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Souhrn

Lie¢ba mnohopocetného myelomu (multiple myeloma — MM), v sticasnosti nevylie¢itelného
ochorenia, sa zameriava na dosiahnutie kompletnej remisie. Jednou skupinou liekov, ktord je
v tomto ohlade pomerne efektivna, si imunomodulac¢né lieky (immunomodulatory drugs —
IMiDs) ako napr. talidomid. Mechanizmus ich ucinku vsak nie je doposial Uplne jasny. Posledné
vyskumy naznacuju, ze doélezitd ulohu v sprostredkovani protinadorovych uc¢inkov IMiDs zo-
hrava protein cereblon (CRBN), na ktory sa v tomto prehladovom ¢lanku zameriavame. Tento
protein ma funkciu substratového receptoru v Cul4-E3 ubikvitin-protein ligazovom komplexe,
a teda rozpozndva proteiny urcené k degradacii. Vazbou CRBN a IMiDs sa inhibuje funkcia
celého ubikvitin-proteazomového komplexu, ¢o vysvetluje ich protinadorové ucinky. Okrem
toho bola potvrdena aj koreldcia medzi expresiou génu CRBN a efektivitou liecby u MM pacien-
tov lie¢enych IMiDs. Tieto poznatky naznacuju, Ze expresia CRBN by mohla sluzit ako biomarker
pre predikciu odpovedi na lie¢cbu 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
effective 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
effects 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 effects. In addition, a correlation between CRBN gene expres-
sion and effectiveness of treatment in MM patients treated with IMiDs was confirmed. These
findings suggest that CRBN expression could possibly serve as a biomarker to predict response
to IMiD in MM patients.
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CEREBLON — NOVY TERAPEUTICKY CIEL V LIECBE MNOHOPOCETNEHO MYELOMU

Uvod

Mnohopocetny myelém (multiple mye-
loma - MM) je nadorové ochorenie
plazmatickych buniek (PB), ktoré sve-
tovd zdravotnicka organizacia (WHO)
radi medzi B lymfoproliferativne neo-
plazmy [1]. Vyznacuje sa proliferaciou
malignych PB a produkciou monoklonal-
neho imunoglobulinu (M-lg) zapricifuju-
ceho klinickii manifestaciu ochorenia [2].
Ide o druhé najcastejSie zhubné hema-
tologické ochorenie, ktoré je zatial nevy-
liecitelné. So zavedenim modernych lie-
¢ebnych postupov a zlepSenim vcasnej
diagnostiky sa viak vyrazne zvysila doba
preZitia pacientov trpiacich tymto ocho-
renim. Cielom lie¢by je dosiahnutie kom-
pletnej remisie a eliminacia klinickych
priznakov. U vacsiny pacientov stale do-
chadza k relapsu ochorenia [3].

V sucasnosti su jednou z moznosti
efektivnej lie¢by imunomodulacné lieky
(immunomodaulatory drugs - IMiDs), kde
patri talidomid a jeho derivéty - lenalido-
mid a pomalidomid. Tieto lieky dokazali
svoj Uucinok nielen priamo proti nddoro-
vym bunkdm indukciou apoptézy, ale
aj nepriamo, kedy ovplyvnuju interakcie
myelémovych buniek s mikroprostredim
kostnej drene, Ucinkuju proti novotvorbe
ciev, proti zapalu a podporuju ucinnost
imunitného systému (zhrnuté v [4]).

Pre moznost vytvorenia ¢o najefektiv-
nejsich a cielenych liekov je nutné po-
chopit presny mechanizmus ich G¢inku
v bunke. Prielomom bolo identifikova-
nie cereblonu (CRBN) ako primarneho
ciela IMiDs v myelémovych bunkach [5].
Po tomto objave sa CRBN stal zaujmom
mnohych studii kvoli objasneniu proti-
myelémovej aktivity IMiDs.

CRBN sa okrem iného vyskytuje
v bunke ako sucast ubikvitiniza¢ného
komplexu, ktory ma za ulohu oznacovat
proteiny urcené k degradacii polyubikvi-
tinovym retazcom [6,7]. Pri blizSich $tu-
didch CRBN bola zistena vyrazna korela-
cia medzi hladinou expresie génu CRBN
a odpovedou nadorovych pacientov na
lie¢cbu IMiDs [8-10]. Pre sprostredkova-
nie protimyeldmovej aktivity IMiDs je
nutnd vazba na CRBN. Toto zistenie po-
sunulo CRBN na poziciu mozného far-
makodynamického biomarkeru, ktory
by v buducnosti mohol sluzit ako predik-
tivny marker pre Uspesnost liecby MM.
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Obr. 1. Struktura proteinu CRBN.

Protein CRBN tvori 442 aminokyselin, pricom pre vézbu talidomidu na CRBN su nevyhnuté ty-
rozin na pozicii 384 a tryptofén na pozicii 386. CRBN navyse obsahuje N-terminalnu ¢ast ATP-

-dependentnej Lon protedzovej domény.

Cereblon

CRBN je protein o velkosti 55 kDa,
ktory je kédovany génom CRBN [11].
U cloveka je gén CRBN lokalizovany
na chromozéme 3 (3p26.2) [12], obsa-
huje 11 predikovanych exénov a ko-
duje 442 aminokyselin (AMK), pricom
pre vazbu talidomidu na CRBN su nevy-
hnuté aminokyselinové zvysky - tyro-
zin na pozicii 384 a tryptofan na pozicii
386 (obr. 1) [5]. CRBN obsahuje N-termi-
nalnu ¢ast (237 AMK 81-317) ATP-de-
pendentnej Lon protedzovej domény,
ktord hra tlohu v protein-proteinovych
interakciach, ale nema proteazovu ani
ATP-azovu aktivitu [13].

Fyziologicky je CRBN vysoko expri-
movany v semennikoch, slezine, pros-
tate, peceni, podzaludkovej Zlaze, pla-
cente, obli¢ckach, pliucach, kostrovych
svaloch, vaje¢nikoch, tenkom creve, pe-
riférnych leukocytoch, hrubom ¢&reve,
mozgu a sietnici [11,14-17]. V bunke je
lokalizovany v cytoplazme, jadre a bun-
kovej membréane [5,11,15-18]. Po prvy-
krat bol CRBN opisany v roku 2004 v su-
vislosti s mentalnou retardaciou [13].
Neskorsie experimenty ukézali, ze CRBN
ma v organizme viacero funkcii. Viaze sa
na cytosolicky C-terminalny koniec na-
patovo-vratkovanych chloridovych ka-
nalov - CIC-1 a CIC-2 a na a-podjednotku
C-terminélneho konca draslikového ka-
nalu, ktory je aktivovany vapenatymi
ionmi (BK_) [11,16]. Dalej interaguje
s al podjednotkou AMP-aktivovanej
protein kinazy a zabranuje tak sformo-
vaniu funkéného holoenzymu [19]. Jed-
nou z najvyznamnejsich funkcii, z tera-
peutického hladiska, je schopnost CRBN

viazat IMiDs a sprostredkovat ich proti-
nadorovy efekt [5].

Sucasné data naznacuju, ze CRBN spo-
lo¢ne s DDB1 (DNA-damage binding
protein 1) su podjednotkami Cul4-E3
ubikvitin-ligdzového komplexu. Tento
proteinovy komplex je zloZzeny z DDB1,
Cul4 (Cul4a a Cul4b), Roc1 a substra-
tového receptoru [6,7]. E3 ubikvi-
tin-ligdzovy komplex sluzi k degra-
dacii proteinov, ktoré su oznacené
polyubikvitinovym retazcom a su ur-
¢ené k odstraneniu. Samotnd ubikvitini-
zacia prebieha v troch krokoch, ktoré su
katalyzované aktivatnym enzymom E1,
konjugaénym enzymom E2 a liga-
zou E3[20]. Roc1 a Cul4 tvoria katalytické
jadro a interaguju s E2 konjuga¢nym en-
zymom. DDB1 umoziuje spojenie medzi
Cul4 a substratovym receptorom.

Studia Ito et al (2010) potvrdzuje, Ze
CRBN je podjednotkou Cul4-E3 ubikvi-
tin-ligazového komplexu a sutazi
s DDB2 (DNA-damage binding protein 2)
o vazbu na DDB1. Okrem toho sa zis-
tilo, ze komplex vykazuje autoubikvitini-
zacnu aktivitu. Predpoklada sa, Zze CRBN
funguje ako substratovy receptor, a teda
prave CRBN rozpoznava proteiny, ktoré
maju byt v bunke degradované. Sti¢astou
studie bolo aj zistenie, Ze autoubikvitini-
zacna aktivita bola inhibovana po pridani
talidomidu in vitro, ¢o naznacuje, zZe tali-
domid posobi ako inhibitor na E3 ubikvi-
tin-ligdzovy komplex (obr. 2) [5].

Cereblon a mnohopocetny
myelom

Pbésobenie talidomidu bolo skimané
viac ako pol storocia, pricom bolo vy-
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slovenych viac ako 30 moznych hypo-
téz. Uplny mechanizmus p6sobenia nie
je popisany dodnes, avsak prielomom
bolo identifikovanie molekuly viazucej
talidomid.

Ito et al (2010) pomocou magnetic-
kej separdcie a afinitnej purifikacie izo-
lovali proteiny viaZzuce sa na talidomid
z rdznych bunkovych extraktov. Navia-
zané proteiny boli uvolnené volnym tali-
domidom a analyzované elektroforézou.
Vysledkom bola identifikacia dvoch pro-
teinov. Jeden bol CRBN a druhy DDB1.
Nasledné pokusy in vitro ukdzali, ze
CRBN sa na talidomid viaze priamo, za-
tial ¢o DDB1 sa viaze na CRBN a intera-
guje s talidomidom nepriamo. V tejto
praci sa tiez potvrdilo, Ze CRBN je pro-
tein, ktory je ciefovou molekulou tali-
domidu a sprostredkovéva jeho aktivitu
in vivo [5].

Odhalenie priamej vazby talidomidu
na CRBN upriamila pozornost prave na
tento protein, nakolko sa zd3, Ze prave
CRBN hra klucovu ulohu v efektivite pro-
tinddorovych ucinkov talidomidu a jeho
derivatov pri liecbe MM.

Schuster et al (2014) analyzovali hla-
diny expresie CRBN v kohorte MM pa-
cientov s rovnakou lie¢bou s cielom
zistit vztah medzi expresiou CRBN a kli-
nickymi vysledkami liecby MM IMiDs.
Zistili, ze expresia CRBN je vyssia u bun-
kovych linii pochadzajucich z hematolo-
gickych malignit (zahfhajuc MM) v po-
rovnani so solidnymi naddormi. Navyse
zistili, ze normalne B lymfocyty a indo-
lentné B lymfoidné nadory maju po-
dobnu hladinu CRBN ako bunky MM.
Pri porovndavani hladiny expresie CRBN
medzi normélnymi plazmatickymi bun-
kami, MGUS, SMM a MM neboli detego-
vané rozdiely [10].

Pri analyze genetickych podtypov
MM bola u hyperdiploidnej skupiny zis-
tend vyssia hladina expresie CRBN ako
u non-hyperdiploidnej. Tento vysledok
okrem iného naznacuje, ze hladina ex-
presie CRBN je Umernd poctu képii chro-
mozoému 3, na ktorom je tento gén loka-
lizovany. Rozdiel v expresii CRBN medzi
hyperdiploidnou a non-hyperdiploidnou
skupinou bol zisteny aj pri nezahrnuti
pacientov s trizémiou chromozému 3.
Sucasne pri translokdcii t(4;14) bola zis-
tend nizsia hladina expresie [10].
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&
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Obr. 2. Talidomid inhibuje aktivitu CRBN E3 ubikvitinového komplexu, to méze spdso-

bit az teratogenézu.

Pri Stadii zavislosti hladiny expresie
CRBN na klinickej odpovedi na lie¢bu
pomalidomidom a dexametazénom
bolo 53 pacientov rozdelenych do troch
skupin podla medidnu expresie CRBN.
Zo ziskanych dat vyplyva trend lep3ej od-
povedi na lie¢bu u pacientov zo skupiny
s vyssou hladinou expresie CRBN [10].

Bedewy a EL-Maghraby (2014) si dali
za ciel svojej Studie na 46 novodia-
gnostikovanych MM pacientoch posu-
dit hladiny expresie CRBN a génu pre re-
ceptor interleukinu-6 (IL-6R) a ich dopad
na ucinnost liecby MM dexametazé-
nom a talidomidom. Zistili, Ze median
expresie CRBN a IL-6R bol u onkologic-
kych pacientov vyssi ako u kontroly. Lep-
Sia odpoved na lie¢cbu bola u pacien-
tov spojend suhrnne s nizSou hladinou
32 mikroglobulinu a nizSou expresiou
IL-6R a vys3ou hladinou sérového albu-
minu a vyssou expresiou CRBN [21].

K rovnakym zdverom dospela aj stu-
dia Heintel et al (2013), ktord ukazovala
na vyraznu koreldciu medzi hladinou ex-
presie CRBN a odpovedou na liecbu po-
malidomidom [8]. Broyl et al (2013) po-
zorovali jasnu spojitost medzi vyssou

hladinou expresie CRBN a dlhsou dobou
prezitia bez progresie ochorenia pocas
liecby talidomidom [9].

Zhu et al (2011) zistili, ze pre MM
bunky je znizenie expresie CRBN toxické.
Pri vneseni CRBN shRNA do MM bu-
niek doslo k vyraznej redukcii expresie
CRBN a taktiez k znizeniu zivotaschop-
nosti MM buniek (o 65-78 %) v porov-
nani s kontrolnymi MM bunkami. Bunky,
ktoré znizenie expresie CRBN preziju, sa
stdvaju vysoko rezistentné vocilenalido-
midu aj pomalidomidu, ale voci liekom
ako bortezomib, dexametazén a melfa-
lan ostavaju senzitivne. Ziskana delécia
CRBN bola identifikovand ako primarna
genetickd zmena odliSujuca senzi-
tivnu bunkovt liniu MM1.S na liecbu
lenalidomidom a pomalidomidom od
rezistentnej [22].

Z uvedenych studii vyplyva, ze vyssia
hladina expresie CRBN je spojena s lep-
Sou odpovedou na lie¢cbu pomocou
IMiDs. Nakolko pri nizkej expresii CRBN
dochadza u pacientov ku vzniku rezis-
tencie na liecbu, expresia CRBN sa javi
ako nutnd sucast efektivnej liecby IMiDs.
Na zéklade hladiny expresie CRBN by sa
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Obr. 3. Model tcinku kostimulacie T buniek lenalidomidom a pomalidomidom.

Vazba pomalidomidu a lenalidomidu na CRBN umozni degraddcii Ikarosu a Aiolosu v protea-
zéme. To ma za nasledok zvysenie expresie IL-2 a stimuldciu T buniek imunitného systému.

dalo urcit, ktori pacienti budu a ktori ne-
budu z lie¢by profitovat [22].

Buduce vyuzitie CRBN v klinickej praxi
vsak zavisi od technickych metéd pou-
zivanych k detekcii a zvazeni vietkych
faktorov a dejov (napr. rozne varianty
zostrihu mRNA CRBN), ktoré sa v bunke
odohravaju a mozu ovplyvriovat efekti-
vitu odpovede na lie¢cbu MM [23].

V dostupnej literature zatial nie je
velké mnozstvo vysledkov, ktoré by pou-
kazovali na spojitost medzi mutdciami
v CRBN a efektivitou liec¢by [24]. Egan et
al (2013) po prvykrat popisali ziskanu
mutaciu skracujucu protein (Q99*) a bo-
dovu mutéciu (R283K) v CRBN ako pricinu
rezistencie MM buniek k liecbe u 37-ro¢-
ného IgG-k pacienta [25]. V dal3ej $tu-
dii bola detegovana mutacia v bunkovej
linii ANBL-6, ktord vykazovala rezistenciu
k lenalidomidu. Na druhej strane, v studii
Thakurta et al (2014) pri analyzach troch
odlisnych bunkovych linii rezistentnych
na lie¢bu, neboli zistené Ziadne mutécie
CRBN. Vyskyt mutécii v CRBN a DDBT sa
tu javil ako vzacny a ako by mal iba ob-
medzeny dopad na vznik rezistencie
MM buniek voci lie¢be IMiDs. Tieto zis-
tenia naznacuju, ze pri¢ina rezistencie
MM buniek nemusi byt zavisla na muta-
cidch v CRBN. Je viak pravdepodobné, ze
epigenetické, transkripéné a posttran-
skripéné mechanizmy hraju doélezitejsiu

ulohu ako samotné mutécie v CRBN pri
vzniku rezistencie MM buniek [24].

Ako bolo spominané vyssie, jedny z pr-
vych objavenych u¢inkov IMiDs u MM
bola ich imunomodulac¢na aktivita, ktora
zahanala kostimulaciu T buniek a ovplyv-
novanie produkcie cytokinov (zhrnuté
v [4]). Nasledné skumanie aktivity IMiDs
odhalilo ich vysoko pleiotropny efekt pri
moduldcii imunitného systému, ktory je
vyuzivany pri lie¢be MM.

Po indentifikacii CRBN ako cielovej mo-
lekuly IMiDs, sa CRBN javil ako sprostred-
kovatel ich teratogénnych a antiprolife-
ra¢nych Gcinkov. Zaujimavym zistenim
bolo, ze vdzba pomalidomidu a lenalido-
midu na CRBN ma za nasledok aj modu-
laciu imunitného systému a to konkrétne
kostimulaciu T buniek. Mechanizmus
spociva vo vazbe lenalidomidu a po-
malidomidu na CRBN, po ktorej docha-
dza k degradacii transkrip¢nych faktorov
Ikaros a Aiolos [26]. Ikaros a Aiolos sluzia
v T bunkdch ako negativne regulatory,
resp. represory expresie IL-2 [27].

Gandbhi et al (2013) zistili, ze vdzba po-
malidomidu a lenalidomidu na CRBN
umozni naviazanie lkarosu a Aiolosu na
ubikvitin-ligdzovy komplex CRL4N, ¢o
vedie k ich ubikvitinizacii a ndslednej de-
gradacii v proteazéme (obr. 3). Degra-
ddcia represorov lkarosu a Aiolosu ma
za nasledok zvysenie expresie IL-2, ¢o

v zavere znamena stimulaciu T buniek
imunitného systému. Schopnost IMiDs
zvysovat hladinu IL-2 v T bunkach pro-
strednictvom degradécie Aiolosu a lka-
rosu su teda zavislé na pritomnosti
CRBN [26].

Pre Uplné pochopenie mechanizmu
ucinku IMiDs, pripadne pre moznost
identifikacie ¢o najefektivnejsich lieciv,
je nutné objasnenie celého principu ak-
tivity IMiDs viaZzucich CRBN, kde s urci-
tostou patri identifikacia cielovych mo-
lekul CRBN a naslednych signaliza¢nych
drah prebiehajucich v MM bunkach.

V stadii Zhu et al (2011) bola porov-
nana expresia génov bunkovej linie lie-
¢enej lenalidomidom s rovnakou bunko-
vou liniou so zniZzenou expresiou CRBN
za pouzitia CRBN shRNA. Celkovo bolo
identifikovanych 123 génov, u ktorych
doslo k zmendm v expresii medzi po-
rovnavanymi bunkovymi liniami. Medzi
tieto gény patrili napr. MYC, SPT a TP53,
avsak najvyraznejSou pozorovanou zme-
nou v expresii bolo zniZzenie expresie
IRF4. Zaujimavym zistenim bolo, Ze u MM
buniek, ktoré prezili znizenie expre-
sie CRBN, postupne dochéadzalo k opa-
tovnému navyseniu hladiny proteinu
IRF4 do normalu [22]. IRF4 bol identifiko-
vany ako kriticky faktor pre prezitie MM
buniek [28] a zaroven ako jedna z cielo-
vych molekul CRBN po vazbe IMiDs [22].
Zaverom jednej z dalsich studii bolo, ze
k indukcii expresie P27 a inhibicii ex-
presie IRF4 po liecbe IMiDs nedochadza
pri absencii expresie CRBN [29]. P21+ aj
IRF4 su zapojené do signalizacnej drahy
NF-kB, ¢o naznacuje, Ze inaktivacia tejto
drahy po pésobeni IMiDs sa mbze dalej
odrazit na ich regulacii.

V3etky tieto poznatky, pomahaju v po-
chopeni procesov odohrdvajucich sa
na urovni MM buniek, no v buducnosti
bude potrebné vykonat dalsie vyskumy,
ktoré by dokézali popisat presny me-
chanizmus signdlnych dréh prebiehaju-
cich v MM bunkéch po naviazani IMiDs
na CRBN.

Zaver

CRBN je podjednotka Cul4-E3 ubikvi-
tin-protein ligdzového komplexu. Tento
proteinovy komplex je okrem CRBN,
predstavujuceho substratovy recep-
tor, dalej zlozeny z DDB1, Cul4 (Cul4a
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a Cul4b) a Rocl. Jeho funkciou je pri-
pajat na proteiny ur¢ené k degrada-
cii polyubikvitinovy retazec [6,7]. Takto
oznacené proteiny su nasledne degra-
dované v proteazéme. Po naviazani ta-
lidomidu v3ak dochadza k inhibicii
aktivity Cul4-E3 ubikvitin-protein liga-
zového komplexu, ¢o mé za nasledok
hromadenie proteinov v bunke. Tento
mechanizmus vysvetluje teratogénne
ucinky talidomidu, avsak aj ucinky
protinddorové [5].

Pri blizsich studiach CRBN bola zis-
tend koreldcia medzi hladinami expre-
sie CRBN a efektivitou liecby MM IMiDs.
Vysoké hladiny expresie CRBN su spa-
jané s lepSou odpovedou na lie¢bu a na-
opak nizka expresia je spajand so slabou
odpovedou na liecbu, az rezistenciou
myelémovych buniek voci IMiDs [8-10].
Cielené znizenie expresie CRBN pomo-
cou molekuldrnych metdd je pre mye-
[6mové bunky cytotoxické, avsak bunky,
ktoré toto vyradenie CRBN preziju sa sta-
vaju vysoko rezistentnymi na lieCbu [22].

Doterajsie zavery roznych studii sta-
vaju CRBN do pozornosti dalsich vysku-
mov, nakolko predstavuje zaujimavy
farmakodynamicky ciel. Na zéklade do-
stupnej literatdry by CRBN v buduc-
nosti mohol sltzit ako prediktivny bio-
marker pre urcenie efektivity liecby MM,
pripadne inych hematologickych ocho-
reni prostrednictvom IMiDs. Zavedenie
do klinickej praxe si viak vyZaduje dalsie
skimanie celkového mechanizmu poso-
benia a komplexnych signalnych drah
prebiehajucich v MM bunkéch.
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