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1 UVOD

Mnohocetny myelom patii mezi maligni hematopoetickd onemocnéni plazmatickych
bun¢k, kone¢ného diferenciacniho stadia B-lymfocytd. Pro mnohocetny myelom je
charakteristickd pfitomnost M-proteinu v krvi a multiorganové poskozeni zasahujici
predevsim ledviny a kosti. Genetické zmény podilejici se na rozvoji mnohocetného
myelomu maji hyperdiploidni charakter, nejcastéji trisomii chromozomt s lichym ¢islem,
nebo non-hyperdiploidni charakter, vétSinou translokaci lokusu IGH. V patogenezi
onemocnéni maji také dilezity vliv epigenetické modifikace, pfedev§im zmény metylacniho
profilu DNA. Tyto zmény V lokalni sekvenci ovlivituji expresi genti, napiiklad tumor
supresorovych genti a onkogent, a v globalnim méfitku ovliviiuji chromozomovou stabilitu.

Metylacni profil chromatinu je udrzovdn pomoci enzymaticky fizenych procest
metylace a aktivni demetylace. Metylaci DNA =zajistuji dvé skupiny enzymu: DNA
metyltransferazy 3, katalyzujici de novo metylaci a DNA metyltransferaza 1, metylujici
dcefiné vlakno béhem replikace DNA. Proces aktivni demetylace, zprostfedkovany
ten-eleven transloka¢nimi enzymy, byl popsan pomémné nedavno a doposud nékteré jeho
kroky nejsou zcela objasnény.

Ten-eleven transloka¢ni enzymy umoziuji konverzi S5-metylcytosinu na
5-hydroxymetylcytosin, a dale na 5-formylcytosin a 5-karboxylcytosin. Pfitomnost
5-hydroxymetylcytosinu v promotorech genti naznacuje, ze V genovém tuseku dochazi
K procesu aktivni demetylace. Porovnani urovné metylace v promotorové sekvenci TET
genu a jejich exprese doposud nebylo u pacientti s mnohoc¢etnym myelomem zkoumano.
Stejné tak nebyl studovan vliv exprese genti TET na celkovou troven metylacnich

a hydroxymetyla¢nich zmén v DNA.
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CILE PRACE

Préace s odbornou literaturou a vypracovani literarni reSerSe na zadané téma;

Izolace RNA a DNA z krevnich aspirati pacientti s mnohocetnym myelomem,;

Piiprava ¢cDNA a naslednd expresni analyza geni TET1, TET2 a TET3 metodou
kvantitativniho PCR;

Po restrikénim Stépeni DNA enzymy Mspl a Hpall kvantifikovat trovenn metylacnich
(5-mC) a hydroxymetyla¢nich (5-hmC) zmén u sledovaného souboru pacienti;
Stanoveni hladiny celkové metylace DNA a hydroxymetylace u jednotlivych vzorkl

DNA sledovaného souboru pacienti.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Diagnostika a charakteristika MM

Mnohocetny myelom (MM) se v anglické literatuie také oznacuje jako ,,plasma cell
myeloma“ (PCM), medullary plasmacytoma, myelomatosis, myeloma. Jedna se
o multifokalni neoplastickou proliferaci plazmatickych bunék, obvykle spojenou
s ptitomnosti M-proteinu v séru a/nebo moci, a ptitomnym poskozenim organd v souvislosti
s nadprodukci nefunk¢nich intaktnich imunoglobulini nebo imunoglobulinovych fetézcd,
viz tabulka 1 (Swerdlow a kol., 2017). Plazmatické bunky jsou diferencovanym stadiem
B-lymfocyti, které vznikaji po kontaktu B-lymfocytl se specifickymi antigeny a maji

schopnost produkce specifickych protilatek (Pecka, 2002).

Tabulka 1. Diagnosticka kritéria pro mnohocetny myelom (MM) a asymptomaticky MM. Rentgen (RTG);
vypocetni tomografie (CT); pozitronova emisni tomografie (PET); magneticka rezonance (MRI). Dle WHO
(Swerdlow a kol., 2017); upravené dle kritérii International Myeloma Working Group.

MM

Procentualni zastoupeni klonalnich plazmatickych bunék v kostni dfeni > 10 % nebo biopsii

potvrzeny plasmocytom a > 1 z nésledujicich myeom-definujicich udalosti:

Organové poskozeni, pticitatelné poruse proliferace plazmatickych bunék:

Hyperkalcémie: vapnik v séru > 0,25 mmol-I" (> 1 mg-dI™) vyssi nez normalni horni

limit nebo > 2,75 mmol-I* (> 11 mg-dI?)

Renalni nedostateénost: clerence kreatinu < 40 ml/min nebo kreatin v séru

> 177 pmol I (> 2 mg-dI?)

Anémie: hodnota hemoglobinu > 20 g-I*! pod normalnim dolnim limitem nebo hodnota

hemoglobinu < 100 g-I*

Kostni 1éze: > 1 nebo vice kostnich 1ézi na RTG snimku kosti, CT nebo PET/CT

> 1 nebo vice z nasledujicich biomarkerti malignit:

Procentualni zastoupeni klonalnich plazmatickych bunek kostni dené > 60 %

Podil volného lehkého fetézce > 100
> 1 fokalni 1éze na MRI

Asymptomaticky MM

Museji byt splnény obé nasledujici kritéria:

M-protein v séru (IgG nebo IgA) > 30 g-I™* nebo M-protein v moci > 500 mg/24 hod

a/nebo procentudlni zastoupeni klondlnich plazmatickych bunck 10 % az 60 %

Absence udalosti definujici myelom nebo amyloidézu




Mnohocetny myelom se vyskytuje u 10 % az 15 % vSech hematopoetickych malignit
(Kyle a kol., 2003). V pomeéru 1,1:1 postihuje vice muzt nez Zen. Median véku pacientd pii
diagnoze je 70 let. Ceska republika se s incidenci 4,8 p¥ipadti na 100 000 obyvatel fadi mezi
zemé se stiednim vyskytem tohoto onemocnéni v Evropé (data z roku 2014: Malaskova
a kol., 2017). Zvyseny vyskyt mnohocetného myelomu je spojovan s expozici specifickym
toxickym latkam, radiaci nebo vétsi vnimavosti u pacientdi s nékterymi chronickymi
onemocnénimi (Lewis, 1963; Linet a kol., 1987). Mnohoc¢etnému myelomu téméf u vSech
pacientll pfedchazi monoklonalni gamapatie nejasného ptivodu (MGUS). ZvySené riziko
rozvoje MGUS je u jedinci s vyskytem MM v roding, a je také Castéji pozorovan
u lidi africké, ¢i afroamerické rasy (Kyle a kol., 2003; Brigle a Rogers, 2017). Kostni dien
je nejcastéj$im mistem vzniku mnohocetného myelomu, sekundarné mohou byt postizeny
dalsi orgény. Projevy mnohocetného myelomu jsou rtizné, od asymptomatickych stadii po
agresivni stadia. Typicky je pfitomno celkové nebo vicecetné poSkozeni kostni diené.
V mistech aktivni hematopoézy byvaji pozorovany lytické kostni 1éze. V pokrocilém stadiu
nemoci se obvykle vyskytuji pfiznaky onemocnéni mimo mikroprostfedi kostni diené.
Onemocnéni se vyznaluje ptiznaky, jez jsou souhrnné oznaCovany jako CRAB:
hyperkalcémie, rendlni selhdni, anémie a kostni 1éze. Bolest kosti a hyperkalcémie jsou
vysledkem lytickych 1ézi a osteopordzy, v disledku nahrazeni kostniho mikroprostiedi
myelomovymi bunkami. Anémie nastava v disledku poskozeni kostni diené a ledvin.
Kselhani ledvin dochézi poskozenim ledvinnych tubuld akumulaci M-proteinu,
oznacovaného také jako Bence Jonestv protein, produkovaného plazmocytoidnimi bunikami
u 97 % pacientt. Produkovany M-protein je u 50 % ptipadi tvofen 1gG; u 20 % IgA; u 20 %
lehkym fetézcem k nebo A a v <10 % IgD, IgE a IgM. Vyjimecéné, asi u 3 % pacientl neni
sekreticky nalez v moc¢i ani krvi. U 90 % pacientt MM se vyskytuje sniZzena hladina
polyklonalnich protilatek na <50 % normalniho stavu. Mezi dalsi nélezy patii pfidruZzena
infekce, krvaceni nebo neurologické projevy (Kyle a kol., 2003; Swerdlow a kol., 2017).

Zakladni zobrazovaci metodou je rentgenovy snimek, kde jsou patrné kostni 1éze u 70 %
pacientd. Mimo kostni 1éze mohou byt pfitomny patologické fraktury, kompresni fraktury
obratlii nebo fidnuti kostni tkang, osteopordza. NejCastéji zasaZzenymi kostmi jsou obratle,
zebra, lebka, lopatky a panev. Mikroskopické vySetfeni se provadi biopsii kostni dien¢.
Monoklonalni plazmatické bunikky mohou byt rozptylené, v malych klastrech, ve fokalnich
nodulech nebo v rozptylenych stitech (Bartl a kol., 1987). Vlivem naruSeni kostni diené
dochdzi ke sniZzeni hematopoézy. Pro diagnostiku mnohocetného myelomu je dtlezitou

metodou imunohistochemie. Metoda umoziuje kvantifikaci plazmatickych bun¢k z biopsie,
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pfi niZ se vyuziva znaeni CD138+. Klonalita byva obvykle detekovana znacenim Ig kappa
a lambda lehkych fetézcti. Pro detekci neoplastickych plazmatickych bunék mtze byt také
pouzito znaceni CD56 a KIT (CD117). Z odbéru aspiratu kostni diené se posuzuje vzhled
plazmatickych bunék. Krom¢ vyzralych forem myelomovych plazmatickych bun¢k, které
jsou od standardnich typt obtizn¢ odlisitelné, se mohou vyskytovat plazmablastické nebo
pleomorfické buiiky. Spolehlivym markerem pro detekci neoplastickych plazmatickych
bunék jsou jadernd nevyzralost a mnohotvarnost, které nejsou témét nikdy pozorovany
u reaktivnich plazmatickych bunék. Snizend hladina povrchovych imunoglobulint je
detekovdna pomoci imunofenotypizace, ktera umoziuje detekovat ptitomnost
monotypickych cytoplazmatickych imunoglobulinti. Bunky exprimuji CD38, a exprese
CDI138 je vyrazngj$i neZz u normalnich plazmatickych bunék. Stejné tak, byla zjiSté€na
nadmérnd exprese antigenii zahrnujicich CD56, CD200, CD28, CD117, CD20, CD52
a CD10. Naopak negativni nebo snizené signaly oproti standardnim bunkam jsou u CD45,

CD19, CD27 a CD8 (Lin a kol., 2004, Bataille a kol., 2006; Bataille a kol., 2008).
3.1.1 Genetikaa MM

Pro mnohocetny myelom je charakteristicka geneticka nestabilita. Abnormality jsou
numerické (hyperdiploidie) a strukturni (non-hyperdiploidie). Hyperdiploidni abnormality,
vyskytujici se u 45 % piipadi, nejcastéji zahrnuji trisomii lichych chromozomd 3, 5, 7, 9,
11, 15, 19, 21. Non-hyperdiploidni abnormality se vyskytuji u 40 % pacienti, a U vétsiny je
pfitomna chromozomové translokace lokusu IGH (14q32). Do translokace byva zapojeno 7

onkogend, shrnutych v tabulce 2 (Fonseca a kol., 2009; Swerdlow a kol., 2017).

Tabulka 2. Molekularné-cytogeneticka klasifikace MM (Fonseca a kol., 2009).

Translokacni partner lokusu IGH Zkratka Pozice Cetnost ptipadi
CCND1 11913 16 %
Geny pro cykliny D1/D2/D3 CCND3 6p21 2%
CCND2 12p13 <1l%

Gen pro doménu SET 2 mnohocetného

myelomu NSD2 (MMSET)  4p16 15%
MAF 16923 5%
Geny pro transkripcni faktory rodiny MAF MAFB 20q11 2%
MAFA 8924 <1%




Privodnim jevem onemocnéni je IGH translokace nebo hyperdiploidie
(Kuehl a Bergsagel, 2012). Cytogeneticka analyza vzorkd kostni dfené¢ metodou FISH
(fluorescencni in situ hybridizace) je nezbytna pro stanoveni 1é¢ebné strategie. U poloviny
piipadt se vyskytuje monosomie, ¢i parcidlni delece chromozomu 13 (13q14). V nékterych
ptipadech byla pozorovana jako jedna z prvotnich udélosti, u nékterych pacienti byla
detekovana az pfi progresi onemocnéni. U téméf poloviny pacientl je pfitomno pfemisténi
lokusu MYC. Translokace genu MYC do blizkosti ,,super-enhancerd® specifickych pro
plazmatické bunky (napf. IGH; IGK; IGL-enhancery) miize zpiisobovat progresi z MGUS
do stadia MM. Ve studii Pawlyn a kol. (2016) byla u 53 % pacienti s MM identifikovana
mutace v genech ovliviiujicich epigenetické modifikace. Z toho u 4 % pacientt byla mutace
pfitomna v genech ovliviiujicich DNA metylaci: IDH, TETs, DNMTs. Mutace v téchto
genech jsou spojeny s horsi prognézou onemocnéni (Lohr a kol., 2012; Swerdlow a kol.,
2017).

3.1.2 Prognéza

Mnohoc¢etny myelom je doposud nevylécitelné onemocnéni, nové 1éCebné strategie vSak
umoziuji zlepSeni kvality a délky Zivota pacientii. Median pieZiti je cca 5,5 let. U nejvice
progresivnich ptfipadu je délka preziti kratsi nez 6 mésicl, naopak u nejméné progresivnich
pripadi mize dosahovat az 10 let. Zhodnoceni prognozy pacienta se fidi dvéma postupy.
Dle ,International staging“ systému je pacient zafazen do skupiny I-Ill, podle hladin
B-2-mikroglobulinu a albuminu v krevnim séru pted 1écbou. Pti druhé analyze je pomoci
metody FISH stanoven geneticky profil, na jehoz zakladé je pacient zafazen do skupiny se
standardnim rizikem (60 %), se stiednim rizikem (20 %), nebo s vysokym rizikem (20 %).
Delece useku kodujici tumor supresorovy gen TP53 (17p13.1), nebo translokace genu MAF
t(14;16) a t(14;20) jsou spojovany shorSi prognézou (Dispenzieri akol., 2013;
Rajkumar a kol., 2014).

3.1.3 Varianty myelomu plazmatickych bunék
3.1.3.1 Asymptomaticky (smoldering) mnoho¢etny myelom

Pro ,,doutnajici* (smoldering) mnohocetny myelom (SMM) je charakteristické 10 % az
60% zastoupeni klonalnich plazmatickych bun¢k kostni dfen¢ a/nebo charakteristicky néalez
M-proteinu v krevnim séru/moci, ale oproti MM absence CRAB a amyloidozy. Absenci

klinickych projevii je SMM podobny MGUS, ale oproti MGUS u néj dochazi cCastéji



k progresi onemocnéni do stadia MM. U vice nez 83 % pacientil je redukovana Cetnost
normalnich imunoglobulini, a u 53 % pacienti jsou detekovany monoklonalni lehké fetézce
v mo¢i. Pravdépodobnost progrese v MM je v prvnich 5 letech 10 % pfiipadt rocné,
Vv nésledujicich 5 letech 3 % ptipadl ro€né a poté 1 % ro¢né. Jako vysoce rizikové faktory
vedouci k progresi onemocnéni jsou vice nez 60 % zastoupeni klonalnich plazmatickych
bunék kostni dfené, abnormalné pozménény pomér lehkych fetézcti (>100), nebo pritomnost

vice nez 2 kostnich 1ézi (Kyle a kol., 2003; Swerdlow a kol., 2017).
3.1.3.2 Nesekre¢ni myelom

Forma nesekre¢niho myelomu se vyskytuje u 1 % pacienta s MM ktera se projevuje
absenci M-proteinu. U 2/3 téchto pripadi byl vSak detekovan abnormalni pomér lehkych
fetézcl a/nebo zvysena pritomnost volného lehkého fetézce v séru, coz naznacuje, Ze mnoho
Z téchto ptipadd je alesponn minimalné sekre€nich, tedy produkujicich alespon jeden typ
abnormalniho imunoglobulinu. Prognodza a genetika nesekre¢niho myelomu je stejna jako
u jinych forem MM, ale délka pteziti se zda byt lepsi u pacientd se zachovanym pomérem

lehkych fetézct (Dul a Argon, 1990; Drayson a kol., 2001).
3.1.3.3 Leukémie plazmatickych bunék

Leukémie plazmatickych bun€k je forma MM, kdy klonalni plazmatické bunky
piedstavuji >20 % celkovych leukocytl v krvi, nebo je jejich Setnost >2-10%1. Neoplastické
plazmatické buriky nejsou obvykle zavislé na mikroprostiedi kostni dfené a mohou byt
pfitomny v jatrech, sleziné nebo misni tekuting. Primarni leukémie plazmatickych bunék je
diagnostikovana u 1 % az 3 % MM. Sekundarni leukémie plazmatickych bunék nastava
u primérné 1 % ptipadd, pivodné diagnostikovanych jako MM. Oproti ostatnim druhtim
myelom se 1i81 niz§im medidnem véku pacientl pii diagnoze, rendlnim poskozenim, astym
zvétSenim organt a uzlin. Méné Casté jsou pak bolesti kosti a lytické kostni 1éze. Leukémie
plazmatickych bunék je agresivni formou MM s relativné kratkym Casem preziti

(Avet-Loiseau a kol., 2001; Sahara a kol., 2002; Swerdlow a kol., 2017).
3.2 CD138

Pro studium malignit plazmatickych bun¢k je nezbytnym krokem jejich separace od
ostatnich buné€k kostni dfené. Procento plazmatickych bunck v kostni dieni je velmi

heterogenni v zavislosti na stddiu onemocnéni, od MGUS po MM. Pro zisk Cisté populace



plazmatickych bunék se vyuziva separace s pouzitim monoklonalnich protilatek cilenych
proti markerim na povrchu plazmatickych bunck, znaCenych magnetickymi casticemi:
MACS, nebo flourochromy: FACS (BureSovaakol., 2012). U vétSiny malignich
plazmatickych bunék byla detekovana exprese syndekanu-1 (Ridley a kol., 1993), ktery se
dnes vyuziva jako citlivy povrchovy marker s ozna¢enim CD138 (BureSova a kol., 2012).
Syndekan-1 je transmembranovy protein, patiici do rodiny syndekanovych proteoglykant
(NCBI-Gene). V kostni dieni se syndekan vyskytuje na prekurzorech B-lymfocytt a pied
uvolnénim B-lymfocytid do krevniho obéhu je exprese syndekanu utlumena a znovu
obnovena az pii diferenciaci v imobilizované plazmatické buiiky (Sanderson a kol., 1989).
Ve studii Dhodapkar a kol. (1998) bylo identifikovan hned né€kolik bunéénych funkci
syndekanu-1. Prvni z nich je indukce apoptdzy po uvolnéni extracelularni domény z povrchu
myelomovych bunék. Syndekan-1 dale ovliviiuje buiky v nadorovém mikroprostiedi
inhibici osteoklastti a podporou diferenciace osteoblastii. Umoznuje vazbu mezi buiikami,
mezi bunkou a extracelularni matrix a zprostfedkovava cytoskeletalni organizaci
(Sanderson a kol., 1989). V souladu s tim, bylo potvrzeno, ze se na tento receptor mohou
vazat stovky proteind, v€etné integrind, rustovych faktord, cytokinii, chemokinil a proteini
extracelularni matrix (McCarron akol., 2017). Vyssi exprese syndekanu-1 udéluje
selektivni vyhodu pln€ zralym plazmatickym bunkdm oproti méné zralym a novée
vznikajicim bunkam pomoci zvysené intenzity cytokinové signalizace, dilezité pro pieziti.
Vysoka exprese markeru CD138 byla detekovana Vv epitelialnich buikach, a naopak jeho
niz§i uroven exprese byla detekovana u fibroblasti a Vv endotelidlnich bunkach
(McCarron a kol., 2017). Z tohoto dtvodu se v poslednich letech hledaly markery pro
izolaci vice homogenni populace plazmatickych bunék. Ve studii Halliley a kol. (2015) byla
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popsana izolace dlouho zijici plazmatické bunky z lidské kostni dfené¢ pomoci znaceni
CD19-, CD38+ a CD138+.

3.3 Epigenetika

Epigenetika byla dle Das a Singal (2004) definovana jako stabilni zména potencialu
genové exprese, ke které dochazi béhem vyvoje a bunééné proliferace, bez zmény v genové

sekvenci.



3.3.1 Metylace DNA

Metylace cytosinu v dinukleotidech CpG (fosfodiesterova vazba mezi cytosinem
a guaninem) nastava piidanim metylové skupiny z donoru S-adenosyl-L-methioninu na
5" uhlik cytosinu pisobenim enzymi DNA metyltransferaz (DNMTS). V lidském genomu
byly identifikovany tfi geny pro DNA metyltransferazy: DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
(Bestor a Ingram, 1983; Okano a kol., 1998; Clark a Melki, 2002). V roce 2016 byl
identifikovan novy gen pro metyltransferazu DNMT3c, ktery se vyvinul duplikaci genu
DNMT3b v genomu hlodavci, ptivodné oznaceny jako pseudogen. Jeho pritomnost je
omezena pouze na hlodavce, v lidském genomu nebyl homolog doposud nalezen
(Barau a kol., 2016). Exprese DNMT3c je specificka pro sam¢i zarode¢né burnky, ve kterych
zajistuje metylaci retrotranspozoni béhem spermatogeneze (Ravichandrian a kol., 2017).
Nepostradatelna role metylace DNA u savcil byla potvrzena studiemi na mysim modelu, pfi
nichz byla delece geni kodujici DNA metyltransferazy smrtelna (Li a kol., 1992;
Okano a kol., 1999). Béhem replikace bunky je DNMT1, kterd metyluje dcefiné vlakno
DNA podle vlakna ptivodniho, zachovavan a pfenaSen metylacni profil do dalsi generace
bunék (Holliday a Pugh, 1975). Afinita DNMT1 k hemimetylovanym vlaknum je podle
studie Song a kol. (2012), zalozena na rozpoznani metylové skupiny cytosinu hydrofobni
kapsou katalytické domény enzymu. V n¢kolika prvnich bunécnych délenich oplodnéného
oocytu je rodi¢ovskd DNA demetylovana. Pfed nidaci, uhnizdénim, blastocysty dochazi
k de novo metylaci specifickych CpG mist pomoci enzymit DNMT3A a DNMT3B (Howlett
a Reik, 1991; Mayer a kol., 2000), viz obrazek 1. De novo metylace se uplatiiuje také béhem

dozravani zarode¢nych bun¢k (Ravichandrian a kol., 2017).
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Obrazek 1. Metyla¢ni profil vyvijejiciho se embrya (pievzato z: Clark a Melki, 2002).



Béhem raného embryondlniho vyvoje jsou repetitivni sekvence, obsahujici az 35 %
genomu, obecné hypermetylované, stejn¢ jako oblasti kodujici geny a promotory tkanove
specifickych geni (Yoder a kol., 1997). Naopak ostrivky CpG zustavaji b&hem
embryonalniho vyvoje nemetylované (Clark a Melki, 2002). V souladu s tim byla prokazana
vysoka aktivita DNMT3 mimo ostrivky CpG v embryonalnich kmenovych burikach,
indukujicich pluripotentni buriky, v oocytech a v mozku. Naopak aktivita DNMT1 je mimo
ostruvky CpG velmi nizka (Ravichandrian a kol., 2017). Ostruvky CpG jsou tiseky DNA,
které maji ptiblizné€ pétkrat vyssi vyskyt dinukleotidi CpG neZ jina mista v genomu. Jejich
délka je v rozmezi 200 bp az n€kolik kb a tvoii 1 % az 2 % genomu (Gardiner-Garden
a Frommer, 1987). Ptiblizn€¢ 50 % az 60 % vSech anotovanych genti obsahuje promotory
s obsahem ostrivkid CpG (Antequera a Bird, 1993). Obecné plati, ze metylované promotory
byvaji spojovany s inaktivnimi geny, nemetylované promotory naopak s geny aktivnimi. Jak
bylo uvedeno vyse, v embryu je vétSina ostrivki CpG chranéna pred metylaci, ale mala
frakce ostrivkit CpG metylaci podléhd. Piikladem jsou ostrivky CpG inaktivniho
chromozomu X a promotort imprintovanych gent (Bird, 1986; Smith a Meissner, 2013;
Ravichandrian a kol., 2017). Pfedpokladanou hlavni roli metylace DNA u savcu je regulace
genové transkripce inaktivaci promotorti a enhancerti. Mechanismus potlaceni transkripce
gend pomoci metylace, je popsan na zakladé¢ tifi modeld. Prvni model vychazi z nemoznosti
vazby mezi specifickymi transkripénimi faktory a metylovanym tsekem DNA
(lguchi-Ariga a Schaffner, 1989; Molloy a Watt, 1997). Transkripéni faktory AP-2,
c-Myc/Myn, CREB, E2F a NFkB rozpoznavaji sekvence CpG a jejich vazba tak mtze byt
inhibovana metylaci useku DNA (Tate a Bird, 1993). Druhy model vychazi z pfimé vazby
specifickych transkripénich represorti na metylovanou DNA. Proteiny, které rozpoznavaji
metylovanou DNA se oznacuji jako MBP (methyl-binding proteins), obsahuji motiv
zinkovych prstl (ZnF), doménu SRA a doménu zprostiedkujici vazbu mezi metylovou
skupinou a mistem CpG. Do rodiny proteint MBP patii MeCP1, MeCP2, MBD1, MBD?2,
MBD4 a Kaiso. Mechanismus vazby Kaiso se od ostatnich proteind, vazicich se vazebnou
doménou mezi metylovou skupinou a CpG, lisi vazbou prostiednictvim motivu zinkovych
prsta (Prokhortchouk a kol., 2001; Chiarella a kol., 2020). Uml¢eni transkripce nastava po
vazbé MBD1, MBD2, MeCP2 a Kaiso vlivem vazby s komplexy histonovych deacetylaz
(Prokhortchouk a Hendrich, 2002; Chiarella a kol., 2020). Pomoci metylace DNA mize také
dojit k ovlivnéni modifikace histonu a nasledna kondenzace chromatinu zptsobi

nepiistupnost DNA. na tomto principu je zalozen tteti model (Nan a kol., 1998). Dtive se
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predpokladalo, ze modifikaci histonu vzdy predchazi metylace DNA, ale studie Tamaru

a Selker (2001) objasnila, ze modifikace histonu mize naopak zahajit proces metylace DNA.
3.3.2 Strukturni organizace DNMTs

Na N-terminalnim konci DNMTs se nachazi rozsahla jednotka s regulaéni funkeci,
obsahujici fadu domén vazajicich chromatin a interagujici s proteiny. Na C-terminalnim
konci se nachdzi mensi katalytickd jednotka, dulezitd pro vazbu kofaktoru
S-adenosyl-L-metioninu a substratu DNA a pro jejich naslednou katalyzu. Podle
strukturnich podobnosti se DNA metyltransferazy rozdéluji do dvou skupin na DNMT1
a DNMT3. DNMT1 na svém N-terminalnim konci obsahuje nékolik funkénich domén:
DMAP1 (DNMT- associated protein 1) doména umoznuje sSpecifické cileni do mista
replikace; PCNA (proliferating cell nuclear antigen) vazebna doména je zodpovédna za
nabor DNMT1 do replika¢ni vidlicky béhem S faze; RFTD (replication foci-targeting)
doména cili DNMT]1 do replika¢niho mista, &i do mista centromerického chromatinu. Uloha
domény CXXC je ve zprostiedkovani vazby s tisekem nemetylované DNA. Jeji molekularni
funkce zlstavaji vSak doposud neobjasnény, stejn¢ jako funkce domén BAH1 a BAH2
(bromo-adjacent homology 1/2), které jsou zodpovédné za spravné strukturovani enzymd.
C-terminalni doména DNMT1 ma katalytickou funkci a je s ostatnimi doménami spojena
pomoci lysin-glycinovych repetic (Margotakol.,, 2003; Bashtryko a kol., 2012;
Ravichandrian a k ol., 2017). Skupina DNMT3 se sklada ze 3 ¢leni: DNMT3A; DNMT3B
a DNMT3c. Na N-terminalnim konci se nachazi 2 domény: ADD a PWWP. Doména ADD
je zodpovédna za rozpoznani a vazbu k nemetylovanému lysinu K4 na histonu H3. Doména
PWWP, ktera neni piitomna v DNMT3c, je zasadni pro cileni enzymu do pericentromerické
oblasti chromatinu ¢i genu, pomoci interakce s trimetylovanymi lysiny K36 histonu H3.
C-termindlni konce vS§ech DNMT3 jsou z 80 % homologni a obsahuji katalytické centrum

enzymu (Li a kol., 2011; Neri a kol., 2017; Ravichandrian a kol., 2017).
3.3.3 Metylaéni zmény u onkologickych onemocnéni

Jako ptivodni predpoklad k nadorové transformaci bylo povazovano poskozeni genomu,
zpusobené ztratou, ziskem ¢i mutaci genetické informace. Zména v expresi genti vSak miize
nastat iv disledku metylace DNA, kterd je zminovana jako jedna ze dvou pficin
v Knudsonové teorii onkogenni transformace (Das a Singal, 2004). Repetitivni sekvence,

které jsou za normalnim podminek hypermetylovany, se stavaji hypometylovany, proto maji
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nadorové buinky pozménény metylacni profil. Pficina hypometylace neni zatim zcela
objasnéna. Jednou z moznosti jsou nefunkéni DNMTS, nutri¢ni nedostate¢nost kyseliny
listové nebo deregulace enzymu TET, jez jsou zodpovédné za demetylaci (Clark a Melki,
2002). Hypometylace muze byt pfi¢inou aktivace nékterych onkogent (napi. cMYC nebo
H-RAS). Dale muze dochazet k aktivaci latentnich retrotranspozonti (napi. LINE), ktera
muze vést k naruseni exprese blizkého genu. Hypometylace také zptisobuje chromozomalni
nestabilitu. Opacnym pfipadem zmény metylacniho profilu nadorovych bunck je
hypermetylace. Dusledkem hypermetylace mize byt uml¢eni genové transkripce, které jsou
za normalnich podminek exprimovany. Mezi tyto geny patii ,,housekeepingové™ geny nebo
tumor-supresorové geny. Citlivé k hypermetylaci jsou geny regulujici bunécny cyklus
(napt. RDb), geny asociované s opravami DNA (napi. BRCAL), geny asociované s apoptozou,
rezistenci na 1é¢iva, detoxikaci, angiogenezi, diferenciaci a metastazovanim (Das a Singal,

2004).
3.34 TET a5-hmC

V oblastech geni je casty spoleény vyskyt 5-mC (5-metyl cytosin) a 5-hmC
(5-hydroxymetyl cytosin), nicméné byla pozorovana iodlisna distribuce téchto
cytosinovych modifikaci v ramci genomu. 5-mC je hojné zastoupen v heterochromatinovych
sekvencich, ve kterych je 5-hmC ptitomen pouze ziidka. Naopak 5-hmC je bohat¢ pfitomen
v sekvencich promotord (Williams a kol., 2011; Wu a kol., 2011). 5-hmC miiZze vzniknout
pouze z jiz pfitomného 5-mC pusobenim TET proteinu (Williams a kol., 2011). Proteiny
TET jsou 2-oxoglutarat (2-OG) a Fe'' dependentni metylcytosin dioxigenazy, které umoziuji
konverzi 5-metylcytosinu (5-mC) na 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC), viz obrazek 2, a pfi
dalsi oxidaci poskytuji 5-formylcytosin (5-fC) a 5-karboxylcytosin (5-caC) (Tahiliani a kol.,
2009; Ko a kol., 2010; Ito a kol., 2011; He a kol., 2011). Na C-terminalni ¢asti TET enzymu
se nachazi katalytickd jednotka s doménou DSHB (double-stranded-p-helix) a doménou
bohatou na cystein. Funkce katalytické jednotky je zavisla na interakci s Fe'' a 2-OG. Na
N-terminalni ¢asti TET1 a TET3 je CXXC doména s motivem zinkovych prstli, ktera
umoziuje vazbu na DNA (Rasmussen a Helin, 2017). Katalyticka doména proteinu TET2
interaguje s DNA pomoci samostatného proteinu IDAX (Ko a kol., 2013). TET enzymy
muzeme zafadit K faktorim, jez jsou nezbytné pro udrZzovani rovnovahy epigenetickych
modifikaci buniky. Jednou z moznych funkci TET enzymut je blokovani navazani

metyl-vazebnych proteini (MBP), nerozpoznanim 5-hmC. Dalsi funkci je proces pasivni
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demetylace, pfi némz neni 5-hmC rozpozndn DNMT1 béhem replikace a nedochazi tedy
k metylaci nové vzniklého vlakna. 5-hmC je také zapojen do procesu aktivni demetylace,
kde je jejim meziproduktem, viz kapitola 3.3.4.1 (Williams a kol., 2011). Piesto neni 5-hmC
diky jeho malé Cetnosti v rdmci genomu povazovan za stabilni epigenetickou modifikaci
(Rasmussen a Helin, 2017). Mezi proteiny, schopnymi interakce s 5-mC a zaroven 5-hmC,
bylo pozorovano malé piekryti. Mezi tyto proteiny patii MeCP2, Uhrfl a Thy28, pficemz
MeCP2 ma vyssi afinitu vici 5-mC. Na 5-hmC se vazi proteiny Mpg a Neil3, patiici mezi
DNA glykosylazy a Recql helikdzovy protein, coZz potvrzuje teorii, ze 5-hmC je
meziproduktem v procesu aktivni demetylace, ve které tyto proteiny mohou
zprostfedkovavat bazové excisni opravy (BER) (Spruijtakol., 2013). Ve studii
Dawlaty a kol. (2014) byly zkoumany mysi embryonalni buriky s vyfazenymi (knock-out)
TET geny vzhledem K jejich vyvojovému potencialu. Vytazeni TET gend z funkce se
projevovalo chybami v bunééné diferenciaci, zpuisobené hypermetylacemi v promotorech
genll zapojenych do embryonalniho vyvoje a diferenciace. I pfes zvySenou globalni

metylaéni Groven byla embrya s vyfazenymi TET geny zivotaschopna.

5-metyleytosin 5-hydroxymetylcytosin
NH, OH  NH,
H,C
| Y TET | \/TL
N/&O 2+ N 0
| Fe F|2
R Askorbit

o] o]

HO
HO OH +0, OH +CO,

o] O sukeinat
2-oxoglutarat

Obrazek 2. Konverze 5-mC na 5-hmC. Po vazbé kofaktoru a substratu molekularni kyslik oxiduje Fe?*, coz

indukuje oxidaci substratu a dekarboxylaci 2-OG na sukcinat a CO».

3.3.4.1 Aktivni demetylace

Proces aktivni demetylace byl popsan ve studii Tahiliani a kol. (2009), kde enzymy TET
oxiduji 5-mC na 5-hmC. Bylo také pozorovano, ze katalytickd doména TET1 byla schopna
oxidace 5-mC na 5-hmC na hemimetylovaném vlakné. Pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) byla detekovana nova
baze 5-fC, vznikajici oxidaci 5-hmC, jejiz signifikantni snizeni souvisi S vyvojovym stadiem

bunky (Pfaffeneder a kol., 2011). S vyuzitim HPLC-MS byla v genomu také detekovana

13



baze 5-caC, vznikajici oxidaci 5-fC (He a kol., 2011). Bylo prokazano, ze 5-fC a 5-caC
mohou byt specificky rozpoznany thymin-DNA-glykosylazou (TDG) a nasledné Stépeny.
V souladu stim, vyfazeni TDG z funkce vedlo v mySich embryonalnich kmenovych
bunkach k akumulaci 5-caC, coz poukazuje na proces oxidace 5-mC pomoci TET,
anasledn¢ na bazové excisni opravu fizenou TDG, jako proces aktivni demetylace.
(He akol., 2011). TDG je enzym, ktery odstranuje chyby v parovani mezi T-G, U-G
aVvtomto piipadé dokaze odstranit modifikovanou bazi z paru 5-fC-G nebo 5-caC-G
anahradit ji nemodifikovanym cytosinem. DNA glykosylazy katalyzuji hydrolyzu
N-glykosidovych vazeb, za vzniku abazického mista AP (apurinového/apyrimidinového).
Toto misto je rozpoznano endonukledzami AP, které hydrolyzuji fosfodiesterovou vazbu
dsDNA. Zapojenim riznych druhit DNA polymeraz se uplatiiuji 2 zptsoby opravy: kratka
a dlouha. V piipadé kratké opravy je zatazen nemodifikovany cytosin. V piipadé dlouhé
opravy stépi DNA polymeraza p dva a vice pivodnich nukleotidii, a na jejich misto
syntetizuje nové. Vlakno je nasledné spojeno pomoci DNA ligazy /111 (Robertson a kol.,
2009). Sav¢i TDG postrada schopnost $tépit 5-mC (Li a kol., 2011; Lio a kol., 2019).

V procesu aktivni demetylace, muze byt 5-mC, mimo metylovou skupinu, chemicky
modifikovan také na aminoskupin€é. Aminoskupina mtze podléhat deaminaci za vzniku
karbonylové skupiny pomoci aktivacné indukované cytidin deaminazy/apolipoprotein B
MRNA-editujiciho enzymového komplexu (AID/APOBEC) konvertujici 5-mC na thymin.
Vznika nespravné parovani mezi G—T a pomoci BER, napt. TDG, je §tépen thymin a zafazen
nemodifikovany cytosin (Moore a kol., 2013). Proces aktivni demetylace je shrnut
Vv obrazku 3.

Dle studie Popp a kol. (2010) byly mysi s vyfazenym AID genem zivotaschopné
a plodné, coz je nejspiSe kompenzovano existenci druhého, vySe popsaného mechanismu
aktivni demetylace. Pomoci nové modifikované metody metylace a nésledného
bisulfitového sekvenovani (MAB-seq), byly mapovany modifikace 5-fC a 5-caC v genomu
mySich embryonalnich kmenovych bunék (Neri a kol., 2015). V souladu s ptedchozimi
znalostmi byly tyto baze detekovany v mistech enhanceri a repetitivnich regionti. Mimo to,
byly modifikace detekovany také v promotorech vysoce exprimovanych gentl, coz potvrzuje

teorii procesu aktivni demetylace a vysvétluje vyskyt TET proteini v téchto oblastech.
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Obrazek 3. Signalni drahy aktivni DNA demetylace. 5-mC byva chemicky modifikovan na dvou mistech:
aminoskupiné (NH;) a metylové skupiné (CHs). Aminoskupina mize byt deaminovana pomoci AID/APOBEC
na thymin. Metylova skupina mtze byt modifikovana pfidanim hydroxylové skupiny pomoci TET enzymu.
Vznikly 5-hmC muze byt opét deaminovan pomoci AID/APOBEC na hydroxymetyl-uracil (5hmU), nebo
miaze podléhat dalsi oxidaci pomoci TET enzymid, za vzniku 5-formyl-cytosinu (5fC) a dale
5-karboxy-cytosinu (5caC). Produkty 5-hmU, 5-fC a 5-caC mohou byt rozpozniany a nahrazeny
nemodifikovanym cytosinem pomoci BER (base excision repair) zprostiedkované thymin-DNA-glukosylazou
(TDG) (pfevzato: Moore, 2013).

3342 TET1

TET metylcytosin dioxygendza 1 je v lidském genomu lokalizovana v pozici 10921.3,
viz tabulka 3, a byla detekovana jako flzni partner genu MLL u myeloidni akutni leukémie
(Ono akol., 2002). TET1 vykazuje tkanovou specifitu, je exprimovana predev§im
v embryonalnich kmenovych bunkach a primordialnich zarode¢nych bunkach, a jeji exprese
béhem diferenciace obecné klesa (Tahiliani a kol., 2009; Melamed a kol., 2018). Dle studie
Wu a kol. (2011) bylo v mySich embryonalnich buiikach prokazano, ze enzym TETI je
prednostné vazan do useki CpG v promotorech transkripéné aktivnich gent, kde
zprostiedkovava hypometylaci, dilezitou pro udrzeni jejich exprese. V souladu s tim, byla

detekovana pritomnost 5-hmC v sekvencich se vysokou frekvenci geni (Williams a kol.,
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2011; Wu a kol., 2011). Protein TET1 je také zapojen do signalni drahy umléeni vyvojovych
gent komplexem Polycomb, usnadnénim navazani proteinti Polycomb do promotoru genti
bohatych na CpG useky. Podle studie Cimmino a kol. (2015) muze byt TET1 také tumor-
supresorovym genem. Zvysena schopnost sebeobnovy byla pozorovana v progenitorovych
B-lymfocytech in vitro a v kmenovych bunikach in vivo s vyfazenym (knock-out) genem
TET1, pticemz TET1-deficientni B-lymfocyty mély zvySené poskozeni DNA
(Cimmino akol., 2015). Dalsi vyzkumy s vyfazenym genem TET1 vedly ke zjisténi
signifikantn¢ sniZzené hladiny 5-hmC (Williams a kol., 2011; Wu a kol., 2011). Embryonalni
kmenové bunky s defektnim TET1 zistavaji pluripotentni a TET1 , knock-out™ mysi jsou
zivotaschopné a plodné, i kdyz vykazuji snizenou velikost téla a vrhu, coz naznacuje

dulezitou roli TET1 v embryonalnim vyvoji a gametogenezi (Dawlaty a kol., 2014).
3.343 TET2

Tet metylcytosin dioxygendza 2 je V lidském genomu lokalizovana v pozici 4q24,
viz tabulka 3. TET2 je exprimovana ve vSech tkanich, véetné¢ embryonalnich kmenovych
bunék, kde umoznuje jejich diferenciaci (Tahiliani a kol., 2009; Koh a kol., 2011). Gen
TET2 je dualezity pro normalni myelopoézu a mutace v TET2 zpiisobuji myeloidni
I lymfoidni transformaci, pfedevsim rozvoj chronické myelomonycytarni leukémie, a to jak
u mysiho modelu, tak u lidi (Ko a kol. 2010; Li a kol., 2011). Oproti tomu, studie
Quivoron a kol. (2011) nepotvrdila mutaci v TET2 genu u zadného z 22 pacienti
s lymfoproliferativnim onemocnénim plazmatickych bunék, které zahrnuje i MM. Dle
studie Figueroa a kol. (2010), byl u pacienti trpicich akutni myeloidni leukémii S vyfazenou
(knock-out) funkci TET2, prokazan hypermetylovany fenotyp. TET2 a TET3 jsou stéZejni
pro zrani vyvojové linie B-lymfocytl. Buiniky pre-B-lymfocyti s deficitem TET2/TET3
vykazovaly zvySenou tiroveni metylace CpG v promotoru genu pro lehky fetézec «, a také na
vzdalenych enhancerech. Dusledkem hypermetylace je nizka tGroven genové transkripce
a zablokovani pteskupeni genii lehkych fetézcli. Obnovend exprese katalytické domény
genu TET2 v B-lymfocytech vede k demetylaci enhancerd Igk a obnoveni dostupnosti
chromatinu (Lio a kol., 2016; Browne a kol., 2017).

3344 TET3

Tet metylcytosin dioxygendza 3 je v lidském genomu lokalizovana v pozici 2p13.1,

viz tabulka 3. TET3 je, jako jedina z TET proteind, piitomna bezprostifedné po oplodnéni
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vajicka a zprosttedkovava celkovou oxidaci 5-mC v sam¢im pronukleu (Igbal a kol., 2011).
U ranych embryi jsou procesem pasivni demetylace odstraiovany 5-mC Vv matefském
genomu a 5-hmC v otcovském genomu. Po implantaci embrya dochazi u bunék vnitini
bunééné masy k nastaveni novych metylacnich vzora pomoci de novo metylace
(Melamed a kol., 2018). Funkce TET3 je také vyznamna pro centralni nervovy systém.
U savci ma 5-hmC nejvyssi zastoupeni, kromé embryonalniho stadia, v mozkové tkani. Pfi
zkoumani exprese genu TET3 Vv neuronech bylo zjisténo, ze jeji hladiny mohou
snizovat/zvySovat excitaéni synapticky pienos, tedy pienos neurotransmiterd mezi 2
neurony, nebo neuronem a jinou bunkou. Hladina GIuR1, ionotropniho receptoru pro ptenos
glutamatu, je Vv centralnim nervovém systému regulovana oxidaci DNA a naslednou
opravou, pomoci BER mechanismu. Aktivni demetylace DNA, zprostfedkovana TET3, ma

v neuronech zakladni roli ve fyziologii a plasticité. (Yu a kol., 2015).

Tabulka 3. Charakteristika gend zrodiny TET. TET1: NM_030625.2; TET2- transkripéni varianta 2:
NM_017628.4; TET3- transkrip¢ni varianta 1: NM_001287491.2 (NCBI-gene).

] Lokalizace  D¢lka Pocet Pocet
Gen (Homo sapiens) . .
genu bp exonti  aminokyselin
Tet metylcytosin dioxygendza 1 (TET1) 10921.3 9612 20 2136
Tet metylcytosin dioxygendza 2 (TET2) 40924 9233 15 1165
Tet metylcytosin dioxygendza 3 (TET3) 2pl3.1 12060 17 1795

3.3.45 TET enzymy a hematopoetické onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno vySe, u hematopoetickych onemocnéni byvaji Casto ptfitomny
mutace v genu pro TET2. Kromé toho, muze byt také naruSena draha produkujici
2-oxoglutarat, ktery je spole¢né s Fe'' a Oz nezbytny pro funkci enzymt TET. Somatické
mutace v genech pro cytosolickou/mitochondrialni izocitrat dehydrogenazu (IDH) umozni
témto enzymum produkci 2-hydroxyglutaratu, ktery je povazovan za onkometabolit,
inhibujici enzymy zavislé na 2-oxoglutaratu. Enzymy TET mohou byt také citlivé na
ptitomnost karcinogennich kovid (arsen, nikl, chrom), vytlacujicich Zelezo z vazby na
katalytickou doménu nebo na reaktivni formy kysliku (Figueroa a kol., 2010; Solary a kol.,
2014).
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3.3.4.6 Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC)

Jelikoz jsou proteiny TET spojovany S pfirozenou diferenciaci bunék, mohou byt
vyuzity pii procesu reprogramovani, vzniku indukovanych pluripotentnich kmenovych
bunék (iPSC). Reprogramovani buné€k pfinasi potencial v 1é€bé riznych onemocnéni. Pro
reprogramovani jsou ¢asto vyuzivany fibroblastové bunky pro jejich snadnou dostupnost.
V roce 2006 byly popsany ctyii transkripéni faktory, klicové pro vznik iPSC: Oct3/4, Sox2,
c-Myc a KIf4 (Takahashi a Yamanaka, 2006). V somatickych bunikach jsou transkrip¢ni
faktory, zodpovidajici za pluripotenci, metylovany, tedy transkrip¢né umlceny
(Li akol., 2018). Enzym TET1 podporuje demetylaci a reaktivaci Oct4. Muze také Octd
nahradit a indukovat tak proces pieprogramovani bunék ve spojeni s ostatnimi
transkrip¢nimi faktory: Sox2, KIf4 a c-Myc (Gao a kol., 2013). N¢které dalsi transkripéni
faktory: KlIf4, c-Myc mohou byt nahrazeny TET proteiny, diky jejich schopnosti aktivni
demetylace, a tedy reaktivace genti zodpovédnych za pluripotenci (Browne a kol., 2017).
Byla pozorovana interakce TET2 s transkripcnim faktorem Klf4, jejich translokace do jadra
anésledné cileni TET2 do lokusu genu Nanog. V procesu reprogramovani bunck probiha
aktivni demetylace kaskadovym zplsobem, Viz obrazek 4 (Di Stefano a kol., 2014;
Li a kol., 2018). Pro uchovani pluripotentniho stavu je dulezita kontrola délek telomer, které
napomahaji udrzeni genomové stability. Jednogenové ,,knock-out* bunky pro TET1, nebo
TET2 vykazuji snizenou expresi genl pro rekombinaci telomer, jako jsou: Dmcl, Rad50
aSmclb, aminimalni zménu v expresi gent telomerazy (Yang a kol., 2016). Aktivita
enzymu TET3 pii generaci iPSC muze byt podpotena kultivaci v prostiedi se zvySenym

obsahem vitaminu C, ktery je jeho kofaktorem (Browne a kol., 2017).
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Obrazek 4. Demetylaéni kinetika béhem pieprogramovani pomoci transkripénich faktora (TF) fidicich skupinu

proteintt TET. TF sméruji proteiny TET k demetylaci specifickych mist chromatinu kaskddovym zptisobem
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s vyslednym pfeprogramovani B-lymfocytt na indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC) (pfevzato

z: Liakol., 2018).

3.3.5 Vyznam epigenetiky u MM

Podle dat z poslednich deseti let se epigenetické mechanismy jevi jako dualezité faktory
pii progresi MM (Martinez-Garcia a kol., 2010; Agirre a kol., 2015; Alzrigat a kol., 2018).
Mezi hlavni a nejéastéji studované epigenetické faktory patii metylace DNA, histonové
modifikace a nekodujici mIRNA. Epigenetické zmény u MM zpusobuji fenotypovou
rozmanitost a mohou vést k rezistenci na lécbu. U nadorovych bunék MM muze dochazet
ke globalni hypometylaci DNA, a naopak hypermetylaci v promotorovych oblastech tumor
supresorovych gent (Liang a Weisenberger, 2017). Globalni hypometylace DNA koreluje
s progresi onemocnéni a S$patnou prognézou (Alzrigat a kol., 2018). Ve studii
Agirre a kol. (2015) byla pozorovana extrémni heterogenita ve stiednich hodnotach
metylace, pohybujici se od globalni hypometylace ke globalni hypermetylaci, ve srovnani
S normalnimi plazmatickymi bunikami, coZ je charakteristickym rysem MM. Pfi porovnéani
vzorki jedinci s MGUS se vzorky pacientt s MM byla heterogenita metylacniho profilu
vyrazn€j§i u vzorkll pacientii s MM, coz naznacuje souvislost mezi rliznymi stadii
onemocnéni. U jedinct s MGUS, MM i u myelomovych bunéénych linii byla pozorovana
hypometylace v promotorovych tsecich nékterych genti, naptiklad Notch ligandu JAG2.
JAG2 zvysuje sekreci interleukinu-6 (IL-6), vaskularniho endotelialniho ristového faktoru
(VEGF) a IGF-1 (insulin like growth factor-1), coz nasvéd¢uje, ze nadmérna exprese JAG2
muze byt casnou udalosti v patogenezi MM (Houde a kol., 2004). Hypometylace
promotorového tseku DNA byla také pozorovana v genech pro ABC-transportéry
(ATP-binding cassette). Nadmérna exprese ABC-G2 vedla pfi chemoterapeutické 1écbé ke
zvySenému odtoku Ié¢iva z bunék a vysledné rezistenci na 1é¢ivo (Turner a kol., 2006).
Druhym rysem onkologickych onemocnéni je hypermetylace promotori tumor
supresorovych gent, fidicich buné¢ny cyklus: CDKN2B (p15), CDKN2A (p16), TP73 (p73);
apoptozu: DAPK, BCL2/BNIP3, BCL7c, GADDA45; opravy DNA: MGMT; adhezi bunék:
E-CAD, GJA1, AKAP12, DCC a dalsich (Galm a kol., 2004; Chim a kol., 2007). Jako ¢asné
udalosti patogeneze jsou oznacovany hypermetylace promotora tumor supresorovych genti
SOCS-1 a DAPK. Hypermetylace promotori CDKN2A, SHP1 a E-CAD jsou asociovany
s progresi z MGUS do MM (Chim a kol., 2007). Metylace DNA je tizce spojena s dalSimi
potencidlnimi epigenetickymi reguldtory MM jako jsou histonové modifikace a nekodujici

molekuly RNA (Alzrigat a kol., 2018).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

19 vzorka aspiratd kostni dfené¢ (nesortovand populace bunck) pacientl
s diagnostikovanym mnohoc¢etnym myelomem (MM): 9 muzi a 8 zZen, nebo
s monoklondlni gamapatii s neur¢itym vyznamem (MGUS): 1 muz a 1 Zena,
z hemato-onkologického oddéleni fakultni nemocnice Olomouc. Pacienti byli nové
diagnostikovani pfed zahajenim 1é¢by, nebo s relapsem po predchozi 1é€bé. Vzorky byly
uchovavany zmrazené pti -80 °C.

11 vzorkt buné¢nych suspenzi po jejich sortovani na povrchovy marker CD138 pomoci
pritokového cytometru (sortovana populace bun¢k). Sortovani bunék bylo provedeno
po trepanobiopsii panevni kosti. Celkem bylo pouzito 8 vzork nové diagnostikovanych
pacienti MM, nebo s relapsem onemocnéni po piedchozi 1é¢bé: 7 muzi a 1 Zzena;
2 vzorky s diagnézou amyloidoza: 2 zeny a 1 vzorek pacientky s MGUS.

Vzorek vicezdrojové RNA ziskany ze vzorki kostni dfené od 56 zdravych darct asijské
populace veékem 22-85Ilet (Human Bone Marrow Total RNA; Kat. ¢. 636591,
koncentrace 1 pg-pl?, Clontech)

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

4-bromoanisol (Molecular Research Center, INC., kat. ¢. BN191, USA)

ddH20

DepcH20

DNAZzol® (Molecular Research Center, INC., kat. ¢. TB127, USA)

Etanol (98%, 75%)

Isopropanol

PBS roztok (1,37mol-I* NaCl; 27mmol-1* KCI; 18mmol-1"t KH,PO4; 100mmol-1*
Na;HPO4; dH20; sterilizovano autoklavovanim)

RNase ZAP (Sigma-Aldrich, USA)

1x TE pufr (Imol-1" Tris HCI; 0,1mol-1 EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina);
dH>0; sterilizovano autoklavovanim)

Tri Reagent® BD (Molecular Research Center, INC., kat. ¢. TB126, USA)
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e Sondy:
o CD #66 (kat. ¢. 04688651001; Roche)
o CD #25 (kat. ¢. 04686993001; Roche)
o Sonda sprimery B2M (TagMan™ Gene Expression Assay (FAM);
Hs00984230_m1; Applied Biosystems)
o Sonda sprimery TET1 (TagMan™ Gene Expression Assay (FAM);
Hs04189344 g1; Applied Biosystems)
e Primery pro expresni analyzu (Sigma Aldrich):
o TET2 (F: ACGCTTGGAAGCAGGAGAT, R: CAAGGCTGCCCTCTAGTTGAR)
o TET 3 (F: CGCCTCTATCCGGGAACT; R: CTTCCCCGTGTAGATGACCT)
e Primery pro lokalni metyla¢ni a hydroxymetyla¢ni analyzu (Sigma Aldrich):
o TET1gl(F: ACTCCCTGAGGTCTGTCCTG; R: CAGGTAGGGCTGCATGACTT)
o TET2gl (F: GAAGGTGGGCCGGGGCGG; R: GAGAGGGTGTGCTGCTGAAT)

o TET3gl (F: AAAGGCCATGGTAGGAAGTG; R: TGAAGTAGCGCTGTCCAGAA)

4.2.2 Pouzité soupravy

e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, kat. ¢. 04897030001, Némecko)

e Xceed gPCR Probe 2x Mix Lo-ROX (Institute of applied biotechnologies,
kat. &. LPCR10506, Ceska republika)

e QIlAamp DNA Mini (Qiagen, kat. ¢. 51106, Némecko)

e EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (New England BioLabs, kat. ¢. E3317S, USA)

e SsoAdvanced Universal SyberGreen Supermix (BIO-Rad, kat. ¢. 172-5271, USA)

e MethylFlash Methylated DNA 5-mC Quantification Kit Colorimetric (Epigentek;
kat. & P-1034; USA)

e MethylFlash Hydroxymethylated DNA 5-hmC Quantification Kit Colorimetric
(Epigentek; kat. ¢. P-1036; USA)

4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

e Centrifuga 3K30, Sigma

e Centrifuga LMC-3000, Biosan

o Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf

e Centrifuga Multi-spin PCV-3000, Grant-Bio
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Digestot M/900 M2, Merci

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR, Biosan
Inkubator Dry Bath MD-02N, Major Science
Light-Cykler 480, Roche

Mikropipety Pipetman® Neo 0,2-1000 pl, Gilson
Mikropipety Research® plus, 0,1-1000 ul, Eppendorf
Mraznicka 900 series froma, Thermo scientific
Spektrafuga™ mini C1301-B, Labnet
Spektrofotometr NanoDrop™-1000, Thermo Scientific
Termocykler C-1000™, Bio-Rad

UV/VIS Spektrofotometer PowerWave XS, BioTek

Vortex mixer PV-1, Grant-Bio

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana z aspirati KD a sortovanych bun€k CD138 pomoci

QlAamp DNA Mini (Qiagen). Izolovana DNA byla pouzita pro 3 druhy analyz: lokalni

metylacni a hydroxymetyla¢ni analyzu, detekci globalni metylace a detekci globalni

hydroxymetylace.

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo pipetovano 20 pul QIAgen proteazy.

Do zkumavky bylo pfidano 200 pl aspiratu KD, nebo 100 ul roztoku PBS s obsahem
sortovanych bun¢k CD138.

Do zkumavky bylo ptidano 200 pl pufru AL.

Vzorek byl inkubovéan 10 min pii 56 °C.

Do zkumavky bylo ptidano 200 pl 98% ethanolu.

Roztok byl nanesen na QlAamp Mini kolonu, umisténou ve sbérné zkumavce o objemu
2ml.

Zkumavka byla centrifugovana 1 min pii 6 000 g.

Kolona byla pienesena do ¢isté sbérné zkumavky 0 objemu 2 ml, filtrat byl odstranén.
Na kolonu bylo naneseno 500 pl pufru AWI.

Zkumavka byla centrifugovana 1 min pti 6 000 g.

Kolona byla umisténa do Cisté sbérné zkumavky 0 objemu 2 ml, filtrat byl odstranén.
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¢ Na kolonu bylo naneseno 500 ul pufru AW2.

e Zkumavka byla centrifugovana 3 min pti 20 000 g.

e Kolona byla umisténa do ¢isté sbérné zkumavky o objemu 2 ml, filtrat byl
odstranén, nasledovala centrifugace 1 min pii 20 000 g.

¢ Kolona byla pienesena do ¢isté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

e Na kolonu bylo naneseno 20-60 pul pufru AE, byla inkubovana 1 min pfi pokojové
teploté a nasledné byla centrifugovana 1 min pii 6 000 g.

e Pomoci spektrofotometru NanoDrop byla zméfena koncentrace a Cistota DNA.

e lzolovana DNA byla uchovana pii -20 °C.
4.4.2 Lokalni metyla¢ni a hydroxymetyla¢ni analyza

Hladiny 5-mC a 5-hmC u gentt TET1, TET2 a TET3 byly analyzovany pomoci EpiMark
5-hmC and 5-mC Analysis Kit (New England BiolLabs, USA). Vyuzitim restrikénich
endonukleaz citlivych na mista s obsahem 5-mC a 5-hmC. Genomova DNA byla
glukosylovana pomoci enzymu T4-glukosyltransferazy (T4-BGT) a UDP-glukézy.
V dalsich krocich byla DNA stépena pomoci metyla¢né senzitivnich restrikénich enzymu
Mspl a Hpall. Mspl a Hpall jsou izoschizomery, které $tépi v sekvenci 5-CCGG-3’, ale
maji odli$nou citlivost k modifikacim cytosinu. Hpall $tépi pouze nemodifikovany cytosin,
jakakoli modifikace cytosinu blokuje St€peni tohoto mista. Enzym Mspl §tépi v pritomnosti
5-mC a 5-hmC, ale jeho aktivita je zablokovana, pokud je 5-hmC glukosylovany (5-ghmC).
Glukosylaci DNA umoznuje pfitomnost enzymu T4-glukosyltransferazy (T4-BGT). Tato
reakce je nezavisla na nukleotidové sekvenci, a proto jsou vSechny 5-hmC glukosylovany
a nemodifikované cytosiny nebo 5-mC obsaZené v DNA nejsou ovlivnény. Zastoupeni
5-mC a 5-hmC v promotorovych sekvencich studovanych geni byly kvantifikovany pomoci
gPCR s primery, ohrani¢ujicimi sekvenci 5’-CCGG-3". Pro stanoveni hladin 5-mC a 5-hmC
byly vyhodnoceny grafy amplifikac¢nich kiivek a pro kvantifikaci cytosinovych modifikaci
byly porovnany Ct hodnoty z jednotlivych digesci, které byly normalizovany k nestépené

kontrole, viz obrazek 5.
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Obrazek 5. Detekce 5-mC a 5-hmC pomoci restrikénich endonukleaz Mspl a Hpall. Hpall $tépi pouze DNA,

ktera obsahuje cytosin bez modifikace. Mspl §tépi DNA, ktera obsahuje 5-mC a 5-hmC. Glukosylace 5-hmC,

pomoci T4-BGT, dava vznik 5-ghmC, ktery inhibuje §tépeni Mspl. 5-hmC lze rozlisit porovnanim vzorku, ve

kterém probéhla glukosylace a Mspl §tépeni, oproti vzorku pouze se Stépenim Mspl. 5-mC lze rozlisit

porovnanim vzorku, ve kterém probéhla glukosylace a $tépeni Mspl, oproti vzorku pouze se $t€penim Hpall
(Booth, M. Raiber a S. Balasubramanian, 2014).

DNA glukosylace a kontrolni reakce

Byla piipravena reakéni smés, viz tabulka 4.

Reakéni smés byla rozdélena do dvou mikrozkumavek o objemu 1,5 ml po 155 pl.
Do jedné zkumavky byly pipetovany 3 pl T4-BGT (10 U-ul?).

Do druhé zkumavky byly pipetovany 3 pl deionizované H20.

Obsah zkumavek byl inkubovan 18 hod pti 37 °C.

Restrikéni Sté€peni pomoci enzymi Mspl a Hpall

155 ul ze zkumavky s obsahem T4-BGT bylo rozdéleno do zkumavek o objemu 0,2 ml
po 50 ul (zkumavky 1-3).

155 pl ze zkumavky bez T4-BGT bylo rozdéleno do zkumavek o objemu 0,2 ml po 50 pl
(zkumavky 4-6).

Do zkumavek 1 a 4 byl pfiddn 1 ul Mspl (100 U-pl?), viz tabulka 5.

Do zkumavek 2 a 5 byl ptidan 1 ul Hpall (50 U-ul), viz tabulka 5.

Obsah zkumavek byl inkubovan 4 hod pii 37 °C.

Do v§ech zkumavek byl piidan 1 ul proteinazy K (20 mg-ml™).

Zkumavky s restrikéni smési byly inkubovany 30 min pii 40 °C, nasledné byla

proteinaza K inaktivovédna inkubaci 10 min pti 95 °C.
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Tabulka 4. Komponenty glukosyla¢ni reakéni smési.

Komponenty Mnozstvi
Genomova DNA 620 ng DNA
20x UDP-glukoza 12,4l

10x NEBuffer 4 31wl
Deionizovana H,O Do objemu 310 ul
Celkem 310 wl

Tabulka 5. Enzymy obsazené v jednotlivych zkumavkach o objemu 0,2 ml.

DNA + T4-BGT + UDP-GI DNA + UDP-GI (kontrolni)
1 2 3 4 5 6
Mspl Hpall Kontrola Mspl Hpall Kontrola

Analyza glukosylované a nastépené DNA pomoci qPCR

e Byla pfipravena reakéni smés, viz tabulka 6, s primery specifickymi pro sekvence
studovanych gend, viz tabulka 7. Reak¢éni smés byla pipetovana do 96-ti jamkové
desticky po 19 pl.

e Do jamky byl pipetovan 1 ul DNA ze zkumavek o objemu 0,2ml 1-6 ve dvou
opakovanich.

e Desticka byla zalepena folii a centrifugovana 2 min pti 800 g.

e Amplifikace probihala v pfistroji Light-Cykler za podminek, viz tabulka 8.

Tabulka 6. Komponenty reak¢ni smési pro 1 jamku.

Komponenty Objem [ul]  Vysledna koncentrace
2x SsoAdvanced universal
Syber Green supermix 10 X
Left primer (10 pmol-I%) 0,8 400 nmol-I*
Right primer (10 umol-I?) 0,8 400 nmol-I*
Deionizovana H,O 74
Celkem 19
Modifikovana DNA 1-6 1
Celkem 20
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Tabulka 7. Primery pro lokalni metyla¢ni a hydrxymetyla¢ni analyzu.

Gen Sekvence primeru 5° - 3° Délka amplikonu

Forward: ACTCCCTGAGGTCTGTCCTG
TET1 175
Reverse: CAGGTAGGGCTGCATGACTT

Forward: GAAGGTGGGCCGGGGCGG
TET2 237
Reverse: GAGAGGGTGTGCTGCTGAAT

Forward: AAAGGCCATGGTAGGAAGTG
TET3 160
Reverse: TGAAGTAGCGCTGTCCAGAA

Tabulka 8. Podminky amplifikace.

Krok Teplota [°C] Cas Cykly
Aktivace polymerazy 95 10 min 1
Denaturace 95 15s
Hybridizace 60 30s 50
Elongace 72 30s

4.4.3 Detekce globalni metylace

Hladina 5-mC v genomové DNA byla kvantifikovana pomoci MethylFlash Methylated
DNA 5-mC Quantification Kit Colorimetric (Epigentek). DNA je aplikovana do jamek se
specialné upravenym povrchem zajist'ujicim vysokou afinitu k DNA. Metylovana frakce
DNA je detekovéna selektivnim zachycenim monoklonélni detekéni protilatkou, a poté
kolorimetricky kvantifikovana pomoci spektrofotometru. Mnozstvi metylované DNA je
umérné méfené intenzité OD a je moZné jej odecist z kalibra¢ni kiivky. Pro analyzu bylo
pouzito 100 ng genomové DNA pro jeden vzorek, ve dvou opakovanich.

Redéni roztoki

e Dle protokolu byl pfipraven 1x promyvaci pufr (ME1).

e Pozitivni kontrola (ME4) byla natedéna pufrem TE na koncentraci 10 ng-pl™.

e Ze série fedéni pozitivni kontroly byla piipravena kalibracni fada, viz tabulka 9.
Navazani DNA

¢ Do jamky bylo pipetovano 80 ul vazebného roztoku (ME2).

e Do jamky byl pfidan 1 pl negativni kontroly (ME3), nebo 1 ul ze série fedéni kalibrac¢ni

fady (ME4), nebo 1-8 ul (100 ng) vzorku DNA, viz tabulka 10.

e Desticka byla zakryta parafilmem a inkubovéana 90 min pii1 37 °C.
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Z jamky byl odstranén vazebny roztok a kazda jamka byla tfikrat promyta 150 pl

ziedéného promyvaciho roztoku.

Tabulka 9. Piiprava kalibraé¢ni fady.

Vysledna koncentrace

Zkumavka ~ ME4 [ul 1x TE [ul
[wl] [wl] ME4 [ng-l]

1 1,0 19,0 0,5
2 1,0 9,0 1,0
3 1,0 4,0 2,0
4 2,5 2,5 50
5 4,0 - 10,0

Tabulka 10. Vzor nanaSeni duplikatu na desti¢ku.

G Mmoo w >

1 2

ME3 ME3

ME4 (05 ng-ul?) ME4 (0,5 ng-ul?)
ME4 (1 ng-ul?) ME4 (1 ng-ul?)
ME4 (2 ng-ul?) ME4 (2 ng-ul?)
ME4 (5 ng-ul?) ME4 (5 ng-ul?)
ME4 (10 ng-ult)  ME4 (10 ng-ul?)
Vzorek 1 Vzorek 1

Detekce metylované DNA

Selektivni protilatka (MES) byla zfedéna v poméru 1:1000 s fedénym promyvacim
roztokem.

Do jamky bylo pipetovano 50 ul ztedéné selektivni protilatky a desticka byla inkubovana
60 min pfi pokojové teploté.

Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla tiikrat promyta 150 pl zfedéného
promyvaciho roztoku.

Detekéni protilatka (ME6) byla zfedéna v poméru 1:2000 s fedénym promyvacim
roztokem.

Do jamky bylo pipetovano 50 pl ztedéné detekéni protilatky a desti¢ka byla inkubovana
30 min pii pokojové teploté.

Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla ¢tyfikrat promyta 150 pl ziedéného

promyvaciho roztoku.
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e Roztok enhanceru (ME7) byl zfedén v poméru 1:5000 s fedénym promyvacim roztokem.

e Do jamky bylo pipetovano 50 ul ziedéného roztoku enhanceru a desticka byla
inkubovana 30 min pii pokojové teploté.

e Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla pétkrat promyta 150 pl zifedéného
promyvaciho roztoku.

Signalni detekce

e Do jamky bylo pfidano 100 pul vyvijeciho roztoku (MES) a desticka byla inkubovana
10 min pfi pokojové teploté ve tmé.

e Do jamky bylo ptidano 100 pl stop roztoku (ME9) a desticka byla ponechéna 2 min pfi
pokojové teploté, aby doslo k zastaveni reakce.

e Pomoci UV/VIS spektrofotometru byla odectena absorbance pii vinové délce 450 nm.
4.4.4 Detekce globalni hydroxymetylace

Hladina 5-hmC v genomové DNA byla kvantifikovana pomoci MethylFlash
Hydroxymethylated DNA 5-hmC Quantification Kit Colorimetric (Epigentek). DNA je
aplikovana do jamek se specialné upravenym povrchem zajistujicim vysokou afinitu
k DNA. Hydroxymetylovana frakce DNA je detekovana pomoci selektivni protilatky
s monoklonalni detekéni protilatkou, a poté kolorimetricky kvantifikovana pomoci
spektrofotometru. Mnozstvi hydroxymetylované DNA je tmérné méfené intenzité OD a je
mozné jej odecist z kalibra¢ni kiivky. Pro analyzu bylo pouzito 200 ng DNA pro vzorek, ve
dvou opakovanich.

Redéni roztoki

e Dle protokolu byl pfipraven 1x promyvaci pufr (HC1).

e Pozitivni kontrola (HC5) byla natedéna pufrem TE na koncentraci 10 ng-pl™.

e Ze série fedéni pozitivni kontroly byla pfipravena kalibra¢ni fada, viz tabulka 11.

Navazani DNA

e Do jamky bylo pipetovano 80 pl vazebného roztoku (HC2).

e Do jamky byl pfidan 1 pl negativni kontroly (HC3), nebo negativni kontroly 2 (HC4),
nebo 1 pul ze série fedéni kalibra¢ni fady (HCS), nebo 1-8 ul (200 ng) vzorku DNA,
viz tabulka 12.

e Desticka byla zakryta parafilmem a inkubovéana 90 min pti 37 °C.

e Zjamky byl odstranén vazebny roztok a kazda jamka byla tfikrat promyta 150 pl

zfedéného promyvaciho roztoku.
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Tabulka 11. Pfiprava kalibra¢ni fady.

Vysledna koncentrace

Zkumavka HC5[upl]  1x TE [ul]

ME4 [ng-ul?]

1 1,0 19,0 0,5
2 1,0 9,0 1,0
3 1,0 4,0 2,0
4 2,5 2,5 50
5 4,5 - 10,0

Tabulka 12. Vzor nanaseni duplikatu na desticku.

I o m m o O W >»

1 2

HC3 HC3

HC4 HC4

HC5 (0.5 ng'ul)  HC5 (0,5 ng-pl )
HC5 (1 ng-ul™) HC5 (1 ng-ul™)
HC5 (2 ng-ul™) HC5 (2 ng-ul™)
HC5 (5 ng-ul™) HC5 (5 ng-ul™)
HC5 (10 ng-pl™) HC5 (10 ng-pl™Y)
Vzorek 1 Vzorek 1

Detekce metylované DNA

Selektivni protilatka (HC6) byla zfedéna v poméru 1:1000 s fedénym promyvacim
roztokem.
Do jamky bylo pipetovano 50 ul ztedéné selektivni protilatky a desticka byla inkubovana
60 min pfi pokojové teploté.

Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla tiikrat promyta 150 pl zfedéného
promyvaciho roztoku.
Detekéni protilatka (HC7) byla zfedéna v poméru 1:1000 s tedénym promyvacim
roztokem.

Do jamky bylo pipetovano 50 ul ziedéné detekéni protilatky a desticka byla inkubovana
30 min pfi pokojové teplote.

Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla c¢tyfikrat promyta 150 pl zfedéného
promyvaciho roztoku.

Roztok enhanceru (HC8) byl ziedén v poméru 1:5000 s fedénym promyvacim roztokem.
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Do jamky bylo pipetovano 50 ul zfedéného roztoku enhanceru a desticka byla
inkubovana 30 min pii pokojové teploté.
Roztok byl zjamky odstranén a jamka byla pétkrat promyta 150 pl zfedéného

promyvaciho roztoku.

Signalni detekce

Do jamky bylo piidano 100 ul vyvijeciho roztoku (HC9) a desticka byla inkubovéna
10 min pfi pokojové teploté ve tmé.

Do jamky bylo piidano 100 ul stop roztoku (HC10) a desticka byla ponechana 2 min pfi
pokojové teploté, aby doslo k zastaveni reakce.

Pomoci UV/VIS spektrofotometru byla odectena absorbance pti vinové délce 450 nm.

4.4.5 lzolace RNA z aspirati kostni diené nebo ze sortované populace bunék

(CD138)

Pro stanoveni exprese genit TET1, TET2 a TET3 byla RNA izolovéana z aspiratu KD

nebo z bunék sortovanych na piitomnost antigenu CD138 pomoci metodického postupu

Tri Reagent® RT-Blood (Molecular Research Center). Pro izolaci RNA ze sortovanych

buné¢k CD138 byly pouzity poloviéni objemy. Prace s lyzacnim roztokem (Trizol) byla

provedena v digestofi. Pracovni plochy, kde probihal pracovni postup izolace RNA, byly
oSetieny roztokem inhibitorit RNAz - RNase ZAP (Sigma Aldrich).

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo pipetovano 750 ul (nebo 375 ul) roztoku
TRI-reagent RT-Blood a 125 pl aspiratu KD, nebo 100 ul roztoku bunécné suspenze
v PBS.

Lyzat byl homogenizovan pouZitim Vortex.

Do zkumavky s lyzatem bylo ptidano 50 pl (nebo 25 pl) 4’-bromanisolu.

Lyzat byl homogenizovan pouzitim Vortex.

Zkumavka byla centrifugovana 15 min pii 12 000 g a 4 °C. Centrifugaci byly vytvoreny
3 faze, RNA byla pfitomna v horni vodnaté fazi.

Do nové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo odebrano pfiblizn¢ 500 ul (nebo 300 ul)
horni faze, ke které bylo ptidano 500 pul (nebo 250 ul) isopropanolu.

Obsah zkumavky byl inkubovan 10 min pii pokojové teploté.

Zkumavka byla centrifugovana 5 min pfi 12 000 g a 4 °C.

Supernatant byl odstranén a vznikly pelet byl pomoci Vortex promyt 1 ml 75% ethanolu.

Zkumavka byla centrifugovana 5 min pii 6 000 g a 24 °C.
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e Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan ve 20—40 ul depcH2O.
e Pomoci spektrofotometru NanoDrop byla méfena koncentrace a Cistota RNA.

e Izolovana RNA byla uskladnéna pii -80 °C.
4.4.6 Reverzni transkripce (RT-PCR)

Komplementarni DNA (cDNA) byla syntetizovana pomoci Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche). Pro reverzni transkripci byl pouzit 1 ug RNA izolované
z aspiratu KD, nebo 100 ng RNA izolované ze sortovanych bungk.

e Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml byly pipetovany 2 pl random hexamer primeru,

1000 ng (nebo 100 ng) RNA a deionizovanou H2O byl objem doplnén do 13 pl.

e Obsah mikrozkumavky byl inkubovan v termocykleru 10 min pfi 65 °C a nasledné
umistén do chladiciho bloku.
e Do mikrozkumavky byly k 13 ul (RNA + random hexamer primer) postupné pipetovany

komponenty, viz tabulka 13.

e Obsah zkumavky byl inkubovana v termocykleru pii programu: 10 min pii 25 °C;

30 min pfi 55 °C a nasledné 5 min pii 85 °C.

e cDNA byla uskladnéna pti -20 °C.

Tabulka 13. Komponenty pro RT-PCR.

Komponenty Objem [ul]  Vysledna koncentrace
5x Transciptor reverse pufr 4 1x
Protector RNase inhibitor (40 U-ul?) 0,5 20U
Deoxynukleotidy (10 mmol-1?) 2 1 mmol-I*
Transcriptor reverse transkriptaza (20 U-ul?) 0,5 10U
Celkem (+13 pl z 1. kroku) 20

4.4.7 Expresni analyza TET1, TET2a TET3

Urovei exprese gentt TET1, TET2 a TET3 byla stanovena pomoci qPCR pouzitim Xceed
gPCR Probe 2x Mix Lo-ROX (Institute of applied biotechnologies). Jako
,house-keepingovy“ byl zvolen gen pro p-2-mikroglobulin (B2M). Pro normalizaci
expresnich dat studovanych genl byla pouzita RNA izolovana ze vzorkl kostni dfené
56 zdravych jedinci, Human Bone Marrow Total RNA (Clontech). Primery pro B2M
a TET1 byly soucasti sond TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Primery
pro TET2 a TET3 (Sigma Aldrich) byly navrzeny, a spolu s pfislusnymi sondami (Roche)
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jsou shrnuty v tabulce 14. Pro kalkulaci relativni urovné cilové RNA byl pouzit Livaktv
vzorec 224

e Byla pfipravena reakéni smés pro qPCR, viz tabulka 15.

e Reakéni smés byla pipetovana po 19 ul do jednotlivych jamek 96-ti jamkové desticky.
e Do téchto jamek byl pipetovan 1 ul cDNA, vzorky byly naneseny v duplikatech.

e Desticka byla prelepena folii a centrifugovana po dobu 2 min pti 800 g.

e Amplifikace probihala v pfistroji Light-Cykler za podminek, viz tabulka 16.

Tabulka 14. Primery a sondy pro expresni analyzu.

Gen Sekvence primeru 5° - 3¢ Sonda

Forward: ACGCTTGGAAGCAGGAGAT
TET2 CD #66
Reverse: CAAGGCTGCCCTCTAGTTGAA

Forward: CGCCTCTATCCGGGAACT
TET3 CD #25
Reverse: CTTCCCCGTGTAGATGACCT

Tabulka 15. Komponenty gPCR reakéni smési pro 1 jamku.

Komponenty Objem [pl] Vysledna koncentrace
uXceed gPCR Probe 2x mix 10 1x
Left primer (10 pmol-1%) 0,8 400 nmol-I*
Right primer (10 umol-I?) 0,8 400 nmol-I*
Sonda (10 pmol-I?) 0,4 200 nmol-I*
Deionizovana H,O 7
Celkem 19
cDNA templat 1
Celkem 20

Tabulka 16. Podminky amplifikace.

Krok Teplota [°C] Cas Cykly
Aktivace polymerazy 95 2 min 1
Denaturace 95 5s
Hybridizace/elongace 63 20s >0
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni hladiny celkové metylace a hydroxymetylace DNA

Pro stanoveni hladiny celkové metylace a hydroxymetylace DNA byla pouzita DNA
izolovana z aspirati kostni diené, kterd po izolaci dosahovala hodnot 43,4-558,5 ng-ul*
a absorbance pii 260/280 nm, jako kvalitativni parametr DNA, byla 1,79-1,97. DNA
izolovana ze sortovanych bundk dosahovala hodnot 10,4-227,1 ng-ul? a absorbance pfi
260/280 nm byla 1,55-1,98.

Pro stanoveni hladiny 5-metylcytosinu (5-mC) v genomové DNA Dbyl pouzit kit
MethylFlash Methylated DNA 5-mC Quantification Kit Colorimetric (Epigentek),
procentické zastoupeni 5-hydroxymetylcytosinu (5-hmC) v genomové DNA bylo stanoveno
pouzitim kitu MethylFlash Hydroxymethylated DNA 5-hmC Quantification Kit
Colorimetric (Epigentek). Stanoveni hladiny 5-mC bylo provedeno u 19 vzorkl nesortované
populace bun¢k: 2 jedinci s MGUS, 17 pacientt s MM, a u 8 vzorki sortované populace
bunek: 1 jedinec s MGUS, 5 pacienti sMM a 2 pacienti sdiagndézou amyloidoza.
Koncentrace (ng-pl™?) celkové metylované DNA byla vypoéitana podle rovnice regrese na
zaklad¢ kalibraéni kiivky. Protoze vstupni mnozstvi bylo 100 ng DNA, vysledna hodnota
tak ptedstavuje procentické zastoupeni. Pro vypocet byly pouzity duplikaty vzorkl se
smérodatnou odchylkou niz$i nez 0,5, viz graf 1. Analyza hladiny 5-hydroxymetylcytosinu
byla provedena u 8 vzorkli nesortované populace bunék a u 4 vzorkii sortované populace
bunék pacientt s MM. Procentické zastoupeni 5-hmC bylo vypocitano pomoci vzorce,
uvedené¢ho niZe.

Procenticky podil 5-mC z celkové DNA u nesortované populace bun¢k 19 pacienti
s MM pacientti byl stanoven v rozmezi 0,03 % az 14,77 % (tj. 0,03-14,77 ng/100 ng DNA)
a u sortované populace bunék se hodnoty pohybovaly mezi 0,36 % az 5,60 %
(tj. 0,36-5,60 ng/100 ng DNA).

Ve skupiné pacientli, kde byla DNA izolovdna znesortované¢ populace bunck
vykazovaly vzorky jedinci s MGUS hodnoty globalni metylace DNA 0,56 % (2,09 % po
opakovani) a 4,93 %. U 17 vzorkt pacientd s MM se hodnoty globalni metylace pohybovaly
v rozmezi 0,03 % az 14,77 %, viz tabulka 17.

Ve skupiné pacienttl, kde byla DNA izolovana ze sortované populace bun€k vykazoval

vzorek jedince s MGUS hodnotu globalni metylace DNA 5,32 %. U 4 vzorkd pacientd s MM
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se hodnoty globalni metylace DNA pohybovaly v rozmezi 0,36 % az 0,57 % a vzorky
pacientd s amyloidézou dosahovaly zvySenych hodnot 2,25 % a 5,60 %, viz tabulka 18.

Kalibrac¢ni kiivka
18

y =0,1549x + 0,0537

16 R2=0,9957

ot

14

ot

12 Rt

0,8

ot

absorbance

0,6 R

04 T

0,2 .

0 2 4 6 8 10
koncentrace [ng/ul]

Graf 1. Piiklad kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci pro vypocet celkové metylace DNA.

Priklad vypoctu procentického zastoupeni 5-mC u vzorku M10 (nesortovana bunééna
populace):

Primérna naméfena hodnota OD pii 450 nm (po odecteni negativni kontroly) pro vzorek
M10 =0,1345

y =0,1549 x + 0,0537

0,1345=0,1549 x + 0,0537

x =0,5216 ng-ul’!

Tabulka 17. Procentické zastoupeni 5-mC v nesortované populaci bungk.

Vzorek Diagndza Zastoupeni 5-mC [%]
M1 MM 2,43
M9 MGUS 4,93
M10 MM 0,52
M12 MM 0,56
M13 MM 0,48
M14 MM 0,37
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Vzorek Diagndza Zastoupeni 5-mC [%]

M15 MM 0,50
M17 MM 1,26
M21 MM 0,44
M24 MM 1,36
M27 MM 1,39
M34 MGUS 0,56; 2,09
M37 MM 0,03
M39 MM 0,05
M41 MM 0,13
M56 MM 0,13
M59 MM 12,85
M65 MM 14,77
M69 MM 2,52

Tabulka 18. Procentické zastoupeni 5-mC v sortované populaci bungk.

Vzorek Diagnoza Zastoupeni 5-mC [%)]
08-09 MM 0,36
02-14 MM 0,41
06-05 MM 0,43
10-01A MM + amyloidéza 2,25
11-22B MM 0,57
02-11 MGUS 5,32
02-28 MM + amyloid6za 5,60
11-29 MM 0,47

Procenticky podil 5-hmC z celkové DNA u nesortované populace bun¢k 8 pacientt byl
stanoven vrozmezi 0,0113% az 0,1418% (tj. 0,0113-0,1418 ng/100 ng DNA),
viz tabulka 19, a u 4 vzorku sortované populace bunék se hodnoty pohybovaly mezi 0 % az
0,0065 % (tj. 00,0065 ng/100 ng DNA), viz tabulka 20. Hodnoceny byly vzorky pacienta
s MM.

Vzorec pro vypocet procentického zastoupeni 5-hmC:

5-hmC % = [(A (vzorku) - A (HC4)) / (smérnice kalibraéni kiivky - 5)] /2
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Piiklad vypoctu procentického zastoupeni 5-hmC u vzorku M1 (nesortovana bunééna
populace):

A (M1) =0,2015

A (HC4) = 0,0940

Smeérnice kalibracni kiivky = 0,2786

5-hmC % = [(0,2015 - 0,0940) / (0,2786 - 5)] / 2

5-hmC % = 0,0386

Tabulka 19. Procentické zastoupeni 5-hmC v nesortované populaci bunék.

Vzorek Diagnoza Zastoupeni 5-hmC [%)]
M1 MM 0,0386
M14 MM 0,0167
M15 MM 0,0237
M21 MM 0,0113
M24 MM 0,0445
M27 MM 0,0298
M39 MM 0,0337
M56 MM 0,1418

Tabulka 20. Procentické zastoupeni 5-hmC v sortované populaci bunék. * Zaporné hodnoty odpovidaji
nedetekovatelné hladiné 5-hmC.

Vzorek Diagnoza Zastoupeni 5-hmC [%)]
08-09 MM 0,0022
02-14 MM -0,0011*
06-05 MM 0,0023
11-22B MM 0,0056

5.2 Kvantifikace metylaci a hydroxymetylaci v promotorech geni TET1,
TET2aTET3

Hladiny 5-mC a 5-hmC v promotorech genti TET1, TET2 a TET3 byly analyzovany
s pouzitim kitu EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (New England BioLabs).

Analyza byla provedena u 8 vzorkli nesortované populace bunék pacienti s MM
aub5vzorki sortované populace bunck: 4 pacienti SMM a 1 pacient s diagnozou
amyloidoza. Zakladni parametry, pomoci kterych byla kvantifikace metylaci stanovena jsou

shrnuty v tabulce 21 a ve vzorci uvedeném nize.
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Tabulka 21. Parametry pro kvantifikaci metylaci.

Zkumavka Zkratka  Enzym Ptitomnost DNA
) T4-BGT rozstépena DNA v CCGG sekvencich
1 M
Mspl s nemodifikovanym C nebo 5-mC
) o T4-BGT rozstépenda DNA v CCGG sekvencich
Hpall s nemodifikovanym C
3 C2 T4-BGT kontrolni nestépend DNA
rozstépenda DNA v CCGG sekvencich
4 M1 Mspl i
s nemodifikovanym C, 5-mC nebo 5-hmC
rozstépenda DNA v CCGG sekvencich
5 H1 Hpall
s nemodifikovanym C
6 C1 / kontrolni nestépena DNA

Vzorec pro vypocet procentického zastoupeni 5-mC:

% metylace = [H1 - M2 - (C1/C2)]/C1 - 100

Vzorec pro vypocet procentického zastoupeni 5-hmC:

% hydroxymetylace = [M2 - (C1/C2)-M1]/C1 - 100

Piiklad vypoctu procentického zastoupeni 5-mC a 5-hmC vsekvenci CCGG

promotoru genu TET2 u vzorku M14 (nesortovana bunééna populace):

Hodnoty Ct (cycle treshold) pro vzorek M14:

1/ M14/1 Ct (M2) =20,75 TET2 (Target Unknown)

2/ M14/2 Ct (H2) =21,88 TET2 (Target Unknown)

3/ M14/3 Ct (C2) =20,12 TET2 (Target PosCalibrator)

4/ M14/1 Ct (M1) =19,34 TET2_CTRL (Reference Unknown)

5/ M14/2 Ct (H1) =22,16 TET2_CTRL (Reference Unknown)

6/ M14/3 Ct (C1) =19,99 TET2_CTRL (Reference PosCalibrator)

% metylace = [22,16 - 20,75 - (19,99 / 20,12)] / 19,99 - 100

Metylace = 7,72 %

% hydroxymetylace = [20,75 - (19,99 /20,12) - 19,341/ 19,99 - 100
Hydroxymetylace = 6,29 %
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U nesortované populace bunék pacientskych vzork byly metylacni zmény
v promotorové oblasti genu TET1 detekovany u vzorkit M14, M21 a M24, ptitomnost
hydroxymetyla¢nich zmén byla detekovana u vzorku M1 a M14. V promotorové sekvenci
genu TET2 byla ptitomnost metylace zjisténa u vzorka M14, M15, M21, M24, M27 a M56,
ptitomnost hydroxymetylace byla zjisténa u vzorki M1, M14, M15, M24 a M39.
V promotorové sekvenci genu TET3 byly metylacni zmény detekovany u vSech vzorkd,
hydroxymetyla¢ni zmény byly detekovany u vzorki M1 a M 14, viz tabulka 22. U tii vzorki
(M14, M21, M24) z celkového poc¢tu 8 analyzovanych pacientt, tedy u 37,5 % byly
detekovany metylaéni zmény v promotorovych usecich vSech tii genit TET1, TET2 a TET3.

U sortované populace bun¢k pacientskych vzorka byla pfitomnost metylaénich zmén
v promotorové sekvenci genu TET1 zjiStena u vzorkl 06-05 a 11-22B, pfitomnost
hydroxymetyla¢nich zmén byla zjisténa u vzork 08-09 a 10-01A. V promotorové sekvenci
genu TET2 byly metylaéni zmény zjistény uvzorkd 02-14, 06-05 a 11-22B,
hydroxymetylacni zmény byly zjistény u vzorkt 08-09 a 10-01A. V promotorové sekvenci
genu TET3 byly metyla¢ni zmény zjistény u vSech vzorkd, hydroxymetylacni zmény byly
zjistény u vzorku 10-01A, viz tabulka 23. Z celkového poétu 5 sortovanych pacientskych
vzorkt byly u dvou pacientd (06-05 a 11-22B), tedy u 40 % zjistény metyla¢ni zmény

v promotorech vsech tii testovanych gent TET.

Tabulka 22. Procentické zastoupeni 5-mC a 5-hmC v sekvenci CCGG promotoru sledovanych gent
V nesortované populaci bunék. *Zaporné hodnoty odpovidaji nedetekovatelné hladiné 5-mC nebo 5-hmC.

TET1 TET2 TET3

Vzorek 5-mC[%] 5-hmC[%] 5-mC[%] 5-hmC[%] 5mC[%] 5-hmC [%]

M1 -0,44* 7,73 2,78 9,03 10,48 6,79
M14 5,34 3,5 7,72 6,29 13,17 53
M15 0,61 1,82 4,80 7,22 5,44 2,74
M21 6,32 1,2 12,76 -3,13* 18,80 -5,00*
M24 512 -0,48* 10,37 3,69 22,08 -3,30*
M27 X X 13,97 -1,11* 19,06 -7,18*
M39 -1,23* 1,36 3,27 4,42 11,44 0,89
M56 2,26 -0,49* 8,50 2,29 27,58 0,42
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Tabulka 23. Procentické zastoupeni 5-mC a 5-hmC v sekvenci CCGG promotoru sledovanych gent
v sortované populaci bunék. *Zaporné hodnoty odpovidaji nedetekovatelné hladiné 5-mC nebo 5-hmC.

TET1 TET2 TET3
Vzorek  5-mC[%] 5-hmC[%] 5-mC[%] 5-hmC[%] 5mC[%] 5-hmC [%]
08-09 0,27 6,64 1,19 8,29 27,08 1,49
02-14 -3,86* 1,9 8,48 1,58 6,64 1,68
06-05 5,34 -3,51* 4,17 0,75 34,92 -5,08*
10-01A -36,67* 41,41 -11,35* 15,55 14,45 6,66
11-22B 7,33 -2,88* 11,31 -0,38* 26,26 -2,02*

Pomoci metodického postupu EpIJET 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (Thermo
Scientific), ktery je reagenciemi shodny jako mnou pouzivany kit, ale vyuziva jiné metody
vyhodnoceni, byly analyzovdny amplifika¢ni kiivky tseki DNA po Stépeni enzymy
citlivymi na pfitomnost 5-mC a 5-hmC (Mspl) nebo na ptitomnost nemodifikovaného
cytosinu (Hpall). Pokud ve vzorku neni detekovana metylace dojde nejdiive k amplifikaci
frakce s kontrolni nestépenou DNA (C1) a nasledné jsou amplifikovany ostatni frakce (H1,
M1, M2), viz graf 2. Pokud je ve vzorku detekovana metylace dojde zaroven k amplifikaci
frakci s obsahem kontrolni DNA a DNA po $tépeni restrikénim enzymem Hpall (C1, H1).
Nasledné dochazi k soubézné amplifikaci frakci s obsahem Mspl a Mspl + T4-BGT (M1,
M2), viz graf 3.

C Kontrohi (C1)

B Hpall (H1)

B T4-BGT + Mspl (M2)
B Mspl (M1

A /Ifﬁ

€l Hl +M2 +Ml

Graf 2. Profil amplifika¢nich ktivek, bez ptitomnosti metylace v promotorové sekvenci sledovanych gend.
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A Kontrolni (C1)

B Hpall (HI)
B T4-BGT + Mspl (M2)
B Mspl (MI)

C1+Hl M1 +M2 Ct

Graf 3. Profil amplifika¢nich k¥ivek, v piitomnosti metylace v promotorové sekvenci sledovanych gent.

Pro porovnani obou vySe popsanych metod jsou zobrazeny grafy pro vybrané vzorky.
Vzorek 10-01A, graf 4, u kterého nebyla detekovana metylace v oblasti promotoru genu
TET1, ma charakteristicky tvar amplifikacnich kiivek jako graf 2. Vzorek M14, graf 5,
u kterého byla stanovena hladina metylace v oblasti promotoru genu TET2 7,72 %, ma

charakteristicky tvar amplifikacnich ktivek jako graf 3.

10-01A
30,01 ——
LV
g =0 C1 (kontrolni)
2 00
f-‘g- 150
1001 H1 (Hpall)
M2 (Mspl + T4-BGT)
5.01 M1 Mspl)
0:12:04 0:23:20 0:40:13 9:5?:05 1:14:00 1:30:53
Cas

Graf 4. Amplifika¢ni kiivky naznacujici pfitomnost nemodifikovaného cytosinu v promotorové sekvenci genu

TET1 u vzorku pacienta 10-01A (sortovana populace bunék).
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Graf 5. Amplifika¢ni kiivky naznacujici piitomnost metylace v promotorové sekvenci genu TET2 u vzorku

pacienta M14 (nesortovana populace bungk).

5.3 Expresni analyza gentt TET1, TET2a TET3

RNA izolovand zaspiratu kostni dfené dosahovala hodnot 196,9-1360 ng-pl*
a absorbance pti 260/280 nm byla 1,5-1,88. RNA izolovana ze sortované populace bun¢k
dosahovala hodnot 15-169,4 ng-ul? a absorbance pii 260/280 nm byla 1,4-1,9. Metodou
gPCR byly kvantifikovany hladiny expresi genu TET1, TET2 a TET3. Exprese byla
vypoéitana pomoci Livakova vzorce 222t s piedpokladem, e usp&snost amplifikace
referen¢niho i cilového genu byla blizka 100 %. Vzorky byly nanaSeny v duplikatech
a kvantitativni analyza kazdého vzorku byla minimalné jedenkrat opakovana. Ze
statistického hodnoceni byly vytazeny hodnoty expresi nad 4. Bylo analyzovano 16 vzorka

nesortované populace bun¢k pacientd s MM, viz graf 6.

Exprese TET u nesortované populace bunék

4,5
4
3,5 °
3 [ TETI
2,5 B TET2
2 M TET3
1,5
|
0,5

0

Graf 6. Exprese TET gent u vzorkii nesortované populace bunék.
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Exprese gentt TET2 a TET3 dosahovala zvysenych hodnot porovnanim s expresi genu
TET1. Exprese genu TET1 dosahovala hodnot v rozmezi 0,15-1,15. U 8 analyzovanych
vzorkl sortované populace bunék pacienti s MM, zahrnujici vzorek pacienta s amyloidozou,
dosahovala nejvysSich hodnot exprese genu TET2, zatimco exprese genit TET3 a TET1 byly

pfi porovnani s expresi TET2 nizsi, viz graf 7.

Exprese TET u sortované populace bun¢k

3.5

3
2,5 TET!I
2 M TET2
1,5 B TET3
|
e

Graf 7. Exprese TET genti u vzorki sortované populace bunék.
5.4 Korelace

Pomoci funkce CORREL v tabulkovém editoru Excel byla hodnocena korelace mezi
lokalni metylaci v promotorové sekvenci genu a expresi piisluSného genu. Pearsoniv
korelacni koeficient (r) nabyva hodnot 0—1 pro kladnou korelaci a 0—(-1) pro zapornou
korelaci. Negativni korelace matematicky vyjadiuje vztah mezi zvySujicim se procentem
metylace promotoru genu a poklesem jeho exprese.

U vzorkil nesortované populace bun¢k byla pozorovana negativni korelace mezi tirovni
metylace promotoru genti TET1 (r =-0,74) a TET3 (r =-0,37) a normalizovanou hodnotou
jejich exprese. Naopak pozitivni korelace (r = 0,80) byla pozorovana mezi detekovanou
hydroxymetylaci v promotoru genu TET1 a urovni jeji exprese. Korela¢ni koeficient byl
stanoven u 8 vzorki pacientti s MM.

U vzorku sortované populace bunék byla pozorovana negativni korelace mezi metylaci
promotoru genu TET2 a normalizovanou hodnotou jeji exprese (r = -0,84). Naopak pozitivni
korelace byla pozorovana mezi hydroxymetylaci genit TET2 (r=0,77) a TET3 (r = 0,90)

a urovnémi jejich exprese. Korelacni koeficient byl stanoven u 3 vzorkl pacienti s MM.
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6 DISKUSE

Pii feSeni zadani této diplomové prace se ukazala jako problémova izolaci RNA a DNA
Z populace bun¢k sortovanych na povrchovy marker CD138. Z diivodu nizké vytéznosti
obou typt nukleovych kyselin z omezeného poctu sortovanych bunék bylo vyzkouseno vice
metodickych postupt. Pro izolaci DNA byly pouzity nasledujici kity: Tri Reagent BD
(Molecular Research Center); Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega); AllPrep
DNA/RNA Micro Kit (Qiagen); QlAamp DNA Mini (Qiagen), ktery se ukazal, jako
nejvhodngjsi z diivodu nejvyssi vytéznosti DNA. Pro izolaci RNA byly pouzity nasledujici
kity: Hight pure RNA Isolation Kit (Roche); AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen); Tri
Reagent BD (Molecular Research Center). Pro nejlepsi vytéznost RNA byla zvolena izolace
RNA metodickym postupem Tri Reagent BD (Molecular Research Center).

Cilem diplomové prace bylo stanoveni urovné expresi geni TET1, TET2 a TETS3,
zvoleni optimalniho postupu kvantifikace metyla¢nich (5-mC) a hydroxymetylac¢nich
(5-hmC) zmén ve vybranych promotorovych sekvencich gent TET1, TET2 a TET3
a stanoveni hladin celkové metylace a hydroxymetylace DNA. U obou skupin vzorkl
pacientti s mnohocetnym myelomem (sortovanych/nesortovanych buné¢nych populaci) byla
u nesortované populace bunék velmi podobné, ale u sortované populace bun¢k byla hladina
exprese nizsi u genu TET3 pfi porovnani s expresi genu TET2, viz graf 6 a graf 7. Metyla¢ni
i hydroxymetyla¢ni zmény v analyzovanych promotorovych sekvencich byly zjistény
u vSech sledovanych genti, pficemz V promotorové sekvenci genu TET3, u sortované
I nesortované populace bun¢k byla uroven metylaénich zmén nejvyssi, viz tabulka 22
a tabulka 23. Porovnanim procentického zastoupeni 5-mC v promotorovych sekvencich
gent TET1 a TET3 neparametrickym Mann-Whitney testem ukazalo u spole¢ného souboru
sortovanych a nesortovanych vzorkl statisticky prikazny rozdil pfi hladiné vyznamnost
p 0,05 (p-value 0,031) naznacujici, Ze nizka exprese enzymu TET3 muze byt na rozdil od
nizké exprese TET1 zplsobena vysokym zastoupenim 5-mC, tedy pfitomnosti metyla¢nich
zmén ve sledovaném promotorovém useku. Citlivost geni TET1 a TET3 na ptitomnost
metyla¢nich zmén potvrzuje u nesortovanych pacientskych vzorka i1 Uroven negativni
korelace mezi expresi a procentickym podilem 5-mC Vv analyzovanych sekvencich
promotort obou genti, ktera je u genu TET1 velmi vysoka (r = -0,74) a u genu TET3 dosahuje

stfedni miry negativni korelace (r = -0,37).
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Pozitivni korelace matematicky vyjadiuje vztah mezi zvySujicim se procentem
5-hmC v analyzované sekvenci promotoru a rostouci expresi genu. Celkem u 50 % analyz
byla pozorovana o¢ekévana korelace mezi metylaci/hydroxymetylaci promotorové sekvence
genu a snizenou/zvySenou expresi dané¢ho genu. Vysoka mira pozitivnich korelaci mezi
zastoupenim 5-hmC ve sledovanych promotorovych tsecich a urovni exprese ptisluSnych
genu, zjisténa u vSech tfi studovanych gend, potvrzuje dilezitost demetylacniho
mechanismu pii obnové nebo zvyseni exprese sledovaného genu. Silné pozitivni korelace
mezi detekovanou hydroxymetylaci v promotoru genu TET1 (r = 0,80) a urovni exprese
u nesortovanych bun¢k a TET3 (r = 0,90) v populaci sortovanych bunék pak mize vysvétlit
rozdilnou uroven exprese téchto dvou genli mezi vzorky sortovanych a nesortovanych
bungk, viz graf 6 a graf 7, ktera mize byt ovlivnéna riznou mirou zastoupeni 5-hmC.

Jak vyplyva z literarnich zdrojt, vztah mezi hydroxymetylaci promotoru a expresi genti
u vzorkl pacientll s mnohocetnym myelomem byl hodnocen, pomoci RNAseq (Illumina) ve
studii Agirre a kol. (2015). Pouze 1,9 % promotorovych sekvenci podléhajicich demetylaci
korelovalo se zvySenou genovou expresi. Obecné plati, Ze geny, které se nachazeji
V hypometylovaném heterochromatinu vykazuji nizkou tGroven transkripce, coz naznacuje
nizky vliv hypometylace v této oblasti na genovou expresi. Uroveii metylace oblasti
enhanceru obvykle koreluje se snizenou hladinou genové exprese. Jak uvadi Agirre a kol.
(2015), hypermetylované oblasti enhancert se prekryvaji S misty pro vazbu transkripénich
faktorti specifickymi pro B-lymfocyty. Stupeni metylace oblasti enhanceru tak nepiimo
koreloval s hladinami exprese tdchto transkripénich faktorti. Uloha demetyla¢niho procesu
byla zdaraznéna ve studii Alberge a kol. (2019), kde autofi popsali asociaci 5-hmC
s transkripéné aktivnimi enhancery.

V souvislosti s detekci metylacnich a demetylacnich zmén v lokalnich oblastech
sledovanych gend, jsme se v této diplomové praci zaméfili na stanoveni hladin globalni
metylace DNA u vzorkl pacientti s mnohocetnym myelomem. U zdravych jedinct hladina
5-mC v DNA lymfocytt dosahuje hodnot 2,2 % az 3,4 % (2,2-3,4ng /100 ng DNA),
pficemz autofi ¢lanku Goméz a kol. (2017) pouzili stejny metodicky postup jako byl pouzit
V této praci.

U pacientskych vzorkt nesortované populace bun¢k se hodnoty celkové metylace DNA
pohybovaly v $irokém rozmezi 0,03 % az 14,77 %. Vzorky jedinci s MGUS vykazovaly
kolisavé hodnoty celkové metylace DNA 4,93 % a 0,56 %, pricemz pii opakovani byla
detekovana hodnota 2,09 %. U pacientskych vzorkl sortované populace bunék se hladiny

metylace pohybovaly v uzsim rozmezi 0,36 % az 5,57 % a vzorek jedince s MGUS
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vykazoval zvysenou hodnotu metylace DNA 5,32 %. Podobné bylo stanoveni vyssich hladin
globalni metylace u jedinci s MGUS, tedy jedinct s pfitomnosti M proteinu, ale
nespliujicich diagnosticka kritéria mnohoc¢etného myelomu, a naproti tomu nizsich hladin
globalni metylace DNA u pacientdi s MM pozorovano ve studiich Salhia a kol. (2010);
Walker a kol., (2010); Agirre a kol., (2015). Obvykle je snizujici se uroven globalni
metylace spojovana s nestabilitou genomu. Jedna se obecny jev, ktery se vyskytuje u mnoha
typt nadorovych onemocnéni, jako jsou kolorektalni karcinom nebo chronicka leukocytarni
leukémie (Matsuzaki a kol., 2005; Fabris a kol., 2014). Vysoké hladiny globalni metylace
byly detekovany u vzorka pacientd s potvrzenou amyloidézou (2,25% a 5,60 %).
Amyloidéza neni jednotnou nemoci, a nejcastéj$i AL-amyloidoza mulze provazet
mnohocetny myelom. Jedna se o skupinu chorobnych stavi, které sice maji jednu spole¢nou
vlastnost, extracelularni ukladdni nerozpustnych fibrilarnich proteinti, ale jak vyplyva
zpuvodu onemocnéni, pfi¢éin zvySené hladiny globalni metylace muize byt vice
(Adam a kol., 2011).

Martinez-Banos a kol. (2017) pouzili stejny zptsob stanoveni trovné globalni metylace
DNA, jako byl popsany v této praci. U bunék sortovanych na povrchovy marker CD138 byla
u pacienta s progredujicim mnohocetnym myelomem stanovena hladina globalni metylace
14,26 % a u pacienta s mnoho&etnym myelomem ve stadiu remise 13,83 %. Uroveti globélni
metylace DNA byla, dle Agirre a kol. (2015), stanovena celogenomovym bisulfitovym
sekvenovanim a mezi vzorky pacienti s mnohocetnym myelomem byla pozorovana
extrémni heterogenita. Siroké rozmezi hladin 5-mC (0,5 % az 13,2 %), bylo také pozorovano
U pacientd s akutni myeloidni leukémii (AML) (Goméz a kol., 2017).

Proteiny TET maji dileZitou roli v procesu aktivni demetylace a jejich SniZzena exprese
muize zplsobit narist metylacnich zmén, které mohou vést aZz k hypermetylovanému
genomu. Naopak dusledkem zvysené exprese gentt TET je snizeni trovné metylaci, ktera se
muze projevit hypometylaci genomu.

Hladiny globalni hydroxymetylace DNA u vzorki pacientii s mnohocetnym myelomem
byly stanoveny na zaklad¢ rovnice regrese ziskané z kalibra¢ni kiivky. Protoze ziskané
hodnoty dosahovaly nulovych, nebo zapornych hodnot, byl vypocet modifikovan podle
vzorce uvedeného v metodice, nami pouzitého kitu MethylFlash Hydroxymethylated DNA
5-hmC Quantification Kit Colorimetric (Epigentek). Porovnanim hodnot globalni
hydroxymetylace DNA u analyzovanych vzorkt, které byly vypocitdny dvéma rozdilnymi
postupy, byla zjisténa jejich vzajemna korelace a podobny vyvoj u jednotlivych vzorki (neni

uvedeno).
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Wernig-Zorc a kol. (2019) stanovili metodou hmotnostni spektrometrie hodnotu
medianu 5-hmC v DNA B-lymfocytd zdravych jedinct 0,025 % (0,025 ng /100 ng DNA),
zatimco u pacientli s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) bylo, u B-lymfocyti
sortovanych na povrchové markery CD38 a CD19, pozorovano signifikantni snizeni hladin
5-hmC, s medianem 0,013 %. Podobné vysledky (0,038 %) pro B-lymfocyty zdravych
jedinc, sortované na povrchovy marker CD138 byly naméteny dle Alberge a kol. (2019).

Tyto vysledky jsou ve shodé s nami detekovanymi velmi nizkymi hladinami 5-hmC.
U pacientskych vzorkii nesortované populace bun¢k se pohybovaly v rozmezi 0,01 % az
0,14 %, au4 vzorkd sortované populace bunék se hodnoty pohybovaly mezi 0 % az
0,0065 %.

Ve studii Alberge a kol. (2019), kde byly publikovany obdobné hodnoty 5-hmC
v genomové DNA ve vzorcich pacienti MM, sortovanych na povrchovy marker CD138, se
5-hmC jevil jako marker progrese onemocnéni, protoze jeho hladina pozitivné korelovala
s délkou preziti pacientli s mnohocetnym myelomem. Tato pozorovani, vcetné naSich
vysledki tak ukazuji, ze 5hmC muze byt markerem progrese a zdvaznosti tohoto

onemocnéni.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byly analyzovany hladiny expresi geni TET1, TET2 a TET3,
kvantifikovany metyla¢ni a hydroxymetyla¢ni zmény hladin v promotorovych sekvencich
genu TET1, TET2 a TET3 pomoci metylacné senzitivnich restrikénich enzymut a byly
stanoveny hladiny celkové metylace a hydroxymetylace DNA. Analyzy byly provedeny
U nesortovanych bunéénych populaci 19 pacienti s mnohocetnym myelomem nebo
monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu u 11 vzorka bunéénych suspenzi pacientt
s mnohocetnym myelomem nebo monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu, sortovanych
na povrchovy marker CD138.

Nizké exprese u obou skupin vzorkd (sortovanych i nesortovanych) byly pozorovany
ugenu TET1 a genu TET3 u sortované bunééné populace. Gen TET2 vykazoval u obou
bunéénych populaci vzorki mnohocetného myelomu nejvyss$i expresi, piicemz
hydroxymetylacni zmény byly nejvice detekovany v promotorové sekvenci tohoto genu.
Presto, Ze metylani i hydroxymetylaéni zmény promotorovych sekvenci byly zjistény
U vSech tii genil, metylacni zmény ptevladaly ve sledované promotorové sekvenci genu
TET3 u vSech pacientskych vzorkli obou testovanych skupin sortované a nesortované
populace bun¢k. Vyznamna negativni korelace byla pozorovana mezi normalizovanou
hodnotou exprese a trovni metylace promotoru genu TET1 (r=-0,74) a stfedni mira
negativni korelace byla zjisténa u genu TET3 (r = -0,37). Naproti tomu vyznamna pozitivni
korelace byla pozorovana mezi normalizovanou hodnotou exprese atrovni
hydroxymetylace promotoru genu TET1 (r = 0,80) u nesortovanych bunék a TET3 (r = 0,90)
u sortovanych bunck. Porovnani procentického zastoupeni 5-mC V promotorovych
sekvencich gentt TET1 a TET3 ukazalo, Ze nizka exprese enzymu TET3 muZze byt, na rozdil
od nizké exprese TET1, zplsobena vysokym zastoupenim 5-mC, tedy pfitomnosti
metylacnich zmén ve sledovaném promotorovém Useku.

Dalsim cilem této diplomové prace bylo stanoveni globalni metylace a hydroxymetylace
DNA u pacienti s mnohoc¢etnym myelomem. Hodnoty celkové metylace DNA u pacient
s MM byly heterogenni, pohybovaly se v rozmezi 0,03 % az 14,77 % a ve srovnani s jedinci
MGUS vykazovaly nizs§i troven globalni metylace DNA. Jesté niz$i byla uroven
hydroxymetac¢nich zmén, pfitomnost 5-hmC v analyzovanych sekvencich promotort

sledovanych genti se pohybovala v rozmezi 0,01 % az 0,14 %.
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