prognosticky marker
Ztrata zdvislosti na mikroprostredi KD

Zmény exprese adhezivnich molekul, chemokint ale i
po¢tu aberaci

Rychlejsi progrese MGUS do MM

U MM - vyssi infiltrace KD

Negativni prognosticky faktor u refrakternino MM
Granell et al - 428 MM pts

5-20 % cPC - horsi preziti bez ohledu na vék

>5 % cPC - prognéza jako PCL

Babak Myeloma Group
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Jaké molekuly Ize analyzovat?
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Nekodujici molekuly RNA ?

o Jen zhruba 1,5 % lidského genomu kdduje proteiny
o Vice nez 90 % je ale transkripéné aktivni
o Nejznaméjsi nekédujici RNA (ncRNA): rRNA, t1RNA

Homo sapiens

Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Arabidopsis thaliana
Saccharomyces cerevisiae
Escherichia coli

ycobacterium tuberculosis

Archaeoglobus fulgidus

(Sana, 2012; upraveno)

a Zakladni rozdéleni ncRNA:
Kratké ncRNA < 200 bp < Dlouhé ncRNA

f‘mﬂ%‘h Babak Myeloma Group
Z M z Dept. of Pathological Physiology
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Cirkulujici ncRNA

Télni tekutiny
Stabilni a odolné k
iéinkim RNaz
Snadno dostupné
Mezibunécna
komunikace
Souvislost s nemoci
Diaghostika nemoci

Monitorovani relapsu
Monitorovani MRD

http://circresearch.com/gallery/tag/circulating-mirna/
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Nové markery pro MM

o MikroRNA
a Cell-free DNA
o LncRNA
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Nové markery pro MM

a MikroRNA
a Cell-free DNA
o LncRNA
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mikroRNA

Kratké nekddujici molekuly RNA

20-22 nt dlouhé

Post-transkripéni regulace genové exprese
Fyziologické procesy (proliferace, diferenciace...)
Tumorigeneze

Lee, 1993
Calin, 2002

Babak Myeloma Group
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Historie miRNA

a Identifikovdny v roce 1993 u C. elegans

o Lin-4 - larvalni stdadia C. elegans

o Zhruba 1/3 lidskych genu je regulovana miRNA
a Kolem 2200 lidskych miRNA

Lee, 1993
Calin, 2002

S\‘NR%h Babak Myeloma Group
z M z Dept. of Pathological Physiology
ﬁ@’w“@* Faculty of Medicine, Masaryk University




miRNA u hematologickych malignit

o miR-15a a miR-16 identifikovany v oblasti 13q14 -
potencidlni onkogeny u CLL

a Expresni profily miRNA u bunécénych linii, PB ve
srovnani se zdravymi darci

a Prvni publikace Picchiori

. 48 miRNA se zménénou expresi u MGUS proti ZD
96 miRNA se zménénou expresi mezi MM a MGUS

Calin, 2002
Masri, 2005
Picchiori, 2008
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Cirkulujici miRNA

http://circresearch.com/gallery/tag/circulating-mirna/
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Exozomy

50-140 nm vezikuly
Proteiny, NK
Aktivni sekrece z bunék

Méni genovou expresi,
signalizaci v bunkach

Udrzuji resistenci k
chemoterapii (odvadéji
chemo mimo bunku)

Podporuji fumorigenezi -
preddvani miRNA

Babak Myeloma Group
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Cirkulujici miRNA u MM

a Jones et al, 2012
a Cirkulujici miRNA v séru MM pacientl vs MGUS vs ZD

a Potencialni biomarkery u MM: miR-720, miR-1246 a
miR-1308

Jones, 2012

f‘ﬂm%h Babak Myeloma Group
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Exozomdlnich miRNA u MM jako
prognostické faktory

miRNA nejvice zastoupenad skupina molekul v
exozomech (procesovat premiRNA na miRNA)

156 MM pacientt pri diagnéze sekvenaci i qPCR

let-7b, miR-155, miR-18a - PFS
let-7b and miR-18a - OS

3

Manier et al 2016
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Nase pilotni studie

a Vybrdny 4 miRNA v souvislosti s patogenezi MM
a Jejich pritomnost ovérena v séru 91 MM pacientd

miR-410 - lokus 14932 - MM translokace

miR-660 - aberantni exprese spojena s MM
miR-142-5p - aberantni exprese spojend s MGUS a MM
miR-29a - zvySend exprese u MM PB

Sev&ikovd, 2012
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Vysledky pilotni studie

miR-29a zvysena u MM
Specificita 70 %, sensitivita 88 7%, AUC=0,832

miR-29a-MM
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Sev&ikovd, 2012
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Cirkulujici miRNA jako MG markery

MM, MGUS a ZD
103 MM pri diagndze
18 MM v relapsu

57 MGUS

30 ZD

Kubiczkovad, 2014
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Metody

TagMan Low Analyza rozdilné
Density Arrays exprimovanych miRNA

Izolace miRNA

qPCR
Analyza dat Specific TagMan miRNA assays Ere——"=
. . - . 2: i‘lnnp RT ‘ \

Kore!ace s k,lln{cky )

vyznamnymi

p(l ramet r.y Rbal s PR
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Cirkulujici miRNA jako MG markery

a miR-744, miR-130a, miR-34a, let-7d, let-7e
deregulovany u MG pacientl ve srovndni se ZD

o Kombinace miR-34a a let-7e: MM vs ZD vs MGUS
(sensitivita i specificita > 89 %), ale nejsou
samostatné prognostické markery

o Neni korelace s PB v KD - jiné patologické zmény u
MM

Kubiczkovad, 2014

;\e“‘““”«:,\‘w Babak Myeloma Group
z M z Dept. of Pathological Physiology
%M“@* Faculty of Medicine, Masaryk University



Nizké hladiny miR-744 a let-7e spojeny
s kratsim prezitim

survival functions Survival functions

Cumulative survi

™
=
=
w
a
=
=
=
E
S
O

2000 0 500 :_:: 00 ;. 1500 2000 Kle i CZk oV é, 201 4

e e Babak Myeloma Group
E lMl Dept. of Pathological Physiology
DS Faculty of Medicine, Masaryk University

.5\8\71‘
VEns1S



o o 0O O 0O O

Extramedularni relaps

Poprvé opublikovdn v roce 1948
PB mimo kostni dren
Sekunddrni mutace - PB nezavislé na mikroprostredi
Primdrni vs sekunddrni EM
Spojeny s kosti nebo infiltrace do mékkych tkdni
Zvysena incidence?

Nové Iéky ovliviiuji mikroprostredi kostni drené

Lepsi detekce PET/CT

Usmani, 2013
Pour, 2014
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EM relaps- klinickd zkusenost

o Analyza 226 relabovanych MM pacientt

a EMu?24 yA
. 14 % do mékkych tkani (EM-S)
. 10 % spojeno s kosti (EM-B)

Pour, 2014
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PreZiti EM pacientt

— EM relapse
- -- other relapse
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Pour, 2014
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PreZiti 2 skupin EM pacient

—— bone related
- - - soft tissue related

P=0.006
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MUZeme pouzit cirkulujici miRNA
jako markery EM?
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EM miRNA projekt

Sérum periferni krve

55 EM pacientt - 5 primdrnich, 50 sekunddrnich
59 MM pacientl - 49 pri diagndze, 10 v relapsu
30ZD

Besse, 2015

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology
Faculty of Medicine, Masaryk University



o O O O O

Testovaci kohorta

35 EM, 35 MM, 30 ZD

miR-195 - nesignifikantni, vyrazena
miR-222 - vyssi v EM vs ZD
miR-34a - rozdily MM vs EM a ZD
miR-130a - rozdily MM vs EM a ZD

3

Besse, 2015
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Validaéni kohorta

20 EM (2 primdrni EM, 18 sekundarni EM)
24 MM (14 pri diagnéze, 10 v relapsu) - PET/CT

miR-34a nerozlisila EM vs MM

miR-130a snizena (p=0,012)
Sensitivita a specificita pomérné nizka

3

Besse, 2015
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miR-130a - mezibunééna komunikace?
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exosomal fraction non-exosomal fraction

Besse, 2015
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Co vime o miR-130a?

Ucastni se patogeneze CML, glioblastomu, ovaridlniho
karcinomu

Buniky se snizenou hladinou - snizend proliferace,
zména v BC, zména v maturaci

Nase predchozi prdce - snizena u MG vs ZD
Proangiogenni vlastnosti
Spojené s EM tumorigenezi?

Hladina sniZena v PB v KD u EM pacienti ve srovndni s
PB v KD u MM, ale zvysena u PB v nddoru (p=0,001)

Besse, 2015
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A co cirkulujici miRNA v moci?
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Cirkulujici miRNA v moci

Opravdu neinvazivni marker

Identifikovany u rendlniho karcinomu

Ledviny postizeny u MM

Existuji miRNA, které umozni diagnostiku MM z moce?
NE, alespon v nasich rukach

Slaby, 2014
MIéochovd, 2014
Sedlarikova, 2015
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Cirkulujici miRNA v moci

85 vzorkd - MM, ZD, RCC
20 deregulovanych miRNA
v prvni fazi

8 vybradno pro validaci
Neni statisticky
signifikantni

Profil neni specificky pro
MM, ale pro poskozeni
ledvin

Sedlarikova, 2015

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University



Shrnuti - cirkulujici miRNA

Velky potencidl

Mozny marker MM i EM

U EM - mlZeme identifikovat pacienty, ktefi maji
zvysené riziko vzniku EM, jiz pri diagnoze?
Ovéreni miR-130a jako markeru

Cirkulujici miRNA z moce nespecifické

Stdle nevime
Odkud cirkulujici miRNA pochdzeji, z jakych tkani?
U&astni se pFimo patogeneze MM?
A co miR-130a?

Babak Myeloma Group
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Faculty of Medicine, Masaryk University



Nové markery pro MM

o MikroRNA
a Cell-free DNA
o LncRNA

NERS
ST,
E M %
E 4
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Cell-free DNA

Kratké fragmenty DNA (180 bp) v periferni krvi
Popsany v roce 1949 (Mandel et Métais)

1977 - popsadny u pacientt s nddory (Leon et al)
= V/y3$i hladiny u pacientl nez u kontrol
- Vy33i hladiny u pacientl s metastdzami
- Snizené hladiny po radioterapii u 66-90 % pacientd

1994 - popsany cfDNA s mutaci RAS u MDS
Vyuziti v prenatdlni diagnostice

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University




Hladiny cfDNA

a Fyziologicky velmi nizké (10-100 ng/ml)
a U patologickych stavt zména kvality a kvantity

o Vyssi hladiny (1000 ng/ml) u malignit, autoimunitnich
onemochénich, zanéti aj. - nutné rozlidit zdravou cfDNA
od patologické

| ® oo
\ao =

http://biomarkerinsights.qiagen.com/2016/08/17

fmﬂ%ﬁ Babak Myeloma Group
z M z Dept. of Pathological Physiology
4’%“#\? Faculty of Medicine, Masaryk University




Jak se dostanou cfDNA z bunék?

o Apoptéza
a Nekrédza (nadorové buriky)
o Aktivni sekreci (signalizace mezi burikami a tkdnémi)

Cell death

Active secretion
Apoptotic cell

Necrotic cell Cell

Exosomes containing
miRMNAs, proteins

_ Schwarzenbach et al 2014

Sease Babak Myeloma Group

5;: z Dept. of Pathological Physiology
“’z@m“@* Faculty of Medicine, Masaryk University

Cell-free miBRNAs




Sledovani dynamiky cfDNA u MM

Sledovani pacientt do CR (+6) nebo 2 roky

Detekce VDJ prestavby tézkého retézce imunoglobulinu
(nddorovy marker MM)

Analyza oblasti specifické pro kazdého pacienta
Detekce majoritniho klonu myelomovych bunék
Analyza cfDNA nesouci dany nadorovy marker

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University




Schéma pro jednoho pacienta

Vzorek pri diagnoze
detekce klonu v KD

Vzorek po lécbé

Babak Myeloma Group
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Schéma pro jednoho pacienta

Vzorek pri diagnoze
detekce klonu v KD
Detekce daného klonu v cf-DNA

| |
Lééba

l

Vzorek po lécbé
detekce daného klonu v cf-DNA

Babak Myeloma Group
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Co jsme zatim zjistili?

Do studie zarazeno 81 MM pacientt pri diagnéze
VyFazeno 26 pacienti - prestavba nestanovena
Sledujeme 55 pacientd

Zanalyzovano 17 pacientd
. sledovdni do CR+6, nebo 24 mésicl od diagnézy

Analyza qPCR dle ESG-MRD-ALL GUIDELINES

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology
Faculty of Medicine, Masaryk University




Priubézné vysledky

Pacient

Babak Myeloma Group
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Shrnuti - cfDNA

o Metoda mnohd technicka dskali ale funguje
o Zatim neni zanalyzovano dostateéné mnozstvi pacient
a Pokracujeme v analyzach

S St Babak Myeloma Group
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Nové markery pro MM

o MikroRNA
a Cell-free DNA
o LncRNA
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Dlouhé nekddujici molekuly RNA

> 200 nt

Intergenové, intronove, ...

Vétsinou v jadre

Transkripce RNA polymerdzou IT (III)
Post-transkripéni modifikace

Nepritomnost otevirenych ¢tecich ramct (ORF)
Tkanove specifickd exprese

Regulace genové exprese

Mercer, 2009
Derrien, 2012

Babak Myeloma Group
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Molekularni podstata funkce IncRNA

o Aktivace transkripce gent
a Represe transkripce gend
o Modifikace funkce chromatinu a histont

Mercer, 2009
Derrien, 2012
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LncRNA v nadorech

Ucast v mnoha procesech véetne tumorigeneze
Zmény exprese u ruznych nadord

Nékteré specifické pro dany typ nadoru - PCA3 u
karcinomu prostaty

Onkogeny - HOTAIR vysokad exprese v nddorech prsu
Vznik metastdz a prognéza - HOTAIR
Supresory - MEG3 - stimuluje transaktivaci pb3

Mercer, 2009
Derrien, 2012
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LncRNA v bunkach MM
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Explorativni faze

6 MM vs. 6 HD CD138+
* fenotyp zdravych PC bunék: CD45+/dim, CD38+, CD19+, CD56-

27 IncRNA p < 0,01

14 nizsi exprese
13 vyssi exprese u MM

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University



Validaéni faze

o 40 MM vs. 19 ZD
o rozdilnd exprese UCA1 mezi MM a ZD:

UCA1 expression
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UCA1 (p<0,0001)
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LncRNA UCA1

marker pro nddory mocového méchyre, karc.zaludku

popsdna u AML

Korelace s biochemickymi parametry a cytogenetikou

Prognosticky vyznam pro celkové preziti

3
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Analyza preziti
Q time-dependent ROC, rozdéleni na skupiny s vyssi a nizsi
expresi UCA1

Cut-off for 1 year

p-value log-rank test: 0.004

< cut-off
> cut-off

X
=
=
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o

48 60
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Sedlarikova et al 2017
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LncRNA UCA1

o deregulovana u MM s vysokou senzitivitou i specificitou
o korelace s biochemickymi parametry, cytogenetikou, ISS

a potencidlni biomarker prognézy MM
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Cirkulujici LncRNA
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Cirkulujici IncRNA u MM

o TUGL, MALAT], HOTAIR, GASbH deregulovany v
plazmé PK u MM pacientt

o Jen TUG1 deregulovdna s porovndni s ZD

T
HEALTHY

Isin 2014
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Cirkulujici IncRNA u MM |Brno

a Porovnadni IncRNA z exozomalni/neexozomalni frakce
séra u MM, MGUS a ZD na platformé Qiagen
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Validace IncRNA na MM, MGUS a ZD

a PRINS, LINC-ROR, UCA1, NEATI
a 50 MM, b0 MGUS, 30 ZD
o gPCR

3
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Exozomalni a neexozomalni frakce

PRINS PRINS
p < 0,0001 p =0,0243

log 2°9¢"'2 ¢t normalizovana exprese
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Hladiny exprese IncRNA PRINS v exosomadlni (p<0,0001)
a neexosomadlni (p=0,0243) frakci séra PK u MM, MGUS a

ZD
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LncRNA

PRINS odlisuje MG pacienty od ZD
Ale nizka sensitivita i specificita
Korelace s cytogenetikou

Nutnd lepsi platforma nebo NGS

3
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Shrnuti

MM onemocnéni starsich lidi
Nové |éky zlepsSuji prezivdni
Potrebujeme nové snadno dostupné markery pro MM,
nejlépe z PK
Neékolik moznosti - miRNA, cf-DNA, IncRNA
splfiuji kritéria dobrych biomarkerd

Doufdme, Ze se podari zlepsit diagnostiku a
monitorovdni MM pacienti

Babak Myeloma Group
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Vyhledy do budoucna -

tekuté biopsie?

Biopsie z periferni krve -
schopné zahrnout celou
heterogenitu nadoru

Méné bolestivé
I jiné molekuly
Velky potencidl

Babak Myeloma Group
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