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Souhrn
Liečba mnohopočetného myelómu (multiple myeloma –  MM), v súčasnosti nevyliečiteľného 
ochorenia, sa zameriava na dosiahnutie kompletnej remisie. Jednou skupinou liekov, ktorá je 
v tomto ohľade pomerne efektívna, sú imunomodulačné lieky (immunomodulatory drugs –  
IMiDs) ako napr. talidomid. Mechanizmus ich účinku však nie je doposiaľ úplne jasný. Posledné 
výskumy naznačujú, že dôležitú úlohu v sprostredkovaní protinádorových účinkov IMiDs zo-
hráva proteín cereblon (CRBN), na ktorý sa v tomto prehľadovom článku zameriavame. Tento 
proteín má funkciu substrátového receptoru v Cul4- E3 ubikvitín- proteín ligázovom komplexe, 
a  teda rozpoznáva proteíny určené k degradácií. Väzbou CRBN a  IMiDs sa inhibuje funkcia 
celého ubikvitín- proteazómového komplexu, čo vysvetľuje ich protinádorové účinky. Okrem 
toho bola potvrdená aj korelácia medzi expresiou génu CRBN a efektivitou liečby u MM pacien-
tov liečených IMiDs. Tieto poznatky naznačujú, že expresia CRBN by mohla slúžiť ako bio marker 
pre predikciu odpovedi na liečbu pomocou IMiDs u pacientov s MM.
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Summary
Treatment of multiple myeloma (MM), currently an incurable disease, aims to achieve complete 
remission. Immunomodulatory drugs (IMiDs), represented by thalidomide, are one class of very 
eff ective drugs. However, the mechanism of IMiDs action is not yet completely understood. 
Recent research suggests that cereblon (CRBN) plays an important role in mediating anti-tumor 
eff ects of IMiDs; therefore, our review focuses on this protein. CRBN is a substrate receptor of 
Cul4- E3 ubiquitin ligase complex, and thus recognizes proteins destined for degradation. Bind-
ing of CRBN and IMiDs inhibits function of the entire ubiquitin-proteasome complex which 
partly explains their anti-tumor eff ects. In addition, a correlation between CRBN gene expres-
sion and eff ectiveness of treatment in MM patients treated with IMiDs was confi rmed. These 
fi ndings suggest that CRBN expression could possibly serve as a bio marker to predict response 
to IMiD in MM patients.
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Úvod

Mnohopočetný myelóm (multiple mye-
loma  –  MM) je nádorové ochorenie 
plazmatických buniek (PB), ktoré sve-
tová zdravotnícka organizácia (WHO) 
radí medzi B lymfoproliferatívne neo-
plazmy  [1]. Vyznačuje sa proliferáciou 
malígnych PB a produkciou monoklonál-
neho imunoglobulínu (M- Ig) zapríčiňujú-
ceho klinickú manifestáciu ochorenia [2]. 
Ide o druhé najčastejšie zhubné hema-
tologické ochorenie, ktoré je zatiaľ nevy-
liečiteľné. So zavedením moderných lie-
čebných postupov a zlepšením včasnej 
dia gnostiky sa však výrazne zvýšila doba 
prežitia pacientov trpiacich týmto ocho-
rením. Cieľom liečby je dosiahnutie kom-
pletnej remisie a  eliminácia klinických 
príznakov. U väčšiny pacientov stále do-
chádza k relapsu ochorenia [3].

V súčasnosti sú jednou z  možností 
efektívnej liečby imunomodulačné lieky 
(immunomodulatory drugs –  IMiDs), kde 
patrí talidomid a jeho deriváty –  lenalido-
mid a pomalidomid. Tieto lieky dokázali 
svoj účinok nielen priamo proti nádoro-
vým bunkám indukciou apoptózy, ale 
aj nepriamo, kedy ovplyvňujú interakcie 
myelómových buniek s mikroprostredím 
kostnej drene, účinkujú proti novotvorbe 
ciev, proti zápalu a podporujú účinnosť 
imunitného systému (zhrnuté v [4]).

Pre možnosť vytvorenia čo najefektív-
nejších a cielených liekov je nutné po-
chopiť presný mechanizmus ich účinku 
v  bunke. Prielomom bolo identifi kova-
nie cereblonu (CRBN) ako primárneho 
cieľa IMiDs v myelómových bunkách [5]. 
Po tomto objave sa CRBN stal záujmom 
mnohých štúdií kvôli objasneniu proti-
myelómovej aktivity IMiDs. 

CRBN sa okrem iného vyskytuje 
v  bunke ako súčasť ubikvitinizačného 
komplexu, ktorý má za úlohu označovať 
proteíny určené k degradácii polyubikvi-
tínovým reťazcom [6,7]. Pri bližších štú-
diách CRBN bola zistená výrazná korelá-
cia medzi hladinou expresie génu CRBN 
a odpoveďou nádorových pacientov na 
liečbu IMiDs [8– 10]. Pre sprostredkova-
nie protimyelómovej aktivity IMiDs je 
nutná väzba na CRBN. Toto zistenie po-
sunulo CRBN na pozíciu možného far-
makodynamického bio markeru, ktorý 
by v budúcnosti mohol slúžiť ako predik-
tívny marker pre úspešnosť liečby MM. 

Cereblon

CRBN je proteín o  veľkosti 55  kDa, 
ktorý je kódovaný génom CRBN  [11]. 
U  človeka je gén CRBN lokalizovaný 
na chromozóme 3  (3p26.2)  [12], obsa-
huje 11  predikovaných exónov a  kó-
duje 442  aminokyselín (AMK), pričom 
pre väzbu talidomidu na CRBN sú nevy-
hnuté aminokyselinové zvyšky  –  tyro-
zín na pozícii 384 a tryptofán na pozícii 
386 (obr. 1) [5]. CRBN obsahuje N-termi-
nálnu časť (237  AMK 81– 317) ATP- de-
pendentnej Lon proteázovej domény, 
ktorá hrá úlohu v proteín- proteínových 
interakciách, ale nemá proteázovú ani 
ATP-ázovú aktivitu [13]. 

Fyziologicky je CRBN vysoko expri-
movaný v  semenníkoch, slezine, pros-
tate, pečeni, podžalúdkovej žľaze, pla-
cente, obličkách, pľúcach, kostrových 
svaloch, vaječníkoch, tenkom čreve, pe-
riférnych leukocytoch, hrubom čreve, 
mozgu a sietnici [11,14– 17]. V bunke je 
lokalizovaný v cytoplazme, jadre a bun-
kovej membráne [5,11,15– 18]. Po prvý-
krát bol CRBN opísaný v roku 2004 v sú-
vislosti s  mentálnou retardáciou  [13]. 
Neskoršie experimenty ukázali, že CRBN 
má v organizme viacero funkcií. Viaže sa 
na cytosolický C-terminálny koniec na-
päťovo- vrátkovaných chloridových ka-
nálov –  CIC- 1 a CIC- 2 a na α- podjednotku 
C-terminálneho konca draslíkového ka-
nálu, ktorý je aktivovaný vápenatými 
iónmi (BKCa)  [11,16]. Ďalej interaguje 
s  α1  podjednotkou AMP- aktivovanej 
proteín kinázy a zabraňuje tak sformo-
vaniu funkčného holoenzýmu [19]. Jed-
nou z najvýznamnejších funkcií, z tera-
peutického hľadiska, je schopnosť CRBN 

viazať IMiDs a sprostredkovať ich proti-
nádorový efekt [5].

Súčasné dáta naznačujú, že CRBN spo-
ločne s  DDB1  (DNA- damage bind ing 
protein 1) sú podjednotkami Cul4- E3 
ubikvitín-ligázového komplexu. Tento 
proteínový komplex je zložený z DDB1, 
Cul4  (Cul4a a  Cul4b), Roc1  a  substrá-
tového receptoru  [6,7]. E3  ubikvi-
tín-ligázový komplex slúži k  degra-
dácii proteínov, ktoré sú označené 
polyubikvitínovým reťazcom a  sú ur-
čené k odstráneniu. Samotná ubikvitini-
zácia prebieha v troch krokoch, ktoré sú 
katalyzované aktivačným enzýmom E1,
konjugačným enzýmom E2  a  ligá-
zou E3 [20]. Roc1 a Cul4 tvoria katalytické 
jadro a interagujú s E2 konjugačným en-
zýmom. DDB1 umožňuje spojenie medzi 
Cul4 a substrátovým receptorom.

Štúdia Ito et al (2010) potvrdzuje, že 
CRBN je podjednotkou Cul4- E3  ubikvi-
tín-ligázového komplexu a  súťaží 
s DDB2 (DNA- damage binding protein 2) 
o  väzbu na DDB1. Okrem toho sa zis-
tilo, že komplex vykazuje autoubikvitini-
začnú aktivitu. Predpokladá sa, že CRBN 
funguje ako substrátový receptor, a teda 
práve CRBN rozpoznáva proteíny, ktoré 
majú byť v bunke degradované. Súčasťou 
štúdie bolo aj zistenie, že autoubikvitini-
začná aktivita bola inhibovaná po pridaní 
talidomidu in vitro, čo naznačuje, že tali-
domid pôsobí ako inhibítor na E3 ubikvi-
tín-ligázový komplex (obr. 2) [5].

Cereblon a mnohopočetný 

myelóm

Pôsobenie talidomidu bolo skúmané 
viac ako pol storočia, pričom bolo vy-

Obr. 1. Štruktúra proteínu CRBN. 

Proteín CRBN tvorí 442 aminokyselín, pričom pre väzbu talidomidu na CRBN sú nevyhnuté ty-

rozín na pozícii 384 a tryptofán na pozícii 386. CRBN navyše obsahuje N-terminálnu časť ATP-

-dependentnej Lon proteázovej domény.
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hladinou expresie CRBN a dlhšou dobou 
prežitia bez progresie ochorenia počas 
liečby talidomidom [9].

Zhu et al (2011) zistili, že pre MM 
bunky je zníženie expresie CRBN toxické. 
Pri vnesení CRBN shRNA do MM bu-
niek došlo k výraznej redukcii expresie 
CRBN a  taktiež k zníženiu životaschop-
nosti MM buniek (o 65– 78 %) v porov-
naní s kontrolnými MM bunkami. Bunky, 
ktoré zníženie expresie CRBN prežijú, sa 
stávajú vysoko rezistentné voči lenalido-
midu aj pomalidomidu, ale voči liekom 
ako bortezomib, dexametazón a melfa-
lan ostávajú senzitívne. Získaná delécia 
CRBN bola identifi kovaná ako primárna 
genetická zmena odlišujúca senzi-
tívnu bunkovú líniu MM1.S na liečbu 
lenalidomidom a  pomalidomidom od 
rezistentnej [22].

Z uvedených štúdií vyplýva, že vyššia 
hladina expresie CRBN je spojená s lep-
šou odpoveďou na liečbu pomocou 
IMiDs. Nakoľko pri nízkej expresii CRBN 
dochádza u  pacientov ku vzniku rezis-
tencie na liečbu, expresia CRBN sa javí 
ako nutná súčasť efektívnej liečby IMiDs. 
Na základe hladiny expresie CRBN by sa 

Pri štúdii závislosti hladiny expresie 
CRBN na klinickej odpovedi na liečbu 
pomalidomidom a  dexametazónom 
bolo 53 pacientov rozdelených do troch 
skupín podľa mediánu expresie CRBN. 
Zo získaných dát vyplýva trend lepšej od-
povedi na liečbu u pacientov zo skupiny 
s vyššou hladinou expresie CRBN [10].

Bedewy a EL- Maghraby (2014) si dali 
za cieľ svojej štúdie na 46  novodia-
gnostikovaných MM pacientoch posú-
diť hladiny expresie CRBN a génu pre re-
ceptor interleukínu- 6 (IL-6R) a ich dopad 
na účinnosť liečby MM dexametazó-
nom a  talidomidom. Zistili, že medián 
expresie CRBN a  IL-6R bol u onkologic-
kých pacientov vyšší ako u kontroly. Lep-
šia odpoveď na liečbu bola u  pacien-
tov spojená súhrnne s nižšou hladinou 
β2  mikroglobulínu a  nižšou expresiou 
IL-6R a vyššou hladinou sérového albu-
mínu a vyššou expresiou CRBN [21].

K rovnakým záverom dospela aj štú-
dia Heintel et al (2013), ktorá ukazovala 
na výraznú koreláciu medzi hladinou ex-
presie CRBN a odpoveďou na liečbu po-
malidomidom [8]. Broyl et al (2013) po-
zorovali jasnú spojitosť medzi vyššou 

slovených viac ako 30  možných hypo-
téz. Úplný mechanizmus pôsobenia nie 
je popísaný dodnes, avšak prielomom 
bolo identifi kovanie molekuly viažucej 
talidomid.

Ito et al (2010) pomocou magnetic-
kej separácie a afi nitnej purifi kácie izo-
lovali proteíny viažuce sa na talidomid 
z  rôznych bunkových extraktov. Navia-
zané proteíny boli uvoľnené voľným tali-
domidom a analyzované elektroforézou. 
Výsledkom bola identifi kácia dvoch pro-
teínov. Jeden bol CRBN a druhý DDB1. 
Následné pokusy in vitro ukázali, že 
CRBN sa na talidomid viaže priamo, za-
tiaľ čo DDB1 sa viaže na CRBN a intera-
guje s  talidomidom nepriamo. V  tejto 
práci sa tiež potvrdilo, že CRBN je pro-
teín, ktorý je cieľovou molekulou tali-
domidu a sprostredkováva jeho aktivitu 
in vivo [5].

Odhalenie priamej väzby talidomidu 
na CRBN upriamila pozornosť práve na 
tento proteín, nakoľko sa zdá, že práve 
CRBN hrá kľúčovú úlohu v efektivite pro-
tinádorových účinkov talidomidu a jeho 
derivátov pri liečbe MM.

Schuster et al (2014) analyzovali hla-
diny expresie CRBN v  kohorte MM pa-
cientov s  rovnakou liečbou s  cieľom 
zistiť vzťah medzi expresiou CRBN a kli-
nickými výsledkami liečby MM IMiDs. 
Zistili, že expresia CRBN je vyššia u bun-
kových línií pochádzajúcich z hematolo-
gických malignít (zahŕňajúc MM) v po-
rovnaní so solídnymi nádormi. Navyše 
zistili, že normálne B lymfocyty a  indo-
lentné B lymfoidné nádory majú po-
dobnú hladinu CRBN ako bunky MM. 
Pri porovnávaní hladiny expresie CRBN 
medzi normálnymi plazmatickými bun-
kami, MGUS, SMM a MM neboli detego-
vané rozdiely [10].

Pri analýze genetických podtypov 
MM bola u hyperdiploidnej skupiny zis-
tená vyššia hladina expresie CRBN ako 
u  non-hyperdiploidnej. Tento výsledok 
okrem iného naznačuje, že hladina ex-
presie CRBN je úmerná počtu kópií chro-
mozómu 3, na ktorom je tento gén loka-
lizovaný. Rozdiel v expresii CRBN medzi 
hyperdiploidnou a non-hyperdiploidnou 
skupinou bol zistený aj pri nezahrnutí 
pacientov s  trizómiou chromozómu 3.
Súčasne pri translokácii t(4;14) bola zis-
tená nižšia hladina expresie [10].

Obr. 2. Talidomid inhibuje aktivitu CRBN E3 ubikvitínového komplexu, to môže spôso-

biť až teratogenézu.
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v  závere znamená stimuláciu T buniek 
imunitného systému. Schopnosť IMiDs 
zvyšovať hladinu IL-2 v T bunkách pro-
stredníctvom degradácie Aiolosu a Ika-
rosu sú teda závislé na prítomnosti 
CRBN [26]. 

Pre úplné pochopenie mechanizmu 
účinku IMiDs, prípadne pre možnosť 
identifi kácie čo najefektívnejších liečiv, 
je nutné objasnenie celého princípu ak-
tivity IMiDs viažucich CRBN, kde s urči-
tosťou patrí identifi kácia cieľových mo-
lekúl CRBN a následných signalizačných 
dráh prebiehajúcich v MM bunkách. 

V štúdii Zhu et al (2011) bola porov-
naná expresia génov bunkovej línie lie-
čenej lenalidomidom s rovnakou bunko-
vou líniou so zníženou expresiou CRBN 
za použitia CRBN shRNA. Celkovo bolo 
identifi kovaných 123  génov, u  ktorých 
došlo k  zmenám v  expresii medzi po-
rovnávanými bunkovými líniami. Medzi 
tieto gény patrili napr. MYC, SP1 a TP53, 
avšak najvýraznejšou pozorovanou zme-
nou v  expresii bolo zníženie expresie 
IRF4. Zaujímavým zistením bolo, že u MM 
buniek, ktoré prežili zníženie expre-
sie CRBN, postupne dochádzalo k opä-
tovnému navýšeniu hladiny proteínu 
IRF4 do normálu [22]. IRF4 bol identifi ko-
vaný ako kritický faktor pre prežitie MM 
buniek [28] a zároveň ako jedna z cieľo-
vých molekúl CRBN po väzbe IMiDs [22]. 
Záverom jednej z ďalších štúdií bolo, že 
k indukcii expresie P21waf1 a inhibícii ex-
presie IRF4 po liečbe IMiDs nedochádza 
pri absencii expresie CRBN [29]. P21waf1 aj 
IRF4 sú zapojené do signalizačnej dráhy 
NF- κB, čo naznačuje, že inaktivácia tejto 
dráhy po pôsobení IMiDs sa môže ďalej 
odraziť na ich regulácií. 

Všetky tieto poznatky, pomáhajú v po-
chopení procesov odohrávajúcich sa 
na úrovni MM buniek, no v budúcnosti 
bude potrebné vykonať ďalšie výskumy, 
ktoré by dokázali popísať presný me-
chanizmus signálnych dráh prebiehajú-
cich v MM bunkách po naviazaní IMiDs 
na CRBN.

Záver

CRBN je podjednotka Cul4- E3  ubikvi-
tín- proteín ligázového komplexu. Tento 
proteínový komplex je okrem CRBN, 
predstavujúceho substrátový recep-
tor, ďalej zložený z  DDB1, Cul4  (Cul4a 

úlohu ako samotné mutácie v CRBN pri 
vzniku rezistencie MM buniek [24].

Ako bolo spomínané vyššie, jedny z pr-
vých objavených účinkov IMiDs u  MM 
bola ich imunomodulačná aktivita, ktorá 
zahàňala kostimuláciu T buniek a ovplyv-
ňovanie produkcie cytokinov (zhrnuté 
v [4]). Následné skúmanie aktivity IMiDs 
odhalilo ich vysoko pleiotropný efekt pri 
modulácii imunitného systému, ktorý je 
využívaný pri liečbe MM. 

Po indentifi kácii CRBN ako cieľovej mo-
lekuly IMiDs, sa CRBN javil ako sprostred-
kovateľ ich teratogénnych a antiprolife-
račných účinkov. Zaujímavým zistením 
bolo, že väzba pomalidomidu a lenalido-
midu na CRBN má za následok aj modu-
láciu imunitného systému a to konkrétne 
kostimuláciu T buniek. Mechanizmus 
spočíva vo väzbe lenalidomidu a  po-
malidomidu na CRBN, po ktorej dochá-
dza k degradácii transkripčných faktorov 
Ikaros a Aiolos [26]. Ikaros a Aiolos slúžia 
v T  bunkách ako negatívne regulátory, 
resp. represory expresie IL-2 [27]. 

Gandhi et al (2013) zistili, že väzba po-
malidomidu a  lenalidomidu na CRBN 
umožní naviazanie Ikarosu a Aiolosu na 
ubikvitín-ligázový komplex CRL4CRBN, čo 
vedie k ich ubikvitinizácii a následnej de-
gradácii v  proteazóme (obr.  3). Degra-
dácia represorov Ikarosu a  Aiolosu má 
za následok zvýšenie expresie IL-2, čo 

dalo určiť, ktorí pacienti budú a ktorí ne-
budú z liečby profi tovať [22].

Budúce využitie CRBN v klinickej praxi 
však závisí od technických metód pou-
žívaných k  detekcii a  zvážení všetkých 
faktorov a  dejov (napr. rôzne varianty 
zostrihu mRNA CRBN), ktoré sa v bunke 
odohrávajú a môžu ovplyvňovať efekti-
vitu odpovede na liečbu MM [23].

V dostupnej literatúre zatiaľ nie je 
veľké množstvo výsledkov, ktoré by pou-
kazovali na spojitosť medzi mutáciami 
v CRBN a efektivitou liečby [24]. Egan et 
al (2013) po prvýkrát popísali získanú 
mutáciu skracujúcu proteín (Q99*) a bo-
dovú mutáciu (R283K) v CRBN ako príčinu 
rezistencie MM buniek k liečbe u 37- roč-
ného IgG-κ pacienta  [25]. V  ďalšej štú-
dii bola detegovaná mutácia v bunkovej 
línii ANBL- 6, ktorá vykazovala rezistenciu 
k lenalidomidu. Na druhej strane, v štúdii 
Thakurta et al (2014) pri analýzach troch 
odlišných bunkových línií rezistentných 
na liečbu, neboli zistené žiadne mutácie 
CRBN. Výskyt mutácií v CRBN a DDB1 sa 
tu javil ako vzácny a ako by mal iba ob-
medzený dopad na vznik rezistencie 
MM buniek voči liečbe IMiDs. Tieto zis-
tenia naznačujú, že príčina rezistencie 
MM buniek nemusí byť závislá na mutá-
ciách v CRBN. Je však pravdepodobné, že 
epigenetické, transkripčné a  posttran-
skripčné mechanizmy hrajú dôležitejšiu 

Obr. 3. Model účinku kostimulácie T buniek lenalidomidom a pomalidomidom. 

Väzba pomalidomidu a lenalidomidu na CRBN umožní degradácii Ikarosu a Aiolosu v protea-

zóme. To má za následok zvýšenie expresie IL-2 a stimuláciu T buniek imunitného systému. 
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a  Cul4b) a  Roc1. Jeho funkciou je pri-
pájať na proteíny určené k  degradá-
cii polyubikvitínový reťazec [6,7]. Takto 
označené proteíny sú následne degra-
dované v proteazóme. Po naviazaní ta-
lidomidu však dochádza k  inhibícii 
aktivity Cul4- E3  ubikvitín- proteín ligá-
zového komplexu, čo má za následok 
hromadenie proteínov v  bunke. Tento 
mechanizmus vysvetľuje teratogénne 
účinky talidomidu, avšak aj účinky 
protinádorové [5].

Pri bližších štúdiách CRBN bola zis-
tená korelácia medzi hladinami expre-
sie CRBN a efektivitou liečby MM IMiDs. 
Vysoké hladiny expresie CRBN sú spá-
jané s lepšou odpoveďou na liečbu a na-
opak nízka expresia je spájaná so slabou 
odpoveďou na liečbu, až rezistenciou 
myelómových buniek voči IMiDs [8– 10]. 
Cielené zníženie expresie CRBN pomo-
cou molekulárnych metód je pre mye-
lómové bunky cytotoxické, avšak bunky, 
ktoré toto vyradenie CRBN prežijú sa stá-
vajú vysoko rezistentnými na liečbu [22].

Doterajšie závery rôznych štúdií sta-
vajú CRBN do pozornosti ďalších výsku-
mov, nakoľko predstavuje zaujímavý 
farmakodynamický cieľ. Na základe do-
stupnej literatúry by CRBN v  budúc-
nosti mohol slúžiť ako prediktívny bio-
marker pre určenie efektivity liečby MM, 
prípadne iných hematologických ocho-
rení prostredníctvom IMiDs. Zavedenie 
do klinickej praxe si však vyžaduje ďalšie 
skúmanie celkového mechanizmu pôso-
benia a  komplexných signálnych dráh 
prebiehajúcich v MM bunkách.
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