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SEZNAM POU ITYCH ZKRATEK:

AML
APL
AZA
CMML
CR
CRIi
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EDTA
EGTA
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FBS
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G-CSF
GM-CSF
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ChlP
IMDM
IPSS
IPTG
M-CSF
MDS
NEAA
oS
PCR
PE

PR
RAEB
gPCR
SDS
SFFV
URE

Akutni myeloidni leukémie
Akutni promyelocytarni leukémie
5-azacytidin
Chronicka myelomonocytarni leukémie
Kompletni odpov (remise)
Kompletni odpov (ne ve vSech parametrech)
Dimetylsulfoxid
Kys. etylendiamintetraoctovéa
Kys. etylenglykoltetraoctova
Francouzsko-americko-britsky systém
Fluorescem -aktivované tid ni bunk
Fetalni bovinni (hoei) sérum
Fluorescein isothiokyanat
Faktor stimulujici st granulocytarnich kolonii
Faktor stimulujici st gran. a makr. kolonii
Hematologické zlepSeni
Chromatinova imunoprecipitace
Iscove’s Modified Dulbeco Medium
Mezinarodni bodovaci systém prognézy (MDS)
Isopropyl -D-1-thiogalaktopyranoside
Faktor stimulujici st makrofagovych kolonii
Myelodysplasticky syndrom
Ne-esencialni aminokyseliny
Celkové pe iti (Overall Survival)
Polymerdzovat zova reakce
Fykoerytrin
astena odpov (remise)
Refrakterni anémie s nadbytkem blast
Kvantitativni polymerazovat zova reakce
Sodium docecyl sulfat
Spleen focus forming virus

Upstream regulatory element (5"-reg. oblast)



WB Western Blott

WHO Sv tova zdravotnicka organizace
WPSS Bodovaci systém prognézy na bazi WHO-klasif.
X-GAL 5-bromo-4-chloro-indolyl--D-galaktopyranozid



ABSTRAKT

Transkrip ni faktor PU.1 je kliovou molekulou idici proces krvetvorby. Ztrata jeho funkce
ma za nasledek zné stupn poruchy diferenciace prakticky vSech krevnich buagch linii.
S funkci PU.1 v zajiShi spravného pb hu diferenciace krevnich buk Gzce souvisi takée
jeho role v potlaovani procesu leukemogeneze. Sni ené hladina Pydriachy schopnosti
regulovat hladinu tohoto transkripiho faktoru v buce jsou asociovany sanymi formami
akutni myeloidni leukémie (AML), ale také s dalStmematologickymi malignitami.
Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemaehkrvetvorby s vyraznvariabilnim
projevem a prb hem, pro jeho patogenezi je typicka porucha difierace krevnich butk.
Ta se projevuje ztratou jejich funkce, vznikem ede@in s morfologickymi defekty (dysplasii)
a hromadnim poskozenych, nezralych blén— blast v kostni deni. Onemocmi MDS se
asto transformuje do AML. Charakteristickym rysenD$1 je na molekularni Urovni
potla eni expreseady gen v d sledku aberantni zvySené metylace DNA v jejich lzanich
oblastech. Pou iti latek potlajicich metylaci DNA a obnovujicich genovou exprgsko je
napiklad 5-azacytidin (AZA), pnasi v poslednich letech klinicky vyznamné vyshkegki
Ié b pacient s MDS s vysSim rizikem (IPSS) a stalo se v podgtattandardem. Navzdory
ad dil ich poznatk o p sobeni AZA v MDS zstava v porozummi mechanismm tohoto
U inku mnoho nejasného. Komplikujicim faktorem poznachto mechanismje p edevsim
variabilita MDS na molekularni drovni.
Podstatou této dizertai prace jsou nové poznatky o tom, e PU.1 ipatezi geny, jeho
exprese je u vyznamnésti pacient s MDS s vySSim rizikem potlana vlivem metylace
DNA v jeho regulani oblasti URE. Zjistili jsme, e hladina PU.1 vqgenitorech pacients
MDS vyznamn souvisi s odpowi t chto pacient na lébu AZA. AZA je schopen dnn
demetylovat DNA v oblasti URE a iniciovat dalSi ggmetické procesy na urovni chromatinu.
Tyto procesy ve svém souhrnu vedou ke zvySeni egpfeU.1 a k projewn iniciace
myeloidni diferenciace jak u modelovych bunych linii pro MDS tak u progenitor
izolovanych ex-vivo z kostni den z pacient s MDS. Uinek AZA na expresi PU.1 a
navozeni myeloidni diferenciace Ize dale owivat — zeslabovat i zesilovat — cytokiny
v etn G-CSF, ktery je dnes intenziviryu ivan v klinické praxi. AZA rovn v modelovych
bun nych liniich pro MDS zastavuje bumou proliferaci a vyvolavd v menSi i
apoptoézu.
Tato prace souhrnrp inasi dle it pozorovani, ktera jsou v soasnosti dale studovana pro

Zjist ni U innosti AZA in vitro.



ABSTRACT

PU.1 is a key hematopoietic transcription factonokk-out of PU.1 in mouse is embryonic
lethal due to complete depletion or several disompof differentiation of multiple blood cell
lineages. Low level of PU.1 and the disruption tsf regulation are associated vivo with
acute myeloid leukemia and other hematologic malgies.

Myelodysplastic syndrome (MDS) is hematopoieticrsteell disorder with extremely
heterogeneous features and outcome. It is chaisedely improper differentiation of blood
cells resulting in loss of function, dysplasia didsts accumulation in bone marrow. About
one third of MDS cases transforms into AML. MDS&lso characterized by silencing of gene
expression caused by aberrant DNA hypermethylatidsing DNA Methyltransferase
inhibitors (DNMTi) such as 5-azacitidine (AZA) hagod clinical results for the MDS
patients with higher risk of disease. Indeed, AZ&dme standard therapy of high risk MDS
in recent years. Nonetheless, our understandingalécular mechanisms of AZA remains
incomplete.

This PhD thesis reports about the role of transorpfactor PU.1 in MDS. We found that
significant subset of high risk MDS patients exprdew level of PU.1 due to DNA
hypermethylation of PU.1 upstream regulatory eledm{&RE). We also found significant
relationship between levels of PU.1 expression @sgponse of patients to AZA treatment.
AZA is capable to significantly demethylate DNA ORE and may also initiate other
epigenetic changes on its chromatin such as histeogifications pattern. These changes
result in upregulation of PU.1 expression and grggnyeloid differentiation of transformed
MDS cell lines and CD34+ progenitors isolaedvivofrom a patient bone marrow. Effects
of AZA on PU.1 expression and myeloid differentatican be modified — attenuated or
enhanced — by pre-stimulation with the cytokineduding Granulocyte-colony stimulating
factor (G-CSF). AZA also inhibits cell proliferatioand cause mild apoptosis in MDS cell
lines.

This work collectively provides important obsereais, that are currently further studied to be

used in the future fan vitro assessment of AZA efficiency.
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1. VSEOBECNY UVOD

1.1 izeni krvetvorby transkrip nimi faktory

1.1.1 Transkrip ni faktory a jejich obecna role v krvetvorb

Krvetvorba pedstavuje proces, vm p vodn pluripotentni krvetvornd kmenova bka
opusti svj konzervovany stav, zéna se aktivnd lit a prochazi naslednym vyvojem. liiem
tohoto vyvoje u ni dochazi k diferenciaci — ka nabyva svych specifickych funkci a
morfologickych znak. Zarove s tim se u ni postupretraci pluripotence (potencial k vyvoiji
do vicero bun nych typ): nasledny vyvoj buky se ji stava liniov determinovany a
od ur itého okam iku se specifikuje tak, e blka sm uje k dosa eni jednoho konkrétniho
kone ného stavu, zatimco dosa eni vSech ostatnictogn mo nych stav je ji vylou eno.
Po ukoneni diferenciace dochazi u tky k zastaveni bunného cyklu a buka jako pin
diferenciovany krevni element plni svéepn vymezené fyziologické funkce (ndklad:

p enos plyn v krvi ervenymi krvinkami, zajiShi sra livosti krve krevnimi destkami, i

r zné funkce bilych krvinek v imunitnim systému.)

Zasadni roli vizeni procesu krvetvorby a bumé diferenciace sehravaji na molekularni
arovni transkripni faktory. Transkripni faktory jsou proteiny, v jejich strukte se
nachazeji DNA vazebné domény (jedna nebo vice)teeé ksou tudi schopné interakce
s DNA. DNA je vbuce sloena spolen s komplexy protein - histon do struktury
oznaované jako chromatin. Transkripi faktory neva ou chromatin nahodnale interaguji
s DNA na specifickych Usecich, které oamame jako jejich DNA vazebna mista (motivy).
Tato interakcevede k iniciacigpisu gen (DNA) pomoci enzymu RNA polymerazy (vedouci
k uskuten ni aktivace transkripce). Které transkripi faktory naopak va i DNA v blizkosti

gen za Uelem potlaeni tohoto pepisu (vedouci k represi transkripce).
Transkrip ni faktory, bu p imo, interakci s DNA, i nepimo, vazbou na dalSi tarsnkrig

faktory, se v prb hu liniové determinace a specifikace krevni b uplat uji pi regulaci

genoveé transkripce ve funkci aktivatanebo ve funkci represorpi em ur ity transkrip ni
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faktor se m e podle kontextu uplabvat i vramci jednoho typu bWy v obou tchto
funkcich. Aktivani i represivni funkce transkripich faktor pi p episu gen jsou
zprostedkovavany skrze protein-proteinové interakce apsnich faktor s histony, histon-
vazebnymi proteiny a enzymy schopnymizmym zpsobem modifikovat strukturu
chromatinového vlakna. Na zaklad chto vazeb a modifikaci se chromatinova struktura
stdva bu pistupnou nebo naopak né&upnou pro nasednuti RNA polymerazy. RNA
transkripty vznikajici pepisem DNA nasledn davaji vzniknout v procesu translace
protein m i drobnym peptidm, které ji bezprosedn ur uji fenotyp a fyziologickou funkci
ka dé bu ky.

Transkripni faktory lze v jistém uitém zjednoduSeni klasifikovat podle sekundarni
struktury jejich DNA vazebné domény day hlavnich skupin - 1) proteiny se zakladni
strukturou DNA vazebné domény typu ,Sroubovice-skaySroubovice” (helix-loop-helix);
2) proteiny se zinkem koordinovanou DNA vazebnoméoou; 3) proteiny s DNA vazebnou
doménou struktury ,Sroubovice-oté@a-Sroubovice” (helix-turn-helix) a 4) proteiny NB

vazebnou doménou ve tvartskladaného listu a kontaktem s DNA v malém labku.

1.1.2 Transkrip ni faktory jako prvotni a druhotné determinanty izeni krvetvorby

Transkrip ni faktory reguluji a timidi proces krvetvorby na zakladtrukturni specificity
VI zné asove i prostorové posloupnosti. Transkrip faktory oznaované jako tzv. prvotni
determinanty iniciuji proces liniové determinaceladiny t chto prvotnich determinant

reguluji expresi sekundarnich determinadicich proces specifikace bumého typu.

Mezi tyto sekundarni determinanty patranskrip ni faktory, které jsou bu nezbytné pro
transkrip ni aktivaci exprese psn definovanych genovych prograntypickych pro ka dy
jednotlivy druh krevnich burk (erytrocyt, megakaryocyt, monocyt, granulocyt, B a T
vyvoji linii odliSnych a tim pro danou linii nepebnych. Druhotné determinanty v prhu
liniové specifikace zarove mechanismem zpnych vazeb kooperuji nebo molekularn
antagonizuji prvotni determinanty, tak e cely pece pod kontrolou komplexnich siti

vzajemn interagujicich transkrimich faktor (Bottardi et al., 2007).

Pro diferenciaci erytrocyt a megakaryocyt je nejdule it jSim determinanim faktorem

protein GATA-1. Faktor GATA-1 je nezbytny pro vyvojalych ervenych krvinek (Pevny et
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al., 1991; Fujiwara et al., 1996). Faktor GATA- &devSim regulace jeho exprese je dale
nezbytny pro zajishi proliferace a maturace megakaryocgt produkci krevnich desgk
(Shivdasahi et al., 1997). GATA-1 je schopen trapsk inhibovat monocytarni a
granulocytarni geny tim, e fmo fyzicky interaguje s DNA vazebnou doménou
monocytarn-granulocytarniho regulatoru, transkmpho faktoru PU.1 a inhibuje jeji funkci
(Nerlov et al., 2000). Liniovd specifikace vstupuw dprogenitor erytroidniho a
megakaryocytarniho vyvoje je kontrolovana dvojizédjemn antagonizujicich sekundarnich
determinant — transkripich faktor FLI-1 (Friend leukemia virus integration 1) a EKLF
(Kruppel-like factor 1 erythroid). Faktor FLI-1 ssrgicky kooperuje pomoci protein-
proteinové interakce s GATA-1 ipaktivaci exprese na promotorech gespecifickych pro
megakaryocytarni vyvoj (Eisbacher et al., 2003)I-Elzarove skrze alternativni protein-
proteinovou interakci inhibuje innost transkripniho faktoru EKLF na jeho vazebnych
mistech v promotorech gespecifickych pro erytroidni vyvoj (Starck et &Q03). A naopak
EKLF zase recipran inhibuje innost transkripniho faktoru FLI-1 na jeho vazebnych
mistech v promotorech megakaryocytarnich g@tarck et al., 2003).

Vyvoj lymfocyt a liniova determinace lymfocytjsou regulovany transkripim faktorem
Ikaros. Ikaros je nezbytny pro nasledny vyvoj T yildfocyt (Georgopulos et al., 1994; Ng
et al., 2009). Za naslednou aktivaci genoveho ki@msiiho programu typického pro B bky
zodpovidaji transkripi faktory EBF (Pongubala at. al., 2008) a PAX5 AB$ (Urbanek et
al., 1994; Nutt et al., 1997;). Tyto faktory zaroviehibici Notch signalizani drahy vypinaji
liniov specificky transkripni program T-lymfocyt (Souabni et al., 2002). Transkrip
faktor EBF aktivuje genovy program B lymfocynezavisle na PAX5 a je kity pro
omezeni pluripotence lymfoidnich progenitaiim, e brani expresi transkripich faktor
CEBP a PU.1, im vypina alternativni monocyto-granulocytarni gy program
(Pongubala et al., 2008).

Pro specifikaci makrofag a granulocyt hraje dleitou roli protein CEBP, ktery v
koordinaci s PU.1 zapina smiSeny monocyto-grantdocly genovy program a inhibuje
expresi B-lymfocytarnich gen(Xie et al., 2004). Vedle této funkce CEBRhibuje expresi
také erytroidnich gen v etn genu pro erytropoetinovy receptorlelity pro signalizaci
idici vyvoj ervené krvinky (Suh et al., 2006). Jako sekunddetérminanty rozhodujici o
vyvoji spole nych myeloidnich progenitor bu smrem monocytarnim nebo smem

granulocytarni diferenciace se uplai transkrip ni faktory EGR1, EGR2 a GFI-1 (Laslo et
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al., 2006). EGR-1 a EGR-2 zéarovepolen s korepresorem NAB2 inhibuji granulocytarni
genovy program skrze blokadu transkriho faktoru GFI-1 (Laslo et al., 2006). ProteinlGF
1 naopak reciprm zapind granulocytarni genovy program a reprimujepresi
monocytarnich gen(Karsunky et al., 2002; Hock et al., 2003).

V p edchozich tch odstavcich jsem ve stnosti zminil roli nkolika transkripnich faktor
jako prvotnich a druhotnych determinamtlich na zéklad vzajemnych interakci proces
liniové determinace a specifikace krvetvorné kmerprogenitorové biky. Avsak i innost
vySe zminnych transkripnich faktor v roli prvotnich determinant je kontrolovanaknolika
dalSimi transkripnimi faktory, které m eme pova ovat za ,super-regulatory” celého procesu
krvetvorby. Mezi tyto kliové transkripni faktory ovliv ujici proces diferenciace krvetvorné

kmenoveé buky a jeji vysledny osud pattranskrip ni faktor PU.1.

1.2 Transkrip ni faktor PU.1 v krvetvorb

1.2.1 Transkrip ni faktor PU.1 — zakladni charakteristika

Gen pro transkrimi faktor PU.1 (SPI-1, SFPI-1) se nachazi na ligsi@ghromozomu 11
v oblasti 11922 (resp. na 2. chromozomu u my3@ stjukturovan do 5 exonLidsky PU.1
protein je tvoen 264 aminokyselinami. MySi protein je v zavislogt vychozim inicianim
kodonu exprimovdn ve dvou transknipch variantdch tvenych 266 resp. 272
aminokyselinami (pehledn: Gupta et al., 2009).

Transkrip ni faktor PU.1 pat do ETS rodiny transkrimich faktor (Klemsz et al, 1990). Pro
leny ETS rodiny transkrimich faktor je typické, e obvykle na svém C-koncovém Useku
obsahuji evolun konzervovanou ETS doménu schopnou vizat DNA. EdrSéda proteinu
PU.1 se sklada z 87 aminokyselinovych zbytk68-255). Sklada se zé t-Sroubovic a ty

-list , které dohromady vytvéji konfiguraci typu Sroubovice-otéa-Sroubovice
(Kodandapani et al., 1996). ETS doména rozpozndwé @ sekvence DNA s vysokym
obsahem purinovych bazi obsahujici specificky vagemotiv GGA(A/T) (Graves et
Petersen, 1998). PU.1lipaSi na DNA v tchto vazebnych mistechané transkripni faktory
stejn jako enzymy modifikujici molekuly histona DNA (Yamamoto et al., 1999). Na N-

koncové asti PU.1 se nalézd transaktise doména tvend temi oblastmi
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charakteristickymi vysokym obsahem kyselych amirsekiy a jednou oblasti bohatou na
glutamin. Prosedni Usek molekuly PU.1 (aminokyseliny 118-160)i#tPEST doména,
bohatéd na ptomnost prolinu, glutamétu, serinu a threoninuefiéz et Maki, 1996). VSechny
zmin né domény PU.1 jsou schopné fyzicky seadinit protein-proteinovych interakci.
Vzhledem ktomu, e PU.1 je sam o sopom rn slaby aktivator (Tenen et al., 1997),
panuje pedpoklad, e tyto protein-proteinové interakce hkdij ovou roli pi zprostedkovani
funkce PU.1

Ve fetalni krvetvorb je role PU.1 demonstrovana tim, e delece patélune genu PU.1,
ktery kdduje DNA vazebnou doménu, vede k pozdnirgorélni resp. neonatalni letalit
den E18.5. Homozygoti s deleci geAU.1 trp li v& nym poSkozenim krvetvorby zasahujici
vice linii. Byla u nich pozorovanada morfologickych a funkich defekt nebo vymizeni
prekurzor monocyt, granulocyt, B a T lymfocyt a v n kterych pipadech i porucha zrani
ervenych krvinek (Scott et al., 1994). PU.1 je spol s transkripnim faktorem GATA-2
nezbytny také pro produkci irnych bun (Walsh et al., 2002). Delece geRW.1 rovn
vede k vyznamné redukci tvorby produkce erytratimrogenitor (Kim et al., 2004). Také
N-koncova trans-aktivani doména PU.1 je nezbytnd pro zajét normalni myeloidni
diferenciace a jeji delece vede dokonce K de-diferenciaci myeloidnich bun(Klemsz
et Maki, 1996; Nerlov et Graf, 1998).

1.2.2 Regulace genové exprese PU.1

Exprese genlPU.1 je izena ve vztahu k promotoru z blizkého &atika vzdalenych
regulanich element, z nich se jako nejde it jSi jevi oblast URE (Upstream Regulatory
Element) (Obrazek 1).izeni exprese se odehrava jednak skrze vazimych transkripnich
faktor , v etn autoregulaniho p sobeni samotného PU.1, pomoci epigenetickych

mechanism na arovni chromatinu a rovni post-transkripn .

Blizkou regulani oblast genu PU.1 edstavuje sekvence promotoru dalghlé oblasti.
Promotor mySiho genBU.1 je tvoen 334 par bazi (lidsky 290) a obsahuje vazebna mista
pro adu transkripnich faktor, které se podileji na regulaci transkripce gelul Vazebna
mista pro protein PU.1, které hraje roli v pozifiautoregulani smyce zapinani exprese
PU.1, se nachazeji vkolika oblastech wetn promotoru a URE (Chen et al., 1995). Tato

pozitivni autoregulace pdstavuje spole s vazbou transkrimiho faktoru Spl do
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vazebného mista v oblasti -40 bp promotBtu.1 hlavni mechanismus promotoreizené
exprese PU.1 v myelodinich bkach (Chen et al., 1996). Do oktamerové sekvence
ATGCAAAT v oblasti -55 bp proximélniho promotoru déle va e transkripni faktor Oct-1,
jeho spoluprace s liniov specifickym koaktivatorem OcaB/Bob1/Obfl hraje @&liou roli

v zajiSt ni promotorem izené exprese PU.1 v B lymfocytech (Chen at. &96). Pozdiji

bylo v oblasti -68 bp nalezeno rovnvazebné misto pro Cebp O vazb Cebp do
promotorové oblastiPU.1 se soudi, e se podili nazvySeni hladiny PU.L rmavozeni
monocytarn-granulocytarnino genového programu oproti nizkadinl PU.1 potebné pro

liniovou specifikaci do B-lymfocyt (Kummalue et al., 2003).

Vzdalenou regulani oblast genu kédujiciho protein PU.Jegstavuje v prvéad regulani
element URE. Tato regulai oblast se nachazi v pozici 5° k mistu transkiilpo startu ve
vzdalenosti cca -14 kb u mysSiho a -17,3 kb u liiskgenu (Li et al., 2001). Oblast URE
zabezpeuje nasednuti RNA polymerasy Il na promotor gerao@dpovida za regulaci zhruba
80% exprese PU.1 (Rosenbauer et al., 2004). Oplgstiho) URE se sklada ze dvou vysoce
konzervovanych homolognich oblasti — proximalni; (336 bp) a distalni (57; 296 bp)
odd lenych cca 450 bp evolno nekonzervovanych sekvenci. V oblastichto
nekonzervovanych sekvenci se nachazi hlavni integmaisto viru SFFV (Okuno et al.,
2005), je hraje roli pi vzniku mysi erythroleukemie.

Ob konzervované podoblasti URE obsahw@gtu vazebnych mist znych transkripnich
faktor . V oblasti proximalni URE se naléza vazebné npstoPU.1, ktery je schopny i skrze
n j autoregulan idit svoji vlastni expresi (Okuno et al., 2005).I®&e zde nachazeji
vazebna mista transkripich faktor EIf-1, Cebp, Spl a Runx-1/AML1 (Okuno et al.,
2005). Vazby transkrimich faktor do regulani oblasti URE je liniov specificka. V B
bu kach se do oblasti URE vae jina skupina transkriph faktor ne v myeloidnich
bu kadch (Hoogenkamp et al., 2007). Faktor Celbpa v proximalni oblasti URE dvsilna
vazebna mista a jeho vazba indukuje monocytarnbjv{¥eamans et al., 2007). Vazba
AMLL1 do t ech vazebnych mist pobli vazebného mista pro RUJRE ma zasadni vyznam
pro celkovou regulaci exprese PU.1 a mutace vSedfta vazebnych mist se na arovni
fenotypu projevuje stejnjako ztrata celého URE — poklesem exprese PU.Q% @Huang et
al., 2008). AML1 se gptom do svych vazebnych mist vURE vae egevsim
v prekurzorovych bukach, zatimco s maturaci bdnjeho vazba klesa (Hoogenkamp et al.,
2007). V distalni podoblasti URE se nachazeji haaemista pro PU.1, Tcf a NB (Okuno
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et al.,, 2005; Bonadies et al., 2010ncogeny. Vazba Tcf faktoru spojeného s Wnt
signalizani drdhou do oblasti URE vede k inhibici expreselRUtera je potebna pi vyvoji
a diferenciaci T-lymfocyt. Delece oblasti URE m& proto za nésledek porucéto t

diferenciace v pechodu mezi stadii DN2 a DN3 (Rosenbauer et aD6R0

-20 -14 -12 -10 -9 -8 0 +20 Kb
URE Promotor

Anti-sense RNA PU.1

Enhancery

——— U
oA 1!

I

TT DNAsel
hypersenzitivni
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inserce SFFV

s 4

Oblast distalni Oblast proximalni -68 -55-40 0 +14
homologie homologie

! ‘ avL1 R oct

J sp2 V Ppui O OcaB/Bob1
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Obrazek 1 Schéma struktury mysiho gem.1 Obrazek zndzouje genovy lokusPU.1 v etn
distalnich cis-regulanich oblasti (modré obdelniky), promotoriefveny obdelnik), exon( erné
obdélniky), hypersensitivnich mist k DNAse | (Sipky mista pcatk transkripce sense a anti-sense
transkript PU.1 Oblasti URE (-14 kb) a promotoru jsou znazomnv detailu vetn vazebnych mist
pro transkripni faktory a hlavniho mista inzerce viru SFFV (Atdsano podle Hoogenkamp et al.,
2007).

17



Aktivaci transkripce gendU.1 vazbou PU.1 a dalSich faktona jejich vazebné sekvence
p edchazi epigenetické zmy na Urovni chromatinu. Tyto procesy se odehraveji
histonovych molekulach v oblasti URE, kde doch& iklad k acetylaci (Ac) na devatém a
trimetylaci (Me3) na tvrtém lysinu (K) histonu H3 (Hoogenkamp et al.,0Zp Tyto
epigenetické zmmy jsou asociovany s aktivaci genové exprese v njggich p sobeni
(Barski et al.,, 2007; ehledn Kouzarides, 2007). Mechanismy, kterymi k této \zti
dochazi, zahrnuji peseni chromatin-remodelsich enzym (ATPasy a dalSi) na DNA a
p imé peruSeni kontaktu mezi histony v sousednich nukieest nebo mezi histony a DNA
(acetylace neutralizuje zaporny naboj lysinu), eede k rozvolnni chromatinovych struktur
vy8Siho adu a zpistupnni DNA pro transkripni faktory a RNA polymerazu (phledn
Kouzarides, 2007). Epigeneticky stav chromatineguta nich Usecich genBU.1 je pitom
liniov specificky. Pi vyvoji B a T lymfocyt ziskava chromatin regulaich oblasti genu
PU.1alternativni strukturu ne pvyvoji monocyt a granulocyt (Hoogenkamp et al., 2007).
Jinym epigenetickym mechanismem ovlijicim expresi PU.1 je metylace DNA. Oblast
prvniho exonu genwPU.1 je v B lymfocytech, makrofazich a pre-T Ilkdch asten
metylovana. Diferencovajsi stadia vyvoje T-burk maji DNA v této oblasti metylovanou,

co koreluje se sni enim exprese PU.1 (Amaravadleimsz, 1999).

K p itomnosti PU.1 na jeho vazebnych sekvencich stgko k aktivujicim histonovym
modifikacim v URE dochazi na pomm velké oblasti zabirajici vice ne 1 kb Uusek molgku
DNA (Okuno et al., 2005). Nové vyzkumy ukazuji, teove hladiny PU.1 je krom vySe
popsanych procesa vazeb odehravajicich se v URE (-14 kbdptranskripnim startem) a
v promotorové oblastiPU.1 regulovana také elementy lokalizovanymi viy ech nov
objevenych DNAse hypersenzitivnich mistech v oklest-12, -10, -9 a -8 kb vzhledem ke
transkrip nimu startu (Leddin et al., 2011). Monocytasspecifické cis-regulai elementy,
zejména nejsilrjSi z nich v mist -12 kb, odpovidaji aktivaci URE zprostikovanou s Cebp
tak, e samy stimuluji URE k dalSimu zvySeni expréd3U.1 (Leddin et al., 2011). Tato
vzajemna kooperace se odrai na urovni chromatihmavislosti na vazb Cebp v oblasti
URE dochazi k pmé vazb dostupnych molekul PU.1 na regui@oblast v mist-12 kb, co
ma samo za nasledek zvySeni acetylace H3K9 tolegolaniho elementu (Leddin et al.,
2011).

Vy et mechanism regulujicich expresi PU.1 zahrnuje také mechanismmgkujici post-

transkripn . Vyznam oblasti URE pro regulaci exprese PU.1 {éto souvislosti podpen
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jeho roli v izeni syntézy anti-sense RNA transkriptu PU.1, jétamskrip ni start se nachazi
v oblasti tetiho intronu gent®PU.L1 Tento anti-sense RNA transkript moduluje hladiiu.1

v bu ce tim, e interferuje s translaci mRNA kédujici RUprotein (Ebralidze et al., 2008).
Jinym post-transkrijmim mechanismem regulace hladiny PU.1 je inhibiemdlace PU.1
vazbou mikroRNA miR-155 na 3’koncovy nefladany usek mRNA transkriptu PU.1
(Vigorito et al., 2007, Vargova et al. 2011).

P edchozi text ve strmosti shrnul zasadni vyznam krvetvornych transkrigh faktor,
epigenetickych modifikaci a post-transkimgch mechanismv regulaci exprese PU.1 skrze
promotor a vzdalené cis-regutd elementy, mezi n pat i URE a ty i recentn objevené
vzdalené regulani oblasti. Zminné mechanismy se uplafi jak pi regulaci bazalni hladiny

mySiho gendwPU.1tak i pi zvySeni jeho exprese, ktera je spojena s monouytiiferenciaci.

1.2.3 Role PU.1 v liniové determinaci a specifikaci

Transkrip ni faktor PU.1 idi proces liniové determinace a specifikace kmveteé buky
selektivni kooperaci s dalSimi transkmjgmi faktory na promotorech svych cilovych gen
Tato kooperace se odviji od vySe hladiny expresel Rlbu ce, o jejich regulanich

mechanismech jsem se zminil \egdchozi kapitole.

PU.1 je ve vysSich hladinach produkovan v krvetyom kmenovych bukach,
multipotentnich  progenitorech, spafgich myeloidnich  progenitorech, spalgch
lymfocytarnich progenitorech a granulocytémakrofagovych progenitorech (Akashi et al.,
2000; Nutt et al., 2005). VysSi hladinu PU.1 maimr erythrodin -megakaryocytarni
progenitory z fetalnich jater, ipem vysokd hladina PU.1 je ¢k it pro jejich sebe-

obnovovéni (Back et al., 2004).

Dosa eni urité, pisn regulované vySe hladiny exprese PU.1 jeddé pro vyvoj uritych
bun nych linii. Pi diferenciaci a maturaci monocyta granulocyt se hladina PU.1
v bu kach dale zvySuje, p vyvoji B-lymfocyt klesa a u zralych B buk je PU.1
exprimovan jen slab(Back et al., 2005; DeKoter et al., 2007). Nizkadima PU.1 v buce
aktivuje transkripni program B lymfocyt, zatimco vysSi hladina PU.1 tento program

inhibuje a naopak zapina program myeloidni difeisse(DeKoter et Singh, 2000).
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Zvyseni hladiny PU.1 je deité pi vzniku granulocytarnrmakrofagovych progenitor
(DeKoter et al., 2007). Hladina PU.litom dale uruje specifikaci tchto progenitor do
kone nych bun nych typ . Stedni hladina PU.1 vede ke smiSené produkci grayuloz
monocyt, zatimco dalSim zvySenim hladiny PU.1 dochazdpostn k monocytarni
diferenciaci (Laslo et al., 2006). iFspecifikaci osudu krevni bty mezi monocytarnim a
granulocytarnim vyvojem hraje & itou roli regula ni vztah mezi hladinami PU.1 a CEBP
(Dahl et al., 2003). Oba tyto transknp faktory idi expresi sekundarni determinant EGR-1,
EBR-2 a GFI-1 (Laslo et al., 2006). Pro indukcirgrimcytarni diferenciace je nutna represe
aktivity PU.1 transkripnim faktorem GFI-1, jeho exprese jézena vysokou hladinou
CEBP v bu ce (Dahl et al., 2007; Laslo et al., 2008).

B hem vyvoje T lymfocyt dochazi k silné inhibici exprese PU.1 ve stadiu3li\ve zralych
T bu kach se PU.1 netvb(Anderson et al., 2002). PU.1 v zavislosti na Blaglin v bu ce

vypina geny specifické pro T a NK by (Kamath et al., 2008). NK by a NK-T bu ky

rovn nevykazuji adnou detekovatelnou aktivitu PU.1a@X et al., 2005).

Hladina PU.1 z paate ni vysSi arovn siln  klesa také p erythroidn -megakaryocytarni
diferenciaci a ve zralych erytrocytech je jen velnizka (Galson et al.,1993). Ke sni eni
hladiny PU.1 dochazi ji na arovni erythroicdimegakaryocytarn p edur ené subpopulace
spole nych myeloidnich progenitor (Nutt et al., 2005). ZvySena hladina PU.1 nicmén
nebrani dalSimu vyvojiervené krvinyin vivo, ktery m e pokra ovat a do stadia pro-
erytroblastu, kde je zablokovan (Moreau-Gachelimnalet 1996). PU.1 inhibuje erytroidni
transkripni program tim, e vae GATA-1 na jeho cilovych gmh, kde indukuje vznik

represivni chroamtinoveé struktury (Stopka et @03).

Zm na hladiny PU.1 me v kooperaci s psobenim dalSich transkripich faktor indukovat

p eprogramovani bunnych linii. V pre-T-bukach navozuje zvySeni exprese PU.1 a CEBP
trans-diferenciaci na makrofagy a myeloidni demcké& bu ky (Laiosa et al., 2006). Ve
fibroblastech doslo po zvySeni hladinghto transkripnich faktor k zapnuti monocytarniho
genového programu a trans-diferenciaci naklgypodobné makrofagn (Feng et al., 2008).
V bu kach mysi erytroleukemie (MEL) vedlo zvySeni hladiRU.1 k trans-diferenciaci

t chto bunk do monocytm-podobnych atypickych buk (Burda et al., 2009).
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Zav rem této asti je teba zdraznit, e role PU.1 se neomezuje nha manipulacires®

n kolika dalSich transkrimich faktor idiich liniovou specifikaci krevni bky. PU.1

v kooperaci s dalSimi transkripimi faktory pimo idi expresi ady gen asociovanych

s diferencovanymi blkami. Pati k nim napiklad geny CD11b (Pahl et al., 1993), CSF1R
(Ross et al., 1994), FcyRIIl (Feinman et al., 1993$F2RA (Zhang at al., 1996), CSF3R
(Smith et al., 1996), c-fes (Heydemann et al., J99&/R (DeKoter et al., 2002), CHI3L1
(Rehli et al., 2003) a dalsi.

P edchozi text ve strmosti shrnul vyznam PU.1 v liniové determinaci &afikaci dany
transkrip ni aktivaci i inhibici ur itych diferencianich program na zéklad r zné Urovn

exprese PU.1 v bee. Hladiny PU.1 jsou tedy obecmelmi d le ité pro izeni bun ného
vyvoje a krom jiného té pro tvorbu zcela specifickych tygun k, jako jsou makrofagy,

granulocyty, nebo lymfocyty.

1.2.4 Role PU.1 v potlaovani leukemogeneze

Vedle své roli v bun né diferenciaci (liniové determinaci a specifikaftipnguje transkripni
faktor PU.1 také jako inhibitor vzniku leukémie.mo odpovida fenotyp ziskany v fr hu
krvetvorby pi ztrat funkce PU.1. Delece oblasti URE u obou alel my&jbeouPU.1 vede

ke sni eni exprese PU.1 v kostniedi o 80% a k vzniku AML u mysi (Rosenbauer et al.,
2004). U nkterych mysi s deletovanym URE se spoles AML rozvinuly také T-bun né
lymfomy a B-lymfoproliferativni syndrom podobny $ié chronické lymfocytarni leukémii
(Rosenbauer et al., 2006). Je zajimavé, e hetgainy mySi s expresi PU.1 okolo 50%
vypadaji normaln (Rosenbauer et al., 2004). Mutadeztraty genuPU.1 jsou dale asto

p itomné v radian vyvolané akutni leukémii u mysi. Vipad t chto leukémii je delece
jedné z alel PU.1 doprovazena v 87%ppd bodovou mutaci druhé alely (Cook et al., 2004).
Tato situace se v3ak nevyskytujelav ka (Suraweera et al., 2005). Uplna inaktivaté. 1

v dosplé mysSi vede rovn ke vzniku AML (Metcalf et al., 2006).

U lov ka byly mutace gen®U.1 v oblasti kddujici jeho DNA vazebnou, transaktivai
PEST doménu objeveny asi v 7%pgad AML podtyp M4 a M5 ve vzorku 126 pacient
japonské populace (Mueller et al., 2002) Tyto metataji za nasledek jak naruseni vazby
PU.1 na DNA, tak i ztratu schopnosti PU.1 protegymergizovat s dalSimi transkrigmi
faktory a koaktivatory p aktivaci svych cilovych gen(Mueller et al., 2002). U zhruba 3%
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pacient s AML byl objeven polymorfismus ve vazebném migto NF- B v oblasti URE,
ktery vedl k neschopnosti NFB aktivovat expresi PU.1 (Bonadies et al., 2000idogend.
Rovn heterozygotni delece v oblasti URE vedouci ke egrii exprese PU.1 mohou byt
asociovany se vznikem AML-M2. (Bonadies et al., @JBlood) Bodova mutace v oblasti
URE, kterd brani nasednuti chromatin remodelujiaibgulatoru SATB1 na DNA, je u
lov ka spojovana s agresivnimi formami AML (Steidl kBt 2007). Hladina PU.1 je vyrazn
sni ena v bun nych liniich i primarnich bukach AML charakterizované translokaci t(8;21)
(Vangala et al., 2003) a bkich promyelocytické leukémie s translokaci t(1pMueller et
al., 2006).

ada onkogennich mechanismjakym je napiklad interference mRNAU.1 s microRNA-
155, vede k poklesu proteinové syntézy PU.1 a tedg bloku terminélni faze vyvoje
myelodinich bunk (O'Connell et al., 2008). Hladina MicroRNA-15%gativniho regulatoru
exprese ady gen, v etn prav PU.lL je pitom zvySena uady hematologickych malignit,
jako jsou chronickd lymfocytarni leukémie (Calin &t, 2005; Vargova et al., 2011),
Hodgkin v lymfom (van den Berg et al., 2003; Kluiver et 2005), velky difazni lymfom B-
bun k (Eis et al., 2005; Kluiver et al., 2005) a Butrkit lymfom u d ti (Metzler et al., 2004).

Porucha regulace hladiny PU.1 je rovip i inou vzniku mysi erytroileukémie (MEL).
Integrace DNA viru SFFV do oblasti URE ma za naskederegulovanou, trvalou expresi
PU.1 ve stedn nizké hladin. Ta vede k transformaci prekurzorovych erytrodiniicin k a
jejich zablokovéani ve stadiu proerytroblastu, kdy ka neni schopna projit cestou pgaéch
fazi erytrodini diferenciace (Moreau-Gachelin et 8988). Role trvalé neregulované exprese
PU.1 pi vzniku erytroleukemii byla popsana také na moddlul-transgenni myg§Moreau-
Gachelin et al., 1996). Mechanismuschto onemocmi zahrnuje potleeni funkce
erytroidniho transkripmiho faktoru Gata-1 zprosidkované PU.1 (Rekhtman et al., 1999;
Zhang et al., 2000).

Zvyseni hladiny PU.1 obecrvede k diferenciaci blastu AML a jinych hematologickych

malignit a k zastaveni bumého cyklu (Mueller et al., 2006, Durual et al.02} pipadn

k trans-diferenciaci do jiné krevni vyvojovady (Burda et al., 2009).
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1.3 Terapie MDS pomoci AZA

1.3.1 Obecny uvod k DNA metylaci

Metylace DNA na péaté pozici cytosinu gak nejrozSien jSim epigenetickym proces
regulujicim genovou expresi. S&genom obsahuje zhruba 3XIf@etyl-cytosinovych zbytk
(m°C), a to pedevsim na 5°-ACG-3" dinukleotidech, tzv. CpG ostrcich (Bestor, 2000). Ze
vSech CpG ostvk v savim genomu je metylovdno v pn ru mezi 60-90% (Ehrlich et al.,
1982). Mezi procesy, jejich zéakladem je metylacBlA nebo které jsou DNA metylaci
ovlivnh ny, pati inaktivace chromozému X u samic sayvgenovy imprinting, bunna
diferenciace a dalSi (Holliday et Pugh, 197%htedn: Bestor, 2000). Metylova skupina na
cytosinech inhibuje v mistsvého vyskytu transkripci tim, e zasahuje do eblaelkého
labku DNA, im p ekai nasednuti RNA polymerasy ghledn: Bird 2002; Herman et
Baylin 2003). Velkéa vtSina metylace DNA se dov ka odehrava v oblastech transpozaan
p edpoklada se, e DNA metylace se evalu vyvinula jako obranny mechanimus sexualn
se rozmno ujicich organismp ed Skodlivym projevem thto ,parazitujicich* sekvenci DNA
(Yoder et al., 1997Trends GengL. CpG ostrvky se rovn  asto nachazi v oblasti genovych
promotor a regulanich element idicich genovou expresi @hledn: Bestor, 2000).

Metylace DNA je zprosedkovana DNA metyltransferazami DNMT1, DNMT3a a DNBb.
Metyltransferaza DNMTL1 je pova ovana za kivou pro udr ovani existujicicho metylaiho
vzorce DNA v dcenych bu kach po bun ném dleni, akoliv je patrn rovn schopna
metylovat DNAde novo(Yoder et al., 1997Jf Mol. Biol]). Nefunk nost genu pro DNMTL1
vede k rozpadu celogenomového metglho vzorce resp. demetylaci celého genomu a smrti
b hem embryonalniho vyvoje (Li et al., 1992). DNA wgittrnsferazy DNMT3a a DNMT3b
metyluji DNA de novo(Okano et al., 1998; Okano et al., 1999). Rowtelece gen pro
DNMT3 metyltransferazy neni v homozygotnim stawu igtlna se ivotem (Okano et al.,
1999). Mutace v genu pro DNMT3b zwmbuje vznik syndromu ICF (imunodeficience,
nestabilita centromer, poruchy vyvoje okle) s nemetylovanou DNA ve specifickych
usecich chromozomil, 9 a 16 (Xu et al., 1999).

DNA metylaci si nelze mdstavit jako proces, ktery by epigeneticky owuival genovou

expresi sam o0 sobBylo prokdzano, e metylace DNA respnnost DNA metyltransferaz je
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Uzce propojena s dalSimi epiegentickymi procesynoéekulach histon, jejich souhrnnym
vysledkem je pak vytveni transkripn represivni chromatinové struktury ghledn: Cedar
et Bergman, 2009).

DNA metyltransferaza DNMTL1 je najglad nutna pro slo eni represivni chromatinové
struktury slo ené z proteinskupiny Polycomb a ubiqutin ligazy histom2 — PRC1/BMI1
(Hernandez-Mufioz et al., 2005). Na vzniku této espmni struktury se podili také protein
Dmapl asociujici pravs DNMT1 (Negishi et al., 2006). DNMT1 rovnfunk n kooperuje

s heterochromatinovym proteinem HP1 a metyltraagfaun histon G9a, ktera metyluje lysin
9 na histonu H3 (Smallwood et al., 2007). InterakcBNA metyltransferdzami byla
prokdzana u metyltransferazy histoBZH2, ktera v ramci represivniho komplexu Polycomb
metyluje lysin 27 na histonu H3 (Vire et al., 200DNMT1 je rovn schopna tvoit
represivni komplex za asti jak Dmapl tak deacetylazy histoADAC2 (Rountree et al.,
2000). DNA metyltransferdza DNMT3b asociuje a kaojee pi vytvo eneni transkrim
represivni struktury chromatinu s metyltrasnferah@ion Suv39h1l, deacetyldzami histon
HDAC1 a HDAC2, s heterochromatinovymi proteiny HRil s chromatin-remodelai
ATPazou SNF2H (Geiman et al.,, 2004). DNMT3a je eci@o pimo interagovat

s metyltransferazou historSETDB1 a spolen s ni se pemistit do oblasti promotoru gen
jejich exprese je potleena v malignich bikkach HelLa (Li et al., 2006).

1.3.2 DNA metylace u MDS

MDS je klonalnim onemocmim krvetvorby, které se vyznaie neobyejnou heterogenitou

jak na arovni molekularni patofyziologie onemori tak na trovni svého klinického projevu
a prognozy. Je charakterizovan poruchou difereeclaevnich burk, ktera se projevuje

cytopeniemi ervenych krvinek, granulocyta krevnich destek v periferni krvi a postupnym

hromad nim nezralych krevnich buk v kostni deni. Ve zhruba €tin p ipad onemocnni

MDS transformuje do sekundarni AML se Spatnou péagn (pehledn: Silverman, 2001).

Pro svoji vysokou heterogenitu je MDS rolmyan na zaklad n kolika klasifika nich
systém do ady podtyp onemocnni definovanych na zakladparametr jako je bun na
morfologie, cytogeneticky nalez a kombinace ,rizilgoh faktor “ ur ujicich prognézu
(p ehledn: Silverman, 2001). NejstarSi Kklasifikd systém MDS je oznavan jako FAB

(francouzsko-americko-britsky) a jehden ni MDS na pt r znych podtyp se opiralo
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p edevsim o podil blastv kostni deni a periferni krvi pacient(Bennet et al., 1982). Nojgi
klasifika ni systétm MDS, oznavany jako WHO, ztéto morfologické klasifikace
onemocnni vychézi (Tabulka 1), avSak B3 uje ji a asten bere pi klasifikaci
onemocnni v potaz existenci specifickych cytogenetickydteraci jako je delece dlouhych
ramének chromozému 5 (Harris et al., 1999). Mendar bodovaci systém pro hodnoceni
prognozy MDS, oznavany jako IPSS, klasifikuje MDS pacienty dty skupin na zéklad
vypo teného ,rizika“ progndzy vyvoje onemoari s odliSitelnou dobou medianu celkového
p e iti pacient a dobou progrese onemoain do AML (Tabulka 2). ,Riziko" je vypoitano
jako kombinace hodnotdch uva ovanych rizikovych faktor mezi které pat cytogeneticky
aberantni nalezy v biach kostni cen , procento blastv kostni deni a poet krevnich ad
zasa enych cytopenii (Tabulka 3) (Greenberg et #97). Mén pou ivanym bodovacim
systémem pro hodnoceni prognézy pacientMDS je systém WPSS, vychazejici z WHO
klasifikace, ktery rozduje pacienty podle vypdeného ,rizika“ do pti skupin. Za faktory
vstupujici do hodnoceni prognézy bere tento sygtédtyp MDS podle WHO Kklasifikace,
zavislost pacienta na transfuzich a cytogenetiétga(Tabulka 4) (Malcovati et al., 2007).

FAB Klasifikace WHO Klasifikace
Refrakterni anémie (RA) < 5 % blasti Refrakterni anémie (RA)

Refrakterni cytopenie s multilinedmi dysplazii (RCMD)
MDS-neklasifikovatelny(MDS-U)
MDS s izolovanou del(5q)

Refrakiemi anémie s prsténditymi sideroblasty (RARS) Refrakiemni anémie s prsténéitymi sideroblasty (RARS)
< 5 % blastil + > 15 % prsténcitych sideroblasti Refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii a prsténcitymi
sideroblasty (RCMD-RS)
Refrakierni anémie s nadbytkem blasti (RAEB) 5-20 % blasti Refrakierni anémie s nadbytkem blasti I. (RAEB 1.)

5-9 % blasti

Refrakterni anémie s nadbytkem blasti IT. (RAEB IL)
10-19 % blasti

RAEB v transformaci (RAEB-1) 21-30 % blasti Akutni myeloidni leukemie (AML) > 20 % blastii

Tabulka 1. Srovnani klasifikanich systém MDS — FAB a WHO s uvedenim néazpodskupin
onemocnni a definujicim procentem blastv kostni deni (z FAB klasifikace byla odstrana
kategorie chronické myelomonocytarni leukémie — CMMS laskavym svolenim Dr. JonaSové
p evzato z ermak et Jonasova, 2010).

riziko skire mediin piefiti roky AML transformace roky
nizké 0 57 94
stiedni I 0,5-1.0 35 i3
stiedni IT 15-20 1,2 1.1
vysoké =25 04 0.2

Tabulka 2. Mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni progMR2S (IPSS) s uvedenim kategorii
MDS dle hodnoty ,rizikového skore”, jejich mediapye iti a mediany transformace onemoai do
AML (S laskavym svolenim Dr. JonaSovépzato z ermak et Jonasova, 2010).
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Body 0 0.5 1 1.5 2
% blastu ve direni <5 5-10 - 11-20 21-30

Pocet cytopenii 0/1 2/3

Karyolyp priznivy intermediarni nepriznivy

Tabulka 3. Mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni proghi2S (IPSS) s uvedenim zgobu
bodovani prognostickych faktor,rizika“ na zéklad procenta blastv kostni deni pacient, po tu
cytopenii zasahujicich jednotlivé krevrady a cytogenetického nélezu. Zazpivy karyotyp se
pova uje delece dlouhych ramének chr.5, deleceldioln ramének chr. 20 a négemnost abnormalit
za souasné neptomnosti chromozému Y. Za népnivy karyotyp se pova uje soasna pitomnost
vice ne ti cytogenetickych abnormalit, nebo abnormality choadmu 7. Ostatni cytogeneticky nalez
se pova uje za intermediatni z hlediska rizika #Sklavym svolenim Dr. JonaSovéeyrato z ermak

et Jondsova, 2010).

WHO-Based Prognostic Scoring System (WPSS)

Skupiny Podet bodi

0 1 2 3
WHO podtypy RA, RARS, 5g- RCMD, RCMD-RS RAEB 1 RAEB I
Zivislost na transfuzich ne ano
Karyotyp (IPSS) piiznivy intermedidrni nepiiznivy
WPSS rizikové skupiny Skire
Velmi nizké 0
Nizké 1
Stiedni 2
Vysoké -4
Velmi vysoké 5-6

Tabulka 4. Bodovaci systém pro hodnoceni prognézy MDS pestawna bazi klasifikace podle
WHO (WPSS). V horni asti tabulky je uveden zpob bodovani prognostickych faktogrizika“ na
zaklad podtypu onemocmi podle WHO Klasifikace (Harris et. al., 1999)yvigfosti pacienta na
trasfuzich a cytogenetického nélezu, ktery je hodncstejnym zpsobem jako u IPSS. V dolnésti
tabulky jsou uvedeny rizikové skupiny pro paciestiIDS na zaklad dosa eného sodu bod
Lrzika“ (S laskavym svolenim Dr. JonaSovéeypzato z ermak et Jonasova, 2010).

Jednim z charakteristickych rysvIDS je aberantni zvySena metylace DNAad oblasti
regulujicich genovou expresi. Aberantni metylaceADINregulanich oblastech genbyla
asociovana s AML ji v roce 1987 (Baylin et al, I98U MDS se na vyznam metylace DNA
za alo vice poukazovat a v poslednim desetileti. UMM dnes ji nepou ivaného podtypu
v klasifikaci MDS, byla na vzorku 33 paciertjist na v 58% pipad zvySena metylace genu
pro regulani molekulu bun ného cyklu p15/INK4b (Tassema et al., 2003). Dsigdie na
47 dtskych pacientech s MDS ukézala, e ve 32%p@d byl aberantn metylovan gen
p15/INK4Ba v 8% aberantnmetylovan dalSi gen pro proteinastnici se kontroly be ného
cyklu, pl6/INK4A. V obou ppadech zvySend metylace genu asociovala s progresi
onemocnni (Rodrigues et al., 2010). U MDS byla na vzorcgthpacient v 31% pipad
prokazana pro MDS specifickd zvySena metylace uleegi oblasti genu pro SOCS-1,

negativn p sobici regulani molekulu cytokinové signalizai drahy. Pou iti inhibitor DNA
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metyltransferaz (DNMTi) ukazalo, e tato aberammeétylace tlumi transkrupci ger80CS-1
(Brakensiek et al., 2008} J Haematd). ZvySenéd metylace byla rovnzjist na ve 32% z
37 vzork pacient MDS na promotoru tumor-potajiciho genuHIC1 a ve 27% na

promotoru genCDH1 hrajiciho roli v mezibun né komunikaci (Aggerholm et al., 2006).

VySe zminné prace pnesly doklady o aberantni zvySené metylaci DNAn@tivych gen u
MDS, ktera ovlivuje jejich expresi. Studie na 184 pacientech s ARILMDS testujici
metylaci na 1505 znych CpG ostivcich prokazala Siroky rozsah metylace DNA na
promotorech gen u MDS a korelaci celkové urovntéto aberantni metylace s progresi
onemocnni a transformaci MDS do AML (Jiang et al., 2009uySena metylace byla
zaznamenana na promotorech tumor-pajiaich gen (DCC, HIC1), gen zajis ujicich
opravu DNA OGGJ), nebo gen hrajicich roli ve vyvoji a diferenciacMYOD1, HOXAS
FGF2 a dalsi) (Jiang et al., 2009). Aberantni metylaggomotoru gend=ZD9, kddujiciho
receptor pro Wnt v ramci Wnt-signalizé drahy, vysoce korelovala s progresi onemotn

a s celkovym pe itim pacient a naopak negativnkorelovala s expresi genu (Jiang et al.,
2009). Zvysena metylace DNA v reguiéch oblastech genu MDS/AML pacient ve
srovnani se zdravymi jedinci, nebo pacientesnovoAML byla prokazana i v celogenomové

studii na 14 tisicich znych promotorech (Figueroa et al., 2009).

Inhibitory DNA metyltransferazy DNMT1, jako je AZA 5-aza-2"-deoxycytidin (Decitabin)
jsou klinicky uspsné pi lé b MDS, ale o mechanismech jejichgobeni na urovegenové
exprese v bwe se a doneddvna mnoho ndvo a dodnes zstavaji pedmtem jisté
kontroverze. Obecnse dnes gdpoklada, e AZA se inkorporuje do DNA a jako DNMT
vytva i kovalentni vazbu k DNMTL1, ktera brani v jeji fumla vede k jeji postupné depleci
v bu ce. AZA sniuje vrzné mie a na rznou dobu hladinu DNMT1 v modelovych
bun nych liniich pro lidské myeloidni leukémie (K562#60, HEL) a je schopen sni ovat
urove metylace na CpG ostrcich v bun nych liniich HL-60, K562 a (u rkterych)
pacient s MDS (Stresemann et al.,, 2008). Bylo prokazare,AZA je schopen sniit
metylaci gen ESRL1 (regulace transkripce, signalni transdukc€DKN2B (regulace
bun ného cyklu),IGSF4 (bun n& adheze) &HIT (regulace bun ného cyklu) ve smisené
populaci mononuklearnich bunz periferni krve pacients MDS, pi em tlumeni metylace
pozitivn koreluje s dobrou klinickou odpogi na AZA a naopak perzistence zvySené
metylace vySe uvedenych geje spojena se Spatnou prognozou (Tran et al.,)2®ladina

exprese metylovanych gem pacient MDS byla sni ena oproti zdravym kontrolam a AZA
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byl schopen tuto hladinu po 3-5 cyklechspbeni zvysit (Tran et al., 2011). Nedavna studie
vyu ivajici globalni pistupy na druhou stranu ukazala, et8ma promotor gen, jejich
exprese je stimulovana AZA, nemég zaatkem léby metylovanou DNA a e AZA naad

gen zp sobuje zmny vzorc histonovych modifikaci v ramci zachovani existereggresivni
chromatinové struktury (Komashko et Farnham, 20BX¥A v malignich blastech MDS
indukuje defosforylaci transkripino faktoru FOXO3A, ktera vede Kk jeho epunu

z cytoplasmy do bunného jadra (a k iniciaci transkripce) (Thépot ef 2011). Vzhledem

k ad prokadzanych funkiich interakci mezi DNMT1 a dalSimi proteiny schymin
modifikovat histony (metyltransferazy histgn deacetylazy histor), nebo vytvéet a
stabilizovat represivni chromatinovou strukturue lgedpokladat, e psobeni AZA bude

vyvolavat komplexni zrmy na epigenetické arovni (Obrézek 2).

A LEUKEMIE DIFERENCIACE

H3K9AC

Regulacnl element
Regulacnl element
OO0
Promotor
Promotor

* DNA metylaéni znacka |:| OTranSkl'ipéni faktory ®Hi3tony ” DNMT 1 . AZA

Obrazek 2. Schéma pedpokladaného pobeni AZA v MDS.(A) Chromatin v regulani oblasti

n kterych gen vytvai represivni strukturu: zvySena metylace DNA vliivEBNMT1 a tri-metyalce
histonu H3 na lysinech 9 a 27 se podili na vznikandenzovaného heterochromatinu, ktery
neumo uje nasednuti transkripich faktor. AZA se inkorporuje do DNA a kovalentnva e
DNMT1, im inhibuje jeji aktivitu. To vede k postupné ztréabernatni zvySené metylace, rozpadu
represivnich komplex v nich figuruje DNMT1, zmnam profilu modifikaci na histonech a
rozvoln ni chromatinové struktury umoujici vazbu transkripich faktor. (B) Rozvoln ni
chromatinu a vazba transkrigich faktor do regulani oblasti spolu s @sti enzym remodelujicich
organizaci chromatinového vidkna vede k navozemk fioi interakce mezi vzdalenou regutdoblasti

a oblasti promotoru uitého genu. V jejim dsledku dochazi k obnoveniyodn potla ované genové
exprese (a leukemické diferenciaci).
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1.3.3 Klinické vysledky AZA p ilé b MDS/AML pacient

AZA byl p vodn syntetizovan eskoslovenskymi \dci v 60. letech jako analog DNA baze
cytidinu s oekdvanymi cytotoxickymi Uinky ( ihak, 1974). V roce 1984 zal byt pou ivan

v klinickych testech izenych Cancer and Leukemia Group B (CALGB) jakdepoialni
terapeutikum MDS (Silverman et al., 1993). V 9@edh a v prvni dekad21. stoleti se AZA,
pou ivany pod komemim nidzvem Vidaza (Celgene) stal sasti klinickych pilotnich studii
na pacientech s MDS se ainim-2/vysokym rizikem a Rterych pacientech s AML
(p ehledn: Quintas-Cardama et al., 2010).

Jako prvni probhly na pacientech s MDS/AML studie 8421, 8921 a 1928tudie
8421zahrnovala 48 pacientkterym byl AZA podavéan intravenozi§Silverman et al., 1993).
Studie 8921 zahrnovala 70 pacientterym byl AZA podavan subkutanigSilverman et al.,
1994). Studie 9221 (faze Ill) zahrnovala celkem Xg&iient. Z nich 99 bylo nahodn
zaazeno do ramene By s AZA podavaného subkutanra 92 nahodn do ramene
pozorovani (resp. nejlepsi podpé pée). V rameni pozorovani bylo pak 41 pacierkte i

v bec nedostavali AZA a 51 pacientktei po prvotnim pozorovani dostali & AZA ftj.
byli p e azeni do ramene 1By s AZA (Silverman et al., 2002). Ve vSeckdh studiich byl
AZA pacient m podavan v davce 75 mgirkontinuéln po dobu 7 dni. Cyklus podavani
AZA byl opakovan po ka dych 28 dnech. Z celkovéloniisoru 309 pacientbylo 68% mu ,
94% bloch a v kovy median pesahl 65 let (ghledn: Silverman et al., 2006). Vysledky
t chto studii ukazaly, e 7-17% pacienha AZA dosahlo kompletni remise (Cl), nepatrny
po et 1-3% dosahlaste né remise (Pl) a 23-37% paciemtosahlo hematologického zlepSeni
(HI). Ve studii 9221 doséhlo v rameni B AZA 7% pacient s AML (podle WHO) CI nebo
Pl ve srovnani s 0% pacient remeni pozorovani. Median odpa\ pacient na Ié bu (Cl,

Pl a HI) byl ve vSech é&ch studiich 3 cykly (Silverman et al., 2006). $&u@221 prokazala
delSi pe ivani pacient |é enych AZA bez nutnosti krevnich transfizi a tramsfkrevnich
destiek, co demonstrovalo potencidl AZA ke zkvalim ivota pacient s MDS/AML
(Silverman et al., 2002).

Mezinarodni studie AZA-001 faze lll se zarnha na celkové e iti (OS) pacient s MDS ve

vy33im riziku na léb AZA. Slo o randomizovanou studii na 358 pacientechich bylo
179 ndhodn zaazeno do re imu léby s AZA a 179 do konvemich lé ebnych re im . Tyto
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re imy zahrnovaly bu Ié bu cytarabinem v nizkych davkach (n=49), nebo ixitam
chemoterapii s cytarabinem v kombinaci s daunomém nebo mitoxantronem (n=25), nebo
nejlepsi podprnou péi v etn krevnich infuzi, antibiotik a podavani G-CSF (n5L0AZA
byl podavan subkutanrnv davce 75 mg/fkontinuéln po dobu 7 dni. Cyklus podavani AZA
byl opakovan po ka dych 28 dnech (Fenaux et alQ9Q0Poet pacient, ktei dosahli CR a
PR v reimu Ié by s AZA byl 29% versus 12% pro pacientydaé v konvemich 1é ebnych
re imech. Median progrese MDS do AML byl u pacient enych AZA 17,8 msic,
zatimco u pacient Ié enych v konvemich |éebnych reimech dosahl 11,5 sic.
Nejd le it jSim zjiSt nim studie bylo, e léba AZA prodlu uje OS pacient Dvou let se na
lé b s AZA doilo 50,8% pacient Ié enych AZA, ale pouze 26,2% pacienig enych
konvenn (Fenaux et al., 2009). U pacierklasifikovanych jako pacienti s AML (n=113;
32% pacinet ve studii AZA-001; vkovy median 70 let) se dvou let nalté s AZA doilo
50% pacient ve srovnani s 16% pacienha konvenni lIé b (Obrazek 3) (Fenaux et al.,
2010). Pacienti ve studii AZA-001 byli dale sledové& hlediska mo ného prosphu
pokra ujiciho podavani AZA po dosa eni prvni odpdiu Ze 179 pacientlé enych AZA
jich odpovdi na Iébu dosahlo 91 (51%). Pokvani léby s AZA po dosaeni prvni
odpov di vedlo k zlepSeni stavu u 48% pacie(bilverman et al., 2011). Naopak pacienti, u
kterych dojde k selhani 1By s AZA, maji naslednvelmi Spatnou progn6zu. Median doby
OS pacient s MDS svy3Sim rizikem po neuspu léby s AZA byl 56 msic a
pravd podobnost do iti dvou let 15% (Prébet et al., 2011BSt horSi prognéza po selhani
Ié by s AZA se tykala e iti pacient s AML. Median doby OS thto pacient po neuspsné

Ié b s AZA byl 3,4 msic a pravdpodobnost do iti jednoho roku 8% (Prébet et al120

30



1.0+
0.9+
0.8
0.7 4
0.6 4
0.4+
0.3
0.24

A
0.1 4 159% % KLR

h pacientu

reZivajicic

Podil p

L] T I T L | L] ¥ L]

0 S 10 15 20 25 30 35 40
Cas (mésice) od zacatku lécby (studie AZA-001)

Obrazek 3. Kaplan-Meierova analyza OS paciers AML |é enych AZA a v ramci konvemiho
|é ebného re imu (KLR). AZA pi lé b pacient s AML (podle WHO klasifikace) dosahuje vice ne
trojnasobného pdu pacient do ivajicich se dvou let ve srovnani sibéu v konvennich Ié ebnych
re imech (Adaptovano podle Fenaux et al., 2010).

Na zaklad vysledk studii 9221 a AZA-001 (faze Ill) byl AZA schvalenUSA kléb
vSech pacients MDS podle FAB klasifikace a v EU byl schvalefék vybranych skupin
pacient s MDS - pacient s vysSim rizikem MDS a s AML podle WHO klasifikace
(p ehledn: Fenaux et Ades, 2009).

AZA byl dale pou it ve studiich na pacientech s MB®izkym rizikem (IPSS). Pzp tném
zhodnoceni l&y t chto pacient s MDS v rdmci italské studie bylo zjigib, e pacienti
s MDS s nizkym rizikem lé&ni AZA doséhli odpowdi na Iébu v 46% pipad (CR 10,8%;
PR 9,5%; HI 20,3% a CR v kostniethi 5,4%). Po dosa eni medianu postupubie 15

m sic z stalo na ivu 71% pacient(Musto et al., 2010).

AZA je rovn testovan jako solhst kombinami terapie MDS/AML pomoci DNMTi a
inhibitor  histonovych deacetylaz (HDACI). V ramcichto studii na pacientech bylo
dosa eno pi kombinaci AZA s kyselinou valproovou (HDACI) odpdali na lébu u 41%
pacient (z toho 22% pacientdosahlo CR) (Soriano et. al., 2007)i Rombinaci AZA
s fenylbutyratem (HDACI) se mira odpali pacient na lébu pohybovala mezi 30-40%
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(p ehledn: Stintzing et al., 2011). Tyto studie vSak zahmalgvwouze maly paet pacient,

CO neumo uje pesnjsi stanoveni miry odpodi na tuto kombinovanou terapii.

Klinické vysledky pou iti AZA u pacient s MDS/AML ukazuji, e jde o Unnou terapii,
ktera prodlu uje dobu OS pacientprodlu uje dobu progrese onemoai do AML, vyvolava
r zné druhy odpowi na lébu (CR, PR, HI) a sniuje nutnost transflzi krvekr@vnich
desti ek.

32



2. HYPOTEZA A CILE DIZERTA Ni PRACE

2.1 Podklady pro zformulovani hypotézy

Hladina PU.1 v krevnich blkach m e vzhledem k pro-diferenciai a tumor-potlaujici roli
tohoto transkripniho faktoru pedstavovat de ity terapeuticky cil uady hematologickych
malignit. Regulani oblast URE odpovida zhruba za 80% exprese gehl fRosenbauer et
al., 2004). Nizk& exprese PU.1 bylaad studii asociovana s AML. Naopak zvySeni hladiny
PU.1 se ukazalo byt jednim z molekularnich efdktrapeutického sobeni kyseliny trans-
retinové (ATRA, Vesanoid) plé b akutni promyelocytarni leukémie (AML M3). Obnova
potla ené hladiny PU.1 jednak imo indukuje diferenciaci leukemickych bun do
granulocytarni krevniady (Mueller et al., 2006), tak zarove leukemickych bukach zapina
geny potlaujici bun né dleni, konkrétn gen RIG-G (Gu et al., 2011). Udaje z literatury
dokladajici, e zvySeni hladiny PU.1 v Ikkéch akutni promyelocytarni leukémie ma
diferenciani U inky, jsme potvrdili vlastnim experimentem vyu iv&m lentivirus obsahujici
cDNA genu PU.1. ZvySeni exprese PU.1 vikach NB-4 (akutni promyelocytarni leukémie)
po infekci timto lentivirem vedlo k projem diferenciace burk na fenotypové udrovni
(Obréazek 4).

Specimen_001-NB4 PU1 GFP f CD11b PE
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Obrazek 4. Vliv zvySeni exprese PU.1 na myelodini difereoctzun k NB-4 akutni promyelocytarni
leukémie. Buky NB-4 byly (s multiplicitou infekce = 3) infikov#y lentivirem kodujicim proteiny
PU.1 a GFP a dale lentivirem, ktery nam poslo@aiqg kontrola kédujici pouze protein GFP. 3 dny po
infekci byla z kultury pomoci ptokového cytometru vyid na populace infikovanych buk
exprimujicich GFP. Tato populace byla ponechanang doptimalnich rstovych podminkach
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v kultu e a nésledninkubovana s protilatkou proti CD11b (monocytagnanulocytarni povrchovy
antigen) konjugovanou s fykoerythrinem (PE). Natgkovém cytometru bylo zmena intenzita
signélu PE u burk infikovanych lentivirem kdédujicim PU.1 érvena vypl) a kontrolnim lentivirem
(bez vypln). Populace burk produkujicich CD11b byla zastoupena 19,5% prokpuNB-4
infikované kontrolnim lentivirem a 76,2% pro tky NB-4 infikované lentivirem exprimujicim PU.1,
co doklada pro-diferenciani U inek zvySeni exprese PU.1.

DalSi prace ukazuji, e velmi nizka hladina PU.Jrimarnich bukach z kostni dn
pacient s mnohoetnym myelomem je statisticky vyznamnasociovana se Spatnou
prognézou tohoto onemoam. Exprese PU.1 je v primarnich kach a bun nych liniich
mnoho etného myelomu sni ena v gdledku aberantnvysoké metylace DNA v regulaich
Usecich genu PU.1 (v oblasti URE a promotoru).divbiy DNA metyltransferazy 1, jakym
je AZA nebo Decitabin, zvySuji expresi PU.1 v kach mnohoetného myelomun vitro,

navozuji zastaveni bumého dleni a apoptézu (Tatetsu et al., 2007).

Na zaklad vySe uvedeneho lze gupokladat, e AZA m e p edstavovat Gnnou latku
schopnou znovu obnovit expresi PU.1 tam, kde jdapena v dsledku metylace DNA.
Obnoveni exprese PU.1 pak povede k diferenciadielickych bunk a/nebo k inhibici

bun né proliferace, eventudlrk navozeni apoptozy.

Myelodysplasticky syndrom je heterogenni onemagnu nj byla na molekularni arovni
prokazana aberantni zvySena metylace regidh oblasti ady tumor-potlaujicich gen,
kter4 vede k utlumeni jejich exprese (Tessema .et28D3; Brakensiek et al., 2008r[J
Haemato]). Zarove jde o onemocmi projevujici se poruchou diferenciace krevnich Bu
v etn bun k myeloidni krevni ady, a u rizikovych ppad (stedni-2 a vysoke riziko podle
IPSS) astou transformaci do AML, onemocn asociovaného v kterych pipadech

s mutacemi PU.1.

Terapie AZA u nemocnych se a&tinim-2 nebo vysokym rizikem MDS (podle IPSS)
zdvojnasobila délku celkovéhogiti a p edstavuje v sowasné dob terapii prvni volby pro
pacienty této skupiny, kte nejsou kandidati alogenni transplantace kmenowuah k.
Mechanismus terapeutického gobeni AZA v MDS nicmén nebyl jeSt pin objasnn,
stejn jako nebyl doposud zkoumanipadny vztah AZA terapie k expresi PU.1 v MDS.

Prav na tyto oblasti byl proto polo en daz pi formulaci hypotézy moji wdecké prace.
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2.2 Hypotéza a specificke cile

Na zéklad souhrnu vySe uvedenych zjist jsem vytvoil pracovni hypotézu studie

zpracovane v této dizertai praci:

Podstatou dysplazie kostni den v MDS je nedostatena exprese transkrip niho faktoru
PU.1 v progenitorovych bu kach. Tyto bu ky nejsou schopné indukovat krvetvornou
diferenciaci. Exprese PU.1 v progenitorovych bukach je inhibovana na uarovni
transkripce. P edpokladame, e v potlaeni transkripce PU.1 v MDS hraje roli
aberantni zvySena metylace DNA v oblasti URE, je g kli ovou regula ni oblasti pro
expresi PU.1. Exprese PU.1l, ppadn mira jeji inhibice, bude pravd podobn

ovliv ovat efektivitu I€é by AZA a eventualn stimip e ivani pacient s MDS.

Stanovil jsem si konkrétni cile, jejich napim je obsahem této dizertd préace:

1. Ur it hladinu PU.1 v modelovych bumych liniich pro MDS a v progenitorech paciest
MDS se stednim-Il nebo vysokym rizikem (IPSS) a potvrdif j@ipadny vztah k prognéze
onemocnni MDS pi |é b AZA. Ur it, zda je DNA regulani oblasti URE genu PU.1

v t chto bu kach zvySen metylovana a zda ma AZA vliv na rozsah této megla

2. Ur it, zda AZA zvySuje expresi PU.1 v modelovych bumych liniich pro MDS a zda je
tato exprese provadzena bunou myeloidni (monocytarrgranulocytarni) diferenciaci,

p ipadn inhibici proliferace a navozenim apoptézy.

3.Ur it, zda Ize pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myelpidiferenciace
v modelovych bun nych liniich pro MDS ovlivovat cytokiny podporujicimi st
monocytarnich a granulocytarnich bkn Ur it, jak se tato manipulace bude promitat do

epigenetickeé struktury oblasti URE.

4.Ur it, zda lze pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myeloiiferenciace a
p ipadné ovlivhni tohoto efektu cytokiny podporujicimi st monocytarnich a

granulocytarnich burk pozorovat také v progenitorech paciestMDS.

5. Ur it, zda je pitomnost URE nepostradatelna prépadné psobeni AZA na hladinu PU.1
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

Nasledujici podkapitola obsahuje seznam biologiokéhaterialu, chemikalii, specialnich
komern dodavanych sad, igtroj a poita ovych program pou itych pro vyhotoveni této

dizertani prace.
3.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia CollOne Shot TOP 10 genotyp bakterialniho kmene
FmcrA (mrr-hsdRMS-ncrBC) 80lacz
M15 lacX74 recAl araD139 (ara-
leu)7697galU galk rpsL (Str) endAl nupG

Escherichia ColiOne Shot TOP 10 jsou chemicky kompetentni Kyupou itelné pro
klonovani a naslednou selekci na zaklddarvy kolonii (bile zbarvena kolonie nese
klonovany DNA produkt, mo@ zbarvena jej neobsahuj@&scherichia ColiOne Shot TOP
10 je komern dodavany spolaosti Life Technologies (katislo C4040-03).

3.1.2 DNA plasmidy
pCR 2.£-TOPC vector

Vektor pCR 2.1-TOPO slou i k jmému, rychlému klonovani PCR produktamno enych
Tag polymerazou. Plasmid dodavany v rozvelé form obsahuje na obou svych koncich
sekvence 5°-(C/T)CCTT-3' s neparovym, emivajicim“ deoxythymidiem (T). Na tyto
deoxythymidiny na 3’koncich jsou kovalentnavdzany molekuly enzymu topoizomerazy
(p vodem z Vaccinia viru). Systém vyuiva biologickych vlastnosffag polymerazy

p idavajici pi PCR na 3’- konce namno enych UuseRNA jednu molekulu deoxyadeninu
(A). Po pidani produktu PCR k pCR2.1-TOPO se tytoe,mivajici“ deoxyadeniny za @asti
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topoizomerazy va ou s @ nivajicimi* deoxythymidiny na 3"-koncich molekuljagsmidové
DNA a dochazi tak k zaklonovani namno ené DNA (Shaml994). Plasmid disponuje
ampicilinovou i kanamycinovu rezistenci. Ni e jeagleno schéma vektoru a usidéni jeho

klonovaciho mista (Obrazek 5).

ML3 reverse
priming site

pCR*2.1-TOPO®  Mm13

pCR*-TOPO"
3.9 kb

S
O
3

[=9

Obréazek 5. Schéma DNA vektoru pCR.1-TOPJ a uspoadani jeho klonovaciho mista. Schéma
zahrnuje paadi mist pro restrikni endonukleazy v klonovacim mistnazanené ,pe nivajici* 3’-
deoxythymidiny s kovalentn vazanymi molekulami topoizomerazy, geny kodujiekzistenci na
ampicilin a kanamycin a dali vlastnosti plazmiglasmid pCR2.1-TOPG ma velikost 3931
nukleotid . (Obrazek byl vV poznm né podob pevzat zwebovych stranek:
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/K451020

3.1.3 Bun né linie — modely MDS

OCI-M2 Lidské buky AML. MDS bun na linie transformovana
do eyrtoleukemie (AML M6). Byla vytvena v roce
1984 z leukemickych buk 56-letého pacienta. (DSMZ,
Braunschweig, Nmecko; ACC 635)

SKM-1 Lidské buky AML. MDS bun na4 linie transformované
do akutni monoblastické leukémie (AML M5). Byla
vytvo ena vroce 1989 <z periferni krve 76-letého
japonského pacienta. (DSMZ, Braunschweigmecko;
ACC 547)
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3.1.4 Vzorky pacient s MDS/AML a kontroly

Od roku 2006 se na naSem pracovisti zasluhou MB@ny Jondsove z I. interni kliniky —
kliniky hematologie VSeobecné fakultni nemocniceraze shroma dily vzorky kostni en

(a periferni krve) od 44 pacient 54 nezavislych vzorcich. Tato prace ptdba s podporou
vedeni Kliniky, jmenovit Prof. MUDr. Marka Trnného, CSc. Vzorky byly od pacient
ziskany na zakladinformovaného souhlasu (v souladu s po adavky idske deklarace). Jde
0 pacienty s MDS ve vySSim riziku @tini-2/vysoké riziko podle IPSS) a AML. Soubor
pacient se sklada ze 32 mua 12 en. Median pacienie 67 let (v rozmezi od 57 do 83 let).
Diagnostické a prognostické zhodnoceni bylo promede souladu s postupem WHO
(http://mww.ncen.cort RAEB 1 (5 pacienf), RAEB 2 (17 pacien), AML (s dysplazii ve

t ech liniich) s 20-30% blastv kostni deni (12 pacinet), AML s dysplazii ve &ch liniich a
vice ne 30% blast v kostni deni (9 pacient) a erytroleukemii (1 pacient). VSechny
pacientské vzorky byly odebrany v dotliagndézy onemocmi a ped zapoetim 1é by AZA.
Klinické Udaje a parametry pacierjsou popsany ni e (Tabulka 5 a Tabulka 6). Jakatialy
bylo pouito pt komern pipravenych a dodanych vzorkCD34+ progenitor z normalni
lidské kostni den od spolenosti Lonza (kat.islo 2M-101C).

Facienti na lécbé AZA, kiefi jiz umpeli
Datum diagndry| Datum LAZA| Omatenl | PU1 mRNA Wik AL Veorek |[Hagn6:a Cytogenitiks BAZA oyl 05 na AZA [misice] | 08/Dg [mitsice)
2711 2008 16:8.2010 V10 & O |R|“| ER1-2 5 5 b
1952008 17.6.2009 Vist i BKO |FU||EE 2 3 1 i
442008 15.6.2009 vin B2 AN plad AZA |HAEB ] dabrd 1 1 16
1010110 Pl Rl | VN ] AHO |R|“| EBZ Fi i ]
52010 185010 V29 i ] pledAZs  |RAEB2 F ] 1
10541 66.2011 Vags 7 ANO pled A2 |T-AML/MDS do 30% 1 1 1
004 511,010 Vigh 5 ANO progradavalo do MDS-RAEB 2 3 3 it
483008 1152004 Vi il AKD pfedAZs  |RAEB| dobrd 1 i i
1632010 | niam | v ] AND pled AZA |M PO/AML  [ipatnd 3 i 6
1232009 1152008 vz {15 ] % AH0 |HHEB-2 2GRV 1P 20 9 10 1
462008 16.5.2010 V49 14 15 AND plad AZA |RHEB Zf'NHL dabird 3 i I
1942010 24,2010 Vi 14 3] ANO pled AZA |nML.:’MDSc3|:]?1'. ipatrd 1 1 11
WI0HM | 181300 Vile ] £2 Ana oo .cyklu/CRI |H.|“|EB 2 inatnd 11 1 17
482005 1152008 LFili] 14 i hno phed AZA |R|'\EE 1 dobird 1 1 1]
132000 | 284200 258 4 B Ant pled AZA |AML-“MDS:3{]'.!'E ipatnd 1 H 2
1742010 462010 V25 1% i Ana pled AZA |H|“|EB 1 ipatnd 1 3 i
1497010 HWEN010 i34 550 15 hno o Aoy PR |R|'\EB] ipatnd 7 10 i |

Tabulka 5. Klinické Udaje pacient s vy$Sim rizikem MDS (stdni-2/vysoké riziko podle IPSS) a
MDS/AML |é enych AZA, ktei ji zem eli (17 vzork pouitych ve Vysledkovém obrazku 1B).
V tabulce jsou zleva doprava uvedeny nasledujicrmatry: datum diagnézy, datum nasazeni prvniho
cyklu l1é by AZA, kédové oznaeni vzorku, hladina PU.1 mRNA exprese v CD34+ pnitgeech, vk
pacienta, léba AZA (ANO/NE), diagnéza, progndéza onemaah vychazejici z cytogenetického
nalezu, poet cykl 1é by pomoci AZA, odpov na AZA (PD - rozvijejici se onemoari; PR —
astena remise; HI — hematologické zlepSeni; Cri — katiplremise (ne ve vSech parametrech); SD
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— stabilni prb h nemoci; NA — odpov neni znama), status eiti pacienta (ije/zemel); doba
celkového pe iti (OS) na AZA (v msicich) a doba celkovéhogpiti od data diagnézy (v nsicich).

Tabulka 6. Klinické Udaje pacient s vy$Sim rizikem MDS (stdni-2/vysokeé riziko podle IPSS) a
MDS/AML pro vSech 44 pacients MDS (v 54 nezavislych vzorcich) zahrnutych do tdizertani
prace. V tabulce jsou zleva doprava uvedeny ngtécharametry: datum diagn6zy, datum nasazeni
prvniho cyklu léby AZA, kddové ozneeni vzorku, hladina PU.1 mRNA exprese v CD34+
progenitorech, \k pacienta, léba AZA (ANO/NE), diagndza, progn6za onemoatihvychazejici z
cytogenetického nélezu, pet cykl 1é by pomoci AZA, odpov na AZA (PD - rozvijejici se
onemocnni; PR — astena remise; HI — hematologické zlep3eni; Cri — katiglremise (ne ve viech
parametrech); SD — stabilni jr h nemoci; NA — odpov neni znama), status giti pacienta
(ije/zem el); doba celkového piti (OS) na AZA (v msicich) a doba celkovéhoeiti od data
diagnozy (v msicich).
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3.1.5 My3i model AML (PU.1"%€ 7

Transgenni myS byla vytvena na bném pozadi 129SvMus musculus.Vytvo eni
transgenni mysi je popsano v odborné litemi{Rosenbauer et al., 2004). Transgenniezvi
nese deleci v rozsahu 3,4kb v oblasti URE lokakemwho 14 kb nad mistem transknfho
po atku genu PU.1. Homozygotni mysi jsou ivé a faitibokud jsou mladé, umiraji veku
3-8 msic na nasledek AML a s tim souvisejicimi zdravotnkominplikacemi. Homozygoti
maji expresi PU.1 sni enou o 80%. Heterozygotniantrti mysi jsou ivé, fertilni a zcela
normalni na vzhled a chovani. My&i model AML PW3" byl laskav poskytnut Dr.
Ulrichem Steidlem a Dr. Danielem G. Tenenetdazvard Stem Cell InstitutedBoston, MA,
USA.

3.1.6 Primery a hydrolyza ni sondy
Primery na PCR ke studiu DNA metylace v oblasti URE

PU.1-URE-F GAGAAATGGTTTTTTTGTGATTT

PU.1-URE-R ACAACTACCCCTATTTCCACAT

Primery byly navr eny tak, aby PCR pokryla isek DAvelikosti 404 bp v regulai oblasti
URE lidského genu PU.1. V této oblasti se nach@zCpG ostrvk , kde m e na cytosinu
dochéazet k metylaci DNA (Obrazek 6). Podoba primeychazi ze skutaosti, e DNA
proSla bisulfitickou konverzi. Jeden z dvojice pgimje oznaen jako F (forwrad, ved) a
druhy jako R (reverse, zf).
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Obrazek 6. Sekvence lidského URE genu PU.1 s vyemymi, oislovanymi CpG ostivky (na
nich dochazi k metylaci DNA) a vyznanymi sekvencemi primema PCR.

Primery normaliza nich (host-keeping) gen pro qPCR

Tabulka 7. Primery normalizanich (host-keeping) genpro qPCR Primery, jejich oznani zaina
pismenem h (human; lidské), byly pou ity jako notiza ni kontroly pro stanoveni exprese mRNA
vybranych gen v MDS CD34+ progenitorech a MDS bumych liniich. Primery, jejich oznaeni
za ind pismenem m (murine; mysi), byly pou ity jakormaliza ni kontroly pro stanoveni exprese
MRNA vybranych gen v CD117+ pozitivnich bukach z kostni &én AML a wt mySi. V ka dé
dvojici primer je jeden oznaen jako F (forwrad, ved) a druhy jako R (reverse, zp Primery byly
navr eny s pomoci programu ProbeFinder Version 2.45
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Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranych genmetodou gPCR

Tabulka 8. Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranych geetodou qPCR Primery, jejich
oznaeni zaind pismenem h (human; lidské), byly pou ity prargiveni exprese mRNA vybranych
gen v MDS CD34+ progenitorech a MDS bunych liniich. Primery, jejich oznaeni zaina
pismenem m (murine; mysi), byly pou ity pro stanovexprese mRNA vybranych gew CD117+
pozitivnich bukach z kostni &en AML a wt mySi. V ka dé dvojici primer je jeden oznan jako F
(forwrad, vped) a druhy jako R (reverse, p Primery pou ivajici Roche hydrolyzai sondy byly
navr eny s pomoci programu ProbeFinder Version 2.45

Hydrolyza ni sondy Roche (TagMan) pouité pro kvantifikaci exprese mRNA
vybranych gen

Princip hydrolyzanich sond TagMan spdva na 5 3~ exonukeazové aktivit Taq

polymerazy. Hydrolyzani sonda je v kompaktni podolbvo ena kratkou sekvenci, ktera méa

42



na sveém 5°-konci navazanou fluoresa@nznaku a na 3"-konci latku, ktera potlge
fluorescenci (tzv. zh&Se Taq polymerdza po hybridizaci sondy na komplementéiioivou
sekvenci DNA v oblasti pokryté primery odgtje ve fazi PCR-extenze od zeaé sondy
fluorescenni znaku. Ta se dostdva mimo dosahspbnosti zhaSe a jeji fluorescence je
meena pistrojem. Pednosti sond systému TagMan je jejich vysoka sjoéeif
Fluorescemi signal vznika pouze vipad hybridizace sondy s jeji specifickou cilovou
sekvenci, take se eliminuje mo nost zachyceni &lgn z nespecificky namno enych
produkt PCR. Této vlastnosti jsme vyuili pm eni genové exprese, kde jelaita co
nejpesnjsi kvantifikace vznikajiciho produktu bez zkresledaného faleSn pozitivnim

signalem.

Tabulka 9. Hydrolyza ni sondy Roche pou ité pro kvantifikaci exprese niRWbranych gen.

Primery na ChIP zaji§ ujici namno eni usek DNA v oblasti URE a dalSich oblastech

v pozici 5 k mistu transkrip niho po atku genu RU.1

Pro detekci histonovych modifikaci metodou ChlIP gsuyu ili Fast SYBR Green master
Mix. SYBR Green je cyaninové barvivo interkata nespecificky vazajici dvat zcovou

DNA. Vyhodou tohoto systéemu je, e je levny, jedoeotly a nevy aduje pou iti sondy (pro
ka dou unikatni namno enou sekvenci). Zarovee vyznauje vysokou senzitivitou, co je

pro detekci pitomnosti uritych histonovych modifikaci vyhodné.
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Tabulka 10. Primery pou ité v metod ChIP na mapovani histonovych modifikaci ve vzdabbn
regula nich oblastech lidského genu PU.1. V ka dé dvagjidmer pokryvajicich uritou oblast (jeji
lokalizace uvedena v zavorce je vzta ena k mistudffa transkripce genu PU.1) je jeden oam
jako F (forwrad, vped) a druhy jako R (reverse, zp

Tabulka 11. Rovnice popisujici standardniikky dvojic primer pou itych v metod ChIP. Dvojice
primer je oznaena islem vyjadujicim lokalizaci useku namno enych PCR vzta enoumkstu
po atku transkripce genu PU.1 (v kb).
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VySe uvedené primery pou ité v metodach PCR, gPCRh# byly pipraveny spojenim
alikvot odebranych ze zasobnich 200 mM roztpkimeru F a primeru R fslusné dvojice
primer tak, e vysledny roztok m koncentraci 20 mM. Primery byly rozpugy ve sterilni

destilované vod

3.1.7 Protilatky

Ozna eni protilatky Klon Pou iti Vyrobce Kat. islo
PE-anti-human CD34 581 FACS BD Biosciences (072315147 )
FITC-anti-mouse CD11b M1/70 FACS Biolegend 1®8.20
APC-anti-human CD11b ICRF44 FACS Biolegend 301310
FITC-anti-mouse CD117  2B8 MACS Biolegend 105806
Anti-FITC MicroBeads MACS Miltenyi Biotech 13048-701
Anti-Actin —HRP kon,;. [-19 wB Santa Cruz Biotechsc-1616HRP
Anti-PU.1 rabbit polyk. T-21 WB Santa Cruz Biatec sc-352
Anti-Rabbit IgG-HRP konj. WB Jackson Immu.Lab. ot80919
Anti-H3K9acetyl ChiP Upstate 07-352
Anti-Histone H3K9trimethyl ChiP Abcam ab8898
Anti-Histone H3 trimethyl K4 ChipP Diagenode pPAI050
Normal Rabbit IgG ChiP EMD Biosciences  NIO1

3.1.8 Pou ité cytokiny

Cytokin Vyrobce Kat. islo
G-CSF (Neupogen) Amgen (z 1é€karny)
Humanikine- GM-CSF Sigma Aldrich H5666-5UG
M-CSF (human recombinant) Sigma Aldrich SRP4280G
Human Stem cell factor Cell Signaling Technologs®25

3.1.9 Chemikalie, enzymy a standardy molekulovychrhotnosti

Chemikalie Vyrobce Kat. islo

Agarose | Amresco 0710
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Albumin, from bovine serum (BSA)

Annexin V-FITC
Azacitininum/Vidaza

Biocoll Separating Solution
Bradford Reagent

Briliant Blau R 250
Deoxycholic acid, sodium salt
Dimethylsulfoxid
DL-Dithiotherotol (DTT)
dNTPs Mix (nukleotidy)
EDTA

EGTA

Ethanol 99% p.a.

Fast SYBR Green master Mix
Formaldehyde 37% solution
Glycine

Glycerol

HEPES

Chloroform p.a.

lgepal CA-630
Isopropylalkohol p.a.
Kyselina octova 99% p.a.

LA PCR Buffer Il (M¢* plus) (10x)

Linear acrylamide
Methanol HPLC
Nuclease eliminator

Ponceau S

Precision Protein Dual Color Standards

Propidium jodid

Protease Inhibitor Cocktail (P8340)

Protein-A-agarose
Protein-G-Agarose
Proteinase K

Ribonuclease A

Sigma-Aldrich A3
Miltenyi Biotech 120-002-355
Celgene Europe, Ltd. (z lékarny

Biochrom AG L6115

Amresco ES30
Carl Roth GmbH Art.3862.2

Amresco 0613
Carl Roth GmbH A994.2
Amresco 0281
Takara Bio (samostatreprodavan)
Riedel-deHaén 27270
Amresco 0732

Petr Svec — Penta 02862 1

Life Technologies 43856

Electron Micro. Scienc. 5680
Amresco 0167
Amresco 0854
Amresco 0485
Petr Svec — Penta 25692 1
Sigma-Aldrich 18896
Petr Svec — Penta 59300 1

Petr Svec — Penta 457311
Takara Bio (samostatmeprodavan)
Life Technologies AM9520
Carl Roth GmbH P717.1
Amresco E891

Sigma-Aldrich P3504

BIO-RAD 10374
Sigma-Aldrich P4170
Sigma-Aldrich P8340

Sigma-Aldrich P7786
Sigma-Aldrich P4691
Sigma-Aldrich P4850
Sigma-Aldrich R4642
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RiboZol

Sodium dodecyl sulfate

Sodium chloride

TaKaRa LA Tag™ Hot Start Version
TagMan Universal master Mix Il
Tris-Hcl Ultrapure grade

Triton X-100

Tween 20

3.1.10 Roztoky, pufry

Komer n dodavané pufry

Annexin V vazebny pufr (10x)
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)

Amresco
Amresco
Amresco
Takara Bio
Life Technologies
Amresco
Amresco

Amresco

Vyrobce

Apronex s.r.o.

Life Technologies

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Life Technoésg

PBS — Dulbecco (10x)

Pufry a roztoky vlastni vyroby

RIPA lyza ni pufr (WB)

11% formaldehydovy roztok (ChlP)

Lyza ni pufr | (ChIP)

Biochrom AG

N580
M107
0241
RRO42A
424788
0234
0694
077

Kat. islo

(sanatrst neprodavan)
o7
NPO00O1
L1835

Slo eni (kone n& koncentrace)

50 mM Tris-Hcl; pH 8,0; 137 mM NaCl;%d
Igepal CA-630; 0,5% Deoxycholic acid sodium
salt; 0,1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail

(ed ni 1:1000)

11% formaldeh®iM NaCl; EDTA(pH 8,0);

1ImM EDTA; 0,5mM EGTA;

(pH 8,0)

50mM HEPES

50 mM HEPES-KOH (pH 7,5); 140 mMadl;
1mM EDTA; 10% glycerol; 0,5% Igepal CA-
630; 0,25% Triton X-100
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Lyza ni pufr Il (ChIP)

Lyza ni pufr lll (ChIP)

Paro’s IP pufr (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr | (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr 1l (ChIP)

Pufr pro Proteinasu K (ChIP)

MACS pufr

1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 mM EGTAH 8,0);
10 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 200 mM NacCl

1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 mM EGT4pH 8,0);
10 mM Tris-Hcl (pH 8,0)

0,02% SDS; 2% Triton X-100n¥ EDTA (pH
8,0); 40 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 300 mM NacCl

0,1% SDS; 1% Tridi00; 2 mM EDTA (pH
8,0); 20 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 50 mM NaCl

0,1% SDS; 1% Trit¥nl00; 1% EDTA (pH
8,0); 20 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 500 mM NaCl

0,5% SDS; 25 mM EDTpH(8,0); 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 100 mM NaCl

0,5% albumin z bovinniho séra; 2 mM EDTA

v PBS (pH 7,2)

3.1.11 Média, bun na a bakterialni kultivace

Médium, kultiva ni substrat

FBS

IMDM

LB Agar

LB Broth, Miller (Luria-Bertani)
NEAA (100x)
Penicillin-Streptomycin solution
RPMI -1640

S.0.C. Medium

Vyrobce Kat. islo
Biochrom AG S0115

Sigma-Aldrich 13390
Sigma-Aldrich L2897
Amresco J106
Sigma-Aldrich M7145

Amrecso K952

Sigma-Aldrich R7388

Life Technologies 15544-034
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3.1.12 Komern dodavané sady

Komer n dodavana sada

DNeasy Blood and Tissue Kit

ECL Plus Western Blotting Detection System

EpiTect Bisulfite Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

iBlot Gel Transfer Stacks, PVDF, Mini
iScript cDNA Synthesis Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Zyppy Plasmid Miniprep Kit

3.1.13 Specidlni pistroje a jiné vybaveni

P istroj

7900HT Fast Real-time PCR System
AutoMACS

Biophotometr

BD FACS Aria llu

BD FACS Cantoll

Bioanalyzer 2100

CL-XPosure Film (Clear Blue X-ray Film)
Genetic Analyzer 3500

iBlot Gel Transfer System

Mastercycler Gradient
Spectrophotometer ND-1000

NUuPAGE 10% Bis-Tris Gel 1.5mm X 10 well
Digital sonifier M500
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Vyrobce Kat.islo
Qiagen 69504
GE Hezlte RPN2132
Qiagen 59104
AppliBiosystems 4368814
Life Techngies  1B4010-02
BIO-RAD 170-8891
Qiagen 28704
ZymoResearch D4020
Vyrobce
Life Technelg

Milteny Biotec
Eppendorf
BD Biosciences
BD Biosciences
Agilent Technol.
TherrBaientific
Life Technologies
Life Technologies
Eppendorf
NanoDrop Technol.
Life Tewlogies
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3.1.14 Specialni pata ové programy

Program Vyrobce

FACSDiva software v.6.1 BD Biosciences
Chromas 2.33 Technelysium Pty Ltd
TIGR MultiExperimentViewer 4.0.01 TM4 Microarr&oftware
3.2 Metody

Nasledujici podkapitola obsahuje ef hlavnich metod a pracovnich postugyu itych p i

vypracovani této dizertai prace.

3.2.1 Pracovni postup pi nakladani se vzorky pacient s MDS, mySimi c-Kit+ bu kami

a modelovymi bun nymi liniemi pro MDS

Vzorek odebrané kostni & pacient byl naed n sterilnim PBS v pormmu 1:1. Naed ny
vzorek byl v pomru 1:1 opatrn navrstven na separa roztok hydrofilniho polymeru Biocoll
v 50 ml centrifugani zkumavce. Takto naneseny vzorek byl centrifugova vykyvném
rotoru za pokojové teploty 20 minut na 2000 dtain. Ze vzniklého hustotniho gradientu na
rozhrani dvou fazi byla separovana frakce monorukieh bunk. Tato frakce byla promyta
10 ml PBS centrifugaci 5 minutip4°C na 1250 ota/min. Tato pe iSt na frakce byla 24
hodin kultivovana g 37°C a 5% atmosfé CQ v médiu IMDM s 10% FBS, 1% roztokem
NEAA, 1% roztokem antibiotik (penicilin-streptomygia stem cell factorem (20 ng/ml). Za
24 hodin se metodou pokové cytometrie na BD FACSAria llu separovaly g Mdily
progenitorové buky CD34+. Pou ita byla protilatka PE-anti-human CD{%81].

Mysi c-Kit+ (CD117+) buky byly pipraveny z vypreparovanych stehennich a holennich
kosti mysi PU.1"RE" a normalnich wt mysi. Kosti byly proplachnuty kjai stika kou

s PBS. Zbunné suspenze 1xi0Obunk byla nasledn vytid na pomoci metody
magnetického sortovani naigtroji AutoMACS populace c-Kit+ bulk. Byla pou ita
protilatka FITC-anti-mouse CD117 [2B8] a nésledbyly bu ky vytid ny pomoci
magnetickych anti-FITC MicroBeads dle navodu vymbc
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Bu ky bun nych linii OCI-M2 a SKM-1 byly kultivovany p 37°C a 5% atmosfé CQ
v médiu podle doporeni dodavatele. Pet bunk v kultu e byl stanoven jejich sp@anim

v Birkreov kom rce.

3.2.2 Pracovni postup pi testovani AZA na modelovych bun nych liniich pro MDS,
mysSich c-kit+ bu k&ch z kostni den a CD34+ progenitorech z pacient MDS.

Na bun nych kulturach linii OCI-M2 a SKM-1 byl proveden todicky experiment
s ovlivn nim bunk r znymi koncentracemi AZA po dobu 24 hodin a nasledrsm enim
bun né ivotnosti na prtokovém cytometru (viz kapitola 3.2.8). AZA bylipraven jako
erstvy roztok rozpushim 25 mg prasku v 10 ml sterilni destilované vadyasledn p idan

v p islusném objemu do 10 ml bumé kultury tak, aby jeho vysledna koncentrace kel
dosahla hodnot 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM n&lopM (Obrazek 7). Na zéklad
experimentu byly stanovenyi subletalni vysledné koncentrace AZA - 1 puM, 2ud/i5 M,
které byly dale pou ivany pro gobeni na bunné linie, mysi c-Kit+ buky izolované z
kostni den a CD34+ progenitory ze vzorkkostni den pacient s MDS. Buky byly
ovliv ovany AZA po dobu i dn , ka dych 24 hodin ve &ch stejnych davkach (1 uM, 2 uM
nebo 5 pM). Roztok AZA byl rd ka dym pidanim pipraven jako erstvy vySe uvedenym
zp sobem. H studiu vlivu cytokin na buky MDS se vdy 6 hodin pd pidanim ka dée
davky AZA pidal k bu kdm pislusny cytokin (G-SCF, GM-CSF a M-CSF) v takovém

objemu, aby jeho vysledna koncentrace v keltoyla 50 ng/ml.
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Obrazek 7. Metodicky experiment stanoveni subletalnich kotreei AZA na modelovych
bun nych liniich SKM-1 a OCI-M2. AZA psobil na bun né linie v rznych koncentracich 24
hodin. Po uplynuti této doby byla zrena apopt6za a ivotnost bunzp sobem popsanym v kapitole
3.2.8. Jako vhodné subletalni koncentrace AZA hgtgrany 1 uM, 2 uM a 5 uM, kde buma
ivotnost u obou linii po 24 hodinach inkubace sARB esahla 60%.

3.2.3 Izolace RNA a pepis na cDNA

Z bun né kultury bylo odebrano 2x3ax1® bunk do 1,5 ml centrifugani zkumavky a
centrifugovano p pokojové teplot 5 minut na 2200 otdmin. Peleta burk byla
resuspendovana v 500 ul PBS atopentrifugovana p pokojové teplot 5 minut na 2200
ota ./min. Peleta burk byla lyzovana v 400 ul RiboZolu a ponechana 1Aunha pokojové
teplot . K bun nému lyzétu bylo pdano 60 pl pedchlazeného chloroformu, promichano na
michace vortex po dobu 15 sekund a centrifugovan@gpkojové teplot 10 minut na 14000
ota ./min. Po centrifugaci byla horni vodna fazeemqesena do nové 1,5 ml centrifuga
zkumavky, spojena s chloroformem v objemu 1:1 arficbana a centrifugovana stejjako

v p edchozim kroku. Svrchni vodna faze byleemesena do nové 1,5 ml centrifuga
zkumavky a byl k ni pdan 1 pl linear acrylamide a isopropylalkohol yeshu 1:1. RNA
byla uchovana v izopropylakoholugs noc p teplot -20°C a druhy den vyprecipitovana

centrifugaci p 4°C 40 minut pi maximalnich otakach. RNA peleta byla promyta 500 pl
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75% ethanolu, centrifugovana g°C 10 minut pi maximalnich otakach a naslednzbavena
zbytk ethanolu (jeho odpanim) a rozpusha ve 30 ul destilované vody. Kvalita (integrita)
RNA byla ov ena na gdstroji Bioanalyzer 2100 podle n&vodu udavanéhoobgem.

Koncentrace aistota RNA byla stanovena naigtroji Spectrophotometer ND-1000.

Z RNA izolované z modelovych bumych linii pro MDS byl odebran 1 pg do 20 pL
celkového objemu jedné reakce nags do cDNA pomoci iScript cDNA Synthesis Kit.
Reverzni transkripce probla na pistroji Mastercycler Gradient vahto krocich: 1) T=25°C,
5 minut; 2) T=42°C, 30 minut; 3) T=85°C, 5 minuj; B=4°C, 5 minut. Repsana cDNA byla

naed na vodou do kon@ého objemu 50 pl a uchovana na -20°C k dalSimutpou

Z RNA izolované ze vzork ziskanych od pacients MDS a z mysSich c-Kit+ buk kostni
d en byl odebran 1 pug do 20 ul celkové reakce repis do cDNA pomoci High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kitu se specifickymirpery. Reverzni transkripce prdila na
p istroji Mastercycler Gradient vehto krocich: 1) T=25°C, 10 minut; 2) T=37°C, 120at;
3) T=85°C, 5 minut; 4) T=4°C, 5 minut. épsana cDNA byla nad na vodou do kon@ého

objemu 50 pl a uchovana na -20°C k dalSimu pou iti.

3.2.4 Kvantitativni PCR v redlném ase (QPCR) a vyhodnoceni RNA exprese

PCR reakce byla nejprveipravena odden ve dvou druzich snsi: v cDNA-smsich pro
ka dy jednotlivy vorek a primer-snsich pro ka dy jednotlivy gen, jeho exprese byla
studovana. Naslednbyly tyto reakni smsi postupn napipetovany opakovaci pipetou na
desti ku o 384 jamkéach tak, aby do ka dé jamky byla napwana kombinace z jedné cDNA
smsi (a4 pl) a z jedné primer ssi (a 4 pl). Celkovy objem PCR reakce na jednu jatmid
8 pl. Kada PCR reakce (unikatni kombinace cDNA sima primer smsi) byla v daném
experimentu napipetovana jako duplikat.
Slo eni PCR reakce s hydrolyzaimi sondami (pro jednu jamku):

1) cDNA sm s: TagMan Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,5 ¢DNA 0,5 pl

2) primer sms: TagMan Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,7 pkimer 0,2 pl;

hydrolyza ni sonda Roche 0,1 pl

Slo eni PCR reakce s barvivem SYBR (pro jednu jajnku

1) cDNA sm s: Fast SYBR Green master Mix 2 ul; voda 1,5 pINéD0,5 pl

2) primer sms: Fast SYBR Green master Mix 2 ul; voda 1,7 pimpr 0,3 ul
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gPCR probhla na pistroji 7900HT Fast Real-time PCR Systemistoj etl fluorescenni
signdl ve fazi polymerizace iimasedani primerna templat.

Pro PCR reakci (TagMan) jsme vytionasledujici program: Pa@te ni denaturace; 40 cykl
(T=95°C, 15 sekund; T=60°C; 1 minuta).

Pro PCR reakci (SYBR) jsme vytild nasledujici program: Pate ni denaturace; 40 cykl
(T=95°C, 10 sekund; T=60°C, 20 sekund; T=72°C; &sd).

PCR byla vyhodnocena tak, erQiodnoty (hodnota PCR cyklu, kdy amplifika k ivka

p ekro i prahovou hodnotu fluorescariho signalu umishou do faze exponencialnihostu
kopii PCR produktu) pro specificky PCR produkt/d€hspe byly odeteny od CT hodnot
pro pislusny normalizani gen (Gnorm). Relativni hodnota exprese mRNA byla vymma
jako prm r hodnot Z“TnormTsped v duplikatu pro kady vzorek s uenim standardni
chyby m eni. Hodnoty byly vyneseny do grah statisticky analyzovany. Pro analyzu byl
pouit také Studentv t-test. V programu TIGR MultiExperimentViewer 40Q byly
vytvo eny tepelné mapy” ilustrujici zmy genové exprese, sptany K-prmry a
provedena hierarchicka shlukova analyza expregriafil vybranych gen podle algoritmu:
1) shluky gen; 2) po et shluk = 1; 3) maximalni pcet opakovani = 50; 4) genovy strom; 5)

vzdalenost shlukdana Pearsonovou korelaci/absolutni vzdalenost.
3.2.5 Penos proteinu a inkubace s protilatkou (Western Bltt)

Z bun né kultury bylo odebrano 3xi0bunk do 1,5 ml centrifugani zkumavky a
centrifugovano p pokojové teplot 5 minut na 2200 ot&dmin. Peleta burk byla promyta
v 500 ul PBS a o centrifugovana p pokojové teplot 5 minut na 2200 ot&dmin. Peleta
bun k byla lyzovana ve 200 ul RIPA lyzaim pufru na ledu po dobu 12 minut. sse 3, 6, 9
a 12 minut lyzace byl lyzat promichan 15 iriena michace vortex. Lyzat byl dale sonikovan
na pistroji Digital sonifier M500 umishém v mistnosti s teplotou 4-6°C. Cela sonika
procedura zahrnovala 3 cykly po 1 sekusdnikace se dwna p tisekundovymi pestavkami.
Amplituda sonikaniho ostnu byla 50%. Ihned po skeni sonikace byl lyzat umist na 10
minut na led. Pomoci Bradford Reagent byla staneyaoteinova absorbance v buném
lyzatu. Jako normalizai kontrola byl pou it 1 pul RIPA lyzaniho pufru + 99 ul Bradfordu,
vzorek byl m en jako 1 pl lyzatu + 99 pl Bradfordu. Absorbanggabm ena v 8,5 mm
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kyvetach na pstroji Biophotometr. Pomoci kalibrai k ivky sestrojené na zaklad edici

ady BSA byla vypoitana koncentrace proteiwe vzorcich.

RIPA lyzat v objemu odpovidajici 20 ng proteinu lpyidan k 6 pl NUPAGE LDS Sample
Buffer (4x), 2 ul denaturaiho inidla DTT a doplnn do 24 ul pomoci NuPAGE MOPS
SDS Running Buffer (1x). Protein byl denaturovdn7@C po dobu 10 minut a nésledn
nanesen na NUPAGE 10% Bis-Tris Gel unmnigt do elektroforetické aparatury napteé
NuPAGE MOPS SDS Running Bufferem. Vzorky byla namgsdo jamek a analyzovany
elektroforeticky (150 V, 125 mA, 90 minut). Gel bylynadan z pouzdra, umist do
aparatury pedem pipravenych elektrod iBlot Gel Transfer Stacks a&kpyt membranou
z materidlu PVDF. Aparatura byla umish v penosovém pstroji iBlot Gel Transfer
System. Renos probhl podle programu P2 suchym zmbem 7 minut. Membrana
s penesenymi proteiny byla @d inkubaci s primarni protilatkou blokovana 45 utin 7,5%
odtu n ném mléku v PBS s fwlavkem 0,1% Tween 20. Inkubace membrany s primarni
protilatkou Anti-PU.1 rabbit polyk. [T-21] €d na 1:600 v 7,5% odtm ném mléku v PBS

s pidavkem 0,1% Tween 20 ) prdila pes noc p 4°C na vykyvné platforma pokraovala
45 minut na té e platformp i pokojové teplot. Po inkubaci byla membrana promyta 3x20
minut v nadbytku PBS + 0,1% Tween 20. Inkubace edaursdarni protilatkou Anti-Rabbit
IgG konjugovanou s HRP €d na 1:4000) prothla 60 minut na vykyvné platformp i
pokojové teplot. Po inkubaci byla membrana promyta 3x20 minut dytku PBS + 0,1%
Tween 20. Po promyti bylo na membranwsgbeno luminolem podle navodu vyrobce ECL
Plus Western Blotting Detection System. Specifipkd@einové prou ky PU.1 byly v znych
expozinich dobach zobrazeny na filmy CL-XPosure Film. kantrole naneseni stejného
mno stvi proteinu ve vSech vzorcich poslouila pi@tka Anti-Actin —HRP konj. [I-19]

( ed na 1:2000).

3.2.6 Chromatinova imunoprecipitace

Z bun né kultury bylo odebrano 5xi®un k a zpracovano zgobem popsanym v odborné
literatue (Burda et al., 2009). Pimunoprecipitaci byly pou ity protilatky Anti-H3Racetyl
(2 pl na jeden vzorek IP), Anti-Histone H3K9trimgthAnti-Histone H3 trimethyl K4 a
kontrolni protilatka Normal Rabbit IgG (5 pl na gdvzorek IP). DNA z imunoprecipitat
byla zm ena pomoci PCR v namno enych u(secich nachazejideh nad mistem

transkripniho poatku genu PU.1 (-17,5 a -9,7 kb nad transkmijpn po atkem). Tyto
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namno ené useky odpovidaji oblastem -14/-15kb ny&IRE a jeho okoli (h -17,5 kb, -16,6
kb a -15,9 kb); -12 kb pozitivni regulsi oblasti (h -13,4 kb); -10 kb pozitivni reguhé
oblasti (h -11,0 kb) a -8 kb pozitivni regutd oblasti (h -9,7 kb). Byly pou ity i primery
namno ujici DNA dalSich evolin konzervativnich Usek(-15,62 kb, -15,28 kb a -14,36 kb).
Useky amplikon pro PCR jsou anotovany v UCSC (Obrazek 8). Prinpeny ité v PCR a
standardni kvky pro PCR reakce smito primery jsou uvedeny vySe (Tabulka 10 a Tabulk
11). Pitomnost epigeneticky vyznamnych modifikaci histom chromatinu (,procento
inputu®) je definovana jako pet kopii specifického useku DNA v ka dém imunoppetitu
vzta ena k potu kopii tého Useku v inputu pou itém pro imunopigtaci v ed ni 1:100
(1% input DNA). Od hodnot ,nabohaceni® (procentautu) ziskanych imunoprecipitaci se
specifickou protilatkou byla odeena hodnota ,nabohaceni“ (procenta inputu) praotriodmi,

nespecifickou protilatku.

Obrazek 8 Genovy lokus PU.1 (nad mistem transkniino po atku) jako snimek programu UCSC
browser. Obrdzek ukazuje miru evailiho zakonzervovani utych Usek DNA naznaujici jejich
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vyznam pro regulaci genové exprese. Zakonzervoy&ngjis ovdno srovnanim sekvenci DNA

r znych savc (makak, mys, pes, slon, \iee). Sipkami jsou naznany pozice Useknamno enych
PCR udavané v kb ed mistem transkrimiho po atku PU.1, modrozeleny box nad schématem udava
p ibli nou pozici oblasti URE.

3.2.7 Pr tokova cytometrie

Z bun né kultury bylo odebrano 5x1®un k do kyvety urené pro prtokovy cytometr BD
FACS Aria llu (umo uje tid ni bunk podle antigenu), nebo BD FACS Canto I, dopio
do objemu 4 ml sterilnim PBS a centrifugovano45C 5 minut na 1490 otdmin. Peleta
bun k byla promyta ve 2 ml PBS a dpcentrifugovana p 4°C 5 minut na 1490 otdmin. Po
centrifugaci byla peleta ponechana ve zbytkovénerahj PBS cca 100 pl. Alternativibyly
bu ky ur ené na meni apoptozy/ ivotnosti promyty ve 2 ml (1x) AnnexV vazebného

pufru.

Ve zbytkovém objemu 100 ul PBS byly by progenitor ziskanych od pacients MDS
inkubovany s protilatkami PE-anti-human CD34 [58A) ul protilatky/vzorek) a/nebo FITC-
anti-mouse CD11b [M1/70] (0,5 ul protilatky/vzorek)bu ky modelovych bun nych linii
MDS s protilatkou APC-anti-human CD11b [ICRF44](bna vzorek) po dobu 30 minut na
ledu a ve tm. Nésledn byly bu ky promyty ve 2 ml PBS centrifugaciipt°C 5 minut na
1490 ota./min. K pelet bun k bylo napipetovano 300 ul PBS a ly byly zm eny na
expresi povrchovych antigema pr tokovém cytometru BD FACS Canto Il nebo BD FACS
Aria llu. Na BD FACS Aria llu byla alternativnhpozitivni populace vytd na do zvlas

k tomu urené kyvety s PBS. Experiment byigraven na zakladzm eni autofluorescence
neznaenych bunk. Ped m enim obma protilatkami zarove v jedné kyvet byla na
zéklad m eni exprese ka dého flouroforu (PE, FITC) samostatrjednotlivych kyvetach
provedena kompenzace signaVyhodnoceni meni bylo provedeno vramci prostli
programu FACSDiva Software v.6.1.3. Pou ity bylynkce ,Biexponential display” pro
zobrazeni exprese povrchovych antigenwnit bodoveho grafu a funkce ,Polygon gate” pro

separaci bun nych populaci uitého fenotypu.

Pim eni apoptdzy a ivotnosti buk se buky po promyti ve 2 ml Annexin V vazebného
pufru ponechaly ve zbytkovém objemu cca 100 ulekep byl p idan Annexin V-FITC (0,6
pl/ivzorek) a buky byly inkubovany po dobu 20 minut na ledu a ve .tiNasledn bylo
k bu kam napipetovdno 300 pl PBS a bezpexhit ped zapoetim m eni ka dého
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jednotlivéeho vzorku na ptokovém cytometru BD FACS Canto Il se knmu pidalo 0,5 pl
z alikvot naed ného zasobniho roztoku Propidium jodidu (1 mg/yhodnoceni m eni
bylo provedeno v rdmci prosdi programu FACSDiva software v.6.1.3. Pou ityybfunkce
~Biexponential display” pro zobrazeni exprese ftigidserinu (znamky asné apoptozy, na
ktery se anexin specificky va e) a signal Propidijodidu vazaného na DNA mrtvych bun
uvnit bodového grafu. Pro separaci bumych populaci uitého fenotypu byly pou ity
funkce ,Polygon gate* a ,Quadrant gate*.

3.2.8 Analyza metylace DNA

Z modelovych bun nych linii pro MDS a CD34+ progenitorovych binziskanych od
pacient s MDS byla pomoci komeniho kitu DNEasy Blood and Tissue Kit izolovana
genomickd DNA. DNA (250 ng rozpusiych ve 20 ul vody v jedné reakci) byla oget tzv.
bisulfitickou konverzi (deaminaci nemetylovanychtosyn na uracily bisulfitem sodnym)
podle nadvodu vyrobce EpiTect Bisulfite Kit. Spedky produkt DNA pokryvajici CpG
ostr vky oblasti URE o velikosti 404 bp (Obrazek 6) bgimno en pomoci PCR.

Slo eni PCR reakce: DNA 3 pl; LA PCR Buffer Il (Mgplus) (1x) 4 ul; dNTPs 4 pl; DMSO
0,5 pl; 1,2 pl 20 mM sns primer PU.1-URE-F a PU.1-URE-R; 0,25 ul polymerazy
TaKaRa LA Tag™ HS; 27 ul $O.

Pro PCR reakci jsme vytwti nasledujici program: 1) T=98°C, 1 minuta; 2) 95°C, 3
minuty; 3) 35 cykl - (T=95°C , 40 sekund; T=60°C, 40 sekund; T=7246,sekund); 4)
T=72°C, 10 sekund; 5) T=4°C, 5 minut. Namno eny P@Rdukt byl velikostn ov en
pomoci DNA elektroforézy na 1,5% agarosovém gelMADbyla izolovana z gelu pomoci
QIAquick Gel Extraction Kit dle ndvodu vyrobce. Keamtrace aistota DNA byla stanovena
na pistroji Spectrophotometer ND-1000. 200 ng DNA byigovano do 1 ul vektoru
pCR®2.1-TOPQ podle navodu vyrobce. Ligace prdtie pi 25°C 1 hodinu. Nasledndoslo
k transformaci do bakterii One Shot TOP 10 (poudtla ligani sms v objemu 6 pl).
Bakterie z stala stat 30 minut na ledu, préibtepelny Sok 42°C 30 sekund, liy byly op t
umist ny 5 minut na ledu a nasledimkubovany ve 250 ul SOC média 2 hodiny3¥ °C ve

t epace pi 180 otdkach/minutu. Bakterie byla vyseta na agarové plotrapustné
ampicilinem (1:1000); X-GAL (40 ul na plotnu) a IBT(20 pl na plotnu) — vSeerstv

p ipraveno. Plotny byly inkubovany gs noc p 37°C. V pr m ru 10 bile zbarvenych kolonii
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bylo p epichnuto Spkami o objemu 200 ul na novou plotnu a zbytek bradtee Spiky byl
ponoen do PCR reakci na oeni spravnosti klonovaného Useku DNA (404 bp).
Z pozitivnich, PCR-ov enych kolonii byla izolovana DNA pomoci Zyppy Plagriviniprep
Kitu dle navodu vyrobce. DNA (100 ng DNA rozpu# ve vod; 0,4 ul primeru PU.1-URE-

F a doplnno vodou do 15 pl) byla nasledmsekvenovana naiptroji Genetic Analyzer
3500. Ov eni sekvence a vypet procenta metylovanych CpG ostk na DNA probhlo
pomoci programu Chromas 2.33.
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4. VYSLEDKY

4.1 Exprese genu PU.1 v progenitorech ziskanych z panote s MDS.
Vztah exprese PU.1 k odpowdi pacient na lé bu AZA a k metylaci DNA
v oblasti URE

Hladina transkripniho faktoru PU.1 je uady hematologickych malignit sni ena. Uplné
vyrazné (o 80%) potlani exprese tohoto genu v dogpkrvetvorb je asociované s AML.
Polo il jsem si proto otazku, zda se roviprogenitory ziskané z pacienMDS budou oproti
bu kam se zdravych kontrol vyzrmavat snienou expresi PU.1. MDS je onematn
vyzna ujici se mimoadn vysokou variabilitou svého pb hu, prognézy a odpodi na
Ié bu. Souskdili jsme se proto na soubor paciestMDS s vySSim rizikem (&dni-2/vysokeé
riziko podle IPSS), ppadn s transformaci MDS do AML. U souboruchto 44 pacient
(bu ky byly ziskadny v 54 nezavislych vzorcich) jsmenstali adu klinickych Udaj v etn
reakce pacientna lébu AZA (Tabulka 6). Prtokovou cytometrii jsme izolovali populaci
progenitorovych, CD34+ buk z kostni den pacient, zm ili v nich expresi PU.1 na arovni
MRNA a srovnali ji s expresi v CD34+ Wkéach od zdravych darczZjistili jsme, e pr m rna
exprese PU.1 v souboru paciestMDS (N=54) byla prakticky shodna s pr rnou expresi
PU.1 v souboru kontrol (N=5). Ve srovnani se zdmavyarci je vSak Urove exprese
transkriptu PU.1 mRNA u MDS paciendistribuovana vyraznheterogenn (Vysledkovy
obradzek 1A). Hladiny gen na které byla exprese PU.1 normalizovana (HPRGARDH),
takovou fluktuaci nevykazovaly. Déle jsme ziti hladinu exprese mRNA transkriptu PU.1
v modelovych bun nych systémech pro MDS — btach OCI-M2 a SKM-1 a zjistili jsme, e
hladina PU.1 v tchto bu kach je ni Si ne hodnota pm ru pro kontrolni CD34+ biky
(Vysledkovy obrazek 1A).

Zajimalo nas, zda hladina PU.1 u paciestvysSim rizikem MDS ma jaky vztah
k odpov di t chto pacient na Ié bu AZA. Proto jsme ze souboru pacientskych vzankorali
17 vzork pacient svySSim rizikem MDS (stdni-2/vysoké riziko podle IPSS) a MDS/AML
Ié enych AZA, ktei ji zem eli (Tabulka 5) Podle vySe exprese PU.lex vivoizolovanych

CD34+ progenitorech paciens MDS jsme pacienty rozlili do dvou odliSnych skupin — na
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skupinu s nizkou expresi PU.1 (hodnota exprese by ne pr m r minus standardni
chyba pro kontrolni CD34+ bly; N=9) a skupinu zbyvajicich paciemtykazujicich podle
tohoto rozdleni stedni/vysokou expresi PU.1 (N=8).eBto e celkovy poet pacient v obou
skupinach byl ponrn nizky, zaznamenali jsme vyznamny trend sem k delSimu e iti
pilé b AZA ve skupin pacient se stedni nebo vysokou urovni exprese PU.1. Median
peiti pilé b AZA inil ve skupin pacient s nizkou hladinou PU.1 necelé 4 site,
zatimco ve skupinpacient se stedni a vysokou hladinou PU.1 doséhl zhruba 18imn
(Vysledkovy obrazek 1B). Vyznamny pozitivrkorelani trend mezi expresi PU.1 ve
vzorcich pacient s MDS a délkou jejich piti na AZA byl zaznamenan nejen pro celé

skupiny vzork ale i pro jednotlivé vzorky (Vysledkovy obrdzek)1B

Mechanismus rozhodujici o sni eni exprese PU.1 vAyidogenitorech byl dale studovan ve
smysluzjistni miry DNA metylace v oblasti URE (19 CpG ostk ~- 17 kb oblast, Obrazek
6) v bu kdch OCI-M2. Tato bunné linie pedstavuje transformaci MDS s vysokym rizikem
do AML M6. Hladina exprese mRNA transkriptu PU.Dbu kach OCI-M2 se pohybuje na
spodni arovni v ramci nami definované skupiny bumpacient s MDS s nizkou hladinou
PU.1 (Vysledkovy obrazek 1A). Oblast URE v kach OCI-M2 je siln metylovana

s maximem metylace na CpG osfrich 3-5 a 13-16 (Dopljici vysledkovy obrazek 2). Tyto
CpG ostrvky sousedi svazebnymi misty pro PU.1 a AML1, &t¢gou nezbytna pro

regulani (auto)stimulaci exprese PU.1.

Poloili jsme si otazku, zda lze uUrovemetylace DNA v URE sniit pomoci DNMTi.
P sobili jsme proto na biky OCI-M2 AZA v koncentraci 5 pM (viz Material a noaly,
kapitola 3.2.2). AZA zpsobil pokles DNA metylace v oblasti URE (Vysledkowoprazek
1C). V oblasti AML1 a PU.1 vazebnych mistlmp sobeni AZA v nkterych pipadech na
demetyalci pouzeasteny U inek (CpG ostrvek 14 a 18), zatimco jiné CpG ostky (12,
13, 15, 16 a 19) thto vazebnych regiorjsou po psobeni AZA vyznamndemetylované.

Na zaklad vysledk ziskanych experimentem na lixach OCI-M2 jsme si polo ili otazku,
zda urovn exprese PU.1 v bkach CD34+ progenitor ziskanych od pacients MDS
odpovidaji arovni metylace DNA v oblasti URE (icth samych pacien}. Analyza vzork
progenitor pacient s MDS, kde se podié zm it irove metylace DNA (N=9; z toho 5 ze
skupiny s nizkou expresi PU.1 a 4 ze skupiny ssdst/vysokou expresi PU.1), neukazala

adnou korelaci mezi arovni metylace vSech 19-tiQCpstr vk a expresi PU.1 (Doplijici

61



vysledkovy obrazek 1). Ukazala vSak signifikantent negativni korelace (r = -0,37) mezi
expresi PU.1 a metylaci DNA na CpG ostich 13-16 tj. v oblasti vazebnych mist
transkrip nich faktor PU.1 a AML (Vysledkovy obrazek 1D).

NasSe vysledky ukazuji, e pacienti s MDS s vysSimkem, ktei vykazuji nizkou expresi
PU.1, maji vyznamnkrats$i median g iti na lé b AZA. Vysledky rovn ukazuji, e nizké
hladiny PU.1 transkriptu v modelu bunOCI-M2 jsou asociovany s vysokym stupmDNA
metylace v oblasti URE, je je gobenim AZA vyznamnpotla ena. Mezi metylaci DNA na

ur itych CpG ostrvcich v oblasti URE a expresi PU.1 existuje treadativni korelace.
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Vysledkovy obradzek 1 (A) Exprese mRNA transkriptu PU.1 ve \g nych CD34+
progenitorech ze vzorkpacient s MDS. Tmava kol&ka p edstavuji zm ené hodnoty PU.1
exprese v bukach zdravych darc(kontroly) — panel vpravo, a paciens vySSim rizikem
(st edni-2/vysoké riziko podle IPSS) MDS. Udaje jsounmalizovany na pmm r exprese
gen HPRT1 a GAPDH a vzta eny k pm ru exprese v bikéch kontrol. Sipky ukazuji na
bila kole ka ozanujici expresi PU.1 v modelovych bumych liniich pro MDS — OCI-M2 a
SKM-1. Osa y je zobrazena v log2 rtku. Vzorky pacient s nizkou hladinou PU.1 jsou
zahrnuty do rameéu z p eruSovanychar. (B) Median pe iti pacient s MDS (v msicich) na
lé b AZA. Mediany byly stanoveny pro dvskupiny pacient se stedni/vysokou expresi
PU.1 (N=8) a s nizkou expresi PU.1 (N=9). V rékueje zobrazen vztah mezi délkolefti
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pacienta g Ié b AZA a hladinou PU.1 expres€C) Analyza DNA metylace v regulai
oblasti URE genu PU.1 v bkach OCI-M2. Analyza zachycuje stav metylace naCp@

ostr vcich ped (bilé tverce) a po psobeni AZA (5 uM po 72 hodin, tmavéverce).
Troj helniky pod osou X jsou vyznana vazebna mista transkmich faktor PU.1 a AML1.
Zvyraznny jsou CpG ostivky 3-6 a 13-16, kde byla podni Urovn DNA metylace
nejvyssi.(D) Korela ni analyza mezi pm rnou DNA metylaci na CpG ostrcich 13-16

v oblasti URE a pm rnou expresi PU.1 v souboru pacinetMDS s vy3$Sim rizikem (N=9).

Pr m rnd PU.1 exprese je vyzrena na ose X, metylace DNA na CpG 13-16 na ose Y,

jednotlivé vzorky jsou vyznany jako tmava kolea.
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4.2 Vliv AZA na expresi PU.1 v modelovych bukach pro MDS. Vliv
AZA na bun nou diferenciaci, apoptézu a proliferaci

Zjistili jsme, e existuje negativni korelace mearovni metylace CpG ostwwk 13-16
v oblasti URE a hladinou exprese PU.1 a eqgbeni AZA sni uje metylaci v oblasti URE
v modelové bun né linii OCI-M2. Poloil jsem si otazku, zda ma gobeni AZA na
modelové bun né linie njaky p imy efekt na expresi PU.1. Zjistili jsme, e spbeni AZA
vede ke zvySeni exprese PU.1 vkach OCI-M2 a SKM-1 na Urovni mRNA transkript
v zavislosti na davce (Vysledkovy obrazek 2A). Dime zjistili, e p sobeni AZA vede
ke zvySeni exprese PU.1 v lkdach OCI-M2 a SKM-1 i na uarovni proteinu (Vysledkov
obrazek 2B). Psobeni AZA navic vede k zapnuti transkrfho programu cilovych gen
PU.1 s viditelnym zvySenim exprese CSF1R (Colomdating factor 1 receptor), CSF3R
(Colony stimulating factor 3 receptor - granulogyteGR2 (Early growth response 2), FOS
(FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolod)lP8l (Matrix metallopeptidase 9),
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) a wbwmé linii OCI-M2 i genu MPO
(Myeloperoxidase) na urovni mRNA (Vysledkovy obré2c).

Zajimalo nas dale, zda je indukce transkmipo programu PU.1 zgobena AZA dostaijici
pro navozeni diferenciace na arovni bumého fenotypu. Vyuili jsme proto analyzu
metodou prtokové cytometrie s protildtkou proti antigenu noyehi (monocytarn
granulocytarni) diferenciace CD11b. Zjistili jsme, AZA vyznamnym zpsobem indukuje
proteinovou expresi CD11b v bkhch OCI-M2 i SKM-1 (tabulka ve Vysledkovém obrazku
2A).

U bunk OCI-M2 a SKM-1 jsme dale provedli analyzu vIMZA na proliferaci podle
zm ny parametru pdu bunk v kultu e v ase psobeni AZA. Zjistili jsme, e nejpozdi po
druhém dni psobeni AZA na modelové bumé linie pro MDS dochéazi k absolutnimu
sni eni potu bunk v kultu e. U linie OCI-M2 dosahlo toto sni eni pii bun k v kultu e po

3 dnech psobeni AZA zhruba 50-60%. U linie SKM-1 doséahloot@ni eni potu bunk

v kultu e po 3 dnech sobeni AZA v zavislosti na davce zhruba 60 (1 uMAAZ 80% (5
UM AZA) (Vysledkovy obrazek 2D).
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Rozhodli jsme se rovn stanovit pomoci prtokové cytometrie na liniich OCI-M2 a SKM-1
p ipadnou indukci apoptdzy vliivem AZA. Zjistili jsmee p sobeni AZA (viz Materiél a
metody, kapitola 3.2.2) navozuje iiou apoptézu v bikach OCI-M2 i SKM-1 v rozsahu
maximaln 25% bunk v kultu e. Zatimco u burk SKM-1 byl rozsah indukce apoptozy
zavisly na pouité koncentraci AZA, u buk OCI-M2 se psobenim AZA vrznych
koncentracich rozsah apoptézy nam Celkov vSak AZA v pou itych koncentracich 1 a 5
MM nezp sobuje ani u jedné z modelovych linii vyznagshindukci apoptozy (Vysledkovy
obrazek 2D).

Zjistili jsme, e vlivem AZA dochézi k vyznamné iidici bun né proliferace a ponmn
nizké indukci apoptdézy. Poloili jsme si otdzkuakym potencialnim molekuldrnim
mechanismem me AZA resp. zvysSeni exprese PU.1 vést k zastavemi ného dleni.
Zm ili jsme expresi MRNA transkriptu CDKN1A (Cyclin-dendent kinase inhibitor 1A;
p21), ktery-funguje jako tumor-potlajici gen schopny v enych fazich zastavit bumy
cyklus. Zjistili jsme, e exprese p21 se pospbeni AZA zvySi v bukdch OCI-M2 vice ne
Sestkrat a v bikkach SKM-1 bezmala o 100% (Dopijici vysledkovy obrazek 7).

NaSe vysledky ukazuji, e AZA indukuje expresi PW.Inodelovych bun nych liniich pro
MDS (OCI-M2 a SKM-1) a zapina PU.1 cilové geny noyehi diferenciace. Bsobeni AZA
rovn Vv bu kach OCI-M2 a SKM-1 vyvolava zastaveni proliferagev mensi me i

apoptozu.
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Vysledkovy obrazek 2(A) Exprese mRNA transkriptu PU.1 v tkach OCI-M2 (vlevo) a
SKM-1 (vpravo) v odpowdi na r zné koncentrace AZA (neindukované ky,1 uM, 2 uM a
5 UM AZA v kone né koncentraci pro blky OCI-M2; neindukované bky,1 uM a 5 uM
AZA v kone né koncentraci pro bky SKM-1; AZA p sobil ve tech davkach po dobu 72
hodin). Vysledky jsou normalizovany na pr r exprese genHPRT1 a GAPDH. Procento
bun k exprimujicich pan-myelodini znak CD11lb (v tabulped grafy) bylo zmeno
pr tokovou cytometrii 120 hodin po idani prvni davky AZA. Chybové Usky u
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jednotlivych sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesdévwexperimenty(B)

P enos proteinu a inkubace s protilatkou proti PUddtékujici specificky prou ek proteinu o
velikosti 37 kDa) v neindukovanych bkach linii OCI-M2 a SKM-1 a v bikach stejnych
linii ovlivn nych p sobenim 5 uM AZA. (AZA psobil ve tech davkach po dobu 72 hodin).
(C) Exprese mRNA transkriptcilovych gen PU.1 v modelovych bunnych liniich pro
MDS — OCI-M2 a SKM-1 — zobrazena v poddtv. tepelné mapy. Exrese je normalizovana
na hodnotu 0 pro neindukované ky a jeji zmna po psobeni AZA je vyjacena jako In
takto normalizovanych hodnot (AZA v koncentraci M p sobil ve tech davkach 72 hodin).
(D) Po et bunk v kultue bunk OCI-M2 (vlevo) a SKM-1 (vpravo) vase psobeni AZA

v koncentracich 1 a 5 uM (pet bunk je zobrazen na ose y jako panpo tu bunk
ovlivn nych a neovlivnnych AZA v daném ase). Koldové grafy zobrazuji velikost
neapoptizujicich (Seda barvaasn apoptotickych (erna barva) a pozdrapoptotickych (bila
barva) populaci butkk OCI-M2 a SKM-1 (zobrazeno po gpobeni AZA v koncentracich 1 a 5
UM).
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4.3 Vliv cytokin  stimulujicich r st myeloidnich bun k na U inek AZA v
modelovych bun nych liniich pro MDS a mechanismy p sobeni cytokin

na arovni chromatinu v regula nich oblastech genu PU.1

P edchozi studie ukazala, e G-CSF, cytokin stimuaiuji st granulocyt, potencuje zvyseni
hladiny PU.1 a myeloidni diferenciaci v normalnlicskych CD34+ progenitorech (Hu et al.,
2010). Poloil jsem si proto otazku, zda tato stealati i v modelovych bunnych liniich
pro MDS. Pou ili jsme buky OCI-M2, pi em krom G-CSF jsme testovali takéipadny
pro-diferenciani U inek cytokin M-CSF a GM-CSF (Material a metody, kapitola 3.2.2)
Cilem experimentu bylo uit, zda specifické stadium bumého cyklu MDS progenitor

m e vykazovat r znou citlivost k tink m vyvolanym r znymi cytokiny.

Zjistili jsme, e vSechny cytokiny (G-CSF, M-CSFGM-CSF) vyrazn zvysSuji demetylani

U inek AZA (v koncentraci 5 uM) v oblasti URE bunOCI-M2 (Dopl ujici vysledkovy
obrazek 2). Déle jsme zjistili, e cytokiny M-CSF@M-CSF potencuji v bikach OCI-M2

U inek AZA pi zvySeni exprese mRNA transkrippro PU.1 a jeho cilovy gen EGR2
(Vysledkovy obrazek 3A).

A koliv cytokiny M-CSF a GM-CSF zvySovaly efektgpbeni AZA na expresi PU.1 u biln
OCI-M2, k navozeni efektivni diferenciace na buré Urovni (demonstrované zrenim
exprese CD11b ptokovou cytometrii) doSlo pouze v bkach ovlivn nych p sobenim GM-
CSF spolen s AZA (Vysledkovy obrazek 3B).

P ekvapivé bylo naSe zjisti, e p sobeni G-CSF v kombinaci s AZA v bumné linii OCI-
M2 spiSe inhibuje indukci exprese PU.1 a EGR2 vgmolu samotnym AZA (Vysledkovy
obradzek 3A). Kombinace gobeni G-CSF a AZA rovnvede u bunk OCI-M2 k inhibici

exprese povrchové molekuly Cd11b, kteréadstavuje znak myeloidni diferenciace.
Vliv cytokinu G-CSF na expresi PU.1, EGR2 (na uionmRNA) a na expresi CD11b (na

arovni proteinu) jsme obdobrtestovali i na bukach SKM-1, nicmén dosa ené vysledky

nebyly s to poskytnout jasnou odpovna otazku, zda G-CSF v tomto buném modelu
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potencuje nebo naopak inhibuje bumou diferenciaci (Vysledkovy obrazek 3A; Vysledkovy
obréazek 3B).

U bunk OCI-M2 a SKM-1 jsme dale provedli analyzu vlieytokin G-CSF, M-CSF a
GM-CSF v kombinaci s AZA na proliferaci podle zmy parametru pdu bunk v kultu e

v ase psobeni cytokinu + AZA. Zjistili jsme, e ppobeni jednotlivych cytokin

v kombinaci s AZA ma na vyvoj parametru pw bunk v kultu e prakticky toto ny efekt,
resp. e psobeni cytokin prakticky nijak neovlivuje U inek AZA pi zastaveni bunného

d leni (Vysledkovy obrazek 3C). Rovnarove apoptézy se p srovnani mezi bukami

OCI-M2 a SKM-1 ovlivnnymi p sobenim AZA nebo pobenim AZA v kombinaci
s jednotlivymi, vySe uvedenymi cytokiny vyznammeliSila (Vysledkovy obrazek 3C).

Abychom pochopili komplexni dopady, které magbeni AZA v kombinaci s cytokiny na
epigeneticky stav chromatinu v oblasti URE, prove@ime metodou chromatinové
imunoprecipitace detailni analyzu zaenou na histonové modifikace v této oblasti. Jako
model jsme nyni pouili pouze by OCI-M2. D vodem bylo to, e vysledky na nich
dosa ené nas vedly k jagsi p edstav o potencujicimi naopak inhibinim G inku p sobeni

jednotlivych cytokin v kombinaci s AZA na expresi PU.1 a jeho cilovgemn .

Pouili jsme amplikony pokryvajici URE a dalSi ptieni regulani oblasti genu PU.1
nachazejici se pd mistem jeho transkripiho poatku (Obrazek 8). ChIP analyzou
zam enou na aktivni chromatinovou zka - trimetylaci lysinu K4 na histonu H3
(H3K4Me3), jsme zjistili, e tato zn&a je po psobeni AZA nabohacena v oblasti URE.
Kombinace psobeni AZA s GM-CSF a M-CSFipmnost histonové modifiakce H3K4Me3
v oblasti URE nijak zasadji nezm nila, zatimco kombinace pobeni AZA s G-CSF vyskyt
této znaky v oblasti URE oproti samotnémugobeni AZA sni ila (Vysledkovy obrazek 3D,
levy panel) [Pro jasisi prezentaci vysledkje zobrazena ftomnost histonovych modifikaci
pouze na tch namno enych uUsecich DNA v oblastech -17,5; 618, -15,9 kb ped
transkrip nim po atkem genu PU.1. Romnost histonovych modifikaci na vSech testovanyc

Usecich DNA je zobrazena v Doplicim obrazku 3].

Dale jsme se zamili na aktivani znaku stavu chromatinu ve vztahu k transkripci —

acetylaci lysinu 9 histonu H3 (H3K9Ac), na regulech Usecich genu PU.1. Pouze
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kombinace psobeni AZA a GM-CSF zvySovalaifpmnost H3K9Ac pmo v URE (-16,6
kb) (Vysledkovy obrazek 3D, pravy panel).

NasSe vysledky ukazuji, e pobeni cytokin stimulujicich rst myeloidnich kolonii na
kulturu bunk OCI-M2 ovlivh nou p sobenim AZA podtrhuje zmmy, které AZA vyvolava
na urovni demetylace DNA a histonovych modifikaagiegulanich oblastech genu PU.1 a

ovliv uje expresi PU.1 i diferenciaci na urovni bumého fenotypu.
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Vysledkovy obrazek 3. (A)Exprese mRNA transkriptPU.1 a EGR2 v bikkach OCI-M2
(vlevo) a SKM-1 (vpravo) v odpod na AZA v koncentraci 5 UM gobiciho na biky bu
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samostatn nebo v kombinaci s uitym cytokinem (G-CSF; GM-CSF a M-CSF) (AZA resp.
AZA v kombinaci s cytokinem psobil ve tech davkach po dobu 72 hodin). Vysledky jsou
normalizovany na pm r exprese genHPRT1 a GAPDH. Chybové ude/ u jednotlivych
sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nedévexperimenty(B) Procento
bun k exprimujicich pan-myelodini znak CD11lb (v tabulped grafy) bylo zmeno

pr tokovou cytometrii 120 hodin po igani prvni davky AZA.(C) Po et bunk v kultu e
bunk OCI-M2 (vlevo) a SKM-1 (vpravo) vase psobeni AZA v koncentraci 5 pM
v kombinaci s uritym cytokinem (poet bunk je zobrazen na ose y jako panpo tu bun k
ovlivn nych a neovlivnnych AZA v daném ase). Koldové grafy zobrazuji velikost
neapoptizujicich (Seda barvajsn apoptotickych (erna barva) a pozdrapoptotickych (bila
barva) populaci bukk OCI-M2 a SKM-1 (zobrazeno po gobeni AZA v koncentraci 5 uM
v kombinaci s unitym cytokinem).(D) Analyza pitomnosti uritych modifikaci histonu H3
asociujicich s transkrip aktivnim chromatinem (H3K4Me3; H3K9Ac) v bkach OCI-M2.
Analyza byla provedena metodou chromatinové imuepitace na ech nezavislych
usecich DNA nad mistem transknipho poatku genu PU.1 (Kapitola 3.2.6). Na ose X je
charakterizovan uity druh p sobeni na biky OCI-M2 (adné psobeni, psobeni AZA v
koncnetraci 5 uM a sobeni AZA v koncentraci 5 uM v kombinaci sitym cytokinem).
Udaj ,nabohaceni* zobrazeny na ose y ukazuje el itomnost pisludnych modifikaci
histonu H3 se zobrazenou standardni chybou \tgmou pro dva nezavislé experimenty.
Nespecificky signal imunoprecipitace pro ka dou burou kulturu je zobrazen v podob

prazdnych sloupc
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4.4 Odpov CD34+ progenitor ziskanych od pacient s MDS na AZA
a stimulaci cytokinem G-CSF

Z Udaj ziskanych na bunném modelu OCI-M2 (a SKM-1) vyplyva, e AZA gobi jako
silny prostedek obnovujici myeloidni diferencia potencial tchto bunk a e jeho Ginek

m e byt dale ovlivnn p sobenim cytokin.

Na zaklad t chto vysledk jsem se rozhodl studovat gopbeni AZA a cytokin (G-CSF)
p imo na vzorcich CD34+ progenitoziskanych od pacients MDS se sednim-ll/vysokym
rizikem. N&S zajem o praci nachto vzorcich se soustdil na objasmi detailnich proces
U inku AZA na urovni chromatinové struktury a genasérese. Dale nas zajimalo @niin
vitro odpov di na p sobeni AZA v kombinaci se stimulam cytokinem G-CSF (jeho vyb

pro tyto experimenty je rozebran v Diskuzi).

Pou ili jsme pro tyto studie progenitorové kky izolovanéex vivoz kostni den pacienta
P302, 67-letého mu e s MDS RAEB Il (WHO), IPSSeshni-2 riziko. Pacient nhanemii se
zavislosti na transfuzich (4 TU/sic), neutropenii a nalez 10% blast kostni deni
(fenotypov charakterizovanych jako CD33+ CD34+ CD117+ HLADRDA45+). Blasty
byly detekovatelné pomoci pipkové cytometrie také v periferni krvi. Vedle vkorP302
jsme rovn pouili vzorek bun k pacienta P301 (69-lety mu s RAEB II) (Klinick&ddje

obou pacientviz Tabulka 6).

Pacienti resp. vzorky P302 i P301 se podle expRisd v CD34+ progenitorectadili do
skupiny se sedni/vysokou hladinou PU.1. Roliv exprese PU.1 nebyla vyrazpotla ena,
CD34+ progenitory vykazovaly uté znamky DNA metylace v oblasti URE. Pacient P302
vykazoval metylaci DNA na CpG ostrcich 2, 5, 7 a 10 (Vysledkovy obrazek 4A).
D leitym zjist nim bylo, e exprese mRNA transkriptu PU.1 v kéch ze vzorku P302 se
p sobenim AZA zvySila zhruba o 30%,ipm tento efekt jsme pozorovali jak v populaci
vSech izolovanych mononuklearnich blare kostni den, tak na prtokovym cytometrem
vyt id nych populacich CD34+ progenitor(Vysledkovy obrazek 4B). Exprese PU.1
v bu kach ze vzorku P301 se ve \igt né CD34+ populaci sobenim AZA zvysila zhruba o

10% (Dopl ujici vysledkovy obrazek 4). Ke zvySeni expreselPtJsobenim AZA o zhruba
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30% doslo rovn ve vyt id nych CD11b+ bukach pacienta P301 (nikoliv vSak P302), které
vykazuji vysSi stupemyeloidni diferenciace (Dopljici vysledkovy obrazek 4).

Zjistili jsme, e Ginek AZA na zvySeni exprese PU.1 na urovni mRNA kgsilen
p sobenim G-CSF. | tento potencujici efekt G-CSF jguororovali jak v populaci vSech
izolovanych mononuklearnich bun z kostni den, tak na prtokovym cytometrem
vyt id nych populacich CD34+ progenitora CD11b+ burk vykazujicich vysSi stupe
myeloidni diferenciace (Vysledkovy obrazek 4B; Dapici vysledkovy obrazek 4). Také
exprese CSF1R, cilového genu PU.1, byla v progesulo ze vzorku pacienta P302 po
p sobeni AZA resp. AZA + G-CSF zvySena zhruba o 60%sledkovy obrazek 4C vlevo).

Zatimco psobenim samotného AZA se v Iikdch progenitor zvysSila exprese KIT, co je
znamy znak kmenovych buk inkubace progenitors AZA v kombinaci G-CSF naopak
expresi KIT vyznamn sni uje (Vysledkovy obrazek 4C vpravo). Tento jeme pozorovali
rovh u bun k OCI-M2 (Vysledkovy obrdzek 4D). Experimenty s \utim pr tokove
cytometrie ukazaly, e po obeni AZA vkombinaci s G-CSF doslo u vzorku
mononuklearnich buk kostni den pochéazejicich od pacienta P302 k poklesu populace
CD34+ bunk a néarstu populace CD11b+ buk (Vysledkovy obrazek 4E). ZvySenou
expresi CD11b po obeni AZA v kombinaci s G-CSF jsme pozorovali rova bun k

z kostni den pacienta P301 (Doplijici vysledkovy obrazek 6).

Analyza proces na urovni chromatinu (pomoci metody chromatinor@inoprecipitace)
naznauje, e v oblasti URE se v CD11b+ bkéch izolovanych z kostni @n pacient P302
a P301 po psobeni AZA vyznamnym zgobem mni uspoadani histonovych modifikaci:
dochazi k nabohaceni znamky transkmip aktivnino chromatinu H3K9Ac (Vysledkovy
obrazek 4F vlevo, Dopujici vysledkovy obrazek 6) a k poklesu zndmky skaip n
utlumeného chromatinu H3K9Me3 (Vysledkovy obrazek vpravo). Ktmto zmnam
dochéazi simultanns derepresi genu PU.1 a rozsathto zmn na arovni chromatinu po
p sobeni AZA je dale zesilen gobenim G-CSF (Vysledkovy obrazek 4F, Dayici
vysledkovy obrazek 6).

NaSe vysledky ziskané v primarnich CD34+ progeedbrz kostni én pacient s MDS
ukazuji, e AZA navozuje v tthto bukach zvySeni exprese PU.1 a jeho cilovych gen

U inek p sobeni AZA m e byt dale potencovan gobenim cytokinu G-CSF, ktery vedle
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zesileni pro-diferenciamich efekt AZA zarove potlauje spousini ,kmenovych®,

pluripotentnich gen(KIT) vyvolané AZA.
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Vysledkovy obrazek 4. (A) Analyza DNA metylace v oblasti URE a exprese mRNA
transkriptu PU.1 v CD34+ bilkach ziskanych z pacienta s MDS (vzorek P302,diiiidaje
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viz Tabulka 6) a v bikkach OCI-M2.(B) Primarni buky pacienta s MDS (P302) izolované
ex vivo na které psobil AZA v koncentraci 1 puM nebo AZA ve stejné koetraci
v kombinaci s cytokinem G-CSF. Exprese mRNA traipiirPU.1 byla zm ena jednak ve
vSech primarnich mononuklearnich kach izolovanych z kostni en (bilé sloupce), tak
rovn v populaci vytid nych CD34+ progenitor z této kostni den (Sedé sloupce).
Chybové Use&y u jednotlivych sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesévi
experimenty. (C) Exprese mRNA transkript pro CSF1R (bilé sloupce) a KIT (tmavé
sloupce) po psobeni AZA nebo AZA v kombinaci s cytokinem G-CSk i€D34+
progenitory izolované ze vzorku odebrané kostmind pacienta P302. Chybové Ukg u
jednotlivych sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nedévwexperimenty(D)
Exprese mRNA transkriptu KIT v bkach OCI-M2, které byly nebo nebyly ovlivmy

p sobenim AZA v koncentraci 1 uM ipadn p sobenim AZA ve stejné koncentraci
v kombianci s G-CSF. Chybové u&g u jednotlivych sloupc zobrazuji velikost standardni
chyby pro dva nezavislé experimentlg) Analyza zastoupeni populaci bikrexprimujicich
povrchové molekuly CD34 a CD11b ve vzorku mononaidéch bunk izolovanych z kostni
d en pacienta s MDS (P302). Analyza byla provedenamtokovém cytometru s vyu itim
protilatek proti CD34 a CD11b na bkach, které bu nebyly ovlivh ny p sobenim AZA,
nebo byly ovlivnny p sobenim AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-C8H.Analyza
zm ny p itomnosti modifikaci histonu H3 asociujicich s sfarip n aktivnim chromatinem
(H3K9Ac — svtlé sloupce) nebo naopak transknp represivni strukturou chromatinu
(H3K9Me3 — tmaveé sloupce) v zavislosti naspbeni AZA resp. AZA v kombinaci s G-CSF.
Analyza byla provedena metodou chromatinové imuecipitace na oblasti URE
(lokalizované -16,6 kb pd mistem transkrimiho poatku genu PU.1) v CD11b+ bkich
izolovanych ze vzorku buk kostni den pacienta P302. Chybové Ukg u jednotlivych

sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesdéwxperimenty.
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4.5 Vyznam oblasti URE pro p sobeni AZA na hladinu exprese PU.1

VySe uvedené vysledky ve svém souhrnu ukazuji sadrd vyznam regulai oblasti URE
jako mista dje ady vzajemn provazanych epigenetickych proces jejich d sledku AZA
zvySuje expresi genu PU.1. Polo il jsem otazku, ml#ato oblast pro zvysSeni exprese PU.1
p sobenim AZA nepostradatelna, respektive zda k niy&eprese PU.1 vlivem AZA dochazi

vyhradn skrze psobeni AZA na chromatinovou strukturu v oblasti URE

Odpov na polo enou otazku jsme hledali za vyu iti modehwtantnich mysi s deletovanou
oblasti URE {RE") (Material a metody, kapitola 3.1.15). Jak bylodjifve popsano, u thto
mySi se kvli snieni exprese mMRNA transkriptu PU.1 o 80% yyWAML. Progenitory
pochazejici z kostni dn mysi s AML byly magneticky selektovany na c-kitepulaci tak,
jak bylo ji d ive popsano (Rosenbauer et al., 2004). Kguprogenitor byly in vitro
stimulovany AZA a naslednjsme v nich zmili hladinu mRNA genu PU.1, stejnjako
hladinu mRNA gen Egr2 a Gfil (Vysledkovy obrazek 5).

Ziskané tdaje potvrzuji, e hladina PU.1 v blastddhiL v mysi "5 je zhruba ptkrat ni §i
ve srovnani s hladinou PU.1 v c-kit+ progenitoretdkanych z kostni dn zdravé, kontrolni
mysi (bez delece URE). €kvapivé nicménbylo, e v nepitomnosti URE doslo po stimulaci
bun k AZA k indukci exprese PU.1 v zavislosti na davceslativn podobném ponru jako
u progenitor ze zdravého zvéte. Rzné hladiny PU.1 se promitaly také do my exprese
gen Egr2 a Gfil ve stejnych vzorcich (Vysledkovy ol@iéd).

NasSe vysledky ukazuji, e &oliv je funk ni oblast URE nezbytnnutna pro zajishi
»-hormalni“ hladiny PU.1 v buce a pro manipulaci s touto ,normalni“ hladinouspbenim
AZA, neni u nepostradatelnd pro dosaeni jakéhokobfektu zvySeni hladiny PU.1
p sobenim AZA na biky AML. U inek p sobeni AZA pi zvy3eni exprese PU.1 je tedy
krom URE pravdpodobn zavisly i na jinych regulanich oblastech genu PU.1,ipadn na
dalSich mechanismech.
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Vysledkovy obrazek 5 Exprese mRNA transkriptPU.1, Egr2 a Gfil v c-kit+ blkach
izolovanych ex-vivo z mysi s deletovanou regunfaoblasti URE (€7 sv tlé sloupce)
popsanou v odborné literat (Rosenbauer et al., 2004) nebo z normalni, kiotroysi
(tmavé sloupce). Exprese byla mna v bukdch neovlivnnych AZA, nebo v bukach
ovlivn nych p sobenim AZA v koncnetracich 1 a 5 uM (vedh davkach po dobu 72 hodin).
Na ose y je zobrazena zna exprese (ZE) jako nasobek hodnoty exprese dosa éu kach
neovlivn nych p sobenim AZA (jejich exprese byla normalizovana odrotu = 1). Exprese
byla normalizovdna na hodnotu exprese mysiho geapd& Hodnota exprese mRNA
transkript vyjad ena jako nasobek exprese v kéich neovlivhnych AZA je vyznaena nad

ka dym sloupcem.
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4.6 Dop ujici vysledkové obrazky

Dopl ujici vysledkovy obrdzek 1 Korelani analyza mezi pm rnou DNA metylaci na

r znych skupinach CpG ostrk v oblasti URE (zobrazena jako $¢ sloupce s hodnotami
vyzna enymi na ose y vlevo) a pn rnou expresi mRNA transkriptu PU.1 (zobrazena jako
tmavé sloupce s hodnotami vyzeaymi na ose y vpravo) v souboru pacinetMDS

s vysSim rizikem. Na ose X je vyzmaa skupina CpG ostrk , ke které se dané udaje

vztahuji. Faktor korelace nad sloupci je uvedek&dému testovanému vztahu.
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Dopl ujici vysledkovy obrdzek 2 Pr m rna metylace DNA na CpG ostrcich (1-19)

v oblasti URE burk OCI-M2. Oblasti CpG 3-6 a 13-16 jsou vyzeay z toho dvodu, e
urove metylace v tchto oblastech je nejvysSi. Biy OCI-M2 byly vystaveny psobeni
AZA v koncnetracich 1 a 5 uM, pobeni samotného G-CSF,spbeni AZA v koncentracich

1 a5 puM v kombinaci s G-CSF, gobeni AZA v koncentraci 5 pM v kombinaci s M-CSF a
p sobeni AZA v koncentraci 5 uM v kombinaci sspbenim GM-CSF. erné trojuahelniky
pod osou x pedstavuji vazebna mista pro transknipfaktory PU.1 a AML1 v oblasti URE.
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Dopl ujici vysledkovy obrazek 3 Analyza pitomnosti modifikaci histonu H3 asociujicich
s transkripn aktivnim chromatinem (H3K4Me3; H3K9Ac) v bkach OCI-M2. Analyza
byla provedena metodou chromatinové imunoprecipita deviti nezavislych tusecich DNA
nad mistem transkripiho poatku genu PU.1 (Kapitola 3.2.6), které jsou popsdampse X.
Jednotlivé sloupce charakterizuji iy druh p sobeni na biky OCI-M2 ( &dné p sobeni,
p sobeni AZA v koncnetraci 5 uM a gobeni AZA v koncentraci 5 pM v kombinaci
s uritym cytokinem). Udaj ,nabohaceni* zobrazeny na ¥sekazuje realtivni gtomnost

p islusnych modifikaci histonu H3.

83



Dopl ujici vysledkovy obrazek 4 Primarni buky pacient s MDS (P302 a P301) izolované
ex vivo na které psobil AZA v koncentraci 1 uM nebo AZA ve stejné koetraci
v kombinaci s cytokinem G-CSF. Exprese mRNA traigr PU.1 byla zm ena jednak v
populaci vytid nych CD34+ progenitorz kostni den pacient (vlevo, bilé sloupce), tak i
v populaci vytid nych CD11b+ burk z té e kostni den (vpravo, tmavé sloupce). Chybové
Uuseky u jednotlivych sloupc zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesavi
experimenty. iselny Gdaj ukazuje zmu exprese mRNA transkriptu PU.1 v @ach
ovlivn nych p sobenim AZA v kombinaci s G-CSF oproti am, které nebyly nijak

ovlivn ny (v procentech).
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Dopl ujici vysledkovy obrazek 5 Analyza zastoupeni populaci binexprimujicich
povrchové molekuly CD34 a CD11b ve vzorku mononaidéch bunk izolovanych z kostni
d en pacient s MDS (P301 vlevo; P302 vpravo). Analyza byla gaena na ptokovém
cytometru s vyu itim protilatek proti CD34 a CD1ibl bu kach, které bu nebyly ovlivn ny

p sobenim AZA, nebo byly ovlivmy p sobenim AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-
CSF.
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Dopl ujici vysledkovy obrazek 6 Analyza zmny p itomnosti acetylace lysinu 9 histonu H3
asociujicich s transkrip aktivnim chromatinem v zavislosti nagobeni AZA resp. AZA
v kombinaci s G-CSF. Analyza byla provedena metodm@matinové imunoprecipitace na
oblasti URE (lokalizované -16,6 kb g@ mistem transkrimiho poatku genu PU.1)
v CD11b+ bukéach izolovanych ze vzorku kostnieth pacienta P301. Chybové Ukg u

jednotlivych sloupc zobrazuiji velikost standardni chyby pro dva nedéwxperimenty.
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Dopl ujici vysledkovy obrazek 7 Exprese mRNA transkriptu p21 (CDKN1A)
normalizovana na gen GAPDH v modelovych burych liniich pro MDS (OCI-M2, SKM-1)
Popis pod osou x se vtahuje ke gpbu, jakym byly buky ovlivnh ny: nebylo na np sobeno
(N); bylo na n p sobeno AZA v koncentraci 1 uM (A); bylo na p sobeno G-CSF (G);
bylo na n p sobeno AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-C8F3). Chybové Use&ky
p edstavuji standardni chybu pro prry ze dvou nezavislych experiment islo nad
sloupcem A/G pedstavuje zvySeni exprese mMRNA transkriptu p2l iprstavu

v nedindukovanych bikkach (udavané v procentech).
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5. DISKUZE

MDS je onemocmi, které se vyznaje vysokou rozmanitosti svého patofyziologického
projevu a prb hu. Tato skutenost ma nepochybnsv j molekularn biologicky zaklad.
V sou asnosti pou ivané systémy klasifikace MDS a hodnécazika jeho prognozy
nepochybn p edstavovaly a stéle @dstavuji velice cenny nastroj pro klinickou preixiby a
prognostiky MDS. Tyto systémy jsou nicmékoncepn postaveny gvan na hodnoceni

r znych morfologickych aspekinemoci, systematicky ud nych v 80. letech, s postupnym
zvySovanim vyznamu cytogenetického nalezu pro hogmiovyvoje prognézy MDS. Jejich
slabinou je, e pln neodrai molekularni a epigenetickou heterogenituyednotlivych
pacient, tebae vyzkum v poslednich deseti letech odhalilvpréda této rovin adu
vyznamnych, nezavisle pobicich faktor asociovanych jak s prognézou onemadntak

s odpovdi na lébu (Kosmider et al., 2009; Tran et al., 2011). Wikké praxi se tato slabina
projevuje vtom, e i vramci skupin vytvenych na zéklad hodnoceni rizika prognézy
v systému IPSS ptrvavaji signifikantni rozdily v pb hu onemocmi u jednotlivych
pacient (Valent et al., 2007). Existuji samepn relevantni snahy zdokonalit hodnotici
systém IPSS zpsnnim prognostického vyznamu konkrétnich stgopsatelnych v rdmci
jeho stavajicich kategorii, jako je napytogeneticky nalez (Schanz et al.,, 2012). Ani
p ipadné uspchy tchto snah vSak podle mého nazoru nezpoamybnutnost budouci
integrace takovych faktor jako je hladina exprese tutiych gen, jejich mutace a metylace
DNA v jejich regulanich oblastech, do systému hodnoceni prognostickétika MDS,
nebo tato poteba se v ramci klinické praxe ukazuje stale nal§h@vdnes (Mittelman et
al., 2010).

Tato prace z tohoto zpobu uva ovani vychazi a studuje roli transknfno faktoru PU.1
v MDS a jeho pipadné vztahy ke klinické praxi. Pody zam eni na studium PU.1 byly ji
podrobnji popsany a souvisi s faktem, e PU.1 je khy pro-diferenciani faktor v
krvetvorb a podstatou MDS je prayorucha diferenciace krevnich bkn Nizka hladina
exprese PU.1 je navic asociovana se vznikem AMLglMuet al., 2002; Mueller et al, 2006;
Metcalf et al., 2006), p em MDS zhruba ve etin pipad prograduje pravdo AML (viz
Hypotéza a cile dizertai prace; kapitola 2). Zjistili jsme, e exprese MR transkriptu genu
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PU.1 u pacient s MDS s vysSim rizikem vykazuje znamky zmé variability, co opt
dokladé skutenost, e MDS je i na molekularni drovni vysoce hetgenni onemocmi
(Jiang et al., 2009; Huh et al., 2009). farrna exprese PU.1 u pacierga MDS a u zdravych
kontrol vSak pitom byla tém toto na. Zjistili jsme, e pacienti léeni AZA, jejich hladina
exprese PU.1 vykazovala gul zaatkem léby velmi nizkou Urove, mli ve srovnani
s pacienty se sdni a vysSi hladinou PU.1 v tkéch progenitor z kostni den vyrazn
kratSi dobu e iti (Vysledkovy obrazek 1B). Vysledky jiné skupikazaly, e hladiny PU.1
v bu kach z kostni &&n pacient s MDS s nizkym a s vysokym rizikem podle IPSS se
statisticky vyznamnneliSi (jsou vSak signifikantnni Si u pacient s MDS s nizkym pdem
blast v kostni deni ve srovnani s pacienty s benignim onemoicn krvetvorby) (Huh et.
al., 2009). To by naznavalo, e hladina exprese PU.leulstavuje vyznamny prognosticky
faktor (ve vztahu klédo MDS pomoci AZA), ktery gtom neni asociovan s kategoriemi

»rzika“ prognézy MDS vytvoenymi v ramci IPSS.

Hladina PU.1 je spojovéna s pro-diferenasian a apoptotickym tinkem Decitabinu, co je
deoxy-analog AZA, v bukach K562 pedstavujicich model lidské myeloidni leukémie. VySe
hladiny PU.1 v bukach K562 pozitivn koreluje se schopnosti Decitabinu navodit chto

bu kdch apoptosu a/nebo bunou diferenciaci (Aoyama et al., 2012). To by mohlo
p edstavovat analogickou situaci k nami pozorovaneglivu hladiny PU.1 na psobeni AZA

v bu kach progenitor pacient s MDS, kde by ppadna indukce diferenciace/apoptdzy
asociovala s dobrou prognézou resp. s delSi dobeitipp i 1€ b s AZA. Je ovSem ¢éba
brat v ivahu, e psobeni AZA a psobeni Decitabinu v modelovych bunych liniich pro
AML se neukazalo byt zcela identické (Hollenbachlgt2010).

Hladina PU.1 v progenitorech izolovanych z pacieatMDS s vySSim rizikem jevi trend
negativni korelace k metylaci DNA v utém Useku regulani oblasti URE. Metylace DNA
inhibujici genovou expresi byla v MDS zjiga u nkolika gen hrajicich roli ve Wnt
signalizaci FZD9) a v kontrole bun ného cyklu p15 p16) (Jiang et al., 2009; Rodrigues et
al., 2010). Stupemetylace koreloval s progresi onematina v pipad genuFZD9 zarove
negativn koreloval s hladinou genové exprese (Jiang et2@09). Co je jeStzajimavsi,
urove metylace genyl5 ma prediktivni hodnotu ve vztahu k reakci pacientMDS/AML
na lé bu AZA, kdy pacienti dosahujici odpadi na 1€ bu maji mén metylovanou DNA ve
srovnani s pacienty, kiena lébu AZA neodpovidaji (Raj et al., 2007). NaSe vykied

ukazujici aberantni zvySenou metylaci v oblasti UR@ kterych) pacient s MDS s vySSim
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rizikem a v modelové bunné linii pro MDS, OCI-M2, Ize srovnat s pozorovanaimerantn
zvySené metylace URE u pacierga mnohoetnym myelomem, kde nizka hladina exprese
PU.1 rovn asociuje se Spatnou progn6zou onemadrfTatetsu et al., 2007).

Exprese PU.1 nebyla v adné korelaci s celkovouytaet vSech nami testovanych 19 CpG
ostr vk v oblasti URE, ale pouze s metylaci CpG odir ve dvou oblastech, kde
dosahovala nejvysSich hodnot: CpG ogtr 3-6 a zejména CpG ostk 13-16 (Dopl ujici
vysledkovy obrazek 1). V oblasti CpG ostk 13-16 se nachazeji vazebna mista pro
transkrip ni faktory PU.1 (auto-regulativni) a AML. Oblast BRyla p vodn popséana jako
kli ovy pozitivni regulani element, jeho delece vede ke ztra80% exprese PU.1
(Rosenbauer et al., 2004). DalSi prace nicmédazaly, e stejného efektu jako deleci URE
Ize docilit kombinovanou mutaci vazebnych mist AML v etn vazebného mista v oblasti
CpG ostrvk 13-16 (Huang et al., 2008), zatimco jirasti funk ni oblasti URE se naopak
U astni fyziologického sniovani hladiny PU.1 (Rosanbr et al., 2006). Skuteost, e
nikoliv metylace dlouhych usekDNA, ale metylace pouze kolika malo ,kli ovych* CpG
ostr vk m e hrat zasadni roli pro stanoveni hladiny genoxgrese, ukazal také vztah
metylace na jediném CpG ostku v promotoru gentFZD9 k vysi hladiny jeho mRNA
v bu ce (a k progresi onemoan MDS) (Jiang et al., 2009).

Na zaklad nami zjiStnych Udaj o vztahu exprese mRNA transkriptu PU.1 k odpulbv
pacient na lé bu AZA, vztahu metylace v oblasti URE k expresi PM.bu ce a na zaklad
zjist ného vztahu mezi metylaci geml5 a odpovdi pacient na lébu AZA (Raj et al.,
2007) lze vyslovit pedpoklad, e pacienti s MDS ve vySSim riziku, jljigorogenitory se
vyzna uji siln transkripn utlumenym chromatinem v oblasti URE, budou proazawni
odpov di vy adovat vysSi davky AZA, zatimco pacienti,i@j progenitory v oblasti URE

chromatin s relativhotev enou strukturou, mohou vy adovat davky ni si.

Ukazali jsme, e psobeni AZA skuten sni uje metylaci v oblasti URE v modelové buné
linii OCI-M2, co je doprovazeno obnovenim expreRBe.1 (na urovni mRNA i proteinu) a
jeho cilovych gen. Obnoveni exprese PU.1 a jeho cilovych g@me prokazali rovn u
modelové bun né linie SKM-1 a v progenitorech izolovanych z gati s MDS. To je
v souladu se zavy dalSich studii, které ukazaly, e AZA (nebo jetwsalog Decitabin) svym
p sobenim zvySuje hladinu PU.1 v lkédch, kde je DNA v oblasti reguliaich Usek genu
PU.1 metylovana (Amaravadi et Klemsz, 1999; Tatetsal., 2007). Obdobny efekt gpobeni
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AZA byl popsan u ady dalSich aberantrmetylovanych gen se sni enou expresi u MDS
(Tran et al, 2011). Studie vlivu AZA na neleukenyick bu kach nicmén dosla k zavru, e
pouze mala ast gen, jejich exprese se mmi v d sledku psobeni AZA, ma ve svych
regulanich Usecich metylovanou DNA (Komashko et Farnh@@10). Tato skutenost
nemusi byt s nasim zaem o vlivu demetylace URE na obnoveni exprese RUdzporu,
nebo je mo né, e AZA obnovuje expresi Rolika kli ovych gen — transkripnich faktor,
signalizanich molekul a regulatorbun ného cyklu, které pakidi expresi mnoha dalSich
gen, jejich regula ni oblasti nejsou metylovany na urovni DNA. Jinfaunicmén popsali
DNA metylaci gen v MDS/AML jako rozsahlou (Figueroa et al., 2009¢. proto mo né, e
zavry ziskané studiem neleukemickych bkinjednoduSe nelze vztdhnout na stav
v hematologickych i jinych malignitdch. V neposledniad je teba brat v avahu, e
p sobeni AZA v bukach se neomezuje na sni ovani metylace DNA, alernge napiklad
fosforylaci a defosforylaci protein ktera naslednovliv uje transkripci v buce (Thépot et
al., 2011). Dle itym zjiSt nim je, e krom svého efektu na chromatin v oblasti URE@bi
AZA p i aktivaci exprese PU.1 pravogodobn i na dalSich regulaich oblastech genu PU.1,
jingch ne je URE (Vysledkovy obrazek 5). Tento zAJe v souladu sji popsanym
pozorovanim vlivu AZA na metylaci DNA v oblasti pnotoru genu PU.1 (Amaravadi et
Klemsz, 1999; Tatetsu et al., 2007). Z tohotovatlu je k plnému objasni vztahu mezi
epigenetickym stavem DNA gerRRlJ.1 a klinickou odpovdi na I1ébu AZA zapotebi také

analyza dalSich regulaich Usek genu PU.1.

V nasi praci jsme dale zkoumali vliv cytokin kombinaci s AZA na obnovu genové exprese
PU.1 a bun nou diferenciaci u modelové bumé linie OCI-M2 (resp. SKM-1). Dale jsme se
zam ili na zm ny v oblasti URE a dalSich regukdch oblastech genBU.1 probihajici na
epigenetické arovni modifikaci histon Ukazali jsme, e AZA signifikantn zvySuje

p itomnost histonové modifikace H3K4Me3, asociovartéasskripn aktivni strukturou
v oblasti URE v bukadch OCI-M2, zatimco sobeni AZA v kombinaci s G-CSF vznik této
histonové modifikace spiSe potlge. AZA v kombinaci s GM-CSF naopak vyznamn
zvySuje pitomnost jiné modifikace histonu H3, H3K9Ac, ktej@ rovn spojovana

s transkripn aktivnim chromatinem (Barsi et al., 2007). Tytoskeglky jsou v souladu
se zavry ady praci, které poukazuji na to, e metylace DNA sledku psobeni DNMTL1

p edstavuje souast komplexnich funkiich vazeb za @sti dalSich protein jejich souhrou
vznika a stabilizuje se na chromatinu transkrip represivni struktura. Nabohaceni

p itomnosti H3K4Me3 po psobeni AZA je mo né dat do souvislosti s inhibicispbeni
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demetylazy KDM1A/LSD1 (demetylujici specificky lysi4 na histonu H3), u ni bylo
popsano, e je aktivhrekrutovana DNMT1 na regulai oblasti gen p i vzniku transkripn
represivniho komplexu (Clements et al., 2012). 2nySpitomnosti histonové modifikace
H3K9Ac po p sobeni AZA v kombinaci s GM-CSF je mo né dat do \@elosti s inhibici

p sobeni deacetylaz histonjejich asociace s DNMT1 byla rovn popsana v odborné
literatue (Fuks et al., 2000; Rountree et al., 2000). $tafoumajici psobeni Decitabinu,
analogu AZA, ukézala, e pro inné obnoveni genové exprese vkéch je podminkou
nejen sni eni aberantni metylace na DNA, ale i emyZacetylace lysinu 9 na histonu H3 a
dalSi zmny modifikaci na molekulach histonasociujicich s rozvolmym, transkripn
aktivnim chromatinem (Si et al., 2010). NaSe vykjedkuten ukazuji, e maximalni
indukce acetylace na lysinu 9 histonu H3 v oblddRE vyvolana psobenim AZA

v kombinaci s GM-CSF koreluje s nejgim zvySenim exprese PU.1 a jeho cilového genu
CD11b v bukach OCI-M2 (Vysledkovy obrazek 3).

Vliv p sobeni AZA v kombinaci s cytokinem G-CSF na epigieRé procesy v oblasti URE
jsme intenzivn studovali také na CD34+ progenitorech ziskanyglacdenta P302 s MDS
(leho DNA v oblasti URE byla slab metylovana). Cytokin G-CSF jsme zvolili proto, e
byly prok&zany jeho pro-diferenciai U inky v normalnich progenitorech (Hu et al., 2036),
rutinn vyu ivan v terapii MDS/AML k prevenci neutropen{Potti et al., 1995) a navic bylo
ZjiSt no, e mutace receptoru pro tento cytokin predigperke vzniku MDS s vysokym
rizikem (Wolfler et al., 2005). | p p sobeni AZA v kombinaci s G-CSF na CD34+
progenitory z pacienta s MDS jsme detekovali séracetylace H3K9 a rovn pokles

p itomnosti modifikace H3K9Me3 spojované s represighiomatinovou strukturou. Tento
pokles H3KO9Me3 me byt d sledkem deplece metyltransferazy histod@9a, asociované
s DNMT1 (Smallwood et al., 2007). Jelba poukazat na skutest, e zatimco v bikach
OCI-M2 p sobeni AZA v kombinaci s G-CSF nevedlo k rog8i vzorce acetylace H3K9 ani
k obnoveni exprese PU.1, vysledky na progenitomskanych z pacients MDS byly prav
opané. To upozoruje na objektivni limity modelovani patofyziologgth mechanism
hematologickych malignit na bumych liniich. Bun na linie OCI-M2 pedstavuje gpad
transformace MDS do erytroleukémie, zatimco vzoték34+ progenitor, na kterém byl
testovan vliv AZA v kombinaci s G-CSF, pochézelarignta s MDS s podtypem RAEB 2,
co by mohlo vysvtlit rozdilné p sobeni G-CSF v kombinaci s AZA na vznik transkmnip
aktivni chromatinové struktury v oblasti URE, obeav exprese PU.1 a bumou

diferenciaci.
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AZA v modelovych bun nych liniich OCI-M2 a SKM-1 indukuje inhibici prdérace a do
ur ité miry i navozuje apoptézu. AZA v bumych liniich OCI-M2 a SKM-1 indukuje
zvySeni exprese p21/CDKN1A, ktery reguluje bury cyklus a inhibuje proliferaci. Tento
efekt AZA byl v odborné literate ji popsan (Jiemijit et al., 2008). Nelze vyliy e je
vyvolan pimo p sobenim AZA na regulai oblasti genyp21l Studie zvySeni hladiny PU.1
v modelovych bun nych liniich pro mnohcetny myelom nicmén naznauje, e zvySeni
exprese p21 vlivem AZA je zprostdkovano nepmo p es obnovenou transkripci PU.1 (Ueno
et al., 2009). Tomu by nasy ovala i skutenost, e DNA genu p21 neni v MDS/AML
metylovana (Brakensiek et al., 200k ReB. AZA indukuje expresi KIT v bukach OCI-
M2 i v progenitorech z pacienta s MDS, zatimcaqbeni AZA v kombinaci s G-CSF tuto
indukci KIT tlumi. Toto zjiStni je v souladu s pozorovanim vlivu Decitabinu vritmnaci

s G-CSF na expresi KIT v normalnich progenitorettu (et al., 2010). Tyto vysledky,
spolen s pozorovanym zesilujicim inkem G-CSF na expresi PU.1 vyvolanou AZA,
naznauji, e G-CSF, jeho stavajici pou ivani v terapWiDS neni spojeno se zvySenou
frekvenci rozvoje AML (Estey et al., 1994), rna p edstavovat potencialnslibného
kandidata kombinované By pacient s MDS s vysSSim rizikem schopného zesilovat pro-

diferenciani U inky AZA.

Moje prace poukazala na roli hladiny PU.1 a epitjekgch mechanism U astnicich se jeji
regulace v patofyziologii MDS, pdevSim pak na jejich ast v poruSe diferenciace krevnich
bun k typické pro toto onemocni. Zarove jsme ukazali, e porozummi t mto
mechanismm m e byt vyznamné i pro terapeutickou praxi a progitas Souasny
p eva ujici experimentalni/terapeutickyiptup k ad malignich onemocmi si klade za cil
navodit u populace leukemickych binzastaveni bunného cyklu pipadn apoptozu.
Schopnost obnovit a néaslednudr et v leukemickych progenitorech proces buré
diferenciace pedstavuje alternativni strategii, ktera by mohlasimi u ite na i pro Iébu
onemocnni jako je MDS/AML. DalSi prace tykajici se pochopeole PU.1 v MDS by se
podle mého nazoru ra zam it na prokazani mo ného pmého vztahu mezi drovni
aberantni metylace DNA v oblasti URE (a v dalSiegutanich oblastech genu PU.1) a
odpov di pacient na lé bu AZA resp. na psobeni AZA v rzn vysokych davkach. Ma by
otestovat dalSi mo né vztahy mezi hladinou expresel/metylaci DNA v URE a klinicky
relevantnimi kritérii, zejména dobou progrese onemoi do AML. Je rovn t eba blie

objasnit vztah metylace DNA a existence represombmatinové struktury v oblasti URE
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k vlivu p sobeni cytokinu G-CSF (nebo dalSich cytokina obnoveni bunné diferenciace.
To, e otdzky a cile kladené moji praci souzni jpoe jSimi trendy vyzkumu v oblasti MDS,
ukazuje fakt, e byly vyvinuty metody analyzy DNAatylace u pacients MDS z voln
cirkulujici DNA v jejich séru/plazm (Iriyama et al., 2012). Konaym, optimistickym
vysledkem naSeho porozumi epigenetickym a molekularnim mechanismpatofyziologie
MDS ve spojeni s poznatky o prognostické hodnatr itych morfologickych a
cytogenetickych nalezby mlo byt vytvoeni terapie MDS ,Sité na miru“ jednotlivym

pacientm na zaklad jednoduché a levné metody jejich vysei Iékaem.
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6. SHRNUTIi ZAV R DIZERTA NIiPRACE

Na poatku své prace jsem vytib hypotézu pedpokladajici, e porucha diferenciace
krevnich bunk v MDS je zp sobena potlanou expresi PU.1 v progenitorovych kach
v d sledku aberantni zvySené metylace DNA v requilablasti URE a e exprese PU.1 a
mira jeji inhibice v progenitorovych bkach skupiny pacients MDS bude ovlivovat

efektivitu jejich I1é by hypometylanim inidlem AZA.

Pro hladinu exprese PU.1 v progenitorech ziskarybtDS pacient plati, e MDS je i na
arovni exprese PU.1 vysoce variabilni onemoén(co plati i v ramci jednotlivych
podskupin dnes vyu ivanych MDS klasifikaci, kterenikly na zaklad morfologickych
charakteristik onemocni nebo identifikovanych rizikovych prognostickycfaktor ).

A koliv pr m rna hladina PU.1 pro soubor vzorku pacidnyla prakticky toto na s hladinou
PU.1 pro soubor vzork CD34+ bunk od zdravych kontrol, jeji distribuce byla daleko
nerovnomrn jSi. Na zékladt chto vysledk tedy nelze vyvodit zav, e nizka hladina PU.1
je ur ujicim podkladem, nebo i jen sekundarnim jevemhmekomplexu patofyziologickych

stav zahrnutych pod diagn6zu MDS.

S pihlédnutim k této skuteosti jsem podpd pracovni hypotézu, e aberantni zvySena
metylace v oblasti URE ma za néasledek pettd exprese PU.1 a v zavislosti na tom i
potla eni bun né myeloidni diferenciace. Ukazal jsem, e AZA (sdny nebo v kombinaci
s cytokiny) potlauje metylaci v oblasti URE a potvrdil jsem svojipgogézu, e hladina
exprese PU.1 ovliwje efektivitu Iéebného tinku AZA u pacient s MDS (nizka hladina

asociuje se Spatnou prognozou pacigntlé b AZA).

Na konkrétn stanovené cile popsané v kapitole 2 jsem odpdvakto:

1. Exprese PU.1 v progenitorech ziskanych od paceMDS se sednim-1l nebo vysokym
rizikem (IPSS) je oproti zdravym kontrolam mnohemcev heterogenni. Existuji skupiny

pacient s vysokou i nizkou expresi PU.1 oproti zdravym tkmldm. Pacienti s nizkou
hladinou exprese PU.1 maji vyznamhorSi prognézu plé b AZA pokud jde o dobu
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celkového peiti, ne pacienti se sedni a vysokou expresi PU.1. Exprese PU.1 v
modelovych bun nych liniich pro MDS (OCI-M2, SKM-1) je oproti zdrgm kontroldm

ni 8i. Oblast URE je v bun né linii OCI-M2 a v progenitorech z paciers MDS aberantn
zvySen metylovana. Mezi mirou metylace na CpG oatich pi vazebnych mistech PU.1 a
AML-1 v oblasti URE a mezi hladinou exprese PU.progenitorech z pacients MDS
existuje zetelny trend nepmé korelace. Psobeni AZA na MDS by OCI-M2 vede

k vyraznému potlaeni metylace v oblasti URE.

2. AZA aktivita potlaenou expresi PU.1 a jeho cilovych gemmodelovych bun nych
liniich MDS. ZvySeni exprese PU.1 na urovni mRNArbteinu je provazeno myeloidni
diferenciaci leukemickych buk. AZA rovn inhibuje bun né dleni a do jisté miry
navozuje apoptdézu. Nicméru bunk OCI-M2 nebyla vysledovana zavislost mezi davkou

AZA a mirou apoptozy.

3. U inek AZA na zvy3eni exprese PU.1 a navozeni mysloitiferenciace v modelovych
bun nych liniich pro MDS Ize ovlivovat cytokiny podporujicimi st myeloidnich kolonii.
P edchozi stimulace buk OCI-M2 ovlivh nych AZA cytokiny M-CSF a GM-CSF dale
zvySuje expresi PU.1 a jeho cilovych gem koliv k epigenetickym zmmém histonovych
modifikaci v oblasti URE, které by signalizovalyzvmIn ni chromatinové struktury, dochazi
pouze v pipad vlivu GM-CSF. Stimulace buk cytokiny nema vyznamny vliv na rychlost

bun ného dleni a apoptozu buk.

4. AZA aktivuje potlaenou expresi PU.1 a jeho cilovych gewmprogenitorech z MDS
pacient. Tento Uinek AZA na zvySeni exprese PU.1 a navozeni myelaiiferenciace Ize
ovliv ovat cytokiny podporujicimi st myeloidnich kolonii. Rdchozi stimulace progenitor
ziskanych od pacients MDS cytokinem G-CSF vede k sni eni exprese ge€hly ktera je

indukovana AZA, k dalSimu zvy3eni exprese PU.1epigenetickym zrmam histonovych
modifikaci v oblasti URE, signalizujicim oteni chromatinu. Posledremin ny efekt G-

CSF nebyl pozorovan u bunOCI-M2.

5. Oblast URE je zasadni pro zajist fyziologické hladiny exprese PU.1 a manipulovani

touto ,normalni“ hladinou psobenim AZA. AZA nicmén ovliv uje hladinu exprese PU.1

také skrze jiné mechanismy, prapddobn dalSi regulani elementy genu PU.1.
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