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Souhrn

Diplomova prace charakterizuje transkripéni faktory Spl a Sp3 se zaméfenim na jejich dosud
nepopsanou ulohu v aktivnim demetyla¢nim procesu u bunék mnohocetného myelomu. Teoreticka
¢ast nejprve shrnuje obecné poznatky o mnohocetném myelomu se zaméfenim na projevy onemocnéni
a diagnostiku. Charaktzerizuje enzymy TET (Ten-eleven translocation) a detailnéji zpracovava ¢ast
vénovanou transkripnim faktorim Spl a Sp3 sddrazem na jejich strukturu, ulohu v procesech
regulace transkripce gentl, a posttranskripéni modifikace. Experimetnalni ¢ast je zaméfena na expresni
a metylaéni analyzy myelomovych bunétnych linii KMSI2-PE a KMS12-BM ovlivnénych
demetylacnimi ¢inidly, a nesortované populace bunék ziskané z aspiratu kostni diené pacientl
monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu a nové diagnostikovanych pacienti mnohocetného
myelomu.

Pomoci imunoprecipita¢ni analyzy bylo zjisténo, Ze u myelomovych linii se transkripéni faktor
Spl po ovlivnéni demetylacnimi ¢inidly vaze do promotorové sekvence genu TET1, zatimco vazba
Sp3 na promotorovy Usek sledovanych genti TET nebyla prokazana. Metyla¢ni zmény byly nejcastéji
detekovany v oblastech promotort genti TET2 a TET3, ato jak u myelomovych linii po ovlivnéni
demetylaénimi ¢inidly, tak u pacientskych vzorkl. Signifikantni zvySeni exprese vsak bylo
pozorovano u ovlivnénych myelomovych linii pouze v pfipadé genu TET2. U vzorki MGUS byly
hodnoty relativni exprese vyssi nez hodnota 1,000 pozorovany u vSech gent TET, a to i pfes to, Ze

Vv téchto pripadech byla detekovana metylace CCGG ve sledovanych promotorovych sekvenci.
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Summary

This thesis characterizes the transcription factors Spl and Sp3, focusing on their role in the
active demethylation process in multiple myeloma cells. The theoretical part summarizes information
about multiple myeloma with a focus on disease manifestations and diagnosis. It characterizes TET
enzymes and in detail focuses on transcription factors Spl and Sp3 with an emphasis on their
structure, role in gene expression, and posttranscription modification. Myeloma cell lines KMS12-PE
and KMS12-BM, and unsorted cell populations of multiple myeloma and monoclonal gammopathy of
undetermined significance patiens were analyzed.

The experimental part is focused on the still undescribed role of both transcription factors Spl
and Sp3 in the active demethylation process in multiple myeloma cells, as well as determination of
methylation and hydroxymethylation changes in the promoter regions of TET1, TET2 and TET3 genes.
The results of ChIP analysis indicate that after treatment of the myeloma cells with demethylation
agents, Spl binds to the promoter of TET1, while Sp3 binding to the TET1 has not be found.
Methylation changes were mostly detected in the promoters of TET2 and TET3 genes in both, treated
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1 Uvod

Mnohocetny myelom je zhoubné onemocnéni plasmatickych bunck a tvoii vice nez 10 %
hematologickych malignit a je charaktericky pfitomnosti tzv. M-proteinu v krvi. U pacientii dochazi
v disledku poruchy proliferace plasmatickych bunék a piebyte¢ného mnozstvi M-proteinu
k organovému poskozeni, a to ptedevsim kosti, ledvin a CNS. Charakteristické projevy onemocnéni
jsou dle ,,International Myeloma Working Group* oznacovany jako CRAB (hyperkalcémie, selhani
ledvin, anémie, kostni zmény). Onemocnéni je zatim nelécitelné, diky vyraznému pokroku v terapii se
vSak za posledni roky prodlouzila délka pteziti pacientd, a terapie se soustfedi na zmirfiovani projevi.

Proteiny TET (Ten-eleven translocation enzymes) jsou enzymy zprostiedkovavajici konverzi
5-metylcytosinu (5-mC) na 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC) a jeho dalsi oxidaci na 5-formylcytosin
(5-fC) a 5-karboxylcytosin (5-caC), tedy proces aktivni demetylace. Metylace cytosini v ramci CpG
ostriivkll promotord genli byva spojovana s inhibici transkripce ptislusnych genti. Pfi studii exprese
geni tedy hraje procentické zastoupeni 5-mC a 5-hmC v promotorovych oblastech dileZitou roli.

Transkrip¢ni faktory Spl a Sp3 hraji kli¢ovou roli v expresi genli zapojenych do fady
bunécnych procest véetné onkogeneze. Svou vazbou do promotorovych oblasti jsou schopny
regulace exprese jak v pozitivnim, tak i v negativnim smyslu, a jejich zvySené hladiny byly
detekovany u nékolika typl nadorovych onemocnéni. Jejich vliv na regulaci exprese genli

TET u bun€k mnohocetného myelomu vsak zatim nebyl popsan.



Cile prace

Zpracovani literarni reSerSe na zadané téma.

Izolace RNA a DNA z myelomovych bunéénych lini ovlivnénych demetyla¢nimi ¢inidly,
a sortovanych bunéénych populaci pacientli s mnohocetnym myelomem.

Piiprava cDNA a nésledna expresni analyza genii demetylacnich proteinti TET.

Chromatinova imunoprecipitace transkripénimi faktory Sp1 a Sp3, a kvantifikace jejich komplext
s TET proteiny metodou kvantitativni RT-PCR.

Stanoveni metylac¢niho (5-mC) a hydroxymetylacniho (5-hmC) stavu analyzovanych usekd genii

TET.



3 Teoreticky uvod

3.1 Charakteristika a diagnostika mnohoéetného myelomu

Mnohocetny myelom (MM), dfive také nazyvany jako Kahlerova nemoc, nebo pak v anglické
literatuie oznacovany jako ,,plasma cell myeloma®, je zhoubné onemocnéni kostni diené. Jedna se
o multifokalni neoplastickou proliferaci plazmatickych bunék, obvykle asociovanou s ptitomnosti
monoklonalniho imunoglobulinu (M-protein) v séru, pfipadné moéi, a poSkozenim organt
zpusobenym nasledky poruchy produkce plazmatickych bunék (Swerdlow a kol., 2017). Plazmatické
buitkky jsou kone¢nym diferenciatnim stadiem B-lymfocytii, které vznikaji po té, co se setkaji
s cilovymi antigeny, a maji schopnost tvorby protilatek (Penka a kol., 2011).

Mnohocetny myelom tvoii asi 1 % vSech typt malignit a vice nez 10 % hematologickych
malignit. V roce 2019 bylo celosvétové zaznamenano 155 688 nové diagnostikovanych piipada
mnohocetného myelomu, pticemz 54,3 % z nich tvofili muzi. V porovnani s daty z roku 1990 se tak
pocet nové diagnostikovanych zvysil z ptivodnich 65 940 ptipadi 1,36x. Stoupajici trend je také
pozorovan v poctu tmrti pacientd MM, ktery v roce 1990 ¢inil 51 862, zatimco statistiky z roku 2019
uvadéji az 113 474 piipadi rocnich umrti celosvétove. Vzrust incidence mnohocetného myelomu je
piisuzovan starnuti populace, zatimco snizujici se pocet imrti je spojovan s rozvojem diagnostickych
a terapeutickych metod (Zhou a kol., 2021). Mira vyskytu tohoto onemocnéni je nejvyssi v oblastech
Severni Ameriky, Australie, Nového Zélandu a zapadni Evropy, naopak nejméné piipadi bylo
zaznamenano v Asii (Ferlay a kol., 2012). Ceska Republika se fadi mezi zemé se stiednim vyskytem
tohoto onemocnéni (na zakladé dat zroku 2014), kdy incidence ¢itd 4,8 nové diagnostikovanych
ptipadi na 100 000 obyvatel (Maluskova a kol., 2017). Median véku, ve kterém je mnohocetny
myelom diagnostikovan, je pfiblizné¢ 70 let; 37 % procent pacientt je starSich 65 let, 26 % se nachazi
mezi 65-74 lety a 37 % pacienti je starSich 75 let. Vyskyt této nemoci u jedincti mladsich 30 let je
extrémné vzacny (Palumbo a Anderson, 2011).

Jasné pficiny vzniku mnohocetného myelomu jsou prozatim nezndmé. ZvySend cetnost
vyskytu tohoto onemocnéni je vSak spojovana s expozici jedinci specifickym toxickym latkam jako
jsou dioxiny, ¢inidlo Orange (Bumma a kol. 2020), radiace nebo obezita. Jak naznacuji statistiky,
mnohocetnym myeloem trpi Castéji muzi nez Zeny. ZvySené riziko vzniku MM je pozorovano
u africké ¢i afroamerické populace s incidenci 14 ptipadid na 100 000 obyvatel (Lewis a kol., 1963;
Linet a kol., 1987; Pesatori a kol., 2009; Birmann a kol., 2017).

Zakladnimi kritérii pro diagnostiku mnohoéetného myelomu dle International Myeloma
Working Group jsou biopsie nebo stanoveni procentualniho zastoupeni klonalnich plazmatickych
bun€k v kostni dfeni jako > 10 %. DalSimi kritérii je jedna nebo vice z nasledujicich charakteristik:
hyperkalcémie (hladina vapniku v séru o vice nez 0,25 mmol/l vyssi nez normalni horni hranice nebo
vy$s§i nez 2,75 mmol/l); renalni insuficience (odbouravani kreatininu < 40 ml/min, nebo hladina

sérového kreatininu > 177 pmol/l); anémie (hodnota hemoglobinu vice nez 20 g/l pod normalni dolni
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hranici, nebo jeho hladina < 100 g/1); kostni 1éze (pfitomnost jedné nebo vice osteolytickych 1ézi
prokazatelna radiografii, CT, PET-CT); klonalni zastoupeni plazmatickych bunck kostni dfené vyssi
nebo rovno 60 %; podil volného lehkého fetézce v séru vyssi nebo roven 100; vice nez jedna
detekovana ohniskova léze na MRI. Tyto charakteristické projevy jsou souhrnné oznacovany jako
CRAB (Rajkumar a kol., 2014).

Témet u vSech pacientii mnohocetného myelomu se onemocnéni nejdiive projevuje jako
monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (Monoclonal gammopathy of undetermined signifikance
— MGUS). Diagnostika MGUS je zalozena na detekci pfitomnosti monoklonalniho M-proteinu v séru
nebo moci pacienta, avSak zaroven nedochazi ke splnéni diagnostickych kritérii mnohocetného
myelomu (Kyle a kol., (2005). Tento stav se tedy vyznacuje absenci ptiznakli a pomalou klonalni
a nezhoubnou proliferaci plazmatickych bunék produkujicich M protein, ktery ma ale maligni
potencial (Krizalkovicova a kol., 2008). Mezi rizikové faktory MGUS se tadi vyssi veék, muzské
pohlavi, ¢erno$ska populace nebo historie MGUS a piibuznych onemocnéni v rodiné (Kyle a kol.,
2006; Landgren a kol., 2007; Landgren a kol., 2009).

Pocateéni obdobi onemocnéni muze byt zcela asymptomatické a k diagnéze dochazi az po
detailngjsi prohlidce na zakladé zvySené krevni sedimentace. Obecné se vSak jako klinické ptiznaky
uvadéji bolest kosti, prevazné pak patefe, snizend obranyschopnost — opakujici se komplikované
zandty — unava a krvaceni. Casta je také piitomnost hyperkalcémie a snizena funkce ledvin. Typické je
postizeni zejména dlouhych kosti, lebky a patefe, kde dochazi ke kompresnim zlomeninam obratlt
(Hajek a kol., 2011).
destrukci vedouci k bolesti kosti a jejich frakturam. Plazmatické bunky také miazou proliferovat do
fady organi, které poskozuji. ZvySena produkce monoklonalniho proteinu (M-proteinu) mutize vést
k selhani ledvin jako dusledek pfitomnosti Bence Jones bilkoviny v mo¢i, nebo hyperviskozity,
zpusobené pirebyteénym mnozstvim M-proteinu v krvi a jeho hromadéni v ledvinnych tubulech (Kyle
a kol., 2003).

Mnohocetny myelom ve velmi vzacnych ptipadech napada i CNS, jedna se vSak o méné nez
1 % pacientt MM. Nejcastéjsi cytogenetické anomalie jsou v téchto ptipadech delece na 13q a 17p

(Jurczyszyn a kol., 2016).
3.1.1 Prognoza a lécba

Prognéza je stanovena na zakladé algoritmu, tzv. ,International Staging System®,
kombinujiciho detekované hladiny specifickych biomarkert a genetickych rizik (viz Délka pfeziti
pacienti od doby diagndzy onemocnéni se v poslednich letech zna¢né prodlouzila, predev§im diky
vyraznému pokroku v terapii. Pfed rokem 2000 se median délky preziti blizil 30 mésicim (Bergsagel,

1988) Nejnovejsi data ziskand na zakladé studie 1000 pacientd, ktefi mezi roky 2007 a 2016



podstoupili 1é¢bu, uvadéji median celkového preziti 126,6 mésict od doby diagnoézy onemocnéni

(Joseph a kol., 2020).

Tabulka 1). Na zakladé namétenych hodnot a pfitomnosti chromozomalnich abnormalit jsou
pacienti rozdéleni do tfi skupin zavaznosti prognézy (Palumbo a kol., 2015).

Geneticka analyza malignich plazmatickych bunék pacienti mize byt pouzita k identifikaci
genetickych faktori onemocnéni, a nasledné stratifikaci rizik s nimi spojenych. K témto Gcelim se
vyuziva metody FISH (Fluorescenéni in situ hybridizace), ktera je zalozena na specifické vazbé
fluorescenci sondy k analyzovanym oblastem chromozomi myelomovych bun¢k. Tato metoda je vSak
limitujic z divodu neexistence jednotného standardizovaného panelu sond. Stanoveni karyotypu je
rutinné pouzivanou cytogenetickou metodou, citlivost je vSak pro detekci chromozomalnich aberaci
relevantnich pro mnoho¢etny myelom nizka (Saxe a kol., 2018;).

Délka preziti pacienti od doby diagnézy onemocnéni se v poslednich letech znacné
prodlouzila, pfedevsim diky vyraznému pokroku v terapii. Pfed rokem 2000 se median délky pieziti
blizil 30 mésicim (Bergsagel, 1988) Nejnovejsi data ziskand na zéklad€ studie 1000 pacientd, ktefi
mezi roky 2007 a 2016 podstoupili 1écbu, uvadéji medidn celkového pieziti 126,6 mésicti od doby
diagndzy onemocnéni (Joseph a kol., 2020).

Tabulka 1: Hodnoceni faktord rizik pro mnohocetny myelom ("International Staging System™); (piejato:
Palumbo a kol., 2015)

Faktor Kritéria

ISS skupina

Sérovy B,-mikroglobulin < 3,5 mg/1, sérovy albumin > 3,5 g/dl
Hodnoty mezi skupinou I a I11

Sérovy B,-mikroglobulin > 5,5 mg/I

CA stanovené pomoci iFISH

Vysoké riziko

Standardni riziko

Ptitomnost delece del(17p) a/nebo translokace t(4;14) a/nebo
translokace t(14;16)

Bez ptitomnosti chromozomalnich abnormalit vysokého rizika

LDH
Norméalni Sérova LDH < horni limit
Vysoka Sérova LDH > horni limit

Revidovany ISS (R-1SS)

ISS skupina I a CA standardniho rizika a normalni LDH
Ne R-ISS skupina | nebo I11
ISS skupina III a CA vysokého rizika nebo vysoka LDH




Legenda: CA — chromozomalni abnormality; iFISH — interfazni fluorescenéni in situ hybridizace; 1SS — ,International

Staging Systém®; LDH — laktatdehydrogenaza; R-ISS — revidovany ,,International Staging Systém®.

Vzhledem k tomu, ze onemocnéni je dosud nelécitelné, je primarnim cilem terapie prodlouzeni
doby preziti a zvySeni kvality zivota zmirnénim zdravotnich komplikaci spojenych s mnohocetnym
myelomem. Terapie se tak predevsim soustfedi na snizeni nadbytku malignich plazmatickych bunék

Vv kostni dfeni (Lonial a Anderson, 2013).



3.2 TET proteiny a aktivni demetylace
3.2.1 DNA metylace a demetyla¢ni iloha TET enzymu

Jednou z nejcastéji studovanych epigenetickych modifikaci DNA u savcl je metylace.
Metylace DNA se projevuje piitomnosti metylové —CH3 skupiny na patém uhliku cytosinu za vzniku
metylcytosinu (SmC). Metylace ma zasadni vyznam pro ontogeneticky vyvoj jedince, ovliviiuje
expresi genti a hraje podstatnou roli v procesech umlovani geni. Je dilezitda v procesu obnovy
poskozené DNA, ochrany DNA pied transponovatelnymi elementy, udrzovani genomické stability
béhem mitdzy, imprintingu nebo inaktivace X-chromozomu. K modifikaci cytosinu dochézi téméf
vyhradné v ramci CpG (fosfodiesterova vazba mezi cytosinem a guaninem) ostruvkta (CpG islands),
kdy je 60-80 % cytosinti metylovano (Smith a Meissner., 2013; Li a Zhang., 2014). Tyto CpG
ostrivky se nachdzeji v oblastech promotord pfiblizné¢ 60 % vSech anotovanych gent (Antequera
a Bird, 1993). Metylace promotori byva spojovana s inhibici transkripce pfislusnych geni,
nemetylované promotory naopak s transkriptné aktivnimi geny. Metylace DNA také hraje diilezitou
roli v nadorové progresi, jelikoz hypermetylace promotorvych tisekti genti tumorovych supresort vede
k jejich sniZzené expresi a nasledné funkci (Esteller, 2008; Smith a Meissner, 2013). Donorem
metylové skupiny je S-adenosyl-L-methionin (SAM) pusobenim enzymi DNA metyltransferaz
(DNMTSs): DNMT1, DNMT3A a DNMT3B (Bestor a Ingram, 1983; Okano a kol., 1998; Clark a Melki,
2002).

Pasivni demetylace je proces, kdy se snizuje zastoupeni modifikovaného cytosinu tak, ze je
narusena metylacni funkce DNMT1 béhem DNA replikace, kdy nové vznikajici vldkno neni
metylovano. K demetylci mtize dochazet taktéz aktivnimi procesy, a to prostiednitvim tzv. TET
enzymi (Holliday a Pugh, 1975; Wu a Zhang, 2017). TET enzymy (Ten-eleven translocation
enzymes) jsou 2-oxoglutarat a Fe" dependentni metylcytosin dioxigenazy, které zprostiedkovéavaji
konverzi 5-metylcytosinu (5-mC) na 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC) a jeho dals$i oxidaci na 5-
formylcytosin (5-fC) a 5-karboxylcytosin (5-caC) (Tahiliani a kol., 2009; He a kol., 2011; Ito a kol.,
2011). Excise 5-fC a 5-caC zprostiedkovand thymin DNA glykosylazou (TDG) a nasledovana
bazovou excizni opravou (BER) taktéz vede k demetylaci (Wu a Zhang, 2014; Bochtler a kol., 2017)
jako soucast opravného procesu poskozené DNA (viz Obrazek 1). BER (Base excision repair) a NER
(Nucleotide excision repair) jsou tak dalsimi mechanismy aktivni demetylace. Pisobenim 5-mC TDG
nebo modifikaci 5-mC deaminaci (cytosin se méni na uracil, neparuje se pak s guaninem) a neparujici

se dvojice U-G je pak vyhledana opravnym systémem.



Obrazek 1: Schéma demetylace DNA zprosttedkované TET enzymy. .DNA metyltransferdzy (DNMTs) konvertu;ji
nemodifikovany cytosin na 5-metylcytosin (5-mC),ten mize byt zpétné konvertovan na nemodifikovany cytosin pomoci TET
enzymy zprostiedkovanéoxidaci na 5-hydroxymetylcyrosin (5-hmC), 5-formylcytosin (5-fC) a 5-karboxylcytosin (5-caC),
anasledné excize 5-fC nebo 5-caC pomoci thymin DNA glykosylazy (TDG) spojené s excizni bazovou opravou (BER)
(pfevzato: Wu a Zhang, 2017).

3.2.2 Obecna charakteristika TET enzymu

Skupina proteinti TET (ten-eleven translocation enzymes) je pojmenovana podle translokace
t(10;11)(q22;923), ktera byla popsana ve vzacnych piipadech u pacientt trpicich akutni myeloidni
a lymfoidni leukémii. Produktem translokace je flze genu MLLI1 (mixed lineage leukaemia),
nachazejiciho se na lidském chromozomu 10, s genem pro TET1, ktery je lokalizovan na lidském
chromozomu 11 (Ono a kol., 2002; Lorsbach a kol., 2003). TET enzymy jsou 2-oxoglutarat a Fe'-
dependentni metylcytosin dioxigendzy, pficemZz u savcii byly popsany tii enzymy této skupiny
proteint: TET1, TET2 a TET3. Proteiny TET jsou diilezit¢ v mnoha biologickych procesech, které
zahrnuji naptiklad epigenetickou regulaci genové transkripce, embryonalni vyvoj, diferenciaci
a transformaci kmenovych bunék nebo rakovinotvorné procesy. Rada téchto procesti viak dosud

nebyla detailné popsana (Tahiliani a kol., 2009; Cimmino a kol., 2011).



3.2.3 Struktura TET enzymi

Katalytickd doména enzymu se nachazi na jeho karboxylovém C-konci a sklada se ze dvou
strukturnich domén: dvouvlaknové B-helix Sroubovice (DSBH; Double —stranded p-helix domain)
a domény bohaté na cystein. Funkci domény DSBH je zprostiedkovani interakce Fe', a-ketoglutaratu
a 5-metylcytosinu v oxidaénim procesu substratu. Doména bohata na cystein pak hraje roli ve
stabilizaci celé struktury a ve zprostfedkovani interakce enzymu s DNA tim, ze se obtaci kolem
domény DSBH (Pastor a kol., 2013). Protoze kontaktni misto mezi TET a DNA nezahrnuje samotnou
metylovou skupinu cytosinu, miize dochazet k interakci TET enzymt i s modifikovanym cytosinem
(Hu a kol., 2013).

324 TET1

TET1 je vysoce a specificky exprimovan v embryondlnich kmenovych buiikach, v buiikach
vnitini stény blastocysty a v primordialnich zarodecnych bunkach. Katalyticka aktivita enzymu je tedy
dulezita pro normalni diferenciaci kmenovych bunék, béhem niz hladina exprese tohoto enzymu
postupné klesa (Koh a kol., 2011).

325 TET2

Stejn¢ jako TET1 mé& i TET2 vyznamou funkci v procesu diferenciace embryonalnich
kmenovych bunék, kde je exprimovan. Bylo na my$im modelu prokazano, Zze mutace genu Tet2 jsou
asociovany s aberantnimi metylacemi DNA a myeloidnimi malignitami (Delhommeau a kol., 2009).
Tento fakt poukazuje na dtlezitou roli TET2 v procesu diferenciace hematopoetickych kmenovych

bunék (Ko a kol., 2010),
326 TET3

Enzym TET3 lze jako jediny detekovat ihned po fertilizaci vajicka, kde zprostfedkovava
hromadnou oxidaci cytosinu sam¢iho prvojadra, coz ma za nasledek sniZeni jeho hladin v genomu.
(Gu a kol., 2011, Igbal a kol., 2011). B&hem nasledné replikace vSak dochazi ke ztrat€¢ téchto
oxidovanych 5-mC otcovského genomu a 5-mC matetského genomt. Metylacni vzory u dcefinych
molekul DNA jsou nasledné po implantaci vaji¢ka obnoveny pomoci de novo DNA metylace
zprostfedkované TET1 a TET2 (Inoue a Zhang, 2011).



3.3 Transkripéni faktory Spl a Sp3

Transkripcni faktory Spl a Sp3 se svou vazbou na promotorové useky gent podili na regulaci
transkripéni aktivity genll zapojenych do bunécné diferenciace, bunééného cyklu a onkogeneze.
(Davie a kol., 2008). Bylo prokazano, ze hladina téchto proteind je u nadorovych bunék ve srovnani
S buitkami normalnimi Casto zvysena, jak bylo popsano u nadoru prsu, $titné zlazy, slinivky, zaludku,
plic, hepatocelularniho karcinomu a kolorektalniho karcinomu (Davie a kol., 2008; Chuang a kol.,

2009; Kong a kol., 2010).
3.3.1 Struktura transkrip¢nich faktora Sp1 a Sp3

Spl a Sp3 jsou transkripéni faktory o velikosti 105 a 115 kDa (Lin a kol., 2004), k jejichz
expresi dochazi ve vSech sav¢ich buiikach. Tyto transkripéni faktory nalezi do rodiny ,,Specificity
Protein/Kriippel-like Factor (SP/KLF), ktera je charakteristicka svoji vysoce konzervovanou DNA
vazebnou doménou (sekvence shodna z vice nez 65 %) v oblasti C-konce proteinu (Suske, 2005). Spl
a Sp3 jsou z vice nez 90 % homologni v oblasti DNA vazebné domény a vazou se tedy do stejné
oblasti DNA, Spl/3 vazebného mista, s podobnou afinitou (Lin a kol., 2004; Davie a kol, 2008).
Proteiny Sp maji n¢kolik podjednotek se specifickou funkei (Lin a kol., 2004). Vlastni transaktivac¢ni
doména proteintt Spl a Sp3 se skladd ze dvou podjednotek (A a B), pficemz kazda z téchto
podjednotek muze stimulovat transkripci. K transaktivaénimu potencialu Sp pravdépodobné také
pfispiva ,,Buttonhead“ (BTD) element v ramci domény C. Na karboxylovém konci domény C se
nachazi jiz zminéna vazebna doména, jejiz strukturni motiv je predstavovan tfemi Cys,His, zinkovymi
prsty. Tato doména umoziiuje sekvencéné specifickou vazbu proteinu na DNA v oblasti promotoru
bohaté na guanin a cytosin (Courey a Tjian, 1988). Doména D, nachazejici se na C-konci proteinu, je
potiebna pro samotnou aktivaci transkripéniho faktoru (Pascal a Tjian, 1991). Inhibi¢ni doména
proteinu se v pfipadé Spl nachazi v oblasti N-konce, zatimco v ptipadé Sp3 pied motivem zinkovych
prsti. Rozdil v pozici inhibi¢ni domény u obou proteinti je povazovan za divod jejich odlisné funkce
(Dennig a kol., 1996; Suske, 1999).

V piipadé Sp3 byly, kromé dlouhé izoformy (115 kDa), popsany dal§i dvé kratsi isoformy
o velikosti 80 kDa (M1) a 78 kDa (M2). Bylo prokazano, ze tyto izoformy nemaji ptvod
v alternativnim sestiihu Sp3 RNA nebo proteolytické degradaci Sp3 proteinu, ale jsou produktem
alternativniho pocatku translace v ramci Sp3 mRNA molekuly (Kennett a kol., 1997). Stejn¢ jako
dlouha izoforma Sp3, jsou M1 a M2 exprimovany ve vSech sav¢ich bunkach. Pfedpoklada se, ze tyto
kratké Sp3 izoformy maji funkci transkripéniho represoru, zatimco dlouhd izoforma slouzi jako

aktivator transkripce (Kennett a kol., 2002).
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3.3.2  Funk¢ni role Spl a Sp3

Lidsky genom obsahuje minimaln¢ 12 000 vazebnych mist pro Sp1/3, pficemz tato mista jsou
asociovana s geny podilejicimi se na témer vSech bunéénych procesech (Cawley a kol., 2004). Geny
transkripénich faktord Spl a Sp3 jsou autoregulované. Jsou schopny vazat se do CpG oblasti
promotorovych sekvenci vlastnich gend, ¢imz reguluji jejich expresi. (Nicolas a kol., 2001).

Prvni studie dochazely k zavéru, ze Spl ma aktiva¢ni funkci, zatimco Sp3 je represor
transkripce, piipadné pouze slaby aktivator (Suske, 1999). Nejnovéjsi poznatky vSak poukazuji na
schopnost obou transkripcnich faktorti u€astnit se jak aktivace transkripce, tak i jeji represe (Bilsland
a kol., 2006; Jaiswal a kol., 2006; Lin a Davie, 2008; Lee a kol., 2009). Vyzkum zaméfeny na
promotorovou oblast proteinkinazy R (PKR; Protein kinase RNA-activated), ktera vaze Spl i Sp3,
ukazal, Ze pouze Sp3 byl soucasti inducibilniho komplexu. Vazba Sp3 do promotorové oblasti byla na
rozdil od Sp1 zavisla na pfitomnosti interferonu, se kterym tvoii komplex (Ward a Samuel, 2003). Sp3
se také ukazuje byt siln&jsim transaktivatorem promotoru CDKN1A, kodujici p21"A7“"® (Sowa a kol.,
1999; Gartel a kol., 2000).

Dalsi vlastnosti rozlisujici Spl a Sp3 je jejich odlisna lokalizace v interfaznim jadie buiiky,
prokazana fluorescencni mikroskopii. Jejich rozdilnd jadernad distribuce pravdépodobné hraje roli
V nacasovani a délce udrzeni vazby transkripcniho faktoru na promotor genu. Naptiklad, jak Spl, tak
i Sp3 se Gcastni regulace genové exprese TFF1(Trefoil factor 1), ale vazba jednoho znemoziiuje vazbu
druhého. Je tedy mozné, Ze prostorové umisténi promotoru v interfaznim jadre vedle Spl nebo Sp3
domény ovlivituje, ktery z transkripcnich faktori obsadi vazebnou doménu promotoru a bude
regulovat genovou expresi (He a kol., 2005). Tato odlisna lokalizace Spl a Sp3 musi byt po
mitotickém déleni zachovana i v dcefinych bunkach. Dle He a Davie (2006) si oba transkrip¢ni faktory
behem mitdzy (od profaze pro telofazi) zachovavaji jejich zietelna charakteristicka ohniska, ale jejich
umisténi se 1i§i. V profazi, kdy se chromatin za¢ina kondenzovat, bylo pozorovano piemisténi Sp1/3
ohnisek do oblasti jadra neobsahujici chromozomy, béhem prometafaze (druhé fazi mitézy nasledujici
po profazi) se pak $iti do celé bunky, kde se vyskytuji spoleéné s F-aktinem mikrofilament.
Rozmisténi SP1/3 ohnisek se potom v pozdni telofazi z velké ¢asti vraci do plivodniho stavu. Dale
bylo prokazano, ze premisténi ohnisek Sp3 zpatky do nové vzniklych dcefinych jader bunék se déje
diive, nez je tomu u Spl.

Exprese gent fizena transkripcnimi faktory Sp1/3 je regulovana jejich relativnimi hladinami.
Toto zjisténi bylo potvrzeno experimenty na imortalizované linii epitelidlnich bun¢k mlécné zlazy
HBL-100 a bunééné linii lidskych epitelovych bunék HeLa (Grinstein a kol., 2002). Nizké hladiny
proteinu byly pozorovany béhem fazi buné¢ného cyklu S a G2, nicméné exprese Spl byla vyrazné
zvySena ve fazi G1. Dale bylo prokazano, ze béhem bunééného cyklu se neméni pouze hladina exprese
proteinu, ale i vazebna aktivita DNA (Grinstein a kol., 2002). Jelikoz Sp1 reguluje expresi nekterych

rustovych faktorit (Vallian a kol., 1998; Xu a kol., 1993), hraje tak roli v fizeni bunécné proliferace
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a diferenciace (Grinstein a kol., 2002). Na zaklad¢ analyzy bunécného cyklu bunék linie nadoru prsu
MCF-7 bylo zjisténo, ze jsou hladiny Spl béhem celého bunééného cyklu neménné (Linn a kol.,
2004). Je tedy mozné, ze zmény hladin proteinu Spl v prubéhu bunécného cyklu jsou tkanove
specifické. Relativni hodnoty trovné Sp1/3 také ovliviuji expresi monoaminooxidazy typu B (MAO
B; Monoamine oxidase B) bé&hem diferenciace epitelidlnich bunék Caco-2 odvozenych
z kolorektalnich bunék adenokarcinomu. MAO B katalyzuje oxidativni deaminaci monoamind, jako
jsou serotonin, tyramin nebo fenylethylamin. Sp3 s funkci represoru se vaze na promotorovou oblast
genu MAOB a zatimco pomér hladin Sp3/1 beéhem bunécného cyklu klesa, exprese genu MAOB se
zvysuje (Wong a kol., 2003).

Abnormalni hladiny Spl a Sp3 proteind jsou pozorovany u nékolika typti nadorti a koreluji
s pokrocilej§im stadiem a hor$i prognézou onemocnéni. V piipade€ raného stadia nddoru zaludku je
hladina exprese genu SP1 v buné¢nych jadrech ve srovnani se zdravymi buiikami zaludku snizena
nebo zadna, zatimco pro pokrocilejsi stadia nemoci byla typicka jeho zvySena exprese (Wang a ko.,

2003; Yao a kol., 2004).
3.3.3 Spla Sp3 modifikace

U transkripniho faktoru Spl byly popsany post-translacni modifikace fosforylace,
glykosylace a acetylace, zatimco post-translacni modifikace Sp3 zahrnuji fosforylaci, sumoylaci
a acetylaci (Jackson a kol., 1988; Merchant a kol., 1999; Suzuki a kol., 2000; Braun a kol., 2001;
Zheng a kol., 2001; Ross a kol., 2002; Ko a kol., 2003; Verger a kol., 2003).

Fosforylace téchto transkripcnich faktori ma za nasledek sniZzeni nebo zvysSeni jejich
transkripéni aktivity a nasledné tak regulaci transkripce cilovych gend (Ge a kol., 2003; Lam a kol.,
2003) tim, ze méni jejich vazebnou aktivitu k DNA (Arinze a Kawai, 2003; Chu a kol., 2003).
Abnormalné vysoka exprese genu SPNS2 (Sphingosine-1-phosphate transporter spinster homolog 2)
u hepatocelularniho karcinomu jater je spojovana s posilenim schopnosti nadoru metastazovat.
Deficience Zeleza zvysuje fosforylaci Spl, coz vede také ke zvySeni vazebné aktivity proteinu na
promotor cilového genu SPNS2 (Wang a kol., 2022). Fosforylace Spl a Sp3 probiha v ramci signalni
drahy MAPK/ERK. (Ko a kol., 2003; Merchant a kol., 1999). Tato draha zahrnuje mnoho proteini,
jako jsou mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK), pivodné nazyvané extracelularni, signalem
regulované kindzy (ERK), které komunikuji pfidénim fosfatovych skupin k sousednimu proteinu
(fosforyluji jej), ¢imz plsobi jako ,,on“ nebo ,,off vypindc. Fosforylace Spl je dale spojovana
s expresi genu APOAL (Apo-Al;, Apoliprotein Al) indukovanou epidermalnim rdstovym faktorem
(EGF; Epidermal growth factor) (Zheng a kol., 2001), nebo cytokinem interleukin-21 (Wu a kol.,
2005). Fosforylace je tedy zprostfedkovana riznymi typy kindz jako jsou cyklin-dependentni kinazy
(CDKs; Cyclin dependent kinases) (Fojas a kol., 2001), kinazy ERK (ERKs; Extracellular signal-
regulated kinases) (Bonello a kol., 2004), proteinova kinaza CKII (CK2; Casein kinase Il) (Armstrong
a kol., 1997) nebo DNA-dependentni proteinovou kinazu (Chun a kol.,, 1998). Fosforylace
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a defosforylace Sp1/3 je dynamicka. Za defosforylaci jsou zodpovédné nékteré fosfatazy, jako
napiiklad protein fosfataza 1 (PP1) v pfipadé bunék plicniho epitelu (Chu a kol., 2003) nebo protein
serin/treonin fosfataza 2A (PP2A) u primarnich T-lymfocytarnich bun¢k (Lacroix a kol., 2002).

Glykosylace se vyskytuje na vazbach O-GICNAC serinovych a threoninovych zbytcich
proteinu Spl a stejné jako fosforylace mize pozitivné ¢i negativné ovliviiovat vazbu DNA
a transkripéni faktor a naslednou uroven transkripce (Jackson a kol., 1988). Glykosylace Spl je
pravdépodobné dulezitd pro lokalizaci Spl do bunééného jadra a jeho hypoglykosylace vede
k proteolytické degradaci transkripéniho faktoru. To naznacuje, ze glykosylace hraje vyznamnou
ulohu v kontrole buné¢ného cyklu jako nutri¢ni checkpoint (Han a Kudlow, 1997; Majumdar a kol.,
2006).

Proteiny SUMO (Small ubiqutin-related modifiers) jsou strukturné i velikostné podobné
ubiquitinu, ale 1i$i se od n¢&j svoji funkci. Funkéné se totiz jednd spiSe o molekuly podilejici se na
procesech bunétné kompartmentace, stabilité proteind, regulace struktury chromatinu a aktivity
transkripénich faktort (Gill, 2003; Verger a kol., 2003). Sumoylace transkripcnich faktort Sp1/3 ma
negativni efekt na jejich aktivitu (Verger a kol., 2003) a dochézi k ni na jednom lysinu lokalizovaném
V inhibi¢ni doméné proteinu (Sapetschnig a kol., 2002). Vliv sumoylace na aktivitu inhibi¢ni domény
proteinu je fakt, SUMO-1 proteaza $té€pi vazbu mezi SUMO a Sp3, coz vede ke zvySeni transkripéni
aktivity Sp3 (Ross a kol., 2002).

Lysin, ktery vinhibicni doméné Sp3 podléha sumoylaci, je také cilem acetylace
zprostfedkované histonovou H3K27 acetyltransferazou p300 (Braun a kol., 2001; Ammanamanchi
a kol., 2003). Acetylaci také podléha vazebna doména DNA transkripéniho faktoru Sp1 (Suzuki a kol.,
2000), coz vede ke zvySeni aktivity DNA-vazebné domény. Acetylace Spl umocnéna pouzitim
inhibitort histonovych deacetylaz (HDACs; Histone deacetylases) je také zodpovédna za zvyseni jeho
transkripcni aktivity (Lin a kol., 2004).
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4 Material a metody

4.1

4.2

Biologicky material

Bunécna linie KMSI12-PE (JCRB0430) poskytnuté bunécnou bankou JCRB — Japanese
Cancer Research Resources Bank (National Institute of Biomedical Innovation, Osaka,
Japonsko)
Bunénca linie KMS12-BM (JCRB0429) poskytnuté¢ bunéfnou bankou JCRB — Japanese
Cancer Research Resources Bank (National Institute of Biomedical Innovation, Osaka,
Japonsko)

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

2x SsoAdvanced universal Syber Green supermix (Sigma Aldrich)
5-aza-2’-deoxycytidin (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

5-azacytidin (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Antibiotika PenStrep (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Cinidlo Bradfordové (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, U.S.A.)
ddH,0

Deoxycholat sodny (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

DepcH,0

Dimethylsulfoxid (DMSO) 100% (Merck, Likfe Science, Darsmstadt, Némecko)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Serva, Heidelberg, Némecko)

Etanol (98%, 70%)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Fetalni hovézi sérum (FBS) (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Formaldehyd 35% (EURO-SARM, Senov, Ceska Republika)

L-glutamin (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Glycerol (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Glycin (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Hepes (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Hydrogenfosforecnan sodny (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

Hydroxid draselny (Lachema, Brno, Ceska Republika)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, Ceska Republika)
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Chlorid draselny (Mikrochem, Pezinok, Slovensko)
Chlorid sodny (Mikrochem, Pezinok, Slovensko)
Chlorovodikova kyselina (Iékarna Fakultni nemocnice Olomouc, Ceska Republika)
Inhibitor proteaz (Roche, Basel, Svycarsko)
Izopropanol
Nonidet® P40 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Normal Rabbit IgG (MerckMillipore Life Science, Darmstadt, Némecko)
Primery specifické pro promotorové sekvence gentt TET1, TET2 a TET2 (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Némecko)
o TET1 (F: ACTCCCTGAGGTCTGTCCTG; R: CAGGTAGGGCTGCATGACTT)
o TET2 (F: GAAGGTGGGCCGGGGCGEG; R: GAGAGGGTGTGCTGCTGAAT)
o TET3 (F: AAAGGCCATGGTAGGAAGT; R: TGAAGTAGCGCTGTCCAGAA)
Protein AG Plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, U.S.A.)
Proteinase K (20 mg'ml™) Bioline Meridian Bioscience, Memphis, USA)
Protilatky
o Anti-Splantibody — ab13370 (Abcam, Cambridge, Velka Britanie)
o Anti-Sp3 antibody — ab227856 (Abcam, Cambridge, Velka Britanie)
Pyruvat sodny (P-Lab, Praha, Ceska Republika)
RNase A, DNase and protease-free (10 mg'ml™) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
RNase ZAP (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko )
Salmon sperm DNA/Protein A agarose (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Sondy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.)
o TET1 (Hs04189344 g1)
o TET2 (Hs00766782_s1)
o TET3 (Hs00896441_m1)
SsoAdvanced Universal SYBR" Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Kalifornie, USA)
Tri Reagent® RT-Blood (Molecular Research Center, Inc., OH, U.S.A))
Tris (Serva, Heidelberg, Némecko)
Triton X-100 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Xceed gqPCR Probe 2x Mix Lo-ROX (Institute of applied biotechnolgoies, Praha, Ceska
Repulika)
v-globulin (Bio-Rad Laboratories, Kalifornie, USA)
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Pouzité roztoky

0,5mol 1" Ethylendiaminotetraoctové kyselina EDTA, pH 8,0 (194,13 g EDTA rozpustit v 800
ml neionizované vody a pomoci hydroxidu sodného upravit hodnotu pH na 8,0; doplnit do 1 1
neionizovanou vodou a upravit pH na hodnotu 8,0; uchovavat pii 4°C )

0,5mol'1" Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) (1,902 g EGTA rozpustit v 50 ml
neionizované vody, uchovavat pii 4°C)

11x Formaldehyf stock 2 ml 0,5mol'1™ roztoku Hepes, pH 8,0; 40 ul 0,5mol'1™ roztoku EDTA,
pH 8,0; 100 pl 0,1mol'1™ roztoku EGTA; 2 ml 1mol'1™* roztoku NaCl; 6,286 ml 35% roztoku
formaldehydu; doplnit do 20 ml neionizovanou vodou)

Eluéni pufr pro ChIP (50 ul 1mol'l* roztoku Tris, pH 8,0; 2 ul 0,5mol'1™* roztoku EDTA, pH
8,0; 100 pl Imol'1™ roztoku NaCl; doplnit do 1 ml neionizovanou vodou)

High salt immune complex wash buffer (1 ml 10% roztoku SDS; 1 ml Triton X-100; 400 pl
0,5mol'I"* roztoku EDTA, pH 8,0; 2ml 1mol'I"* roztoku Tris, pH 8,1; 50 ml 1mol'I"* roztoku
NaCl; doplnit do 100 ml deionizovanou vodou a uchovavat pii 4°C)

Chip lyzaéni pufr (20 ml 2 ml 0,5mol'I"* roztoku Hepes, pH 8,0; 400 pl 0,5mol'1™ roztoku
EDTA, pH 8,0; 1 ml 0,Imol'1™ roztoku EGTA; 28 ml 1mol'l"* roztoku NaCl; 20 ml 100%
glycerolu, 1 ml Nonidet P40; 500 pl Triton X-100; doplnit do 20 ml deionizovanou vodou,
uchovavat pii 4°C))

Low salt immune komplex cash buffer (1 ml 10% roztoku SDS; 1 ml Triton X-100; 400 pl
0,5mol'1™* roztoku EDTA, pH 8,0 2ml Imol'l* roztoku Tris, pH 8,1; 15 ml 1mol'1™* roztoku
NaCl; doplnit do 100 ml deionizovanou vodou a uchovavat pii 4°C)

PBS roztok (1,37m01'1'1 NaCl; 27mmol 1? KClI; 18mmol 1? KH,POy; 100mmol 1 Na,HPOy;
dH,O0; sterilizovano autoklavovanim)

Radioimunoprecipitacni testovaci pufr (RIPA) s salmon sperm DNA (ssDNA) (990 ul RIPA
pufru; 10 pl salmon sperm DNA; udrzovat na ledu)

RIPA pufr (500 pl 10% roztoku SDS; 5 ml 1% roztoku deoxycholatu sodného; 500 pl Triton
X-100; 7 ml Imol'1?* roztoku chloridu sodného; 250 ul O,Imol'l'1 roztoku EGTA; 100 ul
0,5mol'l1" roztoku EDTA, pH 8,0; 500 ul Imoll™ Tris, pH 8,0; doplnit do 50 ml
neionizovanou vodou a piidat tabletu inhibitord proteaz, uchovavat pii -20 °C)

RPMI médium (10 % FBS) (10 ml roztoku FBS; 1 ml roztoku 2 mmol'1™ glutaminu; 1 ml
roztoku antibiotik PenStrep; 1 ml 100 mmol'l™ roztoku pyruvétu sodnéhp; doplnit do 100 ml
RPMI médium, uchovavat pii 4°C)

Redici pufr (ChIP dilution buffer) (100 pl 10% roztoku SDS; 1,1 ml Triton X-100; 240 pl
0,5mol'1'l roztoku EDTA, pH 8,0; 1670 ul 1mol'1? roztoku Tris, pH 8,0; 16,7 ml Imol'1?

roztoku NaCl; doplnit do 100 ml deionizovanou vodou a uchovavat pii 4°C
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PouZité soupravy

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

QIAGEN Blood and Cell Culture DNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (Epigentek, Inc., Farmingdale, NY, U.S.A).
Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany).

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)

Pouzité pristroje

Biohazard box MSC-Advantage™ 1,8, Thermo Fisher Scientific
Centrifuga 3K30, Sigma

Centrifuga BR4i (DJB Labcare)

Centrifuga LMC-3000, Biosan

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf

Centrifuga Multi-spin PCV-3000, Grant-Bio

CO; inkubator Heracell™ VI0S 1601, Thermo Fisher Scientific
Digestor M/900 M2, Merci

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR, Biosan
Inkubator Dry Bath MD-02N, Major Science
Light-Cycler®480 Systém, Roche, Basel, Svycarsko
Mikropipety Pipetman®™ Neo 0,2—1000 pl, Gilson
Mikropipety Research® plus, 0,1-1000 ul, Eppendorf
Multi Rotator PTR-35, Keison products

Mraznicka 900 series froma, Thermo Scientific
PowerWave XS Microplate Spectrophotometer, BioTek
Spectrafuge™ mini C1301-B, Labnet

Spektrofotometr NanoDrop™-1000, Thermo Scientific
Termocykler C-1000™, Bio-Rad

Thermo shaker TS-100C. Biosan

Vahy KERN, Kern

Vortex Lab Dance, IKA
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4.3 Chromatinova imunoprecipitace
4.3.1 Kultivace bunéénych linii a jejich ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly

Pro experimentalni ¢ast prace byly vybrany bunééné linie KMS12-PE (JCRB0430) a KMS12-
BM (JCRB0429), které pochazeji z bunécné banky JCRB — Japanese Cancer Research Resources
Bank (National Institute of Biomedical Innovation, Osaka, Japonsko). Myelomové bunécné linie byly
kultivovany v Petriho miskach v inkubatoru pti 37°C a 5% atmosféte CO,. Veskera dalsi manipulace
S buiikami byla provadéna ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu.

Buiiky kazdé linie byly kultivovany v 10ml Petriho miskach v mnozstvi 9—10'10° bun&k na
8 ml média. Jako kultivaéni médium bylo pouzito RPMI s 10% fetalnim hovézim sérem (FBS).
K ovlivnéni bunéénych linii byla pouzita demetyla¢ni ¢inidla 5-aza-2"-deoxycytidin (Decitabin, DAC)
a 5-azacytidin (azacytidin, AZA) o koncentracich 0,5 uM a 0,2 pM. Ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly
bylo opakovano po 24 hodinach, ovlivnéné bunky byly po 72 hodinach sklizeny. Kontrolni misky
obsahovaly dimethylsulfoxid (DMSO) ve findlni koncentraci, ve které byly ovlivnéné buiiky pouzité

pro izolaci chromatinového lyzatu.

Kultivace a ovlivnéni bunék
e Médium RPMI s 10% FBS bylo ve vodni lazni temperovéano na 37°C.
e Byl piipraven 10% DMSO a jednotliva ovlivnéni.
e Do Petriho misek bylo pipetovano 8 ml bun&éné suspenze v médiu RPMI v poétu 9—10-10°
bunek na misku.
e Do kazdé Petriho misky byly pfidany 2 ml dané¢ho demetylac¢niho ¢inidla/DMSO o piislusné
koncentraci. Kazdé ovlivnéni bylo provedeno v duplikatu.
e Ovlivnéné bunky byly kultivovany v 37°C po dobu 72 hodin, kazdych 24 hodin bylo
ovlivnéni zopakovano.
o Pfi kazdém ovlivnéni bylo z Petriho misky odpipetovano 100 pl bunécné suspenze
anasledn¢ ptfidano 100 pl cCerstvé pfipraven¢ho demetylacniho cinidla/DMSO

Vv koncentraci, ktera zachovala ptivodni finalni koncentraci ovlivnéni.
4.3.2 Izolace chromatinového lyzatu z ovlivnénych bunék

Po 72 hodinach od prvniho ovlivnéni byl podle nasledujiciho postupu z kontrolnich
neovlivnénych (DMSO) a ovlivnénych bun¢k izolovan chromatinovy lyzat.
o Do kazdé Petriho misky s 10 ml ovlivnéné bunééné suspenze byl pifidan 1 ml 11x
Formaldehyd Stock Solution. Smés byla inkubovana po dobu 30 minut pii 4°C.
e K bunééné suspenzi bylo dale ptidano 687,5 pl 2M glycinu. Smés byla inkubovana pét minut

pti pokojové teploté.

18



e Bunééna suspenze byla pienesena do konickych zkumavek s vickem, které byly uchovavany
na ledu.

e Centrifugace pti 600 g po dobu 15 minut pii 4°C .

e 7 kazdé zkumavky byl odebran supernatant, pelet byl promyt 8 ml vychlazeného fosfatového
pufru (PBS).

e Centrifugace pti 600 g po dobu 15 minut pii 4°C .

e Pelet by resuspendovan v 6 ml ChIP lyza¢nim pufru.

e Smés byla pfenesena do 15ml plastovych zkumavek.

e Smés byla inkubovana na rotatoru pii 5 otackach za minutu v chladové mistnosti (4°C ) po
dobu 10 minut.

e Centrifugace pii 600 g po dobu 15 minut pii 4°C .

e Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v 8 ml fediciho pufru (ChIP dilution buffer).

e Smés byla inkubovana na rotatoru pii 5 otackach za minutu v chladové mistnosti (4°C ) po
dobu 10 minut.

e Centrifugace pii 600 g po dobu 15 minut pii 4°C .

e Supernatant byl odstranén a pelet (v zavislosti na jeho velikosti) resuspendovan ve 200-500 pl
radioimunoprecipitaéniho testovaciho pufru (RIPA). Obsah zkumavek byl nasledné prenesen
do 1,5ml plastovych mikrozkumavek.

o Vzorky byly po dobu 30 sekund protiepany na Vortex a nasledné inkubovany na rotatoru pii
15 otackach za minutu v chladové mistnosti (4°C ).

e Vzorky byly uchovavany pfi -80°C.
4.3.3 Sonikace bunécnych lyzati

Za Ucelem S§té€peni chromatinového vlakna byly bunécné lyzaty sonikovany na sonikatoru.
Sonikace probihala ve ¢tyfech cyklech s Gi¢innosti 80, 90 a dvakrat 100 %, vzdy po 20 sekundach.
Tato série cykld byla opakovana celkem tfikrat. Po dobu celé prace byly mikrozkumavky s bunéénym
lyzatem uchovavany na ledu. Vzorky byly dale centrifugovany pii 14 000 g po dobu 15 minut pti 4°C

. Supernatant byl pfenesen do novych 1,5ml plastovych mikrozkumavek a uchovavan pti -80°C.
4.3.4 Stanoveni koncentrace proteinii pomoci metody Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteinti bylo nutno pfipravit ¢inidlo Bradfordové v poméru 1:4
(¢inidlo:deionizovand voda). Pro vypocet pozadované¢ho objemu ¢inidla se vychazelo s potfeby 1 ml
¢inidla k analyze jednoho vzorku, a 1,5 ml pro slepy (Blank) vzorek a kalibra¢ni fadu. Celkovy objem
byl nasledn¢ vydélen 5, ¢imz byl stanoven objem ¢inidla a deionizované vody tak, aby byl zachovan
potiebny pomer.

Pro vytvofeni kalibraéni fady byl jako standard pouzit y-globulin o koncentraci 1 mgml™.

Standard byl nanesen na 96-ti jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku v objemech 1, 2, 3, 4, 5 a 10 ul, kazda
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jamka byla nasledné doplnéna deionizovanou vodou do objemu 10 ul. Poté bylo do kazdé jamky
pridano 200 pl ¢inidla Bradfordové.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo dale naneseno vzdy 1 ul vzorku + 1 ul deionizované vody
a 200 pl ¢inidla Bradfordové. Vzorky byly pipetovany v tripletech. Jako slepy vzorek bylo pouzito
200 pl ¢inidla Bradfordové ve tiech opakovanich.

Nasledn¢ byla spektrofotometricky pomoci Elisa reader stanovena absorbance jednotlivych
vzorki, vcetné kalibracni fady a slepych vzorkd. Ze ziskanych hodnot absorbance byla vytvofena

kalibra¢ni kiivka a na jejich zaklad€ vypocitana koncentrace proteinti jednotlivych vzorku.
435 Chromatin imunoprecipita¢ni analyza s pouZitim Anti Sp1 a Sp3 protilatek

Chromatinovy lyzat izolovany zjednotlivych ovlivnéni byl pouzit pro chromatin
imunoprecipita¢ni (ChIP) analyzu. Vzorky byly precipitovany s Anti-Spl a Anti-Sp3 protilatkami,
IgG slouzil jako negativni kontrola. Vzorky byly uchovavany na ledu.

e Do 1,5ml plastové mikrozkumavky bylo napipetovano stanovené mnozstvi vzorku obsahujici

100-200 ng proteint.

e K jednotlivgym vzorkiim byl pfidan pufr RIPA s inhibitory proteaz (Roche, Basel, Svycarsko)

0 objemu 200-300 pl.

o Ke smési byly ptidany 2 pl o vysledné koncentraci protilatky 2 pg (Anti-Sp1 nebo Anti-Sp3).

e Jako negativni kontrola byly pouzity 2 pl IgG (2 pug) (Merck, Darmstadt, Némecko).

e Vzorky byly precipitovany s pfislusnou protilatkou ptes noc na rotatoru v chladové mistnosti
pri 5 otackach/minutu a 4°C.

e Ke kazdému vzorku bylo pfidano 20 ul Protein AG Plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, Texas, U.S.A.) a nasledn¢ promyvdno na rotatoru Vv chladové mistnosti pfi

3 otackach/minutu a 4°C.

e Centrifugace pti 3000 rpm po dobu 3 minut pii 4°C.

e Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 500 ul pufru RIPA a ssDNA (5 ul carrier
salmon sperm DNA + 495 ul pufr RIPA).

e Smés byla promyvana na rotatoru pfi 4 otackach/minutu po dobu 30 minut pfi pokojové
teplotg.

e Centrifugace pti 3000 rpm po dobu 3 minut pii 4°C.

e Supernatant byl odstranén a k peletu bylo piidano 500 ul pufru (Low salt immune complex
wash buffer).

e Centrifugace pti 3000 rpm po dobu 3 minut pii 4°C.

e Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 500 ul pufru (High salt immune complex
wash buffer).

e Centrifugace pti 3000 rpm po dobu 3 minut pii 4°C.
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4.3.6

Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 500 ul pufru RIPA a ssDNA (5 ul carrier
salmon sperm DNA + 495 ul pufru RIPA).

Centrifugace pii 3000 rpm po dobu 3 minut pii 4°C.

Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 50 pl elu¢niho pufru

Vzorky byly umistény na tfepacku po dobu 15 minut.

Centrifugace pii 2000 g po dobu 1 minuty.

Supernatant byl pfenesen do novych 1,5ml plastovych zkumavek a ke vzorkiim bylo pfidano
2,4 ul SM NaCla 1 ul RNAse A (10 mg/ml).

Vzorky byly promyvany na ttepacce pies noc pii 65°C.

K jednotlivym vzorkiim byl pfidan 1 pl Proteinase K (20 mg/ml), néasledovala inkubace na
ttepacce po dobu 1 hodiny pii 60°C.

Precipitovanda DNA byla purifikovana pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko) dle pokynti vyrobce.

Purifikace a izolace DNA

DNA byla izolovana precipitovaného komplexu proteinti a purifikovana pomoci QIAquick

PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) dle pokynt vyrobce.

4.3.7

Ke vzorkim byl pfidan pétinasobek objemu pufru PB (obvykle 250 ul pufru PB na jeden
vzorek). Obsah 1,5ml plastové mikrozkumavky byl pfenesen na kolonku, kterd byla vlozena
do sbérné zkumavky.

Centrifugace pti 13 000 rpm po dobu 1 minuty.

Supernatant byl odstranén a na kolonku naneseno 750 pl pufru PE obsahujiciho etanol.
Centrifugace pfi 13 000 rom po dobu 1 minuty. Krok byl opakovéan dvakrat.

Supernatant byl odstranén a vzorky byly centrifugovany pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty.
Kolonka byla umisténa do 1,5ml mikrozkumavky, na kolonku bylo naneseno 15 ul pufru EB
(elu¢ni pufr).

Centrifugace pti 13 000 rpm po dobu 1 minuty.

Eluovand DNA byla znovu nanesena na kolonku.

Centrifugace pti 13 000 rpm po dobu 1 minuty.

Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci piistroje Nanodrop.

DNA byla kratkodobé uchovavana v lednici pti 4°C.
Amplifikace imunoprecipitované DNA pomoci Real-Time PCR

Imunoprecipitovana DNA byla amplifikovana za pouziti primerta specifickych pro

promotorové sekvence genu TET1, TET2 a TET3.

Prace byla provadéna ve sterilnich podmibkach.
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e Pro kazdy analyzovany gen byla pripravena reakéni smés PCR obsahujici jednotlivé slozky
a primery specifické pro promotorové oblasti gentt TET1, TET2 a TET3 (viz Tabulka 2).

o Reakéni smési lisici se primery pro jednotlivé geny TET byly rozpipetovana po 17 ul do 96-
jamkové desticky. K reakéni smesi byly nasledné pfipipetovany 3 ul precipitované DNA.
Vzorky byly nanaSeny v duplikétech.

e Destic¢ka byla zalepena folii a kratce centrifugovana pii 1000 g po dobu 1 minuty.

e Amplifikace precipitované DNA probihala pomoci pfistroje Light-Cycler®480 System
(Roche, Basel, Svycarsko) podle podminek uvedenych v Tabulce 3.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési PCR pro amplifikaci precipitované DNA za pouziti primeri specifickych pro
promotorovou oblast gend TET1, TET2 a TET3.

Polozka Objem pro jeden test [pl] Vysledna koncentrace
2x SsoAdvanced unive_rsal 10 1x
Syber Green supermix
Left primer (10 pmol-l'l) 0,8 400 nmol-I*
Right primer (10 pmol-I™) 0,8 400 nmol-I"*
Sonda 20x 1.0
Deionizovana H,O 4.4
Celkem 17

Tabulka 3:Teplotni profil Real-Time PCR pro amplifikaci imunoprecipitované DNA cilené na promotorové
oblasti gend TET1, TET2 a TET3.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pre-inkubace 95 10 min 1
Amplifikace

Denaturace 95 155
Nasednuti primert 60 30s 50
Elongace 72 355
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4.4  Lokalni metyla¢ni a hydroxymetylaéni analyza

441

Izolace genomové DNA z nesortované populace bunék aspiratu kostni direné

Genomova DNA byla izolovana z nesortované bunécné populace aspiradtu kostni diené

8 jedinct MGUS a 2 nove¢ diagnostikovanych pacienti MM pomoci QIAGEN Blood and Cell Culture

DNA Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) podle upravenych pokynti vyrobce:

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml obsahujici bunéény pelet bylo ptidano 90 ul roztoku
PBS.

K bunécné suspenzi byl pipetovan 1 pl proteindzy K (20 mg/ml).

Vzorek byl inkubovan po dobu 10 min pii 56 °C.

Do mikrozkumavky bylo pridano 200 pul 98% etanolu.

Vzorek byl promichan na Vortex po dobu 10 s.

Kolonka byla ekvilibrovana 1 ml pufru QBT.

Vzorek byl nanesen na kolonku umisténou ve sbérné zkumavce.

Kolonka se vzorkem byla 3x promyta 1 ml pufru QC.

DNA byla eluovana do ¢isté 1,5ml plastové mikrozkumavky nanesenim 1 ml pufru GQ, ktery
byl temperovan na teplotu 50 °C. Eluce DNA byla opakovana.

Eluovana DNA byla rozpipetovana do 2 plastovych mikrozkumavek o objemu 2 ml.

Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano 0,7 ml izopropanolu temperovaného na pokojovou
teplotu.

DNA byla precipitovana promichanim a naslednou centrifugaci pii 7 500 g a 4°C po dobu
15 min.

Supernatant byl odstranén a pelet DNA byl promyt 1 ml 70% etanolu.

Vzorek byl centrifugovan pti 7 500 g a 4°C po dobu 5 min.

Supernatant byl odstranén a pelet DNA vysusen.

Pelet DNA byla resuspendovana v 10 ul dH,O a DNA byla rehydratovana pii 55 °C po dobu
2 hodin.

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje
NanoDrop.

Izolovana DNA byla uchovana pii -20°C.

Lokalni metylacni a hydroxymetylacni analyza byla provedena podle postupu uvedeného

v kapitole 4.4.3.
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4.4.2 Izolace genomové DNA z bunék myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM

ovlivnénych demetyla¢nimi ¢inidly

Genomova DNA byla izolovana z bun¢k myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM
ovlivnénych demetyla¢nimi &inidly - 0,5 uM a 0,2 uM DAC; 0,5 pM a 0,2 uM AZA, pomoci Wizard”
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, U.S.A.) za ucelem lokalni metylacni
a hydroxymetyla¢ni anlyzy. Buiikky obou bunéénych linii byly kultivovany v médiu RPMI s 10%
fetalnim hovézim sérem (FBS) a ovlivnény ve 24-jamkovych destickach v poctu 500 000 bun¢k na
jamku.

e Bunky byly z kultivacni misky pieneseny do plastové 1,5ml mikrozkumavky a centrifugovany
pfi 1 400 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén.
e Bunéény pelet byl promyt 200 ul PBS, nasledovala centrifugace pii 1400 rpm po dobu

5 minut. Supernatant byl odstranén.

e Pelet byl resuspendovan pomoci Vortex.

e Do zkumavky bylo pfidano 600 pl lyza¢niho pufru (Nucleic lysis solution).

o K lyzatu byly nésledné ptidany 3 pl roztoku RNase, vzorek byl pfevracenim mikrozkumavky
promichan.

e Smés byla inkubovana 15-30 minut pfi teploté¢ 37°C. Nasledné byl temperovan na pokojovou
teplotu.

e Ke vzorku bylo pfidano 200 pl roztoku k precipitaci proteinti (Protein precipitation solution).

Nasledné byl vzorek vortexovan a ponechan na ledu po dobu 5 minut.

e Vzorek byl centrifugovan 4 minuty pti 13 000 rpm.
e  Supernatant obsahujici DNA byl prenesen do ¢isté 1,5ml plastové mikrozkumavky obsahujici

600 pl izopropanolu. Vzorek byl jemné nékolikrat obracen.

e Centrifugace 1 minutu pfi 13 000 g a nasledné bylo pfidano 600 pl 70% etanolu. Znovu byla
provedena centrifugace.

e Supernatant byl odstranén.

e Pelet byl vysusen, rozpustén v dH,0 a rehydratovan pies noc piti 4°C.

o Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje

NanoDrop.

o Lokalni metyla¢ni a hydroxymetyla¢ni analyza byla provedena podle postupu uvedeného

v kapitole 4.4.3.

4.4.3 Stanoveni hladiny 5-metylcytosinu a 5-hydroxymetylcytosinu

Izolovana DNA byla dale podrobena lokalni metylaéni a hydroxymetylacni analyze. Pro

stanoveni hladin metylace a hydroxymetylace v cilenych promotorovych usecich gend TET1, TET2
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a TET3 byl pouzit EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit (Epigentek, Inc., Farmingdale, NY,

U.S.A).

Glukosylace DNA a kontrolni reakce

Byla pfipravena reakéni smés (viz Tabulka 4).

Reakéni smés byla rozdélena po 155 pl do dvou plastovych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.
Do jedné mikrozkumavky byly pfidany 3 ul T4-p —glukosyltransferazy (T4-BGT).

Do druhé mikrozkumavky byly pfidany 3 pl deionizované vody. Tato smés slouzila jako
kontrolni reakce.

Obsah obou zkumavek byl inkubovany pii 37°C po dobu 12-18 hodin.

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro glukosylaéni reakci DNA

Polozka MnoZstvi
Genomova DNA 500-1000 ng
20 x UDP-Glukoza 12,4 pl
10x NEBuffer 4 31l
Deionizovana H,0 Doplnit do objemu310 pl
Celkem 310 wl

Stépeni restrikénimi endonukleazami

Objem 50 pl reakéni smesi obsahujici T4-BGT byl pienesen do 0,2 ml PCR mikrozkumavek,
které byly oznaceny ¢isly 1-3.

Postup byl zopakovan pro smés bez T4-BGT. Mikrozkumavky byly oznaceny Cisly 4-6.

Do zkumavek €. 1 a 4 byl ptidan 1 ul Mspl. Smés byla promichéna.

Do zkumavek ¢. 2 a 5 byl pridan 1 ul Hpall.

Zkumavky €. 3 a 6 slouzily jako kontroly, nebyl pfidan enzym.

Schéma pipetovani viz Tabulka 5.

Reakéni smési byly inkubovany pii teploté 37°C po dobu 4-16 hodin.

Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 pl proteinazy K (20 mg/ml) a smé&s byla inkubovana
pii 40 °C po dobu 30 minut. Inaktivace proteinazy K prob¢hla inkubaci reakéni smési pii 95°C
po dobu 10 minut.
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Tabulka 5: Schéma pro restrikéni §tépeni glukosylované DNA

DNA + T4-BGT + UDP-Glukéza DNA + UDP-Gluko6za
1 2 3 4 5 6
Mspl Hpall Kontrola Mspl Hpall Kontrola

Kvantitativni RT-PCR

e Prace byla provadéna ve sterilnich podminkach.

e Pro kazdy analyzovany gen byla pfipravena reakéni smés PCR obsahujici jednotlivé slozky

a primery specifické pro promotorové oblasti (Tabulka 6) jednotlivych gent TET1, TET2

a TET3 (viz Tabulka 7).

e Reakéni smés byla rozpipetovana po 19 ul do 96-ti jamkové desticky.

e Do kazdé jamky byl ve dvou opakovanich piidan 1 pl DNA z mikrozkumavek 1-6.

o Desticka byla zalepena f6lii a centrifugovana pii 1000 g po dobu 1 minuty.

e Amplifikace DNA probihala pomoci pfistroje Light-Cycler®480 System (Roche, Basel,

Svycarsko) podle podminek uvedenych v Tabulce 8.

Tabulka 6: Sekvence primert specifickych pro promotorové oblasti geni TET1, TET2, a TET3.

Gen Sekvence primeru 5°- 3’

Forward: ACTCCCTGAGGTCTGTCCTG

TETL Reverse: CAGGTAGGGCTGCATGACTT
Forward: GAAGGTGGGCCGGGGCGG
TET2 Reverse: GAGAGGGTGTGCTGCTGAAT
3 Forward: AAAGGCCATGGTAGGAAGT
TET

Reverse: TGAAGTAGCGCTGTCCAGAA

Tabulka 7: Slozeni reakéni smési PCR pro amplifikaci useku glukosylované DNA za pouziti primera

specifickych pro promotorové oblasti geni TET1, TET2 a TET3.

Polozka Objem pro jeden test [pl] Vysledna koncentrace
2x SsoAdvanced univgrsal 10 1x
Syber Green supermix
Left primer (10 pmol-l'l) 0,8 400 nmol-I*
Right primer (10 pmol-I™") 0,8 400 nmol-I*
Deionizovana H,0O 7.4
Celkem 19
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Tabulka 8: Teplotni profil Real Time PCR pro stanoveni hladin metylace a hydroxymetylace promotorovych
sekvenci genti TET1, TET2 a TET3.

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

4.5 Expresni analyza geni TET

Bunky obou bunéénych linii KMS12-PE a KMS12-BM byly kultivovany v médiu RPMI
s 10% fetdlnim hovézim sérem (FBS) a ovlivnény demetylacnimi €inidly - 0,5 uM a 0,2 uM DAC;
0,5 pmol'1™ a 0,2 pmol'l* AZA ve 24-jamkovych destitkach v podtu 500 000 bundk na jamku.
Podminky kultivace a ovlivnéni bun€ék demetylacnimi Cinidly viz kapitola 4.3.1. Zptisob kultivace
a ovlivnéni bun€k byl proveden za ucelem analyzy exprese genti TET a byl shodny se zpiisobem
kultivace a ovlivnéni bun¢k za ucelem izolace DNA pro metylacni a hydroxymetylacni analyzy (viz

kapitola 4.4.2).

45.1 lzolace RNA z bunék myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM ovlivnénych

demetyla¢nimi €¢inidly (a z nesortované populace bunék aspiratu kostni dien€)

RNA byla izolovana z kontrolnich neovlivnénych a ovlivnénych bun€k obou myelomovych
linii pomoci Tri Reagent® RT-Blood (Molecular Research Center, Inc., OH, U.S.A.). Prace probihala
v digestofi, pracovni plochy mimo digestof byly oSetfeny roztokem RNase ZAP (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Némecko).

e Bunky byly pfeneseny do 1,5ml plastové mikrozkumavky a centrifugovany pii 1 400 rpm po
dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén.

e Bunéény pelet byl promyt 3 ml PBS, nasledovala centrifugace pti 1 400 rpm po dobu 5 minut.
Supernatant byl odstranén.

e Bunéény pelet byl resuspendovan v 200 pul PBS.

e V 1,5ml plastové mikrozkumavce bylo k 200 pl roztoku bunééné suspenze v PBS pipetovano
750 pl roztoku TRI-reagent RT-Blood. (U nesortované populace bun¢k bylo pipetovano 125
ul aspiratu kostni dfené a 375 ul roztoku TRI-reagent RT-Blood).

e Nasledn¢ bylo do zkumavky pipetovano 100 pl BCP (1-bromo-3-chloropropan).
(U nesortované populace bunék bylo pipetovano 50 ul BCP).

e  Vznikly bunéény lyzat byl homogenizovan 15 sekund pomoci Vortex a nasledn¢ inkubovan
po dobu 5 minut pii pokojové teploté.

e Vzorek byl centrifugovan pti 12 000 g po dobu 15 minut pti 4°C.
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45.2

Vzorek byl po centrifugaci rozd€len na tii faze, pficemz horni (vodna) faze obsahovala RNA.
Vodna faze byla pfenesena do nové 1,5ml plastové mikrozkumavky.

Ke vzorku bylo pfidano 500 pl izopropanolu (na 750 pl ml pouzitého TRI-reagent RT-Blood
roztoku). Vzorek byl inkubovan po dobu 10 minut pii pokojové teploté.

Vzorek byl centrifugovan pii 12 000 g po dobu 8 minut pii 4°C.

Supernatant byl odstranén a zbyly bunéény pelet byl promyt 1 ml 75% etanolu.

Vzorek byl centrifugovan pti 7 500 g po dobu 5 minut pti 4°C.

Supernatant byl odstranén a vysuseny pelet byl resuspendovan v zavislosti na jeho velikosti ve
2040 pl depcH,O0.

RNA byla inkubovana 10—15 minut pti 55 °C.

Koncentrace a Cistota izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje
NanoDrop.

Izolovana RNA byla uchovavana pii -20°C.

Reverzni transkripce (RT-PCR)

Izolovana RNA byla pouzita pro syntézu komplementarni DNA (cDNA) pomoci Transcription

First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Basel, Svycarsko). Prace s RNA probihala na ledu a ve

sterilnim prostfedi boxu s moznosti zateni UV.

Do 1,5 ml plastové mikrozkumavky o objemu 0,2 pl byl pipetovan 1 pl hexamer random
primeru a 100-200 ng izolované RNA. Objem byl nasledné doplnén deionizovanou H,O do
14,5 pl.

Obsah mikrozkumavky byl inkubovan v termocykleru 10 minut pfi teplot¢ 65°C.
Mikrozkumavky byly po inkubaci velmi rychle umistény do chladiciho bloku nebo ledu.

Do mikrozkumavky byly postupné pipetovany zbyvajici komponenty reakéni smési (viz
Tabulka 9).

Obsah zkumavky byl nasledn¢ inkubovan v termocykleru pfi teploté 25°C po dobu 10 minut,
55 °C po dobu 30 minut a 85°C po dobu 5 minut.

Ziskana cDNA byla uchovavana pfti -20°C po dobu maximaln¢ 1 mésice.
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Tabulka 9: SloZeni reak¢éni smési pro reverzni transkripci vzorki RNA izolované z ovlivnénych bunék

myelomovych lini (nebo nesortované bunééné populace ziskané od pacientt MGUS a MM (aspiraty kostni

dfen¢).
Polozka Objem pro jeden test [pl] Vysledna koncentrace
5x Transcriptor reverse pufr 4,0 1x
Deoxynukleotidy (10 mmol‘1™) 0,5 0,2 mmol-1™
Transcriptor reverse
transkriptaza s obsahem 1,0
inhibitori RNase
Celkem (+ 13 pl z ptedchoziho 20
kroku)

45.3 Kvantitativni RT-PCR

Pro stanoveni exprese genit TET1, TET2 a TET3 pomoci kvantitativni RT-PCR (gPCR) byl
pouzit Xceed qPCR Probe 2x Mix Lo-ROX (Institute of applied biotechnolgoies) a cDNA ziskana
prepisem z RNA ovlivnénych bunék dvou myelomovych linii nebo RNA izolované z nesortované
populace bun¢k aspiratd kostni diené od pacienti MGUS a MM. Byly pfipraveny dva typy reakcnich
smesi liSicich se pouzitymi primery. Prvni par primerd byl specificky pro promotorové oblasti
analyzovanych gent, druhy par pro kodujici oblasti gent. Pouzité sondy obsahovaly primery pro
kédujici sekvence analyzovanych geni.

e Préce byla provadéna ve sterilnich podminkach boxu s moznosti zateni UV.
e Pro analyzované geny byla pfipravena reakéni smés qPCR obsahujici jednotlivé komponenty

(viz Tabulka 10).

e Reakéni smés pro jednotlivé geny byla rozpipetovana po 19 pl do 96-ti jamkové desticky.

e Do kazdé jamky byl ve dvou opakovanich piidan 1 ul cDNA.

o Desticka byla zalepena folii a centrifugovana pii 1000 g po dobu 1 minuty.

e Amplifikace cDNA probihala pomoci pfistroje Light-Cycler®480 System (Roche, Basel,

Svycarsko) podle podminek uvedenych v Tabulce 11.
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Tabulka 10: Slozeni reakéni smési qPCR pro expresni analyzu gent TET1, TET2 a TET3 u primert specifickych

pro promotorové sekvence téchto gentl.

Polozka Objem [ul] Vysledna koncentrace
uXceed qPCR Probe 2x mix 10 1x
Left primer (10 umol 10™) 0,8 400 nmol 1™
Right primer (10 umol 10™) 0,8 400 nmol 1
Sonda (10 umol ' 10™) 0,4 200 nmol 1
Deionizovana H,O 7
Celkem 19

Tabulka 11: Teplotni profil gPCR pro stanoveni exprese genu TET1, TET2 a TET3.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Aktivace polymerazy 95 2 min 1
Denaturace 95 5s
Nasc;dé}g;igl;régnerﬁ 60 25 < 45
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5 Vysledky

Experimetnalni ¢ast diplomové prace byla zaméfena na analyzu vlivu demetylacnich ¢inidel
pti tvorbé komplext transkripénich faktor Spl nebo Sp3, a demetyla¢nich enzymG TET1, TET2
a TET3 u ovlivnénych myelomovych bunék. Bunky linie KMS12-PE byly ovlivnény po dobu
72 hodin demetyla¢nimi ¢inidly 5-Aza-2’-deoxycytidin (DAC) a 5-Azacytidin (AZA). Zastoupeni
jednotlivych genti TET v tiseku s GC-boxy jejich promotorovych oblasti v komplexu se sledovanymi
transkripénimi faktory bylo stanoveno pomoci chromatinové imunoprecipitace s protilatkami Anti-Spl
a Anti-Sp3, a kvantifikovano RT-PCR.

Dalsim cilem diplomové prace bylo stanoveni procentualniho zastoupeni 5-metylcytosinu a 5-
hydroxymetylcytosinu v sekvenci CCGG v promotorovém tuseku genu TET1, TET2 a TET3. Pro
metylacni a hydroxymetylacni analyzu byly pouzity myelomové linie KMS12-PE a KMS12-BM po

72 hodinovém ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly 5-Aza-2"-deoxycytidin a 5-Azacytidin.
5.1 Zastoupeni genti TET v komplexu s transkripénimi faktory Sp1 a Sp3

Buiiky linie KMS12-PE byly ovlivnény 0,5ulmol' 1™ a 0,2umol'1™ roztoky DAC a AZA podle
pracovniho postupu (viz kapitola 4.3.1.). Ziskany chromatinovy lyzat byl po sonikaci precipitovan
s Anti-Sp1 nebo Anti-Sp3 protilatkami, jako negativni kontrola slouzil krali¢i IgG. Z precipitatového
komplexu byla izolovana DNA, ktera byla nasledn¢ piecisténa pomoci QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko). Koncentrace a Cistota precipitované DNA byla stanovena v rozmezi
25,6-50,8 ng'pul™. Parametrem pro urdeni kvality izolované DNA byl pomér absorbanci pii
260 a 280 nm, ten u vzorkl pochazejicich z buné¢né linie KMS12-PE ¢inil 1,71-1,92.

Pomoci RT-PCR bylo kvantifikovano zastoupeni geni TET1, TET2 a TET3 v komplexu
s transkripénimi faktory Spl nebo Sp3. Zastoupeni genu TET v komplexu s transkripénimi faktory
bylo specifikovano na promotorovou oblast téchto genli za pouziti primerti specifickych pro
promotorové oblasti jednotlivych gent. Jako ,,housekeeping® gen byl pouzit f2-mikroglobulin.

Vysledkem ChIP analyzy bylo relativni zvySeni vyskytu genu TET1 (sekvence DNA
promotorového useku) v komplexu s transkripénim faktorem Spl po ovlivnéni 0,5 pumol'l-1 AZA
a 0,2 ymol'l-1 AZA (Obrazek 2). Normalizovand hodnota zastoupeni promotorového useku genu
TET1 uovlivnéni 0,5umol'l-1 AZA ¢ini 1,891, u ovlivnéni 0,2pumol'l-1 AZA je 3,963. Nicméng,
porovnanim s relativnimi hodnotami poctu kopii cilené promotorové sekvence genu TET1 u obou
ovlivnéni DAC (0,977 - 0,5umol'1-1 DAC, 0,501 - 0,2 umol'l-1 DAC) byly zvySené relativni hodnoty
po ovlivnéni AZA statisticky neprikazné (Mann-Whitney test). Rovnéz po olivnéni 5-Azacytidienm
(0,5umol’1-1 a 0,2 umol'l-1) relativni hladina zastoupeni promotorového useku gentt TET2 a TET3
vykazovala zvy$ené hodnoty ve srovnani s relativnimi hodnotami po ovlivnéni 5-Aza-2’-deoxycytidin
(Obrazek 3 a Obrazek 4). V ptipadé genu TET3 a ovlivnéni 0,2umol'l-1 AZA, kdy hodnota AACt se

rovnala 2,00, ale negativni kontrola (IgG) nebyla stanovena, nebylo mozné provést vyhodnoceni. Na
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rozdil od transkrip¢niho faktoru Spl, v precipitovaném komplexu s transkripénim faktorem Sp3 byly
detekovany normalizované hodnoty zastoupeni promotorového Useku analyzovanych geni TETI,

TET2 a TET3 nizsi nez 1,000 (Obrazek 5, Obrazek 6 a Obrazek 7).
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Obrazek 2: Relativni hodnoty zastoupeni promotorového useku TET1 v komplexu s transkripénim faktorem

Spl u myelomovych bun¢k linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.
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Obrazek 3: Relativni hodnoty zastoupeni promotorového useku TET2 v komplexu s transkripénim faktoru Spl

u myelomovych bunék linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.
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Obrazek 4. Relativni hodnoty zastoupeni promotorového tseku TET3 v komplexu s transkripénim faktoru Spl

u myelomovych bungk linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.
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Obrazek 5: Relativni hodnoty zastoupeni promotorového tiseku TET1 v komplexu s transkripénim faktoru Sp3

u myelomovych bunék linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.
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Obrazek 6: Relativni hodnoty zastoupeni promotorového tseku TET2 v komplexu s transkripénim faktoru Sp3

u myelomovych buné¢k linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.
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Obrazek 7: Relativni hodnoty zastoupeni promotorového useku TET3 v komplexu s transkripénim faktoru Sp3

u myelomovych bunék linie KMS12-PE v porovnani s kontrolnim IgG.

5.2 Stanoveni procentického zastoupeni 5-mC a 5-hmC v promotoru geni TET1, TET2
aTET3

Pro stanoveni procentudlniho zastoupeni 5-metylcytosinu (5-mC) a 5-hydroxymetylcytosinu
(5-hmC) v CCGG sekvenci promotorové oblasti genu TET1, TET2 a TET3 byla pouZita DNA
izolovana z bun¢k myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM ovlivnénych demetyla¢nimi Cinidly -
0,5 plmol'l* 20,2 pumol'1'DAC, a 0,5 plmol'l™ a0,2 umol'1"'AZA (kapitola 4.5). Koncentrace
izolované DNA se pohybovaly v rozmezi 639,81 792,6 ng'ul™, pomér absorbanci pii 260 a 280 nm
¢inil 2,07-2,1. Hladina 5-mC a 5-hmC byla uréena na zakladé postupu kitu EpiMark 5-hmC and 5-mC
Analysis Kit (Epigentek, Inc., Farmingdale, NY, U.S.A.). Pro vypocet procentického zastoupeni 5-mC
a 5-hmC byly pouzity nasledujici vzorce S dosazenymi hodnotami Ct jednotlivych vzorkt
(Tabulka 12):

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

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

M2 = zkumavka ¢&. 1 (T4-BGT, Mspl) obsahujici DNA Stépenou v sekvenci CCGG
s nemodifikovanym cytosinem nebo 5-mC;

H2 = zkumavka ¢. 2 (T4-BGT, Hpall) obsahujici DNA Stépenou v sekvenci CCGG
s nemodifikovanycm cytosinem;

C2 = zkumavka ¢. 3 (T4-BGT) obsahujici kontrolni nestépenou DNA;

M1 = zkumavka ¢. 4 (Mspl) obsahujici DNA $tépenou v sekvenci CCGG s nemodifikovanym
cytosinem, 5-mC nebo 5-hmC;

H1 = zkumavka ¢. 5 (Hpall) obsahujici DNA stépenou v CCGG sekvencich s nemodifikovanym
cytosinem;

C = zkumavka €. 6 (z&dny enzym) obsahujici kontrolni nestépenou DNA.
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Tabulka 12: Vychozi hodnoty pro procentualni vypocéet 5-mC a 5-hmC v promotorovém tseku genu TET2
0 velikosti 236 bp u vzorku M24 (nové diagnostikovany pacient MM) a vzorku M31 (MGUS). DNA byla

izolovana z bun¢k nesorotované populace.

Pacient Hodnotacy  Hodnota .
Vzorek . Cilovy gen Ct/ cilovy  Relativni hodnota AACt
Diagnoza referenc. gen gen

M24/3 TET2 CTRL 23,832 M2 23,481 M1 1,00

M24/1 diagr?v&lvl TET2_ CTRL  26,915H2 26,905 H1 1,267 (5-hmC)
M24/2 TET2_CTRL 23,811 C2 24,359 C1 1,866 (5-hmC + 5-mC)
M31/3 TET2 CTRL 21,516 M2 21,528 M1 1,000

M31/2 MGUS TET2 CTRL 24,720 H2 24,633 H1 0,934 (5-hmC)
M31/2 TET2 CTRL 22,121 C2 22,800 C1 1,588 (5-hmC + 5-mC)

Ziskané procentualni hodnoty hladin 5-mC a5-hmC jsou uvedeny v Tabulce 12.
U myelomovych bunék linie KMS12-PE byly metylace detekovany v CCGG sekvenci promotorovych
useku vsech tii geni TET. U genu TET1 byla stanovena procenticka hodnota 5-mC 3,14 % u ovlivnéni
0,5 umol'I* AZA. Naproti tomu, procentické hodnoty 5-mC gentt TET2 a TET3 se pohybovaly
v rozmezi 8,19 %-3,11 % pro gen TET2, a 9,13 %—11,28 % pro gen TET3, a vyznamn¢ se nelisily od
procentickych hodnot u kontrolnich bunék (DMSO). V promotorové CCGG sekvenci gend TET1
a TET3 byly stanoveny hydroxymetyla¢ni zmény (5-hmC) - procentické hodnoty 5,81 % 5-hmC
u DMSO genu TET1 a 4,01 % u DMSO genu TET3. Procentické hodnoty 5-hmC pro promotorou
oblast genu TET1 pii ovlivnéni 0,5 pmol'1* DAC a 0,2 pumol'1* AZA nemohly byt vyhodnoceny

Rovnéz bunééna linie KMS12-BM vykazovala zvysené hladiny metylace (5-mC) detekované
v promotorovych CCGG sekvenci u vSech tfi gend TET, ale bez vyznamnéjsich rozdilti pti porovnani
S procentickymi hodnotami stanovenymi u kontrolnich neovlivnénych bun¢k (DMSO). Rozsah
6,32 %-11,99 % 5-mC u genu TET1 vykazoval niz§i procentické hodnoty pii srovnani
s hodnotami 12,74 %-18,55 % u genu TET2, a 17,41 %-19,32 % u genu TET3. Zmény
v hydroxymetylaci byly u genu TET1 detekovany po ovlivnéni bunék 0,2 pmol'1* DAC (6,67 % 5-
hmC) a 0,2 umol'I'* AZA (0,12 % 5-hmC) pti porovnani s 1,72 % 5-hmC u kontrolniho ovlivnéni
(DMSO) (Tabulka 13).
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Tabulka 13: Porovnani poméru procentualniho zastoupeni 5-mC a 5-hmC analyzovanych promotorovych

sekvenci gentt TET, TET2 a TET3 mezi liniemi KMS12-PE a KMS12-BM ovlivnénymi demetyla¢nimi ¢inidly.

Ovlivnéni [umol'1]

KMS12-PE

KMS12-BM

5-mC/5-hmC (%)

5-mC/5-hmC (%)

DMSO 0,46/ 5,81 4,24/ 1,72
0,5 DAC N/ A 6,32/ 0,00
TET1 (175 bp) 0,2 DAC 0,00/ 0,00 0,00/ 6,67
0,5 AZA 3,14/ 0,00 11,99/0,00
0,2 AZA N/ A 8,31/ 0,12
DMSO 11,54/ 0,00 N/ A
0,5 DAC 11,65/ 0,00 13,28/ 0,00
TET2 (241 bp) 0,2 DAC 13,10/ 0,00 12,74/ 0,00
0,5 AZA 13,11/ 0,00 18,55/ 0,00
0,2 AZA 8,19/ 0,97 13,28/ 0,00
DMSO 8,88/ 4,01 14,03/ 0,52
0,5 DAC 10,37/ 1,05 18,48/ 0,00
TET3 (160 bp) 0,2 DAC 10,65/ 0,00 19,34/ 0,00
0,5 AZA 11,28/ 0,00 17,41/0,00
0,2 AZA 9,13/ 0,00 17,61/0,00

5.3 Expresni profil genii TET1, TET2 a TET3 po ovlivnéni demetylaénimi ¢inidly

Koncentrace RNA izolované z ovlivnénych bungk linie KMS12-PE dosahovala hodnot 31,6
504,5 ng'ul™ a absorbance pii 260/280 nm byla 1,75-2,07, zatimco koncentrace RNA izolované
z ovlivnénych bungk linie KMS12-BM ¢&inila 112,5 — 752,1 ng'ul™ a absorbance pti 260/280 byla
1,85-1,93. Nasledné byla provedena RT-PCR pomoci Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche, Basel, Svycarsko). Hladina exprese genti TET1, TE2 a TET3 byla kvantifikovana pomoci
gqPCR, jako ,housekeeping“ gen byl pouzit p2-mikroglobulin. Exprese byla nasledné vypocitana
pomoci Livakova vzorce 2! za prepokladu, Ze Gi¢innost amplifikace cilového i referenéniho genu se
blizila 100 %. Vzorky byly nanaseny v duplikatech.

U bungk ovlivnénych pouzitymi demetylaénimi &inidly - 0,5 plmol'l™ a 0,2 umol'1'DAC,
20,5 plmol'l™ 20,2 pmol'I"AZA, obou bun&énych linii jsme detekovali signifikantng vyssi
normalizované hodnoty exprese genu TET2 v porovnani s normalizovanymi hodnotami exprese genti

TET1 a TET3 pii hladinach vyznamosti P<0,01 a P<0,001 (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Expresni profil gentt TET1, TET2 a TET3 u bunék myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM
po ovlivnéni DAC (0,5 plmol1™ a 0,2 pmol'I") a AZA (0,5 plmol'1™* a 0,2 pmol'1™). Statistickd vyznamnost byla

stanovena pomoci neparového Studentova t-testu s Bonferroniho korekcei. *P <0,05, **P <0,01; ***P <0,001.

Ovlivnéni TET1 TET? TET3
[pmol'l-1]

KMS12-PE

0,5 DAC 1,081+0,11 4,099+0,7***(p<0,004) 0,774+0,29
0,2 DAC 0,752+0,11 1,578+0,92**(p<0,04) 0,481+0,15
0,5 AZA 0,9490,09 3,574:£0,37***(p<0,004) 0,541+0,22
0,2 AZA 1,580+0,18**(p<0,004) 3,934+0,06**(p=0,009) 0,708+0,22
KMS12-BM

0,5 DAC 0,649+0,05 1,506:£0,08**(p<0,004) 0,5150,05
0,2 DAC 1,428+0,05 3,823+0,18***(p<0,004 1,147x0,13
0,5 AZA 1,089+0,01 1,614:£0,14**(p=0,0041) 0,947+0,10
0,2 AZA 0,936+0,06 1,559+0,14**(p<0,004) 0,9630,13

Analyza expresniho profilu gent TET1, TET2 a TET3 byla dale provedena s pouzitim primeri
specifickych pro promotorou oblast genii a sondy obsahujici primery cilené na kddujici oblast gent.
Stanoveni expresniho profild gentt TET1, TET2 a TET3 timto zpisobem bylo provedeno za ucelem
srovnani urovni relativni exprese genii TET a procentickych hodnot 5-mC a 5-hmC stanovenych
lokalni metylac¢ni a hydroxymetylacni analyzou jejich promotorovych usekl. Jednotlivé typy ovlivnéni
a vysledné hodnoty exprese jsou uvedeny v Tabulce 12. Zvysené normalizované hodnoty exprese gent
TET2 jsou u obou experimentll srovnatelné a nevykazuji statisticky signifikantni rozdil.
Normalizovand hodnota hladiny expresi genu TET2 byla vyhodnocena jako signifikantné zvysena
V porovnani s normalizovanymi hodnotami expresi geni TET1 a TET3 pfi hladindch vyznamosti
P<0,01 a P<0,05. Normalizované hodnoty expresi vSech analyzovanych genti TET u bunécné linie

KMS12-BM, po ovlivnéni 0,2 pmol I AZA nebylo mozno vyhodnotit (Tabulka 15).
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Tabulka 15: Expresni profil geni TET1, TET2 a TET3 u myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM po
ovlivnéni DAC (0,5 plmol'l1™ a 0,2 pmol'1™) a AZA (0,5 plmol'I™* @ 0,2 pmol'1™) za pouziti primerd cilenych na
promotorové oblasti genti. Statistickd vyznamnost byla stanovena pomoci neparového Studentova t-testu

s Bonferroniho korekci. *P <0,05, **P <0,01; ***P <0,001.

Ovlivnéni[pmol 1] TET1 TET? TET3
KMS12-PE

0,5 DAC 1,398+0,12 3,755+0,13***(p<0,004) 0,985+0,17
0,2 DAC 1,121+0,13 3,55040,11***(p<0,004) 0,469+0,09
0,5 AZA 1,079+0,13 2,6608+0,33***(p<0,004) 1,035+0,18
0,2 AZA 1,321+0,16 5,146+0,29***(p<0,004) 1,005+0,19
KMS12-BM

0,5 DAC 0,810+0,28 1,707+0,49**(p<0,04) 0,525+0,09
0,2 DAC 1,034+0,06 2,151+0,15***(p=0,001) 0,675+0,03
0,5 AZA 1,096+0,04 1,511+0,16**(p<0,04) 0,874+0,03
0,2 AZA N/A N/A N/A

5.4 Porovnani procentualniho zastoupeni 5-mC a 5-hmC v promotoru geni TET1,

TET2 aTET 3 s jejich expresi u pacientskych vzorku

Pro stanoveni procentudlniho zastoupeni 5-metylcytosinu (5-mC) a 5-hydroxymetylcytosinu
(5-hmC) v CCGG sekvenci promotorové oblasti genu TET1, TET2 a TET3 byla pouZita DNA
izolovand znesortované bunécné populace aspirdtu kostni dfené¢ 7 jedinch MGUS a 2 novée
diagnostikovanych pacientt MM, jelikoz izolace nukleovych kyselin ze sortované populace bunék
aspiratu kostni dfené pacientli MM nebyla dostatecna nejen pro nizky pocet pacienti MM, ale zejména
z diivodu potieby soucasného provedeni expresnich a metylacnich analyz. Koncentrace izolované
DNA se pohybovaly v rozmezi 13,2-180,1 ng'ul™, pomér absorbanci pii 260 a 280 nm &inil 1,56—
1,98. Hladina 5-mC a 5-hmC byla ur¢ena na zaklad¢ postupu kitu EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis
Kit (Epigentek, Inc., Farmingdale, NY, U.S.A.). Ziskané procentualni hodnoty hladin 5-mC a 5-hmC
jsou uvedeny v Tabulce 16.

U pacientt MGUS byly metylace v promotorové oblasti genu TET1 detekovany u vzorkt M73
a M74, pritomnost hydroxymetylacnich zmén byla detekovana u vzorku M74. Porovnanim
S procentickym zastoupenim 5-mC a 5-hmC u MGUS a dvou nové diagnostikovanych pacientit MM,
dosahovaly nizkych hodnot. V promotorové sekvenci genu TET2 byly metylac¢ni zmény detekovany
ve vSech piipadech, kromé vzorku M31, hydroxymetylace byla zjisténa u vzorkd M60 a M74.
V piipadé genu TET3 byly pozorovany metylacni i hydroxymetylacni zmény u vSech analyzovanych
vzorkd, pfi¢emz u pacientd MGUS rozmezi procentickych hodnot 5-mC 6,50 — 18,12, a 5-mC 0,70 —
9,32 ptesahovalo rozmezi procentickych hodnot 5-mC a 5-hmC u gent TET1 a TET2. U nékterych
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vzorkli nemohly byt hladiny metyla¢nich a hydroxymetylacnich zmén vyhodnoceny, a proto nebyly
zatazeny do vysledku.

Dva nami analyzované vzorky nesortované bunééné populace nové diagnostikovanych
pacientii M24 a M56 vykazovaly metyla¢ni zmény v CCGG sekvenci promotorovych usekd vSech tii
gentt TET. Hydroxymetyla¢ni zmény, tedy pritomnost 5-hmC byla detekovana u genu TET2 u obou
vzorkd, a u genu TET3 u vzorku M56 (0,40 %). Gen TETL1 tedy vykazoval v porovnani s geny TET2
a TET3 mensi zastoupeni metylacnich i hydroxymetyla¢nich zmén jak u pacientt MGUS, tak nové

diagnostikovanych pacient mnohocetného myelomu (Tabulka 16).

Tabulka 16: Porovnani procentualniho zastoupeni 5-mC a 5-hmC analyzovanych promotorovych sekvenci genti

TETI1, TET2 a TET3 mezi pacienty MGUS a nové diagnostikovanymi pacienty MM (nesortovana bunééna

populace).
. Nové diagnostikovani MM
MGUS (nesortovan¢) pacienti (nesortované)

5-mC/ 5-hmC (%) 5-mC/ 5-hmC (%)
0,00/ 0,00 (M14)

0,00/ 0,00 (M31) 5,22/ 0,00 (M24)

TET1 (175 bp) 0,00 /0,00 (M34) 2,26/ 0,00 (M56)
8,51/ 0,00 (M73)
2,10/ 2,31 (M74)
14,70/ 0,00 (M14)

g,gg; g),gtz) Emgég 10,36/ 3,70 (M24)

16/ 1, 8,50/ 2,30 (M56

TET2 (241 bp) 16,64/ 0,00 (M73) (M56)

2,06/ 1,26 (M74)
15,80/ 0,00 (M112)

15,65/ 1,03 (M14)

161,510(;/01,7600((“'('/'3743)) 22,08/ 0,00 (M24)

10/ 1, 27,61/ 0,40 (M56

TET3 (160 bp) 18,12/ 9,32 (M71) (M59)
7,57/ 3,14 (M74)
4,95/ 2,61 (M112)

Legenda: 5-mC - 5-metylcytosin, 5-hmC - 5-hydroxymetylcytosin, MGUS - monoklonalni gamapatie nejasného
vyznamu, M14-M112 - vzorky pacientti.

Analyza expresniho profilu genti TET1, TET2 a TET3 byla provedena v piipadé vzorkit MGUS
M14, M31, M34, M74 a u nové diagnostikovanych pacientt M24 a M56. Koncentrace RNA
dosahovala hodnot 61,4 — 546,6 ng'ul'l a absorbance pfi 260/280 byla v rozmezi 1,54-1,95. RT-PCR
byla nasledné provedene pomoci Transcription First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche, Basel,
Svycarsko). Hladina exprese genti TET1, TE2 a TET3 byla kvantifikovana pomoci gPCR, jako
,housekeeping“ gen byl pouzit f2-mikroglobulin. Hladiny detekovanych relativnich expresich jsou

uvedeny v Tabulce 17.
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Normalizované hodnoty exprese vyss$i nez u pacientskych vzorki MGUS byly pozorovany

uvSech geni TET a to i pfesto, Ze byla ve vSech piipadech detekovand metylace CCGG

promotorovych sekvenci. Srovnani relativnich hladin exprese geni TET sjejich metylacnimi

a hydroxymetylacnimi hladinami viz Obrazek 8., Obrazek 9 a Obrazek 10.

Tabulka 17: Porovnani relativnich genovych expresi TET1, TET2 a TET3 mezi pacienty MGUS a nové

diagnostikovanymi pacienty MM (nesortovana bunécna populace).

MGUS (nesortované)

Nové diagnostikovani MM

pacienti (nesortované)

AACt AACt
0,39; 0,51*; 0,98
(M14)
TET1 (175 bp) 1,20* (M31) 8'22 EM;Q
1,98 (M34) '
2,10;2,31 (M74)
1,60; 1,49 (M14) 2,31;1,87* (M24)
TET2 (241 bp) 1,59* (M31) 1,10; 2,56; 1,55* (M56)
1,31; 0,75 (M34)
1,27; 1,09 (M14) 1,78 (M24)
TET3 (160 bp) 1,06* (M31) 2,01 (M56)
1,93; 3,95; 2,53 (M34)
Legenda: * Hodnoty genové exprese ziskané postupem uvedenym v Tabulce 12.
TET1
10 0O MGus
g B MMdiagn
6
2 X
TET1 5-mC S-hmC

Obrazek 8: Porovnani normalizovanych hodnot exprese genuit TET1, TET2 a TET3 s procentickymi hodnotami

5-mC a 5-hmC stanovenych v CCGG sekvenci jejich promotorovych usekti u pacientt MGUS a nové

diagnostikovanych pacienti MM (nesortovana bunécna populace).
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Obrazek 9: Porovnani normalizovanych hodnot exprese genu TET2 s procentickymi hodnotami 5-mC a 5-hmC

stanovenych v CCGG sekvenci jejich promotorovych tsekdt u pacienti MGUS a nové diagnostikovanych

pacienti MM (nesortovand bunéc¢na populace).
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Obrazek 10: Porovnani normalizovanych hodnot exprese genu TET3 s procentickymi hodnotami 5-mC a 5-

hmC stanovenych v CCGG sekvenci jejich promotorovych usekd u pacientt MGUS a nové diagnostikovanych

pacienti MM (nesortovana buné¢na populace).
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo popsani ulohy transkripénich faktordt Spl a Sp3 v aktivnim

demetyla¢nim procesu bunék mnohocetného myelomu a stanoveni procentického zastoupeni 5-mC (5-

metylcyosin) a 5-hmC (5-hydroxymetylcytosin) v promotorovych oblastech gentt TET1, TET2 a TET3.
ZvySené hladiny transkripénich faktort Spl a Sp3 byly pozorovany u riiznych typt nddorovych
onemocnéni (Chuang a kol., 2009; Kong a kol., 2010), avSak jejich uloha, v pfipadé mnohocetného
myelomu, dosud nebyla detailn€é popséna. Pro praci byly vyuzity myelomové linie KMS12-PE
a KMS12-BM ovlivnéné demetylacnimi ¢inidly 5-Azacytidin (AZA) a 5-Aza-2’-deoxycytidin (DAC),
Znichz 5-Aza-2’-deoxycytidin prokazuje terapeutickou ucinnost uakutni myeloidni leukémie
(Berthon a kol., 2020) a v klinickych studiich u mnoho¢etného myelomu (Berthon a kol., 2020;
Shoumariyeh a kol., 2021).

Buitky linie KMSI12-PE, ovlivnéné 0,5ulmol'l* a0, 2umol'l* roztoky DAC a AZA, byly
pouzity k detekci a kvantifikaci zastoupeni gend TET1, TET2 a TET3 v komplexu s transkripénimi
faktory Spl nebo Sp3, které bylo specifikovano na promotorovou oblast téchto gend za pouziti
primert specifickych pro promotorové useky jednotlivych genti. Pomérné problémova se ukazala
izolace DNA ze sonikovaného chromatinového lyzatu, kdy hodnoty koncentrace dosahovaly pomérné
nizkych hodnot, a to 25,6-50,8 ng'ul™. Pro dalsi praci a potvrzeni ziskanych hodnot by mohly pomoci
dalsi modifikace metodického postupu. Analyza metodou ChIP prokazala relativni zvySeni vyskytu
genu TET1 (sekvence promotorového tiseku) v komplexu s transkripénim faktorem Spl po ovlivnéni
0,5 pmol'l-1 AZA a 0,2 umol'l-1 AZA, kdy normalizované hodnoty ¢inily u ovlivnéni 0,5pmol 1-1
AZA 1,891 au ovlivnéni 0,2umol'l-1 AZA 3,963. Spl je tedy po ovlivnéni demetylacnimi ¢inidly,
prednostné 5-Azycytidenm, schopna vazat se do promotorové oblasti TET1 a potencidlné pfispivat
k jeho transkripci. Nicménég, srovnanim s relativnimi hodnotami vzorkl po ovlivnéni DAC (0,977 -
0,5umol'1-1 DAC, 0,502 - 0,2umol’l-1 DAC) byly zvySené relativni hodnoty po ovlivnéni AZA
statisticky nepriikazné (Obrazek 2). Ze ziskanych vysledka je také patrné, Ze v porovnani s 5'-Aza-2-
deoxycytidenem je 5-Azacytin u¢inné&jsi, a to i potvrzenim specifi¢nosti vazby promotorovych usekl
vSech nami analyzovanych gentt TET s transkripénim faktorem Spl. V pfipad€ transkripéniho faktoru
Sp3 byly normalizované hodnoty vyskytu promotorového useku gentt TET nizsi nez 1,000 (Obrazek 5,
Obrazek 6, Obrazek 7), coz poukazuje na jeho men$i nebo zadné zastoupeni v komplexech
S promotory analyzovanych genu porovnanim se Spl, a ptedpoklddanou represivni funkci Sp3
v transkripci cilenych genti. Problémem se v nékterych ptipadech ukazalo také pouziti IgG jako
negativni kontroly (Obrazek 5), kdy v nékterych ptipadech relativni hodnoty dosahovaly az
extrémniho prevySeni hodnoty 1,000. Pro dalsi analyzu by tedy bylo vhodné zvazit pouziti jiného
srovnatelného typu negativni kontroly, pfipadné modifikovat tuto ¢ast metodického postupu pouzitim

tzv. inputu.
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ZvySena hladina metylace v oblastech promotorovych tsekti genti nadorovych supresorti vede
ke snizené expresi téchto gentu (Esteller, 2008; Smith a Meissner, 2013; Wen a kol., 2022). Pro
stanoveni vlivu demetylac¢nich ¢inidel na vyskyt 5-mC a 5-hmC v promotorovych usecich genti TET
byla pouzita DNA izolovana z bun¢k myelomovych linii KMS12-PE a KMS12-BM ovlivnénych vyse

uvedenymi demetyla¢nimi Cinidly Vv koncentracih 0,5 plmol'l-1 a 0,2 umol'1-1. Pfedmétem metylacni

a hydroxymetyla¢ni analyzy byly CCGG useky Vv promotorové oblasti gentt TET1, TET2 a TET3.
Metylace, tedy =zastoupeni 5-metylcytosinu v analyzované sekvenci DNA Dbyly detekovany
u ovlivnénych bunék obou myelomovych linii (Tabulka 13). Vyssi hladiny metylace byly pozorovany
zejména u geni TET2 (12,74 %-18,55 %) a TET3 (17,41 %-19,32 %), které se vSak vyznamné
neodliSovaly od procentickych hodnot kontrolnich bun¢k (DMSO). Na rozdil od bun¢k linie KMS12-
PE, byly u bun¢k KMS12-BM detekovany zmény v procentickém zastoupeni 5-hmC pii porovnani
s1,72 % 5-hmC u kontrolniho ovlivnéni (DMSO); konkrétné u genu TET1 po ovlivnéni bunék
0,2 umol'l-1 DAC (6,67 % 5-hmC) a 0,2 umol'l-1 AZA (0,12 % 5-hmC). Dulezitym faktorem pfi
hodnoceni hladin 5-mC a 5-hmC mohou byt poéty CCGG mist VvV promotorové sekvenci
analyzovanych gend. U genu TET1 obsahuje analyzovany promotorovy tsek étyti CCGG mista, ktera
mohou byt metylovana - hydroxymetylovana, zatimco u geni TET2 a TET3 obsahovali cilené
promotorové sekvence po jednom tuseku CCGG. Pro potvrzeni detekovanych metyla¢nich
a hydroxymetyla¢ni zmén u ovlivnénych myelomovych buné¢k i vzorkd DNA pacientii s mnohocetnym
myelomem by mohly byt navrzeny primery pro promotorové sekvence s vétSim poctem mist CCGG
a nebo provedena detailnéjsi metylacni analyza naptiklad typu pyrosekvenovani.

Na zaklad¢ nami provedené ChIP analyzy jsme piedpokladali u ovlivnénych myelomovych
bunék zvysenou expresi genu TETL. Signifikatni zvySeni exprese vSak bylo zjisténo u genu TET2 a to
u bunék linie KMS12-PE, tak i KMS12-BM, u vsech ovlivnénich DAC (0,5 pulmol'1-1 a 0,2 pmol-1-1)
i AZA (0,5 plmol'l-1 a 0,2 umol'l-1). Normalizované hodnoty exprese genu TET2 se pohybovaly
v rozmezi 1,578-4,099 (KMS12-PE) a 1,506-3,823 (KMS12-BM) a vykazovaly vysokou statistickou
vyznamnost, ktera byla stanovena pomoci neparového Studentova t-testu s Bonferroniho korekei.
Normalizované hodnoty exprese genti TET1 a TET3 byly zvySené, ale v porovnani s hodnotami genu
TET2 stanoveny rozdil nebyl signifikantni. (Tabulka 15). Ovlivnéni demetyac¢nimi ¢inidly tedy vedlo
k demetylaci promotorové sekvence genu TET2, coz mohlo mit za nasledek zvySeni exprese genu
TET2. To poukazuje na terapeuticky ucinek pouzitych c¢inidel, jako v ptipad¢ studie Shoumariyeh a
kol. (2021).

Vysledky tedy naznacuji, Ze u myelomovych bun¢k po 72hodinovém ovlivnéni pouzitymi
demetylacnimi ¢inidly dochézi k vazb¢ transkripcniho faktoru Spl do oblasti promotoru genu TET1,
ktera se ale neprojevuje zvysSenim jeho exprese. Pro dalsi studium ulohy transkripéniho faktoru Spl
v procesu demetylace u myelomovych bunék a jeho schopnosti vazat se do promotorovych oblasti
genll TET by bylo vhodné provést experiment s prodlouZzenou dobou ovlivnéni bunék demetyla¢nimi

¢inidly a néaslednou analyzou ChIP.
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Dalsim cilem diplomové prace bylo stanoveni procentickych hodnot 5-mC a 5-hmC
v sekvenci CCGG promotorové oblasti gend TET1, TET2 a TET3 a nasledna srovnavaci expresni
analyza téchto gend u pacienti s mnohoCetnym myelomem. Soucasné provedeni metylaénich
a expresnich analyz se ukazalo jako problémové z divodu nizké vyté€znosti nukleovych kyselin
izolovanych ze vzorku sortované populace bungk. Z toho diivodu jsme zvolili vzorky nesortované
bunécné populace, u kterych sice izolujeme dostatecné koncentrace nukleovych kyselin, nevyhodou je
ovSem kontaminace cilené populace plazmatickych bunék jinymi bunéénymi typy. U pacientt MGUS
byly v promotorové sekvenci genu TET1, stejné jako u analyzovanych myelomovych lini, detekovany
niz$i hodnoty 5-mC v porovnani s geny TET2 a TET3 (Tabulka 14 a Tabulka 16). I piesto, Ze jsme si
védomi limitujicich faktor, které ssebou piindsi pouziti nesortované populace bunck pro
experimentalni stanoveni, vykazuje gen TET1 v porovnani s geny TET2 a TET3 mensi zastoupeni
metyla¢nich i hydroxymetylacnich zmén jak u pacientt MGUS, tak nové diagnostikovanych pacientd
mnohocetného myelomu, a miize naznacovat fungujici gen. Naproti tomu u geni TET2 a TET3, jak
U ovlivnénych myelomovych bunék, tak pacienti MGUS a MM, jsme zjistili v promotorovych usecich
vys§§i hodnoty 5-mC i 5-hmC (gen TET2) oproti genu TET1 (Tabulka 16). Normalizované hodnoty
exprese vyssi nez hodnota 1,000 u nékterych pacientskych vzorki MGUS byly pozorovany u vsech
genu TET a to i pfes to, ze Vtéchto ptipadech byla detekovana metylace CCGG ve sledovanych
promotorovych sekvenci (napi. M74; Tabulka 19 a Tabulka 17). U genti TET2 a TETS3, jak jiz bylo
uvedeno, jsme na rozdil od promotoru TET1 vSak analyzovali vzdy pouze jedno misto CCGG.
U vzorku M74, vpromotoru genu TET1 jsme sice zaznamenali pfitomnost 5-hmC (2,31 %;
Tabulka 16), nicméné hydroxymetylaéni zmény byly ve vét§im mnozZstvi detekovany u pacientt
MGUS v promotoru genu TET3, coz muze vysvétlovat vyssi hodnoty exprese (M34) ve srovnani
sgeny TET1 a TET 2 (Tabulka 17 a Obrazek 10).
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7 Zavér

V ramci této diplomové prace byly analyzovany myelomové bunécné linie KMS12-PE
a KMS12-BM ovlivnéné demetylénimi ¢inidly 5-Azacytidin (AZA) a 5-Aza-2’-deoxycytidin (DAC),
a dale vzorky nesortované populace bun¢k pacienti mnohocetného myelomu (MM) a monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). Experimentalné byla studovana existence vazby
transkripCnich faktori Spl a Sp3 v promotorovych oblastech geni TET u ovlivnénych myelomovych
lini. Lokalni metyla¢ni a hydroxymetylaéni analyza promotorovych oblasti gent byla provedena
V navaznosti na stanoveni exprese studovanych gend jak u ovlivnénych myelomovych linii, tak
i vzorki MGUS a mnohoc¢etného myelomu.

Vysledkem diplomové prace je detekce vazby genu TETL (sekvence promotorového useku)
v komplexu s transkripénim faktorem Sp1 po ovlivnéni 0,5 umol'l-1 AZA a 0,2 umol'l-1 AZA, kdy
normalizované hodnoty cinily uovlivnéni 0,5umol'l-1 AZA 1,891 auovlivnéni 0,2pumol 1-1
AZA 3,963. Zda se, ze Sp1 je po ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly, pfednostné 5-Azycytidem, schopna
vazat se do promotorové oblasti TET1 a potencidlné tak pfispivat k jeho transkripci, zatimco Sp3 se
pravdépodobné ne expresi genit TET nepodili nebo ma represivni funkci. Metylace CCGG tsekd, tedy
zastoupeni 5-metylcytosinu, Vv analyzované sekvenci promotoru gentt TET byly detekovany po
ovlivnéni u obou analyzovanych bunéénych linii, zejména u geni TET2 (12,74 %-18,55 %) a TET3
(17,41 %-19,32 %), které se vSak vyznamné neodlisSovaly od procentickych hodnot kontrolnich bunék.
Limitujicim faktorem pifi hodnoceni hladin 5-mC a 5-hmC mohou byt poéty CCGG mist
v promotorové sekvenci analyzovanych gend, které byly u nami sledovanych promotorovych tseka
genti TET2 a TET3 ve srovnani s genem TET1 v minimalnim poctu.

V nasi praci jsme detekovali signifikantni zvySeni exprese genu TET2 u ovlivnénych bunék
linie KMS12-PE a KMS12-BM, u vsech ovlivnénich DAC (0,5 plmol'l-1 a 0,2 umol'1-1) i AZA (0,5
ulmol'l-1 a 0,2 umol'1-1). Normalizované hodnoty exprese genu TET2 se pohybovaly Vv rozmezi
1,578-4,099 (KMS12-PE) a 1,506-3,823 (KMS12-BM). Ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly tedy vedlo
ke zvySeni exprese genu TET2. Vysledky naznacuji, Ze Sp1 se po 72hodinovém ovlivnéni sice vaze do
promotorové oblasti genu TET1, ale vtomto Casovém intervalu nema vliv na vyznamné zvySeni
exprese genu TET1.

Z lokalni metylacni a hydroxymetylacni analyzy promotoroych sekvenci vyplyva, Ze gen
TET1 vykazuje v porovnani s geny TET2 a TET3 mensi zastoupeni metylacnich i hydroxymetyla¢nich
zmén jak u pacienti MGUS, tak nové diagnostikovanych pacienti mnohocetného myelomu.
Normalizované hodnoty exprese vyssi nez hodnota 1,000 u vzorkii MGUS byly i ptes detekci 5-mC
v mist¢ CCGG analyzovanych promotorovych sekvenci pozorovany u vSech gend TET. Pfitomnost 5-
hmC v promotorovém tseku genu TET3 by pak mohla souviset s mirné zvy$enymi hodnotami exprese
tohoto genu porovnanim s geny TET1 a TET2. V promotorové sekvenci genu TET1 byly detekovany

niz$i hodnoty 5-mC v porovnani s geny TET2 a TET3, stejné jako u analyzovanych myelomovych lini.
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Pouziti nesortované populace bunék pro experimentalni stanoveni s sebou nese fadu limitaci, i pres to
vykazuje gen TET1 vporovnani sgeny TET2 a TET3 mensi zastoupeni metylaénich
i hydroxymetylacnich zmén jak u pacienti MGUS, tak nové diagnostikovanych pacienti

mnohocetného myelomu, coz mize naznacovat fungujici gen.
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