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Suhrn

Bakalarska praca je zamerand na stanovenie expresného profilu vybranych génov DNA
metyltrasnferaz vo vzorkach pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a vzorkach
myelomovych bunkovych linii. V teoretickej Casti su spracované zakladné informacie o DNA
metyltransferazach, regulacii ich aktivity a ich funkciach. Druha ¢ast’ tedrie pozostava z charakteristiky
ochorenia mnohopocetny myelom, jeho diagnostiky, S$tadii ochorenia a moznostiach liecby.
V experimentalnej Casti bolo vykonané stanovenie expresnych profilov troch DNA metyltransferaz —
DNMT1. DNMT3A a DNMT3B pomocou metody kvantitativnej real-time PCR. Na expresné analyzy
sledovanych génov bolo pouzitych 12 vzoriek pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym
myelomom a 6 vzoriek myeldémovych bunkovych linii. Ziskané expresné profily boli porovnané medzi
vzorkami pacientov s diagnostikovanym relabujiicim mnohopoéetnym myelémom a pacientov s NOVO
diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom. Hodnoty relativnych expresii génu DNMT1
u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myeldémom boli nizSie ako expresie génu
DNMT3A; zvysené expresie génu DNMT3A tak mézu byt délezitym diagnostickym markerom u novo
diagnostikovanych pacientov s mnohopocetnym myeldémom. U myelémovych bunkovych linii boli
relativne hodnoty aj 2 — AACt hodnoty expresii génov DNMT3A a DNMT3B kolisavé, ale nizsie ako
relativne hodnoty expresii génu DNMT1.
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Summary

Bachelor thesis is aimed on specifying express profile of selected genes of DNA
methyltransferases in patient samples with multiple myeloma diagnosed and samples of myeloma cell
lines. In theoretical part, basic information about DNA methyltransferases, regulation of their
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1 UVOD

DNA metyltrasnferdzy zodpovedaju za presun metylovej skupiny z univerzalneho darcu S-
adenozyl-L-metioninu na piatu poziciu zvysku cytozinu v DNA, ¢im teda sposobuju metylaciu DNA.
LCudsky genom koduje 5 DNA metyltransferazz DNMT1, DNMT3A a DNMT3B, ktoré katalyzuju
pridanie metylaénych znaciek ku genomovej DNA, teda vykazuji enzymaticka aktivitu. U cicavcov
tieto enzymy tvoria zaklad epigenetického programovania. ZvySnym dvom DNMT2 a DNMT3L
katalyticka aktivita chyba, ale spolu s enzymaticky aktivnymi DNA metyltransferazami plnia ulohu

V evolucnej adaptacii povodnych génov DNA metyltransferaz.

S mutaciami DNA metyltrasnferaz sa pri l'udskych ochoreniach nestretavame Casto. Vyskytuju sa
pri troch genetickych syndromoch a malej Casti rakoviny. Pri rakovine dochddza pomerne rychlo
k zmene vzorov metylacie DNA, a preto sa ¢asto spajaju tlohy DNA metyltransferaz prave s l'udskymi

nadormi (Lyko F., 2018).

Mnohopocetny myelém je maligna porucha plazmatickych buniek kostnej drene, ktora sposobuje
destrukciu kosti a zlyhanie kostnej drene. Typické symptomy st bolest’ chrbta a rednutie kosti, zapcha
a nevol'nost’. Pacienti ¢asto pocit'uji unavu a slabost’ ako dosledok poskodenej funkcie kostnej drene,
rovnako dochadza aj k zniZzeniu imunity, a tak CcastejSiemu vyskytu choréb. Aktivnemu
mnohopocetnému myelomu predchadzaji dve asymptomatické premaligne $tadia — monoklonalna
gamapatia neurcitého vyznamu (MGUS) a tlejuci mnohopocéetny myelom (SMM) (Rajkumar S. V.,
2016).



2 CIELE PRACE

1) Spracovanie literarnej reserse na dant tému;

2) Izolacia RNA z neovplyvnenych buniek vybranych myelomovych bunkovych linii a priprava
komplementarnej cDNA;

3) Izolacia RNA zo sortovanych buniek kostnej drene pacientov s diagndézou mnohopoéetného
myelomu a priprava komplementarnej cDNA;

4) Expresna analyza DNA metyltransferaz metodou Real-Time PCR.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1  DNA metyltransferazy

Vo vicsine genomov sa nachadza niekol’ko malo metylovanych baz, ako su N6-metyladenin
(6mA), N4-metylcytozin (4mC) a CS-metylcytozin (SmC). N6-metyladenin  sa  vyskytuje
v prokaryotickej DNA, pri¢om jeho hladina je pomerne vysoka v porovnani s hladinou v eukaryotickych
bunkach. N4-metylcytozin bol najdeny len v bakteridlnej DNA. V eukaryotickych gendmoch st
metylované znacky zvicsa pritomné ako C5-metylcytozin a ¢asto sa nachadzaju v CpG dinukleotidoch
(CpG islands). Metyla¢né znacky CpG na obidvoch vlaknach DNA st symetrické, pricom tato symetria
umoziuje post-replikativne udrziavanie metylaénych vzorcov DNA. Novo vytvarané metyla¢né znacky

CpG potom suvisia s epigenetickou regulaciou génovej expresie (Lyko F., 2018).

Vsetky DNA metyltransferazy pouzivaju rovnaké katalytické mechanizmy, ktoré su typické
tvorbou kovalentného medziproduktu enzymu a substratu (Wu J. C. et al., 1985). Naopak, na tvorbu
metylovanych baz SmC, 4mC a 6mA pouzivaju DNA metyltransferdzy odlisné katalytické motivy.
Katalytické motivy cytozin-5 DNA metyltransferaz su vysoko konzervované a vdaka nim vieme
rozpoznat’ DNA metyltransferazy v sekvenciach DNA (Posfai J. et al., 1989). Identifikacia rodiny DNA
metyltransferaz bola podmienena objavom, ze katalytické motivy prvej rozpoznanej cytozin-5 DNA
metyltransferazy u cicavcov, DNMT1, su vysoko konzervované v bakteridlnych cytozin-5 DNA
metyltransferazach (Bestor T. et al., 1988). Od tohto objavu bolo rozpoznanych mnoZstvo
eukaryotickych génov, ktoré obsahuji 10 Kkatalytickych motivov pritomnych v cytozin-5 DNA
metyltransferazach. Vdaka tejto identifikacii bola mozna rekonstrukcia evoluénych vztahov medzi

tymito enzymami, a tieZ ich subklasifikacia (Ponger L. et al., 2005).

RozliSujeme 5 DNA metyltransferaz, ktoré koduje l'udsky genom: DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B a DNMT3L. DNMT1, DNMT3A a DNMT3B vykazuju enzymatickl aktivitu, nakolko
katalyzuju pridanie metylacnych znaciek ku genomovej DNA. Tieto enzymy sa niekedy nazyvajui ako
kanonické. DNMT2 a DNMT3L nevykazuju katalyticka aktivitu, avSak spolu s kanonickymi enzymami
predstavuju evoluénll adaptaciu povodnych génov DNMTs. DNA metyltrasnferazy mozeme najst’ tiez
v rastlinach, avSak ich sekvencie tu presli rozsiahlej$imi variaciami (Law J. A. et al., 2010). V riasach
a hubach sa nachadzaji DNMT4, DNMT5 a DNMT®6, pri¢om zatial’ nebola dokazana pritomnost’ tychto
enzymov u zvierat (Ponger L. et al., 2005; Huff J. T. et al., 2014). Predpoklada sa, Ze maju rozdielne
funkcie ako DNMT1 a DNMT3, ¢o moze pomoct zistit' d’alsie funkcie metylacie DNA.

DNA metyltransferazy u zivoCichov sa skladaju z N-terminalnej regulacnej domény a C-
terminalnej katalytickej domény, medzi vynimky patri DNMT2, ktora je tvorend iba katalytickou
doménou. Druhou vynimkou je katalyticky neaktivna forma DNMT3L, ktorej chyba ¢ast’ N-terminalne;j



regula¢nej domény (vratane PWWP domény) a Cast’ C-terminalnej katalytickej domény. DNMTS ma vo
svojej N-terminalnej doméne zopar mensich subdomén, ktoré zabezpecuju molekularne interakcie, ako
napriklad vézbovii doménu pre protein 1 spojeny s DNMT1 (DMAP1), ktora je dolezitd pre interakciu
DNMT1 s transkripénym represorom DMAP1 (tiez znamy ako DNMAP1) a s histonovou deacetylazou
HDAC?2 (tiez znama ako HD2) (Rountree M. R. et al., 2000). Sekvencia zameriavajuca sa na ohniska
replikécie je nevyhnutna na zameranie DNMT1 na tieto ohniska, a tiez na udrziavanie DNA metylacie,
ktoré je od replikacie zavislé. Nachadza sa tu aj CXXC doména, ktora ma podobu domény zinkového
prstu a viaze sa na nemetylovaniu DNA. Pritomné st aj dve homologické brémové domény (BAH),
ktorych funkcia este nie je zistend. V DNMT3 boli tiez popisané domény, ako napriklad Pro-Trp-Trp-
Pro (PWWP) doména a ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) doména, ktoré su dolezité pre interakciu
chromatinu (Lyko F., 2018).

DNA metyltransferazy zabezpecuju presun metylovej skupiny z univerzalneho darcu S-
adenozyl-L-metioninu na piatu poziciu zvySku cytozinu v DNA. Cysteinovy zvySok v motive IV (znamy
aj ako PCQ enzym) iniciuje metyla¢nu reakciu, a to tak, ze sprostredkuje nukleofilny itok na Siesty
uhlik v cytozinovom kruhu (C6). Nasledne dochadza k prenosu metylovej skupiny z S-
adenozylmetioninu na piaty uhlik cytozinového kruhu (C5) a deprotonizacii z C5 za vzniku
metylcytozinu. Rézne Stidie odhalili alosterické kontrolné mechanizmy DNA metyltrasnferaz

a potvrdili existenciu autoinhibi¢nych mechanizmov, ktoré chrania enzym pred nespravnym zacielenim

(Lyko F., 2018).
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Obr. ¢. 1: Katalyticky mechanizmus DNA metyltransferaz (prevzaté a upravené podla Lyko F., 2018).

Cysteinovy zvySok v motive IV iniciuje metylacnt reakciu prostrednictvom nukleofilného utoku na C6
cytozinového kruhu. Tomuto utoku napoméha zvySok kyseliny glutdmovej v motive VI (tieZ zndmym
ako ENV). Po nukleofilnom ttoku dochadza k prenosu metylovej skupiny z S-adenozylmetioninu na
C5 cytozinového kruhu a odstranenie protonov z C5 za vzniku 5-metylcytozinu. Predpoklada sa, ze
vzniknuty 5-metylcytozin je sprostredkovany bazou poskytnutou enzymom. Aminokyselinové bocné
retazce zapojené do reakcie su na obrazku zvyraznené zelenou farbou, kofaktor S-adenozylmetionin

fialovou farbou a metylova skupina ¢ervenou farbou.



3.1.1 Regulacia aktivity DNA metyltransferaz

DNA metylacia je u cicavcov vysoko regulovand vd’aka r6znym molekularnym interakciam
a modifikaciam, ktoré sa podiel’aji na regulacii aktivity DNMTs. Gény kodujuce DNMTSs sa mézu

duplikovat’ alebo stratit’, o méze menit’ celkovu aktivitu DNMTS v priebehu evolucie.

Aktivitu DNA metyltransferaz mozu regulovat mnohé molekularne interakcie. Napriklad
DNMTA3L je katalyticky neaktivna, avsak je dolezitym kofaktorom enzymatickej aktivity DNMT3. Dve
molekuly DNMT3L dokazu vytvarat' s dvomi molekulami DNMT3A heterotetramérny komplex,
v ktorom st molekuly DNMT3A v strede (Jia D. et al., 2007). Tato formacia zvySuje afinitu komplexu
k DNA, ¢im sa zvySuje efektivita metylacie DNA. Na udrzanie metylacie in vivo je nevyhnutna ligaza
DNMT1 interagujuca s proteinom E3 ubiquitin UHRF1, ktora sa viaze na DNA. Doména UHRF1 — SET
a RING (SRA) — vel'mi preferuje hemimetylovani DNA a vyklopi metylovant bazu z DNA helixu, tym
nasmeruje DNMT1 K jej fyziologickému substratu. Bunky bez UHRF1 vykazovali vyrazny a rozsiahly
pokles metylacie DNA, ¢o poukazuje na doleZitost’ proteinov interagujicich s DNMT pre metylaciu
DNA (Bostick M. et al., 2007; Sharif J. et al., 2007). Na vytvorenie a udrZanie normalnych vzorcov
metylacie DNA su potrebné okrem UHRF1 aj d’alSie enzymy predstavujiuce chromatin, napriklad LSH
(znamy aj ako HELLS) a ATRX. Presny mechanizmus tychto reakcii este nie je objasneny, avsak je
zname, ze obsadenost nukleozémov je znizend u mutantov LSH a zaroveii je poSkodené cielenie
DNMT3A a DNMT3B na DNA. Ukazalo sa, ze DNMT1 sa viaze na nekodujicu RNA vznikajlicu z génu
CEBPA, ktory koduje transkripény faktor CCAAT/protein viazuci zosiliiova¢ (Di Ruscio A. et al.,
2013). Tato vizba medzi DNMT1 a nekodujiicou RNA brani metylacii CEBPA, ¢o naznacuje, ze RNA
zadrziava DNMT1, aby blokovala udrziavanie metylacie na pribuznom lokuse. Zadrziavanie DNA
metyltransferaz prostrednictvom RNA by mohlo byt moznym mechanizmom regulujicim zameranie

DNA metyltransferaz.

Dalsim spdsobom regulacie DNA metyltransferaz su post-translaéné modifikacie. Jednym
z prikladov takejto regulacie DNA metyltransferaz je lyzin-demetylaza LSD1, ktora moze demetylovat’
DNMT1 na lyzin 1094 a lyzin-metyltransferdza SET7 moZze metylovat DNMT1 na lyzin 142. Metylécia
v oboch polohéach je zamerana na degradaciu DNMT1, ktora je v stlade s celkovou hypometylaciou
DNA pozorovana v mysich embryonalnych kmetnovych bunkach s deficitom LSD1. Taktiez, kinaza
AKT1 moze fosforylovat DNMT1 na serin 143, pricom tato kindza chrdni DNMT1 pred degradaciou,
nakol’ko zabrafiuje metylacii na lyzine 142. Dal§im prikladom je kasein-kindza 2, ktora fosforyluje
DNMT3A na dve serinové zvysky v doméne PWWP. Téato fosforylacia spdsobuje zameranie DNMT3A
na heterochromatin a metylaciu heterochromatickych repeticii. V neposlednej rade sa predpoklada, ze
kindza ATM méze fosforylovat DNMT2 na dva serinové zvysky. Uginky post-translaénych modifikécii

na aktivitu DNA metyltransferaz zatial’ nie st stale Gplne preskiimané.



Alternativny zostrih génu modze tiez regulovat DNA metyltransferazy. Prikladom je cicavci
DNMT3B gén, ktory ma niekol’ko izoforiem zahtnajtc aj tie, ktoré nemaju katalyticki doménu. Niektoré
Studie tvrdia, ze odli$né izoformy vykazujua odlisnt enzymaticku aktivitu. Av§ak, DNMT3B izoformy
bez katalytickej aktivity mézu vyvolat’ metylaciu DNA, ¢im vznika moznost, ze tieto katalyticky
inaktivne izoformy mozu nahradit DNMT3L a sluzit’ ako kofaktor pre DNMT3.

Pri aktivite DNA metyltransferaz mozu byt ddlezité aj zmeny v poéte kopii génu DNMT, kedy
sa aktivita DNA metyltransferaz prisposobuje druhovo $pecifickym podmienkam. Ako priklad moézeme
uviest’ roz§irenie Dnmtl u Apis mellifera (V¢ela eurdpska), ktora nesie 2 paralogy Dnmtl (Dnmtla
a Dnmtlb), naopak u Bombyx mori (Priadka moruSova) dochadza k strate Dnmt3 a u Drosophila
melanogaster k strate Dnmt1 a Dnmt3. Niektoré druhy zvierat stratili zo svojich génov celt rodinu DNA
metyltransferaz, prikladom je Caenorhabditis elegans. Taktiez sa predpoklada, Ze jemné mutacie
v Dnmtl ¢i Dnmt3 spdsobili zniZzenie metylacie DNA pocas vyvoja v ur¢itych liniach hmyzu a nasledne
doslo k uplnej strate metylacie DNA, a tiez tak k strate génov DNA metyltransferaz. Niektoré enzymy
dokazu udrzat’ metylaéné vzorce neporusené aj pocas evolu¢ného obdobia. Napriklad sa predpoklada,
ze kvasinka Cryptococcus neoformans si vo svojom genéme metylaciu DNA zachovala aj po tom, ¢o
svoju de novo metyltransferazu stratila pred viac ako 50 milionmi rokov(Catania S. et al., 2017). Treba
spomenut’, ze DNA metyltransferazy maju dolezité vyvojové funkcie aj v organizmoch, ktoré maja
genémy metylované len riedko, napriklad odburavanie Dnmt3 u v¢iel podporovalo podobné fenotypy
kralovnej. Avsak analyza funkénych tiloh DNA metyltransferaz este nie je uplne preskimana (Lyko F.,
2018).

3.1.2 Funkcie DNA metyltransferaz

Enzymy cicavcov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B tvoria zaklad epigenetického programovania.
Prvym krokom je vymazanie metyla¢nych znaciek vo vyvoji zarodo¢nych buniek a v preimplantacnych
embryach, tym vznika moznost’ na vytvorenie metyla¢nych vzorcov, ktoré budu $pecifické pre bunkovy
typ po€as embryonalneho vyvoja. Enzymy rodiny ,ten-eleven translocation® (TET) maju opacnt
aktivitu ako DNA metyltransferazy a sposobuju DNA demetylaciu. Nemetylovana DNA je nasledne
metylovana pomocou ,,de novo “ DNMT3 enzymov, ktoré sa vyznacuj vSadepritomnou a neselektivnou
aktivitou. ADD domény enzymov DNMT3 nasmeruji komplexy DNMT3 na molekuly histonu H3, ktoré
su na lyzine 4 nemetylované (H3K4) (Ooi S. K. et al., 2007). V&csina regulaénych oblasti génov,
zahtnajic CpG ostrovéeky a zosiliiovace spojené s promotorom, je chranena pred tymto procesom
vd’aka viazanym transkripénym faktorom, metylaciou H3K4 a d’alsimi proteinmi. Poc¢as de novo
metylacie nie st metylaéné vzorce $pecifické pre CpG. Pévodne sa tato neSpecificka de novo metylacia
povaZovala za vedl'ajsi produkt aktivity DNMTS3, ktora nie je selektivna pre CpG dinukleotidy. Neskor
niekol’ko $tadii naznadilo nezavisli epigenetickii funkciu metylacie inych ako CpG, hlavne pocas

dozrievania neurénov (Lister R. et al., 2013; Keown C. L. et al., 2017). Takato metylacia na inych



miestach ako dinukleotidy CpG podporuje vdzbu proteinu na metyl-CpG 2 (MECP2), ¢o je dolezity
represor transkripcie, najma pre dlhé gény s neuronalnymi funkciami (Chen L. et al., 2015; Gabel H. W
et al., 2015).

Metylacné vzory su vo vyvijajucom sa embryu udrziavané pomocou DNMTL, vd’aka selektivite
DNMT1 pre symetrické CpG miesta, ¢im je zabezpecend aj dedicnost” metyla¢nych vzorcov DNA.
DNMT3 a DNMT1 teda tvoria mechanicky zaklad pre stanovenie a post-replikativne udrziavanie
epigenetickych informacii. DNMT3 zavddza metylaciu DNA a DNMT1 ju udrziava, avsak, niekol’ko
stadii ukazalo, ze DNMT3 prispieva k udrziavaniu vzorov metylacie DNA v diferencovanych bunkach
(Chen T. et al., 2003; Arand J. et al., 2012; Raddatz G. et al., 2012; Liao J. et al., 2015).

DNA metyltransferazy st schopné metylovat’ promotéry a menit’ stavy chromatinu, a preto tieto
enzymy zohravaju ulohu pri uml¢ovani transkripcie (gene silencing). Pri timeni transkripcie u cicavcov
zohravaju doélezitu ulohu retrotranspozony, kde je situovana velka Cast’ metylacie DNA. Uml¢anie
retrotranspozénov pozostava z dvoch vin, a prave v prvej vine dochadza k hromadnej metylacii
a umlcovaniu evolu¢ne starych retrotranspozénov v zarodo¢nej linii. Toto umlCanie zabezpecuje
heterotetramérny komplex enzymov DNA metyltransferaz DNMT3A a DNMT3L. V druhej vine st
pomocou PIWI proteinov rozpoznavané aj mladé retrostranspozony, ktoré unikli metylacii v prvej vine

a nasledne st tiez metylované (Lyko F., 2018).

PretoZe niektoré transkripéné faktory sa viazu prednostne na metylované cielové sekvencie,
mézu mat DNA metyltransferazy ulohu aj v transkripcnej aktivacii. V ludskych epidermalnych
kmenovych bunkach st DNMT3A a DNMT3B spojené s aktivnymi zosiliiovac¢mi. Predpoklada sa, ze
DNMT3A poskytuje substrat pre oxidaciu sprostredkovanit TET. Tato oxidacia mdze byt potrebna na
odstranenie pdvodnej metylacnej znacky alebo na generovanie d’alSich znaciek na vazbu transkripéného

faktora.

3.1.3 Fyziologické funkcie DNA metyltrasnferaz

Na analyzu fyziologickych funkcii DNA metyltransferaz boli pouzit¢ mysi. Tato analyza
pomohla pochopit’ ulohu DNA metyltransferdz vo vyvoji a pri ré6znych ochoreniach, avSak zzili
zameranie vyskumu na funkcie Specifické pre mysi. Ako bolo vyssie uvedené, niektoré organizmy (C.
Elegans) uplne stratili DNA metyltransferazy, ¢o dokazalo, ze DNA metyltransferazy nie su pre
eukaryoty nevyhnutné. AvSak u mys$i nedostatok Dnmtl alebo Dnmt3 sposobuje vyrazné vyvojové
chyby (Okano M. et al., 1999; Li, E., Bestor, et al., 1992).

Inaktivacia Dnmtl spdsobovala globalnu stratu metylacie DNA a viedla k vel'mi skorej letalite
v §tadiu embrya hned’ po gastrulacii (Li, E. Bestor, et al., 1992; Li E, 2002; Lei H, Oh SP, et al., 1996).

Po vypnuti Dnmt3a génu sa mysi javili normalne, no po 4 tyZdhoch od narodenia zomreli a delécia



DNMT3b spdsobovala embryonalnu letalitu (Okano M. et al., 1999). Delécia Dnmt2 spdsobila len
aberantnu krvotvorbu, ale mysi boli Zivotaschopné a plodné (Goll M. G. et al., 2006).

K dalsej analyze fyziologickych funkcii DNA metyltransferaz boli pouzité mysie ES bunky
(Embryonic Stem cells) s deficitom DNMTSs. Takéto bunky sa mnozili normalne (Tsumura A. et al.,
2006). Mysie ES bunky s deficitom Dnmtl boli fenotypicky normalne, avSak pocas bunkovej
diferenciacie zomreli (Lei H et al., 1996). Tento fenotyp podlicha podobnym zmenam metylacie, aké st
pozorované pocas diferenciacie l'udskych ES buniek (Xie W. et al., 2013; Gifford C. A. et al., 2013).
Avsak, nediferencované l'udské ES bunky s deficitom Dnmtl nie st zivotaschopné (Liao J. et al., 2015).
Tato skutocnost’ sa dd vysvetlit' tak, ze I'udské bunky kultivované za Standardnych podmienok s
diferencovanejSie ako mysie bunky. Rovnako je tiez mozné, ze tloha Dnmtl sa liS§i medzi 'ud’'mi

a mySami (Lyko F., 2018).

3.1.4 Ulohy DNA metyltransferaz pri Pudskych ochoreniach

Pri ludskych ochoreniach dochadza k mutacidam DNA metyltransferdz len zriedkavo.

V sucasnosti sa s nimi stretdvame pri troch genetickych syndromoch a malej Casti rakoviny.

Prva mutacia bola identifikovana mutacia DNMT3B pri imunodeficiencii, centromerickej
nestabilite a syndrome tvarovych anomalii (Okano M., Bell D. et al., 1999; Hansen R. S. et al., 1999;
Xu G. L. et al. 1999). Zaujimavost'ou je, ze len priblizne polovica pacientov s tymto syndromom ma
mutacie v DNMT3B a druhd polovica pacientov ma mutacie v génoch, ktoré nepriamo suvisia

s metylaciou sprostredkovania DNMT3B (Thijssen P. E. et al., 2015; Wu H. et al., 2016).

Mutéacia DNMT1 bola identifikovana v dedi¢nej senzorickej a autonomnej neuropatii typu 1E,

ktora sa prejavuje demenciou a stratou sluchu (Klein C. J. et al., 2011; Baets J. et al., 2015).

Mutacia DNMT3A bola pozorovana pri Tatton-Brown-Rahmanovom syndréme (Tatton-Brown
K. et al., 2014). Ide o geneticky syndrom, ktory vedie k vyraznému vzhl'adu tvare , vysokému vzrastu
a mentalnemu postihnutiu, tiez vedie k akttnej myeloidnej leukémii asi u 25 % pacientov (Ley T. J. et
al., 2010).

Fenotypy vzniknuté tymito mutaciami nekoreluju s fenotypmi mysich modelov, ¢o naznacuje,
ze fenotypy choréb mdzeme rekapitulovat’ iba mutaciami, ktorych vysledkom st vysoko definované
zmeny v enzymovej aktivite. Potvrdzuju to aj vzorce mutacii DNMT3B u vic¢siny pacientov s ICF
syndromom, kde ide o zriedkavé kombinacie heterozygotnych mutacii, ktoré len mierne znizuji
enzymovu aktivitu. Je nepravdepodobné, aby slabsie mutacie pdsobili na fenotyp, zatial’ ¢o silnejSie by
viedli k embryonalnej letalite. Potvrdzuje to aj skutocnost’, ze ICF syndrém je extrémne zriedkavé

ochorenie s menej ako 100 zdokumentovanymi pripadmi (Lyko F., 2018)



Ulohy DNA metyltransferaz sa &asto spajaju s rakovinou, nakol’ko zmenené vzory metylacie
DNA st jednou z prvych a najkonzistentnejSich molekularnych zmien l'udskych nadorov. Na liecbu
hematopoetickych malignit boli schvalené inhibitory 5-azacytidin a 2’-deoxy-5-azacytidin, pricom

klinické aktivity tychto liekov st uz posobivé, avsak celkové posobenie este nie je tiplne pochopené.

3.2  Mnohopocetny myelom

Mnohopocetny myelém je maligna porucha plazmatickych buniek kostnej drene, ktora
v dosledku nadmernej tvorby monoklonalnych proteinov spdsobuje destrukciu kosti a zlyhanie kostnej
drene. Mnohopoc¢etny myelom predstavuje 1 % vSetkych druhov rakoviny a priblizne 10 % vSetkych
hematologickych malignit (Rajkumar SV et al., 2014). Toto ochorenie sa vyskytuje astejSie u muzov
ako u Zien a CastejSie u ¢ernoSskej populacie v porovnani s belo§skou populaciou (Landgren O. et al.,

2009). Median veku pacientov je v ¢ase diagndzy priblizne 65 rokov (Kyle R. A. et al.; 2003).

V porovnani s inymi malignitami metastazujicimi do kosti osteolytické 1ézie kosti spdsobené
mnohopocetnym myelomom nevykazuju ziadnu novu tvorbu kosti (Roodman GD., 2009). Pritomnost’
tohto kostného ochorenia sa da zistit’ pomocou beznych kostnych radiografov ¢i magnetickej rezonancie
(MRI). Medzi dalsie klinické prejavy patri hyperkalcémia, zlyhanie oblic¢iek, anémia a zvySené riziko
infekcii. Typickymi symptomami mnohopocetného myelomu st bolest’ chrbta, rednutie kosti az
nasledné patologické zlomeniny. Pacienti asto pocituju unavu, slabost’, ¢i nevolnost. RozlisSujeme 2
asymptomatické premaligne Stadia pri mnohopocetnom myeldéme, st nimi monoklonalna gamapatia

neurcitého vyznamu (MGUS) a tlejuci mnohopocetny myelom (SMM).

3.2.1 Monoklonalna gamapatia neurcitého vyznamu a tlejiici mnohopocetny myelém

Monoklonalna gamapatia neur¢itého vyznamu (MGUS) a tlejuci mnohopocéetny myelom
(SMM) su asymptomatické, premaligne poruchy charakteristické proliferaciou monoklonalnych

plazmatickych buniek v kostnej dreni.

MGUS je asymptomatické ochorenie, pri ktorom je detekovand nizka (< 3 g/dl) hladina
sérového monoklonalneho proteinu (M-Ig) a pocet plazmatickych buniek kostnej drene pod 10 %.
Pacienti s MGUS nie su lieeni, su len pozorovani. Riziko progresie do aktivneho mnohopocetného

myelomu je 1 %.

SMM je asymptomatické ochorenie, pri ktorom pozorujeme zvysenu hladinu proteinu M-Ig (>
3 g/dl) a pocet plazmatickych buniek kostnej drene je rovny alebo vyssi ako 10 %. Je to medzi§tadium
medzi MGUS a mnohopocetnym myelomom. Pacienti su sledovani a pri vysoko rizikovych pacientoch

sa odporucaju klinické stadie. Riziko progresie do aktivneho mnohopocetného myelomu je 10-20 %.



Dovodom rozdelenia premalignych poruch plazmatickych buniek na tieto dve Stadia je
skuto¢nost’, ze riziko progresie do malignity je medzi MGUS a SMM podstatne odlisné, a preto je
vyzadovana odlisna lieCba pre pacientov MGUS a SMM, predovsetkym odlisné frekvencie sledovania

a vyvoja chemopreventivnych stratégii. (Rajkumar S. V., 2005)

Pacienti s MGUS a SMM maju celozivotné riziko progresic do mnohopocetného myelému
alebo suvisiacej malignity, a preto je nutné ich neustidle sledovanie. Vo vicSine pripadov sa
mnohopocetny myelom vyvija zo §tadia MGUS, ktory je asymptomaticky a viac ako 50 % jedincov
s diagnostikovanym MGUS malo tento stav uz viac ako 10 rokov pred klinickou diagn6zou, a nasledne
U niektorych pacientov dochadza k pokrocilejsiemu prechodnému asymptomatickému Stadiu SMM, pri

ktorom je riziko progresie do aktivneho mnohopocetného myelomu 10-20 % (Rajkumar S.V., 2016).

3.2.2 Diagnostika mnohopocetného myelomu

Pre diagnozu aktivneho mnohopocetného myeldému musia byt splnené urcité kritéria. Prvou
podmienkou je zvySeny poéet monoklonalnych plazmatickych buniek (> 10%) v kostnej dreni alebo
extramedularny plazmocytém preukazany biopsiou. Druhou podmienkou je pritomnost’ aspon jednej
dysfunkcie alebo dokaz poskodenia koncového organu, ktoré mézeme pripisat’ zakladnej proliferativne;j
poruche plazmatickych bunieck — CRAB — hyperkalcémia (C = ,,Calcium®), zlyhanie obli¢iek (R =
,Renal dysfunction®), anémia (A =, Anemia“) alebo lytické kostné 1ézie (B =,,Bone disease*). Dalsimi
kritériami je zvySené percento plazmatickych buniek klonalnej kostnej drene (> 60 %) a aspon jedna
Iézia zobrazena pomocou magnetickej rezonancie (s vel’kostou najmenej 5 mm). Vd’aka tymto kritériam
je mozné vcas diagnostikovat’ ochorenie a zacat’ liecbu pred poskodenim koncovych orgadnov (Rajkumar

S.V., 2016).

Pri klinickom podozreni na mnohopocetny myelom by mali byt pacienti testovani na
pritomnost’ M-Ig. Tieto testy by mali zahfiat’ elektroforézu sérovych proteinov (SPEP), imunofixaciu
(SIFE) a test voI'ného I'ahkého retazca v sére (Katzmann J.A. et al., 2006). Priblizne 2 % pacientov
s mnohopocetnym myeldomom ma nesekrécne ochorenie, pricom nema dokazanu pritomnost M-Ig
v ziadnej z uvedenych §tadii (Kyle R. A. et al., 2003). Pri po¢iato¢nej diagndze sa na $tadie kostnej
drene pouziva fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) so sondami uréenymi na detekciu t(11; 14), t(4;
14), t(14; 16), t(6; 14), t(14; 20), trizomii a del(17p) (Kumar S. K. et al., 2009). Dalej sa mozeme stretnut’
aj s metodami ako konvenéné karyotypizovanie na detekciu hypodiploidie a delécie 13, profilovana

génova expresia a sérové krizové vizby.

M protein (M-Ig) sa povazuje za meratel'ny, ak sa nachddza v sére > 1 g/dl alebo v moci > 200
mg/ deii. Hladina tohto proteinu sa pozoruje pomocou elektroforézy sérovych a moCovych proteinov.

Na vyhodnotenie liecby sa vykonava toto meranie pocas liecby kazdy mesiac a kazdé 3—4 mesiace pri
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ukonceni liecby. Pacientom s mnohopocetnym myelomom, ktorym chyba meratelny M protein sa

stanovuje I'ahky retazec bez séra (Rajkumar S.V., 2016).

3.2.3 Molekulirna klasifikacia mnohopocetného myelomu

Mnohopocetny myeldom sa povazuje za jedno ochorenie, v skutocnosti vSak ide o siibor
niekol’kych roznych cytogeneticky odlisnych malignit plazmatickych buniek (Kumar S. et al., 2012;
Rajan A. M. et al., 2015). Pri stadiach kostnej drene pomocou FISH bolo zistené, ze priblizne 40 %
mnohopocetného myelému je charakterizovanych pritomnostou trizomii v neoplastickych
plazmatickych bunkich (trizomovy mnohopocetny myelom). ZvySnad védcSina ma translokaciu
zahtiajuicu lokus imunoglobulinového tazkého retazca na chromozome 14q32 (viacnasobny myelém
translokovany IgH) (Kuehl W. M. et al., 2002; Bergsagel P. L. et al., 2001; Fonseca R. et al., 2002;
Seidl S. et al., 2003). Mala ¢ast’ pacientov ma aj trizomie aj translokacie IgH. Trizomie a translokacie
IgH su povaZzované za primarne cytogenetické abnormality vyskytujuce sa v ¢ase vzniku MGUS. Pocas
priebehu ochorenia mnohopocetného myelomu vznikaji aj d’alSie cytogenetické zmeny, ktoré sa
nazyvaju sekundarne cytogenetické abnormality. Primarne a sekundarne abnormality mézu ovplyvnit’

priebeh ochorenia, reakciu na lie¢bu a prognézu (Rajan A. M. et al., 2015).

3.2.4 Prognéza mnohopocetného myelému

Median prezitia u pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom je 6—7 rokov.
Tato doba sa mdze, samozrejme, lisit’' v zavislosti od hostitel'skych faktorov, nadorovej zat'aze (Stadium
ochorenia), cytogenetickych abnormalit, a tieZ odpovede na lie¢bu (Russel S. J. et al., 2011; Vu T. et
al., 2015). Okrem cytogenetickych rizikovych faktorov stvisi s agresivitou ochorenia
a vysokorizikovym ochorenim aj zvySena laktatdehydrogenaza v sére a leukémia plazmatickych buniek

s dokazom cirkulujucich buniek pri rutinnom vysetreni periférnych sterov (Rajkumar S.V., 2016).

Na hodnotenie nadorovej zataze mnohopocetného myelomu sa pouziva viacero systémov.
Revidovany medzinarodny systém hodnotenia (RISS) spaja prvky nadorovej zat'aze s biologiou chorob
(pritomnost’  vysoko  rizikovych  cytogenetickych  abnormalit alebo zvySena  hladina
laktatdehydrogenazy), a tym pomaha v klinickej starostlivosti. Podla tohto systému delime

mnohopocetny myelom na 3 Stadia:

Stadium I je typické hladinou sérového albuminu > 3,5 g/dl, hladinou séra beta-2-mikroglobulin

< 3,5 mg/l a hladina laktatdehydrogenazy v sére je normalna. Ziadna vysoko rizikova cytogenetika.

V stadiu II kritéria neodpovedaju ani Stadiu I, ani Stadiu III.
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Stadium III je typické zvySenou hladinou séra beta-2-mikrogobulin (> 5.5 mg/l), a tiez
vysokorizikovou cytogenetikou alebo zvysenou hladinou laktatdehrydogenazy v sére (Palumbo A. et
al., 2015).

3.2.5 Liecba mnohopocetného myelomu

Mnohopocetny myeldm stale patri medzi nevyliecitelné ochorenia. Zahajenie liecby nastava,

ak pacient spliia kritéria mnohopocetného myelomu.

Doba prezitia pri mnohopocetnom myelome sa za posledné roky vyznamne zlepSila vd’aka
lieGebnej aplikacii talidomidu, bortezomibu a lenalidomidu. Z liekov, ktoré preukazali aktivitu pri
mnohopocetnom myeléme, sa vytvorilo mnozstvo kombindacii. Tieto lieebné kombinacie Gcinkuju
pomocou réznych mechanizmov, pri¢om niektoré z nich nie su uplne pochopené. Jednou z kombinacii
su imunomodula¢né latky (IMiDs), ktoré sa viazu na cereblon a aktivuju cereblonovi E3 ligdzova
aktivitu, ¢im dochadza k rychlej ubikvitinacii a degradacii dvoch $pecifickych transkripénych faktorov
B-buniek. M6zu sposobit’ priamu cytotoxicitu vyvolanim poskodenia DNA sprostredkovaného vol'nymi

radikalmi. Maju tiez antiangiogénne a imunomodulacné vlastnosti.

Zvycajne su pacienti lieCeni priblizne 3—4 cyklami indukénej terapie pred zberom kmenovych
buniek. Potom mézu pacienti bud’ podstipit’ autoléognu transplantaciu kmeniovych buniek (ASCT —
Autologous stem cell transplantation), alebo pokrac¢ovat’ v indukénej lie¢be s oneskorenim ASCT do

prvého relapsu (Rajkumar S.V., 2016).

Moznosti lieCby sa stale zdokonal'uji, FDA (Food and Drug Administration) schvalila d’alsie
latky na liecbu relapsu mnohopoc¢etného myelomu, ktoré by mohli zlepsit’ vysledky liecby. Nedavna
Stidia tiez zistila, ze v€asna liecba lenalidomidom a dexametazénom u pacientov s vysokym rizikom

SMM moéze predizit’ ¢as prezitia (Mateos M-V. et al., 2013).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pre experimentalnu cast’ bolo pouzitych celkom 27 vzoriek aspiratov kostnej drene (sortovana
populacia plazmatickych buniek) od pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom.
Vzorky boli odobrané lekdrmi z Hemato-onkologického oddelenia Fakultnej nemocnice Olomouc.
Pacienti boli novo diagnostikovani pred zahajenim liecby alebo s relapsom po predchadzajucej liecbe.
Vzorky boli uchovavané zmrazené pri — 80 °C. Z aspiratov kostnej drene boli izolované plazmatické
bunky nasledne sortované na povrchové markre CD19+, CD38+, CD45+ a CD56+ pomocou
prietokovej cytometrie, ktoré vykonali pracovnici Ustavu molekularnej a translatnej mediciny
Univerzity Palackého v Olomouci. Sedem myelomovych bunkovych linii (KMS-12-BM, RPMI-8226,
KMS-12-PE, U266, MM.1S a OPM2) bolo pouzitych pre stanovenie expresného profilu DNA

metyltransferaz.

Pre normalizaciu dat expresnej analyzy bola pouzita RNA vyizolovana z kostnej drene zdravych
56 jedincov vo veku 22-85 rokov, koncentracia 1 ug - pl? (cat. no. 636591, Clontech Laboratories,

Inc., A Takara Bio Company, Mountain View, Kanada).

4.1.1 Sortovana populacia plazmatickych buniek (zo vzorky aspiratov kostnej drene
S mnohopocetnym myelémom)

Tabul'ka ¢. 1: Charakteristika analyzovaného stiboru pacientov

Cislo vzorky Vzorka Pohlavie Diagnéza
1 2020-03-04B Zena MMdg
2 2020-01-07 Zena MMrel
3 2020-02-25 Zena MMdg
4 2019-11-22A Muz MMdg+CLL
5 2019-12-17B Zena AML
6 2020-01-14B Muz MMdg
7 2020-01-20 Muz MMrel
8 2019-09-06B Muz MMrel
9 2020-01-14A Zena MMrel
10 2019-11-18B Zena MMrel
11 2020-01-22 Muz MMostat
12 2020-03-04A Zena MMrel
13 2019-09-03C2 Zena MMdg
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Pokracovanie Tab. ¢. 1: Charakteristika analyzovaného suboru pacientov

Cislo vzorky Vzorka Pohlavie Diagnoza
14 2019-09-06A Zena MMrel
15 2019-09-06C1 Zena MMdg
16 2020-03-30 Muz MMdg
17 2020-06-12A Muz MMrel
18 2020-04-20 Zena MMrel
19 2020-04-29 Muz MMdg
20 2020-06-29C* Zena MMdg
21 2020-06-29D Zena AML
22 2020-06-22B Zena MMrel
23 2020-01-07 Zena MMrel
24 2020-02-25 Zena MMdg
25 2020-03-04B Zena MMdg
26 2020-06-29C** Zena MMdg
27 2020-07-03 Muz MMdg

* - vzorka 2020-06-29C* bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit (Norgen
Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)

** - vzorka 2020-06-29C** bola izolovana pomocou TRI Reagent BD (Molecular Research Center,
Inc., OH, USA)

4. 1.2 Myelémové bunkové linie

Pre experiment boli pouZité¢ myelémové bunkové linie KMS-12-BM, RPMI-8226, KMS-12-PE,
U266, MM.1S a OPM2. Myelomové bunkové linie MM. 1S, RPMI-8226 a U266 (U66B1) boli zaktipené
od spolo¢nosti ATCC — American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Myelémové
bunkové linie KMS-12-BM a KMS-12-PE boli ziskané z bunkovej banky JCRB — Japanese Cancer
Research Resources Bank (National Institute of Biomedical Innovation, Osaka, Japonsko), myelémova
bunkova linia OPM-2 pochadza od spolo¢nosti DSMZ — German Collection of Microorganisms and

Cell (Braunschweig, Nemecko).

Bunkova linia KMS-12-PE (JCRB0430) bola vytvorena v roku 1987 z pleuralneho vypotku 64-
ro¢nej zeny s refraktérnym terminalnym mnohopocetnym myelémom (neprodukujicim Ig) po
kombinovanej chemoterapii. Z hl'adiska morfologie ide o malé okrtihle bunky, ktoré v suspenzii rasti
samostatne alebo prileZitostne v malych zhlukoch. Genera¢na doba (,,double time*) je priblizne 60—80

hodin a doporucena inkubacia je pri teplote 37 °C s 5% CO.. Imunoldgia tejto linie: CD3 —, CD4 —,
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CD13 -, CD14 -, CD15 -, CD19 —, CD20 —, CD34 —, CD38 +, CD138 +, HLA-DR + (zdroj dsmz.d;
cat. no. ACC 606, navstivené dina 20. 4. 2021)

Bunkova linia KMS-12-BM (JCRB0429) bola vytvorena v roku 1988 z kostnej drene 64-ro¢nej Zeny
s mnohopocetnym myelémom. Je sesterskou liniou k bunkove;j linii KMS-12-PE. Z hl'adiska morfologie
ide prevazne o jednotlivé bunky v suspenzii. Genera¢na doba (,,double time*) je priblizne 60 hodin
a doporucena inkubacia je pri teplote 37 °C s 5% CO.. Imunolodgia tejto linie: CD3 —, CD10 —, CD13 —,
CD19 -, CD34 —, CD37 +, CD38 +, cyCD79a +, CD80 —, CD138 +, HLA-DR —, sm/cylgG —,
sm/cylgM —, sm/cykappa —, sm/cylambda — (zdroj dsmz.de; cat. no. ACC 551, navstivené dia 20. 4.
2021).

Bunkova linia MM.1S (ATCC®CRL-2974™) bola vytvorena z periférnej krvi 42-ro¢nej Zeny
S mnohopocetnym myelomom, ktory sa stal rezistentnym na liecbu steroidmi. Doporucena inkubécia je
pri teplote 37 °C s 5% CO,. Antigénova expresia tejto linie: CD25 +, CD38 +, CD52 +, CD59 + (zdroj
Igcstandards-atcc.org; ATCC®CRL-2974™, navstivené dia 20. 4. 2021).

Bunkova linia OPM-2 (ACC50) bola vytvorena v roku 1982 z periférnej krvi 56-ro¢nej Zeny
s mnohopocetnym myelomom v leukemickej faze. Z hl'adiska morfoldgie ide o samostatné okruhle az
polygonalne bunky v suspenzii. Generacna doba (,,double time*) je priblizne 50—60 hodin a doporucena
inkubdcia je pri teplote 37 °C s 5% CO,. Imunolégia tejto linie: CD3 —, CD10 —, CD19 —, CD20 —,
CD34 —, CD37 —, CD38 +, CD80 —, CD138 +, HLA-DR —, sm/cylgG —, sm/cylgM —, sm/cykappa —,
sm/cylambda — (zdroj dsmz.de; cat. no. ACC 50, navstivené diia 20. 4. 2021).

Bunkova linia RPMI-8226 (ATCC® CCL-155™) bola vytvorena v roku 1966 z periférnej krvi 61-
rotného muza s mnohopocetnym myelomom. Z hladiska morfologie rasti bunky v suspenzii
samostatne. Genera¢na doba (,,double time*) je priblizne 60—70 hodin a doporu¢ena inkubacia je pri
teplote 37 °C s 5% CO,. Imunoldgia tejto linie: CD3 —, CD5 —, CD10 —, CD13 —, CD19 —, CD20 -,
CD34 —, CD38 +, CD80 —, CD138 +, sm/cylgG —, sm/cylgM —, sm/cykappa —, sm/cylambda — (zdroj
dsmz.de; cat no. ACC 402, navstivené dna 21. 4. 2021).

Bunkova linia U-266 (ATCC®TIB-196™) bola vytvorena v roku 1968 z periférnej krvi 53-roéného
muza s myelomom vylucujucim IgE. Z hl'adiska morfologie ide o jednotlivé alebo zoskupené okruhle
az polygonalne bunky v suspenzii. Genera¢na doba je priblizne 55 hodin a doporu¢ena inkubacia je pri
teplote 37 °C s 5% CO,. Imunoldgia tejto linie: CD3 —, CD5 —, CD10 —, CD13 —, CD19 —, CD20 -,
CD34 —, CD37 —, CD38 (+), CD138 +, HLA-DR +, sm/cylgG —, sm/cylgM —, sm/cykappa —,
smlambda —, cylambda + (zdroj dsmz.de; cat. no. ACC 9, navstivené dna 20. 4. 2021)

Bunkova linia HS-5 (ATCC®CRL-11882™) odvodena z transformovanych fibroblastov bola
ziskana z kostnej drene zdravého 30-ro¢ného muza. Tieto bunky st adherentné a doporucend inkubécia

je pri teplote 37 °C.

15



4.2  Laboratérne pomocky a pristroje

e 0,2ml a 1,5ml mikroskimavky (Eppendorf)

e 96-jamkova mikrotitraéna dosticka (TPP)

e 5ml a 10ml plastové pipety (Techno Plastic Products)

e Biohazard box MSC-Advantage™ 1,8 (Thermo Scientific)
e Centrifuga LMC-3000 (Biosan)

e Centrifaga MiniSpin plus (Eppendrof)

o Centrifaga Multi-spin PCV-3000 (Grant-Bio)

¢ DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan)

e (Chladena centrifuga 3K30 (Sigma)

e Inkubator Dry Bath MD-02N, Major Science

e Laboratorny digestor M/900 M2 (Merci)

e LightCycler® 480 (Roche, Basel, Switzerland)

¢ LightCycler® 480 multiwell plate 96 white, cat. No. 04729692001 (Roche)
e Mikrocentrifaga Multi-spin PCV-3000 (Grant-Bio)

e Mikropipety (Eppendorf, Gilson)

¢ NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)
e Spectrafuge™ Mini C1301-B (Labnet)

e Thermal Cycler C1000™ (Bio-Rad)

e Vortex Lab Dancer (IKA)

e Vortex mixer PV-1 (Grant-Bio)

4.3  Pouzité chemikalie a roztoky

e 75% a 70% ethanol (Fargon)

e 1-bromo-3-chloropropan

e Deionizovana voda

e DepcH.0O

e Etanol — 75% a 70% (Fargon)

e |zopropanol

e Primery kompatibilné so sondou DNMT1 (Sigma)
o Right 5’"-TAATCCTGGGGCTAGGTGAA-3’
o Left 5>-CAAACCCCTTTCCAAACCTC-3’

e Primery kompatibilné so sondou DNMT3A (Sigma)
o Right 5’-TGGTCTCCTTCTGTTCTTTGC-3"
o Left 5-CCTGAAGCCTCAAGAGCAGT-3’
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e Primery kompatibilné so sondou DNMT3B (Sigma)
o Right 5’-AATTTGTCTTGAGGCGCTTG-3’
o Left 5-GGAAATTAGAATCAAGGAAATACGA-3’
e RNaza ZAP (Sigma-Aldrich, USA)
e Sonda Hs02786624_gl (GAPDH), sucast'ou komerénej sondy su primery #4331182 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)
e Sonda Hs00945872_gl (DNMT1), sucastou komerénej sondy su primery, cat. #4351372 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e Sonda Hs01027162_ml (DNMT3A), stcast'ou komercnej sondy st primery, cat. #4331182 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e Sonda Hs00171876_ml (DNMT3B), sticastou komercnej sondy st primery, cat. #4351370 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix, cat. 1725271 (Bio-Rad)
e Tri Reagent BD (Molecular Research Center, Inc., OH, USA)

4.4  Pouzité supravy

¢ Norgen Single Cell RNA Purification Kit (Norgen, Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada), Cat. 51800

o Xceed qPCR Probe 2x Mix No-Rox, cat. No. NPCR10502S (Institute of Applied Biotechnologies,
Praha, Ceska republika)

e EasyScript Plus cDNA Synthesis Kit (Applied Biological Material, Inc., Richmond, Kanada), cat.
No. B000570575

4.5  Pouzité pocitatové programy

e LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 (Roche)

4.6 Izolacia RNA zo sortovanej populacie buniek

Izolacia RNA bola vykonana dvomi metodickymi postupmi — podla protokolu pri pouziti TRI
Reagent BD (Molecular Research Center, Inc., OH, USA) a podrl'a protokolu ku kitu Norgen Single Cell
RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada).

TRI Reagent BD (Molecular Research Center, Inc., OH, USA)bol pouzity na izolaciu RNA
z myelémovych bunkovych linii a z niektorych pacientskych vzoriek. Postup bol vykonany podla

navodu vyrobcu.

e Vzorka bola inkubovana pri izbovej teplote 5 minut a nésledne bola zvortexovana.
e Bolo pridanych 100 pl 1-bromo-3-chloropropanu a dosledne zvortexované minimalne 15

sekand.

e Vzorka bola inkubovana pri izbovej teplote 10 minut.
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e Skumavka bola centrifugovana 15 minut pri ota¢kach 12000 g a teplote 4 °C.

e Do novej mikroskimavky bola odobrand horna vodnata faza, bolo pridanych 500 pl
isopropanolu a zmes bola premieSana.

e Vzorka bola inkubovand pri izbovej teplote 10 minut.

e Skumavka bola centrifugovana 10 minut pri otackach 12000 g a teplote 4 °C.

e Bol odstraneny supernatant a pelet bol premyty 1 ml 75% ethanolu.

e Skumavka bola centrifugovana 5 mintt pri otackach 7500 g a teplote 4 °C.

e Pelet bol vysuseny a rozpusteny v 2040 pl depcH-O, podl'a velkosti peletu.

e Vzorka bola inkubovana 30 minut pri teplote 56 °C.

e Bola zmerana koncentricia a Cistota izolovanej RNA pomocou spektrofotometra NanoDrop.

e Izolovana RNA bola uchovana pri teplote — 80 °C.

Na izolaciu RNA zo sortovanej bunkovej populacie (CD19+, CD38+, CD45+ a CD56+) pacientskych
vzoriek bol pouzity Norgen Single Cell RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON,
Kanada). Postup bol vykonavany podl'a navodu vyrobcu.

e Bol pripraveny DNasa MIX: do mikroskiimavky bolo napipetovanych 10 ul DNase I a 90 ul
Enzyme Incubation Buffer. Mikroskiimavka bola jemne pretrepana a inkubovana v chladiacom
bloku.

¢ Do vzorky bunkového peletu bolo pridanych 100 ul Buffer RL.

e Bolo pridanych 100 pl 70% ethanolu a zmes bola vortexovana.

e Bola zostrojena kolonka.

e Na kolénku bolo prepipetovanych 200 pl vzorky, nasledne bola kolonka centrifugovana 1
minutu pri otackach 3500 g.

e Supernatant bol vyliaty.

e Koldnka bola premyta pridanim 300 pl Wash Solution A a centrifugovana 1 minutu pri otackach
14000 g.

e Supernatant bol vyliaty.

e Na kolonku bolo pridanych 100 pul DNasa MIX (pripraveny v kroku €. 1) a kolonka bola
centrifugovana 1 minutu pri otackach 14000 g.

e Supernatant bol prepipetovany spét’ na kolonku a inkubovany pri izbovej teplote 15 mindt.

e Kolonka bola premyta pridanim 300 ul Wash Solution A a centrifugovana 1 minttu pri otackach
14000 g.

e Supernatant bol vyliaty.

e Koldnka bola premyta pridanim 300 pl Wash Solution A a centrifugovana 1 minutu pri otackach
14000 g.

e Supernatant bol vyliaty a kolonka bola centrifugovana 2 minuty pri otackach 14000 g.
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4.7

Supernatant bol vyliaty.

Koloénka bola premiestnena do Cistej mikroskimavky.

Na kolénku bolo pridanych 10 pl Elution Solution A a koldnka bola centrifugovand 1 minttu
pri otackach 200 g.

Kolénka bola centrifugovana 1 minuatu pri otackach 14000 g.

Koncentraciu a Cistotu vyizolovanej RNA bola odmerand pomocou spektrofotometra
NanoDrop.

Izolovana RNA bola uchovana pri teplote — 80 °C.

Reverzna transkripcia

Z vyizolovanej RNA bola pripravena cDNA pomocou kitu EasyScript Plus cDNA Synthesis Kit.

Postup bol vykonavany podl'a pokynov vyrobcu.

Do mikroskiimavky s objemom 0,2 pl bolo napipetovanych 1 pl random hexamer primeru,
100 ng RNA a doplnena deionizovana voda do objemu 14,5 pl.
Vzorka bola denaturovana 10 minut pri teplote 65 °C a nasledne premiestnena do chladiaceho
bloku.
Do vzorky bolo pridané:

4 ul RT Buffer

0,5 ul RNase off Ribonuclease

0,5 pl deoxynukleotidy (DNTPs)

0,5 pl enzyme One Script plus RTase
Mikrosktimavka bola inkubovana v termocykleri podl'a programu uvedeného v tabulke €. 2.

c¢DNA bola uchovavana pri teplote — 20 °C.

Tabulka €. 2: Teplotny a ¢asovy profil reverznej transkripcie

Faza Teplota [°C] Cas [min]
Inkubacia 25 10
Inkubacia 50 15

Inaktivécia transkriptazy 85 5

4.8 Expresna analyza génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
Expresna analyza génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B bola vykonand metodou real-time PCR

s pouzitim Xceed qPCR Probe Mix 2x No-ROX. Na kvantitativnu analyzu bol pouzity house-

keepingovy gén GAPDH. RNA, izolovana z Kostnej drene zdravych jedincov (Clontech Laboratories,

Inc., A Takara, Bio Company, Mountain View, Kanada) a prevedena do cDNA, sa pouzila
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k normalizacii hodnét expresie sledovanych génov pri pacientskych vzorkach. Jednotlivé vzorky boli

analyzované v tripletoch.

e Bola pripravena PCR reak¢na zmes podl'a Tabulky ¢. 3 pripadne Tabulky ¢. 4.

o Reakénd zmes bola rozdelena do 96-jamkovej dosticky po 19 pul a nasledne bol pridany 1 pl
cDNA.

e Dosticka bola prelepena foliou a nasledne centrifugovana 1 minttu pri otackach 1000 g.

e Dosticka bola umiestnena do LightCycler® 480 s nastavenym programom, vid’ tabulka ¢. 5.

™

Tabulka ¢. 3: Priprava reakénej zmesi pre real-time PCR analyzu pre gény DNMT1, DNMT3A,

DNMT3B a house-keepingovy gén GAPDH

Reagencia Objem na jednu reakciu [ul]
Xceed gPCR Probe Mix 2x No-ROX 10
Sonda 1
Deionizovana voda 8
cDNA templat 1
Celkovy objem reakénej zmesi 20

Tabul'ka €. 4: Priprava reakénej zmesi pre real-time PCR analyzu pre gén DNMT1 v pripade pouzitia

sondy bez pritomnych primerov

Reagencia Objem na jednu reakciu [ul]

Xceed gPCR Probe Mix 2x No-ROX 10
Sonda 1

Forward primer 0,8

Reverse primer 0,8

Deionizovana voda 6,4

cDNA templat 1

Celkovy objem reakénej zmesi 20
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Tabulka ¢. 5: Teplotny a ¢asovy profil real-time PCR

Faza Teplota [°C] Cas [min:s] Pocet cyklov
Aktivacia polymerazy 95 02:00 1
Denaturacia 95 00:05
Nasadnutie primerov 60 00:20 40 + 10
a predlzovanie DNA

e Uroven expresie prislusnych génov v testovanych vzorcoch bola vypoéitana zo ziskanych
hodnot Ct podla nasledujiceho vzorca (efektivita reakcie = 1,8):
ACt = Ct(c,t) — Ct(r,t)
ACn = Ct(c,n) — Ct(r,n)
AACt=ACt— ACn

R =2 — AACt (uroven expresie cielového génu)

Ct — cyklus prahu (cycle of treshold)

ACt, ACn — rozdiel v Ct hodnotach medzi porovnavanymi vzorkami

Ct(c,t) — Ct hodnota cielového génu (DNMT1, DNMT3A alebo DNMT3B) pri testovacich
podmienkach

Ct(r,t) — Ct hodnota referenéného génu (GAPDH) pri testovacich podmienkach

Ct (c,n) — Ct hodnota cielového génu (DNMT1, DNMT3A alebo DNMT3B) pri normalnych
podmienkach

Ct (r,n) — Ct hodnota referenéného génu (GAPDH) pri normalnych podmienkach

Pri vzorkach ¢. 20, 21 a 22 bola vykonana modifikacia teplotného a ¢asového profilu v nastavenom
programe LightCycler® 480, nakolko pri viacerych vzorkach boli pozorované neanalyzovatelné
vysledky expresie najmd génu DNMT3B a pomerne neskory nastup expresie house-keepingového génu
GAPDH. Pri prvych experimentoch bolo v reagencii pouzité Xceed qPCR Probe Mix 2x No-Rox a
zvolena teplota pre nasadnutie primerov a predlzovanie DNA bola 63 °C. Pri tychto podmienkach boli
pozorované nedetekovatelné vysledky expresii pri géne DNMT3B. Nastup expresie house-
keepingového génu bol neskor$i. Nasledne bol pouzity SsoAdvanced Universal SYBR® Green
Supermix a zvolena teplota pre nasadnutie primerov a predlzovanie DNA bola zmenena na 60 °C. Pri
tychto podmienkach boli pozorované skorSie nastupy expresii pri géne DNMT3B (priblizne 34. cyklus),
rovnako aj skorSi nastup expresie house-keepingového génu GAPDH (priemerne 28. cyklus). Pri
poslednom experimente bol pouzity Xceed qPCR Probe Mix 2x No-Rox a teplota pre nasadanie
primerov a predlzovanie DNA bola opat’ 60 °C. Pri tychto podmienkach boli pozorované neskorsie

nastupy expresii génu DNMT3B v porovnani s SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix (az
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39. cyklus), podobne neskor$i nastup expresie housekeepingového génu GAPDH (priemerne 32.

cyklus). Pre ostatné vzorky boli pouzité podmienky z posledného experimentu, teda Xceed qPCR Probe

Mix 2x No-Rox v reagencii, ale teplota pre nasadnutie primerov a predlzovanie DNA 63 °C. Napriek

tomu, Ze pri pouziti SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix boli ziskané vysledky expresie

skor, bol zvoleny posledny postup, nakol’ko Xceed qPCR Probe Mix 2x No-Rox poskytuje vysledok

s mensou chybovostou. Vysledky experimentov st uvedené v tabul’ke €. 6.

Tabul’ka ¢. 6: Vysledky experimentov pre modifikaciu teplotného a ¢asového profilu real-time PCR

Postup Xceed + 63 °C Sybr + 60 °C Xceed + 60 °C
Nastup Nastup Nastup Nastup Nastup Nastup
GAPDH DNMT3B GAPDH DNMT3B GAPDH | DNMT3B
Vzorka ¢. 20 27,56 35 24,79 34,57 27,63 39,74
Vzorka ¢. 21 31,97 n. a. 27,37 34,34 31,9 40
Vzorka ¢. 22 35 n. a. 32,07 35,11 36,81 40

22




5 VYSLEDKY

5.1  Expresna analyza génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B v sortovanej
populacii plazmatickych buniek

Ciel'om expresnej analyzy bolo zistit’ iroven expresie génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B vo
vzorkach pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a S relabujucim
mnohopocetnym myeolémom. Pre normalizaciu expresie pozorovanych génov v sortovanej populdcii
plazmatickych buniek bola pouzitda RNA vyizolovana z kostnej drene zdravych 56 jedincov vo veku 22—
85 rokov (Clontech Laboratories, Inc., A Takara, Bio Company, Mountain View, Kanada). Ako house-
keepingovy gén bol pouzity gén GAPDH. Meranie bolo vykonané v niekolkych opakovaniach
a v tripletoch.

Na expresntl analyzu bolo pouzitych 13 vzoriek pacientov (vid’ tab. ¢. 7, 8 a 9). Z tychto vzoriek
bolo 5 vzoriek od pacientov, ktorym bol novo diagnostikovany mnohopocetny myelom. Vzorky ¢. 20
a 26 pochadzaju z jedného pacienta, ale boli vyizolované odlisnym postupom, preto bola do vypocétov
pouzita len vzorka ¢. 20. Vzorka €. 20 bola vyizolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada) a vzorka ¢. 26 bola vyizolovana pomocou TRI Reagent
BD (Molecular Research Center, Inc., OH, USA). Dalsich 5 vzoriek pochadzalo od pacientov
s relabujucim mnohopoéetnym myelomom. Dve vzorky (6. 11 a 21) neboli zahrnuté do neskorSieho
porovnania vzhl'adom na odlisny typ diagnézy a niektoré vysledky expresii neboli detekovatel'né (najma
pri géne DNMT3B). Z vysledkov boli ziskané relativne (normalizované) expresie jednotlivych génov,

2 — AACt hodnoty a vypocitana smerodajna odchylka (vid’ Tab. ¢. 7, 8 a 9).

Tabulka ¢. 7.: Vysledky expresie génu DNMT1 a smerodajnd odchylka v sortovanej populacii

plazmatickych buniek
Cislo Relativne 2 - AACt Smerodajna
Vzorka Diagnéza hodnoty hodnoty .
vzorky ; . odchylka
expresie expresie

1 2020-03-04B MMdg 0,8014 0,0575 0,0529
2 2020-01-07 MMrel 1,1171 0,0272 0,2694
3 2020-02-25 MMdg 1,0788 0,0775 0,0596
7 2020-01-20 MMrel 1,8969 0,1470 0,3543
10 2019-11-18B MMrel 1,9783 0,2316 0,0714
11 2020-01-22 MMostat 5,9601 0,6186 0,3151
16 2020-03-30 MMdg 1,1083 0,0862 0,2791
18 2020-04-20 MMrel 1,0184 0,0793 0,2361
20 2020-06-29C* MMdg 1,1232 0,0814 0,0855
21 2020-06-29D AML 3,6949 0,3079 0,4427
22 2020-06-22B MMrel 7,4432 0,7253 0,4103
26 2020-06-29C** MMdg 1,6803 0,2042 0,3637
27 2020-07-03 MMdg 2,1166 0,2573 0,3731
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* - vzorka 2020-06-29C* - RNA bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)

** - yzorka 2020-06-29C** - RNA bola izolovana pomocou TRI Reagent BD (Molecular Research
Center, Inc., OH, USA)

w

Tabulka ¢. 8: Vysledky expresie génu DNMT3A a smerodajna odchylka v sortovanej populécii

plazmatickych buniek
Cislo . ’ Relativne 2 — AACt hqdnoty Smerodajna
vzorky Vzorka Diagnéza hodnot_y expresie odchylka
expresie
1 2020-03-04B MMdg 2,3251 0,0332 0,4955
2 2020-01-07 MMrel 1,5119 0,1288 0,0994
3 2020-02-25 MMdg 3,3247 0,0475 0,2373
7 2020-01-20 MMrel 1,8462 0,0309 0,4524
10 2019-11-18B MMrel 3,4715 0,0564 0,4964
11 2020-01-22 MMostat 6,6367 0,1319 0,4473
16 2020-03-30 MMdg 1,5696 0,0504 0,2488
18 2020-04-20 MMrel 1,0734 0,0345 0,2599
20 2020-06-29C* MMdg 0,9648 0,0262 0,0844
21 2020-06-29D AML 3,7261 0,1246 0,3934
22 2020-06-22B MMrel 5,5086 0,1967 0,4574
26 2020-06-29C** MMdg 2,0621 0,0827 0,3082
27 2020-07-03 MMdg 2,4310 0,1027 0,4767

* - vzorka 2020-06-29C* - RNA bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)

** _ yzorka 2020-06-29C** - RNA bola izolovana pomocou TRI Reagent BD (Molecular Research
Center, Inc., OH, USA)

W

Tabulka ¢. 9: Vysledky expresie génu DNMT3B a smerodajna odchylka v sortovanej populécii

plazmatickych buniek

L o Relativne 2 — AACt h(_)dnoty Smerodajna

Cislo vzorky Vzorka Diagnéza hodnot_y expresie odchylka

expresie

1 2020-03-04B MMdg 1,1541 0,0041 0,2746
2 2020-01-07 MMrel 0,7262 0,0154 0,0775
3 2020-02-25 MMdg 1,8214 0,0072 0,4128
7 2020-01-20 MMrel 2,2831 0,0096 0,4506
10 2019-11-18B MMrel 1,8292 0,0077 0,2217
11 2020-01-22 MMostat n. a. n. a. n. a.
16 2020-03-30 MMdg 0,5572 0,0047 0,3244
18 2020-04-20 MMrel n. a. n. a. n. a.
20 2020-06-29C* MMdg 0,1975 0,0008 0,0583
21 2020-06-29D AML 2,5541 0,0086 0,5903
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PokraGovanie Tab. ¢. 9: Vysledky expresie génu DNMT3B a smerodajna odchylka v sortovanej

populacii plazmatickych buniek

. o Relativne 2 — AACt h(_)dnoty Smerodajn
Cislo vzorky Vzorka Diagnoza hodnot_y expresie odchylka
expresie
22 2020-06-22B MMrel n. a. 0,1535 n. a.
26 2020-06-29C** MMdg 2,4280 0,0197 0,4249
27 2020-07-03 MMdg 1,1346 0,0084 0,3541

* - vzorka 2020-06-29C* - RNA bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)

** - vzorka 2020-06-29C** - RNA bola izolovana pomocou TRI Reagent BD (Molecular Research
Center, Inc., OH, USA)

Nésledne boli porovnavané relativne expresie pozorovanych génov DNMT1, DNMT3A
a DNMT3B u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a U pacientov

s diagnostikovanym relabujiicim mnohopocetnym myelémom (vid’ Tab. ¢. 10 a 11).

Pri pacientoch s novo diagnostikovanym mnohopocéetnym myelomom boli pozorované
zvySené hodnoty expresii génu DNMT3A. Expresia génu DNMTL1 sa pohybovala okolo hodnoty 1
a expresia génu DNMT3B bola u niektorych vzoriek vyssia a U niektorych nizsia ako hodnota expresie

génu DNMTL (vid’ Graf &. 1).

Pri pacientoch s diagnostikovanym relabujicim mnohopocetnym myelémom boli
porovnavané len tri z piatich vzoriek, nakol'ko expresie génu DNMT3B vzoriek ¢. 18 a 22 neboli
detekovatelné, a preto neboli zahrnuté do porovnania. Na grafe ¢. 2 je pozorovand hodnota expresie
génu DNMT1 medzi hodnotami 1-2. Hodnoty expresie génu DNMT3A sa navzajom viditelne liSia
a hodnoty expresie génu DNMT3B st podobné s hodnotami expresie génu DNMT1 (vid’ Graf €. 2).

Porovnanim relativnych expresii sledovanych génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a u pacientov s diagnostikovanym
relabujucim mnohopocetnym myelomom je viditeIné, Ze pacienti s diagnostikovanym relabujucim
mnohopocetnym myelomom maju zvySené hodnoty expresii vsSetkych troch génov v porovnani
S pacientami s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom. Taktiez sa ukazalo, ze u tejto
skupiny pacientov je relativna expresia génov DNMT3A a DNMT3B vyssia ako relativna expresia génu
DNMT1 (vid’ Graf ¢. 3).

25




Tabulka ¢. 10: Normalizované hodnoty expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov

s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom

Cislo vzorky Vzorka Expresia génu Expresia génu | Expresia génu
DNMT1 DNMT3A DNMT3B
1 2020-03-04B 0,8014 2,3251 1,1541
3 2020-02-25 1,0788 3,3247 1,8214
16 2020-03-30 1,1083 1,5696 0,5572
20 2020-06-29C* 1,1232 0,9648 0,1975
27 2020-07-03 2,1166 2,4310 1,1346

* - vzorka 2020-06-29C* - RNA bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)

Graf ¢. 1: Porovnanie normalizovanych hodnot expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B

u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocéetnym myelomom
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Tabul'ka ¢. 11: Normalizované hodnoty expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov

s relabovanym mnohopocetnym myelémom

Cislo vzorky Vzorka Expresia génu Expresia génu Expresia génu
DNMT1 DNMT3A DNMT3B
2 2020-01-07 1,1171 1,5119 0,7262
7 2020-01-20 1,8969 1,8462 2,2831
10 2019-11-18B 1,9783 3,4715 1,8292
18 2020-04-20 1,0184 1,0734 n.a.
22 2020-06-22B 7,4432 5,5086 n.a.
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Graf ¢. 2: Porovnanie normalizovanych hodnot expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B

u pacientov s relabovanym mnohopocetnym myelémom
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Graf ¢. 3: Porovnanie normalizovanych hodnot expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom a relabujucim mnohopocetnym

myelémom
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V druhej casti analyzy génovej expresiec DNMT1, DNMT3A a DNMT3B boli vypocitané
hodnoty 2 — AACt génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov s novo diagnostikovanym
mnohopocetnym myeldmom a pacientov s diagnostikovanym relabujiicim mnohopocetnym myelémom

(vid’ Tab. ¢. 12 a 13).
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Pri pacientoch s novo diagnostikovanym mnohopoc¢etnym myelémom boli 2 — AACt hodnoty
expresii nizke. Najvyssie hodnoty expresie opét’ dosahoval gén DNMTL, avsSak stale boli mensia ako 1.
Hodnoty expresii génov DNMT3A a DNMT3B boli nizsie, dokonca expresie génu DNMT3B boli blizke
nule (vid’ Graf ¢. 4).

U pacientov s diagnostikovanym relabujucim mnohopocetnym myelomom boli pozorované
zvySené hodnoty expresii pozorovanych génov v porovnani s pacientami s novo diagnostikovanym
mnohopocetnym myelémom. Rozdiel v expresidch génov je viac zretelny. Hodnota expresie génu
DNMT1 je opit vysSia ako hodnoty expresie génov DNMT3A a DNMT3B. Pri tomto porovnavani nebola
pouzita vzorka ¢. 18, nakol'’ko hodnota expresie génu DNMT3B nebola detekovatelna (vid’ Graf €. 5).

Porovnanim 2 — AACt hodnét génov génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov s novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a pacientov s diagnostikovanym relabujiicim
mnohopocetnym myelomom sa ukazalo, ze pacienti s diagnostikovanym relabujicim mnohopocetnym
myeldomom maji vySSie hodnoty expresie vSetkych troch génov v porovnani s pacientmi s novo
diagnostikovanym mnohopoc¢etnym myelomom. Na rozdiel od relativnych expresii sledovanych génov,
2 — AACt hodnoty génov DNMT3A a DNMT3B su nizsie ako 2 — AACt hodnota génu DNMT1 (vid’ Graf
¢. 6).

Tabul’ka ¢. 12: 2 — AACt hodnoty expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov s novo

diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom

Cislo vzorky Vzorka Expresia génu Expresia génu | Expresia génu
DNMT1 DNMT3A DNMT3B
1 2020-03-04B 0,0575 0,0332 0,0041
3 2020-02-25 0,0775 0,0475 0,0072
16 2020-03-30 0,0862 0,0504 0,0047
20 2020-06-29C* 0,0814 0,0262 0,0008
27 2020-07-03 0,2573 0,1027 0,0084

* - vzorka 2020-06-29C* - RNA bola izolovana pomocou Norgen Single Cell RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Kanada)
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Graf ¢. 4: Porovnanie 2 — AACt hodn6t expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov s hovo

diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom (Kruskal-Wallis, p-value = 0,46448)
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Tabulka ¢. 13: 2 — AACt hodnoty expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov

s relabovanym mnohopocetnym myelomom

Cislo vzorky Vzorka Expresia génu Expresia génu Expresia génu
DNMT1 DNMT3A DNMT3B
2 2020-01-07 0,0272 0,1288 0,0154
7 2020-01-20 0,147 0,0309 0,0096
10 2019-11-18B 0,2316 0,0564 0,0077
18 2020-04-20 0,0793 0,0345 n.a.
22 2020-06-22B 0,7253 0,1967 0,1535
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Graf ¢. 5: Porovnanie 2 — AACt hodnét expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov

s relabovanym mnohopocéetnym myelomom (Kruskal-Wallis, p-value = 0,04158, p< 0,05)
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Graf ¢. 6: Porovnanie 2 — AACt hodn6t expresii génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u pacientov s novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom a relabujiicim mnohopocetnym myelémom (Kruskal-

Wallis, p-value = 0,04158 p < 0,05)
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5.2  Expresna analyza v myelomovych bunkovych liniach

Cielom expresnej analyzy bolo zistit’ Groven expresie génov DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
Vv myelémovych bunkovych liniach. Pre normalizaciu expresie pozorovanych génov v myelomovych
bunkovych linidch bola pouzitd bunkovad linia HS-5 (ATCC®CRL-11882™) odvodend
z transformovanych fibroblastov, ziskanych z kostnej drene zdravého 30-ro¢ného muza. Ako house-
keepingovy gén bol pouzity gén GAPDH. Meranie bolo vykonané v niekolkych opakovaniach
a v tripletoch.

Na expresnt analyzu bolo pouzitych 6 myelomovych bunkovych linii KMS-12-BM, RPMI-
8226, KMS-12-PE, U266, MM.1S a OPM2. Pri praci boli vykonané dve opakovania stanovenia expresie
sledovanych génov u bunkovej linie KMS-12-BM, ale pre vypocty bola pouzita len jedna. Z vysledkov
boli vypocitané relativne (normalizované) hodnoty expresii a 2 — AACt hodnoty expresii sledovanych

génov (vid’ Tab. ¢. 14, 15 a 16).

Pri porovnavani relativnych hodnét expresii sledovanych génov u myelomovych bunkovych
linii bolo pozorované kolisanie expresii génov DNMT3A a DNMT3B u niektorych myelémovych
bunkovych linii. Hodnoty porovnavanych expresii génu DNMT1 boli vyssie u vSetkych testovanych linii
a pohybovali sa v rozmedzi priblizne 6—-13. Rozdiely hodndt expresie génov DNMT3A a DNMT3B je

dobre viditel'ny, hodnoty st vyssie od nuly a zaroven su mensie ako 9 (vid’ Graf €. 7).

Pri porovnévani 2 — AACt hodnot expresii sledovanych génov u myelomovych bunkovych linii
bolo viditeI'né, ze hodnota expresie génu DNMT1 je pomerne nizka, avSak je vyssia ako hodnoty expresii
génov DNMT3A a DNMT3B. Hodnoty expresie génov DNMT3A a DNMT3B st vel'mi nizke, takmer

nedetekovatelné (vid’ Graf. ¢. 8).

Tabulka €. 14: Vysledky expresie génu DNMT1 a smerodajna odchylka v myelomovych bunkovych

liniach
. Relativne Smerodajna
Typ linie hodnot_y 2 — AACt hodnoty odchylka
expresie expresie

KMS-12-BM 12,4802 0,2000 0,5233
RPMI-8226 8,5278 0,1334 0,4060
KMS-12-PE 11,7784 0,1697 0,4336
U-266 13,1053 0,1999 0,4944
MM.1S 10,1135 0,1719 0,4996
OPM-2 5,9257 0,0984 0,4618
KMS-12-BM*** 11,1245 0,2029 0,4822

KMS-12-BM*** - opakovana linia
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Tabul’ka €. 15: Vysledky expresie génu DNMT3A a smerodajna odchylka v myeldémovych bunkovych

liniach
- Relativne Smerodajna
Typ linie hodnot_y 2 - AACt hodnoty odchylka
expresie exXpresie

KMS-12-BM 6,4919 0, 0084 0,4852
RPMI-8226 8,3271 0,0141 0,5561
KMS-12-PE 3,23%4 0,0069 0,5769
U-266 4,8612 0,0094 0,0996
MM.1S 4,5761 0,0116 0,4633
OPM-2 1,2766 0,0032 0,1636
KMS-12-BM*** 4,1810 0,0098 4,1810

KMS-12-BM*** - opakovana linia

Tabul’ka ¢. 16: Vysledky expresie génu DNMT3B a smerodajna odchylka v myelémovych bunkovych

liniach
- Relativne Smerodajna
Typ linie hodnot_y 2—AACt hodnoty odchylka
expresie expresie

KMS-12-BM 7,6045 0,0131 0,5880
RPMI-8226 1,2429 0,0020 0,2838
KMS-12-PE 6,6573 0,0092 0,1383
U-266 2,7842 0,0049 0,4445
MM.1S 2,6758 0,0074 0,3202
OPM-2 2,3331 0,0064 0,0975
KMS-12-BM*** 3,7277 0,0122 0,4459

KMS-12-BM*** - opakovana linia
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Graf ¢. 7: Porovnanie normalizovanych hodndt expresii bunkovych linii KMS-12-PE, MM.1S, OPM2,
KMS 12 BM, RPMI-8226 a U266
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Graf ¢. 8: Porovnanie 2 — AACt hodndt expresii bunkovych linii KMS-12-PE, MM.1S, OPM2, KMS
12 BM, RPMI-8226 a U266
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6 DISKUSIA

Ciel'om bakalarskej prace bolo zistit' a porovnat’ génové expresie vybranych DNA metyltransferaz

u pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a u myelémovych bunkovych lini.

Valentina Bollati et al. (2009) pozorovali okrem iného aj expresiec DNA metyltransferaz
(konkrétne DNMT1, DNMT3A a DNMT3B) vo vzorkach od pacientov s diagnostikovanym
mnohopocetnym myelomom, s diagnostikovanou leukémiou plazmatickych buniek, zdravych pacientov
a vzorkach myelomovych bunkovych linii. Tato $tadia bola zaloZend na kvantitativnej analyze metylacie

DNA pomocou pyrosekvencovania, a boli tu pouzité odlisné postupy.

V tejto praci (Bollati V. et al.,, 2009) bol skiimany vztah medzi hypometylaciou DNA
a expresiou DNA metyltransferaz pomocou vyhodnotenia absolttnej urovne expresie troch odlisnych

génov — DNMT1, DNMT3A a DNMT3B.

V §tadii sa zistilo, ze expresia génu DNMTL1 bola zvySena u vzoriek pacientov
S diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom, s diagnostikovanou leukémiou plazmatickych

buniek, a tiez u myeldémovych bunkovych linii v porovnani so vzorkami zdravych pacientov.

Podobne sa v nasom experimente ukazalo, ze 2 — AACt hodnota expresie génu DNMT1
Vv porovnani s 2—AACt hodnotami expresii génov DNMT3A a DNMT3B bola zvysena u pacientov s novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom (vid® Graf ¢. 4) a u pacientov s diagnostikovanym
relabujicim mnohopoéetnym myelémom (vid’ Graf ¢. 5). Napriek tomu, relativne hodnoty expresie
génu DNMT1 u pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom boli viditeI'ne nizsie
ako relativna hodnota génu DNMT3A (vid’ Graf ¢. 1), kedy zvySena expresia génu DNMT3A tak moze
byt dolezitym diagnostickym markerom u novo diagnostikovanych pacientov s mnohopocetnym
myelomom. Z tychto vysledkov méZzeme usudzovat’, Ze pre relativne hodnoty expresie je vel'mi dolezité
k akej vzorke sa dané hodnoty normalizuju, a teda aka vzorka sluzi ako kontrola — v naSom pripade sme
pouzili vzorku kostnej drene zdravych jedincov, populacie normalnych B-lymfocytov (problémova
kultivacia, a S tym spojeny nedostatok buniek pre izolaciu RNA) a populaciu fibroblastov (bunkova linia
fibroblastov HS-5).

Hodnoty expresie génu DNMT1 u myelomovych linii boli zvysené rovnako ako v spominanej

stadii (Bollati V. et al., 2009) (vid’ Graf &. 7 a 8).

Jednym z vysvetleni tejto skutocnosti je, Ze zvySené hladiny expresie génu DNMT1 mdzu
odrazat’ progresivne zvySovanie proliferativnej aktivity v roznych kategoriach skor ako jej ucast’ na
hypometylacii DNA, nakol’ko je DNMT1 zodpovedny za kopirovanie metylacnych vzorcov po syntéze
DNA (Bashtrykov P. et al., 2012). Toto vysvetlenie sthlasi s d’al§$imi §tidiami na réznych typoch
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Pudskej rakoviny, ktoré potvrdili zavislost’ génu DNMT1 na proliferacii (Jones PA, 1986; Li S et al.,
2003).

V tejto praci sme na zaklade nasich experimentov zistili u pacientov s novo diagnostikovanym
mnohopocetnym myelomom zvysené relativne hodnoty expresii génu DNMT3A oproti génom DNMT3B
a DNMT1 (vid’ Graf ¢. 1 a 3). Okrem toho, u oboch testovanych skupin pacientov boli detekované
znizené hodnoty expresie génov DNMT3A a DNMT3B pri 2 — AACt hodnotach expresii (vid’ Graf ¢. 4,
5 a 6). Relativne hodnoty expresii génov DNMT3A a DNMT3B u myelémovych bunkovych liniach boli
kolisavé (vid’ Graf €. 7), ale nizSie ako relativne hodnoty expresii génu DNMT1 (vid’ Graf €. 7). Podobne,
2 — AACt hodnoty expresii génu DNMT1 boli vysSie oproti génom DNMT3A a DNMT3B, ktorych 2 —
AACt hodnoty boli vel'mi nizke az nedetekovatel'né (vid’ Graf ¢. 8).

V naSom experimente boli porovnavané expresie pozorovanych génov u pacientov s novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a pacientov S diagnostikovanym relabujacim

mnohopocetnym myelémom.

Porovnanim normalizovanych hodnét expresii sledovanych génov u vzoriek pacientov s novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom bola zistena hodnota expresie génu DNMTL, ktoré sa
pohybovala okolo hodnoty 1. Hodnota expresie génu DNMT3A bola zvySena v porovnani s ostatnymi
dvomi pozorovanymi génmi a hodnota expresie génu DNMT3B bola kolisava (vid’ Graf ¢. 1). Relativne
hodnoty expresii sledovanych génov u vzoriek pacientov s diagnostikovanym relabujiicim
mnohopocetnym myelomom boli vel'mi kolisavé a rozptyl hodnot bol velky, ¢o mohlo byt spdsobené
pracou s heterogénnou populaciou buniek zastiipenou vo vzorkach sledovanych pacientov (vid® Graf
¢. 2). Na expresné analyzy sledovanych génov v skupine pacientov s diagonstikovanym relabujicim
mnohopocetnym myelomom boli pouzité len tri vzorky pacientov, nakol’ko zvysné vzorky (18, 22)
neposkytovali detekovatelny vysledok (vid Tab. ¢. 11). U myelomovych bunkovych linii boli
pozorované opat’ kolisavé hodnoty expresii sledovanych génov, ktora mohla byt spdsobena bunkovou
liniou fibroblastov HS-5. Fibroblast je zrejme najmenej Specializovanou bunkou zo vSetkych
spojivovych buniek. Z toho vyplyva, ze sa moze za uréitych podmienok premenit’ na jednu z mnohych
d’alsich spojivovych buniek, ako je osteoblast (bunka vytvarajuca kostné tkanivo), adipocyt (tukova
bunka) alebo chondrocyty (bunka chrupavky). Z vyssie uvedenych dévodov bola tato linia fibroblastov
zvolend pre normalizciu expresie génov DNA metyltransferaz u myelomovych bunkovych linii,
pretoze pokusy s kultivaciou populacie normalnych B-lymfocytov neboli opakovane Gspesné. Pouzitim
RNA z bunkovej linie HS-5 odvodenej z transformovanych fibroblastov, ktoré si na inom vyvojom
stupni ako B-lymfocyty, boli vypocitané relativne hodnoty expresie génov a porovnanim s 2 — AACt
hodnotami sa ukazali ako vel'mi podobné. Z tychto vysledkov vyplyva, ze fibroblasty z linie HS-5 m6ézu

sluzit’ na normalizéciu myelémovych buniek namiesto populacie B-lymfocytov, nakol’ko pri kultivécii
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B-lymfocytov ¢asto nastavaju problémy, ¢o sa potvrdilo aj po¢as nasho experimentu. Tato skuto¢nost’

sa vSak musi eSte overit,, a preto by mohla byt’ cielom d’al§ieho pozorovania.

Je ale mozné, Zze pouzitim najmenej Specializovanej bunkovej populacie pre normalizaciu
hodndt expresii sledovanych génov, boli detekované pomerne vysoké trovne expresie sledovanych

DNA metyltransferaz v porovnani s hodnotami u pacientskych vzoriek (vid’ Graf ¢. 7).

Pri porovnani 2 — AACt hodnot expresii pozorovanych génov vzoriek pacientov s Novo
diagnostikovanym mnohopocetnym myeldémom bola hodnota expresie génu DNMT1 vyssia vV porovnani
S ostatnymi pozorovanymi génmi (vid® Graf ¢. 4) (Kruskal-Wallis, p-value = 0,46448), avsak
v porovnani s 2 — AACt hodnotami expresii u vzoriek pacientov s diagnostikovanym relabujicim
mnohopocetnym myeldémom a myelomovych bunkovych linii st tieto hodnoty nizsie (vid’ Graf ¢. 5 a 8)
(Kruskal-Wallis, p-value = 0,04158, p < 0,05). Dalsie §tatistické analyzy u vykonavanych expresnych
analyz nebolo mozné vykonat z dévodu malého pocétu pacientskych vzoriek v oboch testovanych

skupinach.

Pri 2 — AACt hodnotach expresii pozorovanych génov vzoriek pacientov s diagnostikovanym
relabujicim mnohopocetnym myelomom bol rozdiel v expresiach génov je viac ocividny. Hodnoty
expresie génu DNMT1 st opat’ najvyssie (vid’ Graf €. 5) Tieto hodnoty expresii su viditeI'ne vyssie ako
hodnoty z grafu ¢. 4. Ziskané 2 — AACt hodnoty expresii génu DNMT1 v myelomovych bunkovych
liniach boli opét’ najvyssie, avsak 2 — AACt hodnoty expresii génov DNMT3A a DNMT3B boli takmer

nedetekovatelné (vid’ Graf ¢. 8).

Ziskané vysledky naznacuji, ze pacienti s diagnostikovanym relabujicim mnohopocetnym
myelémom, teda s agresivnym typom ochorenia, maji zvySené hodnoty expresii vSetkych troch
pozorovanych génov v porovnani s pacientami s novo diagnostikovanym mnohopocéetnym myelémom
(vid’ Graf €. 3 a 6). Avsak, relativne hodnoty expresii g¢énov DNMT3A a DNMT3B sa blizia k relativnym
hodnotam expresii DNMT1, dokonca u 2 — AACt hodndt expresii génov DNMT3A a DNMT3B st vyrazne
nizsie v porovnani s 2 — AACt hodnotami expresii génu DNMT1. Znizené hodnoty de novo DNA
metyltrasnferaz DNMT3A a DNMT3B tak mézu byt’ désledkom absolvovanej liecby u skupin pacientov

s diagnostikovanym relabujucim mnohopocetnym myelomom.
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7  ZAVER

Ciel'om bakalarskej prace bolo porovnat’ expresny profil DNA metyltrasnferaz DNMT1, DNMT3A
a DNMT3B vo vzorkach pacientov s diagnostikovanym mnohopocetnym myelomom a myelémovych

bunkovych linii.

V teoretickej Casti bola vypracovana literarna reSer§ zamerana na zakladnu charakteristiku DNA
metaltransferaz, regulaciu ich aktivity a ich funkcie. Druha Cast’ literarnej reSerSe sa tykala ochorenia

mnohopocetny myelom, jeho diagnostiky, §tadii ochorenia a moznostiach liecby.

V experimentalnej Casti boli vypracované expresné analyzy vzoriek pacientov s diagnostikovanym
mnohopocetnym myelomom a myelomovych bunkovych linii. Expresné profily génov DNMTL,
DNMT3A a DNMT3B boli stanovené pomocou metddy kvantitativnej real-time PCR. V ramci tychto
experimentov sme zistili, Ze U pacientov s novo diagnostikovanym mnohopocetnym myelémom je
zvySena expresia génu DNMT3A, ¢o moédze byt dolezitym diagnostickym markerom u novo
diagnostikovanych pacientov s mnohopocetnym myelémom. Pacienti s diagnostikovanym relabujiicim
mnohopocetnym myeléomom mali hodnoty expresii génov DNMT3A a DNMT3B niZzsie ako bola hodnota
expresie génu DNMT1 v porovnani s pacientami s novo diagnostikovanym mnohopocetnym
myelomom. Znizené hodnoty de novo DNA metyltrasnferaz DNMT3A a DNMT3B tak mozu byt
dosledkom absolvovanej liecby u tejto skupiny pacientov. Na zaklade ziskanych vysledkov mézeme
tiez usudzovat, Ze na normalizaciu myelomovych buniek mdézu byt pouzité fibroblasty z linie HS-5

namiesto B-lymfocytov, s ktorymi st ¢asto spojené komplikacie pri kultivacii.
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