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SOUHRN:

Cilem této bakalaiské prace je detekce exprese demetylacnich genl, mezi které
patii proteiny TET, u vzorkd pacienti s mnohocetnym myelomem. Teoreticka Cast
pojednava o problematice mnohocetného myelomu. Jednd se 0 druhé nejcastéjsi hemato-
onkologické onemocnéni postihujici plazmatické bunky. Vznik a progrese mnohocetného
myelomu neni zatim zcela objasnéna, avSak je znamo, ze vznik tohoto onemocnéni
ovliviiuji faktory genetické a epigenetické. Mezi vyznamné epigenetické modifikace patii
metylace DNA a demetylace DNA. Proteiny ovliviujici piedev§im aktivni demetylaci se
nazyvaji proteiny TET a na jejich modifikace se zaméfuje prakticka ¢ast mé bakalaiské
prace.

V praktické ¢asti byly zjistovany metylacni zmény v genech TET1, TET2 a TETS.
Izolovand DNA byla §tépena pomoci restrikénich enzymti Mspl a Hpall a nésledné
analyzovéana pomoci real-time PCR na pfitomnost metylaci a hydroxymetylaci. Metylacni
zmény byly signifikantné prokdzany u genu TET3. U genu TET1 nebyly metyla¢ni zmény
detekovany.

Ve druhém kroku praktické ¢asti byla provedena relativni kvantifikace exprese
geni TET1, TET2 a TET3. Pro expresni analyzu byl pouzit referencni gen
p-2-mikroglobulin. Snizena exprese byla detekovana u gent TET2 a TET3, u kterych byly
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SUMMARY:

The aim of this bachelor work is to detect an expression of demethylation genes,
containing TET proteins, in samples of patients with multiple myeloma. Theoretical part
discuss about problematics of multiple myeloma. It is the second most often hemato-
oncological disease affecting plasmatic cells. Formation and progression of multiple
myeloma is not explained yet, but it is already known, that formation of disease is affected
by genetic and epigenetic factors. Significant epigenetic modifications are DNA
methylation and demethylation. Proteins affecting mostly active demethylation are called
TET proteins and experimental part of my bachelor work is concerned to modification of
these proteins.

In experimental part, methylation changes in genes TET1, TET2 and TET3 were
detected. Isolated DNA was cleaved by using restriction enzymes Mspl and Hpall and
subsequently analyzed by using real-time PCR for the presence of methylation and
hydroxymethylation. Methylation changes were significantly proved in the gene TET3.
Methylation changes were not detected in the gene TET1.

In second step of experimental part relative quantification of expression of genes
TET1, TET2 and TET3 was performed. For expression analysis reference gene
S-2-mikroglobulin was used. In case of genes TET2 and TET3, where methylation changes

were proved in previous step, less level of expression was detected.



Rada bych podékovala vedouci prace Ing. Katefiné Smesny Trtkové, CSc. za cenné rady
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1 UVOD

Mnohocetny myelom (MM) je hemato-onkologické onemocnéni plazmatickych
bunék. Podle poslednich studii se na vzniku a progresi mnohocetného myelomu podileji
genetické a epigenetické faktory. Mezi genetické faktory patii translokace a hyper-
ploidizace, mezi nejcastéji studované epigenetické modifikace vedouci ke vzniku MM
patii metylace a demetylace DNA. DNA je metylovana pomoci enzymu metylatrasferaz
DNA: DNMT3a, DNMT3b a DNMTL1. Metyltransferazy DNA katalyzuji vazbu metylové
skupiny na 5-C za vzniku 5-metylcitosinu (5-mC) v dinukleotidové sekvenci CpG
(cytosine-phosphate-guanine), které se v genomu shlukuji v tseky 500-2000 bp, nazyvané
ostriivky CpG. U zdravych bungk jsou ostrivky CpG v oblastech promotorti asi 60 % gent
hypometylovany, ¢imz je umoznéna jejich exprese (Ehrlich a kol., 1982; Jones, 2012).
U mnohoc¢etného myelomu jsou naopak popsany hypermetylace v sekvencich CpG
v promotorech tumor-supresorovych genti. Tim dochazi k jejich inaktivaci a ztrate
dulezitych bunéénych funkci (Esteller, 2009).

Metylace DNA byla povazovana za nevratny proces, ale v posledni dobé se objevuje
stale vice studii popisujicich demetylaci 5-mC a ulohu 5-hydroxymetylcytosinu (5-hmC)
v procesu metylace-demetylace. Demetylacni funkci proteini TET (ten-eleven
translocation), mezi které patii TET1, TET2 a TET3, je tvorba 5-hmC z 5-mC. Demetylace
je nekolikastupiiovy cyklicky proces pfemény 5-mC na nemetylovany cytosin (5-C), do
n&hoZ jsou mimo jiné zapojeny proteiny TET. Uloha metyla¢nich-demetyla¢nich procesti
a funkce 5-hmC pfti vzniku rakoviny zatim neni zcela objasnéna. Detekce 5-hmC by mohla
byt potencidlné uzitecnym prognostickym indik4torem V diagnostice mnohocetného

myelomu.
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CIiLE PRACE

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

Izolace RNA z krevnich aspiratii pacientd s mnohocetnym myelomem a piiprava

komplementarni cDNA.

Expresni analyza Real-Time PCR genu TET2, ktery patii do rodiny demetyla¢nich

enzymil, jejichz exprese souvisi s hydroxymetylaci.

Izolovanou DNA naStépit restrikénimi enzymy Mspl a Hpall a nasledné¢ analyzovat

gPCR na pritomnost metylaci a hydroxymetylaci.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Krvetvorba

Krvetvorba ,,hematopoéza“ je rozsdhlym procesem vedoucim ke vzniku krevnich
bunék. Z vyvojového hlediska se krvetvorba déli na prenatalni a postnatalni obdobi, které
se navzajem lis$i mistem a procesem vzniku diferencovanych krevnich bunék. Prenatalni
hematopoéza zacina v krevnich ostrivcich Zloutkového vaku a nésledné dochazi k jejimu
presunu do jaterni tkang, sleziny, brzliku a kostni dfenég, ktera ztstava hlavnim zdrojem
krevnich bunék v postnatalnim obdobi (Pecka, 2002).

Dle Ogawa (1993) dojde béhem jednoho dne u osoby o hmotnosti 70 kg k obnoveé
1 bilionu bun¢k hematopoetického systému. Hlavnim prekurzorem pro vznik krevnich
bunék je hematopoeticka kmenova bunka (HSC). HSC se vyznacuje dvéma zakladnimi
vlastnostmi, a to schopnosti ,,multipotence®, tedy schopnosti diferencovat se do vsech
druhtt  krevnich bunék, a schopnosti sebe-obnovy, tedy opakované tvorby
nediferencovanych dcetinych bunék (Sieta a Weissman, 2010). HSCs jsou dvojiho typu:
dlouhodobé HSCs (LT-HSC- long term HSC), které maji schopnost sebe-obnovy po celou
dobu Zzivota organismu, a kratkodobé HSCs (ST-HSC- short term HSC), které vznikaji
postupnou diferenciaci z LT-HSCs a udrzuji si schopnost sebe-obnovy po dobu 8 tydnu
(Passegue a kol., 2003). ST-HSCs naslednou diferenciaci davaji vznik multipotentnim
prekurzoram (MPP), viz obr. ¢. 1, které ztraceji schopnost sebe-obnovy, a u nichz dochazi
k oddéleni dvou odlisnych linii: lymfoidnim prekurzorim (CLP- common lymphoid
progenitor) amyeloidnim prekurzoraim (CMP- common myeloid progenitor) (Seita
a Weissman, 2010). Z myeloidni linie se diferencuji dvé odlisné skupiny prekurzoru.
Prvnim typem jsou prekurzory pro megakarocyty/erytrocyty (MEP), z nichZz nasledné
dochézi k tvorbé zralych erytrocytli a trombocyti. Druhym typem jsou prekurzory pro
granulocyty/makrofagy (GMP), znichz nasledné dochazi ktvorbé granulocytd
a monocyti. Myeloidni i lymfoidni linie davaji spolecné€ vznik prekurzoriim dendritickych
bunék (Passegue a kol., 2003). Zlymfoidni linie se diferenciuji nejprve prekurzory
T-lymfocytil, B-lymfocytii, NK bunék a nasledné dochazi k tvorbé zralych efektorovych
buné¢k (Weiskopf a kol., 2016).
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Obr. ¢. 1: Model hematopoetické hierarchie (inspirovano: Passegue a kol., 2003; Sieta a Weissman, 2010).

3.1.1 B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou buiky, Které u savcu ziskavaji imuno-kompetenci v kostni dieni
a po kontaktu se specifickymi antigeny dochazi k jejich terminalni diferenciaci na bunky
pamétové a plazmatické (Pecka, 2002; Ferencik a kol., 2004).

Pamét'ové buriky jsou podle Ferencik a kol. (2004) definovany jako diferencované
B-lymfocyty a T-lymfocyty, které v organismu ziistavaji po dlouhou dobu a pamatuji Si
antigen, ktery jejich produkci navodil. Pii opétovném kontaktu S totoznym antigenem

zajiStuji pohotovéjsi a intenzivnéjsi sekundarni imunitni odpoved'.
3.1.2 Plazmatické bunky

V roce 1965 Cooper a kol. prokadzali na experimentdlnim modelu kutat, ze za
produkci protilatek jsou zodpovédné B-lymfocyty. Konkrétnim diferencovanym stadiem
B-lymfocyti, produkujicim obrovské mnozstvi protilatek jsou bunky plazmatické. Signaly,
indukujici vznik plazmatickych bunék, mohou byt poskytnuty T-buiikami, dendritickymi
bunikami a patogeny, nebo jejich kombinacemi (Moser a kol., 2006). Zrala plazmaticka
bunka je kulatého ¢i ovalného tvaru s primérem 9-20 um. Jadro bunky je excentrické
a podstatnou ¢ast bazofilni cytoplasmy vypliiuje endoplazmatické retikulum, produkujici

protilatky, které se nasledn¢ v buiice hromadi (Pecka, 2002; Ribatti, 2017).



3.2 Malignity plazmatickych bunék

Malignity plazmatickych bunék jsou definovany jako klondlni expanze
plazmatickych ~ bun¢k, které jsou charakteristické sekreci  monoklonalniho
imunoglobulinového proteinu, oznaovaného jako M-protein (M-lg) nebo jako para-
protein (Kacirkova a Campr, 2007; Penka a Tesafova, 2011).

Dle Penka a Tesafova (2011) se malignity plazmatickych bunék déli na
monoklonalni gamapatii nejasného piavodu, plazmocytom, choroby z depozice
imunoglobulinu, osteoskleroticky myelom a plazmocelularni myelom, ktery lze dale
rozdé¢lit do tii variant na nesekre¢ni formu myelomu, asymptomaticky (doutnajici) myelom

a plazmocelularni leukemii, viz tab. ¢. 1.

Tab. ¢. 1: Rozdéleni malignit plazmatickych bun&k (Penka a Tesafova, 2011).

monoklonélni gamapatie nejasného ptivodu

-asymptomaticky/doutnajici myelom

plazmocelularni/mnohocetny myelom -nesekre¢ni myelom

-plazmocelularni leukémie

-extraosealni/extramedularni

plazmocytom — :
-solitarni plazmocytom v kosti
-primarni amyloidéza

choroba z depozice imunoglobulinu -Ssystémové onemocnéni z lehkych

a tézkych fetézci

osteoskleroticky myelom

Monoklonalni gamapatie nejasného pivodu (MGUS) je asymptomaticky stav, kdy
je v séru pacienta zjisténa piitomnost M-proteinu v koncentraci mensi nebo rovné 30 g-17,
v moc¢i neni detekovdno zddné nebo pouze mirné mnoZstvi monoklonalnich lehkych
fetézcl imunoglobulinti, kostni dfeii obsahuje méné nez 10 % plazmatickych bunék
a nejsou pritomny lytické kostni 1éze, anémie, hyperkalcémie nebo renalni nedostatecnost
(Kyle a kol., 2002).

V minulosti bylo povaZovano pozorovani pacienti s MGUS, u nichz nedoslo
béhem péti let ke zvySeni koncentrace para-proteinu v séru, za bezpiedmétné. Dnes je jiz
znamo, ze béhem jednoho roku dochazi témét u 1% pacienti s MGUS k progresi

mnohocetného myelomu (MM) nebo s nim souvisejicich poruch (Kyle a kol., 2002).



Pti opakovanych studiich vyvoje MGUS v MM bylo zjisténo vyssi riziko progrese
U pacientil s IgA nebo IgM monoklonalni gamapatii nez u pacientli s IgG monoklonalni

gamapatii (Kyle, 1978; Kyle akol., 2002). MGUS vzdy piedchazi MM a kone¢nym

Fvo e

nejsou zavislé na mikroprostiedi kostni dien¢ (Shapiro-Shelef a Calame, 2004; Morgan
a kol., 2012), viz obr. ¢. 2.

Obr. ¢. 2: Vyvoj malignich onemocnéni plazmatickych bunék. Monoklonalni gamapatie nejasného ptivodu

(MGUS), doutnajici mnohocetny myelom (SMM), mnohocetny myelom (MM), plazmocelularni leukémie

(PL) (pfevzato a upraveno z: Morgan a kol., 2012).

3.2.1 Mnohocetny myelom (MM)

Mnohocetny myelom, oznacovan také jako plazmocelularni myelom, je nadorové
onemocnéni plazmatickych bunék lokalizovanych v kostni dfeni, zpUsobujicich
osteolytické 1éze ¢i osteoporodzu a v naprosté vétsing piipadi je spojeno s ptitomnosti para-
proteinu v séru (Kacirkova a Campr, 2007; Penka a Tesafova 2011). MM je druhym
nejcastéj$im hematopoetickym karcinomem (Chen-Kiang, 2005).

V soucasné dob¢ jsou stanovena dvoji diagnosticka kritéria MM. Prvni kritéria jsou
schvalena svétovou zdravotnickou organizaci (WHO-Word Health Organization),
viz tab. ¢. 2. Druha kritéria byla vydana International Myeloma Working Group (IMWG,
2003), viz tab. ¢. 3.



Tab. ¢. 2: Diagnosticka kritéria schvalena organizaci WHO.

Hlavni kritéria:

pocet plazmatickych bunék v kostni dfeni > 30 %

plazmocytom v biopsii

M-Ig v séru > 35 g-I*

M-IgA > 20 g-I*
koncentrace

M-Ig v moc¢i: mnozstvi lehkych

fetézcu/24 hodin > 1 g

Vedlejsi kritéria:

pocet plazmatickych bunék v kostni dfeni 10-30 %

M-Ig v séru < 35 g-I*
M-IgA < 20 g-I*

koncentrace

M-1Ig v moc¢i: mnozstvi lehkych

fetézcu/24 hodin< 1 g

ptitomnost osteolytického loziska

sniZeni ostatnich fyziologickych imunoglobulinti pod 50 % normalnich hodnot

Diagnéza MM vyzaduje splnéni jednoho a vice hlavnich kritérii a jednoho nebo vice vedlejSich kritérii nebo
pii splnéni tfi vedlejSich kritérii, pfiéemz musi vzdy obsahovat prvni dvé vedlejs§i kritéria (pfevzato

a upraveno z: Kacirkova a Campr, 2007).

Tab. ¢. 3: Diagnosticka kritéria symptomatického MM dle INWG.

ptitomnost M-1g v séru nebo v moci

pritomnost monoklonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni > 10 %, nebo biopticky

prikaz plazmocytomu

C (calcium)- hyperkalcémie v séru

piitomnost alespon jedné R (renal)- renalni insuficience

dysfunkce ¢i poskozeni organu: A (anemia)- anémie

B (bone)- osteolytické lozisko nebo osteopordza

Diagnéza MM vyzaduje splnéni vSech tii kritérii (pfevzato a upraveno z: Kacirkova a Campr, 2007).



Symptomy MM jsou velmi riznorodé. V periferni krvi byva detekovana anémie
a leukopenie, kterd vede ke snizené tvorbé fyziologickych imunoglobulini, ¢imz miize
dochazet k opakovanym infekcim. V zavislosti na pokrocilosti onemocnéni dochazi také ke
snizeni tvorby trombocytitl, coZ se projevuje krvacenim do kuze a sliznic.

Pocet plazmatickych bun¢k v aspiratu kostni diené je 10 % nebo vice, pficemz
plazmocyty jsou pfitomny V riznych vyvojovych stadiich, od zralych plazmatickych bun¢k
po formy blastické. Zralé plazmatické bunky jsou charakteristické excentricky ulozenym
jadrem a nizkym pomérem mezi jadrem a cytoplazmou. Tato plazmoblasticka stadia
nemaji excentricky ulozend jadra, maji velmi jemnou strukturu chromatinu a vysoky pomér
mezi jadrem a cytoplazmou. Pfitomny mohou byt také netypické mnohojaderné
plazmatické buiiky s abnormdlnimi tvary jader ¢i se schopnosti fagocytozy.

Nefunkénost ¢i poSkozeni organu jsou zpusobeny ptitomnosti M-proteinu nebo
nadorovych bunck v kostni dieni nebo vyjimecné V jinych organech. Mezi klinické
symptomy MM patii zvySena sérova hladina vapniku (hyperkalcémie), postizeni ledvin,
anémie a kostni 1éze, které se souhrnné oznacuji zkratkou CRAB (calcium, renal, anemia,
bone). Typickymi ptiznaky hyperkalcémie jsou polyurie, polydipsie a zvySena télesna
teplota. Vlivem filtrace a zachytavani volnych lehkych fetézci imunoglobulini muze
dochazet k poskozeni ledvin. Anémie se projevuje zvySenou Ginavou a dusnosti organismu.
Poskozeni kosti se projevuje chronickymi bolestmi, které¢ neustupuji ani v klidové fazi.
K poskozeni kosti dochdzi v osteolytickych loZiscich nebo miize mit difuzni charakter
a projevovat se jako osteopordza. Vlivem oslabeni kostni hmoty dochazi také k jejich
Castym zlomeninam (Kacirkova a Campr, 2007, Salek, 2008; Penka a Tesafova, 2011).

Jednou z diagnostickych metod MM je pozorovéani vySe popsanych abnormalit
Vv aspiratu kostni diené. Myelomové bunky odpovidaji riznym vyvojovym stadiim
plazmocytl. Pfi zvySené destrukci kosti jsou v preparatu pozorovany vyrazné osteoklasty.

Imuno-histologicky jsou plazmatické buniky pozitivni pii prikazu exprese znaku
CD138+, CD38+ a CD13+. Kviili slozitému invazivnimu procesu odbéru kostni dien¢
pacienta se provadi histologickd vySetfeni vétSinou aZ po zjiSténi monoklonalniho
imunoglobulinu z mo¢i nebo séra (Séudla a Adam, 2006; Salek, 2008).

K biochemickym metoddm pouZivanym pii diagn6ze MM patii elektroforéza
proteintl, imuno-fixaéni elektroforéza a stanoveni volnych lehkych fetdzcti (VLR metoda)
v séru nebo v moci. Tyto metody slouzi k zachyceni para-proteinu, ktery je ptitomny
u99 % pacienti s MM. Elektroforéza sérovych proteinii slouzi k potvrzeni pfitomnosti

M-proteinu azachyti asi 80 % pacientd. Pro potvrzeni se provadi imuno-fixacni
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elektroforéza, kterd vyuziva interakce mezi antisérem proti jednotlivym fetézclim
imunoglobulini a fetézci imunoglobulini. Vysledkem je identifikace imunoglobulinu
pfitomného ve vzorku pacienta. Elekroforeticky Ize detekovat kompletni molekuly
imunoglobuling, ale stanoveni pouze lehkych fetézci je pod minimalni detekéni mezi této
metody. K zachyceni asi 20 % pacientd, u kterych dochazi k produkci monoklonalnich
volnych lehkych fetdzct, slouzi metoda VLR, ktera vyuziva imuno-turbidimetrii, imuno-
nefelometrii nebo enzymo-imunoanalytické stanoveni. Na lehkych fetézcich se nachazi
epitopy, které jsou v komplexnich molekulach imunoglobulint skryty (S¢udla a Adam,
2006; Salek, 2008). Tyto specifické epitopy rozpoznavaji specifické protilatky. Dle Spi¢ka
a kol. (2008) je metoda VRL oproti elektroforetickym metodam citliv&j§i. V prvotnich
krocich se biochemické metody aplikuji na krevnich sérech pacientli, vySetieni moci se
vétsinou provadi az pii nalezu para-proteinu v séru.

U pacienti s diagnostikovanym MM se ve specializovanych centrech provadi
i cytogenetickd vysetfeni, ktera maji dalezity prognosticky vyznam (S¢udla a Adam, 2006;

Salek, 2008).



3.3 Genetické faktory vzniku MM

MM je malignim onemocnénim plazmatickych bunék, jehoz vznik je ovlivnén
fadou genetickych a epigenetickych faktoru. Obecné pii vzniku rakoviny dochazi
K naruseni tumor supresorovych gend, jejichz exprese je v nadorovych bunkach potlacena,
nebo onkogenii, které jsou naopak v nadorovych bunkach nad-exprimovany (Hanahan
a Weinberg, 2000). Sekven¢ni data studie Chapman a kol. (2011) poukazuji na existenci
celé fady genetickych zmén, vedoucim ke vzniku MM. Myelomové buiiky mohou mit vice
chromozomadlnich abnormalit a komplexnich translokaci, pfi¢emz je prokazané,
ze frekvence téchto abnormalit nardstd umérné s progresi onemocnéni (Shapiro-Shelef
a Calame, 2004). Mezi genetické faktory vedouci ke vzniku MM patii translokace
a hyper-ploidizace (Pawlyn a Morgan, 2017).

Pro hyper-diploidni nadory jsou typické numerické aberace jako monozomie
chromozomu 13, 14, 16 a 22 a trizomie chromozomu 3, 5, 7, 9, 15, 19 a 21
(Fonseca a kol., 2002).

Translokace u MM vznika béhem vyvoje B-lymfocytl a pfi generaci plazmatickych
a pamétovych bunék. Béhem vyvoje jsou uplatnény tii procesy: V(D)J rekombinace,
somaticka hypermutace a izotypové ptepnuti. V(D)J rekombinace probiha v kostni dieni
a dochazi béhem ni k preskupovani genovych segmenti pro tézké a lehké fetézce
imunoglobulinti. Somatické hyper-mutace a izotypové piepnuti probihaji v germinalnich
centrech, mistech sekundarnich lymfatickych organti, kde dochazi k intenzivni proliferaci
B-lymfocytd. Izotypové pfepnuti zajisStuje, mechanismem rekombinace DNA
a nehomologniho spojovani konci DNA, produkci protilatek raznych tfid. Somatické
hyper-mutace zpusobuji delece, inzerce nebo jednonukleotidové zamény ve variabilnich
mistech imunoglobulinii, ke kterym dochdzi pomoci dvoufetézcovych zlomid DNA.
Aktivace izotypového piepnuti a somatickych hyper-mutaci je zavisla na expresi
deaminazy cytidinu (Gonzalez a kol., 2007; Klein a Dalla-Favera, 2008). Ackoli jsou
vétSinou dvouretézcové zlomy, vznikajici piisobenim deaminaz cytidinu, opraveny lokalng,
mohou byt pfipojeny ke dvouietézcovym zlomim, vyskytujicim se V jiné Casti genomu.
Kone¢nym vysledkem téchto procest jsou chromozomalni translokace, které vedou
K umisténi riznych onkogenit pod oblasti silnych zesilova¢i ,enhancerd®
imunoglobulinovych geni. Nadmérna exprese téchto genti mize tlacit buitku k nasledné

maligni proliferaci. (Morgan a kol., 2012; Pawlyn a Morgan, 2017).
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Primarni translokace zahrnujici nejcastéji lokus 14932 pro tézky fetézec
imunoglobulinu (IGH), vyjime¢né pak lokusy 2p12 nebo 22ql1 pro lehké fetézce (IGK
a IGL) (Fonseca, 2003). Partnery pro transloka¢ni procesy jsou z 25 % geny pro cykliny D:
CCND1 (11q13), CCND3 (6p21) nebo ze 75% geny pro transkripéni oblasti: MAF
(16g23), MAFB (20ql1), FGFR3 a MMSET (4p16), které reguluji expresi cyklinu D2
(Bergsagel a Kuehl, 2001; Fonseca a kol., 2009), viz obr. ¢. 3.

I Primarni translokace

0 20 405 I Sekundarni translokace
~ 40 ICK Malo casté translokace

I Jiné mutace

1420 0,200 40f g5 .0

80 40 0 %

Obr. ¢&. 3: Kli¢ové genetické zmény v genomu pacientlt s MM. Chromozomy jsou znazornény pomoci kruhu,
chromozom €. 1 se nachazi v horni ¢asti kruhu. Translokace lokusu pro tézky fetézec imunoglobulinu IGH
a jejich partnerské lokusy jsou znazornény kiivkami uvnité kruhu. Udaje o poétech kopii jsou zobrazeny
uvnitt kruhu, ¢ervend znadi ztratu, modra znaci zisk, ¢erna znaci nezménény pocet kopii. Na vnéjsi strané
kruhu jsou k chromozomim pfifazené pfislusné geny, u kterych se vramci MM vyskytuji primarni
a sekundarni abnormality. Inhibitor 2C cyklin-dependentnich kinaz (CDKN2C); gen pro lehky fetézec «
imunoglobulinu (IGK); gen pro receptor pro fibroblastovy rustovy faktor 3 (FGFR3); kandidatni gen pro
Wolf-Hirschhorniv syndrom (MMSET/WHSCL1); gen pro cyklin D1/D3 (CCND1/CCND3); proto-onkogen
(MYC); gen pro tezZky fetézec imunoglobulinu (IGH); proto-onkogen (MAF); proto-onkogen homolog B
(MAFB); gen pro lehky fetézec A imunoglobulinu (IGL) (pfevzato a upraveno z: Morgan kol., 2012).
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Translokace a hyper-diploidie vedou bud’to pfimo nebo nepiimo k up-regulaci
cyklinu D1, D2 nebo D3. Tato skupina D cyklind mize vytvaret komplexy s cyklin-
dependentnimi kindzami 4 a 6 (CDK4 a CDK6). CDK4/CDK6 fosforyluji
retinoblastomovy protein (RB), coz vede k jeho disociaci z transkripéniho faktoru E2F.
Uvolnénim inhibitoru E2F dochazi k transkripci geni potfebnych pro prechod buiiky pres
regulacni bod bunééného cyklu G1/S. Receptor fibroblastového rastového faktoru 3
(FGFR3) je také translokaci t(4;14) up-regulovan a tla¢i bunku K piechodu mezi Gl
a S fazi (Pawlyn a Morgan, 2017), viz obr. ¢. 4.

Pii progresi MM dochazi k fad¢ sekundarnich aberaci, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou
zmény poctu kopii a translokace v genu MYC (8qg24), up-regulace drahy proto-onkogenu
RAS a zisk (amplifikace) 1q, coz vede k dalsimu zvySeni bun&tné proliferace vlivem
zvySeni aktivity D-CDK. Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz 2A, 2B, 2C a 2D
(CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C, CDKN2D) mohou pomoci tvorby komplexu s D-CDK
inhibovat bunéfnou proliferaci. Zvysena proliferace myelomovych bunék, vlivem
odstranéni inhibi¢niho u¢inku, byla pozorovdna u homozygotni inaktivace CDKNZ2C,
zpusobenou mutaci nebo deleci lokusu 1p32. Déle byla zvySena proliferace zaznamenana
u DNA metylaci CDKN2A a CDKN2B (Bergsagel a Kuehl, 2001; Pawlyn a Morgan,
2017), viz obr. ¢. 4.
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Sekundarni procesy

:; Methylace
Homozygotni inaktivace:
¥ mutace/ ztrata 1p32

@29 Translokace

3 HRD

Fize S <> Zména expreses genu/proteinu
— Primé efekty

""" Neprimé efekty

rrrrrr

regulaéni drahy v organismu. Zisk chromozomu hyperdiploidiza¢nim procesem (HRD); cyklin-dependentni
kinaza 4/6 (CDK4/CDK®); retinoblastomovy protein (RB2); transkripénich faktort (E2F); fibroblastovy
rustovy faktor 3 (FGFR3); proto-onkogen (MYC); proto-onkogen (RAS); inhibitory cyklin-dependentnich
kinaz (CDKN2A/CDKN2B/CDKN2C/CDKN2D); kandidatni gen pro Wolf-Hirschhorniiv syndrom
(MMSET); proto-onkogeny (MAF, MAFB); gen pro regula¢ni podjednotku 1B kinazy (CKS1B) (pievzato
a upraveno z: Pawlyn a Morgan, 2017).

13



3.4 Epigenetické faktory vzniku MM

Mimo centralni ulohu genetickych mutaci maji i epigenetické faktory dulezitou
funkci pii vzniku a progresi MM. Epigenctika byla definovana jako studium mitoticky
a meioticky dédi¢nych zmén ve funkci gent, které nejsou zpisobeny zménami sekvenci
DNA (Riggs a Porter, 1996). Jako klicové epigenetické faktory se pii vzniku MM jevi

histonova modifikace a aberantni DNA metylace (Dimopoulos a kol., 2014).
3.4.1 Histonové modifikace

Histony jsou proteiny, které se nachazeji ve vSech jadernych eukaryotickych
bunkach. Nukleozom je jednotka slozena z histonového oktameru (dva pary histonti: H2A,
H2B, H3 a H4) a vldkna DNA obtoceného okolo oktameru. Mistem nej¢astéjSiho vyskytu
epigenetickych modifikaci histond jsou N-termindlni konce skladné nabitymi
aminokyselinami (Lachner a kol., 2003; Kouzarides, 2007). Mezi histonové modifikace je
fazena acetylace, metylace, fosforylace, deiminace, poly-ADP ribosylace, ubiquitinace,
sumoylace aizomerace prolinu, pficemz prvni ¢tyfi jmenované jsou velmi dynamické
a mize dochazet k jejich vymizeni béhem nékolika minut (Kouzarides, 2007). Kombinace
téchto modifikaci ovliviiuji interakce mezi histonovymi nebo nehistonovymi proteiny
a vlaknem DNA, které se oznacuji jako histonovy kod (Turner, 2002). Podle aktivity
rozliSujeme chromatin na transkripéné¢ aktivni, dekondenzovany euchromatin
a transkripéné neaktivni, kondenzovany heterochromatin. Nedavné studie prokazaly
pfitomnost pies 840 rtiznych kombinaci histonovych zmén, coz potvrzuje nespecificky
ucinek nékterych typa histonovych modifikaci (Ucar a kol., 2011; Linghu a kol., 2013).
Dtikladnéji popsany budou nejvice prostudované modifikace histonti, mezi které patii

acetylace a metylace.
3.4.1.1 Acetylace histonii

Nejvice prozkoumanou histonovou modifikaci je acetylace/deacetylace histontl.
Tento proces je zprostiedkovan enzymy histonovych acetyltransferaz  (HATS)
a histonovych deacetylaz (HDACS). Acetylace histonti je spojena S nejvétsi mirou
ovlivnéni kondenzace a dekondenzace vlakna DNA a aktivace ¢i inaktivace transkripce
gent. Enzymy HAT pienaseji acetylovou skupinu z acetyl-coA na lysinové zbytky histont.

Dochazi k neutralizaci pozitivniho naboje histonu a pteruseni interakce s negativné
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nabitymi fosfatovymi skupinami DNA. Vlakna DNA se rozvoliuji a je umoznéna vazba
transkripénich faktorti a nasledna transkripce. Enzymy HDAC naopak z histonti odstrarnuji
acetylové skupiny zpét na acetyl-CoA, coz vede ke kondenzaci vldkna DNA a znemoZznéni
transkripce (Grunstein, 1997; Dimopoulos a kol., 2014). Celkova uroven acetylovanych
histont zavisi na rovnovaze mezi aktivitou HAT a HDAC (Esteller, 2009).

Nadmérna exprese histonovych deacetylaz byla u pacienti s MM spojena

S nepfiznivou prognostikou (Mithraprabhu a kol., 2014).
3.4.1.2 Metylace histoni

Metylace histoni umoziluje transkripcni aktivaci i inaktivaci. Lysin muze byt
mono-, di-, nebo tri-metylovan v pozicich K4, K9, K27, K36 a K79 na histonu H3
nebo v pozici K20 na histonu H4 (Kouzarides, 2007). Arginin mize byt pouze mono-,
nebo di-metylovan v pozicich R2, R17, R26 na histonu H3 nebo v pozici R3 na histonu H4
(Tollefsbol, 2017). Vsechny tyto typy metylaci jsou katalyzovany tiemi typy histonovych
metyltransferaz (HMTs) mezi které patii: histonova metyltransferaza lysinu se specifickou
SET doménou, histonova metyltransferaza lysinu bez specifické SET domény
a metyltransferaza argininu (Tollefsbol, 2017). Metylova skupina mize byt odstranéna
skupinou enzymu histonovych demetyldz (HDMs). S aktivaci genové transkripce jsou
spojeny modifikace: H3K4me3 (tri-metylace lysinu v pozici 4 na histonu H3), H3K36me3,
H3K79me3, H4R3mel a H4K20mel. S inaktivaci genové transkripce jsou naopak spojeny
modifikace: H3K9me3 a H3K27me3 (Vakoc a kol., 2005; Barski a kol., 2007). Metylace
Vv pozici 27 na histonu H3 se podili na tlumeni exprese genu HOX a ptedpoklada se,
Ze tento mechanismus je pravdépodobné zapojen také pii inaktivaci chromozomu X
(Kouzarides, 2007).

Nejvice charakteristickou zménou na urovni metylace histonti u pacientd s MM je
zvySeni syntézy histonové metyltransferazy lysinu se specifickou MMSET doménou
(multiple myeloma SET domain). Tyto pfipady jsou charakteristické pro translokaci
t(4;14), ktera se vyskytuje asi u 15 % vSech pacientdl a je spojena se Spatnou progndzou
(Chesi a kol., 1998). Gen MMSET, také znamy jako WHSC1, je vysoce exprimovan ve
vSech tkanich a produkuje dva typy transkripti: MMSET1 a MMSET?2 (Stec a kol., 1998).
Nékolik studii potvrdilo, zZ2 MMSET interaguje s histony H3 a H4, a tim katalyzuje
metylace na H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H4K20, ale také zvysSuje funkci histonovych
deacetylaz a demetylaz (Martinez-Garcia a kol., 2011; Pei a kol., 2011; Huang, 2013).
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Vyssi exprese MMSET ovlivituje akumulaci H3K36me2, ktera zpusobuje transkrip¢ni
aktivaci onkogennich lokust (Kuo a kol., 2011; Martinez-Garcia a kol., 2011).

Histonova modifikace je tzce spojena s procesem metylace DNA. Metylované
lysiny slouzi jako vazebné misto pro enzymy metyltransferazy DNA, které
katalyzuji metylaci DNA, a heterochromatinovy protein HP1. Po jejich navazani vznika

inaktivni chromatinova struktura a exprese gent je obvykle zastavena (Kouzarides, 2007).
3.4.2 Metylace DNA

Doposud nejvice studovanou epigenetickou modifikaci jsou metylace cytosinovych
bazi, které piedstavuji negativni regulacni mechanismus pii fizeni genové exprese.
Nejcastéji dochazi k nahradé cytosinu 5-metylcytosinem v sekvencich CpG (cytosine-
phosphodiester bond-guanine) dinukleotidii (Doskogil a Sorm, 1962), viz obr. &. 5.

NH, NH,
H,C
N DNMTs SN
N 2 ioni NN
NH 0 S-adenosylmethionin NH 0
cytosin 5-methylcytosin

Obr. ¢. 5: Konverze cytosinu na 5-metylcytosin pomoci DNMTs.

5-metylcitosin  (5-mC) vznika kovalentni vazbou metylové skupiny (-CHs),
poskytnutou S-adenosylmethioninem (SAM) na cytosin v pozici 5-C. Distribuce CpG
v genomu neni nahodna, dochazi k jejich shlukovani v 500-2000 bp dlouhé useky,
nazyvané ostruvky CpG ,,CpG islands®, které se v genomu vyskytuji jak hypermetylované
tak v hypometylované podobé. Hypometylované ostrivky CpG jsou ptitomny
v promotorech asi u 60 % casto exprimovanych lidskych gent (Ehrlich a kol., 1982;
Esteller, 2009). Naopak hypermetylované CpG ostruvky jsou pfitomny Vv repetitivnich
sekvencich, predstavujici oblasti centromer nebo také oblasti transpozont (Moarefi
a Chédin, 2011). Obecné plati, ze expresi genu ovliviiuji metylace DNA, kter¢ se vyskytuji

v promotoru pfislusného genu. Pokracovani (elongace) transkripce, na rozdil od jeji

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moarefi%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ch%C3%A9din%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549127

iniciace, neni tedy blokovano metylacemi DNA v ostrivcich CpG, nachazejicimi se
v sekvencich gent (Riggs, 1975; Jones, 2012). Dle studie Ehrlich a kol. (1982) byly pro
specifické tkané stanoveny pfiblizné stejné hladiny 5-mC s vyjimkou DNA ziskané ze
spermatickych bun¢k. Regulace genové exprese pomoci metylace DNA se podili na
ontogenezi savcu (Okano a kol., 1999), hraje dilezitou roli v tkanové-specifické regulaci
gend, inaktivaci X chromozomu a nejspise také v uml€ovani transponovatelnych elementt

(Dimopoulos a kol., 2014).
3.4.2.1 Enzymy DNA metylace

Genomova DNA je béhem embryonalniho vyvoje savci metylovana de novo za
pomoci enzymt metylatrasferaz DNA: DNMT3a a DNMT3b (Okano a kol., 1999;
Ooi a kol., 2007) a spolu s DNMTL1 se tyto enzymy podili na udrzeni metylace DNA
béhem kazdého bunééném déleni (Walton a kol., 2014).

DNMT3aa DNMT3b jsou silné exprimovany v embryonalnich kmenovych
bunkach, kde se podileji na utvafeni modelu metylace DNA. V liniich somatickych bunék
jejich exprese nasledné klesa, ale nedochazi k jeji upIné inhibici (Okano a kol., 1999). Byl
detekovan piibuzny protein DNMT3I, bez specifické katalytické domény, ktery zvysuje
metyla¢ni aktivitu DNMT3a a DNMT3b (Suetake a kol., 2004). Ne¢kolik studii
(Ooi a kol., 2007; Jeong a kol., 2009; Sharma a kol., 2011) popsalo vyskyt enzymi
DNMT3a a DNMT3b na nukleozomech, coz naznacuje jejich schopnost modifikovat
histony v nukleozomu, a také schopnost téchto enzymut indukce metylace de novo.
Napftiklad nukleozomy s modifikacemi H3K4me2, H3K4me3 nebo s vyskytem histonové
varianty H2A.Z, zabranuji navazani metyltransferaz DNA (Ooi a kol., 2007; Jones, 2012).
Dle studii Youakol. (2011) se do oblasti promotoru genu nejdiive navazi histony
S pfislusnym typem epigenetickych modifikaci za vzniku nukleozomu, ¢imz nasledné
dochazi k potlaceni transkripce gentl. V dal§im kroku dojde k navdzani enzymi DNMT3a
a DNMT3D, které katalyzuji de novo metylace, ¢imz zcela umlc¢i expresi konkrétniho genu.
Tento model objasnuje, ze metylace DNA nejsou pocate¢nim mechanismem uml¢ovani
gentl.

Enzym DNMT1 ma vyraznou preferenci pro hemimetylovana vlakna DNA, ktera
vznikaji pii replikaci (Bestor a Ingram, 1983), ¢emuz odpovida také zvySena exprese
béhem S-faze bunécného cyklu (Robertson a kol., 2000). DNMTL1 je zodpovédna za

metylaci cytosini na nové syntetizovaném vlakné podle templatové piedlohy
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(Walton a kol., 2014). Podle studie Chuang a kol. (1997) muze DNMTL1 asociovat jiz
s replikacéni vidlici béhem replikace. Na rozdil od ostatnich metyltransferaz DNA, aktivita
DNMT1 neni ovlivnéna piitomnosti nukleozoma (Jones a Liang, 2009). Podle
Jones a Liang (2009) je nepravdépodobné, ze by metylacni vzor vytvofeny V prub&hu
embryonalniho vyvoje byl kopirovan do dcefinych bun€k pouze pomoci DNMT1 bez
jakéhokoliv pomocného a opravného mechanismu. Proto se pii  metylaci
komplementarniho vlakna DNA piedpoklada pritomnost dalSich proteint, napf. typu
UHRF1 (Bostick a kol., 2007).

Kazdd ze tfi metyltransferiz DNA je nezbytnd pro embryonalni nebo
novorozenecky vyvoj (Liakol., 1992; Okano a kol., 1999). Jones a kol. (1990) testovali
nckolik bunéénych linii, u kterych byla popsana ptfitomnost nemetylovanych ostrivki
CpG. U vsech sledovanych linii, kde doslo k de-novo metylaci ostrivka CpG, byl
pozorovan vliv metyltransferaz DNA na senescenci bunék a také na onkogenni

transformace bunéénych linii.
3.4.2.2 DNA metylace a MM

Béhem progrese mnohocetného myelomu dochazi k vyraznym metylaénim zménam
(Walker a kol., 2011; Heuck a kol., 2013). Obecné plati, Zze pii vzniku rakovinnych
onemocnéni dochazi ke globalni hypometylaci DNA a k hypermetylaci v oblasti genovych
promotortl. Je zndmo, Ze rakovinné buniky ztraci 20-60 % 5-mC oproti zdravym butikam
v normalnim fyziologickém stavu. Tato ztrata je zpusobena hypometylaci intronovych
a exonovych oblasti gentl a také demetylaci repetitivnich sekvenci (Esteller, 2009).

Hypermetylace v promotorovych oblastech tumor-supresorovych gent vede K jejich
umlcovani. Disledkem je pteruseni transkripce gen regulujicich bunécny cyklus,
apoptozu a mnoho dalSich funkei dalezitych pro normalni aktivitu bunek (Esteller, 2009).

Pfi¢iny aberantni metylace DNA u MM nejsou zcela objasnény, pii¢emz pravé
u tohoto onemocnéni jsou pozorovany charakteristické znaky aberantni metylace: celkové
genomové hypometylace a hypermetylace v promotorovych oblastech specifickych genti.
Exprese DNMT1 je u MM bunék vyssi ve srovnani s normalnimi plasmatickymi bunikami
a je prokazano, ze béhem vyvoje onemocnéni se exprese zvysuje (Walker a kol., 2011,
Heuck a kol., 2013).

Metylace DNA se povazovala za nevratny proces, ale v posledni dobé se objevuje

stale vice studii popisujicich demetylaci 5-mC a ulohu 5-hydroxymetylcytosinu (5-hmC)
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v procesu metylace/demetylace (Tahiliani a kol., 2009; Ito a kol., 2010). Demetylace mize
probihat pasivné nebo aktivné. Pasivnim procesem demetylace je zabranéni nebo omezeni
metylace nové syntetizovaného komplementarniho vldkna po replikaci (Jones, 2012).
Aktivni demetylace probiha nezavisle na replikaci. Faktorem aktivniho demetyla¢niho
procesu je 5-hmC, ktery vznika aktivitou proteini TET (ten-eleven translocation)
(Tahiliani a kol., 2009; Ito a kol., 2010).

3.4.2.3 Proteiny TET

Do rodiny TET (ten-cleven translocation) proteinti patii TET1, TET2 a TETS3.
Jedna se dioxygenazy, jejichz kofaktory jsou 2-oxoglutarat (2-OG) a Fe?*. Tyto enzymy
maji schopnost prevadét S-metylcytosin (5-mC) na 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC)
(Tahiliani a kol., 2009; Ito a kol., 2010). Vsechny tii typy TET proteini maji na svém
C-terminalnim konci katalytickou podjednotku, slozenou ze specifické oblasti bohaté na
cystein, domény pro vazbu kofaktorti 2-OG a Fe** a doménu DSBH s doposud neznamou
funkci. Strukturni studie naznacuji, ze katalyticka podjednotka se ptednostné vaze na
cytosiny v oblastech s CpG (Huakol., 2013). TET1 a TET3 navic obsahuji na svém
N-terminalnim konci doménu se sekvenci CXXC (motiv zinkového prstu), ktera umoziuje
jejich  pfimou vazbu na DNA vpozicich 5-mC a 5-hmC (Xuakol., 2011;
Zhang a kol., 2010), viz obr. ¢. 6.

Katalyticka podjednotka

TET1 Q136 AK) - OO

TET2 (2002 AK) N IO
TET3 (1660 AK) E—ECIEY -«

CXXC Cys DSBH Fe* 2.0G

C €C = 3 9

Obr. ¢. 6: Struktura TET proteini. Hodnota AK udava pocet aminokyselin. Doména DSBH (double-stranded
beta-helix, AK 1611-2074); doména bohata na cystein (AK 1418-1610); doména CXXC (AK 584-624)

(pfevzato a upraveno z: Williams a kol., 2012; Rasmussen a Helin, 2016).
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Proteiny TET vykazuji odlisnou hladinu exprese, specifickou pro dany typ tkané.
Oproti TET2 a TET3, které jsou exprimovany rovnomérné¢ ve vSech tkanich
(Tahiliani a kol., 2009), vykazuje TET1 nejvy$si expresi VvV embryonalnich kmenovych
bunkach (Ito akol., 2010). TET1 ma silnou vazbu k promotorovym oblastem, které
vykazuji signifikantné niz8$i hladiny 5-mC (Wuakol.,, 2011). Pfikladem muze byt
udrzovani hypometylovaného promotoru genu Nanog, ktery je zodpovédny za schopnost
sebe-obnovy kmenovych bunék (Ito a kol., 2010). Vazbu proteini TET prostiednictvim
sekvence DNA ovlivitluje chromatinova struktura nebo vazba jinych proteina
(Ko a kol., 2010). Bylo prokazano, ze aktivita DNMT1 je az 60-ti nasobné sniZzena na
substratu DNA obsahujiciho 5-hmC, ktery je produkovan pravé proteiny TET v procesu
aktivni demetylace (Hashimoto a kol., 2012).

Aktivni demetylace je nékolikastupniovy cyklicky proces, pti némz dochazi pomoci
proteinti TET ke konverzi 5-mC na ptivodni nemetylovany cytosin, viz obr. ¢. 7. V souladu
s tim Zhang a kol. (2010) zjistili, ze pfi nadmémé expresi TET1 dochazelo k demetylaci
uméle metylované plazmidové DNA.

Prvnim meziproduktem tohoto procesu je 5-hmC, ktery vznikd oxidaci
5-mC pomoci proteini TET (lIto a kol., 2010; Zhang a kol., 2010). V dalsich krocich
dochazi k deaminaci 5-hmC na 5-hydroxymetyluracyl (5-hmU) pomoci deaminaz
AID/APOBEC cytidinu a nasledné bazové excisni opravé (BER) nebo ke glykosylaci
5-hmC pomoci thyminovych glykosylaz DNA (TDG), ¢imz vznikne abazické misto,
ke kterému je pomoci mechanismu BER pfidélen nemodifikovany cytosin
(Rai a kol., 2008; Hashimoto a kol., 2012; Williams a kol., 2012). Dle nékterych studii
vsak bylo demonstrovano, ze TDG nema vliv na 5-hmC (He a kol., 2011). Ito a kol. (2011)
prokazali existenci formylcytosinu (5-fC) a karboxycytosinu (5-caC) v savéi DNA, ¢imz
potvrdili hypotézu 5-hmC jako meziproduktu enzymatické drahy aktivni demetylace. Baze
5-fC vznika oxidacni reakci 5-hmC a baze 5-caC naslednou oxidaéni reakci 5-fC,
katalyzovanou pomoci proteintt TET (Ito a kol., 2011). Vzhledem k tomu, Ze proteiny TET
nemohou konvertovat 5-caC na cytosin, musi byt v tomto kroku zahrnut jiny enzym,
kterym by mohla byt napfiklad dekarboxylaza nebo TDG (Williams a kol., 2012),
viz obr. ¢. 7. Piedpokladanou tulohu TGD podporuje studie na mysich embryonalnich
kmenovych bunkach, kdy mutace vyfazujici gen pro TDG zpusobil akumulaci 5-caC na
snadno detekovatelnou troven (He a kol., 2011).

Ptritomnost 5-hmC a 5-fC v DNA savct popisuje Bachman a kol. (2015). Stabilni
pritomnost téchto modifikovanych bazi v DNA piedpoklada jejich jinou funkci
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v demetylaénim procesu nez pouze jejich pfitomnost. Nicméné uloha 5-hmC

v demetylaénim procesu a jeho dalsi funkce v genomu neni doposud pIn¢ objasnéna.

NH, NH,
Hi3C
NN XN
| J\ DNMT1/3a/3b . | /K
NH o SAM NH SO
cytosin 5-methylcytosin
BER
A 0
02 s
2+ | TET17213
=
dekarboxylaza? HO I NH
!/ TDG ?
NH 0 v
5-hydroxymethyluracyl AID
0 NH, ) NH, OH NH,
12/ TET1/213
| 0, | 0 |
Fe2* Fe2*
NH 0 ? NH SO NH O
5-karboxycytosin 5-formylcytosin 5-hydroxymethylcytosin

Obr. ¢&. 7: Metyla¢ni/demetylaéni  proces  cytosinu.  Metyltransferazy  DNA  (DNMT1/3a/3b);
S-adenosylmethionin (SAM); proteiny TET ,ten-eleven translocation* (TET1/2/3); deaminaza (AID); bazova
excisni oprava (BER); thyminova glykosylaza DNA (TDG) (inspirovano: Williams a kol., 2012;
Ye aLi, 2014).

Mutace nebo zmény exprese v proteinech TET jsou pomérné ¢asté u nadorovych
onemocnéni a zejména u hemato-onkologickych onemocnéni je detekovana mutace v genu
TET2 (Delhommeau a kol., 2009). Gen kodujici TET2 se nachazi na lokusu 4924 (NCBI).
Ve studii Ko akol. (2010) byla popsana statisticky vyznamna korelace mezi mutacemi
v genu TET2 a sniZzenou hladinou 5-hmC, anaopak zvySenou hladinou 5-mC. Naopak
nékteré¢ studie uvadéji zvysené hladiny 5-mC v promotorovych oblastech sledovanych
genu (Figueroa a kol., 2010). Oproti tomu jiné studie popisuji nezménéné hladiny 5-mC

v promotorovych oblastech sledovanych gent (Yamazaki a kol., 2012).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Jako biologicky material byly pouzity vzorky aspiratu kostni diené¢ (KD) pacienti
s mnoho¢etnym myelomem 2z hemato-onkologického oddéleni fakultni nemocnice

Olomouc. Vzorky byly uchovavany zmrazené pii -80 °C.
4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

e 4-bromoanisol (MOLECULAR RESEARCH CENTER, INC., kat. ¢. BN191, USA)

e ddH20

e depcH2O

e DNAZzol® (MOLECULAR RESEARCH CENTER, INC., kat. ¢. TB127, USA)

e 75% ethanol

e isopropanol

e RNase ZAP (SIGMA-ALDRICH, USA)

e TRI REAGENT®BD (MOLECULAR RESEARCH CENTER, INC,
kat. &. TB126, USA)

e sondy:
- CD #17 (LIFE TECHNOLOGIES, kat. ¢. Hs00793225)
- CD #66 (LIFE TECHNOLOGIES, Kat. ¢. Hs00766782)
- CD #25 (LIFE TECHNOLOGIES, Kat. ¢. Hs00896441)

— CD #42 (LIFE TECHNOLOGIES, kat. ¢. Hs00984230)
e primery (SIGMA-ALDRICH):

- TET1 (kat. &.: left- HA10616068 ; right- HA10616069)

— TET 2 (kat. &.: left- HA10988626; right- HA10988627)

— TET 2a (kat. &.: left- HA09625836; right- HA09625837)

— TET 3 (kat. &.: left- HA10616070; right- HA10616071)

— B2M (Kat. &.: left- HA08134737; right- HA08134738)
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4.2.2 Pouzité soupravy

e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (ROCHE, Kkat. ¢. 04897030001,

Némecko)

e Xceed gPCR Probe 2x Mix Lo-ROX (INSTITUTE OF APPLIED

BIOTECHNOLOGIES, kat. ¢. LPCR10506, CR)

e Xceed gPCR Probe 2x Mix No-ROX (INSTITUTE OF APPLIED

BIOTECHNOLOGIES, kat. ¢. NPCR10506, CR)

e QlAamp DNA Mini (QIAGEN, kat. ¢. 51106, Némecko)

e EpIJET 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (THERMO SCIENTIFIC, kat. ¢. K1501,

USA)

e EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (NEW

kat. &. E3317S, USA)

INGLEND BIOLABS,

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

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

0,2ml, 1,5ml a 2ml mikrozkumavky, EPPENDORF
Centrifuga 3K30, SIGMA

Centrifuga LMC-3000, BIOSAN

Centrifuga MiniSpin plus, EPPENDORF

Centrifuga Multi-spin PCV-3000, GRANT-BIO
Digestot M/900 M2, MERCI

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR, BIOSAN
Inkubator Dry Bath MD-02N, MAJOR SCIENCE
Lightcykler 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

Vortex mixér PV-1, GRANT-BIO
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

441

Izolace DNA z aspiratu kostni di‘ené

S cilem detekovat pfitomnost 5-mC a 5-hmC v sekvenci 5'- CCGG -3" pfislusnych
usektt DNA gent TET1, TET2 a TET3 byla nejdiive provedena izolace DNA, z aspiratu
KD pacientti, pomoci kitu QIAamp DNA Mini (QIAGEN).

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetovano 20 ul QIAgen proteazy.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 200 pl aspiratu KD.

Poté bylo do mikrozkumavky pipetovano 200 pl pufru AL.

Vzorek byl kratce centrifugovan a nasledné inkubovéan po dobu 10 min pfi teploté
56 °C.

Vzorek byl kratce centrifugovan.

Ke vzorku bylo pipetovano 200 pl ethanolu, vzorek byl protiepan a kratce
centrifugovan.

Roztok byl nanesen na QlAamp Mini kolonu, umisténou ve 2ml sbérné zkumavce.
Kolona byla centrifugovana po dobu 1 min pii otackach 6000 g.

Kolona byla pienesena do ¢isté 2ml sbérné zkumavky a filtrat byl odstranén.

Na sténu kolony bylo naneseno 500 pl pufru AWI.

Kolona byla centrifugovana po dobu 1 min pii otd¢kach 6000 g.

Kolona byla opét umisténa do ¢isté 2ml sbérné zkumavky a filtrat byl odstranén.
Na sténu kolony bylo naneseno 500 pul AW2 pufru.

Kolona byla centrifugovana po dobu 3 min pii otackach 20000 g.

Kolona byla opét umisténa do ¢isté 2ml sbémé zkumavky, filtrat byl odstranén,
a nasledovala centrifugace po dobu 1 min pfi otackach 20000 g.

Kolona byla pfenesena do €isté 1,5ml mikrozkumavky.

Na kolonu bylo naneseno 20-60 pl pufru AE, byla inkubovana po dobu 1 min pii
pokojové teploté a nasledné byla centrifugovana po dobu 1 min pii otackach
6000 g.

Pomoci spektrofotometru NanoDrop byla zméfena koncentrace a Cistota ziskané
DNA. Koncentrace dosahovala hodnot 102,1-246,6 ng-ul™.

Ziskana DNA byla uskladnéna pti -20 °C.
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4.4.2 Detekce metylaci a hydroxymetylaci

Pro detekci metylaci (ptitomnost 5-mC) a hydroxymetylaci (pfitomnost 5-hmC) byl
pouzit metodicky postup podle EpiJET 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (THERMO
SCIENTIFIC). Izolovana DNA byla glukosylovana UDP-glucose a Vv dal$ich krocich
Stépena pomoci metylaéné senzitivnich restrikénich enzym Mspl a Hpall. Pracovni
postup byl optimalizovan kombinaci metodickych postupii vyse uvedeného kitu a EpiMark

5-hmC and 5-mC Analysis Kit (NEW ENGLAND BIOLABS).

Mspl a Hpall jsou restrikéni enzymy, které rozpoznaji specifickou sekvenci
5’- CCGG -3, ale maji odlisnou citlivost k 5-mC v této sekvenci. Enzym Mspl §tépi
sekvenci v ptitomnosti 5-mC i 5-hmC, ale jeho aktivita je blokovana, pokud je
5-hmC glukosylovany. Hpall $tépi pouze nemodifikovany cytosin v 5- CCGG -3’
sekvenci (EpiJet). Glukosylaci DNA umoziuje ptitomnost enzymu T4-glukosyltransferazy
(T4-BGT). Tato reakce je nezavisla na nukleotidové sekvenci, a proto jsou v§echny 5-hmC

glukosylovany a nemodifikované cytosiny nebo 5-mC obsazené¢ v DNA nejsou ovlivnény

(EpiMark).

DNA glukosylace byla provedena podle protokolu EpiMark.

e Do 1,5ml mikrozkumavky byly pipetovany komponenty, viz tab. ¢. 4.

e Reakéni smés byla rozdélena do dvou 1,5ml mikrozkumavek tak, ze v kazdé
mikrozkumavce bylo 155 pl reakéni smési.

e Do jedné mikrozkumavky byly pipetovany 3 ul T4 B-glukosyltransferazy
(T4-BGT) o pocateéni koncentraci (10 U-ul™).

e Do druhé mikrozkumavky byly pipetovany 3 pl deionizované H2O.

e Smés obou zkumavek byla opatrné promisena a inkubovéana po dobu 12—18 hod pfti

teploté 37 °C.

Restrik¢éni $tépeni pomoci enzymi Mspl a Hpall bylo provedeno podle protokolu
EpiJET. Pro ptehlednost jsou jednotlivé enzymy obsazené v 0,2ml mikrozkumavkach
rozepsany v tab. ¢. 5 a pfitomnost $tépené/nestépené DNA v tab. ¢. 6.

e Po inkubaci bylo ze smési s obsahem T4-BGT pieneseno 50 pl do cisté 0,2ml

mikrozkumavky a tato mikrozkumavka byla oznacena ¢islem 3.
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e Ze smési s obsahem deionizované H>O bylo postupné pieneseno po 50 pl do
¢istych 0,2ml mikrozkumavek s oznacenim 1, 2 a 4.

e Do mikrozkumavky 2 byl pipetovan 1 ul Hpall.

e Do mikrozkumavek 3 a 4 byl pipetovan 1 pl Mspl.

e Do mikrozkumavky 1 byl pipetovan 1 pl deionizované H>O.

e Sm¢s byla dikladné promichéana a kratce centifugovana.

e Mikrozkumavky byly inkubovany po dobu 4 hod pfi teploté 37 °C.

Tab. ¢. 4: Komponenty pro glukosyla¢ni reakéni smés.

komponenty objem [pl] vysledna koncentrace
DNA odpovidajici 5 ug DNA | 30 pg-ml?

2mmol-I"t UDP-glukéza | 12,4 80 pmol-I*

10x NEBuffer 4 31 1x

deionizovana H2O do objemu 310

Celkem 310

Tab. €. 5: Enzymy obsazené v jednotlivych 0,2ml mikrozkumavkach.

1 2 3 4
- - T4-BGT | -
- Hpall - -
- - Mspl Mspl

Tab. €. 6: Pfitomnost modifikované $t€pené/nestépené DNA v mikrozkumavkach 1, 2, 3 a 4.

kontrolni nestépend DNA

roz$tépend DNA v CCGG sekvencich s nemodifikovanym C

1

2

3 | rozstépend DNA v CCGG sekvencich s nemodifikovanym C nebo 5-mC

4 | rozstépena DNA v CCGG sekvencich s nemodifikovanym C, 5-mC nebo 5-hmC

4.4.3 Analyza 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR

DNA, stépend pomoci restrikénich enzymii Mspl a Hpall, byla analyzovana pomoci
absolutni kvantifikace qPCR na ptitomnost 5-mC a 5-hmC. Pro qPCR byl pouzit
SsoAdvanced Universal SyberGreen Supermix a primery, viz tab. ¢. 9.
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e Byla pfipravena reakéni smés pro qPCR z komponent uvedenych, viz tab. ¢. 7,

objem pro 1 jamku byl vynasoben 4 (modifikovanda DNA = mikrozkumavky

1, 2, 3, 4 jednotlivych vzorki) a 2 (duplikaty).

e Reakéni smés byla pipetovana do 96-ti jamkové desticky po 19 pl na 1 jamku,

viz tab. &. 7.

e Do jamek desticky byl pipetovan 1 pul modifikované Stépené/nestépené DNA

z mikrozkumavek 1, 2, 3, 4 ve dvou opakovanich, viz tab. ¢. 7.

e Desticka byla zalepena f6lii a centrifugovana po dobu 2 min pii 1200 g.

e Pomoci pfistroje Lightcykler s prednastavenym programem, viz tab. ¢. 8, byly

ziskany grafy s profily amplifika¢nich kiivek a zprogramu pro absolutni

kvantifikaci byly pouzity Ct hodnoty pro nésledné analyzy metylacnich

a hydroxymetylac¢nich zmén.

Tab. €. 7: Komponenty pro qPCR smés a nasledné pipetovani vzorku.

komponenty ot?jem Pro vysledna koncentrace
1 jamku [pl]
2x SsoAdvanced universal Syber
Green supermix 10 i
10pmol-I" left primer, viz tab. ¢.9 | 0,8 400 nmol-I*
10umol-I* right primer, viz tab. ¢. 9 | 0,8 400 nmol-It
deionizovana H-O 7,4
celkem 19
nasledné pipetovano:
modifikovana DNA 1/2/3/4 1
celkem 20
Tab. ¢. 8: Teplotni profil qPCR.
krok teplota [°C] | ¢as cykly
aktivace polymerazy 95 10 min 1
denaturace 95 10s 40+10
hybridizace 60 30s
elongace 72 20s
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Tab. ¢. 9: Seznam pouzitych primeri a sond.

primer sekvence primeru sonda
TET1
left CAGCCATCAGATCTGTAAGAARAG
: CD #17
right GGCCTCTTGTTTTCCTTTATAAC
TET 2
left GAAGGTGGGCCGGGGCGG
: CD #66
right GAGAGGGTGTGCTGCTGAAT
TET 2 (pouze pro expresni analyzu)
left ACGCTTGGAAGCAGGAGAT
: CD #66
right AAGGCTGCCCTCTAGTTGAA
TET 3
left CGCCTCTATCCGGGAACT
: CD #25
right CTTCCCCGTGTAGATGACCT
B2M (pouze pro expresni analyzu)
left TTCTGGCCTGGAGGCTATC
_ CD #42
right TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC
4.4.4 1zolace RNA z aspiratu Kostni difené

Stanoveni exprese geni TET1, TET2 a TET3 piedchazela izolace RNA z aspiratu
kostni dfené pacientd podle metodického postupu TRI REAGENT® RT-BLOOD
(MOLECULAR RESEARCH CENTER). lzolace RNA byla provedena v digestofi,
pracovni plochy byly osetfeny inhibitory RNAz - RNase ZAP (SIGMA-ALDRICH), byly

pouzivany chladici boxy.

Do 1,5ml mikrozkumavek bylo pipetovano 750 pul roztoku TRI-reagent
RT-Blood a 125 pl aspiratu KD.

Aspirat KD byl s TRI-reagentem ihned promichan pomoci vortex.

Ke smési bylo pipetovano 50 pl 4’-bromanisolu.

Tato smés byla ihned 15 s pulzné pomichana pomoci vortex.

Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 15 min pfi otackach 12 000 g a teploté
4 °C. Centrifugaci byly vytvoteny 3 faze, pficemz RNA byla pfitomna v horni fazi.
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4.4.5

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo odebrano ptiblizné 500 pl horni faze, do které bylo
nasledné pipetovano 500 pl isopropanolu.

Smés byla opatrné promisena a inkubovana po dobu 10 min pfi pokojové teploté.
Nasledné byla smés centrifugovana po dobu 5 min pti otackach 12 000 g a teploté
4 °C.

Supernatant byl odstranén a vznikly pelet byl pomoci vortex promyvan 1 ml 75%
ethanolu.

Vzorek byl centrifugovan po dobu 5 min pfi otackach 6 000 g a teploté 24 °C.
Supernatant byl odstranén a dle velikosti peletu byl pelet resuspendovan ve
20-40 pl depcH:20.

Nasledné byla pomoci spektrofotometru NanoDrop zmétena koncentrace a Cistota

ziskané RNA. Koncentrace dosahovala hodnot 34-449,5 ng-ul™.
Ziskana RNA byla uskladnéna pii -80 °C.

Reverzni transkripce (RT-PCR)

Ze vzorki RNA byla pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(ROCHE) piipravena cDNA.

Do 0,2ml mikrozkumavek byly pipetovany 2 ul random hexamer primeru, 100 ng
RNA a deionizovanou H2O byl objem doplnén do 13 pl.

Vzorky byly denaturovany po dobu 10 min pii 65 °C.

Po ukonceni denaturace byly vzorky okamzité zchlazeny.

Ke vzorkim byly postupné pipetovany komponenty, viz tab. ¢. 10.

Vzorky byly inkubovany v termocykleru po dobu 10 min pfi teploté¢ 25 °C,
nasledn¢ po dobu 30 min pii teploté 55 °C, a nakonec po dobu 5 min pfi teplote
85 °C.

cDNA byla pouZita pfimo pro qPCR, nebo byla uskladnéna pti -20 °C.
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Tab. ¢. 10: Komponenty pro RT-PCR.

Komponenty objem pro vysledna

1 reakci [pl] koncentrace
5x transciptor reverse transciptase reaction A Ix
pufr
40U-plt protector RNase inhibitor 0,5 20 U
10mmol-I"! deoxynukleotidovy mix 2 1 mmol-I*t
20 U-pl transcriptor reverse transkriptaza 0,5 10U
celkem (+13 ul z 1. kroku) 20 ul

4.4.6 Expresnianalyza TET1, TET2a TET3

Relativni kvantifikace exprese genit TET1 (tet metylcytosin dioxygenaza 1), TET2
(tet metylcytosin dioxygenaza 2) a TET3 (tet metylcytosin dioxygenaza 3) byla provedena
metodou real-time PCR, znamou i jako kvantitativni PCR (qPCR). Pomoci relativni
kvantifikace miizeme analyzovat zmény exprese urcitého genu v porovnani s referencnim
vzorkem (napf. zdrava kontrola), tedy s normalizovanou kontrolou. VSechny vzorky jsou
vétSinou normalizovany k referenénim gentim, které se oznacuji jako ,,housekeepingové
geny. Normalizovana kontrola je porovnavana se vzorkem a vysledkem je ndsobek exprese
genu vzorku oproti genu normalizované kontroly (fold change). Pro relativni kvantifikaci
exprese gent: TET1, TET2 a TET3 byla provedena real-time PCR pomoci Xceed gPCR
Probe 2x Mix Lo-ROX (No-ROX). Vzorky pacient s MM byly porovnavany se vzorkem
zdravych jedincti (NC1), které byly podle kroku 4.4.5 RT-PCR pievedeny do cDNA. Jako
,housekeepingovy“ gen byl pouzit gen pro beta-2-mikroglobulin (f2M). Byly pouzity
primery a k nim kompatibilni sondy, viz tab. ¢. 9.
e Byla pfipravena reakéni smés pro gPCR z komponent, viz tab. ¢. 11, objem pro
1 jamku se vynasobil poc¢tem vzorki a 3 (triplety).
e Nasledn¢ byla reakéni smé&s pro gPCR rozdélena do 96-ti jamkové desticky po
18,6 ul na 1 jamku, viz tab. ¢. 11.
e Do jamek desticky byl pipetovan 1 ul vzorku cDNA, ktery byl vzdy piitomen ve
tiech opakovanich (triplet), a k nému 0,4 ul pfislusné sondy, viz tab. ¢. 11.

e Desticka byla pielepena folii a centrifugovana po dobu 2 min pti 1200 g.
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e Pomoci piistroje Lightcykler s pfednastavenym programem, Viz tab. ¢. 12, byla

expresni data vyhodnocena programem pro relativni kvantifikaci.

Tab. ¢. 11: Komponenty pro gPCR smés a nasledné pipetovani vzorki a sond.

komponenty ot?jem Pro vysledna koncentrace
1 jamku [pl]

Xceed gPCR Probe 2x mix 10 1x
10pumol-I" left primer, viztab. ¢.9 | 0,8 400 nmol-I*
10pmol-I right primer, viz tab. ¢. 9 | 0,8 400 nmol-I*
deionizovana H2O 7 -
celkem 18,6
nasledné pipetovano:
10pmol-I*t sonda, viz tab. ¢. 9 0,4 200 nmol-It
cDNA templat 1 variabilni
celkem 20

Tab. ¢. 12: Teplotni profil gPCR.
krok teplota [°C] | ¢as cykly
aktivace polymerazy 95 2 min
denaturace 95 5s 40+10
hybridizace/elongace 63 25s
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekce metylaci a hydroxymetylaci u genit TET1, TET2a TET3

Pro detekci modifikovanych cytosind 5-metylcytosin (5-mC)
a 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC) ve specifickych tisecich DNA geni TET1, TET2 a TET3
byl pouzit postup EpiJET 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (THERMO SCIENTIFIC). Podle
protokolu byla genomova DNA po glukosylaci $tépena restrikénimi endonukleazami Mspl
a Hpall a nasledné byla provedena absolutni kvantifikace tiseki DNA, pro jejichz vybér
byla limitujici pfitomnost sekvence 5’- CCGG -3". Pro absolutni kvantifikaci byla pouzita
metoda gPCR.

Pro detekci 5-mC a 5-hmC bylo pouzito 5 vzorkit DNA pacienti s MM, u kterych
byla soucasné provedena expresni analyza sledovanych gent. Cilem absolutni kvantifikace
specifickych useki DNA bylo stanoveni poctu cykli u tfi kombinaci $tépeni a jedné
kontroly (1-4), viz tab. 5 a 6, a porovnani priabéhu jednotlivych amplifika¢nich kiivek
v grafu zavislosti fluorescence na poctech cykli (popt. ¢ase) podle vzort (1-4) uvedenych
v protokolu.

Z celkového poctu vzorovych profild amplifikaénich kiivek v péti grafech, byla

detekovana shoda se dvéma profilovymi vzory, viz graf ¢. 1 a 2.

kontrolni (1)
M + Epi Hpall (2)
M + T4 BGT + Epi MspI (3)
I + Epi Mspl (4)

Ct1rCr2rCt3~Ct4 Ct

Graf. ¢. 1: Detekce nepfitomnosti metylace v sekvenci 5- CCGG -3" pomoci enzymt Hpall a Mspl.

Pievzato z: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1501
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A kontrolni (1)

M + Epi Hpall (2)

M + T4 BGT + Epi MspI (3)
I + Epi Mspl (4)

Cti~Ct2 Ct3~Ct4 Ct

Graf. ¢. 2: Detekce metylace v sekvenci 5- CCGG -3" pomoci enzymi Hpall a Mspl. Pievzato z:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1501.

Analyza metylac¢nich a hydroxymetyla¢nich zmén u genu TET1. U kvantitativniho PCR
S primery specifickymi pro gen TET1 jsme ziskali profil amplifikaénich kiivek u 5 vzorki
DNA pacientd s MM odpovidajici vzorovému grafu ¢. 1. Hodnoty Ct v grafu ¢. 1 jsou pro
odlisné modifikovanou genomovou DNA 1-4 piiblizné stejné, coz indikuje neptitomnost
5-mC a 5-hmC v tomto tGseku genu TET1. Pro ukazku amplifika¢ni kfivky, zhotovenou

béhem qPCR, byly vybrany vzorky pacientt ¢. 90 a 96, viz graf ¢. 3 a 4.

Fluorescence History
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Graf. ¢. 3: gPCR zavislost fluorescence na ¢ase u vzorku ¢. 90 u genu TET1.
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Fluorescence History
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Graf. ¢. 4: gPCR zavislost fluorescence na ¢ase u vzorku ¢. 96 u genu TET1.

Analyza metyla¢nich a hydroxymetyla¢nich zmén u genu TET2. U kvantitativniho PCR
S primery specifickymi pro gen TET2 jsme ziskali profil amplifikaénich kiivek u 5 vzorki
DNA pacienti s MM odpovidajici vzorovému grafu ¢. 2. Hodnoty Ct v grafu ¢. 2 jsou
ptiblizné stejné u modifikaci 1 a 2 a nasledné u modifikaci 3 a 4, coz naznacuje ptitomnost
metylovaného cytosinu 5-mC v sekvenci 5'- CCGG -3” amplifikovaného useku DNA. Pro
ukazku amplifikacéni kiivky, zhotovenou béhem qPCR, byly vybrany vzorky pacienti ¢. 90
a96,vizgraf¢.5a6.

Fluorescence History
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Graf. ¢. 5: gPCR zavislost fluorescence na ¢ase u vzorku ¢. 90 u genu TET2.
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Fluorescence History
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Graf. ¢. 6: gPCR zavislost fluorescence na Case u vzorku ¢. 96 u genu TET2.

Analyza metyla¢nich a hydroxymetyla¢nich zmén u genu TET3. U kvantitativniho PCR
S primery specifickymi pro gen TET3 jsme ziskali profil amplifikaénich kiivek u 5 vzorki
DNA pacientil s MM odpovidajici vzorovému grafu ¢. 2. Hodnoty Ct jsou pfiblizné stejné
u modifikaci 1 a2 a nasledné u modifikaci 3 a 4, coz naznacuje pfitomnost metylovaného
cytosinu 5-mC v sekvenci 5'- CCGG -3 amplifikovaného tseku DNA. Pro ukazku

amplifikacni kiivky, zhotovenou béhem gPCR, byly vybrany vzorky pacienti ¢. 90 a 96,
vizgraf¢. 7a8.
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Graf. ¢. 7: gPCR zavislost fluorescence na ¢ase u vzorku ¢. 90 u genu TET3.
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Fluorescence History
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Graf. ¢. 8: qPCR zavislost fluorescence na ¢ase u vzorku €. 96 u genu TET3

Absolutni kvantifikace produktii restrikéniho Stépeni genu TET1. Namétené hodnoty
Ct pro gen TET1 byly u jednotlivych amplifika¢nich kfivek ¢ty typt modifikované
Stépené/nestépené DNA (1-4) piiblizné stejné, viz tab. ¢. 13. (Celkové shrnuti vysledkd
pro gen TET1, viz ptiloha ¢. 1). Zjisténa uroven hodnot Ct potvrzuje nepiitomnost
metylaénich nebo hydroxymetyla¢nich zmén ve sledovaném useku genu TET1, viz graf
¢.3ad4.

Tab. €. 13: Hodnoty Ct naméfené pro gen TET1.

TET1 Ct
vzorky |1la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b
88 31,98 32,01 32,08 32,13 |32,15|32,07 | 32,42 32,09
89 31,47|31,55|31,12 31,46 31,77 |31,75|31,98 31,71
90 31,77|31,43|31,54|31,32|30,95|31,15|31,13| 31,70
96 31,63|31,73|31,33|31,54|31,51|31,14 31,11 31,48
98 31,80)31,63 31,66 33,56 31,69 |31,63|31,78|31,53

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odlisné $tépenou genomovou DNA, viz kapitola
4.4.2.

Absolutni kvantifikace produktii restrikéniho Stépeni genu TET2. Naméfené hodnoty
Ct pro gen TET2 vykazovaly dvé trovné hodnot. Hodnoty Ct byly piiblizné stejné
ul.a?2. typu modifikované S$tépené/nestépené DNA, a u 3. a 4. typu modifikované
Stépené/nestépené DNA, viztab.¢. 14. (Celkové shrnuti vysledki pro gen TET2,
viz piiloha €. 2). Ze ziskanych hodnot Ct byly pomoci niZze uvedeného vzorce vypocitany

hodnoty, které jsou-li vétsi nebo rovny 4,5 potvrzuji pfitomnost metylacnich zmén, souhrn
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vypocitanych hodnot viz tab. ¢. 15. U vzorku ¢. 88, 89, 90 a 96 byly vysledné hodnoty
Vv rozmezi 3,04—-3,52.

Vzorec pro vypocet trovné metylace a piiklad vypoctu z hodnot Ct vzorku 88a (gen
TET2):

(Ca3~Cq4)—(Cal~Cq2)>4,5

[(Ca3+Cq4)/2]-[(Cal+Cq2)/2]>4,5

[(3a+4a)/2]-[(1la+2a)/2]>4,5

[(23,23+22,62)/2]-[(19,41+19,82)/2]=3,31

Tab. ¢. 14: Hodnoty Ct naméfené pro gen TET2.

TET2 C: (pocet cykli)
vzorky |1la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b
88 19,41/19,24119,82]19,91 | 23,23 | 23,55 | 22,62 | 22,64
89 18,90 (18,68 (19,07 | 19,18 22,26 | 22,16 | 22,12 | 22,00
90 18,61|18,65(18,89|19,07|21,82|22,01|21,75|22,03
96 18,78 118,60(19,04 /19,17 22,28 22,40 21,71 (21,71
98y 19,90 |19,77]19,79|20,03 | 22,63 | 28,28 | 22,52 | 24,60

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odlisné $t€penou genomovou DNA, viz kapitola

4.4.2. Pismeno y oznacuje opakovani nékterych pokusi se stejnym vzorkem.

Tab. ¢. 15: Hodnoty vypoéitané dle vySe uvedeného vzorce pro gen TET2.

TET?2
vzorky |a b
88 331] 352
89 321 3,15
90 3,04 3,16
96 309 317
98y 2,73] 6,54

Absolutni kvantifikace produkti restrikéniho Stépeni genu TET3. Namétené hodnoty
Ct pro gen TET3 vykazovaly dvé trovné hodnot. Hodnoty Ct byly ptiblizn¢ stejné u 1. a 2.
typu modifikované  Stépené/neStépen¢ DNA, au3.a4. typu modifikované
Stépené/nestépené DNA, viztab. ¢. 16. (Celkové shrnuti vysledki pro gen TETS3,
viz piiloha ¢. 3). Ze ziskanych hodnot Ct byly pomoci niZze uvedeného vzorce vypocitany

hodnoty, které jsou-li vétsi nebo rovny 4,5 potvrzuji pfitomnost metyla¢nich zmén.
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(Souhrn vypocitanych hodnot, viz tab. ¢.17). U vSech vzorkd byly ziskany duplikaty
s nizkou odchylkou (ACq < 0,5). Vypocitané hodnoty u vSech 5 vzorki byly v rozmezi
6,92-10,30, coz potvrzuje pritomnost metylacnich zmén ve sledovaném useku genu TETS3,

viz graf ¢. 7 a 8.

Vzorec pro vypocet trovné metylace a piiklad vypocétu z hodnot Ct vzorku 88a (gen
TET3):

(Ca3~Cq4)—(Cql~Cq2)>4,5

[(Ca3+Cq4)/2]|-[(Cql+Cq2)/2]>4,5

[(3a+4a)/2]-[(1a+2a)/2]>4,5

[(35,93+37,07)/2]-[(28,52+28,91)/2]=7,79

Tab. ¢. 16: Hodnoty Ct naméfené pro gen TET3.

TET3 C: (pocet cykli)
vzorky |la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b
88 28,52 | 28,53 | 28,91 | 29,04 | 35,93 | 35,87 | 37,07 | 38,67
89 28,13 (27,86 | 28,47 | 28,16 | 36,86 | 36,05 | 35,96 | 36,65
90 28,18 | 28,07 | 28,25 | 28,03 | 35,73 | 36,56 | 35,01 | 37,03
96 28,28 28,91 | 29,07 | 29,24 | 38,02 | 39,97 | 39,49 | 38,78
98 32,64 32,42 (32,89 |32,45 (41,57 |41,43|38,84 | 37,28

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odlisné st€penou genomovou DNA, viz kapitola

4.4.2. Pismeno y oznacuje opakovani nékterych pokusi se stejnym vzorkem.

Tab. ¢. 17: Hodnoty vypo¢itané dle vySe uvedeného vzorce pro gen TET3.

TET3
vzorky |a b
88 7,79 849
89 811| 8,34
90 7,16| 8,85
96 10,08 | 10,30
98 744 6,92
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5.2 Relativni kvantifikace exprese genti TET1, TET2a TET3

Cilem expresni analyzy bylo zjistit uroven exprese geni TET1, TET2 a TET3 ve
srovnani s arovni exprese téchto genu u zdravych jedincu. Vzorky pacientd s MM byly
porovnavany se vzorkem zdravého jedince (NC1). Jako ,.housekeepingovy* gen byl zvolen
S2M (beta-2-mikroglobulin).

Bylo analyzovano 7 vzorku izolovanych z aspiratu kosti difené od pacienttii s MM.

Mg¢feni byla provadéna v tripletech nebo v duplikatech.

Exprese TET proteint u sledovanych pacientd s MM

35
30
25 |
20 |
15
10 ¢
o]
5 . T
- 3 G
0 L il
I 1 o Median
[0 25%-75%
T Rozsah neodleh.
-5 - ‘ : : o Odlehlé
TET1 TET2 TET3 % Extrémy

Graf. ¢. 9: Exprese proteint TET1, TET2 a TET3 u sledovanych pacientd s MM.

Exprese genu TET1 dosahovala oproti genim TET2 a TET3 vys$Sich hodnot a vyssi

variability. Exprese genti TET2 a TET3 je ve srovnani s expresi genu TET1 vyrazné niZsi.

Metylac¢ni zmény byly detekovany u genu TET2 a vyrazné signifikantni byly u genu TET3.
U genu TET1 nebyly metylaéni zmény zjiSt€ny. Pfitomnost metylacnich zmén ve
sledovaném Useku DNA u genu TET2 a TET3 muze souviset s vyrazné€ nizsi expresi obou
gend, vizgraf¢. 9, ve srovnani sexpresi genu TETL1, u kterého nebyly detekovany

metylaéni zmény.
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6 DISKUSE

Cilem bakalaiské prace bylo detekovat metylacni a piipadné hydroxymetyla¢ni zmény ve
sledovanych usecich DNA v genech TET1, TET2 a TET3 s néslednou expresni analyzou
téchto genti u vzorkd pacientli s mnohoc¢etnym myelomem. Stanoveni hladiny 5-hmC
u myeloidnich malignit mize byt cennym diagnostickym a prognostickym nastrojem pii
1é¢bé mnohocetného myelomu (Ko a kol., 2010).

Metylace DNA uzce souvisi a ovliviluje ontogeneticky vyvoj ¢lovéka a zménény
metylaéni vzorec je privodnim znakem nddorovych onemocnéni. TETI, TET2 a TET3
patii do rodiny proteini TET (ten-eleven translocation). Tyto enzymy maji schopnost
prevadét 5-metylcytosin na 5-hydroxymetylcytosin (Tahiliani a kol., 2009;
Ito a kol., 2010). Clen rodiny TET1 byl identifikovéan jako fiizni partner myeloid/lymphoid
leukemie (MLL) v t(10;11) (q22;23) translokaci akutni leukémie (Ono a kol., 2002;
Lorsbach a kol., 2003). Mutace v genu TET2 byly opakovan¢ identifikovany u pacientt
s myeloidnimi malignitami (Delhommeau a kol., 2009; Langemeijer a kol., 2009; Tefferi
akol., 2011). Ko a kol. (2010) popsal, Ze u vétsiny testovanych vzorkli od pacientli s MM,
u kterych nebyla zjisténa mutace v genu TET2 méla vysokou hladinu 5-hmC, zatimco
vzorky s mutaci v genu TET2 vykazovaly nizkou uroven 5-hmC.

Celkem bylo hodnoceno 7 pacienttl, viz ptiloha 1-3. U gentt TET1 a TET2 nebyly
prokazany signifikantni metyla¢ni zmény v sekvenci 5'- CCGG -3". U gent TET3 byla
prokézana piitomnost metylaci ve sledované sekvenci. Expresni analyza téchto gent
prokézala zvysenou hladinu exprese genu TET1 oproti genim TET2 a TET3.

Naméfené hodnoty Ct pro gen TET1 byly piiblizné stejné, viz tab. 13, coz potvrzuje
nepiitomnost metylacnich nebo hydroxymetyla¢nich zmén ve sledovaném useku genu
TET1, viz graf ¢. 3 a 4. Profil amplifika¢nich kfivek sledované sekvence genu TET1
uvsech 7 wvzorki pacienti sMM odpovidal vzorovému grafu ¢ 1.
(www.thermofisher.com). Hodnoty Ct vgrafuc. 1 jsou pro odlisné modifikovanou
genomovou DNA 14 piiblizné stejné, coZ mlze byt je zpisobeno tim, Ze Hpall a Mspl
nedetekuji misto pro modifikaci. Pfi¢inou muze byt také wvnéj$i modifikovany C
v 5’- CCGG -3’sekvenci, ktery také Hpall a Mspl nestépi.

U genu TET2 a TET3 byl profil amplifika¢nich kiivek u 7 vzorkii DNA pacientl
S MM odpovidajici vzorovému grafu ¢. 2. (www.thermofisher.com). Enzym Hpall dokaze
roz§tépit pouze nemodifikovany cytosin. Tim, Ze nedoslo k nastépeni sledované sekvence

DNA (jeji amlifikaéni profil u modifikaci 1 a2 je téméf shodny) byla indikovana mozna
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pfitomnost metylovaného cytosinu 5-mC v sekvenci 5'- CCGG -3 amplifikovaného useku
DNA.

Namétené hodnoty Ct pro geny TET2 a TET3 vykazovaly dvé urovné hodnot.
Hodnoty Ct byly pfiblizné stejné u 1. a 2. typu modifikované Stépené/nestépené DNA
au3. a 4. typu modifikované Sté€pené/nestépené DNA, viz tab. ¢. 14. a ¢. 16. Hodnoty
vypocitané pomoci uvedeného vzorce, viz tab. €. 15, nepotvrdily u vzorka ¢. 88, 89, 90,
96 pritomnost metylaci v genu TET2. U vzorku ¢. 98 byla mezi duplikaty ptili§ velka
odchylka, a proto hodnota 6,54, kterda by naznaCovala metylaci, nebyla povazovéna za
signifikantni. U genu TET3 byly hodnoty vypocitané pomoci uvedeného vzorce,
viz tab. ¢. 17, v rozmezi 6,92—-10,30, coz naznacuje signifikantni pfitomnost metylac¢nich
zmén ve sledovaném useku genu. Navic byly u vSech vzorkl ziskany duplikaty s nizkou
odchylkou (ACq<0,5). Zapojeni genu TET3 na vzniku nebo rozvoji hemato-
onkologickych onemocnéni nebylo doposud podrobné popsano. Abdel-Wahab a kol.
(2009) analyzovali muta¢ni status gentt TET1, TET2 a TET3 u myeloproliferativnich
neoplazii, chronické myelomonocytarni leukémii a akutni myeloidni leukémii. Autofi
popsali somatické mutace a jednonukleotidové polymorfismy u genu TET2. Stejné
somatické mutace jako u genu TET2 nebyly doposud zjistény u gent TET1 a TETS.

Mutace v genu TET2 byly popsany u myeloidnich malignit (Delhommeau a kol.,
2009; Langemeijer a kol., 2009; Tefferi a kol., 2011), ale metyla¢ni analyzy gentd TET1,
TET2 a TET3 sjejich naslednou expresni analyzou nebyly zatim popsany u Zadného
z hemato-onkologickych onemocnéni. U genu TET2 nebyla potvrzena hypermetylace
promotoru tohoto genu (Abdel-Wahab a kol., 2009). V této bakalaiské praci bylo zjisténo,
ze exprese genu TET1 dosahovala oproti genim TET2 a TET3 vysSich hodnot a vyssi
variability. Exprese genti TET2 a TET3 je ve srovnéni s expresi genu TET1 vyrazné niZsi.
Pfitomnost metylacnich zmén ve sledovaném tiseku DNA u gentt TET2 a TET3 tak miize
souviset s vyrazné niz$i expresi obou gend, viz graf ¢. 9, ve srovnani s expresi genu TET1,

u kterého nebyly metylacni zmény detekovany.
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7 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo detekovat metylacni a ptipadné hydroxymetylacni zmény
ve sledovanych usecich DNA v genech TET1, TET2 a TET3 s naslednou expresni analyzou
téchto genti u vzorki pacientli s mnohocetnym myelomem.

Izolovana DNA byla po glukosylové modifikaci $tépena pomoci restrikénich enzymi
Mspl a Hpall a nasledné¢ analyzovéna pomoci real-time PCR na pfitomnost metylaci
a hydroxymetylaci.

Signifikantni metyla¢ni zmény byly zjistény ve sledovaném useku DNA u genu TET3
a u genu TET2 jeho amplifikacni kiivky vykazovaly metylacni profil. U genu TET1 nebyl
detekovan 5-mC ani 5-hmC.

Nésledné byla provedena expresni analyza téchto gend. Celkem byla hodnocena
modifikovanda DNA a ¢cDNA 7 pacientii s mnoho¢etnym myelomem. Expresni analyza
téchto gentl prokazala zvysSenou hladinu exprese genu TET1 oproti gentim TET2 a TET3.

Pfitomnost metyla¢nich zmén ve sledovaném tseku DNA u gent TET2 a TET3 tak

muze souviset s vyrazné nizsi expresi obou genti, ve srovnani s expresi genu TET1.
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9 PRILOHY

Ptiloha ¢. 1: Hodnoty naméfené pti analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TETL.
Ptiloha €. 2: Hodnoty naméiené pii analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TET2.
Ptiloha ¢. 3: Hodnoty naméfené pii analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TET3.
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Ptiloha. ¢. 1: Hodnoty naméfené pfi analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TETL.

TET1 Ct (pocet cykli)

vzorky (5000ng) |1la 1b x1 2a 2b X2 |[3a 3b x3 |4a 4b x4
88 31,98|32,01|32,00 |32,08|32,13|32,11|32,15|32,07[32,11|32,42|32,09|32,26
89 31,4713155|31,51 |31,12|31,46|31,29|31,77|31,75|31,76|31,98(31,71|31,85
90 31,77]31,43|31,60 |31,54|31,32|31,43[30,95|31,15|31,05/31,13/31,70|31,42
92 30,0130,29 30,15 |30,49 30,26 |30,3830,25|30,29|30,27 30,19 30,16 | 30,18
93 33,1632,73[32,95 |32,60]32,96|32,78 33,76 32,21 32,99 | 33,03 32,60 | 32,82
96 31,63|31,73|31,68 |31,33|31,54|31,44|31,51(31,14[31,33|31,11|31,48|31,30
98 31,80|31,63|31,72 |31,66|33,56|32,61|31,69|31,63|31,66|31,78[31,53|31,66
vzorky (500ng)*

98 36,58 139,14 37,86 |33,90|34,19|34,05|33,89|34,71|34,30| 33,55 33,62 | 33,59

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odlisné §tépenou genomovou DNA, viz kapitola 4.4.2. * ziskané hodnoty nejsou souc¢asti vysledku.



Ptiloha ¢. 2: Hodnoty naméfené pii analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TET2.

TET2 Ci (pocet cyklii)
vzorky (5000ng) | la 1b x1 2a 2b x2 |3a 3b x3 |4a 4b X4
88 19,41)19,24 /19,33 |19,82|19,91 /19,87 | 23,23 | 23,55 | 23,39 | 22,62 | 22,64 | 22,63
89 18,90|18,68 18,79 |19,07]19,18|19,13|22,26 22,16 | 22,21 | 22,12 | 22,00 | 22,06
90 18,61]18,65/18,63 |18,89|19,07/18,98|21,82|22,01|21,92|21,75|22,03 21,89
92X 32,18132,25|32,22 |32,16|32,41|32,29(32,87|32,42|32,65|32,80|32,58 32,69
92y 18,90|18,99 /18,95 |19,50]19,50|19,50|22,43|22,57 | 22,50 | 22,40 | 22,24 | 22,32
93x N 40,01 | 42,51 (37,29 41,15
93y 20,63 20,66 | 20,65 |20,83|20,77 20,80 | 24,02 | 23,92 | 23,97 | 23,66 | 23,63 | 23,65
96 18,78118,60|18,69 |19,04|19,17|19,11|22,28|22,40|22,34|21,71]21,71|21,71
98x 44,30 |N 44,30 N 41,59 |N 41,59
98y 19,90|19,77/19,84 |19,79|20,03 /19,91 |22,63 | 28,28 | 25,46 | 22,52 | 24,60 | 23,56
vzorky (500ng)
98x 36,60 | 36,09 | 36,35 | 34,56 | 33,58 | 34,07 33,66 | 33,70 33,68 | 34,20 | 22,94 | 28,57
98y 25,48 25,98 25,73 |26,48|26,13|26,31 | 26,25 | 27,63 | 26,94 | 27,75 36,38

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odli$né $tépenou genomovou DNA, viz kapitola 4.4.2. Pismeno x/y oznacuje opakovani nékterych pokusi se
stejnym vzorkem. Pismeno N oznacuje nehodnotitelny experiment. Méfeni s C; = 45 jsou oznacena Sedou, nejsou zahrnuta v hodnoceni, nebot’ vzorky vykazovaly velmi

nizkou expresi. * ziskané hodnoty nejsou soucasti vysledkd.



Ptiloha ¢. 3: Hodnoty naméfené pii analyze celkového zastoupeni 5-mC a 5-hmC pomoci qPCR pro TET3.

TET3 Ci (pocet cyklii)
vzorky (5000ng) | la 1b x1 2a 2b x2 |3a 3b x3 |4a 4b X4
88 28,52 28,53 28,53 |28,91|29,04 28,98 |35,93 35,87 |35,90| 37,07 | 38,67 | 37,87
89 28,13 /27,86 (28,00 |28,47|28,16 28,32 36,86 | 36,05 | 36,46 | 35,96 | 36,65 | 36,31
90 28,18 28,07 28,13 |28,25|28,03 28,14 |35,73|36,56 | 36,15 | 35,01 | 37,03 | 36,02
92 27,73 27,56 | 27,65 |27,68|27,75|27,72|34,63|35,24(34,94|34,73|35,63|35,18
93 32,74 132,60 32,67 |33,60]33,50|33,55|41,40 43,20
96 28,28 28,91 (28,60 |29,07 29,24 29,16 |38,02|39,97(39,00|39,49|38,78 39,14
98 32,64132,42 132,53 |32,8932,45|32,67|41,57|41,43]41,50|38,84|37,28| 38,06
vzorky (500ng)
98 35,76 34,75]35,26 |31,67|31,51|31,5937,30|37,63|37,47|38,50| 35,65 37,08

Pismeno a/b oznacuje duplikaty jednotlivych modifikaci s odlisné §tépenou genomovou DNA, viz kapitola 4.4.2. Mé&feni s C; = 45 jsou oznadena $edou, nejsou zahrnuta

v hodnoceni, nebot’ vzorky vykazovaly velmi nizkou expresi. * ziskané hodnoty nejsou soucasti vysledk.



