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Souhrn

Hemato-onkologicka onemocnéni, mezi které se fadi akutni myeloidni leukemie a
myelodysplasticky  syndrom  jsou velmi ¢astym malignim onemocnénimi. U
myelodysplastického syndromu se jedna spiSe o jakousi formu prekancer6zy, kterd v mnohych
piipadech progreduje pravé v akutni myeloidni leukemii. Diagnéza téchto onemocnéni je
zalozena na vySetfeni kostni dfené, coz je zna¢né€ invazivni vysetfeni. Proto je snaha o nalezeni
vhodnych markert, jejichz hodnoty by byly dostate¢né prokazatelné i ze vzorku periferni krve
amohly by pfispét ke zpiesnéni nebo urychleni diagnostiky MDS. Dal$im divodem pro detekci
metylacnich zmén u myelodysplastického syndromu je nedavné zavedeni 1écby pomoci
demetylacnich latek u tohoto onemocnéni.

V ramci diplomové prace byly analyzovany promotorové Useky potencidlniho tumor-
supresorového genu RIL, genu pro inhibitor cyklin-dependentnich kinaz 2B (CDKN2B) p15,
genu BLU, ktery je dilezity v procesu apoptozy a u genu RASSF1, u kterého se predpokladaji
zmény exprese v nadorovych onemocnénich v disledku hypermetylace (Boumber et al., 2007,
Park et al., 2013).

Pro analyzu jsme pouzili jak bézné pouzivanou metodu metylaéné specificka PCR, tak
metodu pyrosekvenovéani. Pyrosekvenovani umoznuje kvantifikaci metylaci a odstranuje
moznou chybu, kterd vznika pfi bisulfitové konverzi DNA. Vysledky pyrosekvenovani byly ve
vybranych ptipadech porovnany s expresi ptislusného genu.

Vysledky naznacuji, ze pyrosekvenovani je daleko ptesnéjsi a citlivéjsi metodicky
postup nez klasickd metoda metylacné specifickd PCR. Metylacni zmény genti BLU a RASSF1
zjisténé u pacientt s MDS jsou minimalni pfi porovnani s vysledky ziskanymi od zdravého
jedince. U sledovanych usekt gend pl5 a RIL jsme detekovali vyznamné metylaéni zmény
v porovnani se zdravym jedincem. Nasledna expresni analyza genu RIL, ukazuje na moznou
korelaci mezi metylaci promotorove oblasti tohoto genu a jeho expresi. Geny p15 a ptedevsim
RIL by mohly byt v budoucnu vyuzity jak pro diagnostiku MDS a AML tak i pro urceni
progndzy u pacientt s MDS.



Summary

Hemato-oncological diseases like acute myeloid leukemia and myelodysplastic
syndrome, are very often malignant diseases. Myelodysplastic syndrome is rather the
precancerous stage which in many cases progresses to acute myeloid leukemia. Diagnostic of
this diseases is based on an examination of the bone narow, which is very invasive examination.
Because of this, efforts are focused on finding new suitable markers provided for of the periferal
blood samples contributing to specification and speeding of the MDS diagnosis. Another reason
for DNA methylation detection in the myelodysplastic syndrome patients, is a new approach to
the treatment based on applying of demethylation agents.

In this thesis, we analyzed promoter region of the potential tumor-suppresor gene RIL,
the inhibior of cyklin dependent kinase 2B (CDKN2B) p15, BLU gene with an important
function for appoptosis and RASSF1 gene in which is assumed an change of the expresion in
some types of tumors caused by its hypermetylation (Park et al., 2013; Boumber et al., 2007).

For methylation analysis we used Methylation specific PCR and following method of
pyrosegencing. Pyrosegencing enables gantification of specific methylation and removes
possible errors caused by the bisulfite modification of DNA. Our results from pyrosegencing
analysis were comparable with MSP detection of the obtained PCR products.

Our results indicate that pyrosegencing is more accurate and sensitive methodical
approach than methylation specific PCR. DNA methylation in the BLU and RASSF1 genes
detected in MDS patients comparable with healthy person was unsignificant. In the genes p15
and RIL, we detected significant changes of the methylation level by comparison with helthy
control. Following expression analysis of the RIL gene showed possible correlation between
promoter methylation level of this gene and his expression level. Finally, the p15 and even more
the RIL genes could be useful markers for diagnosis of the MDS and AML diseases as well as

for the MDS prognosis.
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1 Uvod

Hemato-onkologicka onemocnéni jsou velmi ¢astym malignim onemocnénim. Mezi tato
onemocnéni mizeme zafadit myelodysplasticky syndrom (MDS) a akutni myeloidni leukemii
(AML). Myelodysplasticky syndrom je soubor onemocnéni, ktera jsou charakteristicka klonalni
poruchou krvetvorby. Tato onemocnéni se vyskytuji pfedev§im u starSich pacientd, jejichz
vékovy median se pohybuje kolem 65 let (Aul et al., 2001). U pacientti s myelodysplastickym
syndromem dochazi velmi casto k progresi onemocnéni v akutni myeloidni leukemii.
Myelodysplasticky syndrom i akutni myeloidni leukemie jsou diagnostikovany na zakladé
vysetieni kostni diend. Uspé&snost 16¢by zavisi z velké Gasti na véku pacienta, jedinym 1é¢ebnym
pfistupem je alogenni transplantace, ktera je u starSich pacientd mozna jen ziidka. V posledni
dobé se uplatituje 1écba MDS pomoci hypometylacnich preparatii, ale tento zpisob nevede vzdy
ke zlepSeni stavu pacienta (Koreth et al., 2013). Z tohoto divodu je dulezité identifikovat geny,
které mohou byt u pacientii s myelodysplastickym syndromem ovlivnény metylaci, a u kterych
by mohlo pusobenim demetyla¢nich latek dochazet k poZzadovanym zménam v jejich expresi.

Metylace také plni dulezitou tlohu v tumorigenezi hemato-onkologickych onemocnéni
(Ko et al., 2010; Figueroa et al., 2010) a mohly by byt vhodnymi molekularni markery pro
diagnostiku téchto onemocnéni z periferni krve, bez potieby vysetieni kostni diené. Tumor-
supresorové geny RIL, BLU, RASSF1 a p15 jsou kandidaty, jak na cilové geny metylac¢ni 1é¢by,
tak pravé na mozné biomarkery téchto hemato-onkologickych onemocnéni (Boumber et al.,
2007; Yang et al., 2012; Dammann et al., 2000; Hirai, 2003).

Metylace jsou v dne$ni dobé detekovany predev§im pomoci metody MSP (Methylation
Specific PCR). Metyla¢ni analyza pomoci pyrosekvenovani poskytuje nejen komplexni
informaci o urovni metylace v daném analyzovaném useku, ale umoziuje analyzu metylace

u jednotlivych CpG dinukleotidt (Quillien et al., 2012).



2 Cil prace

e Za pouziti odborné literatury vypracovat literarni reSerSi na téma kvantifikace metylaci

metodou pyrosekvenovani u hemato-onkologickych onemocnéni.

e Provedeni bisulfitové modifikace DNA u vzorkd ziskanych od pacienti s hemato-
onkologickymi diagnzami a provedeni metyla¢né specifické PCR genu p15 a dalsich

vybranych tumor-supresorovych gent.

e Navrzeni primerd,, pro pyrosekvenacni analyzu, do promotorovych useku ¢i do

kodujiciho Useku 1 exonu.

e Provedeni specifické PCR pro pyrosekvenacni analyzu, s biotinem oznacenymi

primery. Provedeni pyrosekvenacni analyzy metylaci.

e Reverzni transkripce a expresni analyza pomoci real-time PCR vybranych gent, u

kterych byla provedena MSP a kvantifikace metylaci metodou pyrosekvenovani.



3 Literarni prehled
3.1 Hematopoéza

Hematopoéza (krvetvorba) je proces, béhem kterého dochazi ke vzniku krevnich bunék.
Tento proces je zna¢né slozity a jeho detaily nejsou stale pfesné prostudovany. Hematopoézu
muzeme rozdéglit na prenatalni a postnatalni, kdy se tyto dvé formy odliSuji, jak mistem, kde

primarné probihaji, tak zpiisobem tvorby krevnich bungk.

Obrazek ¢. 1: Schéma priubéhu hematopoézy, prevzato a upraveno z

www.ebioscience.com
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Postnatalni krvetvorba probihd piedevS§im v kostni dfeni, kde dochéazi k produkci
krvetvornych bunék. Jejich zakladem je matetska pluripotentni buiika, kterd ma schopnost sebe
obnovy. Z této pluripotentni buiiky nasledné vznika dlouhodoba kultura krvetvornych bungk,
ktera je schopna nepfetrzité sebe obnovy. Kultury krvetvornych bunék pak davaji za vznik
prekurzorim jednotlivych tfad. (Passegue et al., 2003) V tomto bod¢ dochazi k rozdéleni
hematopoézy na myelopoézu a lymfopoézu. Bunky myelopoézy maji svij ptivod ve vlastni
matefské kmenové buiice oznacované CFU-GEMM podle krevnich elementt, které z ni

vznikaji. Béhem zrani bunék myeloidni fady dochézi ke ztrat€ bazofility cytoplazmy a



Vv cytoplazmé se objevuji specificka granula. Tato linie se dale déli na ervenou a bilou slozku.
(Pecka, 2002). Dalsi generace je ve své diferenciaci vice specifickd. Vznikaji z ni funk¢ni
dospélé bunky. V lymfoidni linii dochazi diferenciaci a zranim ke vzniku lymfocytt. Kone¢nym
produktem zrani jsou v této fad¢ T- lymfocyty, B- lymfocyty a NK bunky. V myeloidni linii
vznikaji eozinofily, bazofily, trombocyty, makrofagy, neutrofily a erytrocyty (lwasaki et
Akashi, 2007). V kostni dfeni se nachazeji u zdravého Clovéka zasoby jak bunék Cervené
slozky- erytrocytl, tak bunék bilé krevni slozky, které jsou v rizném stadiu vyvoje. U bilé

slozky jsou pak tyto zasoby bunék i v periferni krvi (Pecka, 2002) (viz Obr. ¢. 1).

3.2 Nadorova onemocnéni krve

Bunky krvetvorby jsou schopné neustale proliferace. Tato vlastnost zistava i pfi jejich
zvratu v tumorigenni leukemické bunky (Passegue et al., 2003). Touto cestou dochazi
k hromadéni aberaci hematopoetickych bunék v kostni dfeni. Nasledné dochazi k vyplavovani
nezralych krevnich elementt do periferni krve, kde takto nariista procento blastii. Tento jev
mizeme pozorovat napiiklad u leukémii, polycytémii ¢i tézkych anemii (Pecka et al., 2002).
Pozménéné krevni buiiky se mohou také usazovat v lymfatickych uzlinach, zptisobovat jejich
zvé€tSeni a tvofit v tomto piipadé uz viditelny nador. Nadorové transformované hematopoetické
buniky tvoii zna¢né heterogenni populaci. Tato heterogenita je zpisobena pravé neustéle
probihajici mutagenezi, epigenetickymi zménami a dal§imi aberacemi (Passegue et al., 2003).
Zatimco u nékterych bun¢k dochazi k neptetrzitému déleni, jiné zstavaji v klidovém stéadiu,
coz muze byt divodem piipadné rezistence nadorového onemocnéni ve vztahu

k chemoterapeutikiim (Guan et Hogge, 2000).

3.2.1 Myelodysplasticky syndrom (MDS)

Myelodysplasticky syndrom je skupina onemocnéni vyznacujicich se klonalni poruchou
krvetvorby. Kostni dieti neprodukuje dostatek zralych blastd, dochazi k cytopenii a dysplazii.
Toto onemocnéni je smrtelné pouze v ptipade zvysené Krvacivosti, nebo pokud dojde ke ztraté

imunity (Mufti, 2004). Cast&ji oviem MDS progreduje do akutni myeloidni leukémie. Akutni



myeloidni leukémie je nddorovym onemocnénim krve a byva ve velkém mnozstvi piipadu
smrtelna.

Vyskyt MDS zacina prudce stoupat u osob ve véku kolem 65 let a postizenych je 2 - 12
obyvatel na 100 000 obyvatel za rok (Aul et al., 2001). Cast&ji se toto onemocnéni vyskytuje u
muzu. Vyjimkou je subtyp 5g- syndrom. Obecné se jedna o typ S pomérné dobrou prognézou
(viz Tab. ¢&. 1), ktery je Cast&jsi u Zen (Aul et al., 2001, Van Den Berghe et Michaux, 1997).
50- syndrom je samostatnou kategorii MDS, kdy dochazi k delecim v oblasti dlouhych ramen
chromozomu 5, kde se nachazeji geny, jejichZ ztrata muze vést k nasledné dysplazii a
chromozomalni nestabilité¢ genomu (Jerez, 2012).

Velice ojedinéle se MDS vyskytuje i u déti a zde je vétSinou spojeno s genetickymi
poruchami (Mufti, 2004).

3.2.1.1 Klasifikace a diagnostika

Podle pfi¢iny vzniku se onemocnéni myelodysplastického syndromu dé€li na primarni a
sekundarni. Ve vét§iné piipadi se vyskytuje primarni MDS — onemocnéni vznika de novo.
Ptipady sekundarniho MDS byly pozorovany u lidi vystavenych dlouhodobému piisobeni
benzenu, alkyla¢nich ¢inidel ¢i ionizaénimu zafeni. Sekundarni MDS se také Casto vyskytuje u
onkologickych pacientli jako nasledek ozatfovani ¢i chemoterapie (Mutfti, 2004).

Pro urceni diagndzy byla pouzivana piedevsim klasifikace FAB a v soucasné dob¢ se
pouziva klasifikace WHO. Klasifikace onemocnéni MDS podle FAB byla zaloZena pfedevsim
na zjisténém poctu blasti u jednotlivych pacientd (Mufti et al., 2008). Klasifikace WHO
zohledniuje cytogenetické faktory, markery ziskané vysetienim krve a jako samostatny definuje
i 5g- syndrom (Jonas et Greenberg, 2014) (viz Tab. ¢. 1).

Progndza pacienti, od které se odviji nasledna 1é¢ba, se stanovuje podle tzv. skdre IPSS.
Skore IPSS (International Prognostic Scoring System) hodnoti procento blastdi, cytopenii a
karyotyp. U karyotypu je hodnoceno mnozstvi abnormalit, pfedev§im pak pfitomnost delece na
dlouhych ramenech chromozému 5, vzdcna submikroskopickd delece 20g a mutace na
chromozému 7. Na zakladé téchto skute¢nosti se stanovi skore IPSS, podle néhoz pak délime
pacienty do ¢tyt skupin. Pti nizkém skore IPSS ma pacient nejvyssi Sance na preziti. Nasleduji
skupiny int-1a int-2 az po skupinu s vysokym skorem IPSS, kdy je pieziti pacienta vétSinou

niz$i nez pul roku (Greenberg et al., 1997).



Tabulka ¢. 1: WHO Kklasifikace MDS, pievzato a upraveno z VVardiman et al., 2009

Typ MDS

Nalezy pfi vySetieni krve

Nalezy pfi vySetieni kostni diené

Refraktorni cytopenie s
unilinearni dysplasii
(RCUD)

Unicytopenie nebo
bicytopenie
blasty < 1%

Unilinearni dysplasie : > 10% bunék
jedné myeloidni linie

< 5% blasts

< 15% erythroidnich preurzord, jsou
prstencité sideroblasty

Refraktorni anemie s

prstencitymi sideroblasty
(RARS)

Anémie
zadné blasty

> 15% erythroidnich prekurzori jsou
prstencité sideroblasty Erythroidni
dysplasie

< 5% blasts

Refraktorni cytopenie s
multilinearni dysplasii
(RCMD)

Cytopenie

Blasty < 1%

nejsou Auerovy tyce
< 1 x 109/l monocytt

Dysplasie u > 10% bun¢k v > 2
myeloidnich linii (neutrophily nebo
erythroidni prekurzory nebo
megakaryocyty)

< 5% blastu

nejsou Auerovy tyce

+ 15% prstencitych sideroblastl

Refraktorni anemie
S ptebytkem blasti-1
(RAEB-1)

Cytopenie

< 5% blasts

nejsou Auerovy tyce
< 1 x 109/l monocyt

Unilinearni nebo multilinearni dysplasie
5%-9% blastl
nejsou Auerovy tyce

Refraktorni anemie
S prebytkem blastli-2
(RAEB-2)

Cytopenie

5%-19% blasti
Auerovy tyCe

< 1 x 109/l monocyt

Unilinearni nebo multilinearni dysplasie
10%-19% blastt
Auerovy tyCe

Myelodysplasticky
syndrom,
neklasifikovany (MDS-
S)

Cytopeniae
< 1% blasta

Jednolinearni granulocytarni nebo
megakaryocytarni dysplazie

< 5% blasta

Auerovy tyCe

MDS asociovany
s izolovanou 5g-

Anémie

Normalni ¢i zvySené
desticky

blasty(< 1%)

Normalni ¢i zvySené megakaryocyty s
hypolobulovanymi jadry

< 5% blastl

izolovana 5q- cytogenetické abnormality
nejsou Auerovy tyce

Prvnim krokem pfi diagnostice myeloidniho nadoru je vySetteni periferni krve a urceni

pfitomnosti cytopenie (sniZeni po¢tu krevnich elementi v krvi). Pokud neni zji§téna zadna jina

primarni pficina cytopenie, ndsleduje odbér kostni diené. Pii cytologickém vySetieni aspiratd




kostni diené se hodnoti morfologie bunék, vyskyt cytogenetickych abnormalit a pocet blastt,
tedy pritomnost nezralych bun¢k v kostni dieni (Platzbecker et al., 2012). Vyskyt blasti, je
jednim z kritérii pfi diagnostice myelodysplastického syndromu, ktery udavéa podle klasifikace
WHO hranici mezi MDS a AML. Akutni myeloidni leukémie je diagnostikovana pii
stanoveném poctu blastli vy$sim nez 20%.

Pii cytologickém vysetieni kostni diené se hodnoti morfologie bunék a jejich zrani a
takeé se sestavuje karyotyp. K diagnostice onemocnéni MDS se vyuziva také stanoveni
specifickych mutaci u geni JAK2, NRAS, KRAS. Pro posouzeni u¢innosti 1é¢by a uréeni jejiho
dalsiho postupu jsou provadény opakované odbéry a vysetieni (Vardiman et al., 2009).

Je znamo, ze prubéh onemocnéni je ovlivnén sekundarnimi mutacemi, genetickou
haploinsuficienci, tedy ptitomnosti jediné funkéni alely genu v diploidnim organismu, a také
epigenetickymi zménami (Tefferi, 2010). V soucasné dobé dochazi k rozvoji mnoha dalSich
technologii, které by mohly piispét k uptesnéni diagnostiky MDS. Jedna se napiiklad o genové
expresni analyzy nebo analyzy genii za vyuziti sekvena¢nich technologii nové generace (NGS).
Zatazeni téchto ptistupt do standartni diagnostiky je limitujici vzhledem k velkym naklada na
provedeni velkého mnozstvi vzorki a také nedostate¢nému porozuméni patogenezi MDS na

molekularni drovni (Platzbecker et al., 2012).

3.2.1.2 Lécba MDS

Jedinym plné 1éCebnym piistupem k MDS je v soucasné dobé alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék. Jind 1é€ba nez transplantace ma nizkou UspéSnost a
odpoveéd neni trvala. Pacienti z vysokym skore IPSS, tedy pacienti z velmi rizikové skupiny,
maji vysokou pravdépodobnost, Ze jejich MDS piejde do akutni myeloidni leukémie. PrestoZe
transplantace krve ¢i kostni dfené muze MDS vylécit, lze tento postup pouzit pouze pro malé
procento pacienti, a to vzhledem k ¢asto pokroc¢ilém véku a nedostatku vhodnych darct.
K transplantaci se pfistupuje, ale jen v piipad¢, kdy je pacient podle skére IPPS fazen do
skupiny int-2 a skupiny svysokym rizikem (Koreth et al., 2013). Pied transplantaci je
pacientim cCasto podavana chemoterapie (Cytarabin, mitoxantrone), ktera muze zvysit
uspésnost 1éCby a predevsim snizit pravdépodobnost navratu onemocnéni (Witte et al., 2001).

Lécba hypometyla¢nimi preparaty je novym trendem v terapii MDS. Je pouzivand jak
k prekonani obdobi pted transplantaci, tak i v ptipade€, kdy neni u téchto skupin transplantace

mozna, coz z divodu vysokého veku vétSiny pacientd, neni vyjimkou. Metylacni 1écba



azacytidinem (Obr. €. 2) u téchto pacientl prodluzuje preziti a snizuje riziko progrese v AML
(Koreth et al., 2013). Azacytidin byl oficialn¢ pro 1é¢bu MDS schvalen v roce 2004 (komer¢ni
oznaceni Vidaza). V roce 2006 byl schvalen pro 1écbu deoxynukleotidovy analog Azacytidinu,
Decitabin. Jeho u¢inkem dochazi k zlepSeni krevniho obrazu a sniZeni procenta blasti
(Steensma et al., 2009).

Pacienti zafazeni do skupin s nizkym a stfednim rizikem jsou vétSinou 1é¢eni podpiirnou
terapii. Transplantace neni diky své rizikovosti u té€chto pacientii vhodnym feSenim (Koreth et
al., 2013). Podpirna 1é¢ba se sklada sl1écby jednotlivych piiznaki MDS. Pii anémii a
trombocypenii jsou pacienti 1é¢eni transficzemi které dopliuji hladinu erytrocytu ¢i krevnich
destidek a tak dale (Bejar, 2014). Casté krevni transfize, které jsou u téchto pacientil potieba,
ovSem mohou zpiisobit piesyceni organismu Zelezem, coz vyvolava kardiovaskularni obtize
zvysujici amrtnost. Proto je snaha 0 kompenzaci chelata¢ni 1é¢bou, ktera pfinasi lehky posun
doby pieziti téchto pacienti (Lyons et al., 2013). Mezi chelata¢ni latky patii naptiklad
Deferoxamin ¢i Deferasirox, ktery je mozné podavat oralné (Tefferi, 2010). Déle jsou tito
pacienti 1éCeni antimikrobialnimi agens, protoze mikrobialni onemocnéni jsou nejcastéjsi
pfi¢inou imrti pacienti s MDS (nejcastéji je v této spojitosti zaznamenan zépal plic a sepse).
Progrese v AML, krvaceni do mozku a vnitinich organti jsou dal$imi pfi¢inami tmrti pacientli
s MDS (Dayyani et al., 2010).

U pacientd s 50- syndromem, zavislych na transfuzi, je zavadéno nové IéCivo
Lenalidomid. Lenalidomid funguje jeho antiangiogeni faktor (Tefferi, 2010). U pacientl
lé€enych Lenalidomidem dochazi predevsim k zlepSeni cytogenetiky. Na progresi v AML

nema tato latka, podavana samostatné, vliv (Giagounidis et al., 2014).

3.2.2 Akutni myeloidni leukemie (AML)

Jako akutni myeloidni leukemie je oznacovana skupina onemocnéni, u kterych dochazi
k porucham krvetvornych bunék kostni dfené. Jedna se o onemocnéni pfedevsim starSich lidi
(v€kovy median tohoto onemocnéni se pohybuje kolem 65 let), ale vyskytuje se i u déti, a to
ptedevsim jako doprovod genetickych abnormalit typu Klinefeltertiv syndrom, coz je genetické
porucha zptisobena chromozomalni aneuploidii (Deschler et Lubbert, 2006). Pocet piipada
tohoto onemocnéni stale roste. V roce 2015 je ocekavany pocet novych piipadid AML v USA

pres 20 000 a ocekava se pres 10 000 umrti na toto onemocnéni (Siegel et al., 2015).



AML vznika nejéastéji z divodu chromozomalnich pfestaveb nebo genetickych mutaci
uvnitt krvetvorné burniky. Cytogenetickd charakteristika ma u tohoto onemocnéni vysokou
diagnostickou hodnotu. Sekundarni AML vznika v dusledku progrese jiného hematologického
onemocnéni jako je napiiklad MDS ¢i myeloproliferativni neoplazma. Na vznik tohoto
onemocnéni maji vliv i genetické predpoklady a stim souvisi i pisobeni nékterych latek
znecist'ujicich zivotni prostiedi. Objevuje se domnénka, Ze urcité latky by mohly byt spjaty
s vyskytem konkrétnich chromozomalnich abnormalit (Deschler et Lubbert, 2006). Napiiklad
pusobeni benzenu byva spojeno a abnormalitami na 5. a 7. chromozomu. Mezi dalsi polutanty
majici vliv na leukemogenezi patii napiiklad ioniza¢ni zafeni a organické latky (Crane et al.,

1996). Dilezitou roli v patogenezi AML mohou hrat i virova onemocnéni (Kerr et al., 2003).

3.2.2.1 Klasifikace a diagnostika

Hlavnim kritériem pro stanoveni diagn6zy AML je procento blasti v periferni krvi nebo
V kostni dfeni, které by mélo, u tohoto onemocnéni dosahovat hodnot vyssich nez 20%
(Vardiman et al., 2009). Pacienti s AML trpi Castymi infekcemi a krvacivosti. Klasifikace
AML byla zalozena ptedevsim na morfologickém hodnoceni buné¢k, které je nicméné stale
hlavnim méftitkem pro Klasifikaci FAB. Klasifikace WHO vs$ak navic zohledriuje cytogenetické
zmény, jez jsou u tohoto onemocnéni velmi ¢asté. Jedna se pfedevsim 0 ztraty chromozomu a
delece vyskytujici se ¢asto u chromozomd 5, 7, 9 a Y. Opakujici se abnormality karyotypu tvoii
prvni skupinu klasifikace WHO. Velmi casté jsou translokace t(15;17)(g22;q11), které
jsou, spolu s abnormalitami na chromozému 16 a abnormalnimi eozinofily, fazeny do dalsi
samostatné skupiny. Tato skupina je charakteristickd ¢asto mirnym prib&éhem onemocnéni.
Translokace t(8;21) spolu s molekularni pfestavbou CBFa/ETO tvoii dal$i samostatnou
skupinu klasifikace WHO. Tato translokace byva spojovana i se skupinou M2 v klasifikaci
FAB. Pacienti, ktefi maji tyto charakteristiky, patfi do skupiny se stiednim rizikem (Grimwade
etal., 1998).

Pro AML jsou ¢asté trizomie chromozomu (Deschler et Lubbert, 2006), coz je geneticka
odchylka, pti které chromozomalni vybava obsahuje misto dvou chromozomit urcitého paru
chromozomy tfi. Dalsi WHO skupinou je AML s dysplazii, ktera se projevuje u 50 % bunék
vice hematopoetickych fad. Tento typ vznika Casto praveé prechodem z MDS. Do dalsi skupiny
patii AML, které nelze jinak zatradit a podléhaji tak standardni klasifikaci FAB. Posledni

skupinu tvofi obtizn¢ klasifikovatelné leukemie jako je napf. bilinearni akutni leukemie ¢i



akutni nediferencovana leukemie. Ukazuje se, Ze geneticka analyza muze byt napomocna pii
zatazeni pacientll do skupin, muze prispét k odhadu jejich odpovédi na 1é¢bu a pomoci zvolit
vhodnou 1é¢ebnou strategii. P¥inos by mél byt piedev§im u mladsich pacienti; problémova je
ovSem skupina se stfednim rizikem, ktera zahrnuje polovinu diagnostikovanych pacienti, u této
skupiny je onemocnéni pfili§ heterogenni (Grimwade et al., 1998).

Klasifikace FAB je zalozena pouze na bunécné morfologii a rozdéluje AML do 9 stadii:
MO — M7. Akutni myeloidni leukemie bez diferenciace (akutni nediferencovana leukémie
AUL) je prvnim stadiem a oznacuje se MO0. Pacient s AML ve stadiu MO ma jen minimalné
diferencované zmény bunék, jez jsou rozpoznatelné pomoci imunofenotypizace nebo
cytochemickym vysetienim. Stadium M1 zahrnuje AML bez vyzravani, u niz jsou bunky ne-
erytroidni fady V kostni dfeni tvofeny z90% myeloblasty. Naopak u typu M2 (AML
s vyzravanim) se vyskytuje vice jak 10% zralejSich forem blastd. U stddia M3 akutni
promyelocytarni leukémie (APL) pievazuji v kostni dfeni patologické promyelocyty a v jejich
cytoplazmé dochazi ke granulaci a Casto i vzniku Auerovych ty¢i. Akutni myelomonocytarni
leukémie ve stadiu M4 postihuje buriky jak granulocytarni tak monocytarnich fad. U varianty
M5 (akutni monocytarni leukémie) tvoii vétsinu bunék ne-erytroidnich fad buiiky monocytarni
fady. V ptipadé M5a je to vice nez 80% a v pripadé M5Sb je to méné nez 80 % bunék
monocytarni fady. Typ M6 ptedstavuje akutni erytroleukémii, kterd vznika ¢asto ptrechodem
zMDS, a je charakteristicky dysplastickymi zménami bunék erytroidnich fad. Akutni
megakaryocytarni leukémie predstavuje stadium M7, jez je reprezentovano kostni dieni ve fazi
fibrozy (Cermak et Kagirkova, 2003).

V posledni dob& se objevuji snahy zavést do klasifikace a diagnostiky i molekularni
ukazatele, které by napomohly piesnéjsi charakteristice onemocnéni. Naptiklad detekce
ptestavby geni RUNX1, CBFB, RARA a MLL, které kdéduji transkripéni faktory, ukazatele
spojené s klinickymi a morfologickymi zménami v pribéhu leukemogeneze, pfipadné
ptestavby genli spojenych s proliferaci a prezitim neplastickych klond jako jsou geny FLT3,
JAK2, RAS. Tyto geny jsou navic pfitomné u pacienti s AML, u nichz nejsou pozorovany zadné
cytogeneticke abnormality (Vardiman et al., 2009). Do skupiny pacienti se sttednim rizikem,
by také méli byt fazeni pacienti, u kterych také nedochazi k vyskytu cytogenetickych
abnormalit, ale je detekovana mutacemi geni NPM1, CEBPA (Schlenk et al., 2008) a mutace
genu FLT3, jez se vyskytuje v mnoha ptipadech AML napfti¢ vSemi skupinami (Deschler et
Lubbert, 2006).
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3.2.2.2 Lécba

Pacienti, trpici AML, jsou primarné 1é¢eni chemoterapeutiky. Nejéastéji pouzivany je
Cytarabin oznacovany Ara-C (Buchner et al., 2001; Cetkovsky, 2007). K alogenni transplantaci
se pristupuje pouze V piipadé, Ze se jedna o pacienty s vysoce rizikovym AML, v piipadé
pacienti ALM se stiednim rizikem v piipadé, ze je vhodny darce v rodin€. Dlouhodoby
klinicky benefit ma podavani demetylacniho agens po alogenni transplantaci alespon ve 4
cyklech (Lima et al., 2010). V piipad¢ selhani pocate¢ni indukéni 1é¢by piichazi na tadu
takzvana zachranna terapie, jez je zalozena na zvyseni davky chemoterapeutika (Cetkovsky,
2007). Vyssi davky chemoterapeutika v indukéni fazi jsou, z divodu rizika toxicity tohoto
pristupu, vhodné pouze u mladsSich pacientt (Bradstock et al., 2005).

Problémem jsou pacienti ve ve€ku nad 60 let, kterych je u tohoto onemocnéni vétsina. U
nich je ¢asto, z divodu soucasného vyskytu vice onemocnéni, volena pouze paliativni terapie,
jejimz cilem neni pacienta uplné vylécit, ale zlepSit kvalitu Zivota a prodlouZit jej. Soustfedi se
na potlaceni ptiznakit AML jako je anémie, trombocypenie a piipadné infekce. Vzhledem
k vysokému poctu téchto pacientil pokracuji snahy o nalezeni vhodné kombinace a davky 1é¢iv
u ktera by byla pro tyto pacienty méné rizikova. Soucasné probihaji snahy o zvySeni tispésnosti
alogenni transplantace u téchto pacientti (Biichner et al., 2001). Velmi nad&jnymi se jevily, dnes
komeréné dostupné a klinicky pouzivané, kombinace faktor stimulujici rist kolonii makrofagii
a granulocyti (GM-CSF) a faktor stimulujici rist kolonii granulocyti (G-CSF) (Stérba et
Dembicka, 2000), které snizily riziko relapsu onemocnéni u skupiny pacientti S mirn¢ a stfedné
rizikovym AML (LO6wenberg et al., 2003). Pro 1é¢bu AML jsou v souéasné dobé zkouseny i
jiné ptistupy jako je naptiklad 1é€ba pomoci kombinace inhibitorid histonovych deacetyldz nebo
pouziti kyseliny all-trans-retinové, ktera je pouzivana v terapii APL ve stadiu M3, kdy vyvolava
terminalni diferenciaci APL blastti do zralych granulocytii (Kostrouchova et al., 2007).

3.3 Biomarkery hemato-onkologickych onemocnéni

Pro ptesnéjsi klasifikaci hemato-onkologickych onemocnéni jsou zvazovany i dalsi
markery, které poukazuji na urcité aspekty téchto onemocnéni. Patii mezi né napiiklad mutace
nékterych gent. Jedna z nejéastéji pozorovanych mutaci u MDS, je mutace genu TET2. Ta byva
Casto spojovana i s metylaénimi zménami v této oblasti (Ko et al., 2010). Navic byla u pacientt

s touto mutaci a dale mutaci genu DNMT3A pozorovana pozitivni reakce na azacitidin a
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Decitabin (Traina et al., 2011). Naopak pro pacienty s mutaci TP53, coz je transkrip¢ni faktor
zodpovidajici za antiprolifera¢ni funkci (Vogelstein et al., 2000), je progndza horsi a Casto
dochazi k progresi v AML. Také u pacienti MDS s 5g- syndromem se median pieziti snizuje
(Kulasekararaj et al., 2013).

U pacientl sonemocnénim myelodysplastického syndromu se casto vyskytuji
translokace a fuze gent RAS, FLT3, které jsou zapojené do tvorby hematopoetickych
prekurzort (Hirai, 2003). Dale jsou u MDS ¢asto pozorovany mutace geni ASXL1 (46%),
RUNX1 (20%) a SF3B1, jez se vyskytuji pfedevsim u pacienta s RARS (Refraktorni anemie s
prstencitymi sideroblasty; viz Tab. ¢. 1), ¢i mutace gend IDH1 a IDH2 (Isocitrate
dehydrogenase 1 a 2) (Figueroa et al., 2010). Byla pozorovana inverzni korelace mezi expresi
genu a vyskytem metylaci, v genech IDH1/2. Tyto geny by tak mohly mit vliv na
prubéh onkogeneze (Figueroa et al., 2010).

Problémem pii 1é¢bé demetyla¢nimi preparaty se zdala byt mutace genu ASXL1, ktera
zpusobuje ¢aste¢nou rezistenci k demetylaénim latkam (Bejar et al., 2014) U MDS dochazi také
Casto ke ztraté genetickych lokust, kdy jedna kopie genu byva Casto deletovana vlivem
chromozomalnich aberaci a druhd je ndsledn€ umlcena, at’ uz bodovou mutaci, ¢i napiiklad
z divodu regionalni metylace. Nejéasté&ji jsou u tohoto onemocnéni postizeny deleci
chromozomy 5, 7, 11, 13 a 20 (Hirai, 2003).

V piipadé AML jsou velmi casté mutace genit NPM1, FLT3-ITD, CEBPA, NRAS.
Rozpoznani téchto mutaci miZe mit velky pfinos pro naslednou 1écbu onemocnéni. Studie
prokazaly, Ze u pacientti s mutaci v genu FLT3-1TD, u kterych se ovSem nevyskytuje mutace v
genu CEBPA, je velmi vysoka Uspésnost 1é¢by alogenni transplantaci ( Schlenk et al., 2008).
Dalsimi geny, které mohou byt u AML zodpovédné za vznik ¢i nasledny rozvoj neoplastickych
malignit jsou JAK2 a RAS. Svou roli zde hraji také genové piestavby vyskytujici se predevsim
u geni RUNX1, CBFB, RARA a MLL (Vardiman et al., 2009).

Onemocnéni AML je charakteristické vyskytem translokaci a timto zptisobem také
vznikaji flze gend. Asi 5 % vSech AML jsou leukemie s translokaci t(8;21)(q22;q22), pii které
vznik4 fuzni gen RUNX1-RUNXI1T/1 (dtive AML1-ETO) (Miyoshi et al., 1995). Fuzni protein
RUNX1-RUNXI1T/1 funguje jako transkripéni represor a inhibuje expresi gent reagujicich
s AMLI. ProtoZe je doména ,,Runt* nezbytné pro diferenciaci hematopoetickych kmenovych
bunék, jeji zablokovani zptisobuje zastaveni diferenciace téchto bunék a nasledné, v komplexu
dalsich genetickych zmén, muze dochdzet k transformaci normdlnich bun€k na bunky

leukemické (Asou, 2003).
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331 RIL

Mezi geny, u kterych byla pozorovana zména exprese v pribéhu onkogeneze patii
gen RIL (Reversion-Induced LIM protein), ktery byva také oznacovan PDLIM4, protoze kdduje
proteiny nesouci domény PDZ a LIM (Guryanova et al., 2011). Ozna¢eni domény PDZ je
tvofeno pocateénimi pismeny tii proteind, u kterych byla tato doména poprvé objevena (Post
synaptic density protein, Drosophila disc large tumor suppressor a Zonula occludens-1
protein) (Audebert et al., 2004). Doména PDZ se vyskytuje u proteint, které podporuji signalni
komplex v bunééné membrané tim, Ze jej drzi pohromadé a organizuji ho (Cuppen et al., 1997).

Proteiny sdoménou LIM piedstavuji velkou skupinu strukturalné piibuznych
proteint, které obsahuji jednu nebo vice domén zinkového prstu (zinc finger). Doména
zinkového prstu umoziuje specifickou vazbu bilkovin na DNA. M4 charakter smyc¢ky o delce
20 — 30 aminokyselin, u jejihoz zakladu je atom zinku koordina¢né vazany dvéma dvojicemi
cysteinovych zbytki (misto jedné z nich miize byt dvojice zbytkt histidinu). Zinkové prsty jsou
typickymi motivy transkripénich faktorii a proteind regulujicich expresi genli. Nazev LIM je
odvozen od ti proteinti: LIN-11, Isl1 a Mec3, ve kterych byl motiv zinkového prstu objeven
(Guy et al., 1999).

RIL patii do proteinové rodiny ALP/enigma (Guryanova et al., 2011). Tato skupina
proteinii je pojmenovana podle jednoho z proteind, které do ni patéi — ALP proteinu. Tyto
proteiny interaguji s C-koncem a-aktinu-2 a funguji i jako adaptorove proteiny. V piipadé
adaptorovych proteinti se jejich doména PDZ vaze k cytoskeletu a doména LIM, obsahujici
motiv zinkovych prstt, aktivuje dalsi signalni proteiny (Zheng et al., 2010).

Gen RIL je lokalizovan na patém chromozomu v pozici 5931.1 (Bashirova et al.,
1998). Jednad se o gen svysoce konzervativni strukturou, ktery se vyskytuje u mnoha
zivoc¢i$nych druhi. Identifikovan byl naptiklad u mysi, kutat, opic a v neposledni fadé u
¢loveka (Kiess et al., 1995). RIL je exprimovan piedevs§im v tk&nich mozku a srdce. Exprese
tohoto genu je odlisna v ramci jednoho organu u riznych typ bunék. Naptiklad v mozku byla
vysoka exprese pozorovana piredevsim v Purkynovych buitkdch mozecku (Kiess et al, 1995).

Transkript RIL existuje ve dvou sestfihovych variantach. Prvni je zakladni funkéni
varianta a druha je varianta, ktera neobsahuje exon 6 (Bashirova et al., 1998). Druha varianta
vznika v buiikach predev§im jako odpovéd’ na oxidativni stres, a je uzpusobena k vlastni

degradaci navedenim vzniklého proteinu do 20S proteazomu bez Ucasti ubiquitinu. Tento
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proces muze byt ovSem blokovan NAD(P)H: chinon-oxidoreduktazou. Pokud dojde
k zablokovéani degradace, forma genu RIL bez 6. exonu zlstava v buiice, kde zpisobuje
reorganizaci cytoskeletu. S tim souvisi vznik genetickych abnormalit, které mohou ovliviiovat
normalni fungovani bunky (Guryanova et al., 2011).

RIL je dulezity pro proliferaci bun¢k (Kiess et al., 1995). Funguje v bunce jako
regulétor, ktery mé podil na dynamice aktinového cytoskeletu. Jednak tim, Ze RIL je v buiice
lokalizovan spole¢né s F-aktinem a jednak je soucasti proteinovém komplexu interagujicim
s proteinem aktivujicim GTPazu. RIL interaguje s aktin cross linking proteinem, alfa aktinem
1, a napomaha timto zptsobem stimulovat tvorbu aktinu (Guryanova et al., 2011). Tato
interakce pfispiva k dynamice makromolekuldrniho uspofadani v bunééném kortexu (Cuppen
etal., 1997).

Sekvence RIL obsahuje také vazebna mista, do kterych by se potencialné mohly vazat
bunééné specifické hematopoetické faktory a rustovy faktor (Bashirova et al., 1998). Gen RIL
je také povazovan za tumor-supresorovy gen (Kiess et al., 1995). SniZeni exprese tohoto genu
Vv burikach nesoucich onkogen RAS nebo jeho nasledny efektor VV-Raf (Kiess et al., 1995). U
hematoonkologickych onemocnéni jako je naptiklad MDS nebo AML je tato oblast
chromozomu ve které se gen RIL nachazi ¢asto deletovana.

Na uml¢ovani tohoto genu v nadorovych burikach se podili metylace. RIL byl detekovan
jako metylovany v 70% nadorovych linii na rozdil od normalnich bunék zdravé tkang, u které
je bézny pouze nizky stupen metylace (Boumber et al., 2007). Hypermetylace RIL pozastavuje
jeho transkripci napiiklad u nadoru prostaty (Vanaja et al., 2006). Bylo zjisténo, Ze metylaci
genovych tsektt RIL je v nadorovych buikach mozno ovlivnit pisobenim demetyla¢niho
preparatu 5-aza-2-deoxycytidin, kdy bylo popsano obnoveni exprese tohoto genu (Boumber et
al., 2007). Pti vyzkumu epigenetickych modifikaci, mezi néz metylace DNA patii, byly pouZzity
i inhibitory histonovych deacetyldz (HDACI). U bunék ovlivnénych HDACI ov§em k obnoveni
exprese genu RIL nedochéazelo (Boumber et al., 2007).

3.3.2 RASSF1

RASSF1 je tumorsupresorovy gen (Dammann et al., 2000), ktery je efektorem genu RAS
(Vosetal., 2000). Nachazi se nachromozomu 3 v oblasti 3p21.3, u které ¢asto dochazi ke ztraté

heterozygotnosti (Vos et al., 2000), a stim souvisi zvySena pravdépodobnost nadorového
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zvratu. V bunce jsou tyto geny asociovany predevsim s mitochondriemi (Liu et al., 2005).
Tento gen produkuje tfi transkripty oznacovany A, B, C (Dammann et al., 2000).

Mezi Glohy genu RASSF1 v burice patii piedev§im indukce apoptdzy, kontrola
nekterych fazi bunécného cyklu, ovlivitovani dynamiky mikrotubuli a ma vliv na pohyblivost
bunky (Vos et al., 2000; Dallol et al., 2005)

Transkripty RASSF1A a RASSF1C jsou asociované s mitochondriemi pouze po dobu
interfaze builky, poté putuji v buiice, chrani pfed porusenim mikrotubulova vldkna a
napomahaji polymerizaci novych. Pokud jsou transkripty A a C exprimovany v nadmérném
mnozstvi, dochazi ke stabilizaci mikrotubuld a byva naruSen bunéény cyklus (Liu et al., 2005).

Byla pozorovana delece oblasti 3p21.3 a ztrata exprese genu RASSF1 u nékolika typi
nadorovych onemocnéni a bunéénych linii od nich odvozenych (napiiklad nadory plic ¢i
vajecniku) (Vos et al., 2000; Dammann et al., 2000). Ztrata exprese tohoto genu korelovala
Casto s vyskytem metylace v oblasti promotoru genu (Dammann et al., 2000). Nejvyssi
procento metylace v této oblasti bylo zaznamenano u karcinomu plic (Agathanggelou et al.,
2001).

3.3.3 BLU

Gen BLU maé tumor-supresorovou funkci (Dong et al., 2012). Je také oznacovan jako
ZMYND10 (Zinc Finger, MYND Domain-Containing Protein 10). Obsahuje doménu MYND
(Myeloid, Nervy and DEAF-1), coz je typ domény zinkovych prsti. Doména MYND je tvofena
shlukem cysteinovych a histidinovych zbytki, které jsou pro doménu zinkovych prsti
charakteristické (Dong et al., 2012). Doména MYND je z 45% identick& s doménami plnici
regulac¢ni a supresorovou funkci a vyskytuje se u proteint s fungujicich jako transkripéni
regulatory signalnich drah, pro které je jeji pfitomnost nezbytna (Dong et al., 2012; Hesson et
al., 2004).

Exprese BLU je nejvyraznéjsi predevSim v tkanich priidusnice, hrtanu, plic a varlat.
Nizkéa exprese byla naopak detekovéna v tkanich srdce, mozku, placenté a kostni dieni (Qiu et
al., 2004). BLU ma dulezitou ulohu pii apoptoze, kdy interakci s kinazou MEK1 aktivuje
signalni drahu, ktera umoziuje nasmérovani buniku do apoptozy (Dong et al., 2012). V jedné
z mala publikaci o tomto genu bylo popsano, ze pii zvySené expresi BLU dochazi k aktivaci

signalnich drah, které vedou k zachyceni nadorovych bun¢k vaje¢niku v G2 fazi. Kromé toho,
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bylo popséano, Ze ektopicka exprese BLU inhibuje transkrip¢ni aktivitu genu pro Bcl2 (Park et
al., 2013).

U mnoha nadorovych onemocnéni (karcinom prostaty, nosohltanu, plic, jater a dalSich)
byl pozorovan pokles exprese genu BLU. Se zhorSujici se progndzou dochazi ke snizeni exprese
genu BLU. Uplné vymizeni exprese oviem nebylo detekovano (Agathanggelou et al., 2003,
Hesson et al., 2004). Obnoveni exprese tohoto genu bylo zjisténo po ovlivnéni nadorovych
bunék demetyla¢nim agens 5-aza-2- deoxycytidinem, coz naznacuje, ze zmény v eXpresi genu
BLU mohou byt ovlivnény metylacnimi zménami DNA (Agathanggelou et al., 2003).
V pripad¢ detekce metylace promotoru genu BLU nebyla potvrzena metylace promotoru
sousedniho genu RASSF1 (Hesson et al., 2004). Z toho miZzeme usuzovat, Ze se nejedna o
globalni metylaci celého regionu 3p21.3, kde se BLU nachazi, ale o cilenou metylaci tohoto
genu (Hesson et al., 2004). Gen BLU je aktivovan navazanim nékterého z transkrip¢nich faktora
ze skupiny E2F na specifické misto v jeho promotorové oblasti. Pokud dojde k metyla¢nim
zménam v useku promotoru, je tato vazba znemoznéna a nedochazi tak k aktivaci tohoto genu
(Qiu et al., 2004).

Nejvétsi frekvence metylacnich zmén byla pozorovana u neuroblastomu a nadoru
nosohltanu (Liu etal., 2003, Agathanggelou et al., 2003, Qiu et al., 2004). Vyssi troven celkové
metylace byla pozorovana u primarnich nadort a to v piipadé gliomu (Hesson et al., 2004).

Metyla¢ni analyza MDS ukazala téméf u poloviny vySetfovanych pacientli vysoky
stupent metylace v oblasti promotoru genu BLU na rozdil od zdravych jedinct, kdy nebyly
detekovany zadné metyla¢ni zmény v této oblasti (Yang et al., 2012). Hypermetylace genu
RAS, patiiciho do skupiny proto-onkogenti, byl zjistén u mensiho pocétu pacienti S MDS
konkrétné s 5g-syndromem. Vysoka troven metylace byla naopak pozorovana u pacientii
s refrakterni anémii s nadbytkem blastti (RAEB) a u pacientu s refrakterni cytopenii s dysplazii
ve vice fadach (RCMD) (viz Tab €. 1) (Yang et al., 2012). Exprimovany gen BLU mize
indukovat bunéénou smrt v nadorovych bunkach (Park et al, 2013), proto muzZe byt jeho
umlceni (silencing), zptsobené metylaci, kritickym bodem ve vyvoji onemocnéni. Lécba
Decitabinem (5-aza-2- deoxycytidin) nevede k uplnému obnoveni exprese tohoto genu (Yang

etal., 2012), ¢cimz se vyznamné zvysuje zavaznost tohoto onemocnéni.
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334 pl5

Gen p15 je tumorsupresorovy gen (Dodge et al., 1998). Nachazi se na chromozomu 9
v oblasti 9p21 (Jen et al., 1994). Spolu s geny pl16, p18 a pl9 je soucasti rodiny inhibitort
cyklin-dependentnich kinaz (CDK) INK4 (Drexler, 1998). P15 je aktivovan pomoci TGF- 1
(Transforming Growth Factor) (Robson et al., 1999) a nasledné se vaze na CDK4 (Jen et al.,
1994). Jeho aktivace ma za nasledek spusténi buné¢éné drahy, ktera zastavuje bunku v G1 fazi
(Drexler, 1998). Exprese tohoto genu byla detekovana napiiklad ve tkanich mozku, plic,
prostaty, placenty, slinné zlazy a tlustého stieva (Jen et al., 1994).

Tento gen se velmi casto objevuje v pozménéném stavu piedevsim u hemato-
onkologickych malignit. NejcastéjSimi zmeénami, které jsou u né¢j pozorovany, jsou delece
regionu 9p21 a hypermetylace (Krug et al., 2002). V promotorové oblasti tohoto genu se
nachazi mnoho CpG ostrivki (CpG islands) a jejich metylaci mtize dochazet k umlceni exprese
genu p15 (Dodge et al., 1998). Ukazuje se, ze metylace inhibuje efekt TGF a mohla by byt
urCujici pro Unik nezralych blastd zachyceni v G1 fazi, v ptipadé myeloidnich malignit
(Quesnel et al., 1998). Metylace tohoto genu byla pozorovana u MDS, kdy jeji vyskyt koreloval
s procentem blastd v kostni dfeni (Hirai, 2003). Vyrazné zvySeni metylace bylo také
pozorovano v mnohych piipadech AML a APL (Krug et al., 2002; Drexler, 1998). Metylace
p15 u pacientd s MDS byla vysoké piedevsim v pokro¢ilych stadiich tohoto onemocnéni (AoKi
et al.,, 2000). U RAEB- 2 to bylo az v 71% ptipadu v porovnani s 33% u RAEB- 1. U
sekundarniho typu AML (po progresi z MDS) se metylace genu p15 vyskytovala ve 100%
ptipadii (Drexler, 1998). Tento trend je mozné sledovat jak u dospélych, tak u détskych pacientu
s MDS (Rodrigues et al., 2010). Casty vyskyt metylace DNA v oblasti promotoru genu p15 byl
pozorovan u pacientti s AML rezistentnich k 1é¢bé Ara-C (Dodge et al., 1998).

3.4 Epigeneticke modifikace

Epigenetické modifikace zpusobuji zmény na Urovni transkripce i translace a to beze
zmény genetické informace. Jsou zaloZzeny na vzajemné se ovliviiujicich modifikacich na obou
téchto trovnich a tvofi tak slozity mechanismus regulujici funkce genu a ovliviiuji dynamiku
chromatinu (Sharma et al., 2010). Tyto zmény ¢lovek ziskava v prubéhu zivota a mohou mit
vliv na vznik a progresi onkologickych onemocnéni. Na Urovni translace je nejcastéjsi

epigenetickou zménou acetylace histond, kde ptsobi enzymy histonovych acetylaz a

17



histonovych deacetylaz. Objevuji se ale i dal$i modifikace histonu jako jsou fosforylace,
metylace histonti, sumoylace, ubiquitinace a dalsi. Tyto zmény mohou zptisobovat jak aktivaci,
tak 1 represi transkripce. Transkripci ovliviiuje dale napiiklad i proteinovy komplex
Polycombl/trithorax a na uspotfadani heterochromatinu ma vliv ,,small RNA®.

Velmi ¢astym epigenetickym mechanismem je metylace na irovni DNA. Metylace DNA
se tyka cytosinu, nejéastéji toho, ktery je v sekvenci nasledovan guaninem. Darcem metylové
skupin je SAM, ktery je prostiednictvim metyltransferaz pfenesen na cytosin a vaze se na uhlik
v poloze 5" (Obr. &. 2). Metylované cytosiny tvofi ostrivky CpG, coz jsou sekvence o délce
minimalné 500 bp, ve kterych se alespont z 55% vyskytuji dinukleotidy CpG (Takai et Jones,
2002). Metylace téchto useku v oblasti promotoru genti vede k deaktivaci genu a muze byt
kli¢ova pro vznik a pribéh MDS a AML. Zvysena metylace v promotorovych oblastech
nékterych tumor-supresorovych genti a pokles exprese téchto genii v zavislosti na stadiu tohoto
onemocnéni byl popsan v nékolika studiich (Akalin et al., 2012; Figueroa et al., 2009).

Hlavnimi enzymy této epigenetické zmény jsou metyltransfer&zy DNA (DNMTSs).
DNMT]1 je metyl transferdza udrzujici metylacni stav DNA béhem jeji replikace. DNMT3a a
DNMT3b jsou metyltransferazy zptisobujici metylace de novo. Vyznamnou roli hraji béhem
vyvoje v diferenciaci jednotlivych tkani, ale maji také podil na inaktivaci dilezitych gent pii
vyvoji malignit. V téchto pfipadech je dulezita jejich spoluprice DNMTI, ktera tyto zmény
nasledné¢ udrzuje a napomaha tak hromadéni aberantnich metylaci (Kim et al., 2002).
Demetylacni latky Azacytidin a Decitabin mohou s DNMT]1 tvofit kovalentni komplex a tim
indukuji hypometylaci. Z dosud znamych poznatkt vyplyva, Ze tyto demetylacni latky vznik
neoplazii kompletné nepiekonavaji, pouze potlacuji (Leone et al., 2003).

Jednou z nejpouzivangjSich technik detekce metylaci je MSP (Metyla¢né specificka
PCR) (Herman et al., 1996). Na PCR jsou zalozeny i dalsi techniky detekce metylaci jako je
naptiklad Methylation-sensitive high-resolution melting nebo na Real-time zalozena technika
MethyLight (Hernandez et al., 2013) Tyto dvé zminéné techniky ale ve srovnani ukazaly mensi
specifitu nez MSP (Quillien et al., 2012). Jednou z nov¢jsich metod detekce metylaci je metoda
pyrosekvenovani. Jedna se o metodu vyuzivajici 4 enzymy: Klenowlv fragment DNA
polymerdzy I, ATP sulfuryldzu, luciferazu a apyrdzu. Pravé enzym luciferaza katalyzuje pfi
inkorporeci nukleotidu reakci jejimz disledkem je emise fotonu. Tento sindl je nasledné
zachycen CCD kamerou a vyhodnocen pocitacem, pokud k inkorporaci nukleotidu nedojde, je
odstranén pomoci apyrazy (Tost et Gut, 2007). Pyrosekvenovani slouzi ke kvantifikaci metylaci

v jednotlivych hodnocenych CpG dinukleotidech (England et Pettersson, 2005). V souéasné

18



dob¢ dochazi krozvoji NGS (Next generation sequencing) metod které v kombinaci
s bisulfitovou modifikaci nabizeji do budoucnosti moznost analyz s vysokym rozliSenim,

vysokou propustnosti a vysokou rychlosti (Zhang et Jeltsch, 2010).

Obrizek €. 2: Zmény na pyrimidinovém kruhu souvisejici s metylaci DNA (p¥evzato a
upraveno z Leone et al., 2003)
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4 Material a metodika

4.1 Pristroje a pomicky

DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR (BIOSAN)
LightCycler 480 Multiwell Plat 96, white (roche)
LightCycler 480 Sealing Foil (roche)
LightCycler 480 Il (ROCHE)

Digestoi 1200 MERCI

Centrifuga 3K30 (SIGMA))

Centrifuga LCM- 3000 (BIOSAN)
Termostat-AccuBlock digital dry bath (labnet)
Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)
Elektroforeticka komiirka Owl model B1
Erlenmayerovy banky

Mikrovinna trouba AKL 536-IGNIS
Mikrozkumavky 1,5ml; 0,2ml

Mini Centrifuga Blue

Mikropipety a $picky- GILSON,

Eppendorf Thermoblok P-lab

Termocykler C1000TM (BIO-RAD)

Digitalni laboratorni vaha- 440-33 (KERN)
Vazenky Vortex- GENIE 2 (Scientific Industries)
Vortex mixer (Labnet)

Zdroj napéti MP-300N (MAJOR SCIENCE)
Nanodrop ND-1000

LI-COR Odyssey® Fc Imaging System (LI1-COR Biosciences)
PyroMark Q96 ID (QIAGEN)

PyroMark Q96 Vacuum Workstation (QIAGEN)
PyroMark Q96 Cartridge (QIAGEN
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4.3

4.2 Chemikalie a roztoky

EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)

Pyromark PCR Kit (Qiagen)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesi Kit (Roche)

Xceed qPCR probe 2x mix Lo-ROX (Biotech)

50 bp DNA Ladder (BioLabs)

10x Optimized DyNAzyme™ EXT Buffer (Finnzymes)

50x TAE pufr - 121 g Tris - base - 28,6 ml ledoveé kyseliny octové - 50 ml roztoku EDTA 0,5
mol/l, (pH 8,0) 32 - do 500 ml doplnit sterilni deionizovanou vodou
70%, 75%, 90%, 96% etanol (Tamda)

Agarose for DNA electrophoresis (Serva)

Deionizovana voda

Tri Reagent® RT — Blood (Biotech)

4"- Bromoanisole (Biotech)

NucleoSpin RNA Blood (Macherey-Nagel)

6x Gel Loading Dye Blue (BioLabs)

GelRed™ Nucleid Acid Stain 10 000x (Biotium)

dNTPs 10 mmol/l - dNTPs Mix (Promega, Finnzymes, Sigma-Aldrich)
MgCI2 50 mmol/l (Finnzymes)

Universal Unmethylated DNA 5ug (0,1 pg/ul) (Millipore)
CpGenome Universal Methylated DNA 10ug (0,1 pg/ul) (Millipore)
DepcH20

PyroMark GOLD Q96 (Qiagen)

Biologicky material

Pro analyzu metylaci u gent RIL, p15, RASSF1 a BLU byla pouzita DNA izolovana
ze vzorkd periferni krve ¢i aspirati kostni difené pacientdt s MDS a AML (vzorky byly
poskytnuty z Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc, RNDr. Martina Divoka, PhD.). Jako
kontrola byla pouZzita DNA izolovana z periferni krve osob netrpicich Zddnym onemocnénim.

Pro reverzni transkripci a naslednou expresni analyzu byly pouzity vzorky periferni krve
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4.4

pacienti s AML, ze kterych byla nasledné izolovana RNA. Jako kontrola byla pouzita RNA

z periferni krve osob netrpicich z&dnym onemocnénim.

Bisulfitova modifikace DNA

Pro rozliseni metylovaného a nemetylovaného cytosinu byla provedena bisulfitova
modifikace DNA. Jedna se o reakci DNA s bisulfitem sodnym, béhem které jsou nemetylované
cytosiny zménény na tymin, zatim co metylované cytosiny jsou pied reakci chranény pravé
metylovou skupinou a zistavaji ve form¢ cytosint. Bisulfitova modifikace DNA byla
provedena kitem EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen) podle protokolu: Sodium Bisulfite conversion
of Unmethylated cytosines in DNA. Modifikace vzorki DNA byla provadéna pii pokojové
teploté. Do reakce bylo vlozeno 200- 250 ng DNA (Tab. €. 2). Bisulfitova reakce probihala
v termocykleru podle protokolu vnavodu (Tab. €. 3). Dalsim krokem bylo promyti
modifikované DNA a jeji eluce v objemu 15 pl. Nasledné byla zméfena koncentrace DNA a

zjisténa jeji Cistota.

Tabulka ¢&. 2: Komponenty reakce modifikace DNA bisulfitem sodnym

Komponenty Objem na 1 reakci [ul]
DNA + ddH20 20
Bisulfitovy mix 85
DNA protect buffer 35

Tabulka ¢. 3: Teplotni profil reakce modifikace DNA bisulfitem sodnym

Krok Teplota [°C] Cas
Denaturace 95
Inkubace 60
Denaturace 95
Inkubace 60
Denaturace 95
Pokracovani 20
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4.5 Metylacné specificka PCR

Pro stanoveni metylace DNA byla na jednotlivych vzorcich bisulfitové DNA
provedena nejprve metyla¢né-specifickd PCR. Pro amplifikaci byl pouzit enzym DyNAzyme™
EXT DNA Polymerase (Finnzymes). Jedna se o polymerazu vhodnou pro amplifikaci templati
s vysokym obsahem CpG dinukleotidii. Byly pouzity dva pary metyla¢né-specifickych primert
(Tabulka ¢. 4). Metylaéné specifické primery rozpoznavaji mezi metylovanou a
nemetylovanou DNA na zaklad¢ modifikace DNA bisulfitem sodnym. Primery byly navrzeny
pomoci programu MethPrimer a pro geny BLU a RASSF1 byla pouzita referen¢ni sekvence
genll na chromosomu 3 NG_023270.1. Pro gen RIL byla pouzita referen¢ni sekvence genti na
chromozomu 5 NG_015836.1 a pro ndvrh primert pro gen p15 byla pouZita referen¢ni sekvence
genu na chromozomu 9 NG_023297.1 (Tab. ¢. 4).

PCR byla provedena ve sterilnim boxu vysvicenym UV svétlem a nastroje, pouzivané
vyhradné v tomto boxu, byly vydezinfikovany 70% etanolem. Jednotlivé komponenty do PCR
reakce byly pipetovany do 0,2 ml mikrozkumavek v mnozstvi a pofadi uvedeném v tabulce &.
5. Poté byla ke vzorkiim pipetovano 25 — 50 ng DNA. Nasledn¢ byl obsah mikrozkumavek
promichan pomoci Vortex, kratce centrifugovan a mikrozkumavky byly vloZzeny do
termocykleru s pfednastavenym programem (Tab. €. 6). Soucasti protokolu bylo zatazeni
pozitivni a negativni kontroly jak pro metylovanou, tak pro nemetylovanou DNA. Negativni
kontrolou byla v obou pfipadech destilované voda. Jako pozitivni kontrola metylované a

nemetylované DNA (0,1 pg/ul) byly pouzity komeréné dodané vzorky (Millipore).
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Tabulka ¢. 4: Primery pro MSP

Néazev Sekvence primeru 5->3" Velikost

primeru produktu
[bp]

RIL-M/F GATGGGTCGTAGGTGTGTTAGTC 124

RIL-M/R CTTTAAAATCGCTTTTAAAAACGAT

RIL-U/F GATGGGTTGTAGGTGTGTTAGTTG 124

RIL-U/R CTTTAAAATCACTTTTAAAAACAAT

p15-M/F TCGGAGTTAATAGTATTTTTTTCGA 162

pl5-M/R CTCTTTCTTCCTCCGATACTAACG

p15-U/F TTTGGAGTTAATAGTATTTTTTTGA 162

p15-U/R CCTCTTTCTTCCTCCAATACTAACA

BLU-M/F CGTTGGGAATTTAAATATTATGGC 177

BLU-M/R CAATTACGAAACGATTAAAAAACG

BLU-U/F GTGTTGGGAATTTAAATATTATGGTG 177

BLU-U/R AATTACAAAACAATTAAAAAACAT

RASSF1-M/F | TTTTGTATTTAGGTTTTTATTGCG 146

RASSF1-M/R | CCGTACTTCGCTAACTTTAAACG

RASSF1-U/F | ATTTAGGTTTTTATTGTGTGG 140

RASSF1-U/R | CCATACTTCACTAACTTTAAACAC

Tabulka ¢. 5: Komponenty MSP

komponenty MnoZstvi na jednu reakci
[ul]
Nemetylované | Metylované
primery primery
Sterilni H.O 19 19
10x Optimized DyNAzyme EXT Buffer 2,5 2,5
(50 mmol/l Tris - HCI (pH 9,0 pii 25°C),
1,5 mmol/l MgCl2, 15 mmol/l
.| (NH4)2S04, 0,1% Triton® X-100
PremMIX "Roztok MgCI2 (50 mmol/l) 05 05
Roztok dNTPs (10 mmol/l) 0,5 0,5
Forward primer(25umol/l) 0,5 0,5
Reverse primer (25pmol/1) 0,5 0,5
DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase 0,5 0,5
Tabulka &. 6: Teplotni profil reakce MSP
Krok Teplota [°C] Cas [min]
Inicializace 94 4
Denaturace 94 1
Hybridizace 56 1 35X
Elongace 72 1
Finalni elongace 72 10
Pokracovani 4 -
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4.6 Elektroforeticka separace v agarézovem gelu

Pro zobrazeni vysledku PCR reakce byla provadéna elektroforeticka separace v 3%
agarozovém gelu. 3% agarézovy gel byl pfipraven rozpusténim 2,7 g agarézy v 90 ml
destilované vody. Suspenzni smés byla ohifata v mikrovlnné troubé, dokud nedoslo k Uplnému
rozpusténi. Po ochlazeni na 60°C bylo do roztoku a do smési bylo ptidano 1800 ul 50x TAE
pufru a 8 pl barviciho roztoku GelRed™ Nucleid Acid Stain (Biotium). Agar6za byla nalita do
elektroforetické vanicky s upevnénymi hiebinky a ponech&na vychladnout, aby doslo k jejimu
ztuhnuti. Elektroforeticky pufr byl pfipravovan smisenim 5 ml 50x TAE pufru s 245 ml
deionizované vody. Byl nalit do elektroforetické vany, do které byl vlozen agarézovy gel. Byly
vytazeny hiebinky. Do agar6zového gelu byly pipetovany vzorky s PCR produktem (25 pl) a
2,5 pl barviciho roztoku Gel Loading Dye, Blue (6X) (BioLabs). Do jamek v agarézovem gelu
bylo nanaSeno 25 ul takto pfipraveného vzorku. Do prvni jamky v gelu bylo napipetovéano 5
pl markeru 50bp DNA StepLadder (BioLabs). Elektroforetické vana byla piipojena ke zdroji
stejnosmérného napéti. Elektroforéza probihala pii napéti 60 volti miniméalné 60 minut. Po
skonceni elektroforézy byl gel hodnocen pomoci pfistroje LI-COR Odyssey® Fc Imaging
System (Biosciences).

4.7 Pyrosekvenovani

Pro kvantifikaci metylaci ve vzorcich bisulfitované DNA byla provedena metylaéni
analyza pomoci pyrosekvenovani. Tato metoda na rozdil od MSP umoziiuje kvantifikaci
metyla¢nich zmén a navic zohlediuje chybu zptisobenou nedokonale probé&hlou bisulfitovou
modifikaci DNA.

Nejprve byly navrzeny primery pro PCR a sekvenacni primer pomoci programu PyroMark
Assay Design, ktery na zadklad¢ zadané sekvence navrhne vhodnou kombinaci primert. Byly
pouzity stejné referen¢ni sekvence jako pti navrhovani primertu pro MSP analyzu: pro geny
BLU a RASSF1 referen¢ni sekvence NG_023270.1, pro gen RIL referencni sekvence
NG_015836.1 a pro gen pl5 referenc¢ni sekvence NG 023297.1 (Tab. & 9, Tab. €. 10).
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Sekvence useku amplifikovaného PCR produktu a navrzené primery byly zadany do programu
PyroMark CpG Software. DNA po bisulfitové konverzi byla amlifikovana pomoci navrzenych
primeru, Z nichz jeden z primeru (Forward nebo Reverse) byl biotinylovany (Tab. €. 9), pomoci
standartniho kitu PyroMark PCR kit (Qiagen). VVzorky byly promichany pomoci Vortex, kratce
centrifugovany a nasledné byly vlozeny do termocykleru s pfednastavenym doporu¢enym
programem (Tab. €. 7). Nasledné bylo 20 ul z jednotlivych amplikonti napipetovano do
desti¢ky a byla k nim pfidana smés streptavidinovych kuli¢ek (Streptavidin coat beads) spolu
s vazebnym pufrem a destilovanou vodou (Tab. €. 8). Desticka s PCR produkty byla umisténa
na tiepacku po dobu 10 minut pfi 1400 rpm. Béhem tohoto by mélo dojit k navazani PCR
produkti pomoci biotinylovaného konce na streptavidinové kulicky. Nésledovala piiprava
vzorkd k zahdjeni sekvenovani pomoci piistroje PyroMark Q96 Vacuum Workstation.
Streptavidinové kulicky navazany na amplikony byly zachyceny pomoci vakua a potom
promyvany Vv jednotlivych roztocich. Nejprve byly 5 s promyvany v 70% etanolu, 5 s byly
promyvany v denatura¢nim roztoku a nakonec 10 s v promyvacim pufru. Poté sondy po dobu
5 s vuhlu 90° k vakuové stanici kratce oschly a nasledné byly smiseny se sekvena¢nimi
primery a po dobu 2 minut inkubovany pii 80°C. Vysledkem této reakce je ziskani
jednovlaknové DNA, kterd je vhodna pro sekvenovani. Do programu PyroMark CpG Software
bylo zadano schéma testovanych vzorki na desti¢ce a piitadime jednotlivé analyzy. Na zakladé
tohoto schématu bylo programem vypocitavano mnozstvi enzymi, substratu a jednotlivych
nukleotidi potfebnych pro tuto reakci. Toto mnozstvi bylo pipetovdno do ,.cartrige®,
kompatibilni jak s programem v pocitaci tak s ptistrojem. Destic¢ka se vzorky i ,,cartrige” byla
vloZena do pyrosekvenatoru PyroMark Q96 a pomoci pocitace bylo zahajeno sekvenovani.
Stejnym programem byly ziskané vysledky vyhodnocovany. Data ze vzorkt pacienti s AML a
MDS byla porovnavana s daty ziskanymi od zdravého jedince a ke statistickému hodnoceni

metylaénich zmén slouzil test Wilcoxon Signed-Rank. (http://www.socscistatistics.com)

Tabulka ¢. 7: Teplotni profil PCR s biotinylovanym primerem

Krok Teplota [°C] Cas

Aktivace 95 15 min
Denaturace 94 30s
Hybridizace 56 30s 45 x
Elongace 72 30s

Finalni elongace 72 10 min
Pokracovani 4 -
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Tabulka ¢. 8: Komponenty smési ,,Streptavidin coat beads*

Komponenty MnozZstvi na
1 reakci [ul]
Streptavidi Sepharose High Performance 3
PyroMark Binding Buffer 40
Destilovana voda 17

Tabulka €. 9: primery pro piredsekvenacni PCR

Forward primer 5°->3° Reverse primer 5°->3°
RIL GGGTTTATGAGGAGGTATTTGAGTTG [BIACACCCCCACTCAACTCTC
p15 exon AGGAGGGGTAGTGAGGAT [BJACTTTTCCTAACCCTCAAAAACCAAC
p15 promotor | AGGAGTTGAGGGTAGTGGT [BITCCCCACCCCCTTAAACT
BLU GTTTGAGGATAGAGTTTAGATTATAAGG | [BJACCTAAACCCCCCCCCTAAAAATAAC
RASSF1 AGGGGAAGGAGGGAAGGA [BJACTTCAACCCCTCCCCCAAAATC

B- biotin

Tabulka €. 10: Sekvenacni primery

Sekvence sekvena¢niho primeru 5°->3
RIL TGTAGATAGTTGGGTTTGG
pl5 exon GGGGTAGTGAGGATT
p15 promotor | GGATATTTAGAGAGTAGTGTAGTTA
BLU GGATTTGGAGTTTAGGAGA
RASSF1 AGGGAAGGAAGGGTA

4.8 lzolace RNA z krve

Pro stanoveni exprese genu RIL v danych vzorcich byla provedena izolace RNA ze
vzorkl krve vybranych pacientt.
Pracovni prostiedi bylo vydezinfikovdno pomoci RNase ZAP (Sigma-Aldrich). Vzorky byly
po celou dobu uchovavany v ledové tfisti v digestofi. Do mikrozkumavek 1,5 ml bylo
napipetovano 750 ul roztoku TRI-reagent a 250 pl krve. Krev s reagentem byly ihned dikladné
protiepany, aby nedochazelo ke vzniku sraZzeniny, a promichany pomoci Vortex. Ke smési bylo
ptidano 50 pl 4°-bromanisole (Biotech) a tato smés byla 15 s pulzné pomichavana pomoci
Vortex. Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 15 minut pti 12 000g a 4°C. Centrifugaci
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dochézi ke vzniku tii fazi: spodni organicka faze, stfedni faze obsahujici DNA a horni faze
obsahujici RNA. Ptiblizné 500 pl horni faze bylo odebrano do ptipravené 1,5 ml
mikrozkumavky, do které bylo nasledné piidano 500 pl isopropanolu. Smés byla opatrné
promisena a inkubovana 10 minut pii pokojové teploté. Nasledné byla centrifugovana 5 minut
pfi 12 000g a pii 4°C. Supernatant byl odstranén a vznikly pelet byl promyvan 1 ml 75% etanolu
a nasledné centrifugovan po dobu 5 minut pii 6 000g a 4°C. Supernatant byl opét odstranén a
pelet re suspendovan ve 20-50 pl (podle velikosti peletu) depcH20. Nasledné byla zméfena

koncentrace a ¢istota RNA.

4.9 Reverzni transkripce

Ze vzorki RNA byla pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesi Kit
pfipravena cDNA.

Do mikrozkumavek o objemu 0,5 ml bylo napipetovano 2 ul reagencie Random hexamer
primer, 100 ng RNA a doplnila ddH2O do kone¢ného objemu 13 ul. Vzorky byly denaturovany
po dobu 10 minut pfi 65°C, po ukonceni inkubace byly okamzité zchlazeny na teplotu 4°C
(ledova tFist nebo chladici box). Do mikrozkumavek pipetujeme chemikélie dle tabulky €. 11.
Nésledn¢ byly vzorky inkubovany 10 minut pfi 25°C, 30 minut pfi 55°C a 5 minut pii 85°C.

Tabulka ¢. 11: Komponenty pro reverzni transkripci

Komponenty MnoZzstvi na 1 reakci [pul]
Pufr 4

Inhibitor 0,5

dNTPs 2
transkriptaza 0,5

4.10 Real-time PCR

Pro relativni kvantifikaci exprese genu RIL ve vzorcich pacientt s akutni myeloidni
leukémie byla provedena real-time PCR (qPCR). Vzorky AML byly porovnavany se vzorkem
zdravého jedince. qPCR byla provedena pomoci kitu Xceed gPCR probe 2x mix Lo-ROX
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(Biotech). Timto zptisobem byla provedena expresni analyza genu RIL u vzorkd testovanych
pacientt.

Jako housekeepingovy gen byl pouzit gen GAPDH. Jako kontrolni cDNA byla pouzita
cDNA ziskana od zdravych jedinci. Byly pouzity sondy od firem Roche a Life Technologies.
Pro sledovany gen RIL je to sonda #38 a s ni kompatibilni primery:

RIL38/Right (Roche)- GGAAGAGGTGGTCCCTGACT
RIL38/Left (Roche)- CAGCAAGAGAAGGCCTGAAT.

Pro provozni gen GAPDH sonda #63 a k ni kompatibilni primery:
GAPDHG63/Right (Life Technologies)- CCC CGG TTT CTATAAATT GAGC
GAPDHG63/Left (Life Technologies)- CAC CTT CCC CAT GGT GTCT.

Do 96-jamkové desti¢ky pro ptistroj Light-cycler 480 jsem napipetovala reagencie dle
tabulky €. 12. Desti¢ku jsem nasledné zakryla folii a centrifugovala po dobu 2 minut. Poté jsme
desti¢ku vlozila do pfistroje Light-cycler 480 s piednastavenym programem (Tab. ¢. 13) a po
ukonceni jsem spustila analyzu dat. Ze ziskanych hodnot Ct jsem vypoditala troven exprese

genu RIL v testovanych vzorcich.

Tabulka €. 12: Komponenty pro qPCR

Komponenty Objem pro jednu reakci [pl]
Xceed gPCR SG 2x mix 10

Forward primer (10uM) 0,8

Reverse primer (10uM) 0,8

Sonda (10uM) 0,4

PCR H>O 6

Templatova cDNA 2

Tabulka ¢&. 13: Teplotni profil gPCR

Krok Teplota [°C] Cas

Aktivace polymerazy 95 2 min.
Denaturace 95 5SS
Hybridizace/elongace 62 25s 40 x
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Vypocet:

ACt1=RIL(Vzorek AML) - GAPDH(Vzorek AML)
ACt=RIL(Kontrola) - GAPDH(Kontrola)
AACt=ACt1 - ACt

Uroveti exprese cilového genu= 2 “44¢
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5 Vysledky

5.1 Analyza metyla¢né specifickou PCR

Vzorky bisulfitované DNA pacienti s hemato-onkologickym onemocnénim a zdravé
kontroly byly pouzity jako templat pro metyla¢né specifickou PCR. Bylo analyzovéno 17
vzorkd pochazejicich od pacienti s MDS (vzorky oznaceny S). V této skupiné byly zastoupeny
predevsim typy RAEB-1 (5) a RAEB-2 (6). 27 vzorki pochazelo od pacientd s AML (vzorky
oznaceny LE), 1 vzorek byl ziskan od pacienta s MDS po alogenni transplantaci (S18) a 1
kontrolni vzorek pochazel od zdravého jedince (kontrola nemetylované DNA). Pomoci MSP
byla detekovana pfitomnost metylaci v oblasti promotorovych sekvenci gent RIL (45 vzork),
BLU (16 vzorki), RASSF1 (16 vzorkt) a p15 (45 vzorku). V jednom piipadé byl porovnavan
vzorek DNA jak z kostni diené (S15), tak z periferni krve (S14) (odbér probéhl ve stejny den).
Pro vizualizaci produkti PCR byla provedena elektroforetickd separace v agarézovém gelu
(Obr. ¢&. 3). Podle pfitomnosti produkti byly vzorky hodnoceny jako metylované (M),
nemetylované (U) nebo smésné (U/M).

V piipadé genu RIL bylo u MDS 8 vzorki metylovanych (47%), 6 smésnych (35%) a 3
nemetylované (18%). U RAEB-1 byl jako metylovany pouze jeden vzorek (20%), u RAEB-2
byly hodnoceny jako metylované 4 vzorky (67%). U AML bylo hodnoceno jako metylovanych
15 vzorki (56%) a jako smésnych 12 vzorki (44%) (Tab. & 14). Zadny ze vzorkit AML nebyl
pouze nemetylovany (U). Progrese onemocnéni v jednotlivych stadiich odpovidala nartstu
podilu vzorkd s metylaci ve sledovaném UGseku genu RIL. Vzorek jedince po alogenni
transplantaci a kontrolni vzorek zdraveho jedince byly nemetylovany.

V ptipadé genu BLU byly analyzovany piedev§im vzorky MDS, kdy byla zjisténa
metylace ve 2 ptipadech (13%), v 8 piipadech (54%) byla detekovana ptitomnost jak
metylované tak nemetylované DNA a v 5 piipadech (33%) jsem zjistila pouze nemetylovanou
DNA. U typu RAEB-2 byla v porovnani s RAEB-1 ¢astéji detekovana piitomnost metylované
i nemetylované tkan¢ (50%). V ptipadé AML byl hodnocen pouze jeden vzorek, ktery byl
hodnocen jako smés metylované a nemetylované DNA (Tab. €. 14). VVzorek zdravého jedince
byl hodnocen jako nemetylovany. Z divodu vysokého zastoupeni nemetylované DNA, nebylo
nadale pokra¢ovano v analyzach u tohoto genu. Stejny soubor byl analyzovan i u genu RASSF1.
U tohoto genu byly jako metylované hodnoceny 3 vzorky (20%), jako smésné 2 vzorky (13%)

a 10 vzorka (67%) bylo hodnoceno jako nemetylované. VVzorek pacienta AML byl hodnocen
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jako smésny (Tab. ¢. 14). Vzorek zdravého jedince byl nemetylovany. U tohoto souboru nebylo
pokra¢ovano v dal$ich analyzach z divodu vysokého vyskytu nemetylované DNA v této i
pyrosekvenacni analyze.

Gen p15 byl u pacientti s MDS hodnocen v 8 vzorcich jako pouze nemetylovany (47%).
Pritomnost nemetylované DNA byla zjisténa ve vsech vzorcich MDS, u 9 vzorku (53%) byla
detekovana souc¢asné i pritomnost metylované DNA (U/M). Metylovana DNA byla ve vice
ptipadech detekovana u RAEB-2 (3 z 6) oproti RAEB-1 (1 z 5). U pacientii s onemocnénim
AML byla analyzovana oblast promotoru genu p15 metylovana v 8 piipadech (30%), ve 13
ptipadech (48%) byla detekovéana jak metylovana tak nemetylovand DNA a v 6 piipadech
(22%) pouze nemetylovana DNA (Tab. ¢. 14).

U pacienta, u kterého byla analyzovana DNA pochazejici ze vzorku periferni krve a

kostni dfené, nebyl detekovan pii hodnoceni metylaci zadny rozdil mezi témito typy vzorkd.

Tabulka ¢. 14: Souhrn detekovanych metyla¢nich zmén v jednotlivych genech u

vybranych analyzovanych hemato-onkologickych onemocnéni

MDS AML
RAEB-1 RAEB-2 | Dalsi typy
gen M-MU-U|M-MU-U|M-MU-U|M-M/U-U
RIL 1-2-2 4-1-1 3-3-0 15-12-0
p15 0-1-4 0-3-3 0-5-1 8-13-6
BLU 0-4-1 1-3-2 1-1-2 0-1-0
RASSF1| 1-0-4 2-1-3 0-1-3 0-1-0

M- metylovand DNA, M/U- smisena DNA, U- nemetylovana DNA, MDS- myelodysplasticky
synrom, AML- akutni myeloidni leukemie, RAEB-1- refraktorni anemie s piebytkem blastu 1,
RAEB-2- refraktorni anemie s piebytkem blasti 2

32



Obr. 3: Priklad vysledku separace produkti MSP u genu RIL, p15, BLU a RASSF1
RIL

L S2RAEB2 5125q-

U U M U

M
R ad

S125q- S13 RAEB2 LE18

512 5q- 513 RAEB 2 LElG

S4 RAEB 2 S10RAEB 1 LE16
U M U M U

L - 50 bp marker (Ladder), U- nemetylované, M - metylované, LE- akutni myeloidni leukemie,

S- myelodysplasticky syndrom, RAEB-1- refraktorni anemie s ptebytkem blasti 1, RAEB-2-
refraktorni anemie s prebytkem blasti 2, K+ pozitivni kontrola PCR, K- negativni kontrola PCR

5.2 Pyrosekvenovani

Metyla¢ni analyza byla provedena u 45 vzorkd pacienti s hemato-onkologickym
onemocnénim: ve 27 piipadech se jednalo o vzorky pacientii s AML a v 18 ptipadech o vzorky
pacientti s MDS. Pyrosekvenaéni analyza se tykala promotorovych oblasti genii RIL, BLU,
RASSF1 a p15 (Obr. €. 4). Pro statistické vyhodnoceni vysledkil byl pouzit test Wilcoxon

Signed-Rank. Byla porovnavana uroven metylace jednotlivych mist CpG mezi kontrolni
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vzorkem (zdravy jedinec) a testovanymi vzorky. Hladina vyznamnosti byla stanovena na 0,05;
pro p-hodnotu mensi nez 0,05 byl vysledek hodnocen jako signifikantni. Dal§im vystupem této
analyzy bylo pramérné procento tirovné metylace, které bylo vypocitavano piimo pii analyze
ptislusnym programem (Obr. €. 5).

U genu RIL bylo hodnoceno 9 mist CpG v sekvenci promotoru o velikosti 90 bazi (Obr.
¢. 4). Z praméru procentualnich Urovni metylace na jednotlivych pozicich CpG byla stanovena
vysledna troven metylace v daném useku uvadéna v tabulce ¢&. 15. Signifikantni zvySeni
urovné metylace oproti zdravému jedinci (p< 0,05) bylo stanoveno v 8 ptipadech pacientl s
MDS (47%). V piipadé pacienta po alogenni transplantaci nebyla detekovana signifikantni
zména V Urovni metylace. U pacienti s AML byla zjisténa ve 24 piipadech (89%) zvySena
urovenn metylace ve srovnani se zdravym jedincem. U genu RIL byla pozorovana zvysena
metylace predevs§im na pozici 7., v tomto CpG bylo procento metylace vzdy nejvyssi, v mnoha
piipadech vyrazné vyssi nez u zbyvajicich mist CpG (Obr. &. 5).

U genu p15 byly hodnoceny dva Useky. Prvni se nachéazel v oblasti promotoru (146 bazi)
s 13 dinukleotidy CpG. Druhy byl v oblasti 1. exonu (110 bazi), v rdmci tohoto Gseku bylo
hodnoceno 16 CpG (Obr. &. 4). U pacienta s MDS byl zjistén v oblasti promotoru signifikantni
narust urovné metylace pouze ve 4 ptipadech (22%), u pacient s AML byl nartst metylace
oproti zdravému jedinci signifikantni (p< 0,05) v 19 piipadech (70%). V oblasti 1. exonu genu
pl5, bylo stanoveno zvySeni urovné metylace u pacientti s MDS v 16 piipadech (89%) a u
pacienti s AML v 5 piipadech (50%). U vzorku pacienta po alogenni transplantaci nedoslo
k signifikantni zméné arovné metylace oproti kontrole v Zadném ze sledovanych usekt genu
(Tab. €. 15).

U genu RASSF1 byl hodnocen Usek v oblasti promotoru genu o velikosti 136 bazi (Obr.
¢. 4). Ksignifikantnimu navy$eni metylace bylo zjisténo pouze v jednom ptipadé MDS z 15
(6%), v ptipadé AML byl analyzovan pouze jeden vzorek, u kterého nebylo detekovéano
signifikantni navySeni urovné metylace (Tab. ¢. 16).

V ptipadé genu BLU byl analyzovan Usek o délce 131 bazi, na némz bylo hodnoceno 13
dinukleotidd CpG (Obr. ¢&. 4). V tomto Useku byla zjisténa signifikantni zména Grovné
metylace oproti kontrole ve dvou piipadech MDS z 15 hodnocenych (13%). U AML byl
analyzovan 1 vzorek, u kterého nebyl detekovan signifikantni nartast metylace (Tab. ¢. 16). U
téchto dvou genti nebyla pozorovana zavislost na nami sledovanych hemato-onkologickych

onemocnénich, a z tohoto diivodu byly vyfazeny z dalsich analyz.
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Pti porovnani vzorki periferni krve a aspirati kostni dfené stejného pacienta se nelisila

uroven metylace ani u jednoho z testovanych genii (RIL, BLU, RASSF1 a p15).

Obrazek ¢. 4: Analyzovaneé sekvence gena RIL, p15, BLU a RASSF1

RIL

1 2 3 4 5 6 7
GTIYHYGGTTTGIAGATTTAAGGTIYIGAGTAGGATTIAGGTY G YR GGGTYTTY]
GAAVIEYIGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT

p15S promotor

1 3
GIATTTTTGGTTTTTTGGTTIAGTTTTTGIATTTTIAGIATTTTTGG

GI%GGTTTTTT};[T&IGTGGTGGTTTGGTTTT(&]ATIAI

AGYBGATAGGGGAYHGAGTTTAAGGGGGTGGGGA

plS exon
10 11

T.ETATTTT.}GTTAGA.}GTTTTGAGT”.:}GTT.}T

GTIAGTTTTTTTTIAGAAGIAATTIAG TTTGGTTTTTGATI
AGGAAAAGT

BLU

GATi}TGGGTTATAGT'iZAGAAAi}TTGGGAATTTAAATATTATG*EATT

GGTAGTAGi’.‘vAGi}GGTTAGAGAT’i}T.SGATTTAGAGTT

ATTTTTAGGGi}GGGTTTAGGT

RASSF1

AG.}GGGGGGGTTTT.}AGATTTAGTT.}TTT.}GGTTTTATAGTT
TTTGTATTTAGGTTTTTATTGTTTTTTTTAGTTTTTTT'iZiSTTTAGTTT
GGATTTTGGGGGAG&}TTGAAGT

T - kontrola bisulfitové modifikace, Y= C nebo T,[ ] - analyzovany CpG dinukleotid
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Obrazek €. 5: Pyrogram- metyla¢ni analyza genu RIL u pacienta LE16

C7:GTTYGYGGTTTGTAGATTTAAGGTTYGAGTAGGATTTAGGTYGTYGGGGTYGTTYGAAYGYGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT

Eo%] [68%] [a%] [2%] [63%] [53%]
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Tabulka €. 15: Vysledky pyrosekvenacéni analyzy metylaci pro geny p15 a RIL

3

C. p15 exon p15 promotor RIL
vzorku | Primér p=<0,05 Prumér p=<0,05 Prumér p=<0,05
metylace metylace metylace
[%] [%] [%]
S1 7 signifikantni 4 nesignifikantni 38 signifikantni
S2 11 signifikantni 7 nesignifikantni 67 signifikantni
S3 5 signifikantni 3 nesignifikantni 27 signifikantni
S4 5 signifikantni 6 nesignifikantni 11 signifikantni
S5 6 signifikantni 4 nesignifikantni 12 signifikantni
S6 6 signifikantni 12 signifikantni 14 nesignifikantni
S7 5 signifikantni 5 signifikantni 10 signifikantni
S8 5 signifikantni 5 nesignifikantni 13 signifikantni
S9 6 signifikantni 9 nesignifikantni 30 signifikantni
S10 23 signifikantni 21 signifikantni 65 signifikantni
S11 6 signifikantni 4 nesignifikantni 19 nesignifikantni
S12 6 signifikantni 5 nesignifikantni 18 nesignifikantni
S13 6 signifikantni 8 signifikantni 38 signifikantni
S14 4 signifikantni 2 nesignifikantni 20 nesignifikantni
S15 2 nesignifikantni 3 nesignifikantni 18 nesignifikantni
S16 5 signifikantni 3 nesignifikantni 21 signifikantni
S17 5 signifikantni 4 nesignifikantni 30 signifikantni
S18 3 nesignifikantni 3 nesignifikantni 13 nesignifikantni
LE1 na - 11 nesignifikantni 29 signifikantni
LE2 17 signifikantni 15 signifikantni 67 signifikantni
LE3 na - 7 nesignifikantni 48 signifikantni
LE4 na - 12 nesignifikantni 59 signifikantni
LE5 13 nesignifikantni 12 signifikantni 38 signifikantni
LE6 na - 12 signifikantni 62 signifikantni
LE7 12 signifikantni 15 signifikantni 49 signifikantni
LES na - 10 nesignifikantni 34 signifikantni
LE9 na - 11 signifikantni 44 signifikantni
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3

C. p15 exon p15 promotor RIL
VZOrku | Primer p<0,05 Priimér p<0,05 Primér p<0,05
metylace metylace metylace
[%] [%] [%]
LE10 4 nesignifikantni 14 signifikantni 64 signifikantni
LE11 19 signifikantni 15 signifikantni 17 nesignifikantni
LE12 na - 9 signifikantni 68 signifikantni
LE13 4 nesignifikantni 7 signifikantni 23 signifikantni
LE14 na - 5 signifikantni 53 signifikantni
LE15 na - 16 signifikantni 25 signifikantni
LE16 11 signifikantni 8 signifikantni 71 signifikantni
LE17 na - 20 signifikantni 83 signifikantni
LE18 na - 30 signifikantni 65 signifikantni
LE19 na - 5 nesignifikantni 64 signifikantni
LE20 na - 9 signifikantni 41 signifikantni
LE21 na - 24 signifikantni 65 signifikantni
LE22 11 signifikantni 9 signifikantni 20 signifikantni
LE23 na - 10 signifikantni 27 signifikantni
LE24 na - 10 signifikantni 34 signifikantni
LE25 6 nesignifikantni 6 signifikantni 18 nesignifikantni
LE26 1 signifikantni 5 nesignifikantni 24 nesignifikantni
LE27 24 nesignifikantni 4 nesignifikantni 24 signifikantni

Tabulka €. 16: Vysledky pyrosekvenacni analyzy metylaci pro geny BLU a RASSF1

C. vzorku BLU BLU RASSF1 RASSF1
Primérna | p<0,05 Primérna p<0,05
metylace metylace
[%] (%]

S1 5 signifikantni 8 signifikantni

S2 3 nesignifikantni 4 nesignifikantni

S3 7 signifikantni 3 nesignifikantni

S4 2 nesignifikantni 4 nesignifikantni

S5 1 nesignifikantni 3 nesignifikantni

S6 2 nesignifikantni 4 nesignifikantni

S7 1 nesignifikantni 3 nesignifikantni

S8 2 nesignifikantni 3 nesignifikantni

S9 1 nesignifikantni 3 nesignifikantni

S10 3 nesignifikantni 5 nesignifikantni

S11 2 nesignifikantni 4 nesignifikantni

S12 2 nesignifikantni 3 nesignifikantni

S13 2 nesignifikantni 1 nesignifikantni

S14 2 nesignifikantni 1 nesignifikantni

S15 2 nesignifikantni 2 nesignifikantni

LE16 2 nesignifikantni 3 nesignifikantni
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5.3 Expresni analyza

S cilem zjistit, zda-li metylace genu RIL méa vliv na jeho expresi, byla provedena
expresni analyza pouzitim kvantitativniho Real-time PCR (gqPCR). Jako provozni gen
(housekeeping gene) byl zvolen gen GAPDH (Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenéaza). Jedna
se 0 gen kodujici oxidoreduktazu, podilejici se na glykolyze a glukoneogenezi, a nachézi se na
12. chromozomu. Gen GAPDH byl vybran jako nejvhodnéjsi po piedchazejici optimalizaci
gPCR s nékolika jinymi provoznimi geny. Expresni analyza byla provedena u vzorkt pacienti
s onemocnénim AML, u kterych byl pyrosekvenacni analyzou identifikovan signifikantni
narust urovné metylace (nékteré vzorky byly vyfazeny z divodu nepriikazné exprese genu

GAPDH).

V 11 piipadech (73%) z 15 hodnocenych vzorktu doslo ke snizeni exprese sledovaného genu
RIL (Tab. & 17)

Tabulka ¢. 17: Vysledky expresni analyzy

C.vzorku | CtRIL Ct GAPDH | 2-2Act

LE5 29,32 28,50 0,7423
LE6 30,10 30,02 1,2397
LE7 29,78 29,73 1,2657
LE8 30,79 27,62 0,1456
LE10 29,85 23,81 0,0199
LE14 29,41 30,85 3,5554
LE12 26,27 26,19 1,2397
LE13 30,16 27,58 0,2191
LE15 28,93 27,68 0,5509
LE17 29,93 24,21 0,0249
LE18 29,29 28,73 0,8888
LE20 29,31 28,73 0,8766
LE21 28,90 24,84 0,0786
LE22 27,85 26,68 0,5824
LE27 30,33 29,55 0,7631
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6 Diskuze

V mé diplomoveé praci jsem se zaméfila na analyzu gend, jejichZ sniZzena exprese by mohla
souviset se vznikem hemato-onkologickych onemocnéni jako je myelodysplasticky syndrom
(MDS), ktery miize progredovat do akutni myeloidni leukémie (AML).

U pacientt s vysoce rizikovym stadiem MDS je ziejma asociace mezi metylaénimi
zménami v promotorech pfislusnych genti a expresi metyltransferaz DNA u gentd kontrolujici
apoptézu (p73, DAPK1), opravu DNA (MLH1) nebo diferenciaci bunék (RARB, WT1) (Hopfer
et al., 2009). Metyla¢ni zmény byly detekovany také v genech kontrolujicich bunéény cyklus
(p14, p15, p16). V préaci Cechova et al. (2012) byly metyla¢ni zmény detekovany Castéji v genu
p15/INK4B (77%) nez v genu p16/INK4A (38%).

Je znamo, Ze nejenom zmény nukleotidové sekvence, ale rovnéz epigenetické
modifikace, mezi kterymi je jednou z nejvyznamnéjsich de novo metylace CpG dinukleotidi,
mohou mit velky vliv na vznik a vyvoj naddorovych onemocnéni. Jiz v diivéjsi studii bylo
popsano, ze ve vzorcich pacientdt s AML byla detekovéna inaktivace genu pl5/INK4B
zpusobena pouze metylaci promotorového useku tohoto genu. Naslednd metylacni analyza
DNA pacienti s MDS pak ukazala hypermetylaci promotorového Useku nachazejici se v 5°-
konci ostrivku CpG v oblasti 1. exonu (Uchida et al., 1998). Casty vyskyt metylace tohoto
genu u pacienti s MDS a AML byl pozorovan i v promotorove oblasti genu p15 (Au et al.,
2003). Vysledky této studie potvrzuji zavéry téchto praci o vyskytu metylaci jaak
v promotorové oblasti tak v oblasti 1. exonu genu p15 u MDS a AML.

Pro metylaéni a expresni analyzy, které byly popsany a realizovany v této diplomové
préci, byly vybrany geny RIL, p15, BLU a RASSF1. Gen RIL, patfici do skupiny gent s LIM
domenou, byl lokalizovan v chromozomovém Useku 5q31.1 (Bashirova et al., 1998, Boumber
et al., 2007) jako potencialni tumor-supresorovy gen. Vedle toho je delece dlouhého raménka
chromozomu 5q jednou z nejcastéjsich cytogenetickych zmén u MDS. Izolovana delece 5q je
podle WHO jednou z klasifika¢nich podskupin MDS oznacovana jako 5q- syndrom. I kdyz
mohou byt delece 5q riazné dlouhé, byly objeveny dvé bézné deletované oblasti. Usek
blize telomefe, obsahujici 40 gent, byl identifikovan jako 5q33 (Boultwood et al., 2002).
Druhym deletovanym Usekem je 5q31 (Lai et al., 2001). Je blize k telomefe a je spojovan

s agresivnéj$i formou nemoci, Spatnou prognézou a rychlou transformaci do AML. Pravé
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delece 5031 ¢ini geny nachazejici se v této oblasti, mezi které patii i RIL, ndchylIné k inaktivaci
genetickymi, ale i epigenetickymi mechanismy. V ramci feSeni této diplomové prace, jsem
provedla metyla¢ni analyzu dvou pacientd s MDS, znichz u jednoho doslo k progresi
onemocnéni do AML. V prvnim piipadé se jednalo o pacienta, u kterého byl diagnostikavan
MDS (RAEB- 2) a ztohoto staddia pochazel prvni vzorek. Pacient byl 1ééen Vidazou a
bezprostiedné po ukonceni této 1é¢by, byl odebran druhy vzorek. Metylace u prvniho vzorku
byla signifikantné zvySena - 27% oproti zdravému jedinci, a u druhého vzorku doslo k poklesu
metylace (18%) pti soucasné zlepSeni zdravotniho stavu pacienta. U druhého pacienta, u néhoz
doslo k progresi onemocnéni v AML, byla ve vzorku, odebraném pted 1é¢bou, detekovana
vyrazné zvySena metylace (67%) ve srovnani s mirou metylace u kontrolniho zdravého jedince.
V priibéhu 1é€by Vidazou byl odebran dalsi vzorek, u néhoz jsem detekovala sniZenou uroven
metylace (38%) oproti prnimu vzorku, ale po pteruseni 1é¢by, kdy onemocnéni progredovalo,
se uroven metylace zvySila na 59%. Z uvedeného vyplyva, ze epigenticky mechanismus
metylacnich zmén je velmi pravdépodobné jednim z mechanismi inaktivace genu RIL. Tento
gen je zfejmé G¢inkém demetylaéni 1é¢by ovlivitovan, ale u pacientti s velmi vysokou Urovni
metylace ve sledovanych tsecich nemusi byt tento typ 1é¢by dostate¢ny.

V ramci této studie byla provedena analyza exprese genu RIL u vzorkidl pacientl
s onemocnénim AML. I u téchto vzorkli jsem zjistila signifikatnti zvySeni metylace pfi
soucasném snizeni exprese genu RIL v 73% ptipadech. Expresni analyza tak potvrdila
hypotézu, ze epigenetické zmény genu RIL mohou byt jednou z moznosti jeho umléeni.

Pro statistické vyhodnoceni byl z divodu snizené dostupnosti vzorkti pouzit mensi
soubor vzorkd pacientd s AML. Soubor byl soucasné¢ zmensen o né¢kolik vzorkli z divodu
nehodnotitelné exprese provozniho genu GAPDH, coz neni u klinickych vzorkti bohuzel
vyjimkou. Gen GAPDH byl vybran po optimalizaci programu a expresnich analyzach nékolika
jinych provoznich gend (napi. TBP, SRY, HPRT1) vzhledem k jeho nejniz§im hodnotam Ct
V porovnani s ostatnimi testovanymi provoznimi geny. U nadorovych malignit ptisobi stres i na
provozni geny a ty u pokrocilych forem onemocnéni byvaji také v nékterych tkanich zasazeny
(Vandesompele et al., 2002).

Ve studii, tykajici se detekce metylaci metodou MSP v oblasti promtoru genu BLU, byla
zjisténa vysoka frekvence metylaénich zmén u DNA ze vzorki pacienti s MDS (Yang et al.,
2012). Kromé toho byla pozorovana zavislost miry metylaéni zmén na stadiu a subtypy tohoto
onemocnéni. V této diplomové praci jsem metodou MSP detekovala u nékterych vzroki

ptitomnost metylaci v promotorové oblasti genu. Metylovand DNA byla detekovana u 67%
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testovanych vzorki pacientii s MDS, ve vétSin€ pripadi se ovSem jednalo o smés metylované
a nemetylovane DNA. Pouze metylovand DNA byla identifikovana pouze v 13% sledovanych
vzorkl. Metylaéni analyza pomoci pyrosekvenovani ovSem ukéazala, Ze narast metylaci, ke
kterému u téchto vzorkt dochazi, je oproti kontrolnimu vzorku minimalni a neni tedy
signifikantni.

Gen RASSF1 byl ve vétsing ptipadt u MSP analyzy hodnocen jako nemetylovany a toto
zjisténi potvrdila 1 pyrosekvenacéni analyza kdy u tohoto genu byl detekovan signifikantni nartst
urovné methylace pouze v jediném piipade (6%). Tyto vysledky naznacuji, v ptipadé€ tohoto
genu u onemocnéni MDS nedochazi k jeho inaktivaci v disledku metyla¢nich zmén DNA
v oblasti promotoru.

Metoda MSP je pro svou relativni nenaro¢nost jednou z nejpouzivanéjsich pro detekci
metylaci. Piednosti této metody je sice vysoka citlivosti, ovsem neumoziuje kvantifikaci
metylacnich zmén, i pies to, ze prob&hly pokusy o semikvantifikaci na zaklad¢ intenzity bandu
(Karayan-Tapon et al., 2010). Nevyhodou metody MSP je rovnéz velka mira subjektivity pii
vyhodnocovani vysledk. Vaznym problémem této metody je také nemoznost ur¢eni mira
ucinnosti bisulfitové konverze DNA, kterd nemusi byt ve vSech ptipadech 100 % a muze tak
ovlivnit typ vysledku. Nedostatky metody MSP odstrariuje pysosekvenac¢ni metyla¢ni analyza.
Pyrosekvenovani umozituje kontrolu bisulfitové konverze DNA na cytosinech mimo
dinukleotiy CpG a zjisténé hodnoty ovliviuji prikaznost hodnot pfi vypoétu procenta metylace
v jednotlivych mistech CpG. V nékterych studiich (Quillien et al., 2012) je doporucovana
pravé kombinace MSP a pyrosekvenovani s cilem co nejpfesnéjsi metyla¢ni analyzy. Jedné se
podle nékterych srovnani metod detekce metylaci o dva nejucinnéjsi metodické piistupy v této
oblasti (Quillien et al., 2012).

41



[ Zavér

V rdmci své diplomové prace jsem vypracovala literarni reSerSi na téma kvantifikace
metylaci metodou pyrosekvenovani u dvou hemato-onkologickych onemocnéni: MDS a AML.
Nasledné jsem na zakladé ziskanych vysledkt zpracovala praktickou ¢ast. Jejim obsahem je
provedeni bisulfitové modifikace DNA u vzorku pacientt sledovanych hemato-onkologickych
malignit. U vzorkd s modifikovanou DNA byly provedeny analyzy vybranych gentt metodou
MSP a pyrosekvenaéni analyzou. Déle byla ze vzorkl krve vybranych pacientt izolovana RNA,
reverzni transkripci ptipravena cDNA a naslednym real-time PCR analyza stanovena exprese
genu RIL.

Analyza genu RIL potvrdila vyznamnou Ulohu metylace DNA v promotorovém Useku
tohoto genu na snizeni, ptipadné vymizeni jeho exprese u pacienti s AML. Vysledky
metylaénich analyz genu RIL souvisejici strovni jeho exprese, naznacuji jeho ucast
mechanismu nadorové progrese z MDS v AML. Tento gen by mohl byt nejenom velmi
uzite¢nym markerem, ale i jednim z cilovych geni 1é¢by MDS pomoci demetylaénich latek.

K vyznamnym metylaénim zménam dochéazi u téchto onemocnéni, jak potvrdila
pyrosekvenacni analyza i MSP, ¢asto i u sledovaného genu p15. U dal$ich testovanych gent

BLU a RASSF1 nebyly pozorovany vyrazne zmény v Urovni metylace DNA.
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8 Seznam pouzitych zkratek

20S

ALP
AML
AML1
APL
Ara-C
ASXL1
AUL
Bcl2

bp
CBFB,
CCD
CDK
CDKN2B
cDNA
CEBPA
CFU-GEMM

CpG
DAPK1
ddH20
depcH20
DNA
DNMT
dNTPs
FAB

F-aktin
FLTS3

20Svedberg (sedimenta¢ni koeficient)

alkaline phosphatase

akutni myeloidni leukémie (acute myeloid leukemia)

Acute myeloid leukemia 1

akutni promyelocytarni leukémie (acute promyelocytic leukemia)
Cytarabin

Additional sex comb like 1

akutni nediferencovanéa leukémie (acute undifferentiated leukemia)
B-cell lymphoma 2

pary bazi (base pair)

core-binding factor, beta subunit

charge-coupled device

cyklin-dependentni kinazy (Cyclin-dependent kinase)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (INK4B, P15)
complementary DNA (DNA vznikla zpétnym piepisem z RNA)
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha

Colony Forming Unit, G - granulocyte, E - erythrocyte, M - macrophage,
M - megakaryocyte (progenitorové kmenové buriky)

cytosin spojen fosfatovou vazbou s guaninem

death-associated protein kinase 1

deionizovana voda (double-distilled water)

voda oSetfend Dietylpyrocarbonatem (odstranéni RNaz)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DNA metyltransferaza (DNA methyltransferase)
deoxyribonukleosid trifosfaty

Francouzsko-americkobritska klasifikace (French-American-British
classification)

fibrilarni aktin

fms-related tyrosine kinase 3
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http://en.wikipedia.org/wiki/Svedberg
http://en.wikipedia.org/wiki/Acute_promyelocytic_leukemia
http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclin-dependent_kinase_2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1030

FN
GAPDH
G-CSF

GM-CSF

GTPaza
HDACI
HPRT1
IDH1
IDH2
Int-1
Int-2
IPSS

JAK?
KRAS
LE
LIM

MDS
MDS-U

MEK1
MLH1
MLL
MSP
MYND
NAD(P)H
NGS

NK buiiky
NPM1
NRAS

Fakultni nemocnice

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

faktor stimulujici rast kolonii granulocytd (Granulocyte colony-
stimulating factor)

faktor stimulujici rast kolonii makrofagi a granulocytt (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

guanosintrifosfat fosfohydrolaza

inhibitory histonovych deacetylaz (histone deacetylase inhibitors)
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Isocitrate dehydrogenase 1

Isocitrate dehydrogenase 2

intermediate-1-risk

intermediate-2-risk

Mezinarodni prognosticky skdrovaci systém (International Prognostic
Scoring System)

Janus kinase 2

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

akutni myeloidni leukémie (v oznaceni vzorkit)

doména oznacena prvnimi pismeny genu Linl1, Isl1, Mec3, u nichz byla
nejprve identifikovana

myelodysplasticky syndrom (myelodysplastic syndrome)
myelodysplasticky  syndrom, neklasifikovany  (myelodysplastic
syndrome, unclassified)

mitogen-activated protein kinase kinase 1

mutL homolog 1

Mixed lineage leukemia

metyla¢né specificka PCR (Methylation Specific PCR)

doména tvofena pocateénimi pismeny Myeloid, Nervy a DEAF-1
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

sekvenacni metody nové generace (next generation sequencing)

druh lymfocytu (natural killer)

nucleolar phosphoprotein B23

neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
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http://en.wikipedia.org/wiki/Granulocyte_colony-stimulating_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Granulocyte_colony-stimulating_factor

PCR
PDZ

q
gPCR

RAEB

RARA
RARB
RARS

RAS
RASSF1
RCMD

RCUD

RIL
RNA
RUNX1
RUNX1T1
S

SAM
SF3B1
SRY
TBP
TET2
TGF- 1
TP53
tzv
USA
uv

kréatké rameno chromozomu

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

doména, nazev tvofen prvnimi pismeny Post synaptic density protein,
Drosophila disc large tumor suppressor a Zonula occludens-1 protein
dlouhé rameno chromozomu

real-time PCR

refraktorni anemie s piebytkem blastu (refractory anemia with excess of
blasts)

retinoic acid receptor, alpha

retinoic acid receptor, beta

refraktorni anemie s prstencitymi sideroblasty (refractory anemia with
ringed sideroblasts)

Rat sarcoma

Ras association domain family member 1

refraktorni cytopenie s multilinearni dysplasii (refractory cytopenia with
multilineage dysplasia)

Refraktorni cytopenie s unilineéarni dysplasii (refractory cytopenia with
unilineage dysplasia)

reversion-induced LIM protein

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Runt-related transcription factor

runt-related transcription factor 1; translocated to, 1 (ETO)
myelodysplasticky syndrom (v oznaceni vzorki)

S-adenosylmetionin

splicing factor 3b, subunit 1

sex determining region Y

TATA box binding protein

Tet methylcytosine dioxygenase 2

Transforming Growth Factor

tumor protein p73 (p73)

tak zvané

Spojené staty americké (United States of America)

Ultrafialové zafeni (ultraviolet light)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/862

V-Raf proto-oncogene serine/threonine-protein kinase

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
WT1 Wilms tumor 1
ZMYND10 Zinc Finger, MYND Domain-Containing Protein 10 (BLU)
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