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Souhrn

V poslednich letech byl diky zavedeni novych 1é¢ebnych postupti dosazen signifikantni pokrok v 1écbé
mnoha hematoonkologickych onemocnéni. Se zavedenim novych lécebnych postupti pfichazi nové otazky
ohledné¢ dalsiho zvySovani ucinnosti 1écby a jejiho zacileni na naddorovou buiiku. Jednim ze sledovanych
faktort jsou parametry nadorového mikroprostredi, které predstavuji cytokiny, chemokiny, solubilni adhezni
molekuly, specifické populace T-lymfocytt a dalsi populace antigen prezentujicich bunék.

V tomto ¢lanku pfinasime vysledky nasi pilotni studie hladin cytokinti, chemokini a solubilnich
adheznich molekul u nemocnych s myelodysplastickym syndromem vyssiho rizika lécenych hypomethylacni
latkou azacytidin. Analyzujeme faktory souvisejici s hladinami sledovanych cytokint, celkovym prezitim
a selhanim 1é¢by. Propojenim klinickych a laboratornich dat se tak snazime pfispét k hlubsimu pochopeni
problematiky myelodysplastickych syndromi a obecné vlivu nadorového mikroprostiedi na prubéh
hematoonkologickych onemocnéni.
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Summary

A significant effort has been made to innovative treatment approaches in majority of haematooncologic
diseases including myelodysplastic syndromes. Adopting novel therapies brings new questions about
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enhancing their efficacy. Increasing evidence show a significant role of tumour microenvironment, which
compounds of cytokines, chemokines, soluble adhesion molecules, specific T-lymphocyte populations
and further populations of antigen presenting cells.

In this article, we publish results of our pivotal trial analysing serum levels of cytokines, chemokines and
soluble adhesion molecules in patients with high-risk myelodysplastic syndromes treated with hypomethylating
agent Azacytidine. We analyse factors associated with levels of measured analytes, overall survival and treatment
failure. Incorporating both clinical and experimental data into analyses helps to achieve a deeper insight
into biology of myelodysplastic syndromes and the crosstalk of tumour microenvironment and outcome
of therapies in general.
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Uvod

Jako myelodysplastické syndromy (MDS) oznacujeme skupinu klonalnich poruch krvetvorby, postihujici
hematopoetickou kmenovou bunku. Charakteristickymi nalezy jsou hypercelularni kostni dfen s vyznamnymi
zménami architektoniky krvetvornych elementi (dysplazie), cytopenie v obvodové krvi v dusledky inefektivni
krvetvorby a schopnost progrese do akutni myeloidni leukemie (AML). V posledni dobé piibyva dikazu, ze rychlost
progrese MDS smérem k AML je ovlivnéna nejen vlastni genetickou odchylkou na trovni hematopoetické kmenové
bunky, ale rovnéz faktory nddorového prostredi, které predstavuji cytokiny, adhezni interakce a imunitni
mechanismy zprostfedkované riznymi bunécnymi populacemi, napiiklad T-lymfocyty, mesenchymalnimi
kmenovymi buitkami, dendritickymi buitkami, myeloidnimi supresory a dalsimi populacemi bunck.

V této praci se vénujeme predevsim roli cytokinti a chemokint. Cytokiny a chemokiny jsou proteiny o nizké
molekulové hmotnosti, uvoliiované buitkami imunitniho systému za Gcelem ovlivnéni zanétlivé reakce. Soucasné
jsou schopny ovlivnit vnitini prostiedi kostni dfen¢ a hematopoezu. Za fyziologickych podminek jsou tyto faktory
nezbytné pro preziti, proliferaci a vyzravani kmenovych bunck kostni dfené. Stejné mechanismy se uplatiuji
i patologickych okolnosti s tim rozdilem, Ze zdrojem cytokinti mohou byt i vlastni buniky maligniho klonu.

Abnormalni hladiny cytokint, chemokint a rastovych faktorti u nemocnych s MDS byly popsany riznymi
pracovnimi skupinami. (1-3). Z hlediska MDS byly studovany prozanétlivé cytokiny: tumor nekrotizujici faktor
(TNF)-a, interferon (IFN)-y, transformujici rustovy faktor (TGF)-, interleukiny (IL)-6, IL-8, IL-17 a rtstové
faktory granulocytli (G-CSF) i makrofagi (GM-CSF). Hladiny téchto cytokini byvaji u nemocnych s MDS
zpravidla zvysené (2, 4-6).

MDS vsak musime chapat jako skupinu onemocnéni s riznym biologickym potencialem. U MDS nizsiho rizika
je v kostni dieni vysoky obrat bun¢k a vystupiiovana apoptdza narusujici konecné vyzravani prekurzort. Pribyva
dikazl, ze na patogenezi téchto stavl se cytokiny mohou podilet jak pfimo uc¢inkem na vyzravajici prekurzory,
tak i neptimo ovlivnénim efektorovych bunc¢k imunitniho systému. Uplatiuje se zejména regulace T-lymfocytarnich
populaci. MDS nizsiho rizika je spojena s vyssi aktivitou cytotoxickych, CD8 pozitivnich T-lymfocyta, které
inhibuji rist malignich i nemalignich buné¢k v kostni dieni. To mize vysvétlovat pfiznivy uc¢inek imunosupresivni
terapie na cytopenie v periferni krvi dokumentovany v nékterych situacich (7). MDS vyssiho rizika jsou spojeny
s nizs§imi pocty CDS8 pozitivnich T-lymfocytil, coz umoziiuje pfezivani malignich bun¢k a progresi do AML.
Soucasné je ptitomno vyssi riziko infekei (8, 9).

Z hlediska cytokinii u MDS jsou diskutovany jejich rozdilné hladiny u nemocnych nizsiho a vyssiho rizika.
Nektefi autofi popisuji rozdilné hladiny IL-6, GM-CSF a solubilniho receptoru pro IL-2 v zavislosti na pokrocilosti
pleiotropnich cytokinti IL-4 a IL-10 u nemocnych s MDS ve srovnani se zdravymi jedinci. Lopes et al. (13) sledovali
vztah hladin IL-10 a pocti CDS8 pozitivnich T-lymfocytt. Z jejich zavért vyplyva, ze hladiny IL-10 jsou zvySené
u nemocnych s MDS vyssiho rizika a negativné koreluji s pocty CD8 pozitivnich T-lymfocyti.
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Je tedy zfejmé, Ze imunitni deregulace u MDS, a soucasné také pravdépodobné u vétsiny malignich onemocnéni,
je znacné komplexni. Lze tedy predpokladat, ze k hlubsimu pochopeni problematiky povede souc¢asna analyza vice
faktorti nez nekolika izolovanych veli¢in. Tento predpoklad nas vedl k vypracovani pilotni studie na souboru
nemocnych s MDS vyssiho rizika, kteti byli indikovani k 1é¢bé hypomethylacni latkou azacytidin. Cilem studie
bylo najit cytokiny, chemokiny a solubilni adhezni molekuly, které souvisi s 1é¢ebnou odpovédi na azacytidin
(respektive selhanim 1é¢by) u nemocnych s MDS vyssiho rizika.

Metodika

K analyze v ramci této pilotni studie byl pouzit soubor 32 jedincti (21 muzi a 11 zen) ve véku 60,4 — 80,7 let,
pramér 71,2 let, median 72 let. Tito nemocni byli diagnostikovani a 1é¢eni pro MDS vyssiho rizika na I'V. interni
hematologické klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové v prabéhu let 2015-2020. Vyssi riziko MDS bylo
spocitano dle mezinarodné pouzivanych prognostickych systéma IPSS a IPSS-R (14, 15). K indikaci 1écby
hypomethylacni latkou azacytidin bylo pozadovano, aby alespon jeden z téchto skorovacich systému svédcil
pro MDS vyssiho rizika, tedy IPSS vyssi stfedni nebo vysoké riziko a IPSS-R vysoké nebo velmi vysoké riziko.
Vzajemné vztahy skore dle IPSS a IPSS-R jsou shrnuty v Tabulce 1. Byli vybrani nemocni, u kterych nebylo
soucasn¢ pfitomno jiné nadorové onemocnéni, piipadné byli nejméné 5 let v kompletni remisi po 1é¢bé jiného
nadorového onemocnéni. Dal§im vylucujicim faktorem byla pfitomnost aktivniho chronického zanétlivého
onemocnéni. Provedeni studie bylo schvaleno mistni Etickou komisi. VSichni nemocni obdrzeli a podepsali
informovany souhlas se zatazenim do studie.

Tabulka 1. Vzajemné vztahy IPSS a IPSS-R

IPSS stfedni 1 IPSS stfedni 2 IPSS vysoké Celkem
IPSS-R stfedni - 5 1 6
IPSS-R vysoké 1 5 3 9
IPSS-R velmi vysoké 1 8 8 17
Celkem 2 18 12 32

IPSS: mezinarodni prognosticky skorovaci systém; IPSS-R: revidovany mezinarodni prognosticky skorovaci systém

Nemocni byli 1é¢eni hypomethyla¢ni latkou azacytidin v davee 75 mg/m?. Lécba byla aplikovana v prvnich
7 pracovnich dnech cyklu, které se opakuji v intervalech trvajicich 4—6 tydnt. Pocet aplikovanych davek v cyklu
i délka intervalu mezi cykly se odviji od zavaznosti cytopenii, tolerance 1écby a ptipadnych infekénich komplikaci.
Do analyzy byli zatazeni také 4 nemocni léceni azacytidinem jako pfemost'ujici terapii pfed provedenim alogenni
transplantace krvetvorby. Nejpozdéji po kazdém Sestém cyklu 1éEby je nutné vySetiit aspirat kostni dfené. V 1écbé
azacytidinem lze pokracovat az do progrese onemocnéni.

Vzorky krve nemocnych byly odebrany pied zahdjenim lécby azacytidinem a doruceny do laboratofe v Casovém
intervalu nepiesahujicim 2 hodiny. Po centrifugaci trvajici 10 minut pfi 3000 otackach za minutu bylo sérum
stazeno, rozdéleno do alikvotil po ptiblizné 200 uL, oznaceno a skladovano pii -80° C.

Pro méfeni byly vybrany pozadované vzorky v zamrazenim stavu, rozmrazeni prob¢hlo bezprostiedné pted métenim
nebo zahajenim inkubace s reagenciemi v souladu s pozadavky vyrobce proteinovych bioCipl. Po probéhlém méteni
byly zbytky alikvott zlikvidovany v souladu s pozadavky na zachazeni s biologickym odpadem.

Byly méfeny sérové hladiny celkem 17 analytt: interleukint IL-1a, IL-1f, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
Epidermal Growth Factor (EGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Interferon gamma (IFN-y),
Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1), Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-a) a solubilni adhezni molekuly
E-selectin (E-SEL), P-selectin (P-SEL), L-selectin (L-SEL), Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)
a Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1). Hladiny biomarkeri byly méfeny pomoci proteinového bio¢ipu
na analyzatoru Evidence Investigator (Randox). Tato metoda umoziiuje soucasné stanoveni hladin vice analyt
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z jediného vzorku séra. Sledované analyty séra se navazi na vazebna mista proteinového biocipu, kde je jejich
pritomnost prokdzana monoklonalni protilatkou znac¢enou kienovou peroxidazou. Intenzita chemiluminiscenci
emitovan¢ho signalu je poté snimana citlivou kamerou a porovnana s ulozenou kalibracni kiivkou. Vysledek je
vydavan v pg/mL pro cytokiny a ng/mL pro solubilni adhezni molekuly.

V definovaném souboru nemocnych s MDS jsme analyzovali, zda nékteré ze sledovanych indikéatort
nadorového mikroprostiedi souvisi s vékem, rizikovou stratifikaci dle IPSS a IPSS-R, ¢asnym selhdnim 1écby
azacytidinem béhem prvnich 6 cyklu 1écby, nebo naopak s celkovym piezitim presahujicim 18 mésici.

Statisticka analyza byla provedena v programu STATISTICA verze 2.0. Rozdily s P < 0,05 byly povazovany
za statisticky signifikantni.

Vysledky

Analyza hladin sledovanych analytli a véku nemocnych ukazala slabé inverzni korelace s hladinami E-SEL
(r=-0,297; P=0,591), L-SEL (r = -0,345; P = 0,374) a IL-4 (r = -0,246; P = 0,871). Hladiny E-SEL a L-SEL
spolu statisticky vyznamné korelovaly (r = 0,673; P = 0,0002). Korelace véku s IL-1a, IL-8 a VEGF byly slabé,
ostatni analyty s vékem nekorelovaly.

Hladiny sledovanych analyt nesouvisely s kategorii rizika hodnocené dle IPSS nebo IPSS-R. Skupiny
nemocnych rozdélené do jednotlivych kategorii dle IPSS i IPSS-R se navzajem nelisily vékem.

V této skupiné nemocnych nebyl IPSS spolehlivym prediktorem celkového pieziti. Jedinci s vysokym rizikem
dle IPSS méli nevyznamné kratsi celkoveé pieziti (432 222 vs. 538 + 364 dni, P =0,4579) v porovnani s ostatnimi
jedinci skupiny. V celkovém preziti dle IPSS-R bylo prokazano vyznamné delsi preziti jedincti se sttednim rizikem
(879 £406 vs. 411 + 235 dni, P = 0,0048) v porovnani se zbytkem skupiny. Preziti jedinct s vysokym a velmi
vysokym rizikem dle IPSS-R se statisticky vyznamné nelisilo, viz Graf 1.

Graf 1. Celkové preziti dle kategorie IPSS-R

Kruskall-Wallis test p = 0.7649
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IPSS-R: revidovany mezinarodni prognosticky skorovaci systém; OS-days: celkové pieziti udavané ve dnech; Intermediate:
stfedni riziko; High: vysoké riziko; Very high: velmi vysoké riziko
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Pacienti indikovani k alogenni transplantaci krvetvornych bunék (n = 4; 12,5 %) byli vyznamné mladsi
(64,05 + 3,35 vs. 72,23 2,36 let, P = 0,008). Tito nemocni méli vyssi hladiny E-SEL (P = 0,0007), IL-8 (P =0,0047),
IFN-y (P =0,0238) a P-SEL (P = 0,0490). V této skupiné doslo u tif jedinci k selhani azacytidinu a progresi MDS
do AML jesté pted alogenni transplantaci krvetvorby. Celkové pieziti alogenné transplantovanych jedinct bylo
v této skupiné nevyznamné delsi (645 + 196 vs. 477 + 319 dni, P =0,4217).

Analyzovali jsme vztah véku a celkového preziti nemocnych. Analyzou celé kohorty jsme odhalili stfedné
silnou negativni korelaci véku a celkového preziti (r = -0,403; P = 0,199).

U jedinct s vysokym rizikem dle IPSS nebyla prokazana korelace véku a celkového preziti (r=-0,1532; P =NS).
U jedinct s ostatnim rizikem dle IPSS (n = 20; 62,5 %) koreloval vék s celkovym prezitim inverzné, stiedné silné
(r=-0,431; P=0,428). Rozdélenim kohorty dle IPSS-R jsme zjistili, Ze v kategorii velmi vysokého rizika (n=17;
53,1 %) celkové pieziti siln€ a negativné korelovalo s vékem (r =-0,569; P = 0,188). U ostatnich kategorii IPSS-R
nebyla korelace celkového preziti a véku nemocnych prokdzana (r = -0,0477; P = NS).

Identifikovali jsme skupinu 8 nemocnych (25 %) s casnym selhanim 1é¢by azacytidinem. Tito nemocni se

od ostatnich nelisili vékem (P = 0,0999), ale méli vyssi hladiny IL-8 (P = 0,0125) a IFN-y (P = 0,0303). Blizko
statistické vyznamnosti byly nizsi hladiny TNF-a (P = 0,0770) a vys$$i E-SEL (P = 0,0862), viz Tabulka 2.

Tabulka 2. Cytokiny a ¢asné selhani 1é¢by azacytidinem

Analyt Selhani azacytidinu Azacytidin ucinny P
IL-8 167,1 +139,2 pg/mL 44,2 + 38,2 pg/mL 0,0125
IFN-y 3,33 +2,53 pg/mL 0,52 + 0,29 pg/mL 0,0303
TNF-a 1,88 + 0,99 pg/mL 2,79 £ 0,85 pg/mL 0,0770
E-SEL 15,25 12,38 ng/mL 8,89 £ 3,47 ng/mL 0,0862

IL-8: Interleukin-8; IFN-y: Interferon gamma; TNF-o: Tumor Necrosis Factor alfa; E-SEL: E-selektin

Nakonec jsme identifikovali 7 nemocnych s celkovym pfezitim piesahujicim 18 mésict. V této skupiné byli
i tfi nemocni, ktefi podstoupili alogenni transplantaci krvetvornych bunék pro ¢asnou progresi MDS do AML.
Vékem se tato skupina nemocnych nelisila od ostatnich (P = 0,3953). V této skupiné byly nizsi hladiny IL-1a
(P =0,0432) a ¢cetn&jsi vyskyt stfedniho rizika dle IPSS-R (P = 0,0122).

Diskuse

Soucasné modely prognostické stratifikace MDS pracuji s parametry krevniho obrazu a cytogenetikou. I pies
pokrok v molekularni biologii, narGstajici mnozstvi mutaci s popsanou vazbou na MDS a zdokonaleni
prognostickych modelt je stale patrny vyznam nadorového mikroprosttedi pro celkovy vysledek 1écby.

Nami sledovany soubor je pomérné maly, nicméné z hlediska distribuce véku nemocnych i (bohuzel) nizkého
zastoupeni alogenné transplantovanych jedinct reprezentativni. Alogenni transplantace krvetvorby jako jedina
metoda s kurativnim potencialem je dostupna jen malému mnozstvi nemocnych s MDS. Ma v§ak potencial prekonat
nepiiznivou biologii MDS a je zatim jedinou metodou, ktera pfinasi $anci na dlouhodobé pteziti (16).

Z nami analyzovanych dat vyplyva, Ze u nemocnych s vyssimi sérovymi hladinami IL-8 a IFN-y je vyssi
pravdépodobnost rezistence k azacytidinu a selhani 1écby. Tuto rezistenci lze pfekonat alogenni transplantaci
krvetvorby.

Dale je zfejmé, ze soucasné prognostické modely u MDS lze dale rozvijet a zpfesiovat rozsifenim o dalsi

sledované faktory. Zda bude nami zjistény IL-la nebo jiny cytokin v budoucnu potvrzen jako nezavisly
prognosticky faktor bude predmétem dalsich studii. Vzhledem k sou¢asnym moznostem modulace pienosu cytokiny
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zprosttedkované signalizace maji tyto nalezy mozny vystup v rutinni klinické praxi. Nami zjisténé vysledky
povazujeme za povzbudivé, a proto jiz piipravujeme obsahlejsi studii na vétSim souboru nemocnych véetné vétsiho
zastoupeni alogenné transplantovanych jedinct.
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