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1 UVOD A CILE PRACE

Mnohocetny myelom (MM) je maligni onemocnéni plazmatickych bunék kostni dieng,
zpusobujici destrukci kosti (Joshua et al., 2019). Toto onemocnéni je spojeno s vysokou
umrtnosti pacienti (Choudhury et al., 2020). Jedna se o jedno =z nejcastéjSich
hemato-onkologickych onemocnéni (Kazandjian, 2016). Jeho pfi¢ina je multifaktorialni
a tézce definovatelna. Predispozici maze byt vystaveni organickym chemikaliim, toxinim
a ionizyjicimu zafeni. Byla pozorovana i geneticka predispozice, ale nejedna se o dédicny
stav. Casto jsou detekovany mutace v genech zodpovédnych za potlageni & podporu réstu
nadoru a tyto zmény genetické informace mohou ovliviiovat prognoézu a odpoveéd na 1é¢bu
(Mehta, 2015).

Epigenetické zmény hraji dulezitou roli ve vyvoji a progresi malignich onemocnéni
(Hackanson et al., 2005). Dusledkem epigenetickych regulaci jsou zmény genové exprese
zprostiedkované jinymi mechanismy nez zménami samotné sekvence deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) (Bhalla, 2005). V uplynulém desetileti n€kolik studii popsalo epigenetické
mechanismy methylace DNA, histonovych modifikaci a nekodujicich ribonukleovych
kyselin (RNA) jako predpokladané, ale doposud prilis neobjasnéné faktory prispivajicich ke
vzniku a rozvoji mnohocetnému myelomu (Alzrigat et al., 2018). Methylace DNA
a histonové methyla¢ni modifikace jsou na sob& zavislé a mohou spole¢né ovliviiovat
remodelaci chromatinu, coz u buné€k eukaryotnich organismii muze vést ke zménam
v regulaci genové exprese (Amodio et al., 2017). U ur€itych specifickych typt nadorti nebo
za specifickych fyziologickych podminek mohou enzymy, jez jsou nositeli methyla¢nich
skupin — methyltransferasy DNA, vyvolat zmény struktury chromatinu a/nebo aktivity
transkripEniho faktoru, které mohou ovlivnit vznik nebo rozvoj nadorového onemocnéni
(Sarris et al., 2014).

Jednim ze zakladnich mechanismt vedoucich k nadorové progresi je hypermethylaci
indukovana snizena exprese genu nebo pfimo umlcéeni jeho transkripcni aktivity zejména
u genu s funkci tumorovych supresorti (Esteller, 2008). V posledni dob€ se pouzivaji jako
hypomethylacni  ¢inidla ~ Azacytidin  (5'-Azacytidin, AZA) a  Decitabin
(5'-Aza-2"deoxycytidine, DAC), ktera ovliviiyji methylaci na trovni DNA (Krug et al,,
2017). Azacytidin a Decitabin funguji jako inhibitory methyltransferas DNA a prokazuji
vysokou ucinnost reaktivace epigeneticky umlCenych nadorovych supresor in vitro
(Stresemann a Lyko, 2008). Divodem pro pouziti inhibitorti methyltransferas DNA je jejich
ucinek snizit hypermethylaci zptisobené umlceni genu, obnoveni kontrolnich mechanisma

proliferace a citlivosti na apoptozu u maligniho klonu (Mund et al., 2000).
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Predkladana diplomova prace je zamétena na studium bunécnych liniich mnohoc¢etného
myelomu, histonové kody, ucinek demethylacnich ¢inidel a stanoveni exprese
methyltransferas DNA — DNMT1, DNMT3A a DNMT3B. Prakticka ¢ast diplomové prace
byla zaméfena na precipitaci transkripénich komplext vazajicich se na methylace histonu
H3 v mistech lysinu 36 (H3K36me3) a lysinu 9 (H3K9me3) u myelomovych bunéénych linii
KMS-12-PE, OPM-2 a U-266 ovlivnénych demethylacnimi Cinidly 5-aza-2’-deoxycytidine
(Decitabin) a 5-azacytidine (Azacytidin). Na zakladné chromatin imunoprecipita¢nich
analyz s protilatkami anti-H3K36me3 a anti-H3K9me3 byla u precipitovanych komplexa
transkripnich faktor kvantifikovana exprese DNMTI1, DNMT3A a nebo DNMT3B
metodou RT- PCR.

Stanovené cile této prace byly:

e Vypracovat literarni reSersi na zadané téma.

e Detekovat uroven transkripcnich komplexti s methylovanym histonem H3
v mist€ lysinu 36 a lysinu 9 u tfi myelomovych bunénych linii ovlivnénych
dvéma koncentracemi demethylacnich ¢inidel.

e Kvantifikovat Groven exprese precipitovanych transkripnich komplext

s DNMT1, DNMT3A a DNMT?3B metodou RT-PCR.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je maligni onemocnéni plazmatickych bunék kostni diené (Joshua et
al., 2019). I pfes to, ze se jednad o vzacné onemocnéni, je MM jednim z nejCastéjSich
hematologickych malignit (Kazandjian, 2016). Plazmatické buriky jsou specificky
zaméfenym typem bilych krvinek odvozenych z B-lymfocytl tvoricich protilatky. U MM
plazmatické buriky pfesahuji 10 % vSech bunék kostni dfené. Tyto bunky vytvareji
abnormalni protilatku, tzv. paraprotein, ktera slouzi jako marker tohoto onemocnéni (Mehta,
2015).

Diagnostikovanému onemocnéni MM predchazi obvykle faze asymptomatické expanze
klonalnich plazmatickych bunék, oznacovana jako monoklonalni gamapatie neurCeného
vyznamu (MGUYS) (Furukawa a Kikuchi, 2015). Jedna se o benigni stav, charakterizovany
pfitomnosti nizké hladiny paraproteinu. U 5-10 % pacientd s MGUS se po mnoha letech
vyviji MM (Mehta, 2015).

Nejcastéjsi vyskyt mnohoCetného myelomu byl zjistén u afroamericant, méné pak
u asijskych a evropskych etnickych skupin (Landgren et al., 2006). Toto onemocnéni
postihuje Casteji muze nez zeny, piiblizné okolo 60-70 roku zivotu (Mehta, 2015; Joshua et
al., 2019).

Pricina MM je multifaktorialni a tézce definovatelna, stejné jako u ostatnich typu
nadorovych onemocnéni. Predispozici miize byt vystaveni organickym chemikaliim,
toxinim a ionizujicimu zafeni. Byla pozorovana i geneticka predispozice, ale nejedna se
o d&di¢ny stav. Casto jsou detekovany mutace v genech zodpovédnych za potladeni
¢i podporu rustu nadoru a tyto zmény genetické informace mohou ovliviiovat progndzu
a odpoveéd’ na lécbu (Mehta, 2015).

I pres aplikaci novych terapeutickych latek, vcetné inhibitori proteazomu
a imunomodula¢nich 1€kl, a postupt, jako je vysokodavkova chemoterapie s podporou
kmenovych buné€k, je stale prognéza pacienti s MM horSi nez u veétSiny dalSich
hematologickych malignit. Pro zlepSeni vysledki 1écby je proto nutné vice porozumét
molekularni patogenezi onemocnéni (Furukawa a Kikuchi, 2015; Bringhen et al., 2013;
Rajkumar, 2019).

Pro pacienty mladsi 70 let s dobrou fyzickou kondici je nejvhodnéjsi pocatecni lécbou
kombinovana chemoterapie (CCT) a nasledna autologni transplantace hemopoetickych
kmenovych bunék (HSCT). Pii pocatecni CCT se vyuziva bortezomib (inhibitor

proteazomu), steroidy a thalidomid/s nebo bez cyklofosfamidu. Doba trvani chemoterapie
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je asi 4-6 mésicl, nasleduje HSCT s metfalanem. Pro starsi pacienty se Spatnou fyzickou
kondici se vyuzivaji léky posSkozujici shromazd’ovani kmenovych bunék v kombinaci
s bortezomibem a steroidem nebo thalidomidem. Pro udrzovaci lé€bu se vyuziva
lenalidomid. Jednd se o thalidomidovy derivat, obvykle vyuzivajici se pifi prvnim
nebo druhém relapsu, ale v mnoha studiich vykazuje vhodnou aktivitu i jako 1ék prvni linie
nebo jako udrzovaci 1€k po pocatecni CCT nebo HSCT (Mehta, 2015).

Mezi mozné vedlejsi ucinky patti potlaceni krevniho obrazu, zvySené riziko vzniku
krevnich srazenin a poskozeni nervi, zejména pii pouziti bortezomibu a thalidomidu.
Pfi uzivani steroidi dochazi ke zvyseni rizika infekce, zvySovani télesné hmotnosti, zménam
nalad, osteoporoze, peptidickym viedim a zpomaleni hojeni ran (Mehta, 2015).

Mezi obecné projevy charakterizujicimi jak MM tak i1 vétSinu typl malignich
onemocnéni patii ubytek télesné hmotnosti, ztrata chuti, inava. Mezi konkrétni pfiznaky
mnohocetného myelomu patii kostni 1éze, bolesti kosti, bolesti zad a patologické zlomeniny,
anémie. Dal§im pfiznakem je hyperkalcemie, ktera mize zpusobit bolesti bficha, Zizer,
nadmérnou ztratu moci a nasledné az selhani ledvin. Poskozeni ledvin je taktéz zptisobeno
ukladanim paraproteini. Nasledna infekce je zpusobena generalizovanou redukci

imunoglobulint a defektni funkci bilych krvinek (Joshua, 2005; Mehta, 2015).

2.2 Epigenetika a zakladni struktura nukleozomu

U eukaryotickych bunék je genomova DNA v bunééném jadie velmi ucelné poskladana
a komprimovana histonovymi a nehistonovymi proteiny v dynamickém polymeru zvaném
chromatin (Jenuwein a Allis, 2001). Chromatin je tvofen vysoce konzervovanymi
histonovymi proteiny (H3, H4, H2A, H2B a H1), které funguji jako ,leSeni“ pro zabaleni
eukaryotické DNA do opakujicich se nukleozomalnich jednotek, které jsou slozeny
z chromatinu vyS§siho fadu (Obr. 1) (Strahl a Allis, 2000).

Histony jsou malé bazické nukleoproteiny, nebot’ obsahuji hodné argininu a lysinu.
Skladaji se z globularni domény a pruznéjsiho nabitétho NH»- konce, ktery vyc¢niva
z nukleozomu (Jenuwein a Allis, 2001). NH»- konce téchto histonovych proteini mohou byt
posttranslacné modifikovany — acetylaci/deacetylaci, methylaci, fosforylaci, SUMOQylaci
a ubikvitinaci (Strahl a Allis, 2000). Posttranslacni modifikace mohou zménit elektronicky
naboj histonovych koncl, které se vazou na DNA. Mohou tak zménit stav
chromatinu — rozvolnit nebo kondenzovat, a tim ovlivnit zah4jeni nebo umlceni genové

transkripce (Zhang et al., 2021).
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Obr. 1. Schématicka struktura nukleozomu. Nukleozom se sklada ze dvou kopii kazdého jadra histonu (H3,
H4, H2A a H2B) a B150 bp DNA. N- konec je vytlaen z nukleozomu (upraveno podle Kimura, 2013).

2.2.1 Histonové modifikace

Histony mohou byt modifikovany na mnoha mistech. Na histonech je vice nez 60 riznych
zbytkt, kde byly modifikace detekovany bud’ specifickymi protilatkami nebo hmotnostni
spektrometrii (Kouzarides, 2007).

Nékteré histonové modifikace pfimo ovliviiyji strukturu chromatinu modulovanim
stability nukleozomi nebo struktury chromatinu vyssiho fadu. Pievazna vétsina modifikaci
vSak funguje tak, ze rekrutuje nebo inaktivuje efektorové proteiny, které interaguji
s chromatinem (Long et al., 2014).

Histony funguji prostfednictvim histonovych kodu jak pozitivné, tak negativné
v regulaci genové exprese, a mohou slouzit jako epigenetické indikatory stavu chromatinu
spojené s aktivaci nebo represi genu.

Obecné byvaji pocateCnimi misty transkripce aktivné transkribovanych gent
trimethylovany lysin H3K4 (H3K4me3) a acetylovany lysin H3K27 (H3K27ac) v useku
histonu H3. Aktivni zesilovaCe lze identifikovat jako monomethylovany lysin v pozici
histonu H3K4 (H3K4mel) a acetylovany lysin v pozici histonu H3K27ac. Transkripéné
aktivni Useky transkribovanych gent jsou spojena s trimethylovanym tsekem H3K36
(H3K36m3). Represe genu pak byva zprostiedkovana nejcasteji trimethylovanym usekem
H3K9 (H3K9me3) a trimethylovanym usekem H3K27 (H3K27me3) (Obr. 2) (Kimura,
2013).

14
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Obr. 2. Sekvencné specificke transkripéni faktory chovajici se jako kotvici molekuly pro rekrutovanou DNA
a modifikace histonti ptisobici na cilené genové promotory. Aktivni transkripce je spojena s hyperacetylaci
a methylaci H3K4, H3K79 a H3K36 v promotorovych oblastech, zatimco genova represe je spojena
s methylaci, hypoacetylaci a methylaci DNA zbytki H3K9, H3K27 a H4K20. Tyto modifikace jsou
zprostiedkovany enzymy modifikujicimi chromatin v¢etné DNA methyltransferasy (DNMT), histon-
acetyltransferasy (HAT)/histon-deacetylasy (HDAC), histon-methyltransferasy (HMT) a histonové
demethylasy (HDM) (upraveno podle Rice et al., 2007).

2.2.1.1 Methylace

Methylace DNA zahrnuje pifidani methylové skupiny (-CHs) na 5. uhlik cytosinu
dinukleotidu cytosin-fosfat-guanin (CpG) a je katalyzovana rodinou enzymt DNMTs (DNA
methyltransferasy). DNMT1 prednostné cili na hemi-methylovanou DNA a je dilezita
pro udrzovani methylace béhem replikace DNA. DNMT3B a DNMT3A katalyzuji
methylaci nov€ vzniklych methylacnim mist, velmi Casto jako disledek nadorové progrese,
a tyto enzymy jsou obvykle oznacovany jako de novo methyltransferasy (Okano et al., 1998).
K methylaci histonu dochazi obvykle na lysinovych (K) a argininovych (R) zbytcich histond
H3 a H4 piidanim methylové skupiny -CHzs. Lysinové zbytky histoni mohou byt mono-, di-,
trimethylované (mel, me2, me3) a pusobi jako aktivni nebo respresivni znacky genové
transkripce (Greer a Shi, 2012).

K nejvice studovanym mistim methylace histonu patfi histon H3 lysin 4 (H3K4),
H3K36, H3K9, H3K27, H3K79 a H4K20.

Puvodneé se predpokladalo, Ze methylace histonu je nevratnou — ireversibilni modifikaci.
Identifikaci enzymt TET (Ten-eleven translocation) s demethylacni funkci (Tahiliani et al,
2009), kterou je ptidani anebo odstranéni methylovych skupin z riznych lysinovych zbytku
v usecich histonti (Zee et al., 2010), je nyni mechanismus methylaci povazovan za

reversibilni proces.
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2.2.1.2 Acetylace

Enzymy zapojené do acetylace a deacetylace histoni funguji jako regulatory acetylace
metabolickych enzymul. Klic¢ové metabolity, jako je acetyl-CoA
a nikotinamidadenindinukleotid (NAD) se ucastni procesu acetylace a deacetylace proteina,
a jejich bunécéné hladiny mohou regulovat aktivitu histon-acetyltransferas (HAT)
a deacetylas (HDAC) (Shen et al., 2015).

Acetylace histont je obecné spojena s aktivnim chromatinem. Acetylace vlaknitych
konct histontt H3 a H4 konce oznacuji promotoroveé useky aktivnich gend. Tyto modifikace
zahrnuji acetylaci histonu H3 na lysinu 27 (H3K27ac), ktery blokuje trimethylaci H3K27
(H3K27me3). H3K27ac se proto vyuziva k identifikaci aktivnich enhancerti genti (Pradeepa
et al., 2016).

2.2.1.3 Fosforylace histonu
Specifickym rysem fosforylace histond H3 je regulace dvou protichidnych procest:
kondenzace mitotickych chromozomu, jez je znamkou transkripcné neaktivniho stavu,
a aktivace genu indukovanou signdlem béhem interfaze. Pficemz useky fosforylované
mitotickymi kinasami a useky, jez jsou béhem interfaze cilem specifickych efektorovych
enzymu aktivovanych v reakci na extracelularni signalizaci, jsou v podstaté stejné.
Globalni fosforylace histonu H3 béhem mitdzy je spojena se zhutnénim chromatinu,
zatimco stimulaci indukovana fosforylace cili pouze na nizky pocet molekul histonu H3

s regulacni funkci (Sawicka a Seiser, 2012).

2.2.1.4 Ubikvitinace
Jednim z typt PTM (posttransla¢ni modifikace) je vazba proteinu malé velikosti, ubikvitinu
(Ub). Ubikvitin je 76-aminokyselinovy protein, ktery je prostfednictvim isopeptidové vazby
vytvorené mezi jeho C-koncovym karboxylatem a lysinem lokalizovanym v jeho postrannim
fetézci, pripojen k substratovému proteinu. V eukaryotickych organismech je Ub pfipojen
ke specifickym lysinovym zbytkiim histoni H2A a H2B v modifikovaném useku, ktery
na rozdil od mnoha jinych modifikaci v burice nesignalizuje jeho degradaci. Misto toho bylo
prokazano, ze jak pfipojeni, tak odstranéni Ub téchto histont ovliviuje transkripci gend,
sestfih pre-mRNA (primarni transkript) a opravu poskozené DNA (Long et al., 2014).
Ubikvitin mize byt také pfipojen k jinym molekulam Ub za vzniku fetézct polyUb.
Nicméné za urcitych okolnosti jako je oprava poskozené DNA nebo spermatogeneze, byla
zjisténa polyubikvitinace a degradace histonu. Hlavni funkci ubikvitinace histonu je vSak

pfipojeni monoUD, které nevede k degradaci (Qian et al., 2013; Long et al., 2014).
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Zatimco ubikvitinace H2A je spojena s transkripCni represi a umlCovanim genové
exprese, ubikvitinace H2B je spojena s aktivné transkribovanymi oblastmi, ovliviiuje iniciaci
transkripce genu, ma vliv na prodlouzeni a zpracovani mediatorové ribonukleové kyseliny

(mRNA) (Wright et al., 2012; Weake a Workman, 2008).

2.2.1.5 SUMUOylace
Podobné jako ubikvitinace, je sumoylace (SUMO) zalozena na navazani modifikatort
podobnych ubikvitinu kovalentni vazbou na specifické lysinové zbytky histoni. Bylo
zjisténo, ze SUMO ma mnoho regulacnich funkci v biologickych bunécnych procesech
(Sarge, 2016).

Nekolik stovek cilovych proteinii sumoylace se tak UcCastni rGznych procesu, jako
je organizace chromatinu, regulace transkripce, oprava poskozené DNA, intracelularni

lokalizace a signalni transdukce (Flotho a Melchior, 2013).

2.3 Demethylacni ¢inidla

Epigenetické zmény hraji dulezitou roli ve vyvoji a progresi malignich onemocnéni
(Hackanson et al., 2005). Dusledkem epigenetickych regulaci jsou zmény genové exprese
zprostiedkované jinymi mechanismy nez zménami samotné sekvence DNA. Témito
modifikacnimi procesy jsou methylace DNA, modifikace histonovych koncti a interference
RNA (Bhalla, 2005).

Methylace DNA je zalozena na pfidani methylové skupiny k 5. uhliku cytosinu obvykle
v oblastech oznac¢ovanych jako oblasti nebo ostrivky CpG (Hackanson a Daskalakis, 2014).
Tato mista jsou Casto lokalizovana v tsecich promotoru genll. Je znamo, ze fyziologicka
a aberantni methylace DNA muze vést k umlceni gent. Jednim ze zakladnich mechanismt
vedoucich k nadorové progresi je pravé hypermethylaci indukované uml¢eni gent s funkci
tumorovych supresort (Esteller, 2008).

V posledni dobé se pouzivaji jako hypomethylaéni ¢inidla Azacytidin (5'-Azacytidin,
AZA) a Decitabin (5'-Aza-2'deoxycytidine, DAC), kterad ovliviiuji methylaci na urovni
DNA (Krug et al., 2017). Azacytidin a jeho deoxyderivat DAC jsou chemické analogy
cytidinu, nukleosidu pfitomného v DNA a RNA (Bohtl et al., 2018). Krom& AZA je DAC
nejpouzivanéj§im inhibitorem methylace DNA, ktery spousti demethylaci vedouci
k nasledné reaktivaci epigeneticky umlenych tumor supresorovych gent in vitro a in vivo
(Hackanson a Daskalakis, 2014).

Azacytidin a Decitabin funguji jako inhibitory DNA methyltransferasy a prokazuji

vysokou ucinnost reaktivace epigeneticky umlcenych nadorovych supresord in vitro
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(Stresemann a Lyko, 2008). Azanukleosidy zabudované do DNA vytvareji kovalentni
komplex s DNA methyltransferasou  DNMTI1, coz zpisobuje nevratnou blokadu
enzymatické aktivity enzymu, ktera nakonec vede k hypomethylovanym fetézcim DNA
(Santi et al., 1983; Diesch et al., 2016).

Doposud bylo obtizné definovat mechanismus Gc¢inku téchto latek u pacientd a zda se,
ze klinické reakce jsou ovlivnény jak epigenetickymi faktory, tak pro-apoptotickym
potencialem téchto Cinidel (Stresemann a Lyko, 2008). Divodem pro pouziti inhibitort
DNA methyltransferasy je jejich ucinek zvratit hypermethylaci zptisobené umlceni genu,
obnoveni kontrolnich mechanismi proliferace a citlivosti na apoptézu u maligniho klonu

(Mund et al., 2006).

2.3.1 Azacytidin
Azacytidin je analog pyrimidinového nukleosidu (Obr. 3), ktery byl objeven pred vice nez
40 lety (Muller a Florek, 2010).

NH_

L

HO N

OH OH
Obr. 3. Strukturni vzorec azacytidinu (Diesch et al., 2016).

Byl schvéalen americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1éCiv (FDA) pro 1écbu
myelodysplastického syndromu v kvétnu 2004. Jde o prvni Iék schvaleny FDA pro 1é¢bu
této vzacné skupiny poruch kostni diené¢ a byl oznaCen statusem orphan-drug (1écivo
pro vzacna onemocnéni).

Azacytidin byl prvni z Cinidel, které pusobi na, epigenetickymi faktory (methylace
DNA) zptsobené umlceni genu, tedy — mechanismus, ktery nadorové buiky vyuzivaji
k inhibici zejména tumor supresorovych gend, které pusobi proti malignimu fenotypu.
Svym ucinkem specificky inhibuje methylaci DNA zachycenim DNA methyltransferas
(Obr. 4) (Egger et al., 2004; Issa et al., 2005).
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Obr. 4. DNA methylace. Rodina DNA methyltransferas DNMT katalyzuje methylaci polohy 5 cytosinového
kruhu. Po intracelularni konverzi na decitabin je misto cytidinu do DNA zaclenén azacytidin (Z), kde pusobi
jako ptimy a nevratny inhibitor DNMT. Buiiky se poté rozd€li v nepifitomnosti DNMT, coz vede k progresivni
hypomethylaci DNA a reaktivaci dfive umlCenych genu. Ruzové kruhy — methylovany CpG; Zluté
kruhy — nemethylovany CpG (upraveno podle Egger et al., 2004; Issa et al., 2005).

2.3.2 Decitabin
Decitabin byl syntetizovan vroce 1964 Sormem a spolupracovniky jako klasické
cytostatikum (Pliml a Sorm, 1964). Jednd se o analog kruhu pyrimidinu nukleosidu

20-deoxycytidinu (Obr. 5).

OH
Obr. 5. Strukturni vzorec decitabinu (Diesch et al., 2016).

Jde o nestabilni latku, v disledku deaminace je plazmaticky polocas rozpadu DAC
priblizn€ 35 minut (Rivard et al., 1981). Nicméné jeho stabilita byla testovana in vitro
pii raznych teplotach v neutralnim roztoku. Vysledky prokazaly znac¢nou chemickou
stabilitu (polocas 7 dnti pii 4 ° C, 96 h pti 20 ° C a 21 h pti 37 ° C) a pii skladovani roztoku
pii pokojové teplote byla prokdzana dokonce ucinna inhibice v methylaci cytosinu
(Stresemann a Lyko, 2008).

Po bunécné absorpci transportnim mechanismem specifickym pro nukleosidy

je decitabin fosforylovan deoxycytidinkinasou a metabolicky pfeménén na aktivni nukleotid
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s funkci inhibovat methylace DNA. Zaclenénim decitabinu do DNA se nové syntetizuji
hypomethylované fetézce DNA (Hubeek et al., 2005; Hackanson a Daskalakis, 2014;
Wilson et al., 1983). Po zabudovani do DNA tvoii DAC kovalentni komplex s DNA
methyltransferasou DNMT1, ¢imz se buiky zbavi jeji enzymatické aktivity (Santi et al.,
1983; Diesch et al., 2016).

K inaktivaci léCiva dochazi prostfednictvim deaminace cytidindeaminasou v lidskych
jatrech a slezing, ale také v granulocytech, intestinalnim epitelu a plazmé (Momparler et al
1997). Pii ekvimolarnich koncentracich je decitabin pfi inhibici methylace nejméné dvakrat
tak ucinny jako azacytidin (Creusot et al., 1982).

I ptes opakované podavani nizkych davek DAC nebyla prokazana zadna systémova

akumulace 1éCiva a profil toxicity byl pfedvidatelny a zvladnutelny (Cashen et al., 2008).
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Obr. 6. Schématické shrnuti regulace genu exprese methylaci promotoru a reversibilita epigenetického
mechanismu za uziti demethyla¢niho ¢inidla decitabinu (upraveno podle Hackanson a Daskalakis, 2014).

2.4 Myelomové bunécéné linie
V poslednich letech doSlo k velkému pokroku v biologii a terapii MM. Mnoho z téchto
objevl pochazi ze studii provedenych na myelomovych bunécnych linii.

Existuji vSak dlouhodobé otazky o spolehlivosti bunéénych myelomovych linii jako
modelt skute¢ného onemocnéni u pacienti s MM. Jednim z hlavnich problému je,
ze zatimco velka vétSina nadorovych — plazmatickych bunék MM sidli v kostni dreni, tak

v podstaté vSechny bunécné linie MM pochazely z onemocnéni mimo kostni dferi. Nicméné
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veskeré pokusy zalozit dlouhodobou kulturu plazmatickych bunék MM izolovanych
z onemocnéni lokalizovaného Cist€ v dieni bylo do zna¢né miry neuspésné (Drexler
a Matsuo, 2000; Sarin et al., 2020).

Vzhledem k t€émto omezenim byly izolovany myelomové bunécné linie, které zustavaji
zavislé na interleukinu-6 (IL-6), pfi¢emz IL-6 je rozhodujici faktor mikroprostiedi kostni
dfené podporujici progresi MM. Tyto linie proto mohou byt nositelé i1 dalSich in vivo
fenotypu, které se vyskytuji v IL-6 nezavislych myelomovych liniich. Soubézné probihaji
studie, ve kterych jsou porovnavany detekované genetické zmény v myelomovych
bunécnych liniich, jako jsou translokace nebo mutace, se specifickymi fenotypy, a nasledné
jsou porovnavany s pacienty se stejnymi genetickymi modifikacemi. Nicméng, stale existuji
otazky tykajici se jak kvalitativnich, tak kvantitativnich rozdilt mezi bunéénymi liniemi MM
a pacienty s MM (Sarin et al., 2020).

Myelomova bunécna linie U-266 byla vytvorena v roce 1968 z periferni krve 53-letého
muze s myelomem vylucyjicim imunoglobulin E (IgE). Jedna se o kulaté az polygonalni
bunky, které se mohou vyskytovat samostatné nebo tvorici shluky bunék. Doporucena
inkubace je pii 37 °C s 5% CO; a generacni doba 55 hodin. Doporucené skladovani je
zmrazené s 70% médiem, 20% FBS (fetalni hovézi sérum), 10% DMSO. Pouzivané médium
90% RPMI 1640 + 10% FBS. Imunologie této linie: CD3 -, CD5 -, CD10 -, CD13 -, CD19
-, CD20 -, CD34 -, CD37 -, CD38 (+), CD138 +, HLA-DR +, sm/cylgG -, sm/cylgM -,
sm/cykappa -, smlambda -, cylambda + (zdroj dsmz.de; dsmz no. ACC9, dne 02.08.2021).

Myelomova bunécna linie OPM-2 byla vytvorend v roce 1982 z periferni krve 56-leté
zeny s mnohoCetnym myelomem v leukemické fazi. Jedna se o samostatné kulaté az
polygonalni buiiky v suspenzi. Doporucena inkubace je pii 37 °C s 5% CO; a generacni doba
50-60 hodin. Doporucené skladovani je zmrazené s 70% médiem, 20% FBS, 10% DMSO.
Pouzivané médium 90% RPMI 1640 + 10% FBS. Imunologie této linie: CD3 -, CD10 -,
CD19 -, CD20 -, CD34 -, CD37 -, CD38 +, CDS80 -, CD138 +, HLA-DR -, sm/cylgG -,
sm/cylgM -, sm/cykappa -, sm/cylambda - (zdroj dsmz.de; dsmz no. ACCS50, dne
02.08.2021).

Myelomova bunécna linie KMS-12-PE byla vytvotfena v roce 1987 z pleuralniho
vypotku  64-let¢ zeny srefrakternim terminadlnim mnohoCetnym myelomem
(neprodukujicim imunoglobulin) po kombinované chemoterapii. Jedna se o malé kulaté
bunky rostouci jednotlivé nebo prilezitostné v malych shlucich v suspenzi. Doporucena
inkubace je pii 37 °C s 5% CO; a generacni doba 60-80 hodin. Doporucené skladovani je
zmrazené s 70% médiem, 20% FBS, 10% DMSO. Pouzivané médium 80% RPMI
1640 + 20% FBS. Imunologie této linie: CD3 -, CD4 -, CD13 -, CD14 -, CD15 -, CD19 -,
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CD20 -, CD34 -, CD38 +, CD138 +, HLA-DR + (zdroj dsmz.de; dsmz no. ACC606, dne
02.08.2021)

2.5 Chromatinova imunoprecipitace

Imunoprecipitace chromatinu (ChIP) je dulezitou technikou pro studium interakci proteint
a DNA in vivo. Chemické zasitovani DNA a jejich pridruzenych proteint, nasledované
izlovaci a rozbitim — stifhanim chromatinu, imunoprecipitaci protilatkou proti
pozadovanému proteinu, izolaci DNA a kvantifikaci cilenych asekit DNA RT-PCR, mohou
identifikovat specifické interakce mezi proteinem a DNA nebo mista epigenetické alterace
histonu. Transkripcni faktory a epigenetické modifikace jsou klicovymi determinanty
transkripce. Experimenty ChIP tedy mohou poskytnout mnoho poznatki k pochopeni
mechanismu genové exprese.

Podstatou chromatinové imunoprecipitace je kovalentni spojeni mezi proteinem a DNA
pomoci chemického zasitovani s formaldehydem. Bunécna jadra se nasledné izolyji
a chromatin, ktery obsahuje komplexy fixnich proteini a DNA, se stfiha — rozbiji sonikaci
na fragmenty DNA. Takto rozstfihany chromatin se nasledné inkubuje s protilatkami
namifenymi proti pozadovanému proteinu a imunitni komplexy protilatek a chromatinu
se vysrazi pomoci kulicek proteinu A nebo G. Imunoprecipitované useky DNA se poté
izoluji, Cisti a kvantifikuji pomoci RT-PCR. Hojnost proteinu v urCité oblasti genomu je

tak ovlivnéna jeho obohacenim DNA (Obr. 7) (Barish a Tangirala, 2013).
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Obr. 7. Schématicky ptehled imunoprecipitace chromatinu Butiky jsou fixovany na kovalentn¢ zesitovany
protein na DNA. Poté dochazi k lyzi bunck a izolaci jader. Ndsleduje lyze jader a chromatin se stfihd na malé
fragmenty. Imunoprecipitace se provadi s pouzitim protilatky na specificky pozadovany protein vazany
na DNA. Srazend DNA se pot¢ izoluje a purifikuje. Poté se provede PCR za ucelem zjisteni, zda se pozadovany
protein vaze na specifickou genomovou oblast (upraveno podle Barish a Tangirala, 2013).

Imunoprecipitace chromatinu byla pouzita v kombinaci s jinymi technikami k objasnéni
in vivo interakci DNA a proteint. Ve standardnim postupu ChIP jsou specifické sekvence
DNA zkoumany pomoci PCR s genové specifickymi primery. Je tfeba nejprve predpokladat,
ze konkrétni promotor miZe byt vazan sledovanym proteinem, aby bylo mozné navrhnout
primery specifické pro promotor nebo sondu. Tento protokol proto nelze pouzit k identifikaci
neznamych genovych sekvenci, které interaguji s danym proteinem (Weinmann a Farnham,

2002; Das et al., 2004).

2.6 RT-PCR
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném case (RT-PCR) je technika

pro soucasnou amplifikaci a kvantifikaci produktu cilové DNA nebo komplementarni DNA
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(cDNA), protoze proces probihd v realném case v systému s ,uzavienou trubici®
(Singh a Roy-Chowdhuri, 2016).

Jedna se o techniku zaloZenou na konvencni polymerazové fetézové reakci (PCR).
Na rozdil od konven¢ni metody PCR, ve které je kvantifikace, pokud je provadéna, zalozena
na analyze ,koncového bodu“ mnozstvi amplikonu, kdezto u RT-PCR umoziuje
kvantifikaci produktu, protoze proces probihd v realném case.

Konvenéni PCR s analyzou koncového bodu vyzaduje obvykle dalsi kroky, jako je
gelova elektroforéza k potvrzeni produktu PCR — amplikonu na zakladé jeho velikosti.
Amplifikaci l1ze provést, ale potvrzeni amplikonu je spojeno s dalsimi metodickymi postupy.
Naproti tomu RT-PCR umoziiuje kvantifikaci a analyzu PCR béhem amplifikace a amplikon
se mefi v systému s ,,uzavienou trubici“ pomoci riznych detekcénich systému, které pouzivaji
kiivky tani anebo fluorescen¢ni detekéni systémy (Nolan et al.,, 2006;
Singh a Roy-Chowdhuri, 2006).

Opticky termocykler se pouziva k monitorovani fluorescencnich molekul
prostfednictvim excitace a kvantifikace fluorescencni emise. Pfestoze je mozné pouzit
mnoho riznych provedeni pro fluorofory, vCetné vazby na oligonukleotid za vzniku
znaceného primeru, sondy nebo pifimé vazby na dvouvlaknovou DNA, spole¢nym rysem je,
ze béhem PCR musi dojit ke zméné fluorescence, ktera by umoznila detekci a kvantifikaci
produktu v realném case. V optimalizované reakci RT-PCR obvykle koncentrace
pocatecniho templatu urCuje pocet nezbytnych cykll, nez dojde ke vzrustu fluorescence.
Pocatecni exponencialni amplifikace neni pozorovatelna, protoze koncentrace jsou pod mezi
detekce. Nasleduje faze ristu a poté faze platd. Bod maximalniho zrychleni této ristové
kiivky koreluje s poCatecni koncentraci templatu, a Cislo frakéniho cyklu je nepfimo umeérné
pocateCni koncentraci templatu (Burns et al., 2005; Singh a Roy-Chowdhuri, 2006).

Vyhodou RT-PCR je jeho citlivost a velky dynamicky rozsah s pfesnosti 5-10 %.
Specifikace zavisi na kvalit¢ PCR a metodé detekce. Pro absolutni kvantifikaci 1ze zahrnout
standardy pro poskytnuti pfesného poctu kopii, pro vétsinu praktickych ucelt vsak relativni
kvantifikace obvykle poskytuje potfebné informace. Jako biologickéa reference k normalizaci
vysledki mezi riznymi experimenty se vyuzivaji ,,housekeeping™ geny (Huggett et al., 2005;
Singh a Roy-Chowdhuri, 2006).

Vyhodou pouziti relativniho kvantifikaéniho pfistupu je, ze neni tfeba generovat
standardni kalibraéni kiivku. Analyzu kiivky tani lze pouzit ve spojeni s RT-PCR jako
predpokladanou identifikaci amplifikovaného cile. Barvivo SYBR Green I je soucasti reakce

PCR ajak produkty taji konstantni rychlosti a dochézi k disociaci vlaken, 1ze sledovat pokles
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fluorescence. Analyza tani sondy je vyhodna genotypizacni metoda, ktera vyuziva bud’
znacené nebo neznacené oligonukleotidy (Ririe et al., 1997; Singh a Roy-Chowdhuri, 2006).

Kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci v realném case lze také kombinovat
s reverzni transkripci za ucCelem kvantifikace mRNA nebo microRNA (Nolan et al., 2006).
Proces reverzni transkripni polymerazové tetézové reakce generuje komplementarni
transkripty DNA a poskytuje kvalitativni vystup z hlediska genové exprese
(Singh a Roy-Chowdhuri, 2006).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
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, USA)
Deoxycholat sodny (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 100% (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Serva, Heidelberg, Némecko)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Ethylenglykoltetraoctova kyselina (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)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Hydroxid draselny (Lachema, Brno, Ceska Republika)
Hydroxid sodny (Lachema, Brno, Ceska Republika)
Chlorid draselny (Mikrochem, Pezinok, Slovensko)
Chlorid sodny (Mikrochem, Pezinok, Slovensko)
Normal Mouse IgG (MerckMillipore Life Science, Darmstadt, Némecko)
Normal Rabbit IgG (MerckMillipore Life Science, Darmstadt, Némecko)
cOmplete™ Protease Inhibitor Coctail (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Lékarna Fakultni nemocnice Olomouc, Ceska Republika)
Nonidet® P40 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Primery (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
e Primery kompatibilni se sondou DNMT]
o Right 5-TAATCCTGGGGCTAGGTGAA- 3’
o Left 5-CAAACCCCTTTCCAAACCTC-3
e Primery kompatibilni se sondou DNMT3A
o Right 5-TGGTCTCCTTCTGTTCTTTGC-3’

26



o Left 5~-CCTGAAGCCTCAAGAGCAGT-3'
e Primery kompatibilni se sondou DNMT3B
o Right 5—AATTTGTCTTGAGGCGCTTG-3'
o Left 5-GGAAATTAGAATCAAGGAAATACGA-3’
Proteinase K (Bioline Meridian Bioscience, Memphis, Tennessee, USA)
Protilatky:
e Anti-H3K36me3 protilatka — monoklonalni mysi protilatka (Bioss Antibodies,
Woburn, Massachusetts, USA)
e Anti-H3K9me3 protilatka — polyklonalni krali¢i protilatka (Bioss Antibodies,
Woburn, Massachusetts, USA)
Pyruvat sodny (P-Lab, Praha, Ceska Republika)
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Némecko)
RNase A, DNase and protease-free (10 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)
Salmon sperm DNA/Protein A agarose (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
Sondy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermixe (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornie, USA)
Tris (Serva, Heidelberg, Némecko)
Triton X-100 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)
v-globulin (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA)

3.2 Pouzité roztoky

0,SM Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), pH 8,0
e 194,13 gEDTA
e Rozpustit v 800 ml deionizované vody a pomoci hydroxidu sodného upravit
hodnotu pH na 8,0 pomoci pH metru
e Doplnit do 1 I deionizovanou vodou a upravit pH na hodnotu 8,0 pevnym

hydroxidem sodnym nebo 35% kyselinou chlorovodikovou

0,SM Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA)
e 1902 gEGTA

e Rozpustit v 50 ml deionizované vody, uchovavat pti 4 °C

27



11x Formaldehyd stock
e 2 ml 0,5M roztoku Hepes, pH 8,0
e 40 ul 0,5M roztoku EDTA, pH 8,0
e 100 ul 0,1M roztoku EGTA
e 2 ml IM roztoku chloridu sodného
e 6,286 ml 35% roztoku formaldehydu

e Doplnit do 20 ml deionizovanou vodou

Elué¢ni pufr pro ChIP
e 50 pl 1M roztoku Tris, pH 8,0
e 2 ul 0,5M roztoku EDTA, pH 8,0
e 100 pl 10% roztoku SDS
e 100 pl 1M roztoku chloridu sodného
e Doplnit do 1 ml deionizovanou vodou

e Pripravovat Cerstvy pied pouzitim

High salt immune complex wash buffer
e 1 ml 10% roztoku SDS
e 1 ml Triton X-100
e 400 ul 0,5M EDTA, pH 8,0
e 2 ml IM roztoku Tris, pH 8,1
e 50 ml 1M roztoku chloridu sodného
e Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou

e Uchovavat pii 4 °C

ChIP lyzaéni pufr
e 20 ml 0,5M roztoku Hepes, pH 8,0
e 400 ul 0,5M roztoku EDTA, pH 8,0
e 1mlO,IMEGTA
e 28 ml 1M roztoku chloridu sodného
e 20 ml 100% glycerolu
e 1 ml Nonidet” P40
e 500 pl Triton X-100

e Doplnit do 20 ml deionizovanou vodou, uchovavat pii 4 °C
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Low salt immune complex wash buffer
e 1 ml 10% roztoku SDS
e 1 ml Triton X-100
e 400 ul 0,5M EDTA
e 2 ml IM roztoku Tris, pH 8,1
e 15 ml IM roztoku chloridu sodného
e Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou

e Uchovavat pii 4 °C

Radioimunoprecipitaéni testovaci pufr (RIPA) s salmon sperm DNA (ssDNA)
e 990 ul RIPA pufru
e 10 pl salmon sperm DNA

e Udrzovat na ledu

RIPA buffer
e 500 pul 10% roztoku SDS
e 5 ml 1% roztoku deoxycholatu sodného
e 500 pl Triton X-100
e 7 ml 1M roztoku chloridu sodného
e 250 pul 0,1M roztoku EGTA
e 100 pul 0,5M roztoku EDTA, pH 8,0
e 500 pl 1M Tris, pH 8,0
e Doplnit do 50 ml deionizovanou vodou
e Pridat tabletu koktejlu inhibitoru proteas, nechat rozpustit

e Uchovavat pii -20 °C

RPMI médium (10 % FBS)
e 10 ml roztoku FBS
e 1 ml roztoku 2mM glutaminu
e 1 ml roztoku antibiotik PenStrep
e 1 ml 100 mM roztoku pyruvatu sodného
e Doplnit do 100 ml RPMI médium

e Uchovavat pii 4 °C
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Redici pufr (Chip dilution buffer)
e 100 pl 10% roztoku SDS
e 1,1 ml Triton X-100
e 240 ul 0,5M roztoku EDTA, pH 8,0
e 1670 pl 1M roztoku Tris, pH 8,0
e 16,7 ml IM roztoku chloridu sodného

e Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou, uchovavat pii 4 °C

3.3 Pouzité pristrojové vybaveni a pouzity material

0,2ml a 1,5ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

5ml a 10ml plastové pipety (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)
96-jamkova titraéni desticka (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)
Biohazard box MSC—AdvantageTM 1,8 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

Centrifuga BR4i (DJB Labcare, Buckinghamshire, Velka Britanie)

Centrifuga LMC-3000 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Centrifuga MiniSpin plus — (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Multi-spin PCV-3000 (Keison products, Chelmsford, Velka Britanie)
Centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml (TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svycarsko)

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan, Riga, Loty$sko)

Chlazena centrifuga 3K3 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

CO; inkubator Heracell™ VIOS 1601 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

Laboratorni sklo — kadinky, odméré wvalce, plastové mikrozkumavky, jednorazové
zkumavky (P-Lab, Praha, Ceska Republika)

LightCycler® 480 (Merck Life Science, Darmstadt, Némecko)

LightCycler® 480 multiwell plate 96 white, cat. No. 04729692001 (Merck Life Science,
Darmstadt, Némecko)

Micro Centrifuga Smart 15 (Hanil Scientific, Gimpo-si, Jizni Korea)

Mikropipety (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Multi Rotator PTR-35 (Keison products, Chelmsford, Velka Britanie)

NanoDropTM 1000 Spectrophotomete (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)
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Petriho misky (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko)

pH metr (Elisabeth Pharmacon, Croydon Surrey, Velka Britanie)

PowerWave XS Microplate Spectrophotometer (BioTek U.S., Winooski, Vermont, USA)
Sonikator UP200S (Hielscher Ultrasound technology GmbH, Teltow, Némecko)

Sterilné jednorazové ihly 18G x 1 Y2 " Luer—Lock (Chirana T.Injecta, Stara Tura, Slovensko)
Thermo shaker TS-100C (Biosan, Riga, LotySsko)

Vahy KERN (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Vortex Lab Dance (IKA, Staufen, Némecko)

3.4 Metody

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity tii myelomové bunééné linie, KMS12-PE,

OPM2 a U266, ktera exprimuje IL-6.

Myelomové bunécné linie

Myelomova bunécna linie U-266 (U266B1) je suspenzni linie. Byla zakoupena
od spolecnosti American Type Collection (ATCC ®TIB-196™). Byla
vytvotena =z periferni krve 53-letého muze s mnohocetnym myelomem
vylu€ujicim imunoglobulin IgE (zdroj dsmz.de). Myelomové buiiky linie U266
(U266B1) exprimuji Interleukin-6 (Ingersoll et al., 2011).

Myelomova bunécnd linie KMS-12-PE je suspenzni linie. Byla ziskana
z bunécné banky JCRB — Japanese Cancer Research Resources Bank (National
Institute of Biomedical Innovation, Osaka, Japonsko) pod oznafenim
JCRB0430. Byla vytvorena z pleuralniho vypotku 64-leté zeny v refrakternim
terminalnim stadiu mnohocetného myelomu (neprodukujicim imunoglobulin)
po kombinované chemoterapii (zdroj dsmz.de).

Myelomova bunécna linie OPM-2 (ACCS50) je suspenzi linie. Byla zakoupena
od spolecnosti DSMZ - German Collection of Microorganisms and
Cell (Braunschweig, Némecko). Byla vytvotena z periferni krve 56-leté zeny

s mnohocetnym myelomem v leukemické fazi (zdroj dsmz.de)

3.4.1 Kaultivace a ovlivnéni buné¢nych linii

Myelomové bunécné linie byly kultivované v inkubatoru pii 37 °C v 5% atmosfére CO».

Nasledné prace probihala ve sterilnich podminkach v boxu slaminarnim proudénim

vzduchu.
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Butiky myelomovych linii KMS12-PE, OPM2 byly kultivovany v RPMI médiu s 10 %
fetalnim hovézim sérem (FBS), u linie U266 s 15 % FBS, a poté byly nasazeny na 10 x 10 ml
Petriho misek v mnozstvi 5-9%10° bun&k /8 ml média. Kontrolni misky obsahovaly
0,1% dimethylsulfoxid (DMSO). K ovlivnéni bunék byly vyuzity razné koncentrace
demethylacnich ¢inidel, jejichz pfiprava je popsana uvedena v Tab. 1. Zasobni roztoky AZA
a DAC byly 50mM. K pfipravé pouzivanych koncentraci k ovlivnéni bunék byly pouzity
0,5mM roztoky AZA a DAC. Buiiky byly opakované ovliviiovany po 24 a po 72 hodinach

sklizeny.

Tab. 1. Ptiprava jednotlivych koncentraci ovlivnéni

Ovlivnéni Médium [pl] Testované latky [ul]
DMSO 4 812,50 187,50
S5uM (DAC, AZA) 2 450,00 50,00
0,5uM (DAC, AZA) 3 750,00 1 250,00 5uM
0,2uM (DAC,AZA) 4 500,00 500,00 5uM

Postup prace:

1. RPMImédium s 10 % (15 %) FBS bylo vytemperovano na 37 °C ve vodni 14zni;

2. Byl piipraven 10% DMSO;

3. Byla pfipravena jednotliva ovlivnéni dle tabulky;

4. Buné&na suspenze v RPMI médium s FBS v poétu 5-9*%10° bunék/na misku
byla pipetovana v objemu 8 ml/na misku;

5. Bunky vSech Petriho misek byly ovlivnény 2 ml dané koncentrace ptislu§ného
demethylacniho Cinidla. Kazdé ovlivnéni bylo v duplikatu;

6. Ovlivnéné bunky byly inkubovany po dobu 72 hodin pii 37 °C v inkubatoru;

7. Po kazdych 24 hodinach bylo ovlivnéni zopakovano.

3.4.2 Sklizeni bunék, ziskani chromatinového lyzatu
Po 72 hodinach od prvniho ovlivnéni byly buiiky zpracovavany podle nasledujiciho postupu
prace:
1. Do kazdé Petriho misky byl k 10 ml ovlivnéné bunécné suspenze pridan 1 ml
11x Formaldehyd Stock. Nasledovala inkubace po dobu 30 minut pii 4 °C;
2. Poté bylo napipetovano 687,5 ul 2M glycinu s naslednou inkubaci po dobu
5 minut pfi pokojové teploté;
3. Bunécna suspenze byla prenesena do konické zkumavky s vickem — falkonky o

objemu 50 ml, prace probihala na ledu;
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Centrifuga pfi 600 g, 15 minut, 4 °C;

Z kazdé zkumavky byl odsat supernatant, tak aby nedoslo k poskozeni peletu;
K peletu bylo nésledné pfidano 8 ml vychlazeného fosfatového pufru (PBS);
Centrifuga pii 600 g, 15 minut, 4 °C;

Pelet byl rozsuspendovan v 6 ml ChIP lyza¢nim pufru;

© ® N nos

Obsah 50ml zkumavky byl prenesen do 15ml plastové zkumavkys;

10. Zkumavky byly umistény na rotator pii 5 otackach/min po dobu 10 minut
v chladové mistnosti pti 4 °C;

11. Centrifuga pii 600 g, 15 minut, 4 °C;

12. Supernatant byl odstranén, pelet byl resuspendovan v 8 ml fediciho pufru (ChIP
dilution buffer);

13. Rotator v chladové mistnosti pii 4 °C po dobu 10 minut pii 5 ota¢kach/min;

14. Centrifuga pii 600 g, 15 minut, 4 °C;

15. Supernatant byl odstranén, pelet byl rozsuspendovan ve 200-500 ul
radioimunoprecipitaéniho testovaciho pufru (RIPA pufr) v zavislosti na jeho
velikosti. Nasledn¢ byl obsah zkumavek pfenesen do plastovych
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml;

16. Vzorky byly umistény na Vortex po dobu 30 sekund a nasledné na rotator

15 otac¢ek/min po dobu 30 minut v chladové mistnosti pii 4 °C;

17. Vzorky byly uchovavany v mrazicim boxu pifi -80 °C.

3.4.3 Sonikace bunécnych lyzata
Bunécné lyzaty byly sonikovany na sonikatoru. Prvni cyklus sonikace byl s ti¢innosti 80 %
po dobu 20 sekund. Vzorky byly pribézné chlazeny na ledu. V dalsim cyklu byly bunky
sonikovany s ucinnosti 90 % po dobu 20 sekund, posledni cyklus byla sonikace s u¢innosti
100 % po dobu 20 sekund a poté znovu se stejnou ucinnosti po dobu 10 sekund. U nékterych
vzorkt bylo nutné posledni cyklus (100 % ucinnost po dobu 10 sekund) opakovat. Mezi
jednotlivymi cykly byly mikrozkumavky s lyzaty umistény na ledu.

Po sonikaci byly vzorky centrifugovany pii 16 000 g po dobu 10 minut ve vychlazené
centrifuze na 4 °C. Supernatant byl prenesen do nové plastové mikrozkumavky o objemu

1,5 ml a uchovavan v mrazicim boxu pfi -80 °C.
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3.4.4 Stanoveni koncentrace proteinu metodou Bradfordové

Bylo pfipraveno ¢inidlo Bradfordové v poméru 1:4 (¢inidlo: deionizovana voda). Objem
¢inidla byl stanoven nasledné: 1 ml Cinidla/vzorek + 1,5 ml na , blank* a kalibracni fadu.
Vysledna hodnota objemu byla vydélena 5, tim byl stanoven objem ¢inidla Bradfordové
a podil deionizované vody.

Do 96 jamkové mikrotitratni desky byla pipetovana kalibracni fada standardu
y-globulinu o koncentraci 1 mg/ml. Standard byl nanesen do 6 jamek v nasledujicim potadi:
Lul,2pul, 3 pl,4pul, 5 plal0planasledné doplnén do objemu 10 pl deionizovanou vodou.
Poté bylo do kazdé jamky piidano 200 ul pfipraveného ¢inidla Bradfordové.

Vzorky byly nanaSeny v tripletech, do kazdé jamky byl nanesen 1 pl vzorku + 1 pl
deionizované vody a 200 pl ¢inidla Bradfordové. Do tif jamek bylo naneseno pouze 200 ul
¢inidla Bradfordové a nasledné vyhodnocovana jako , blank®.

Timto zpusobem pipetovana mikrotitacni deska byla vloZzena do Elisa readeru
a spektrofotometricky byla zméfena absorbance jednotlivych vzorkd. Z namérenych hodnot
byla vytvorena kalibra¢ni kiivka a zni odvozena koncentrace proteinii jednotlivych

ovlivnéni.

3.4.5 Chromatin imunoprecipita¢ni analyza s pouzitim Anti H3K9me3 a H3K36me3
protilatek
Do mikrozkumavky bylo napipetovano vypocitané mnozstvi vzorku obsahujici 100 — 200
ug proteini a doplnéno pufrem RIPA sinhibitory proteaz do objemu 250 pl.
Do mikrozkumavek s jednotlivymi ovlivnénimi bylo ptfidano bud’ 2 ul Anti-H3K36me3
(2 ng) protilatky nebo 1,3 ul Anti-H3K9me3 (2 pg) protilatky, 2 ul IgG (2 pg) (Merck,
Darmstadt, Némecko) bylo pouzivano jako negativni kontrola. Precipitace proteinovych
vzorktl s danou protilatkou probihala pfes noc na rotator pfi 5 otackach/min po dobu

10 minut v chladové mistnosti pii 4 °C.

Mezi jednotlivymi kroky byly vzorky uchovavany na ledu.

1. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 20 pl ssDNA (salmon sperm DNA),
mikrozkumavky byly umistény na rotator pii nastaveni 7 otacek/min po dobu
1 hodiny v chladové mistnosti pii 4 °C;

2. Centrifuga pii 3 000 rpm, 4 °C, 3 minuty;

3. Supernatant byl opatrné odstranén, k peletu bylo pfidano 500 ul pufru RIPA
obsahujici ssDNA (na 1 vzorek: 5 ul ssDNA + 495 ul RIPA pufru);

4. Centrifuga pii 3 000 rpm, 4 °C, 3 minuty;
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9.

10.
1.
12.
13.

14.
15.

16.

Odstranén supernatant, k peletu bylo pfidano 500 pl pufru (Low salt immune
complex wash buffer);

Centrifuga pfi 3 000 rpm, 4 °C, 3 minuty;

Odstranén supernatant, k peletu bylo pfidano 500 ul pufru (High salt immune
complex wash buffer);

Odstranén supernatant, k peletu bylo pfidano 500 upl pufru RIPA
obsahujici ssSDNA;

Centrifuga pfi 3 000 rpm, 4 °C, 3 minuty;

Odstranén supernatant, k peletu bylo pfidano 50 pl elu¢niho pufru;

Vzorky byly umistény na tfepacku po dobu 15 minut;

Centrifuga pfi 2 000 g po dobu 1 minuty;

Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a ke kazdému vzorku bylo
pfidano 2,4 pul SM NaCl a 1 ul RNAse A (10 mg/ml);

Vzorky byly inkubovany na tfepacce pres noc pii 65 °C;

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

DNA byla precisténa pouzitim kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,

Hilden, Germany) podle postupu uvedeného v baleni.

3.4.6 PreciSténi a izolace DNA

N AW

8.
9.

10.
1.

. Byl dodrzen postup uvedeny v pouzitém QIAquick PCR Purification Kit;

Ke vzorkim byl ptidan 5nasobek PB pufru (250 ul). Obsah mikrozkumavky
byl pfepitovan do kolonky;

Centrifuga pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty;

Odstranén supernatant, na filtr bylo napipetovano 750 ul PE pufru s ethanolem;
Centrifuga pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty;

Odstranén supernatant, centrifuga pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty;

Filtr byl pfendan do nové plastové mikrozkumavky, bylo pfidano 15 pl EB
pufru;

Centrifuga pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty;

Eluce byla pipetovana znovu do kolonky;

Centrifuga pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty;

Meéfteni koncentrace na nanodropu.
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3.4.7 Amplifikace DNA pomoci RT-PCR

Imunoprecipitovana DNA byla amplifikovana pomoci primerd specifickych pro

methyltransferasy DNMT1, DNMT3A a DNMT3B.

1. Prace byla provadéna za sterilnich podminek v boxu, vydezinfikovani pracovni
plochy;

2. Byla pripravena PCR reak¢ni smés podle Tab. 2, ptipadné Tab. 3;

3. Reak¢ni smés byla napipetovana do 96-jamkové desticky a nasledné byla
pfidana DNA;

4. Desticka byla prelepena folii;
Centrifuga pfi 1000 g po dobu 1 minuty;

6. Desticka byla umisténa do LightCycler®480 s nastavenym program (Tab. 4).

Tab. 2. Piiprava reakéni smési pro RT-PCR analyzu pro geny DNMT1, DNMT3A, DNMT3B (GAPDH byl
pouzit jako ,.housekeeping™ gen) v piipad¢ pouziti 3,00 ul DNA

Reakéni smés Objem na jednu reakci [ul] | Celkovy objem [ul]
SYBR Green 10,00 220,00
Forward primer 0,80 17,60
Reverse primer 0,80 17,60
Deionizovana voda 4,40 96,80
Sonda 20x 1,00 22,00
reakéni smés 17,00 374,00

DNA 3,00

Tab. 3. Piiprava reakéni smési pro RT-PCR analyzu pro geny DNMT1, DNMT3A, DNMT3B (GAPDH byl
pouzit jako ,.housekeeping™ gen) v piipad¢ pouziti 2,50 ul DNA

Reak¢ni smés Objem na jednu reakci [ul] | Celkovy objem [ul]
SYBR Green 10,00 220,00
Forward primer 0,80 17,60
Reverse primer 0,80 17,60
Deionizovana voda 4,90 107,80
Sonda 20x 1,00 22,00
reakéni smés 17,50 385,00

DNA 2,50
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Tab. 4. Nastaveni programu pro RT-PCR

Program ¢as [hh:mm:ss] teplota [°C] pocet cyklu
Pre-inkubace 0:00:10 95 1
Amplifikace 50
Denaturace 00:00:15 95

Nasednuti primert 00:00:30 60
Prodluzovani 00:00:35 72
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4 VYSLEDKY

Prakticka Cast diplomové prace byla zaméfena na detekci urovné transkripénich komplext
vazajicich se na methylace histonu H3 v mistech lysinu 36 (H3K36me3) a lysinu 9
(H3K9me3) u myelomovych bunéénych linii KMS-12-PE, OPM-2 a U-266 ovlivnénych po
dobu 72 hodin demethyla¢nimi ¢inidly 5-aza-2’-deoxycytidine (Decitabin) a 5-azacytidine
(Azacytidin). Na zakladné chromatin imunoprecipitanich experimentt s protilatkami anti-
H3K36me3 a anti-H3K9me3 byla kvantifikovana uroven exprese precipitovanych
transkripénich komplexti s DNMT1, DNMT3A a DNMT3B metodou RT-PCR. Statisticka
analyza prukaznosti ziskanych dat exprese sledovanych gent a IgG byla provedena testem

Mann-Whitney.

4.1 Myelomova bunécna linie U-266

Buiiky myelomové bunécné linie U-266 byly ovlivnény 0,2uM a 0,5uM roztoky
5’-Azacytidin (AZA) a 5'-Aza-2"deoxycytidin (DAC) po kultivact v RPMI médiu s 15 %
FBS. Bunéc¢na linie byla ovlivnéna a analyzovana ve dvou na sobé nezavislych
experimentech. Sonikovany chromatinovy lyzat (viz. Kapitola 3.4.2) byl precipitovan bud’
anti-H3K9me3 nebo anti-H3K36me3 protilatkami. U obou protilatek bylo pouzito IgG,
které slouzilo jako negativni kontrola. Relativni kvantifikace precipitovanych komplexa
obsahuyjicich jednotlivé methyltransferasy DNA - DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B
(Obr. 8-13) byla provedena RT-PCR (GAPDH byl pouzit jako , housekeeping™ gen).

Tab. 5. Naméfené hodnoty koncentrace DNA u ovlivnéné myelomové bunééné linie U-266 s piidanymi
protilatkami anti-H3K9me3 nebo anti-H3K36me3

U-266

H3K36 | 1.G H3K9 | 1.G

vzorek koncentrace [ng/pl] koncentrace [ng/pl]
DMSO 3,50 4,50 4,90 5,30
0,5uM DAC 3,40 8,80 7,60 5,00
0,2uM DAC 9,10 8,30 6,00 5,80
0,5uM AZA 6,00 9,20 5,20 6,00
0,2uM AZA 8,70 7,60 7,20 5,30
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U-266 DNMT1
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0.5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA

BH3K36 BIgG

Obr. 8. Urovei exprese genu DNMT1 u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266 s protilitkou
anti-H3K36me3 v porovnani s urovni exprese kontrolniho IgG

U-266 DNMT1

0.5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA

BH3K9 BIgG

Obr. 9. Urovei exprese genu DNMT1 u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266 s protilatkou
anti-H3K9me3 v porovnani s urovni exprese kontrolniho 1gG

U precipitovanych komplexi H3K36me3 obsahujicich pro-transkripcni faktory,
a precipitovanych komplexa vazajicich se k H3K9me3, jez je znakem inhibice transkripce,
se hladina exprese genu DNMT1 pohybovala okolo hodnoty 1,00 (Obr. 8 a Obr. 9). Hodnoty
negativni kontroly s IgG dosahovaly velmi podobnych hodnot jako analyzované vzorky.
U precipitatd s anti-H3K9me3 byly normalizované hodnoty, kromé ovlivnéni s 0,2uM
AZA, vyssi nez exprese sledovaného genu. Byla detekovana pouze mirné zvySena exprese
genu DNMTI (AACt=1,19) porovnanim s kontrolnim IgG po ovlivnéni 0,5uM AZA
(anti-H3K36me3) (Obr. 8).
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Obr. 10. Uroveii exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG

U-266 DNMT3A

0.5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA

BH3K9 BIgG

Obr. 11. Uroveil exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

Pro-transkripéni komplexy vykazuji snizenou expresi genu DNMT3A pii pouziti
protilatky anti-H3K36me3 u ovlivnéni Decitabinem (0,5uM DAC — AACt=0,24; 0,2uM
DAC - AACt=0,38). Buiiky U-266 ovlivnéné Azacytidinem vykazuji zvySenou expresi genu
DNMT3A porovnanim s ovlivnénim DAC, nicméné uroven hodnot AACt se pohybuje kolem
1,00 (0,5uM AZA — AACt=1,18; 0,2uM AZA — AACt=1,29). Hladiny detekovanych IgG
jsou statisticky nepritkazné ke vSem pfislusnym typtim ovlivnéni, v pfipadé ovlivnéni 0,2uM
DAC a 0,5uM AZA hladiny normalizovanych hodnot IgG pfevySuji tirovei normalizované

exprese sledovaného genu (Obr. 10).
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Pii pouziti protilatky anti-H3K9me3 byl u precipitovanych komplexti inhibujicich
transkripci pozorovatelny signifikantni narist exprese genu DNMT3A u bunék U-266 bunék
ovlivnénych 0,5uM DAC (AACt=2,133, St.dev. 0,168) pii porovnani s ovlivnénim 0,2uM
DAC (p-value 0,004, p<0,01) a 0,5uM AZA (p-value 0,044, p<0,05). Nicménég, u ovlivnéni
0,5uM DAC je hodnota exprese genu DNMT3A (AACt=2,13) statisticky neprukazna
(p-value 0,198) oproti normalizované hodnoté IgG (Obr. 11).

U-266 DNMT3B
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Obr. 12. Uroveil exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG
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Obr. 13. Uroveil exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie U-266
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

U precipitovanych pro-transkripcnich komplextit H3K36me3 byla detekovana exprese
genu DNMT3B presahujici hodnotu 1,00 u obou pouzivanych ovlivnéni DAC a AZA, a obou
koncentraci (0,5 uM a 0,2 uM). Hodnota exprese AACt=1,84 u ovlivnéni 0,2uM DAC je
sice signifikantné nizsi (p-value 0,005, p <0,01) nez hodnota exprese AACt=11,063 u bunek
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ovlivnénych 0,5uM AZA, ale hladina normalizovanych hodnot IgG pfislusnych ovlivnéni je
pfi porovnani s urovni exprese genu DNMT3B statisticky neprukazna (p-value 0,136 pro
0,2uM DAC; p-value 0,261 pro 0,5uM AZA) (Obr. 12).

U precipitovanych komplexi s protilatkou anti-H3K9me3 (inhibice transkripce)
dosahovala exprese genu DNMT3B hodnot AACt=1,89 u bun€k ovlivnénych 0,5uM DAC
a hodnoty AACt=1,80 po ovlivnéni bun¢k 0,2uM AZA (Obr. 13).

4.2 Myelomova bunécna linie KMS-12-PE

Bunky myelomové bunécné linie KMS-12-PE byly kultivovany v RPMI médiu s 10 % FBS,
chromatinovy lyzat byl izolovan po jejich ovlivnéni demethyla¢nimi ¢inidly DAC a AZA,
koncentracemi 0,2 uM a 0,5 uM, stejnym postupem jako u ovlivnénych bunék linie U-266
(viz. Kapitola 4.1). Koncentrace izolované precipitované DNA je uvedena v tabulce
(Tab. 6). Urovné exprese jednotlivych gendl u linie KMS-12-PE jsou uvedeny v niZe
uvedenych grafech (Obr. 14-19).

Tab. 6. Namciené hodnoty koncentrace DNA u ovlivnéné myelomové bunécné linie KMS-12-PE s pfidanymi
protilatkami anti-H3K9me3 nebo anti-H3K36me3

KMS-12-PE

H3K36 | 1.G H3K9 | 1.G

vzorek koncentrace [ng/pl] koncentrace [ng/pl]
DMSO 2,50 1,50 0,90 3,10
0,5uM DAC 2,80 1,00 2,20 2,20
0,2uM DAC 1,40 0,90 1,70 3,50
0,5uM AZA 1,00 1,00 1,60 2,10
0,2uM AZA 1,40 1,50 1,70 1,60

42



KMS-12-PE DNMT1

0.5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA

BH3K36 BIzG

Obr. 14. Uroveii exprese genu DNMTI u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG

KMS-12-PE DNMT1
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Obr. 15. Uroveii exprese genu DNMTI u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

Obé pouzité koncentrace ovlivnéni Azacytidinem (0,2 uM a 0,5 pM) u bunék linie
KMS-12-PE vykazuji po precipitaci protilatkou anti-H3K36me3 (znak aktivace transkripce)
u genu DNMTI zvySené hodnoty exprese proti 1,00 (0,2uM AZA - AACt=1,67;
0,5uM AZA — AACt=2,17). U bunék ovlivnénych Decitabinem nebyly detekovany zmény
v expresi genu DNMT]I (Obr. 14).

U precipitovanych komplexa s protilatkou anti-H3K9me3 (inhibice transkripce) lze
pozorovat nezménénou nebo snizenou expresi genu DNMTI oproti 1,00 u vSech pouzitych
ovlivnéni. Zvysena exprese sledovaného genu detekovana u bunék KMS-12-PE ovlivnénych
0,5uM DAC (AACt=1,77) neni statisticky vyznamna ve srovnani s ostatnimi typy ovlivnéni
(p-value 0,562; p-value 0,285; p-value 0,395) (Obr. 15).
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Obr. 16. Urovei exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG

KMS-12-PE DNMT3A
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Obr. 17. Urovei exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

Gen DNMT3A vykazoval uroven exprese vys§i nez 1,00 u vSech analyzovanych
komplexti  precipitovanych  pro-transkripcni protilatkou  anti-H3K36me3. Hladiny
detekovanych IgG jsou statisticky neprikazné ke vSem pfisluSnym typam ovlivnéni.
ZvySené hodnoty normalizovanych expresi genu DNMT3A u ovlivnéni 0,5uM AZA
(AACt=2,53) a 0,2uM AZA (AACt=2,62) jsou statisticky nevyznamné porovnanim
s normalizovanymi hodnotami u ovlivnéni 0,5uM DAC a 0,2uM DAC (Obr. 16).
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U precipitovanych komplexd s protilatkou anti-H3K9me3, markerem inhibice
transkripce, je hodnota exprese genu DNMT3A (AACt=2,31) statisticky vyznamna pii p<0,1
(p-value 0,087) oproti normalizované hodnoté IgG u ovlivnéni 0,5uM AZA (Obr. 17).
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Obr. 18. Uroveni exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunéeéné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s Girovni exprese kontrolniho IgG, *p<0,05
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Obr. 19. Uroveii exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie KMS-12-PE
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovnani s trovni exprese kontrolniho IgG, *p<0,05; ¥ p<0,01

U precipitovaného komplexu s protilatkou anti-H3K36me3 izolovaného z bunék linie
KMS-12-PE ovlivnénych 0,5uM DAC se opakované nepodafilo stanovit expresi genu
DNMT3B. Hodnota normalizované exprese genu DNMT3B (AACt=15,56) je statisticky
vyznamna pii p<0,05 (p-value 0,016) oproti normalizované hodnoté¢ IgG u ovlivnéni 0,2uM

AZA. Porovnani exprese sledovaného genu u ovlivnéni 0,2uM DAC (AACt=5,25) a 0,2uM
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AZA (AACt=15,56) po odecteni normalizovanych hodnot pfislusnych IgG je statisticky
vyznamna pii p<0,05 (p-value 0,044) (Obr. 18).

U precipitatu s protilatkou anti-H3K9me3 izolovaného z bunék po ovlivnéni 0,5uM
AZA je hodnota exprese genu DNMT3B (AACt=40,10) statisticky vyznamna pii p<0,05
(p-value 0,027) ve srovnani s normalizovanou hodnotou IgG. Hodnota exprese sledovaného
genu uovlivnéni 02uM AZA (AACt=78,29) je statisticky vyznamna pii p<0,01
(p-value 0,003) ve srovnani s normalizovanou hodnotou IgG. Porovnani expresi DNMT3B
mezi ovlivnénimi 0,5uM AZA a Decitabinem (0,5uM a 0,2uM) po odecteni
normalizovanych hodnot pfislusnych IgG je statisticky vyznamna pii p<0,01 (p-value 0,006
a p-value 0,001). Porovnani expresi DNMT3B mezi ovlivnénimi 0,2uM AZA a obou
koncentraci DAC (0,5 uM a 0,2 pM) po odecteni normalizovanych hodnot pfislusnych IgG
je statisticky vyznamna pii p<0,05 (p-value 0,005 a p-value=0,009) (Obr. 19).

4.3 Myelomova bunécna linie OPM-2

Kultivace bungk, jejich ovlivnéni a izolace chromatinového lyzatu z bunék myelomové linie
OPM-2 byl shodny s postupem pouzitym u linie KMS-12-PE. Naméfené hodnoty
koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7) a urovné exprese jednotlivych gent

u linie OPM-2 jsou zaznamenany v grafech uvedenych nize (Obr. 20-25).

Tab. 7. Namétené hodnoty koncentrace DNA u ovliviéné myelomové bunééné linie OPM-2 s piidanymi
protilatkami anti-H3K9me3 nebo anti-H3K36me3

OPM-2
H3K36 | 1.G H3K9 | 1.G

vzorek koncentrace [ng/pl] koncentrace [ng/pl]

DMSO 9,60 10,70 11,70 15,60
0,5uM DAC 11,20 12,40 9,90 15,30
0,2uM DAC 10,10 14,70 13,00 13,10
0,5uM AZA 9,30 11,30 13,20 8,70
0,2uM AZA 12,00 8,50 9,60 10,70
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Obr. 20. Uroveti exprese genu DNMTI1 u jednotlivych ovlivnéni myelomové bunééné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG

OPM-2 DNMT1

0,5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA
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Obr. 21. Uroveli exprese genu DNMTI1 u jednotlivych ovlivnéni myelomové bundéné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

U vsech typu ovlivnéni bunek linie OPM-2 u precipitovanych komplext protilatkou
anti-H3K36me3, se normalizované hodnoty exprese genu DNMTI pohybovaly okolo 1,00.
Hodnoty negativni kontroly s IgG dosahovaly bud’ velmi podobnych hodnot (0,5uM AZA)
nebo jejich uroven prevySovala detekovanou expresi sledovaného genu (Obr. 20).

U precipitovanych komplexti s protilatkou anti-H3K9me3 byly detekovany
normalizované hodnoty exprese genu DNMTI vyssi nez AACt=1,00. Hladiny detekovanych

IgG jsou statisticky neprukazné ke vSem pfislusnych typt ovlivnéni (Obr. 21).
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Obr. 22. Uroven exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bundéné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s tirovni exprese kontrolniho IgG
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Obr. 23. Urovei exprese genu DNMT3A u jednotlivych ovlivnéni myelomové bundéné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovnani s trovni exprese kontrolniho IgG, *p<0,05; ¥ p<0,01

Exprese genu DNMT3A u precipitovanych komplext s protilatkou anti-H3K36me3
dosahovala zvySenych hodnot exprese u ovlivnéni 0,5uM AZA (AACt=3,51) a 0,2uM AZA
(AACt=5,94) pti porovnani s normalizovanymi hodnotami exprese u ovlivnéni 0,5uM DAC
(AACt=1,70) a 0,2uM DAC (AACt=1,46) (Obr. 22).

U precipitovanych komplexu s protilatkou anti-H3K9me3 po ovlivnéni bunek 0,5uM
DAC je hodnota exprese genu DNMT3A (AACt=3,04) statisticky vyznamna pii p<0,01
(p-value 0,003) ve srovnani s normalizovanou hodnotou IgG. (Obr. 23), pifiCemz
u ovlivnénych bunék 0,2uM DAC byla hodnota exprese genu DNMT3A (AACt=3,31)
statisticky vyznamna pii p<0,1 (p-value 0,067) oproti normalizované hodnoté pfislusného
IgG. Normalizovana hodnoty exprese sledovaného genu u obou pouzitych koncentraci
Azacytidinu - 0,5uM AZA a 02uM AZA jsou statisticky vyznamné pii p<0,05
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(p-value 0,044 a p-value 0,034) pifi porovnani s normalizovanymi hodnotami piislusnych

IgG.

OPM-2 DNMT3B
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Obr. 24. Urovei exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bun&éné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K36me3 v porovndni s trovni exprese kontrolniho IgG

OPM-2 DNTMT3B

AA Ct

0.5uM DAC 0.2uM DAC 0.5uM AZA 0.2uM AZA

BH3KS BlgG

Obr. 25. Urovei exprese genu DNMT3B u jednotlivych ovlivnéni myelomové bun&éné linie OPM-2
s protilatkou anti-H3K9me3 v porovndni s urovni exprese kontrolniho IgG

Exprese genu DNMT3B u precipitovanych komplext s protilatkou anti-H3K36me3
dosahovala zvySenych hodnot exprese sledovaného genu u ovlivnéni 0,5uM AZA
(AACt=14,69) a 0,2uM AZA (AACt=13,64) pii porovnani s normalizovanymi hodnotami
exprese u ovlivnéni 0,5uM DAC (AACt=1,60) a 0,2uM DAC (AACt=1,72) (Obr. 24).

U precipitovanych komplext s protilatkou anti-H3K9me3 dosahovaly normalizované

hodnoty IgG u obou pouzitych ovlivnéni (AZA a DAC) a obou koncentraci (0,2 uM
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a 0,5 uM) arovné podobné (u ovlivnéni 0,5uM DAC) nebo prevySujici normalizované

hodnot exprese genu DNMT3B (Obr. 25).
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S DISKUZE

Hypermethylac¢ni stavy promotorovych usekd gent jsou u eukaryotickych organismu
doprovazeny snizenou expresi piislusnych gent vedouci ¢asto az k jejich umlceni (Holliday
a Ho, 2002; Esteller, 2008). Tyto umlcené geny lze za urcitych podminek znovu aktivovat
pouzitim demethylacnich cCinidel jako je 5-aza-2'-deoxycytidin a 5-azacytidin. Methylace
DNA a histoni patii mezi posttranslacni epigenetické modifikace, které jsou piic¢inou
neaktivniho nebo aktivniho stavu gend, jez jsou stabilné dédicné (Holliday a Ho, 2002).

V této praci byla vyuzita na ovlivnéni myelomovych bunéénych linii KMS-12-PE,
OPM-2 a U-266 dvé demethylacni Cinidla - Azacytidin a Decitabin. Azacytidin a Decitabin
jsou hypomethylacni cinidla na trovni DNA snejvys$si terapeutickou ucinnosti
u myelodysplastickému syndromu a akutni myeloidni leukémie (Derissen et al., 2013).
Mechanismus ucinku téchto latek souvisi s jejich schopnosti interkalace do DNA nebo RNA
v mistech vyskytu dinukleotidd CpG. Dusledkem je zachytavani methyltransferaz DNA,
jejich degradace a s tim spojena hypomethylace genovych useki (Maes et al., 2014).

Cilem predkladané diplomové praci bylo sledovat vliv pouzitych demethylacnich
Cinidel na expresi geni DNMTI, DNMT3A a DNMT3B v precipitovanych komplexech
transkripCnich faktorQi s protilatkami anti-H3K36me3, ktera je znakem pro-transkripCni
aktivity gend, a anti-H3K9me3, jez souvisi s represi genové transkripce. DNMT 1 je dulezita
pro udrzovani methylace béhem replikace. Naproti tomu, DNMT3B a DNMT3A katalyzu;i
methylaci nové vzniklych methylacnim mist, velmi Casto jako dusledek nadorové progrese,
proto jsou tyto enzymy obvykle oznacovany jako de novo methyltransferasy (Okano et al.,
1998). H3K36me3 je mozné povazovat za pro-transkripéni faktor, zatimco represe
transkripCni aktivity gend byva nejCastéji zprostfedkovana trimethylovanym usekem
H3K9me3 (Kimura, 2013).

V této diplomové praci jsme zjistili, ze uCinek Azacytidinu porovnanim s ufinkem
Decitabinu sice vedl u myelomovych bunék linie U-266 v komplexech s pro-transkripéni
protilatkou anti-H3K36me3 ke zméné v expresi gent DNMT3A a DNMT3B, nicméng¢ urover
hodnot AACt se pohybovala kolem 1,00 (Obr. 8). Porovnanim s negativni kontrolou
piislusnych IgG jsou normalizované hodnoty expresi téchto genu statisticky neprukazné,
podobné jako u genu DNMTI, kde nebyly hodnoty prikazné. Problémem mnoha
analyzovanych vzorka byly vysoké hodnoty pozadi, tedy negativni kontroly IgG. Mohly byt
zpusobeny firemnim typem zvoleného normalniho IgG, proto pro potvrzeni nebo opakovani
ziskanych vysledka, by bylo vhodné pouzit jiny typ IgG.

Podobng, u bunék linie KMS-12-PE byl u pro-transkripénich komplext s H3K36me3
statisticky vyznamny rozdil pfi p<0,05 (p-value 0,044) mezi vyS§Simi hodnotami exprese
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genu DNMT3B u ovlivnéni 0,2uM AZA (AACt=15,56) oproti uinku 0,2 Decitabinu
(AACt=5,25) (Obr. 18). Vliv Azacytidinu na zvySenou hladinu DNMT3B byl podpoten
statisticky vyznamnym rozdilem pii p<0,05 (p-value 0,016) oproti normalizované hodnoté
ptislusného IgG. Azacytidin ovliviiuje zvySenou expresi genu DNMT3B i v komplexu
s inhibiénim markerem transkripce H3K9m3 a to statisticky vyznamné pii p<0,05
(p-value 0,027) u bunék ovlivnénych 0,5uM AZA a pii p<0,01 (p-value 0,003) u bunék
ovlivnénych 0,2uM AZA oproti normalizovanym hodnotam pfislusnych IgG. Porovnanim
s Decitabinem ovlivnénych buné€k, jsou navic hodnoty exprese genu DNMT3B mezi
burikami ovlivnénymi AZA a DAC statisticky vyznamné pii obou hladinach vyznamnosti
(Obr. 19).

Zatimco u bun¢k myelomové linie KMS-12-PE ma ucinek Azacytidinu vliv na zmény
v expresi genu DNMT3B a muze ovliviiovat jak aktivni, tak neaktivni proces transkripce,
u myelomovych bun¢k linie OPM-2 jsme detekovali statisticky vyznamné vysoké hodnoty
exprese genu DNMT3A u bunék ovlivnénych jak Decitabinem, tak Azacytidinem
v komplexu precipitatd s histonovym markerem inhibice transkripce.

Vysledky ziskané v této diplomové praci naznacuji specificky vliv pouzitych
demethylacnich latek, Azacytidinu a Decitabinu, na expresi de-novo methyltransferas
DNMT3A a DNMT3B u tfi zvolenych myelomovych bunénych linii — KMS-12-PE,
OPM-2 a U-266, které mohou ovliviiovat jejich ucinek svym heterogennim zalozenim
typickym pro onemocnéni mnohocetného myelomu. Nicmén€, na rozdil od
myelodysplastického syndromu nebo akutni myelodidni leukémie, u nami testovanych
myelomovych bunécnych liniich byl detekovan vliv Azacytidinu na pritomnost DNMT3A
a DNMT3B nejen v predpokladanych komplexech transkripcnich faktorti s histonovym
markerem inhibice transkripce — H3K9, ale i v pro-transkripénich komplexech nesoucich

histonovy kod H3K36.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se ve své teoretické Casti zabyvala odbornou resersi na téma
mnohocetného myelomu, histonovych modifikaci, demethylacnich ¢inidel a myelomovych
bunécnych linii. Také zde byly popsany metody chromatinové imunoprecipitace a RT-PCR.

Vramci experimentalni Casti byla detekovana pfitomnost methyltransferas
DNA —DNMT1, DNMT3A a DNMT3B u precipitovanych komplext transkripénich
komplext izolovanych z bunék myelomovych linii KMS-12-PE, OPM-2 a U-266 po jejich
ovlivnéni demethylacnimi Cinidly Decitabinem a Azacytidinem. Na zakladé chromatin
imunoprecipitacnich experimenti s protilatkami anti-H3K36me3 a anti-H3K9me3 byla
kvantifikovana troven exprese transkripcnich komplexti s DNMT1, DNMT3A a DNMT3B
pomoci RT-PCR.

Buiiky myelomové bunécné linie U-266 ovlivnéné Azacytidinem v komplexu

precipitata s protilatkou anti-H3K36me3 vykazuji mirné zvyseni exprese genu DNMT]. Pti
pouziti protilatky anti-H3K9me3 byl u precipitovanych komplext inhibujicich transkripci,
detekovan signifikantni nartst exprese genu DNMT3A u bunék ovlivnénych 0,5uM DAC pfi
porovnani s ovlivnénim 0,2uM DAC (p-value 0,004, p<0,01) a 0,5uM AZA (p-value 0,044,
p<0,05). Nicméng¢, u ovlivnéni 0,5uM DAC je hodnota exprese genu DNMT3A (AACt=2,13)
statisticky neprukazna (p-value 0,198) oproti normalizované hodnoté IgG.
Azacytidin zfejmé ovliviiuje aktivaci gend, které jsou v komplexu s histonovym kodem
H3K36me3 v ptitomnosti geni DNMT3A a DNMT3B. U této linie byl viditelny problém
s vysokymi hodnotami negativni kontroly normalniho IgG, které pfispivaly k neprikaznosti
ziskanych dat.

U myelomové bunécné linie KMS-12-PE ovlivnéné Azacytidinem (0,5 pM) je
u precipitovanych komplext s protilatkou anti-H3K9me3, markerem inhibice transkripce,
hodnota zvySené exprese genu DNMT3A statisticky vyznamna pii p<0,1 (p-value 0,087)
oproti normalizované hodnoté IgG. Pii ovlivnéni 0,5uM AZA je zvySend hodnota exprese
genu DNMT3B je statisticky vyznamna pii p<0,05 (p-value 0,027) a pfi ovlivnéni 0,2uM
AZA je statisticky vyznamna pii p<0,01 (p-value 0,003) ve srovnani s normalizovanymi
hodnotami pfislusnych IgG. Porovnani expresi DNMT3B mezi ovlivnénimi 0,5uM AZA
a Decitabinem (0,5 uM a 0, 2 uM) po odecteni normalizovanych hodnot pfislusnych IgG je
statisticky vyznamna pii p<0,01 (p-value 0,006 a p-value 0,001). Porovnani expresi
DNMT3B mezi ovlivnénimi 0,2uM AZA a obou koncentraci DAC (0,5 uM a 0,2 uM)
po odecteni normalizovanych hodnot pfislusnych IgG je statisticky vyznamna pii p<0,05

(p-value 0,005 a p-value=0,009).
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U myelomové bunécné linie OPM-2 byl prukazny vysledek u precipitovanych
komplexu s protilatkou anti-H3K9me3 po ovlivnéni bunék 0,5uM DAC. Zvysena hodnota
exprese genu DNMT3A (AACt=3,04) byla statisticky vyznamna pfi p<0,01 (p-value 0,003)
a uovlivnénych bunék 0,2uM DAC byla zvySena hodnota exprese genu DNMT3A
statisticky vyznamna pii p<0,1 (p-value 0,067). Normalizované hodnoty exprese genu
DNMT3B u bunék ovlivnénych Azacytidinem - 0,5uM AZA a 0,2uM AZA jsou statisticky
vyznamné pii p<0,5 (p-value 0,044 a p-value 0,034) pfi porovnani s normalizovanymi
hodnotami prislusnych IgG.

Zatimco exprese genu DNMT1 nevykazovala zadné prikazné zmény u pouzitych
koncentraci obou demethylacnich €inidel u nami analyzovanych myelomovych bunéénych
linii, Azacytidin ma vliv na formovani nejen komplexu pfispivajicimu k inhibici transkripce
s histonovym koédem H3KD9, ale také k aktivaci pro-transkripéniho komplexu s histonovym
markerem H3K36, jehoz soucasti je DNMT3A a DNMT3B, coz miize pfispivat k nadorové

progresi myelomovych bunék.
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