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Abstrakt

Exprese homeoboxovych (HOX) genl je béhem hematopoézy piisn¢ regulovana a
v pribéhu diferenciace hematopoetickych bunék dochazi postupné k jejimu sniZzovani.
Naopak u leukemickych bun¢k je exprese téchto geni velmi Casto naruSena. U akutni
myeloidni leukémie (AML) byla popsana rozdilnda exprese HOX geni mezi jednotlivymi
subtypy definovanymi dle cytogenetického a molekularné-genetického vysetfeni. V nasi praci
byla pomoci metody nesupervidovaného hierarchického klastrovani podle hladiny exprese
HOX genli rozdélena kohorta détskych pacienti s AML do 5 klastrii, které jsou
charakterizovany pfitomnosti nebo absenci typickych molekularnich aberaci. Zaroven byla
vySetfena exprese HOX genii ve zdravych populacich hematopoetickych bunék, které
odpovidaji jednotlivym morfologickym stadiim leukemickych bunék. Na zaklad¢ vysledkt
lze konstatovat, ze exprese HOX genll nekopiruje pouze vyvojové/morfologické stadium,
ve kterém byla leukemicka buiika zastavena v pribéhu maligniho zvratu, ale zménéna hladina
HOX geni se pfimo nebo nepifimo podili na procesu leukemogeneze. Prokazali jsme, Ze
hladina exprese HOX gent je také zavisla na pfitomnosti molekularnich aberaci. Pro dalsi
studium jsme si vybrali AML pacienty s fuznim genem PML-RARa, ktefi maji celkové
charakterizované podskupiné. Na expresi HOX genii neméla u tohoto subtypu vliv pfitomnost
mutace FLT3/ITD, ktera je celkové spojovdna s vysokou expresi HOX genli, z cehoz
usuzujeme, Ze snizeny expresni vzorec HOX genl bude zavisly na pfitomnosti fazniho
proteinu PML-RARa. U PML-RARa pozitivnich pacientd jsme prokazali asociaci nizké
hladiny HOX gent s nizkou expresi histon demethylaz (JMJD3 a UTX) a zaroven s vysokou
expresi de novo DNA methyltransferaz. Pomoci latky ATRA degradujici protein PML-RARa
a specifického inhibitoru JIMJD3 jsme ukazali, Ze exprese HOX gent je regulovana pres PML-
RARo/JMID3. Vyuzitim chromatinové imunoprecipitace (ChIP) a ChIP s naslednou
sekvenaci nové generace jsme dale stanovili konkrétni HOX geny, které jsou u PML-RAR«
pozitivnich leukemickych bunck takto regulovany. V neposledni fadé jsme zjistili, Ze
kombinace ATRA a JMJD3 specifického inhibitoru zplsobila synergicky apoptoticky efekt
u ATRA senzitivni i ATRA rezistentni bunécné linie. Tento apoptoticky efekt naznacuje
moznost budouciho terapeutického vyuziti u ATRA rezistentnich PML-RARa pozitivnich

pacienttl.



Abstract

HOX gene expression is tightly regulated during hematopoiesis and it is gradually
decreased during the differentiation of hematopoietic cells. By contrast in case of leukemic
blasts the expression of HOX genes is often disrupted and dysregulated. Especially in acute
myeloid leukemia (AML) different expression of HOX genes was described between different
subtypes classified according to cytogenetics and molecular genetics. In this study, the cohort
of childhood AML patients were screened for HOX gene expression and based on these
valuesdivided into five clusters using unsupervised hierarchical clustering characterized
mainly by presence or absence of the typical molecular aberrations. HOX gene expression was
also tested in the healthy counterpart of hematologic cells equivalent to the particular
morphological stages of leukemic cells. Based on these results, HOX gene expression directly
or indirectly participate in leukemogenesis and it not only copies the
developmental/morphological stage in which the hematopoietic cell was stopped during
differentiation. It this thesis/study it was concluded that the HOX gene expression is
dependent on the presence of specific molecular aberration. In the second part of our study,
we investigated the HOX gene transcription regulation in AML patients with PML-RARa.
fusion gene with the overall lowest expression of HOX genes. We determined that the
presence of FLT3/ITD mutation usually connected with the high expression of HOX genes
had no effect on the level of HOX genes in PML-RARa positive cases which means that the
HOX gene expression profile is dependent mainly on PML-RARa fusion genes In PML-
RARa positive patients the low expression of HOX genes was associated with low expression
of histone demethylases (JMJD3 and UTX) and high expression of DNA methyltransferases.
We showed using ATRA, causing degradation of PML-RARa fusion protein, and JMJD3
specific inhibitor that HOX gene expression is regulated by PML-RARo/JMJD3. Using
chromatin immunoprecipitation (ChIP) and ChIP followed by next-generation sequencing we
identified HOX genes, which are regulated by PML-RARa/JMJID3 pathway. Furthermore, we
observed the synergistic apoptotic effect of ATRA a JMJD3 specific inhibitor on ATRA-
sensitive but also on ATRA-resistant cell lines. This apoptotic effect shows potential future

therapeutic usage in PML-RARa ATRA-resistant patients.



1 Uvod

Leukémie, kterd se vyznacuje maligni transformaci hematopoetickych bunék, patii
mezi nejcastéjsi maligni onemocnéni u déti. U pacientd s diagnostikovanou leukémii je
v urCitém stadiu blokovan vyvoj hematopoetickych bun¢k a vzniklé blasty jsou poté Siteny do
krve, lymfatickych wuzlin jater a dalSich organi. Tyto leukemické blasty vznikaji
vicestupnovym procesem pies preleukemicky klon, u néhoz se ptedpoklada vznik vice
jednotlivych zmén genomu, vedoucich pomoci pozitivni selekce k tvorbé leukemického
klonu. Leukemické bunécné klony, které se projevuji ztratou diferenciace pii zachovani
proliferace a zaroven defekty v apoptéoze, postupné vytésnuji zdravou populaci
hematopoetickych bun¢k (Mayer J, 2002).

Leukémie se dé€li dle pribéhu onemocnéni na akutni s prudkym ndstupem a chronické
s typickym pomalej§im pribéhem. Akutni leukémie jsou déle ¢lenény dle vyvojové tady, ze
které pochdzeji, na myeloidni a lymfoblastické. V této praci jsme se zaméfili na détskou
akutni myeloidni leukémii (AML), kterd je méné¢ Castym typem akutni leukemie u déti, avSak
s vyrazné horsi prognézou oproti Castéjsi akutni lymfoblastické leukémii (Appelbaum et al.,
2006; Gibson et al., 2011). V dalsim vyzkumu jsme se specializovali na akutni
promyelocytarni leukémii s diferenciacnim blokem v promyelocytarnim stadiu myeloidniho
vyvoje, charakterizovanou ptitomnosti fuznitho genu PML-RARo. Tento subtyp vyZzaduje
specificky 1écebny protokol, ktery zahrnuje od zacatku 1écby pacienta zvysené davky ATRA
(all-trans retinoic acid), coz zpusobuje uvolnéni diferenciacniho bloku a degradaci PML-
RARa fzniho proteinu (Gregory et al., 2009; Testi et al., 2005).

HOX geny, které jsme se rozhodli u détskych AML studovat, jsou velmi dileZité pro
vyvoj hematopoetickych bunck neboli hematopoézu. Nejvyssi exprese HOX genid je
detekovana u kmenovych a Casnych progenitorovych hematopoetickych bunéck, pficemz
buiiky. Exprese HOX genii béhem maturace hematopoetickych buné€k je ptisné regulovana.
Naruseni této regulace se mize podilet na procesu maligni transformace (Argiropoulos and
Humphries, 2007; Sauvageau et al., 1994). Dosud vSak nebylo objasnéno, zda je aberantni
exprese HOX genii u jednotlivych subtypt leukémie zplsobena aberantni expresi jejich
transkrip¢nich regulatorti, nebo pouze kopiruje expresni profil HOX gent zdravého protéjsku,
zastaveného v konkrétnich fazich diferenciace.

Za timto ucelem jsme na kohorté détskych pacientd vySetfili expresi HOX genl na

mRNA trovni u rozdilnych subtypti AML a sortovanych myeloidnich diferenciacnich stadii



zdravé kostni diené. Na zakladé téchto vysledki jsme prokazali, Ze aberantni exprese v ramci
subtypit AML je vadzand na konkrétni molekularné-genetické aberace a neni dana pouze
diferencia¢nim stadiem leukemické bunky.

Z hlediska regulace exprese na epigenetické Urovni maji HOX geny bivalentni
charakter. Na promotorech téchto genli se nachazi jak represni, tak aktivacni histonové
znacky, reprezentované specifickymi histonovymi modifikacemi. Mnozstvi téchto znacek, a
tim také exprese HOX gend, je dynamicky regulovana methyltransferazami a demethylazami
histonil.

V této praci jsme prokazali vyznamnou roli demethyldzy JMJD3 v regulaci exprese
HOX genti u PML-RARa« pozitivni leukémie. Hladina exprese vybranych HOX genti u tohoto
typu leukémie korelovala pozitivné s expresi a enzymatickou aktivitou JMJD3 a zaroven
negativné s pritomnosti represni histonové znacky (H3K27me3). Propojeni této regulacni
kaskady s PML-RARa fiznim proteinem jako transkripénim faktorem prokazala piima vazba
proteinu PML-RARa na promotorovou oblast genu pro JMJD3 (Martens et al., 2010).
Zarovenn jsme na modelovych PML-RARa pozitivnich bunéénych liniich detekovali
cytotoxicky efekt kombinace ATRA se specifickym inhibitorem enzymatické aktivity JMJD3,
a to jak u ATRA-senzitivnich, tak i u ATRA-rezistentnich linii. Tato skute¢nost by mohla
v budoucnu slouzit jako potencialni cil k rozsiteni terapie u PML-RARa pozitivnich pacientli

s vyvinutou rezistenci k 1é¢bé ATRA.
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2. Prehled literatury

2.1 Akutni myeloidni leukémie
Akutni myeloidni leukémie (AML) je méné Castym subtypem leukémie détského
véku, kterd byva diagnostikovana v 15-20% ptipadid. Nejvyssi incidence AML je u déti
detekovdna v 1. roce zivota, zatimco u dospélych pacientl se zvySuje pocet
diagnostikovanych AML s rostoucim vékem (Appelbaum et al., 2006; Puumala et al., 2013).
Celkové je u AML ve srovnani s Castéji diagnostikovanou akutni lymfoblastickou leukémii
(ALL) pozorovana horsi progndza. Détsti AML pacienti (do véku 18 let) maji vyrazné lepsi
prognoézu s pravdépodobnosti preziti az 75% vsech ptipadi, naopak u dospélych pacientl se
preziti snizuje az na 45%. Tato skuteCnost je spojena s celkové niz§im podilem relapsi u
AML pacienti détského veéku, ¢emuz odpovidaji vice senzitivni leukemické blasty na
chemoterapeutickou 1é¢bu, nizs$i komorbidita, a tudiz i1 vyssi tolerance k 1écbé (Appelbaum et
al., 2006; Burnett et al., 2010; Gibson et al., 2011; Juliusson et al., 2009).
Zakladni diagnostika vSech détskych akutnich leukémii se opira o imunologicka,
cytogeneticka, morfologicka a molekularné genetické vysetieni, kterd se v prvé fadé zabyvaji
rozliSenim ALL a AML dle danych kritérii (viz Tab. 1), coz je velmi dulezité pro naslednou

1é¢bu pacientd.

ALL AML
zadna granula obvykle se mohou vyskytovat
morfologie
7adné Auerovy tyCe Auerovy tyce
B-fada: CD19+, CD10+ panmyeloidni antigeny
imunofenotyp

T-fada: cyCD3+, CD7+ CD13+, CD33+, CD65+

t(8;14) (B-ALL) t(8;21) (FAB M2)

1(9;22) t(15;17) (FAB M3)

karyotyp t(1;19) (preB-ALL) t(9;11) (FAB M5)

t(11;14) (T-ALL)
t(4;11) (proB-ALL)

t(16) (FAB M4eo)

monozomie 7, trizomie 8

Tab. 1: Rozdilné znaky AML a ALL (pfevzato z Mayer, Stary et al 2002)
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2.1.1. AML - rozdéleni

AML je vysoce heterogenni skupinou onemocnéni, protoze postihuje vSechny
myeloidni hematopoetické progenitory, mezi néz patii progenitory erytroidni, granulocytarni,
monocytarni a megakaryocytarni hematopoetické tfady. Jiz od roku 1976 se standardné
pouziva rozdéleni dle French-American-British (FAB) pracovni skupiny (Bennett et al.,
1976). FAB klasifikace rozdéluje AML do 8 subtypil zohlediujicich stupent vyzravani a typ
myeloidni fady, ze kterych jsou leukemické blasty derivovany (viz Tab. 2). Dnes vsak lze
AML charakterizovat detailnéji a to na zakladé molekularné-genetické analyzy. Pravé
zavedenim diagnostickych metod zaméfenych na stanoveni piitomnosti molekularné-
genetickych aberaci mohou nejnovéjsi 1écebné protokoly zohlednit dalsi typ klasifikace AML,
navrzeny v roce 2002 Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), ktera rozdéluje AML dle

molekularné-genetického a cytogenetického vySetieni (Sandahl et al., 2015; Vardiman et al.,

2002).
FAB subtyp Charakteristika Zastoupeni

akutni leukémie s minimalnimi zndmkami

AML M0 myeloidni diferenciace 3%
(tzv. ¢asna myeloidni leukémie)

AML M1 akutni myeloidni leuknémie bez vyzravani 15-20%

AML M2 akutni myeloidni leukémie s vyzravanim 25-30%

AML M3 akutni promyelocytarni leukémie (APL) s 10%
+ podskupina AML M3v (mikrogranuldrni leukémie)
akutni myelomonocytarni leukémie

AML M4 25-30%
+ podskupina AML M4eo s eozinofilii

AML M5 akutni monocytarni leukémie 6 %

AML M6 erythroleukémie 3-5%

AML M7 akutni megakaryoblasticka leukémie 3%

Tab. 2: Subtypy AML podle FAB rozdéleni (ptevzato z Mayer, Stary et al 2002)

2.1.2. AML - terapie

Po stanoveni diagnozy a zahajeni induk¢ni 1écby AML zejména na zéklad€ morfologie
a dale také pratokové cytometrie je pacient léCen podle standardnich lécebnych protokoli

odpovidajicich leukemickému subtypu. Nasledné je pomoci téchto metod sledovana tzv.
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minimalni rezidualni nemoc (MRN), ktera je v pfipadé¢ AML diagndz s jasnym molekuldrné
genetickym cilem sledovéana také pomoci molekuldrné genetickych metod, konkrétné¢ qPCR
(kvantitativni PCR v redlném case). Tato zbytkova leukemicka populace zlstdva v téle
pacienta a jeji hladina v pfesn¢ stanovenych casovych bodech 1€¢by roziazuje pacienty do
rozdilnych skupin dle rizika nasledného relapsu (Inaba et al., 2012; Sievers et al., 2003). U
pacientl, ktefi spadaji do vysokého rizika, zahrnuje bézny lécebny protokol na bazi
chemoterapie také transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSCT — hematopoetic
stem cell transplantation), vyuzivajici kromé samotné eliminace malignich bunék a nahrazeni
zdravymi krvetvornymi buitkami také reakce Sté€pu proti leukémii jako vyznamného benefitu
(Hasle, 2014). Vétsina AML je 1écena nejprve indukeni terapii na bazi antracyklind jako je
idarubicin a daunorubicin (Creutzig et al., 2005). U dospélych pacienti s AML zahrnuje
indukéni terapie také cytarabin, ktery prokazatelné u této kohorty pacienti zlepsuje celkovou
prognozu (Weick et al., 1996). Po induk¢ni terapii nasleduje konsolidacni terapie s 2 — 5
cykly, které jsou prizptisobené dle konkrétnich 1écebnych protokold. Nasledujici fazi je
jednoletd udrZovaci terapie, jejiz soucasti byva také imunologicka l1écba. Jejim prikladem
imunologické 1é€by mulze byt interleukin 2, ktery stimuluje proliferaci antigen-specifickych
T-lymfocytil, zvySuje aktivitu NK (natural killers) bun¢k proti AML blastim a zplsobuje
uvolnéni TNF (tumor necrosis factor) a IFNy (interferon gamma) z aktivovanych lymfocyta
(Lange et al., 2011; Toren et al., 1995).

V ramci jednotlivych subtypii AML se z hlediska 1écby odliSuje skupina pacientl
s diagn6zou Downova syndromu. U téchto pacienti je preferovdna terapie s niz§imi
1é¢ebnymi ddvkami bez nasledné SCT (Sorrell et al., 2012). DalSim vyrazné se vymezujicim
subtypem AML dle 1é¢ebného protokolu je akutni promyelocytarni leukémie (APL, dle FAB
AML M3). Lécebny protokol APL zahrnuje jiZ v indukéni 1é€bé poddni ATRA (all-trans-
retinoic-acid), ktera je nezbytna pro UspéSnou 1écbu téchto pacientii. Nasledna konsolidaéni 1
udrzovaci terapie zahrnuje v raznych lé€ebnych protokolech, lisicich se geograficky a vékové,
podani ATRA mnohdy v kombinaci s ATO (arsenic trioxide). Z divodu odlisného 1écebného
protokolu je pro Uspé&Snou 1é€bu nutna vcasnad diagnostika APL, ktera odlisi tento subtyp od

ostatnich AML (Testi et al., 2005).
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2.1.3. AML - typické molekularné-genetické aberace

U AML je ve srovnani se solidnimi naddory detekovano vyrazné ménég strukturalnich a
numerickych aberaci. Nejcastéji se vyskytujici aberace lze rozdélit obecné do dvou skupin.
Pro prvni skupinu abnormalit, které se oznacuji jako tfida I, jsou typické mutace dodavajici
leukemickym bunikdm proliferaéni vyhodu bez ovlivnéni jejich diferenciac¢niho potencialu.
Mezi takové aberace patii mutace v genech kddujicich receptorové kindzy jako je FLT3 (fms
(Feline McDonough Sarcoma) - related tyrosine kinase 3), fosfatazy PTPNII (protein
tyrosine phosphatase, non-receptor 11) nebo aktiva¢ni mutace onkogenti jako jsou KIT (kit
oncogene) nebo RAS (RASA1 p21 protein activator (GTPase activating protein) 1). Genetické
aberace tfidy II maji naopak blokacni efekt, ktery se projevuje narusenim diferenciace a
nasledné také apoptdzy pii maligni transformaci hematopoetickych bunck. Mezi takové
aberace patfi translokace vedouci ke vzniku fhznich genl. Protoze se vétSina téchto
translokovanych genti fadi mezi transkripéni faktory, dochazi nasledné k aberantni expresi
cilovych gent (Kelly and Gilliland, 2002; Kaspers and Zwaan, 2007). Oba typy mutaci, jak
tiidy I tak 1 tfidy II, se u AML vyskytuji velmi ¢asto soucasné. Tato skute¢nost podporuje
teorii vzniku leukémie na zdkladé¢ minimalné dvou zasahii do genomu v podobé mutaci
(Greaves, 1997; Mayer J, 2002).

Mutace v receptorové kindze FLT3, mezi které patii nejCastéji bodové mutace nebo
duplikace typu ITD (internal tandem duplication), jsou detekovany u témé&f tretiny pacientil
s diagn6zou AML. Tyto mutace zpisobuji konstitutivni aktivaci signalizacnich drah pies RAS
protein a nésledné také blokuji myeloidni diferenciaci. Mutace v genu FLT3 jsou asociovany
s AML s normdlnim karyotypem a zaroven s proliferativni AML vykazujici vys§i procento
blastli a soucasn¢ také s vysSim rizikem relapsu (Ravandi et al., 2010; Yamamoto et al.,
2001).

Mezi nejcastéj§i chromozomadlni piestavbu, kterda se vyskytuje u AML, patii
translokace t(8;21)(q22;q22) generujici fuzni gen AMLI(RUNXI - runt-related transcription
factor 1) -E7TO (RUNXIT1 - runt-related transcription factor; translocated to 1(cyclin
related)). Pfitomnost tohoto fizniho genu u AML blastd, kterd byva spojovdna s dobrou
progndzou, spada nejcastéji do subtypu AML M2 (Peterson and Zhang, 2004). Pokud se ale u
leukémii s timto fuznim genem vyskytuje zaroven mutace v onkogenu KI/T (az 31% AMLI1-
ETO pozitivnich ptipadii), zvySuje se riziko relapsu u téchto pacientli az na 70% (Schnittger
et al., 2006). Transkripéni faktor AMLI-ETO inhibuje transkripci cilovych gend svou
korepresorovou funkei, a podili se tak na inhibici diferenciace myeloidnich prekurzort pies

p53 tumor supresorovou odpoveéd’ (Linggi et al., 2002).
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Translokace obsahujici gen MLL (mixed lineage leukemia), asociované se subtypy
AML M4 a M5, jsou u détskych leukémii spojovany se stfedni az horsi progndzou. Konkrétni
progndza je velmi Casto zavisla na translokacnich partnerech genu MLL, mezi néz se tfadi
geny sdilejici transkripéni jadro jako je AF4 (MLLT2, myeloid/lymphoid or mixed-lineage
leukemia; translocated to, 2) t(4;11)(q21;923) a AF9 (MLLT3, myeloid/lymphoid or mixed-
lineage leukemia; translocated to, 3) t(9;11)(p22;q23). Teorie vzniku téchto translokaci se
opira o bezprostiedni blizkost téchto genti béhem transkripce, které sdileji transkripcni faktory
a zaroven také o vysokou senzitivitu genu MLL k Dnaze I, ktera zplisobuje zlomy na urovni
DNA (Cowell et al., 2012). Zlomy a nasledné¢ fuzni geny vznikaji u détskych leukémii
zejména prenatalng, a to vnéj$i expozici plodu inhibitorim topoizomerdzy II, kterd je
prenatalné vysoce exprimovana a je nezbytnd pro udrzeni chromozomadlni integrity (Ross,
2000; Zandvliet et al., 1996).

U subtypu AML M4 s abnormalni eozinofilii a relativné dobrou prognézou je
nejcastéji detekovan fuzni gen CBFJf (core-binding factor B)/MYHII (myosin, heavy
polypeptide 11, smooth muscle), ktery vznikd inverzi chromozomu 16 inv(16), nebo
translokaci t(16;16)(p13;922) (Shurtleff et al., 1995). Tento fuzni protein v komplexu
s dal§imi proteiny funguje v jadie jako transkripéni represor a blokuje myeloidni diferenciaci

(Hiebert et al., 2001; Kundu and Liu, 2001).

2.2 PML-RARa

Subtypu AML M3 odpovidd akutni promyelocytarni leukémie (APL) s nejcastéji
detekovanym flznim genem PML (promyelocytic leukemia) — RARa (retinoic acid receptor o)
vznikajicim translokaci t(15;17)(q22;q12-22). PML-RARa fzni protein blokuje myeloidni
diferenciaci v promyelocytarnim stadiu a zvysuje proliferaci leukemickych bunék (Ferrucci et
al., 1997). Fyziologicky tvofi monomericky neaktivni transkripéni faktor RARa spole¢né
s proteinem RXR (retinoid X receptor) aktivni heterodimer. Ten se vaZe na specifickd RARE
(retinoic acid response elements), nebo RXRE (retinoid X receptor elements) mista
v promotorech cilovych genti myeloidni diferenciace, ¢imz reguluje jejich transkripci (Bastien
and Rochette-Egly, 2004). Pokud se na heterodimerni komplex nenavaze do ligand-
specifického vazebného mista ligand, dochéazi k navdzani korepresorovych proteini NCoR
(nuclear receptor corepressor) a SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone
receptor), coz vede nasledné k inhibici transkripce cilovych genl deacetylaci chromatinu

pomoci histon deacetyldz (Horlein et al., 1995). Naopak, pokud se na RARa navaze retinova
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kyselina, kterd mé vysokou afinitu k vazebnému mistu na RARa receptoru, zplsobi
rekrutovani enzymu (histon acetyltransferdz) vedoucich k aktivaci transkripce cilovych gent
zodpovédnych za myeloidni diferenciaci (Kishimoto et al., 2006). Vznik PML-RAR«a fuzniho
proteinu zpusobuje zablokovani myeloidni diferenciace skrze naruseni fyziologické pro-
diferencia¢ni signalizace, nebot’ fuzni protein nereaguje na fyziologické koncentrace retinové
kyseliny. Diferencia¢ni blok mtize byt uvolnén zvySenymi davkami ATRA (all-trans retinoic
acid), coz zaroven vede také k degradaci fizniho proteinu, naslednému snizeni proliferace a
zvyseni apoptozy u téchto myeloidnich bun¢k (Raelson et al., 1996; Yoshida et al., 1996).
ATRA byla zavedena jako nutnd hlavni slozka 1é¢ebného protokolu pro APL PML-RARa
pozitivni pacienty, diky ¢emuz se Spatna progndza téchto pacientll vylepsila na velmi dobrou
(Grignani et al., 1993; Vitaliano-Prunier et al., 2014) Stale vSak u urcitého procenta (zhruba
15%) takto léCenych pacientli dochazi ke vzniku mutaci E domény RARo Casti PML-RARa
fuzniho genu, kterd je zodpovédna za heterodimerizaci a vazbu ligandu, korepresorii a
koaktivatort. Selekénim tlakem tak dochdzi ke vzniku klona rezistentnich k lécbé ATRA

(Ding et al., 1998; Imaizumi et al., 1998).

2.3 Homeoboxové geny

HOX (homeoboxové) geny, které koduji transkripcni faktory nezbytné pro vyvoj
organismu obratlovcil, se rozdéluji primarné do dvou zékladnich tfid. VSechny tyto
transkripéni faktory vykazuji vyznamnou podobnost v DNA-vazebné doméné o 60
aminokyselinach, které tvoii motiv helix-turn-helix. Do tfidy I patii HOX geny rozdélené do 4
klastrii (tzv. clustered HOX genes) nachézejicich se na 4 rliznych chromozomech (klastr A =
chromozom 7, klastr B = chromozom 17, klastr C = chromozom, klastr D = chromozom 2).
Ttida II reprezentuje HOX geny volné¢ umisténé po genomu (non-clustered HOX genes).
(Argiropoulos and Humphries, 2007; Grier et al., 2005).

U Kklastrovanych HOX gend je pro spravny vyvoj anterior-posteriorni osy tcla
obratlovci béhem embryogeneze dulezity smér a Casovani exprese téchto genl. Geny pro
vyvoj anteriorni Casti, které se nachéazeji na 3’konci, jsou exprimovany primarn¢. Nasledné
postupuje exprese k 5° konci, na kterém se nachazeji geny zodpovédné za vyvoj posteriorni
¢asti teéla obratlovell (viz Obr. 1). Analogické geny s vyraznou homologii se nachazeji také u
Drosophily melanogaster, jejichz pfisné Casovana a smérovana exprese hraje ve vyvoji

anterior-posteriorni osy podobnou roli. Pfitomnost konzervovanych sekvenci ukazuje na
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vysokou homologii HOM-C genti u Drosophily a HOX gent obratlovct, které pravdépodobné
vznikly divergenci a duplikaci béhem evoluce (Grier et al., 2005; Mallo et al., 2010).

12 3 45 6 7 B 9 1011 12 13

HUMAM

Obr. 1.: Exprese HOX gentll ve vyvoji anterior-posteriorni osy téla (pievzato z Grier, 2005)

2.3.1 Epigeneticka regulace HOX genu

U HOX genl byla kromé tradi¢ni regulace zprostiedkované transkripénimi faktory
popsana velmi vyznamnd regulace na epigenetické urovni, kterd zplsobuje zménu exprese
v zavislosti na chemické modifikaci DNA nebo aminokyselin histonti. Jako soucéast procesu
hematopoézy, embryogeneze nebo maligni transformace miize zména exprese HOX genll na
zakladeé epigenetické regulace vést k vyrazné zméné produkce HOX proteintll, nasledné také
fenotypu bunky nezéavisle na zméné nukleotidové sekvence genu. Mezi hlavni epigenetické
regulatory exprese patii enzymy odpovédné za zmény v kovalentnich modifikacich histond,
mezi které patii napf. methylace, acetylace, fosforylace, ubiquitinylace a zaroven také

methylace cytosinu na urovni sekvence DNA.

2.3.1.1 Kovalentni modifikace histonu
Na dynamické epigenetické regulaci HOX genli se podileji skupiny
histomethyltransferaz s opaénym pisobenim. Zatimco methyltrasferaza EZH2 (enhancer of

zeste 2 polycomb repressive komplex 2 subunit), ktera je soucasti komplexu PcG (polycomb
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group), udrzuje nizkou expresi HOX gent methylaci lyzinu K27 na histonu H3 v promotorové
oblasti, methyltransferaza MLL jako souc¢ést proteinového komplexu TrxG (trithorax group)
aktivuje expresi HOX genii methylaci lyzinu K4 na histonu H3 (Lund and van Lohuizen,
2004; Milne et al., 2002). O nezbytnosti téchto proteini svéd¢i diive publikovana data, tj.
v pripad¢ jejich aberantni exprese a funkce dochazi k poskozeni bunek béhem hematopoézy
(Ono et al., 2005; Raaphorst et al., 2001). Opacné k témto procestim plsobi enzymy snizujici
methylaci na vybranych histonech, tzv. demethylazy histonii. Demethylazy JIMJD3 (KDM6B
- lysine (K)-specific demethylase 6B) a UTX (KDM®6A - lysine (K)-specific demethylase 6A)
zpusobuji aktivaci chromatinu demethylaci lyzinu K27 na histonu H3, zatimco demethylaza
LSD1 (Lysine-specific histone demethylase 1A) udrzuje neaktivni chromatin demethylaci
lyzinu K4 na histonu H3 (Agger et al., 2007; Jin et al., 2013). Mnozstvi represni (H3K27me3)
a aktivacni (H3K4me3) methylaéni znacky na promotorech HOX genl se dynamicky méni
pusobenim methyltransferaz a demethyldz. Pfitomnost obou téchto histonovych znacek
v promotorovych oblastech ukazuje na tzv. bivalentni charakter, ktery umoziiuje rychlou
regulaci exprese HOX genll nezbytnou pro diferenciaci bunék.

Epigenetické kovalentni modifikace chromatinu jsou vzajemné regulaéné propojeny.
Mezi nejvyznamngjsi piiklady patii stimulace methyltrasferazy MLL acetylaci histonu H3,
ktera ptsobi vSeobecné jako znaCka aktivovaného chromatinu stejné jako pravé H3K4me3
(Milne et al., 2002). Pro findlni kondenzaci a umlceni chromatinu v zdvislosti na pfitomnosti
represni histonové znacky je naopak velmi diileZita (nikoli v§ak nezbytnd) pfima vazba PRCI
(Polycomb repressive complex 1) vedouci k ubiquitinaci histonu H2A. Enzymaticka aktivita
komplexu PRCI1 je signifikantné potencovéna vazbou protoonkogenniho proteinu BMI1 (B-
cell specific moloney murine leukemia virus integration region 1), ktery se tak podili na
uml€eni chromatinu cilovych geni. Pro spravnou funkci BMI-1 a naslednou represi
transkripce HOX genl je nutnd jeho vazba pies protein MLL. Pokud je v§ak MLL mutovan
nebo je soucasti translokace, dochédzi k abnormalnimu zvySeni exprese HOX genu pravé
znemoznénim vazby BMI-1 na MLL (Cao et al., 2002; Endoh et al., 2012; Tan et al., 2016;
van Lohuizen et al., 1991; Xia et al., 2003).

2.3.1.2 Methylace DNA
Methylace DNA, kterd je prezentovana 5-methyl-cytosinem, je celkové spojovédna
s inhibici transkripce. Za methylaci DNA jsou odpovédné specifické DNA methyltransferazy,

které¢ 1ze rozdé€lit na udrzovaci, odpovédné za udrzeni methylace béhem replikace DNA a de
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novo, zprostredkujici methylaci za ucelem cilené inhibice transkripce. DNMT1 (DNA
(cytosine-5)-methyltransferase 1) udrzovaci methyltransferaza, kterd je nezbytna pro spravny
vyvoj a déleni bunék, duplikuje DNA methyla¢ni vzorec béhem replikace ze staré¢ho vlakna
DNA na nové. Naopak de novo DNA methyltrasferaizy DNMT3a a DNMT3b (DNA
(cytosine-5)-methyltransferase 3A/B) hraji vyznamnou roli v regulaci exprese cilovych gent.
V obou piipadech se mohou zmény funkce téchto enzymi podilet na procesu maligni
transformace bun¢k (Chen et al., 2007; Okano et al., 1999; Robertson, 2001). Epigenetické
regulacni mechanismy jsou vzajemné propojeny, a proto se v piipad¢ inhibice transkripce
objevuje v promotorovych oblastech hypermethylace DNA zaroven s hypoacetylaci histon,
zvySenim mnozstvi represni methylacni histonové znacky a néslednou kondenzaci
chromatinu. Fyziologicky patfi HOX geny u kmenovych a ¢asnych progenitorovych bunck
mezi geny s nejvice hypomethylovanymi promotory. Béhem diferenciace bunék vSak dochazi

k postupnému zvySovani methylace (Laurent et al., 2010).

2.3.2 HOX geny v hematopoéze

Smérovana a ptisné¢ Casovana exprese HOX genid od 3po 5° konec je velmi dulezita
také pro vyvoj hematopoetickych bunc€k. VSeobecné je nejvySsi exprese HOX genl
detekovéna u hematopoetickych kmenovych bunék (HSC = hematopoetic stem cell), pfi¢emz
béhem vyvoje ranych hematopoetickych prekurzort se exprese HOX genl postupné snizZuje.
U termindln¢ diferencovanych hematopoetickych bun€k je naopak exprese HOX gent
minimalni. Konkrétné¢ je u hematopoetickych prekurzorti vykazujicich pozitivitu CD34+
exprimovano 22 Kklastrovanych HOX gent zcelkovych 39, pficemz vysokd exprese
anteriornich genti z 3’konce (HOXI-6) je detekovana zejména u HSC. Postupné se exprese
anteriornich HOX genil sniZuje a naopak dochdzi ke zvySeni exprese posteriornich gent
z 5'konce (Argiropoulos and Humphries, 2007; Sauvageau et al., 1994). V prubchu
objasniovani role HOX genii béhem hematopoézy bylo zjisténo, Ze konkrétni HOX geny jsou
odpovédné za vyvoj konkrétnich hematopoetickych vyvojovych tad. Jako gen odpovédny za
vyvoj erytroidni linie je povazovan HOXB6, jehoz exprese je detekovana zejména na buiikach
erytroidni fady, a to zejména béhem fetalniho vyvoje (Zimmermann and Rich, 1997). HOXB6
se u hematopoetickych progenitorovych bunc¢k podili také na indukci diferenciace do
granulocytarni fady (Giampaolo et al., 1994). Naopak geny HOXA9, A10, B3, B7 a BS byly

prokazané jako specifické geny pro kontrolu a vyvoj myelomonocytarni hematopoetické fady.
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Pro vyvoj lymfoidni fady jsou naopak nezbytné¢ geny HOXA5 a HOXCS5 (Bijl et al., 1996;
Magli et al., 1997).

2.3.3 HOX geny v leukemogenezi

Aberantni exprese HOX genli byla prokdzana u fady maligné¢ transformovanych
bun¢k, které zptisobuji vznik leukémie nebo solidnich nadorti. Onkogenni potencial narusené
exprese HOX gent, at’ uz v roli pfimych spoustécl, nebo spise vedlejSich efektord procesu
maligni transformace, je podporovan skutecnosti piisné fizené exprese HOX gent, ktera je
nezbytna pro fyziologicky pribéh embryogeneze a hematopoézy (Cantile et al., 2012; Nguyen
Kovochich et al., 2013; Zhang et al., 2013). Z dosavadnich studii vyplyva, ze je deregulovana
exprese HOX genli Casto zpusobena kauzalni mutaci hlavnich spoustécii procesu maligni
transformace. HOX proteiny se pak pravdépodobné ve vétSiné piipadi jako transkripéni
faktory podileji na tomto procesu, a to zejména udrzovanim stale proliferace a sebeobnovy
bunck.

U leukémii byla detekovana signifikantné aberantni exprese gentt HOX, ktera dle
konkrétniho typu leukémie korelovala s jeji prognézou. Konkrétné€ byla nizkd exprese HOX
gent z klastru A a B u dospélych pacientli s AML spojena s dobrou prognézou stanovenou na
zakladé cytogenetického vySetieni (Drabkin et al., 2002). Naopak u détskych pacientii s ALL
byla asociovana dobra prognoza s celkovym prezitim bez relapsu s vysokou expresi HOXA
gentl (Starkova et al., 2010). U leukemickych pacienti byla detekovana vyznamni zména
exprese i na urovni jednotlivych HOX genu z klastru A, B, C nebo D, jejichZz podil na
leukemogenezi byl v fad¢ studii prokdzan. Mezi nejzndméjsi aberantné exprimovany HOX
gen z klastru A patii gen HOXA9, ktery podporuje expanzi hematopoetickych bunék ve stadiu
HSC a tim v ptipad¢ aberantni exprese také leukemogenni proces (Thorsteinsdottir et al.,
2002). Konkrétné u MLL prestavbovych leukémii byla detekovdna zvySend exprese genu
HOXA9 a kofaktoru MEIS1 (myeloid ecotropic viral integration site 1), které se podileji na
imortalizaci bunék. Zarovein byla na mySim leukemickém modelu (Hoxa9 -/-) s fiznim genem
MLL-ENL (MLLTI - Myeloid/Lymphoid Or Mixed-Lineage Leukemia; Translocated To, 1)
prokdzana nezbytnost genu HOXA9 pro proces leukemogeneze (Ayton and Cleary, 2003;
Horton et al., 2005; Zeisig et al., 2004). Aberantné zvySena exprese genu HOXA10 vedla u
mysSich modell k naruSeni myeloidni i lymfoidni diferenciace a néasledné k rozvoji AML
(Thorsteinsdottir et al., 1997a). Onkogenni potencial HOX gent z klastru A byl prokazan
také u T-ALL, kde byla detekovdna zvySena exprese u subtypi s fuznimi geny CALM
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(Calmodulin)-AF10 a MLL. Konkrétné¢ bylo u T-ALL prokazano, ze inv(7)(pl15q34)
zpusobuje transkripcni aktivaci gent HOXA10 a HOXA11 (Soulier et al., 2005; Speleman et
al., 2005). Mezi HOXB geny spojené se vznikem leukémie v pifipad¢ aberantné zvysené
exprese na mySich modelech patii gen HOXB3, ktery indikuje myeloproliferativni poruchy,
a gen HOXB6 vedouci ke vzniku AML (Beslu et al., 2004; Fischbach et al., 2005).

Krom¢ aberantni exprese se u leukemickych blastl jednotlivé HOX geny napfi¢ vSemi
klastry Casto stavaji translokacnimi partnery, ¢imz vytvareji fuzni geny, které jsou specifické
pro konkrétni subtypy leukémii. NejznaméjSim translokacnim partnerem HOX genu je gen
NUPY8 (Nucleoporin 98kDa), ktery se prave ve spolupraci s HOX geny pravdépodobné podili
na leukemické transformaci bun¢k. Produkt translokace t(7;11)(pl5;pl5), fuzni protein
NUP98-HOXA9, je u myeloidnich poruch jako jsou AML a myelodysplasticky syndrom
(MDS) nejcastéji popisovan jako nutny prvni zasah pfi vzniku tohoto onemocnéni (Kroon et
al., 2001; Slape and Aplan, 2004). Naopak u CML (chronickd myeloidni leukémie) je
NUP98-HOXA9 zodpovédny za piechod do blastické krize, a to prostfednictvim zastaveni
diferenciaéniho procesu u myeloidnich prekurzori (Yamamoto et al., 2000). Pfitomnost
fazniho genu NUP98-HOXAY dale zplsobuje signifikantni zvySeni transkripce fady cilovych
gent, jez vedou nasledné ke zvyseni proliferace u téchto myeloidnich bunék (Ghannam et al.,
2004; Chung et al., 2006). U AML byl detekovan také fuzni gen NUP98-HOXD13, ktery
stejné jako NUP98-HOXA9 spolupracuje na indukci a rozvoji leukemického klonu spolu
s MEIS1 (Calvo et al., 2002; Pineault et al., 2003). Mezi dal§si HOX geny, které se u
leukemickych klonG vyskytuji v translokaci spolu s NUP98 a podileji se na procesu
leukemogeneze, patii geny HOXAI11, HOXA13, HOXCI1 a HOXCI3 (Pineault et al., 2004).
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3 Cile

Porovnani expresniho profilu HOX genii a chromatinovych modifikatori na mRNA trovni u
granulocytarnich a monocytarnich vyvojovych stadii zdravé kostni dfené a odpovidajicich

subtyptt AML dle FAB klasifikace

Stanoveni vlivu molekularnich aberaci na expresi HOX genti u subtypi AML dle FAB
klasifikace

Stanoveni role fuzniho proteinu PML-RARa v regulaci transkripce HOX genl a histon

demethyldz JMJD3 a UTX

Charakterizace role demethylaz histoni v regulaci exprese HOX genti u PML-RARa

pozitivnich bun¢k pomoci studia histonovych modifikaci

Stanoveni u¢inku JMJD3 inhibitoru na ATRA-fizenou diferenciaci a apoptdzu/nekrézu PML-

RARa« pozitivnich bun¢k
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4 Metody

4.1 Kultivace bunécnych linii

Bunécné linie se znaky APL (NB4, NB4-LR2, NB4-MR2) byly kultivovany v RPMI
1640 médiu s 10% fetdlnim bovinnim sérem (BioSera) a 1% penicilinem, streptomycinem a
amphotericinem B (Gibco). VSechny bunécné linie byly testovany na piitomnost mykoplazmy
a pouze mykoplazma-negativni linie byly pouzity pro experimentalni ¢ast.

APL bunécné linie byly kultivovany v médiu o riznych koncentracich diferencia¢niho
¢inidla ATRA (Sigma Aldrich) a specifického inhibitoru GSK-J4 (Ethyl 3-((6-(4,5-dihydro-
1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-2-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4-yl)amino)propanoate, Sigma
Aldrich). Obé chemikalie byly rozpuStény v DMSO (dimethylsulfoxidmethan, Sigma
Aldrich). Kontrolni vzorky byly inkubovany s adekvatnim mnozstvim DMSO.

4.2 Sortovani vzorki kostni diené zdravych darci a pacientii s AML

Subpopulace zdravé kostni dfené reprezentujici riznd vyvojova stadia hematopoézy
byly sortovany ze vzorkii zdravych déarc nebo leukemickych pacientll s negativni hladinou
minimalni rezidualni nemoci po dlouhodobé kompletni remisi. Vzorky byly sortovany na
pristroji FACS (Fluorescesce Activated Cell Sorter) Aria (BD, San Jose, CA, USA) podle
znakidl myeloidni diferenciace. Sortované subpopulace dle myeloidnich diferencia¢nich stadii
byly smichény z péti riznych kontrolnich vzorkl a nasledné zpracovany izolaci RNA.

Pro studii bylo pouZito 46 diagnostickych vzorkl kostni dfené pacienti s AML, kteti
byli diagnostikovani a 1éceni na Klinice détské hematologie a onkologie ve FN Motol mezi
roky 1998 a 2010. Z téchto vzorkd téchto pacientli byly izolovany mononukledrni buiky
pomoci gradientové centrifugace (Ficoll-Plaque Plus, GE Healtcare Life Sciences) a nasledné
uskladnény v -80 °C. Pro dal§i analyzu byla vyuzita data zkohorty AML pacientl
z ErasmusMC-Sophia Childrens Hospital, Rotterdam (NL).

4.3 Kvantitativni real-time PCR

Ze vzorkll pacienti a zarovenl také ze zdravych sortovanych kostnich dfeni byla
izolovana RNA pomoci RNeasy Mini Kitu (Qiagen). V pifipadé bunéénych linii byla RNA
izolovana stejnym kitem, avSak az ze vzorka po osmi hodinové inkubaci (ATRA -1uM, GSK-
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J4 — 1uM, 10uM, PMA - 20 nM, 200nM). Nasledné byl proveden piepis RNA do cDNA
pomoci iScript kitu (Bio-Rad).

Kvantifikace genové exprese byla stanovena za pouziti Sybr Green master Mix (Bio-
Rad) na pfistroji iCycler iQ System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pro detekci exprese
HOXB gent byla kvili velmi nizké expresi u bunéénych linii vyuZzita moznost genové
preamplifikace pfipravené cDNA pomoci Taq man PreAmp Master Mix Kit (Thermo Fisher
Scientific). Navrhovani pouzitych primert a PCR reak¢nich podminek pro geny HOXA1, A3,
A4, A5, A6, A7, A9, A10, Al1, A13 a HOXBI, B2, B4, B5, B6, B7, B8 a B9, EZH2, BMI1,
MLL, DNMTI1, DNMT3a, DNMT3b, JMJD3, UTX, a LSDI bylo provedeno dle citovanych
publikaci (Das et al., 2012; Drabkin et al., 2002; Jin et al., 2013; Liu et al., 2012; Starkova et
al., 2010; Yang and Fang, 2012). Exprese vySe uvedenych genti byla normalizovéana k hladiné
exprese genu ABL (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), kterda se béhem

vyvoje myeloidnich bunék neméni.

4.5 Analyza mutaci

U 12 pacientl, u nichz nebyla detekovana zadna bézna ptestavba spojena s diagn6zou
AML, byla nasledné vySetfovana pfitomnost mutaci v genech NPMI, NRAS (N RASA1 p21
protein activator), KRAS (K RASAI1 p21 protein activator), CEBPa (CCAAT-enhancer
binding protein alpha), c-Kit a FLT3. Detekce mutaci probihala na urovni DNA (izolace
pomoci DNA Mini Kit (Qiagen)) pomoci kvalitativni PCR a nésledného sekvenovani
amplikonti pomoci specifickych primeri dle citovanych publikaci (Falini et al., 2005; Hollink
etal., 2011; Pollard et al., 2010; Sano et al., 2012).

4.6 Western blot

Z APL buné&énych linii byla po osmihodinové inkubaci (ATRA -1uM, GSK-J4 — 1uM,
10uM) izolovana jaderna a cytoplazmatickd frakce proteini pomoci NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific). Histony, jako dal$i jaderna
proteinova frakce, byly izolovany metodou kyselé extrakce (viz Nature Protocols). Metodou
western blot byly detekovany proteiny pomoci téchto protilatek: polyclonal rabbit anti-JIMJD3
(3457, Cell Signaling Technology), anti-UTX (A302-374A, Bethyl), polyclonal rabbit anti-
PML-RARa (ab43152, Abcam), polyclonal rabbit anti-TBP (ab63766, Abcam), anti-
trimethyl-histone H3 (Lys27)(07-449, Millipore), anti-methyl-histone H3 (Lys27) (07-
452 Millipore), anti-dimethyl-histone H3 (Lys4) (07-030, Millipore), anti-trimethyl-histone
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H3 (Lys4) (07-473, Millipore), anti-histone H3 (06-755, Millipore), anti-dimethyl-histone
H3(Lys9) (07-441, Millipore), anti-acetyl-histone H3 (Lys27) (07-360, Millipore), anti-
acetyl-histone H3 (Lys9) (07-352, Millipore), anti-acetyl-histone H3 (Lys14) (07-353,
Millipore), a anti-acetyl-histone H4 (06-598, Millipore). Elektoforéza proteinii probihala
v komeréné ptipravenych gelech (Bolt™, 4-12% Bis-Tris Plus, Invitrogen) a pufrech k tomu
urCenych (MES/MOPS SDS Running Buffer, Invitrogen) po dobu 90min na 90V.
Elektropienos z gelu na nitrocelul6zovou membranu probihal za stabilnich podminek 75 V,
90 min. Blokovani volné membrany probihalo v blokovacim roztoku (5% mléko/BSA Tween
(1%) + PBS 1x). Primarni protilatky byly fedény dle doporuceni vyrobce v blokovacim
roztoku. Membrana byla v roztoku primarni protilatky inkubovana na michacce ve 4 °C pies

noc (cca 16 hod).

4.6 Chromatinova imunoprecipitace s naslednou kvantitativni real-time PCR

APL bunécné linie byly po 8 hodinové inkubaci (ATRA -1uM, GSK-J4 — 1uM, 10uM)
smichany s 1 % (v/v) formaldehydem po dobu 1 minuty, aby doslo ke stabilizaci vazby mezi
DNA a proteiny, a to vytvorenim kovalentni vazby (tzv. cross-link). Poté byl na dobu 5 min
k buiikdm pfidan glycin (0,125M). Po této inkubaci byly buiiky lyzovany pomoci lyzaéniho
pufru (1% (v/v) SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH~8)) a cross-linkovany chromatin
byl fragmentovan sonikaci (22 cykli, 30 s intervaly) na sonikatoru Bioruptor 300 (Diagenode,
Belgie). Fragmentovany chromatin byl imunoprecipitovan protilatkami navdzanymi na
magnetickych kulickdch (Dynabeads A a G v poméru 1:1, Invitrogen). K imunoprecipitaci
byly vyuZzity protilatky: polyclonal rabbit anti-H3K27me3 (07-449, Millipore), polyclonal
rabbit anti-H3K4me2 (07-030, Millipore) a rabbit anti gamma-globulin (011-000-002,
Jackson ImmunoResearch) pouzity jako negativni kontrola. Po 16 hodinach byl navéazany
chromatin na magnetickych kulickdch promyt RIPA pufrem (50 mM HEPES, 1 mM EDTA,
0.7 % (v/v) Na-deoxycholate, 1 % (v/v) NP-40, 0.5 M LiCl) a TE buffer (pH 7.6) (10 mM
Tris-HCI,1 mM EDTA). K odvéazéani chromatinu z protildtek navazanych na kulickach bylo
dosaZeno inkubaci s findlnim pufrem (0.1 M NaHCO3, 1 % SDS) nejprve po dobu 5 min
v pokojové teploté a nasledné 6 hodin pii 65 °C. DNA byla z chromatinu pfecisténa pomoci
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Nafedéna DNA byla pouzita pro kvantitativni real-
time PCR s PowerSYBR Green PCR Master Mix (4368 702, Life Technologies) na
kvantifikaci mnozstvi kopii HOX genti (HOXAI, A3, A5, A7). Primery byly navrzeny
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k amplifikaci mist upstream od pocétku transkripce. Findlni data byla normalizovéana k inputu

(celkovy chromatin pied imunoprecipitaci) a k IgG negativni kontrole.

4.7 Chromatinova imunoprecipitace s naslednym sekvenovanim nové generace (ChIP-
seq)

APL bunécné linie byly po osmihodinové inkubaci (ATRA -1uM, GSK-J4 — 1uM,
10uM) zpracovany dle protokolu pro chromatinovou imunoprecipitaci (viz vyse). Pro tento
ucel byla k imunoprecipitaci vyuzita pouze protilatka polyclonal rabbit anti-H3K27me3 (07-
449, Millipore). DNA knihovna vytvofend z piecisténé DNA po chromatinové precipitaci
byla pfipravena pomoci NEBNext ChIP-Seq Library Prep Reagent Set for Illumina (E6200S,
New England BioLabs) s primery Index Primers Set 2 E7335S/E7500S, New England
BioLabs). Finalni DNA knihovna byla sekvenovana na sekvendtoru Illumina NextSeq

(Illumina, San Diego, CA, USA) metodou 70-base-pair single-read method.

4.8 Analyza dat z metody ChIP-seq

Sekvence ziskané NGS sekvenovanim z jedné strany kazdého fragmentu z ptipravené
DNA knihovny byly srovndny k referenéni sekvenci lidského genomu hgl9. Osekvenované
fragmenty s kvalitou mapovani na lidsky referenéni genom pod hodnotu 10 byly vyfazeny
z finalni analyzy dat. Analyza piki byla provedena nastrojem MACS?2 s nastavenim ‘—broad —
nomodel —extsize 300-to-large’ na namapovanych datech, které byly béhem analyzy
zmenSeny na 30 %, aby doslo ke sniZeni nespecifického pozadi v sekvenovanych vzorcich.
Kontrola pouZita pfi analyze pikdl byla vytvofena spojenim dat z jednotlivych kontrolnich
vzorkd (inputll), které byly zmenSeny na (100 % /pocet individualnich vzorkd) %. Piky
detekované v obou replikatech inkubovanych vzorku, nalezené ve vzajemné vzdalenosti 2kbp,
byly spojeny v tzv. spolecny pik. Vysledné piky byly pfifazeny k promotorovym oblastem
jednotlivych gent (+/- 2kbp od pocatku transkripce). Pocty osekvenovanych fragmentii
pfitazenych k promotorovym oblastem (+/- 500bp od pocatku mista transkripce) byly

normalizovany k celkové velikosti knihovny.
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4.9 Morfologie bunék

Po osmactyficetihodinové inkubaci s diferenciacnimi Cinidly (ATRA — 1uM, 10puM;
PMA — 20nM, 200nM) byly bunky fixovany pomoci cytospinu na sklicko. Takto piipravené
preparaty byly barveny pomoci May-Grunwald (MS500, Sigma Aldrich) and Giemsa (GS500,
Sigma Aldrich). Zmény v bunééné morfologii byly detekovany pomoci optického mikroskopu

(zvétSeni 50x).

4.10 Pritokova cytometrie

Zmeény v diferenciaci po inkubaci s ATRA (48h, ATRA - 1uM) byly sledovany na
zakladé exprese CD11b a CD65. Diferencované bunky byly inkubovéany s protilatkami
CDI11b — APC (333 143, BD Biosciences) a CD65 (B36299, Beckman Coulter) po dobu 15
min v pokojové teploté. Nenavazana protilatka byla odmyta pomoci PBS. Procento mrtvych
bunck bylo stanoveno po inkubaci dlouhé 24 a 48 hodin (ATRA — 1uM; GSK-J4 — 1, 2, 5uM)
s protilatkou Annexin V-Dy647 (RC-ANXD-T100, Exbio) a propidium iodidem - PI (130-
093-233, Miltenyi Biotec). Procento mrtvych bun¢k (Annexin V+, PI+) a mira diferenciace

byly méfeny na pritokovém cytometru BD FACS LSR II (BD Biosciences, USA).

4.11 Bisulfitové sekvenovani

Po inkubaci dlouhé 24, 48 a 72 hodin s ATRA (1uM) byla z bunéénych linii izolovana
DNA pomoci DNA Mini Kit (Qiagen). Nasledné bylo 500ug DNA pouzito na bisulfitovou
konverzi (cytosin (C) — thymin (T)) pomoci EZ DNA Methylation-Gold Kit (D50005, Zymo
Research). Konvertovand DNA byla u genlt HOXA5 a HOXA7 amplifikovana s vyuZitim PCR
ze dvou riznych mist v promotorové oblasti bohaté na cytosin a guanin (CG). PCR produkty
byly zaklonovany do TOPO TA vektoru a transformovany do One Shot Top 10 chemicky
kompetentnich bakterii (K450001, Life Technologies). Z kazdého konstruktu bylo pfeneseno
10 klonii s ampicilinovou rezistenci do tekutého LB média s ampicilinem (Luria Broth; Life
Technologies). Po inkubaci dlouhé 16 hodin ve 37 °C byly z bakterii izolovany plazmidy
pomoci Presto Mini Plazmid Kit (PDH300, KRD). Kazdy plazmid byl sekvenovan metodou
Sangerova sekvenovani s vyuzitim primertt M 13, které nasedaji do ptivodniho vektoru TOPO

TA.
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5 Vysledky

5.1 Expresni profil HOX genu v sortovanych subpopulacich zdravé kostni diené
reprezentujicich rizna stidia myeolopoézy

Sortovanim bun¢k pomoci BD FACS Aria III bylo ze zdravé kostni dfen¢ ziskano osm
ruznych bunéénych subpopulaci (granulocytarni — G1, G2, G3, G4; monocytarni — M1, M2,
M3, M4) odpovidajicich riznym stadiim myeloidni diferenciace. Sortovani bylo provedeno
na zaklad¢ exprese molekul pfitomnych na povrchu bunék jednotlivych vyvojovych stadii
myeloidni fady. Vybér povrchovych molekul (viz Tab. 3) byl proveden na zaklad¢ jiz diive
publikovanych dat (Kussick and Wood, 2003a, b; van Lochem et al., 2004). V ptipadé
leukemickych vzorkil kostni diené byla pozorovana exprese téchto povrchovych antigenii u
leukemickych blast, které odpovidaji jednotlivym morfologickym/vyvojovym stadiim

hematopoetické fady zastavenym v riznych stadiich maturace.

Zdravé sortované subpopulace myeloidni linie Odpovidajici subtypy AML
Granulocytarni vyvojova stadia

Gl myeloidni progenitor CD117+CD15-CD11b- AML M1, AMLM2

G2 promyelocyt CD117+CD15+CD11b- AML M3, AML M2

G3 promyelocyt-myelocyt CD117-CD13++CD16-

G4 myelocyt CD117-CD13dimCD16-

Monocytarni vyvojova stadia

M1  myeloblast CD34+SSc++HLA-DR+CD33- AML M1-MO
AML M2
M2  myelo/monoblast CD34+SSc++HLA-DR+CD33+
M3  promonocyt CD34-FSc/SSc~monocytim CD33+CD14- AML M4 - AML M5a
M4
monocyt CD34-FSc/SSc~monocyttim CD33+CD14+ AML M5b

Tab. 3.: Identifikace subpopulaci zdravé kostni dien¢ - hlavni charakteristiky vyvojovych stadii myeloidni
diferenciace (povrchové znaky) a odpovidajici morfologické subtypy AML
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Pro stanoveni dynamiky exprese HOX genli béhem hematopoézy byla spojena
vysledna expresni data ziskana kvantitativni PCR z paralelnich stadii obou vyvojovych linii
myeloidni fady (granulocytarni = G a monocytarni = M). Takto byla vytvofena Ctyfi stadia
myeloidni diferenciace (stadium 1 = G1+MI1, stddium 2 = G2+M2, staddium 3 = G2+M2,
staddium 4 = G4+M4). U téchto stadii bylo pozorovano postupné snizeni exprese HOXA a
vybranych HOXB (HOXB2 a HOXB4) genu v zavislosti na stupni diferenciace (Obr. 2).

HOXA - zdrava kostni dren HOXB - zdrava kostni dren
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Obr. 2.: Hladina exprese HOXA a HOXB geni na mRNA urovni u vyvojovych stadii myeloidni diferenciace
zdravé kostni diené

5.2 Expresni profil HOX geni u vzorki kostni diené détskych pacienti s AML

U détskych pacienti s AML byl detekovan odlisny expresni profil HOXA a HOXB
gent mezi riznymi morfologickymi subtypy AML dle FAB klasifikace (Kruskal-Wallis test:
p <0.0001 pro HOXA; p =0.0016 pro HOXB). Celkové nejnizsi exprese HOXA a HOXB genl
byla detekovana u subtypu AML M3 ve srovnani s ostatnimi subtypy dle FAB. Naopak u
subtypu AML MS5 byla prokazana signifikantné nejvyssi exprese HOX gent z klastru HOXA
(viz Obr. 3).

Signifikantni rozdily byly pozorovany také mezi skupinami AML pacientl
definovanych na zaklad¢ molekuldrnich aberaci (Kruskal-Wallis test:p < 0.0001 pro HOX4; p
expresi HOXA a HOXB gent. Tato data odpovidaji vySe popsanym vysledkiim u podskupin
FAB, kde pacienti s PML-RAReo fiznim genem spadaji pravé do skupiny AML M3 s nizkou
expresi HOX genl. Naopak u pacientli s pifestavbou genu MLL (KMT2A), prevalentné
fazenych do subtypu AML M5, byla detekovéana nejvyssi exprese HOXA genu (viz Obr. 3).
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Expresni profil HOX genu dle kvantitativni PCR na zakladé nesupervidovaného
hierarchického klastrovani rozdélil nasi kohortu détskych AML pacientd do péti klastrh
charakterizovanych dle pfitomnosti, nebo absence béznych aberaci jako je PML-RARa,
RUNXI-RUNXITI (AMLI-ETO), CBFp-MYHI1 a ptestavby genu MLL (viz Obr. 4). U tii
pacientd z klastru 1 s celkové nejvyssi expresi HOX geni a bez béznych aberaci byla
prokazana mutace v genu NMPI (Nucleophosmin 1). Tato skute¢nost odpovida vysledklim jiz
drive publikovanym u dospélych pacientd s AML (Andreeff et al., 2008).

Déle byla detekovana signifikantné zvysSend exprese vybranych HOXA u pacientl
zatazenych do vysokého rizika dle diagnostickych markeri a odpovédi na 1écbu (high risk -
HR) ve srovnéni s pacienty spadajicimi do skupiny pacientil se standardnim rizikem (standard
risk — SR) (p < 0.0001 pro HOXA13; p = 0.0004 pro HOXAI). U exprese genu z klastru
HOXB vsak nebyl pozorovan rozdil mezi rizikovymi skupinami. Ze ziskanych dat zaroven

nebyla prokazana asociace mezi expresi HOX geni a vékem détskych AML pacientd.

HOXA —subtypy AML dle FAB HOXB — subtypy AML dle FAB
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Obr. 3.: Hladina exprese HOXA a HOXB genti na mRNA urovni
A:u AML pacientti rozdélenych dle FAB klasifikace, B: u AML pacient s typickymi molekuldrnimi aberacemi
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Obr.4 : Hladina exprese HOXA a HOXB genl na trovni mRNA rozdélujici kohortu AML pacientd na zaklade
metody nesupervidovaného hierarchického klastrovani do 5 klastrii charakterizovanych majoritni pfitomnosti
typickych molekularnich aberaci (klastr 1 — AML pacienti s pfevahou mutace v genu NPMI, klastr 2 —~AML
pacienti s pfevahou fuzniho genu CBFfS-MYHI1, klastr 3 — AML pacienti s pfevahou prestavby v genu MLL,
klastr 4 — AML pacienti s pfevahou fuznho genu AMLI-ETO, klastr 5 - AML pacienti s pfevahou fizniho genu
PML-RARa)

5.3 Vliv molekularnich aberaci na expresi HOX genii u riznych subtypi AML

V dalSich analyzach jsme se zaméfili na rozdily v expresi HOX geni na mRNA trovni
v ramci jednotlivych subtypii AML dle FAB klasifikace, pro které jsou typické konkrétni
molekularni aberace. Tato strategie ndm umozZnila 1épe sledovat vliv téchto typickych
molekularnich aberaci na expresi HOX genu v ramci jednotlivych AML subtypti. Konkrétné
pacienti s AML M4, u kterych byla prokazana inverzi zplsobena fiznim genem CBFp-
MYHI 1, vykazovali signifikantné nizsi expresi HOX genl ve srovnani s pacienty ze stejné
skupiny bez této aberace. Podobna situace byla pozorovéana u skupiny AML M2, kde byla
pfitomnost fuzniho genu RUNXI-RUNXITI asociovana s niZsi expresi HOX genti, zatimco u

pacientil bez této translokace byla exprese HOX genti vyssi (viz Obr. 5).
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Obr. 5: Rozdilna hladina exprese HOXA a HOXB geni na mRNA trovni, statisticka signifikance (*< 0,05, **<
0,001)

A:u CBFf-MYH]I I+/- pacientli se subtypem AML M4

(HOXA7, HOXA10, HOXBY: p=0,0697, HOXA13: p=0,0732)

B: u RUNXI-RUNXITI+/- pacientl se subtypem AML M2

(HOXA5, HOXA9: p=0,1745, HOXA10: p=0,1172)

5.4 Vliv pritomnosti mutace FLT3/ITD na expresi HOX geni u leukemickych bunék
s fuznim genem PML-RARa

U dospélych pacienti s AML bez typickych translokaci, byly mutace genu NPMI
asociovany s vyssi expresi HOX genl a zdroven také se zvySenou frekvenci mutaci v genu
FLT3 (Roche et al., 2004). U nasi kohorty détskych AML pacientd s PML-RARo, fiznim
genem nebyl pozorovan charakteristicky vliv pfitomnosti FLT3/ITD mutace na expresi HOX

genl (FLT3/ITD+ (N=4), FLT3/ITD- (N=4)). Naopak u pacientli bez PML-RARo. fazniho
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genu byla prokazana asociace mezi FLT3/ITD mutaci a zvySenou expresi HOX geni (viz Obr.
6). Tato skutecnost byla potvrzena na nezévislé vétsi kohorté détskych AML pacientti (PML-
RARa+ (N=12), PML-RARa- (N=36)) (Hollink et al., 2011), kde byla u PML-RARa+
pacientt s FLT3/I[TD mutaci detekovana signifikantné nizsi exprese HOX genli ve srovnani

s pacienty bez tohoto fuzniho genu (viz Obr.6).
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Obr. 6: Rozdilnd hladina exprese HOXA a HOXB genti na mRNA urovni u AML pacientli, statisticka
signifikance (*< 0,05, **<0,001)

A:uPML-RARao+ FLT3/ITD +/- pacientit (HOXA7: p=0,0833)
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a PML-RARa- pacienty
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5.5 Srovnani expresniho profilu HOX gent ve vyvojovych stadiich zdravé hematopoézy
a malignich blastech

Na zéklad¢ expresniho profilu HOX gent dle kvantitativni PCR byly dale porovnany
sortované subpopulace zdravé kostni diené¢ a jejich leukemické protéjsky odpovidajiciho
vyvojového stadia myeloidni fady. Zajimalo nds, zda hladina exprese HOX gend u
leukemickych blastl jednotlivych subtypt AML dle FAB klasifikace nekoresponduje pouze s
odpovidajicim diferenciacnim stadiem, ve kterém byl leukemicky blast v ramci procesu
leukemogeneze zastaven. Rozdilna exprese nékterych HOX geni byla detekovana u subtypu
AML M3 ve srovnani s expresi HOX gent u zdravych promyelocytd (G2). Konkrétné se
jednalo o geny HOXAS5, HOXA6, HOXA9, HOXA10 a HOXB4 (viz Obr. 7a). Naopak expresni
profil genit HOXA3, HOXA4, HOXA7, HOXB2, HOXB5, HOXB6 a HOXB7 u subtypu AML
M3 odpovidal expresnimu profilu u zdravych promyelocyti (G2). Rozdily v expresi HOX
gent (HOXA3, HOXA4, HOXAS5, HOXA6, HOXA7, HOXAY9, HOXA10, HOXBS5 a HOXB6)
byly detekovany také mezi subtypy AML MS5a a M5b a jejich sortovanymi protéjsky zdravé
kostni dfen¢ — M3 a M4 (viz Obr. 7b a 7c).
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Obr.7: Rozdilna hladina exprese HOXA a HOXB geni na mRNA urovni u vyvojovych stadii normalni
myelopoézy a odpovidajicich diferenciacnich stadii leukemickych blastt

Exprese HOX geni u vzorku pacienttl je zobrazena box ploty

Exprese HOX gent zdravych sortovanych subpopulaci je zobrazena teckami

A: u AML M3 a sortované subpopulace zdravé kostni diené (ID = G2)

B: u AML M5a a sortované subpopulace zdravé kostni dien¢ (ID = M3)

C: u AML MS5b a sortované subpopulace zdravé kostni diené (ID = M4)
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5.6 Expresni profil modifikatori chromatinu a jejich role v regulaci exprese HOX genu

U zdravych subpopulaci kostni diené jsme se zaméfili také na analyzu exprese
modifikatort chromatinu, u kterych byl jiz dfive prokazan vliv na regulaci exprese HOXA a
HOXB gentu béhem embryogeneze (Agger et al., 2007; Boyer et al., 2006; Montavon and
Soshnikova, 2014). Na zaklad¢ expresniho profilu sortovanych subpopulaci zdravé kostni
dfené byly modifikatory chromatinu rozdéleny do tii skupin. Do skupiny modifikatort €. 1
byly zatfazeny geny, jejichz exprese se béhem diferenciace hematopoetickych bunék
nezménila (EZH2, BMI1, MLL, LSD1 a DNMT1). Skupina modifikatort €. 2 zahrnovala geny
se zvySujici se expresi béhem hematopoézy (JMJD3 a UTX). Skupina modifikatori ¢. 3
(DNMT3a a DNMT3b) obsahovala geny, jejichz exprese se bé¢hem diferenciace postupné
sniZovala, a tudiz inverzné korelovala s expresi modifikatorti €. 2 (viz Obr. 8).

U leukemickych bunck byla exprese genli ze skupiny modifikatort ¢. 1 podobna pro
vSechny subtypy AML jako protéjsSky zdravych sortovanych subpopulaci kostni diené.
Vyjimku tvofil gen BMII, u kterého byla pozorovana rozdilnd hladina exprese v ramci
jednotlivych subtypit AML (nejvyssi exprese byla detekovana u AML MS5). Exprese gent ze
skupin modifikatord ¢. 2 a ¢. 3 se vyrazné liSila mezi jednotlivymi subtypy AML. U
diferenciacnich stadii normalni hematopoézy nekorelovala hladina exprese modifikatort ¢. 2 a
¢. 3 s hladinou exprese HOXA a HOXB genu (viz Obr. 9, 10). U jednotlivych subtypi AML
korelovala exprese HOXB pozitivné s expresi modifikatort ze skupiny €. 2 (JMJD3 a UTX =
H3K27 histondemethylazy, R=0,874). S expresi modifikatorii skupiny €. 2 hlfe korelovala
exprese HOXA genti (R=0,506) ve vSech ptipadech, s vyjimkou AML M3. V piipade
modifikatora ze skupiny ¢. 3 (DNMT3a a DNMT3b) byla pozorovana ¢asteCna negativni
korelace sexpresi HOXB (R=-0,442). Vyrazna inverzni korelace mezi modifikatory
chromatinu €. 2 a ¢. 3, srovnatelnd s negativni korelaci téchto dvou skupin u zdravych
subpopulaci zdravé kostni dien€, byla detekovana pouze u subtypit AML M3 a M4 (viz Obr.
8,9).

Mezi dalsi vyrazné korelace v ramci leukemickych vzorki u jednotlivych genii pattila
specificka pozitivni korelace exprese gent HOXB4 a HOXB6 s expresi demethyldzy JMJD3
(p=0,0012). Naopak exprese genu JMJD3 negativné korelovala s expresi DNMT3b (viz Obr.
&B).

Abychom zjistili, jak jsou asociovany modifikatory chromatinu s transkripéni regulaci
HOXA a HOXB genii u AML pacientl s jednotlivymi molekularnimi aberacemi, porovnali
jsme u téchto pacientll expresi HOX genli s expresi histon demethylaz (JMJD3, UTX =
skupina modifikatorti €. 2) a expresi de novo DNA methyltransferaz (DNMT3a, DNMT3b =
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skupina modifikatort ¢. 3). Expresni profil téchto genti byl zobrazen v jednotlivych grafech
dle pritomnosti/absence specifické genetické aberace AML pacienti (viz Obr. 11).

Nejzajimavéjsi skupinou AML pacientli se pro nas po této analyze stala skupina pacientd

zaroven také celkové nejnizSi expresi histondemethyldz JMJD3 a UTX. U této skupiny
pacientil byla souc¢asné detekovana vyrazné vyssi exprese de novo DNA methylaz DNMT3a a
DNMT3b. Uvedené skutecnosti poukazovaly na mozny funk¢ni vztah demethylaz histont, de

novo DNA methyltrasferaz a HOX geni u AML pacientii s PML-RARo fiznim genem.
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Obr. 8: Hladina exprese HOXA, HOXB geni a skupin chromatinovych modifikatord na mRNA trovni
A: u sortovanych subpopulaci zdravé kostni diené
B: u subtyptt AML dle FAB klasifikace
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Obr. 10: Korelace mezi expresi jednotlivych HOXA a HOXB geniti a chromatinovych modifikatori u subpopulaci
zdravé kostni dien¢
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Obr. 11: Exprese HOXA, HOXB gent, histon demethylaz (JMJD3, UTX) a DNA de novo methyltrasferaz
(DNMT3a, DNMT3b) u AML pacientl rozdélenych do skupin dle pfitomnosti/absence typickych molekularnich
aberaci

5.7 Vyznam PML-RARa v regulaci exprese HOX genti a genii pro histon demethylazy
Abychom lépe prozkoumali vztah mezi PML-RARa fuznim proteinem, expresi HOX
genil a vybranych chromatinovych modifikatorti, provedli jsme fadu experimenti na
modelové bun&tné linii NB4 s PML-RARo fuznim genem predstavujici leukemické
promyelocytarni blasty. Nejprve jsme bunécnou linii NB4 inkubovali s ATRA, o které je
znamo, ze uvolnuje diferenciacni blok zptisobeny PML-RARa fiznim proteinem a zaroven
zpusobuje degradaci tohoto fuzniho proteinu (Degos et al., 1995; Nervi et al., 1998). Po osmi
hodinach inkubace NB4 linie s ATRA bylo detekovéano signifikantni zvySeni exprese HOX
genll (HOXAI, A3, A4, A5, A6, A7, B5 a B6) a histon demethylazy JMJD3. Naopak exprese de
novo DNA methyltrasferazy DNMT3b se po inkubaci s ATRA snizila. ZvySeni exprese
JMJD3 bylo potvrzeno jak na urovni mRNA, tak i proteinu, zatimco hladina exprese
demethyldzy UTX zistala po inkubaci s ATRA na obou urovnich beze zmény (viz obr. 12 a
13). V souladu s diive publikovanymi daty jsme po dlouhodobé inkubaci s ATRA (48 hodin)
nepozorovali zvySeni exprese HOX gentli, zatimco hladina exprese demethylazy histona

JMJD3 ziistala zvySena po celou dobu inkubace (viz Obr. 17) (Thompson et al., 2003). U
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dal$ich modifikéatorti chromatinu, jako jsou EZH2, MLL, BMII nebo DNMT3a, jsme zmény
exprese po uvolnéni diferencia¢niho bloku nepozorovali (viz Obr. 12, 19).

Abychom vyloucily nespecificky efekt ATRA, nezavisly na PML-RARa degradaci,
pouzili jsme ATRA-rezistentni klony NB4 bunécné linie (NB4-LR2, NB4-MR2). U téchto
rezistentnich klonti nedochdzi kvili pfitomnosti mutace v RARa vazebné doméné pro
retinovou kyselinu k ATRA ftizenému uvolnéni diferenciacniho bloku. ATRA-rezistentni
klony NB4-LR2 a NB4-MR2, piedstavujici ATRA-rezistentni PML-RARa pozitivni
pacienty, nevykazovaly po kultivaci s ATRA zadné zmény exprese u vySe zminénych genti
(viz Obr. 14). Na zékladé téchto vysledki miizeme konstatovat, ze ATRA pusobi specificky
pies PML-RARa fazni protein. Abychom vyloucili, Ze se jedna jenom o obecny diferenciacni
ATRA, rozhodli jsme se inkubovat ATRA-senzitivni buné¢nou linii NB4 a jeji ATRA-
rezistentni klony NB4-LR2 a NB4-MR2 se vSeobecnym diferencia¢nim cinidlem PMA
(phorbol myristate acetate). PMA zpusobilo morfologicky pozorovatelnou PML-RARa
nezavislou diferenciaci do monocytarni linie u senzitivnich i rezistentnich kloni (viz Obr. 15).
Oproti ATRA-fizené diferenciaci bylo po inkubaci s PMA detekovéano snizeni exprese HOX
gend a zvySeni exprese JMJD3, které je typickym vSeobecnym znakem pro fyziologickou
diferenciaci (viz Obr. 16). Zména exprese HOX genti po PMA, na rozdil od ATRA fizené

diferenciace, navic ptetrvala i 48 hodin po pfidani (viz Obr. 17).
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Obr. 12: Exprese HOXA, HOXB gend a chromatinovych modifikatord u ATRA-senztivni PML-RARo+ NB4
bunééné linie na mRNA trovni po 8h inkubaci s ATRA (1uM), graf byl vytvofen aritmetickym primérem 3
biologickych replikati (kazdy ze 3 technickych replikatd), statistickd signifikance (*< 0,05, **< 0,001, ***<
0,0001)

HOXA3: p=0,0005, HOXAS5: p=0,0106, HOXA7: p=0,0028, JMJD3: p=0,006, DNMT3b: p=0,05
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Obr 13.: Exprese PML-RARa, JMJD3 a UTX u PML-RARa+ ATRA-senzitivni bunééné linie NB4 a ATRA-
rezistentnich klont LR2 a MR2 na proteinové Grovni po 8h inkubaci s ATRA (1uM), protein TBP (TATA
binding protein) byl pouZit jako kontrolni protein jaderné proteinové frakce
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Obr. 14: Exprese vybranych HOXA gent a chromatinovych modifikatord u ATRA-rezistentnich PML-RARo+
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Obr.15 : Mikroskopické stanoveni morfologie PML-RARa+ ATRA-senzitivni bunécné linie NB4 a ATRA-
rezistentnich klon LR2 a MR2 barvenim May-Griinwald, Giemsa-Romanowski po 48h inkubaci s PMA (20nM,
200nM)
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5.8 Role JMJD3 v regulaci exprese HOX genii u PML-RARa+ bunék

Abychom prozkoumali roli histondemethyldzy JMJD3 v regulaci exprese HOX gent,
pouzili jsme specificky inhibitor GSK-J4, ktery inhibuje enzymatickou aktivitu Jumonji
demethyldz JMJD3 a UTX (Kruidenier et al., 2012). Konkrétn¢ nas zajimalo, zda zptsobuje
demethylace represni histonové znacky (H3K27me3) demethylazou JMJID3 zvySeni exprese
HOX genti. Nejprve jsme pomoci metody pratokové cytometrie vybrali koncentrace GSK-J4,
které neovliviiovaly viabilitu NB4 bunécné linie (viz Obr. 18).

Po osmihodinové inkubaci NB4 bunééné linie s ATRA a kombinaci ATRA a
specifického inhibitoru GSK-J4 jsme analyzovali expresi vybranych HOX gent, které byly
nejvice snizeny u PML-RARa pozitivnich pacientd, a to ve srovnani s ostatnim geneticky
charakterizovanymi skupinami AML pacientil (viz vyse). Signifikantné zvySena exprese byla
pozorovana po inkubaci s ATRA u HOX gent (HOXAI, p=0,0003; HOXA3, p=0,0013;
HOXA4, p=0,0054; HOXAS5, p=0,0118; HOXA6, p=0,0101; HOXA7, p=0,004; HOXB4,
p=0,0049 a HOXB6, p<0,0001). Stejny trend zvyseni exprese po uvolnéni diferenciaéniho
bloku ATRA byl pozorovan také u genu HOXA10. Exprese genit HOXAY9, HOXA11, HOXB?2
a HOXB4 se po inkubaci s ATRA nezménila (viz Obr. 19).

Efekt ATRA byl invertovan pomoci spoleéné inkubace s GSK-J4 specifickym
inhibitorem JMJD3 a UTX. Nizsi koncentrace GSK-J4 inhibitoru (1uM) zptsobila snizeni
exprese HOX genli a vyS$i koncentrace (10uM) vedla k vyraznéjSimu statisticky
signifikantnimu snizeni u konkrétnich HOX genti (HOXA1, p=0,0305; HOXA3, p=0,0152,
HOXA4, p=0,1118; HOXAS5, p=0,0092; HOXA6, p=0,0315; HOXA7, p=0,0017; HOXA10,
p=0,0003, HOXB4, nesignifikantni HOXB6, p=0,0029) (viz Obr. 19).
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a annexinu V) u ATRA-senzitivni PML-RAR+ NB4 bunécné linie po 8h, 24h a 48h inkubaci s GSK-J4 (1uM,
2uM, 5uM a 10uM)
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Obr. 19: Exprese HOXA, HOXB genti u ATRA-senzitivni PML-RARo+ NB4 bunécné linie na mRNA trovni po
8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (1uM, 10uM), graf byl vytvoren aritmetickym primérem 3 biologickych
replikatd (kazdy ze 3 technickych replikati), statisticka signifikance (*< 0,05, **< 0,001, ***< 0,0001)

5.9 Celkové zmény histonového kodu u PML-RARo+ bunék

Uvolnéni PML-RARa diferenciacniho bloku pomoci ATRA je doprovazeno fadou
epigenetickych zmén. Abychom zjistili, které epigenetické modifikace histonll se podileji na
zmeéné exprese genli béhem ATRA-fizené diferenciace, inkubovali jsme NB4 bunécnou linii
s ATRA a také v kombinaci s GSK-J4 inhibitorem. Specificky inhibitor GSK-J4 jsme pouzili
za UCelem ovéteni role lyzin 27 histon demethyldz JMJD3 a UTX v transkripéni regulaci
HOX gent pfi procesu diferenciace. K detekci celkové hladiny modifikovanych histonti na
proteinové urovni byla vyuzita metoda western blot. Hladina represni histonové znacky
(H3K27me3) byla sniZzena po degradaci PML-RARa fazniho proteinu pomoci ATRA.
Naopak hladina tohoto modifikovaného histonu byla zvySena po pfidani GSK-J4 inhibitoru.

Kombinovand inkubace s ATRA a GSK-J4 zpiisobila snizeni hladiny dimethylovaného lyzinu
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27 na histonu H3 (H3K27me2), coz ukazuje na dynamickou rovnovdhu mezi H3K27me3 a
H3K27me2. Inhibice lyzin 27 specifickych demethylaz zprostfedkujici zvySeni H3K27me3
pravdépodobné zphsobuje snizeni H3K27me2 jako vychoziho substratu pro trimethylaci.
Oproti represni histonové znacce byl u aktiva¢nich histonovych znacek pozorovan odlisSny
vliv. ATRA a inhibitoru GSK-J4. U di- a trimethylovaného lyzinu 4 na histonu H3
(H3K4me2, H3K4me3) vedlo pfidani ATRA ke zvySeni hladiny obou proteini, zatimco
kombinace ATRA a GSK-J4 zplsobila jejich snizeni. Hladina ostatnich detekovanych
modifikovanych histond, mezi které patii dimethylovany lyzin 9 na histonu H3 (H3K9me2),
acetylovany lyzin 9 na histonu H3 (H3K9Ac), acetylovany lyzin 14 na histonu H3
(H3K14Ac), acetylovany lyzin 27 na histonu H3 (H3K27Ac) a acetylovany histon H4
(H4Ac), se po inkubaci s ATRA nezménila (viz Obr. 20).

HakLaac MM
H3K27me3 N A S H3Kame3 TS - H3KIAC S S

H3K27me2 " SN M H3Kame2 e AR . oo e -
H3K9me2 WIS SNED SIS S H3 total e A D - HAAC M. -
H3 total "N NS N e ATRA (UM) -  + +  + H3 total M

GSK-J4 (uM) - - 1 10
ATRA (uM) - + + + ATRA (uM) - 1 10
GSK-}4 (uM) - - 1 10
H3K27me2 H3K27me3 H3Kd4me2 H3K4me3

@
)
-
o
]

i
w

5

[
[N

h
-
il

B
o
-
N
d
o
1

hladina proteinu normalzovana
k celkové hladiné H3

hladina proteinu normalzovana
k celkové hladiné H3

hladina proteinu normalzovana
k celkové hladiné H3

hladina proteinu normalzovana
k celkové hladiné H3

e
e

o 0- 0.04
ATRA (M) -+ 4+ 4 ATRA{uM) - 4 4 ATRA (UM} -  + + + ATRA(TUM) -+ + +
GSKJa(uM) - - 1 10 GSKJa(uM) - - 1 10 GSKJiuM) - - 1 10 GSKJtuM) - - 1 10

Obr. 20: Exprese histonovych modifikaci u ATRA-senzitivni bunééné linie NB4 a po 8h inkubaci s ATRA
(1uM, 10pM v piipadé acetylovanych histonli) nebo v kombinace GSK-J4 (1uM, 10uM), histony byly izolovany
metodou kyselé extrakce, jako kontrolni protein histonové frakce byl pouzit celkovy histon H3.

5.10 Zmény histonového kédu na promotorech HOX genii u PML-RARao+ bunék
Abychom zjistili, zda jsou zmény histonového kodu prezentovany piimo na

promotorech jednotlivych HOX genii a zda by mohly byt odpovédné za zménu transkripce

téchto gentl, provedli jsme metodu chromatinové imunoprecipitace (ChIP), ktera umoziuje

pomoci specifickych protilatek proti modifikovanym histonim vychytat DNA fragmenty, na
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kterych je navazan protein naSeho z4jmu, a ty poté analyzovat pomoci qPCR. Na promotorech
vybranych HOX gent (HOXAI, HOXA3, HOXAS5, HOXA7) jsme se zam¢fili na represni
histonovou znacku (H3K27me3), jejiz mnozstvi je regulovano lyzin 27 specifickymi
demethyldzami JMJD3 a UTX. Metoda ChIP byla provedena po osmihodinové inkubaci NB4
bunééné linie s ATRA samotnou, nebo v kombinaci s GSK-J4 inhibitorem jako ve vyse
uvedenych experimentech. ATRA samotnd signifikantn¢ snizila hladinu H3K27me3 na
promotorech vybranych HOX gent (HOXA1, p=0,007; HOXA3, p=0,006; HOXAS5, p= 0,033 a
HOXA7, p=0,007) (viz Obr. 21). Naopak GSK-J4 ptsobil proti efektu ATRA a signifikantné
zvysil hladinu represni histonové znacky (HOXA1, p=0,046; HOXA3, p=0,036; HOXAS, p=
0,007 a HOXA7, p= 0,007) (viz Obr. 21). Tato data odpovidaji vySe uvedenym vysledkiim
analyzy represni histonové znacky ziskanym pomoci metody western blot.

K ziskani informaci o pfitomnosti represni histonové znacky na promotorech vétsiho
mnozstvi HOX genli jsme metodu chromatinové imunoprecipitace rozsifili o nasledné
sekvenovani nové generace (NGS = next-generation—sequencing) a provedli tak metodu
zvanou ChIP-seq. Nejprve jsme identifikovali DNA fragmenty, na které se navéazala protilatka
proti H3K27me3, tzv. piky, a dale jsme k findlni analyze (tzv. peak calling analysis pomoci
nastroje MACS2) pouzili pouze ty piky (DNA fragmenty), které byly pfitomny v obou
experimentalnich replikatech NB4 bunééné linie po inkubaci s ATRA a GSK-J4 inhibitorem.
Jako promotorové oblasti jsme definovali nukleotidové sekvence, které byly vzdaleny od
pocatku transkripce (TSS = transcription start site) méné nez 2 000 bazi (2 kbp). V rdmci
promotorovych oblasti celého genomu kleslo celkové mnozstvi detekovanych piki po
inkubaci s ATRA, a to ve srovnani s kontrolnim vzorkem, zatimco inkubace ATRA spolu
s GSK-J4 zplsobila opetovné zvyseni poctu pika (Ctrl ~ 92 738, ATRA ~ 42 650, ATRA+I
(GSK-J4) ~ 117 751). Stejny trend byl pozorovan také u zmény poctu gentll, v jejichz
promotorovych oblastech byly nalezeny H3K27me3 specifické piky (Ctrl ~ 4057, ATRA ~
1677, ATRA+I (GSK-J4) ~ 4926) (viz Obr. 22). Tyto vysledky odpovidaji vysledkiim
z celkové hladiny represni histonové znacky na proteinové trovni a zaroven také vysledklim
ziskanym metodou ChIP.

Dale jsme porovnali seznam ziskanych genli spiky H3K27me3 v jejich
promotorovych oblastech za rozdilnych podminek po inkubaci s ATRA a GSK-J4 inhibitorem
a vysledky promitli do Vennova diagramu (viz Obr. 22). Prinik gend (n = 1295), v jejichz
promotorovych oblastech byly detekovany H3K27me3 piky u kontrolniho vzorku (Ctrl) a
zaroven u vzorku po inkubaci s kombinaci ATRA a GSK-J4 (ATRA+I), zahrnoval také geny
HOXA3, HOXA10, HOXB3, HOXC9 a HOXCI1 (viz Obr. 22). U téchto geni Ize dle zmény
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pfitomnosti represni histonové znacky ptfedpokladat transkripéni regulaci fizenou lyzin 27
specifickou demethylazou JMJD3 ptes demethylaci represni histonové znacky H3K27me3.
Vizualizace analyzy H3K27me3 piki pro promotorové oblasti geni HOXAI10, HOXB3 a
HOXCY jsou znazornény na obrazku ¢ 23.

Pro promotorové oblasti HOX genl, ve kterych nebylo kvili suboptimalni kvalité
vzorku detekovano dostatek H3K27me3 specifickych pikii potfebnych pro findlni analyzu
piku, byla vyuzita analyza poc¢tu normalizovanych readii k identifikaci oblasti se zvySenou
pritomnosti H3K27me3 (read counts). Pomoci této analyzy bylo detekovano snizeni hladiny
H3K27me3 po inkubaci s ATRA a opétovné zvyseni zpisobené ko-kultivaci s GSK-J4 u fady
dalsich HOX gent (HOXAI, A4, A7, A10, B2, B3, B5, C4, C10, C13, DI, D4, DY) (viz Obr.
24). Pomoci této metody jsme detekovali také fadu HOX gent (HOXAY9, Al1, B6, B9, Cb6,
C12, D3 a DI3), které nevykazovaly podobny trend zmény H3K27me3, a proto lze
predpokladat, ze pravé uvedené geny nejsou pritomnosti H3K27me3 regulovany (viz Obr.
25). Zaroven tato analyza potvrdila odliSnost v ramci regulace exprese dvou HOX genil
(HOXA9 a HOXAII), u kterych se hladina exprese po inkubaci s ATRA a GSK-J4
inhibitorem nezménila (viz Obr. 26). Zména exprese téchto nekorelujicich HOX geni

ukazuje, ze n¢které HOX geny nepodléhaji regulaci demethylazou JMJD3.
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Obr. 21: Hladina ptitomnosti H3K27me3 na promotorech HOXA1, A3, A5, A7 ATRA-senzitivni PML-RARo+
NB4 bunécné linie po 8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (10uM), relativni nabohaceni H3K27me3 je
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Piky spoleéné pro oba replikaty Geny s detekovanymi piky
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Obr. 22: Hladina pfitomnosti H3K27me3 na promotorech genu v celém genomu ATRA-senzitivni PML-RARa+
NB4 bunééné linie po 8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (10uM), zakladni data byla porovnana s referenéni
sekvenci genomu hgl9 a nasledné zpracovana metodou peak calling analyzy. Ptitomnost H3K27me3 je zde
prezentovana tzv. spolenymi piky (nachazejici se u obou replikati ve vzdalenosti mensi nez 2kbp),
Vennovy diagramy znazornuji pranik gend s piky detekovanymi u rozdilnych
podminek.
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Obr. 23: Hladina ptitomnosti H3K27me3 na promotorech HOXA10, HOXB3, HOXC9 ATRA-senzitivni PML-
RARoa+ NB4 bunécné linie po 8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (10uM), obrazky znazornuji ChIP-seq data
replikat a spole¢né piky (nachazejici se u obou replikati ve vzdalenosti mensi nez 2kbp) nalezené metodou
peak calling analysis
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ATRA-senzitivni PML-RARo+ NB4 bunééné linie po 8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (10uM), surova
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Obr. 25: Hladina pfitomnosti H3K27me3 na promotorech HOX gend pravdépodobné neregulovanych

ptitomnosti H3K27me3 ATRA-senzitivni PML-RARa+ NB4 bunééné linie po 8h inkubaci s ATRA (1uM) a
GSK-J4 (10uM), surova data byla porovnana s referencni sekvenci genomu hgl9 a nasledné zpracovana
metodou poctu readt (+/- 500 bp od TSS). Pocitané ready (read counts) byly prodlouzeny na délku

sekvenovaného fragmentu (300 bp) a normalizovany k velikosti sekvenovaci knihovny.
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Obr. 26 : Exprese HOXA9 a HOXA11 ATRA-senzitivni PML-RARa+ NB4 bunécné linie na mRNA urovni po
8h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4 (1uM, 10uM), graf byl vytvofen aritmetickym primérem 3 biologickych
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5.11 Efekt inhibice JMJD3 na ATRA-Fizenou diferenciaci u PML-RARa+ bunék

Jiz dfive bylo publikovdno, Ze aberantné zvySend exprese demethylazy UTX
zpiisobuje zvySenou diferenciaci PML-RARa+ bunék pii inkubaci s ATRA (Rocha-Viegas et
al., 2014). Pro studium vlivu aktivity demethylazy JMJD3 jsme se rozhodli pouZit inhibi¢ni
¢inidlo GSK-J4, a sledovat jeho vliv na ATRA-fizenou diferenciaci PML-RARa pozitivnich
bunck. Nejprve jsme morfologicky ovéfili, ze ndmi pouzivana davka ATRA zpisobuje
diferenciaci NB4 bunécéné linie ze stddia promyelocytu do stddia abnormadlniho typu
neutrofilniho granulocytu (Jasek et al., 2008). Tento zplsob diferenciace je typicky pro PML-
RARa+ blasty pacienti 1écenych pomoci ATRA (viz obr. 27). Diferenciace NB4 bunécné
linie byla potvrzena také pomoci prutokové cytometrie na proteinové uUrovni zvySenim
diferenciac¢nich markerti (CD65 a CD11b) (viz Obr. 28). Buniky po spole¢né kultivaci ATRA
s GSK-J4 inhibitorem nevykazovaly na morfologické urovni Zadné zmény diferenciace
(zmény nuklearni segmentace) ve srovnani s buitkami inkubovanymi pouze s ATRA (viz Obr.
27). Na téchto bunkéach byly patrné morfologické zndmky apoptdzy jako jsou povrchové
zmény plazmatické membrany a tvorba vackl. Z tohoto divodl jsme se rozhodli zméfit
pomoci pritokové cytometrie potencidlni zmény v mnoZstvi znakl typickych pro apoptézu a
nekrézu (Annexin V a propoidum iodid). ATRA v kombinaci s GSK-J4 inhibitorem zptisobila
signifikantni zvySeni procenta mrtvych bun€k ve srovnani s buikami kultivovanymi pouze
s ATRA, nebo GSK-J4 inhibitorem. Tento synergicky apoptoticky efekt pti vyssi davce GSK-
J4 inhibitoru byl detekovan také u obou ATRA-rezistentnich klonli NB4-LR2 a NB4-MR2
(viz Obr. 29).
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Obr. 27: Mikroskopické stanoveni morfologie PML-RARa+ ATRA-senzitivni bunééné linie NB4 barvenim
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski po 48h inkubaci s ATRA (1uM, 10uM) a GSK-J4 (1uM)
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Obr. 28: Stanoveni typickych diferenciacnich znaktt CD65 a CD11b (barvenim fluorescen¢nimi protilatkami) u
ATRA-senzitivni PML-RARa+ NB4 bunécné linie po 48h inkubaci s ATRA (1uM)
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Obr 29.: Stanoveni procenta mrtvych bunék pomoci pritokové cytometrie (barveni kombinaci propidium iodidu
a annexinu V) u ATRA-senzitivni PML-RAR+ NB4 bunécné linie po 48h inkubaci s ATRA (1uM) a GSK-J4
(1uM, 2puM, 5uM a 10pM)

5.12 Role methylace DNA v transkrip¢ni regulaci HOX genii u PML-RARa+ bunék
Vzhledem k tomu, Ze ATRA zpiisobila u NB4 bunécné linie snizeni exprese de novo
DNA methyltrasferazy DNMT3b na mRNA urovni, rozhodli jsme se ovéfit roli DNA
methylace v PML-RARa fizené regulaci HOX gent. Pro tento ucel jsme pouzili metodu
bisulfitového sekvenovani ve dvou promotorovych oblastech vybranych HOX genti (HOXAS5
[-400-(-223)bp upstream od TSS, a -233bp upstream od TSS bp upstream- (+15) od TSS];
HOXA7 [-186 -(+2) downstream od TSS, (-427) —(-186) bp ] s vyssi koncentraci CpG
(Cytosine-phosphate-Guanine) ostrtivkti. Po inkubaci s ATRA (8h, 24h ani 48h) nebyly
detekovany zadné zmény v methylaci CpG ostrivkil v téchto promotorovych oblastech ve
srovnani s kontrolnimi vzorky. Zadna zména methylace ve vyse zminénych promotorovych

oblastech nebyla pozorovéna ani u rezistentniho klonu NB4-LR2 (viz Obr. 30).
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Obr. 30 : Stanoveni methylovanych cytosinti v promotorech HOXA5 a HOXA7 genti u ATRA-senzitivni PML-
RARo+ NB4 bunécné linie a ATRA-rezistentniho klonu LR2 po 24h, 48h a 72h inkubaci s ATRA (1uM)
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6 Diskuze

HOX geny primarné reguluji fadu procesi béhem embryonalniho vyvoje, velmi
dalezitou roli vSak hraji také ve vyvoji hematopoetickych bun¢k po cely Zzivot jedince
(Alharbi et al., 2013; Cantile et al., 2008; Du and Taylor, 2004; Thorsteinsdottir et al., 1997b).
Pomoci experimentalnich studii na mysich modelech a hematopoetickych buiikach, ve kterych
byla studovana aberantné snizena, nebo zvysena exprese jednotlivych HOX gent, byl jiz diive
prokazan vliv téchto geni na regulaci hematopoézy (Beslu et al., 2004; Izon et al., 1998;
Kappen, 2000; Lawrence et al., 1997; Sauvageau et al., 1994; Thorsteinsdottir et al., 1997a).
Aberantni exprese HOX genti, ktera byva ¢asto detekovéana u rtiznych druhti leukémii, mize
hrat roli v procesu maligni transformace. Dosud vsak nebylo zcela objasnéno, zda plisobi
aberantni exprese HOX genl v procesu leukemogeneze jako hlavni spousté¢ nebo spiSe jako
sekunddrni zmeéna v genové expresi, kterd se na patogenni zastavé diferenciace
hematopoetickych bunék a jejich malignim zvratu podili pouze nepiimo.

Tato prace je v prvni ¢asti zaméefena zejména na objasnéni rozdilti v expresi HOX genil
u AML ve srovnani s fyziologickymi proté¢jsky zdravé kostni diené, a tudiz by mohla ptispét
k objasnéni vlivu aberantni exprese HOX genl na leukemogenni proces. Subpopulace
vyvojovych stadii zdravé kostni diené byly sortovany tak, aby z morfologického hlediska
odpovidaly jednotlivym subtypim AML dle FAB klasifikace. U zdravé kostni dfen¢ byla
detekovéana nejvyssi exprese HOX genll u casnych vyvojovych stadii myeloidni fady, zatimco
béhem diferenciace myeloidnich prekurzort se exprese HOX genil postupné snizovala. Tento
fakt odpovida jiz dfive publikovanym studiim, které prokazaly vyznam ptesné koordinace
HOX genii jakozto kliCovych regulatortt hematopoézy. Béhem tohoto diferenciacniho procesu
se exprese HOX genli u hematopoetickych bunék postupné snizuje (Alharbi et al., 2013;
Argiropoulos and Humphries, 2007; Magli et al., 1991).

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze zatimco zména exprese HOX geni béhem vyvoje
hematopoetickych bun€k vykazuje snizujici se trend, exprese téchto genti u subtyptt AML dle
FAB klasifikace zdravym prot¢jSkiim plné neodpovidad. Podobné vysledky byly pozorovany u
détskych pacientl s ALL, u nichZ byla také detekovadna rozdilnd exprese HOX genl u
leukemickych bun€k ve srovnani se zdravymi sortovanymi protéjsky lymfoidni vyvojové fady
kostni dfen¢ (Starkova et al., 2010). Z téchto vysledka tedy vyplyva, ze aberantni exprese
HOX gent neni zpiisobena pouze zastavenim hematopoetickych bunék v konkrétnim stadiu
diferenciace. Lze tedy predpokladat, Ze se HOX geny piimo podileji na procesu maligni

transformace bunék pti rozvoji leukémie.
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Analyzou expresniho profilu HOX genti u détskych pacientt s AML byla
identifikovana odlisna hladina exprese mezi jednotlivymi subtypy dle FAB klasifikace a
zaroven také dle pfitomnosti typickych molekularnich aberaci (PML-RARa, RUNKXI-
RUNXTI, CBFb-MYHII a s ptestavbami genu MLL). Jiz diive byl naptiklad publikovan
specificky vliv téchto MLL-ptestavbovych fuznich genti na regulaci exprese HOX genti (Hess,

vvvvvv

v

geni ve srovndni s ostatnimi subtypy, které jsou definovany piitomnosti molekuldrnich
aberaci, pfipadn¢ normalnim karyotypem. Tato skute¢nost nebyla ovlivnéna ani pfitomnosti
FLT3/ITD mutace, kterd byva vSeobecné u leukemickych pacientll asociovdna se zvySenou
expresi HOX genll (Roche et al., 2004). Vysledky byly ovéfeny také analyzou dat vétsi
kohorty AML pacientti. U FLT3/ITD pozitivnich pacientt s PML-RARa fiznim genem byla
detekovéana opét signifikantné niz§i exprese, a to ve srovnani s PML-RARa negativnimi
pacienty s mutaci FLT3/ITD (Hollink et al., 2011). Z naSich vysledki a diive publikovanych
dat tedy vyplyva, Ze typické molekularni aberace u AML pravdépodobné vyznamné ovliviiuji
expresni profil HOX gend.

Expresni profil HOXA geni ¢astecné rozdéluje pacienty s AML také dle prognézy. U
pacientl se standardnim rizikem (mén¢ agresivnim typem leukémie) byla detekovana celkové
niz8i exprese HOXA genu, a to ve srovnani s pacienty s vysokym rizikem (Drabkin et al.,
2002). Nicméné stratifikacni kritéria protokolti pro 1écbu AML jsou definovand z velké Casti
dle pfitomnosti molekuldrnich aberaci. Skupina standardniho rizika zahrnuje vSechny PML-
RARa« pozitivni pacienty s nizkou expresi HOX gentl. V nasi kohorté détskych AML pacientl
RARa pozitivnich ptipadd. Naopak MLL ptestavbové AML, pro které je charakteristicka
vysokd exprese HOX gent, spadaly do skupiny agresivnéjSich leukémii s vysokym rizikem.
Z naSich vysledkll lze konstatovat, Ze rozdily v expresi HOXA genil jsou asociovany
s rozdilnymi molekularnimi aberacemi, a tudiZ nelze povazovat hladinu exprese HOXA geni
jako nezavisly prognosticky faktor u AML pacientd.

Exprese HOX genii béhem embryogeneze a hematopoézy je na urovni chromatinu
velmi pfisné regulovana. Na této regulaci se podili fada modifikatord chromatinu, jejichz
abnormalné¢ zmeénénd funkce muze casteCné pfispivat i k procesu maligni transformace.
Bivalentni charakter HOX genl, charakteristicky pfitomnosti represnich (H3K27me3) a

aktivacnich histonovych znacek (H3K4me2/3), v promotorovych oblastech ukazuje na
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dalezitost transkripéni regulace téchto genli na wrovni chromatinu. Pfitomnost téchto
bivalentnich domén pak umoziiuje rychlou a dynamickou regulaci bunécné specifické
odpovédi (Bernstein et al., 2006). Na zéklad¢ vysSe uvedenych faktii jsme se v nasi praci
pokusili objasnit roli modifikatorii chromatinu v regulaci HOX genli u pacienti s AML a
zdravych protéjski sortované kostni dfen¢ odpovidajicitho vyvojového stddia. Zaméfili jsme
se na analyzu exprese DNA de novo methyltransferaz a také demethyldz a methyltransferaz
histonti. Celkové byla u zdravych subpopulaci kostni diené¢ 1 leukemickych protéjski
detekovana negativni korelace mezi expresi DNA de novo methyltransferaz a lyzin 27
specifickych demethylaz (JMJD3, UTX), zatimco exprese HOX genli se béhem diferenciace
hematopoetickych bun¢k pouze mirng snizila. O demethylazach JMJD3 a UTX je znamo, ze
ve zdravé hematopoéze hraji velmi dalezitou roli (Liu et al., 2012; Ntziachristos et al., 2014).
V ptipadé¢ leukemickych vzorkl byla nejvyraznéjsi korelace mezi HOX geny a modifikatory
chromatinu nalezena opét u subtypu AML M3 s PML-RARo faznim genem, ktery se
pravdépodobné podili na regulaci exprese HOX genu jako hlavni mediator regulacni kaskady.
Zaroven bylo jiz diive publikovano, Ze u PML-RARa pozitivnich bunék jsou patrné zmény na
urovni chromatinu, které mohou byt zplsobeny deregulaci modifikatori chromatinu nebo
zménou cileni jejich enzymatické aktivity (Grignani et al., 1998). Pokud je fuzni protein
PML-RARa degradovan, dochdzi k masivni modifikaci chromatinovych struktur, coz
potvrzuje vyznam PML-RARa fazniho proteinu jako soucasti epigenetické regulacni kaskady
cilovych genli (Martens et al., 2010). Lze tedy piedpokladat, Ze u AML pacienttl, a to zejména
u PML-RARa pozitivnich, je abnormalni exprese HOX genl vyrazné ovlivnéna modifikatory
chromatinu.

V névaznosti na vySe zminéné vysledky a dfive publikovana data jsme se dale zamé&fili
konkrétné¢ na PML-RARa pozitivni pfipady AML pacientd a pokusili jsme se objasnit
mechanismus regulace HOX genil fiznim genem PML-RARa jako primarnim mediatorem
celé epigenetické regulacni kaskddy. U PML-RARa pozitivnich AML pacienti byla
expresi lyzin 27 specifickych demethyldz (JMJD3, UTX) a vysokou expresi de novo DNA
methyltrasferaz (DNMT3a, DNMT3b). Funkéni nebo fyzické spojeni téchto modifikatora
chromatinu a HOX geni bylo jiz diive publikovano v fadé studii. Konkrétné UTX ovliviiuje
hladinu exprese HOX gend a zéaroveil byla prokézéana jeji pifima vazba na promotor genu
HOXBI (Agger et al., 2007; Rocha-Viegas et al., 2014). V pfipadé tohoto subtypu AML
spojuje celou regulacni kaskadu prokazana ptiméa vazba PML-RARa fuzniho proteinu na gen

pro demethyldzu histoni JMJD3 (Martens et al., 2010). Zarovein byla de novo DNA
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methyltrasferdza DNMT3a popsana jako nepostradatelnd pro iniciaci a rozvoj PML-RARa
pozitivni leukémie (Cole et al., 2016).

V nasi préci jsme pokusili prozkoumat role téchto modifikator chromatinu v PML-
RARa fizené regulaci HOX genti pomoci modelovych bunéénych linii exprimujicich PML-
RARa fuzni protein. Uvolnénim diferenciacniho bloku a zaroven degradaci fuzniho proteinu
PML-RARa pomoci ATRA bylo dosazeno zvySeni hladiny JMJD3 demethyldzy a vybranych
HOXA a HOXB genu. Zvyseni exprese HOX geni bylo néasledné snizeno na ptivodni hladinu,
a to ptsobenim JMJD3/UTX specifického inhibitoru. ZvySeni exprese JMJD3 (UTX beze
zmény) a HOX genl zpisobené¢ ATRA bylo provazeno snizenim celkové hladiny represni
histonové znacky (H3K27me3), zatimco snizeni exprese HOX genll zpusobené inhibici
demethylédz bylo provazeno adekvatnim zvySenim hladiny H3K27me3. Zmény v hladinach
represni histonové znacky byly prokazany jak na celkové proteinové Urovni, tak také na
promotorech vybranych HOX genti pomoci ChIP. Nadstavbova metoda ChIP-seq, diky které
je mozné sledovat vSechny promotory vrameci genomu, rozsifila spektrum HOX geni
regulovanych lyzin 27 specifickou demethylaci u PML-RARa pozitivnich bun¢k. Pfitomnost
represni histonové znacky v promotoru genu HOXB6 béhem aktivace a inhibice demethylazy
JMID3 neodpovidala zméné exprese tohoto genu, na rozdil od exprese HOX geni
datlim, ve kterych byl gen HOXB6 popsan jako jeden ze skupiny gent regulovanych jinym
mechanismem (Giampaolo et al., 2002).

V dalsi ¢asti projektu jsme vyuzili ATRA-rezistentni klony PML-RARa pozitivni
bunécné linie s mutovanou vazebnou doménou pro retinovou kyselinu na RARa. Diky témto
ATRA-rezistentnim kloniim se ndm podaftilo prokazat, Zze ATRA pulisobi na expresi HOX gent
specificky ptimo pfes PML-RARa fazni protein. V piipadé rezistentnich linii s mutovanou
vazebnou doménou pro retinovou kyselinu nebyla detekovana zména exprese HOX genti ani
JMJD3. Lze tedy konstatovat, Ze exprese HOX gent je regulovana specificky, tj. ptisobenim
PML-RARa fizniho proteinu. Uvedenou regulaci HOX gend, ktera neni zdvisla pouze na
procesu diferenciace, se nam podafilo ovéfit pomoci vSeobecného diferencia¢niho ¢inidla
PMA, které zplsobilo naopak snizeni exprese HOX genl, zatimco exprese JMJD3 byla
zvysena. Ob¢ tyto zmény exprese genli odpovidaji fyziologické diferenciaci, kterd se 1isi od
abnormalni diferenciace zplisobené degradaci fizniho proteinu pomoci ATRA (Alharbi et al.,
2013; Martens et al., 2010; Thompson et al., 2003).

Ackoli je znamo, Ze DNA methylace ovliviiuje expresi HOX genti (Tsumagari et al.,

2013), nepodaftilo se nam tuto skute¢nost u naSeho PML-RARa bunééného modelu prokazat.
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Degradace fuzniho proteinu zpusobila sniZeni exprese pouze methyltransferazy DNMT3b, u
které vSak nebyla detekovéana zadna fyzicka interakce s PML-RARa fiznim proteinem jako je
tomu v pfipadé methyltransferaizy DNMT3a (Cole et al., 2016). Zména exprese DNMT3b
methyltransferazy nebyla provazena zadnou zménou methylace CpG ostravka v promotorech
HOX gent.

Z vysetteni morfologickych zmén u PML-RARa pozitivnich leukemickych bunék po
podani ATRA samotné a v kombinaci s GSK-J4 vyplyva, ze demethyldza JMJD3 nema vliv
na ATRA-fizenou diferenciaci. Ackoli nebyla detekovana zddna zména v diferenciaci pred
nebo po inhibici JMJID3 specifickym inhibitorem GSK-J4, kombinace ATRA a GSK-J4
inhibitoru méla na PML-RARa pozitivni buniky cytotoxicky efekt. Kombinované ptlisobeni
téchto dvou ¢inidel zpiisobilo signifikantni zvySeni procenta mrtvych bunék také u obou
ATRA-rezistentnich kloni PML-RARa bunééné linie. Lze tedy konstatovat, Ze cytotoxicky
efekt kombinace ATRA a GSK-J4 inhibitoru, ktery neni limitovan pouze na PML-RARa
pozitivni bunky, nesouvisi s regulaci HOX genli a jeho objasnéni bude vyzadovat dalsi
zkoumani. Samotny inhibitor GSK-J4 je znamy cytotoxickym plsobenim na bunky
lymfoblastické leukémie, kterd je odvozena z T-vyvojové fady (T-ALL) bez vlivu na ostatni
subtypy leukémii (Ntziachristos et al., 2014).

Prezivani leukemickych pacientii, ktefi jsou nositeli fuzniho genu PML-RARo se
v poslednich letech vyrazn& zlepSilo se zavedenim cilené terapie. Nadale vSak existuji
pacienti, u kterych dochazi ke vzniku rezistence na terapii a celkové Spatné odpovédi na
danou lécbu. K vylepSeni 1éCebného protokolu ptispivd studium molekuldrni podstaty
maligniho zvratu, ktery je fizen fuznim genem PML-RARa a néasledném testovani novych
lécebnych kombinaci. V této praci jsme studovali expresni profil HOX gend, ktery je
specificky pro uvedené pacienty a jejich roli v leukemogenezi. V neposledni fadé jsme
poukazali na kombinaci 1é€iv, ktera by mohla potencidlné¢ pomoci pii lécbé APL pacientl

rezistentnich k 1é¢bé na bazi ATRA.
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7 Zavér

V této praci se nam podaftilo objasnit, ze rozdily v expresi HOX genl u jednotlivych
subtypit. AML neodpovidaji expresi HOX genl u odpovidajicich vyvojovych stadii
granulocytarni a monocytarni fady zdravé kostni dien€. Ze zjisténych dat vyplyva, ze se HOX
geny podileji na procesu maligni transformace hematopoetickych bun¢k a nekopiruji pouze
vyvojové stadium, ve kterém doslo k patologické zastavé diferenciace v ramci procesu
leukemogeneze. Exprese HOX genii u jednotlivych subtypii AML je vyznamné ovlivnéna
pritomnosti, nebo absenci molekularnich aberaci typickych pro dany subtyp dle FAB
klasifikace.

Pomoci exprese HOX genti na mRNA urovni byla kohorta détskych AML pacienti
rozdélena nesupervidovanym hierarchickym klastrovanim do 5 klastrii, charakterizovanych
ptitomnosti konkrétnich molekularnich aberaci. Z hlediska exprese HOX genli byla pro nas
nejzajimavejs$i kohorta AML pacienti s PML-RARa fiznim genem. Tato skupina pacientd
vykazovala celkové nejnizsi expresi HOX genu a také lyzin 27 specifickych demethylaz a
zaroven zvySenou expresi DNA de novo methyltrasferaz.

V dalsi ¢asti prace jsme se proto zaméfili pouze na PML-RARa pozitivni bunky, u
nichz jsme prokazali, ze transkripce danych HOX genl je regulovana pfes drahu PML-
RARo/JMID3. Degradace fuzniho proteinu PML-RARa (inkubaci s ATRA) zplsobuje
zvySeni exprese HOX genli a demethylaz histonti. Naopak pouziti specifického inhibitoru
histon demethylaz vedlo k op€tovnému sniZzeni exprese HOX genii. Podafilo se nam tedy
charakterizovat roli JMJD3 demethyldzy podilejici se na regulaci exprese HOX genl
prostfednictvim demethylace H3K27me3 represni histonové znacky.

Nasledné jsme stanovili z klinického hlediska velmi zajimavy Gc¢inek inhibice JMJD3,
ktery se projevuje synergickym apoptotickym efektem kombinace ATRA a GSK-J4
specifického inhibitoru. Tento synergicky apoptoticky efekt jsme pozorovali nejen u ATRA-

senzitivnich bunék, ale také u ATRA rezistentnich bunék s mutaci v RARa vazebné doméngé.
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9 Seznam zKkratek

ABLI
ALL
AML
AMLI1
APL
ATO
ATRA
B-ALL
BMI-1
BSA
CALM
CBFB
CD
CEBPa
CML
CpG
DMSO
DNMT1
DNMT3a/b
EDTA

ENL (MLLT1)

ETO (RUNXITI)

EZH2
FAB
FACS
FBS
FLT3

GSK-J4
H3K27Ac
H3K27me3
H3K4me2/3
H3K9Ac
H3K9me2
H4Ac

HOX geny
HSC

HSCT

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

RUNTXI - runt-related transcription factor 1

akutni promyelocytarni leukémie

arsenic trioxide (oxid arsenity)

all-trans retinoic acid

ALL odvozena z B-vyvojové fady

specific moloney murine leukemia virus integration region 1
bovine serum albumin (hovézi sérum albumin)
Calmodulin

core-binding factor f3

cluster of differentiation

CCAAT-enhancer binding protein alpha

chronickd myeloidni leukémie
Cytosine-phosphate-Guanine

dimethylsulfoxid

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A/B

ethylenediaminetetraacetic acid

Myeloid/Lymphoid Or Mixed-Lineage Leukemia;
Translocated To, 1

runt-related transcription factor; translocated to 1(cyclin
related)

enhancer of zeste 2 polycomb repressive komplex 2 subunit
French-American-British pracovni skupina

Fluorescesce Activated Cell Sorter

fetal bovine serum (fetalni hovézi sérum)

fms (Feline McDonough Sarcoma) - related tyrosine kinase 3
Ethyl 3-((6-(4,5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-2-
(pyridin-2-yl)pyrimidin-4-yl)amino)propanoate

acetylovany lyzin 27 na histonu H3

trimethylace lysinu 27 na histonu 3

di/trimethylace lyzinu 4 na histonu 3

acetylovany lyzin 9 na histonu H3

dimethylovany lyzin 9 na histonu H3

acetylovany histon H4

homeoboxové geny

hematopoietic stem cell (hematopoetickd kmenova burika)
HSC transplantation (transplantace HSC)

63



ChIP chromatinova imunoprecipitace

IFNy interferon gamma
ITD internal tandem duplication (vnitini tandemova duplikace)
JIMJD3 (KDM6B) lysine (K)-specific demethylase 6B
KIT kit oncogene
LSD1 Lysine-specific histone demethylase 1A
MDS myelodysplasticky syndrom
MEISI myeloid ecotropic viral integration site 1
MLL mixed lineage leukemia
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated
MLLT2 (AF4) to, 2
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated
MLLT3 (AF9) to, 3
MRN minimalni rezidualni nemoc
MYHI11 myosin, heavy polypeptide 11, smooth muscle
NCoR nuclear receptor corepressor
NGS next generation sequencing
NK natural killers
NPMI Nucleophosmin 1
NUP98 Nucleoporin 98 kDa
p53 (TP53) tumor protein p53
PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)
PcG geny Polycomb group genes
PI propidium iodid
PMA phorbol myristate acetate
PML promyelocytic leukemia
PRC1 Polycomb repressive complex 1
PTPNI11 sodium dodecyl sulfate (dodecylsulfat sodny)
qPCR kvantitativni PCR v redlném Case
RA retinoic acid (kyselina retinova)
RARa retinoic acid receptor alpha
RAS RASAT1 p21 protein activator
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RXR retinoid X receptor
RXRE retinoid X receptor elements
SMRT silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor
T-ALL ALL odvozena z T-vyvojové fady
TNF tumor necrosis factor
TrxG trithorax group geny
TSS transcription start site (misto pocatku transkripce)
UTX (KDM6A) lysine (K)-specific demethylase 6A
WHO World health organization (Svétova zdravotnické organizace)
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