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Abstrakt

Metylace DNA je jednou z nejcastéjSich epigenetickych modifikaci, pti které dochazi
k pfenosu metylové skupiny z donorové molekuly S-adenosyl-L-metioninu na 5’pozici

cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu. Tato reakce je katalyzovana DNA metyltransferazami.

Epigeneticka modifikace hraje dilezitou roli v regulaci transkripce, genomovém
imprintingu, inaktivaci X-chromozému a vyvoji organismu. Pravé jeji role v regulaci
transkripce je dilezitd U nadorovych onemocnéni. Zejména jeji aberantni formou,
hypermetylaci, mize dochazet K umlceni transkripce tumor supresorovych gent vedouci

k progresi nadorového onemocnéni.

Klicova slova: metylace DNA, demetylacni 1é€ba, hematoonkologickd onemocnéni,

metody detekce, myelodysplasticky syndrom

Abstract

DNA methylation is one of the most common epigenetics modifications, during which
a methyl group from the donor molecule S-adenosyl-L-methionine is transferred to the
5’position of the cytosine ring to create 5-methylcytosine. This reaction is catalyzed by DNA

methyltransferases.

Epigenetics modification plays an important role in the regulation of the transcription,
genomic imprinting, X-chromosome inactivation and the development of the organism. This
role in the regulation of transcription is important for the cancer. Especially the aberrant
forms, like hypermethylation, which leads to transcriptional silencing of the tumor
suppressing genes leading to the tumor progression, or hypomethylation causing genomic
instability.

Key words: DNA methylation, demethylating drugs, haematological malignancies,
methods of detection, myelodysplastic syndrome
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1 Uvod

Naplni této prace je podat v§eobecny a uceleny nahled na roli metylace DNA v mnoha
procesech, sdurazem na jeji funkci v regulaci transkripce, kterda ma roli v patogenezi
hematoonkologickych onemocnéni. Prace se déle vénuje vybranym piikladim aberantni
metylace  DNA u tumor supresorovych genli v hematoonkologickych malignitach
a moznostem jeji detekce. Nejvice prostoru je vénovano vyskytu aberantni metylace DNA u
myelodysplastického syndromu, a to z diivodu budouciho zaméieni mé védecké prace. Zaveér

je vénovan hypometylacnim agentlim pouzivanym pii demetylacni 1éCbé.

Metylace je proces, pii némz dochazi k ptenosu —CH3 skupiny z donorové molekuly
S-adenosyl-L-metioninu na 5°C cytosinu za katalyzy DNA metyltransferazami. Je jednou
zZ nejstudovangjSich epigenetickych modifikaci v patogenezi nadorovych onemocnéni. Prave
metylace DNA a jeji aberantni modifikace hraji dilezitou roli ve vzniku nddord. Zejména
hypermetylaci CpG ostruvkii v promotorovych oblastech tumor supresorovych gentu (TSGS)

dochazi k inhibici jejich transkripce, a tim ¢asto k progresi nadorového onemocnéni.

Hypermetylované TSGs se pouZivaji jako upfesiiujici prognostické faktory pii urceni
stadia nemoci. Tyto umléené geny maji vliv na dobu pfeziti pacienta a vyvoj nemoci. Proces
metylace je reverzibilni, a prav€ na této skuteCnosti je zaloZena tzv. demetylacni 1éCba, pfi
které hypometylacni latky obnovuji transkripcni aktivitu uml€enych gent. V této praci je

uveden piehled vybranych hypometylacnich latek a jejich funkci v ramci demetylacéni 1€¢by.

Posledni ¢ast prace obsahuje piehled vybranych a nejpouzivangjSich metod detekce
metylace DNA. Metod detekce je mnoho variant a stale se vyvijeji nové. Diky velkému
mnozstvi metod je vzdy mozné zvolit tu nejvhodnéjsi. Mezi nejpouzivanéjsi metody pro
detekci metylace DNA patii metody zalozené na bisulfitové konverzi a metylacné-specificka
PCR.



2 Metylace DNA

Metylace DNA je kovalentni a vysoce konzervovand modifikace, ktera spociva
V pienosu metylové skupiny do 5’pozice pyrimidinového kruhu cytosinu v CG dinukleotidu
(Razin et al., 1980). Donorem metylové skupiny pro metylaci je S-adenosyl-L-metionin
(SAM) (Chiang et al., 1996)., Metylova skupina je pienesena DNA-metyltransferazou
za vzniku 5-metylcytosinu (5-mC). Metylace DNA probiha kratce po replikaci DNA (Razin et
al.,, 1977). Piitomnost 5 - metylcytosinu byla poprvé prokazana pomoci papirové

chromatografie v roce 1948 v thymu (Hotchkiss et al., 1948).

Metylace DNA se da rozdé€lit do dvou kategorii: de novo metylace, ktera probiha na
dosud nemodifikovanych vldknech DNA za katalyzy DNMT3a a DNMT3b, nebo udrZovaci
metylace, ktera obnovuje metyla¢ni vzorec pii déleni bun¢k v navaznosti na replikaci DNA

a je katalyzovana DNMT 1.

V DNA se tedy krome béznych bazi jako adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin
(G) vyskytuje i modifikovana baze, 5 — metylcytosin,

NH,  SAM-CH; SAM NH,
Nﬁ U N fﬁ/CHE'
0PN T Py
H H
DNMT
Cytosine 5-Methylcytosine

Obr.1 — Schéma metylace DNA, kdy dochazi k prenosu —CH3 skupiny z SAM na 5 'pozici cytosinu za
vzniku 5-metylcytosinu. Reakce je katalyzovana DNMT.
(Prevzato z http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php)

2.1 CpG ostriivky

CG dinukleotidy se v genomu shromazd’uji v malych usecich DNA, zvanych CpG
ostruvky, které dosahuji velikosti 0,5-5kb. Na 100kb genomu se vyskytuje piiblizné 5 az 10
CpG ostruvki (Bird, 1995). Tyto tseky jsou bohaté na dinukleotidy CG, které tvoti 60-70 %
obsahu useku (Baylin et al., 1998). CpG ostrivky se hojné¢ vyskytuji na 5 konci genu
(Antequera et al., 1993). Vétsina CpG ostrivk ztratila schopnost konverze pomoci
deaminace 5-metylcytosinu na thymin (Bird et al., 1980).

I pres velkou troven metylace dinukleotidli zGstavaji v genomu nemetylované useky

(Gruenbaum et al., 1981). Celkovy obsah metylovanych CpG ostrivku se v genomu pohybuje
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mezi 60 - 90 % (Bird, 1980). Eukaryoticky genom neni metylovan rovnomérné, ale obsahuje
metylované useky, které se stfidaji s nemetylovanymi useky (Bird, 1986). Béhem evoluce je

pocet CpG dinukleotidd progresivné eliminovan (Antequera et al., 1993).

V lidském genomu se nachazi okolo 32 % CpG ostruvki z ptivodni predikce 45 000
CpG ostravkt na haploidni genom (Antequera et al.,, 1993), coz je tedy asi 29 000 CpG
ostruvki na genom (Lander et al., 2001). Z celkové poctu genii v genomu se piiblizné

Vv polovin¢ nachazeji CpG ostravky (Antequera et al., 1993).

Uroven metylace DNA je linearné zavisla na poétu CpG ostrivkas v DNA a je také

tkanove specificka (Gruenbaum et al., 1981).

2.2 DNA metyltransferazy

DNA metyltransferazy katalyzuji pienos metylové skupiny z donoru S-adenosyl-L-
methioninu (SAM) na akceptor cytosin. DNA metylace probihd po replikaci DNA (Razin
et al., 1977). DNA metyltransferazy se déli na: de novo metyltransferazy (DNMT3 rodina,
DNMT3L) a udrzovaci metyltransferazy (DNMT1 a DNMT?2).

2.2.1 DNMT1 (DNA-methyltransferase 1)

DNMT1 je enzym skladajici se z 1620 aminokyselinovych zbytki (Gaudet et al.,
1998). C-terminalni doména ma katalytickou funkci (Bestor et al., 1988). Katalyticka doména
je alostericky kontrolovana N-terminalni doménou (Fatemi et al., 2001). N-terminalni doména
se sklada z enzymi obsahujicich jaderny lokaliza¢ni signal (Bestor et al., 1994) a oblasti,
ktera enzym smétuje do mist, kde probiha replikace (Leonhardt et al., 1992). N-terminalni
doména obsahuje dale zinc-binding doménu typu CXXC zinc-finger. Zinc-finger se sklada
z 8 konzervovanych cysteinovych zbytkt, které se vazou do zinc (L.S.-H.Chuang et al.,
1996). N-terminalni doména interaguje napt. S histonovou deacetylazou HDACI ¢i Rb tumor

supresorovym proteinem (Robertson et al., 2000).

DNMT]1 je alostericky aktivovdna k metylaci cilovych usekd tim, Ze se navaZe na
metylovanou DNA. Alostericky aktivni je zinc-doména, ktera zprostfedkovava piimou

interakci protein-protein s katalytickou doménou enzymu (Fatemi et al., 2001).

Je zodpovédna za udrZzovani DNA metylace béhem replikace DNA. Pii replikaci
se vytvaii hemimetylované useky, které jsou preferovany DNMT1 a pfendseji metylacni

VZorec pouze na nove syntetizovana vlakna DNA (Song et al., 2011).
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Také se ucastni kontroly buné¢ného cyklu (Bakin et al., 1999), p53 fizenou apoptézou
(Stancheva et al., 2001) ¢i inhibici replikace DNA (Knox et al., 2000).

2.2.2 DNMT3 metyltransferazy

DNMT3 metyltransferazy byly objeveny roku 1998. Jsou hodné exprimovany
v zarode¢nych tkanich, zatimco u diferencovanych bunék je hladina exprese nizka. Podileji se
na de novo metylaci a nepreferuji hemimetylované tiseky DNA jako DNMT1 (Okano et al.,
1998). DNMT3a a DNMT3b si jsou velice podobné, ale lisi se cilovymi specifikacemi
a vzory pro exprimaci (Watanabe et al., 2002).

DNMT3a i DNMT3b obsahuji cystein bohaty region, ktery je podobny ATRX zinc-
finger doméné. Déle maji PWWP doménu?, kterd interaguje s chromatinem za moZnosti

vazby transkripénich represoru (Qiu et al., 2002).

2.2.2.1 DNMT3a (DNA-methyltransferase 3 alpha)

DNMT3a je exprimovdna v pozd&Sim stddiu  embryonalnitho  vyvoje
a v diferencovanych bunkach. Je zodpovédna zejména za ustanoveni metyla¢niho vzorce
béhem dospivani gamet (Kaneda et al., 2004). Cystein bohaty region homologni ATRX na N-

terminalni domén¢ asociuje s histonovou deacetylazou HDACI (Fuks et al., 2001).

DNMT3a interaguje s RP58, DNA-vazanym transkripénim represorem, ktery umléuje
heterochromatin (Fuks et al., 2001).

2.2.2.2 DNMT3b (DNA-methyltransferase 3 beta)

V brzkém embryondlnim vyvoji je vyssi hladina exprese DNMT3b. Je to hlavni
enzym, zodpovédny za ziskavani DNA metylace béhem implantace (Borgel et al., 2010). U
mnoha nadorovych onemocnéni byla prokézana zvySena exprese DNMT3b a korelace mezi

zvySujici se expresi a postupem nemoci (Robertson et al., 1999).

2.2.2.3 DNMT3L (DNA-methyltransferase 3-like)

DNMT3L je sekvencné piibuzny k DNMT3a a DNMT3b, ale nema funkéni
katalytickou doménu. Diky nefunkéni katalytické doméné nemd vlastni DNA
metyltransferazovou aktivitu a metylaci reguluje pomoci interakce s DNMT3a a DNMT3b.
Vaze se snimi v jadie bunék. Jako kofaktor s DNMT3a/DNMT3b stimuluje de novo

metylaci. Také je dulezita pro zalozeni metyla¢niho vzorce v oocytech (Hata et al., 2002).

L PWWP doména je konzervovana doména, slozena z prolin-tryptofan-tryptofan-prolin (Stec et al, 1998).
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2.2.3 DNMT2

DNMT?2 je exprimovana pouze v bunkach a tkanich, které jsou aktivni v de novo
metylaci. Sklada se z 391 aminokyselinovych zbytki. M4 nedostatek velkych N-terminalnich
domén, které jsou piitomné v DNMT1 a DNMTS3 rodiné¢ metyltransferaz (Yoder et al., 1998).
2.3 Metylace DNA a jeji funkce

2.3.1 Represe transkripce

Metylace CG mist v promotorech genti vede Krepresi transkripce, kterd je

pri¢inou redukce exprese genti. Represe genové exprese se da rozdélit do tii skupin.

2.3.1.1 Specifickeé transkripcni faktory

PreruSeni transkripce je mozné pomoci specifickych transkripénich faktord, z nichz
jsou nékteré citlivé na metylované CG useky na vlakné DNA, na které se vazi. Timto dojde
k pferuseni iniciace transkripce daného vlakna tseku, protoze tyto specifické transkripéni

faktory se do téchto mist nemohou vézat.

Mezi tyto specifické transkripéni faktory patii napiiklad AP-2 (Comb, 1990), cCAMP
dependentni aktivator CREB (Iguchi-Ariga et al., 1989), c-Myc/Myn (Prendergas et al., 1991)
nebo E2F rozpoznavajici sekvence obsahujici CpG mista (Kovesdi et al., 1987). Ne vSechny
transkripcni faktory jsou ale citlivé na metylované promotory, jako Spl a CTF (Ben-Hattar et
al., 1989).

2.3.1.2 Metyl CpG vdzajici proteiny
Metylace posiluje 5-metylcytosin ve vazbé proteinli, aby se chovaly jako genové
represory. MeCP-1 a MeCP-2 (methyl CpG binding protein 1/ 2) byly identifikovany jako

proteiny vazajici se na metylové CpG mista. (Boyes et al., 1991).

MeCP-1 se vaze na DNA, ktera obsahuje nékolikandsobné mnozstvi symetrickych
metylovanych CpG mist (Meehan et al., 1989). MeCP-1 po navazani inhibuje transkripci, ale
bunky, kde se MeCP-1 nevyskytuje, vykazuji snizenou represi metylovanych gend (Boyes et
al., 1991). MeCP-1 muze vytvaret komplexy s MBD2 doménou, histonovou deacetylazou
HDAC1/HDAC?2 za zvySeni funkénosti represe (Feng et al., 2001).

MeCP-2 je schopen se vazat i na jednotlivé metylované CpG pary, na rozdil od
MeCP-1 (Lewis et al., 1992). Ma dvé domény: metyl-CpG doménu a transkripcni represivni

doménu (TRD), ktera dokaze na dalku inhibovat transkripci z promotoru (Nan et al., 1997).
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2.3.1.3 Deacetylace histonii

Metylace DNA spousti deacetylaci histonll, ktera indukuje kondenzaci chromatinu,

vedouci ke genové represi (shrnuto Kass et al., 1997).

2.3.2 Genomovy imprinting

Geny nesou otisk od obou rodi¢ii (paternitni i maternalni). Pfi imprintingu je vtisk od

jednoho rodic¢e imprintovan, je utlumena jeho exprese na ukor vtisku od druhého rodice.

Existuji de novo metyltransferazy (DNMT3a, DNMT3L), které mohou vytvaret
primarni zédznam imprintu pii gametogenezi. Imprint poté udrZovaci metyltransferazy
predavaji pfi bunééném deleni. Metylace DNA u imprintingu zajistuje specifickou znacku
k odliseni maternalni a paternitni kopie chromozému nebo funguje jako signal pro genovou

expresi (shrnuto Delaval et al., 2004).

2.3.3 Inaktivace X-chromozému

U savell maji samice dva chromozémy X, samci pak jeden chromozém X.
Kompenzace je zfizena inaktivaci jednoho maternalniho chormozému X. O inaktivaci
chromozému X se rozhoduje uz v brzké embryogenezi. Klicovym regulatorem inaktivace je
X-chromosome-inactivation centre (XIC), obsahujici Xist, ktery je nutny pro inaktivaci
a podili se funkci XIC (Avner et al., 2001). Metylace promotoru Xist je kli¢ova pro inaktivaci
chromozomu X (Panning et al., 1996).

2.3.4 Transponovatelné elementy

Vice nez 40 % lidského genomu je tvofeno transponovatelnymi elementy, jako jsou
transpozony, retrotranspozony ¢i Castice virl. Jsou to kratké repetitivni sekvence DNA,

bohaté na CG sekvence - ty jsou praveé cilem metylace (Jeltsch, 2002 podle Smit et al., 1999).

Metylace CG sekvenci téchto elementl zabraiuje transkripci elementt, a tim ataktim

genomu a jejich pohybu po ném (Yoder et al., 1997).

2.3.5 Vyvoj organismu

Myslenka o ovliviiovani vyvoje organismu metylaci DNA byla poprvé vyslovena

v roce 1975 (Holliday et al., 1975). Role metylace DNA ve vyvoji je stale studovana.

DNA v oocytech a spermiich je metylovana, ale po oplozeni je pfed prvnim délenim
otcovskd DNA rychle demetylovana a matefskd je demetylovana az po prvnim déleni.

Demetylace je zplisobena tim, ze DNMTI1 je jadrem exprimovédna az po prvnim déleni.
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Metyla¢ni vzorec je v této fazi udrzovan DNMT 1o (specificka forma DNMT1). V pozdéjsi
fazi embryogeneze je metylace DNA obnovena de novo metyltransferaizami DNMT3a
a DNMT3b (shrnuto Smith et al., 2013), pokud nejsou na DNA navazany specifické proteiny,
které zabranuji de novo metylaci DNA (Lin et al., 2001).

Pokud je umlc¢ena DNMT1, embryonalni kmenové bunky vykazuji redukci metylace
DNA a umfou po zahajeni diferenciace. Uml¢enim DNMT3a dochéazi ke smrti mysi po
narozeni. Umlc¢enim DNMTI a DNMT3a u mySi dochazi ke smrti béhem casné

embryogeneze zarodku (Li et al., 1992).

2.4 Aberantni formy metylace DNA

2.4.1 Hypometylace

Hypometylace je aberantni forma metylace DNA, dochédzi k nahrazeni
5-metylcytosinu nemetylovanymi cytosinovymi zbytky. Poprvé byla popséna v roce 1983
(Feinberg et al., 1983). Muze vznikat vypnutim DNMTs, coz muze mit za nasledek

abnormality ve stavbé chromozomu a jejich nestabilitu (Dodge et al., 2005).

U pacientt s ICF syndromem (Immunodeficiency-centromeric instability-facial
anomalies syndrome), ktery je zptsoben mutaci genu DNMT3b vedouci k redukei jeji
enzymatické aktivity a ovlivnéni aktivity DNMT3L (Xie et al., 2006)

Globalni hypometylaci genomu nalézame u pokrocilych forem nadorového
onemocnéni. Hypometylace vede ke genomové nestabilité¢ a k dalSim genetickym zménam
a chromozomalnim aberacim. Hypometylace DNA je spojena se zvySenou genovou expresi

protoonkogent (Gaudet et al., 2003; Wilson et al., 2007).

Hypometylace také koreluje se zménami chromatinu, zejména tedy acetylaci
a trimetylaci histond (Fraga et al, 2005). Hypometylace roztrousenych elementi

a tandemovych elementii zesiluje formaci tumori (Gaudet et al., 2003).

2.4.2 Hypermetylace

Hypermetylace je proces opa¢ny hypometylaci, dochazi ke zvySeni 5mC v genomu.
Hypermetylace je zejména spojovana s umlcovanim transkripce tumor supresorovych gent.

Tuto myslenku poprvé vyslovil (Herman et al., 1994).
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U mnoha genti bylo prokdzano umlcéeni transkripce pomoci hypermetylace
promotorovych oblasti danych geni. Jednotlivé ptiklady této aberantni formy metylace DNA

jsou ve 3. kapitole: Metylace DNA ve vztahu k hematoonkologickym malignitam.

2.5 Hydroxymetylace

Hydroxymetylace je modifikace DNA, kdy je bazi 5-metylcytosin pfidavana jeste
hydroxylova  skupina, téz do S’pozice pyramidového kruhu. Vznikd tak
5-hydroxymetylcytosin (5-hmC), ktery byl poprvé identifikovan u bakteriofagt (Wyatt et al.,
1952). U savci byl poprvé identifikovan v roce 1972 (Penn et al., 1972), ale potvrzeni jejich
objevu u savct bylo az v roce 2009, kdy byl lokalizovan v Purkyiiovych buiikach lidského

mozku (Kriaucionis et al., 2009) a zarodeénych kmenovych bunkach (Tahialini et al., 2009).

5-hydroxymetylcytosin je Vv nejvétsim mnozstvi lokalizovan v centralni nervové
soustavé (Globisch et al., 2010).

Hydroxymetylace 5-metylcytosinu je katalyzovana rodinou Tet proteint (ten-eleven
methylcytosine dioxygenases); tyto proteiny Kkatalyzuji oxidaci 5-metylcytosinu na
5-hydroxymetylcytosin. U savch se vyskytuji 3 Tet proteiny: Tetl, Tet2 a Tet3, které sdileji

stejnou konzervovanou cystein bohatou doménu (Ito et al., 2010).

Nejdiskutovanéjsi roli hydroxymetylace je jeji role v demetylaci DNA. Konverze
5-metylcytosinu na 5-hydroxymetylcytoin se podili na pasivni demetylaci, protoze DNMT]1
neni schopna se vazat na hydroxymetylované tseky a neni tak mozno piedat metylacni
vzorec. Nebo muze byt 5-hydroxymetylcytosin konvertovan na cytosin pomoci 5-hmC-
specifickou DNA — glykolazou (5-hmC-DG), coz vede k aktivni demetylaci DNA (shrnuto
Zhu, 2009).

3 Metylace DNA ve vztahu k hematoonkologickym malignitam

U nadorovych onemocnéni se troven metylace DNA pohybuje ve velkém rozmezi, od
hypometylace, vedouci ke chromozomalni nestabilité¢ az k hypermetylaci, které ma dilezitou

roli v uml¢ovani transkripce tumor supresorovych geni (TSGs) (Eden et al., 2003).

Skupina hematoonkologickych malignit je Sirokd skupina onemocnéni zahrnujici
leukémie, lymfomy, mnohonasobny lymfom, imunoproliferativni neoplazmy a Vv neposledni

fad¢ 1 myeloproliferativni onemocnéni a myelodysplasticky syndrom.
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Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni skupina chorob, charakterizovana
klonalni poruchou krvetvorby a dysplasii kostni dien€, vedouci k neuc¢inné hematopoéze a
zvysenému riziku progrese myelodysplastického syndromu do akutni myeloidni leukémie

(AML). (Steensma, D.P.; Tefferi, A.; 2003)

U myelodysplastického syndromu (MDS) byla prokazana inhibice transkripce tumor
supresorovych genti de novo metylaci DNA (Jones et al., 2007). Inhibice transkripce spoc¢iva
ve specifické metylaci promotora téchto gent. Mezi studované geny v patologii MDS patii
geny podilejici se na apoptoze (p73, survirin, DAPK), opravé DNA (bMLH1), kontrole
bunééného cyklu (pl4, pl5, pl6, CHK2) a diferenciaci (RARb, WT1). Aberantni metylace
promotort téchto gent a expresi DNMTs byly nalezeny u vysoce rizikového MDS. (Hopfer et
al., 2009)

3.1 Tumor supresorové geny

3.1.1FHIT
Ohta el al., 1996 poprvé izoloval FHIT gen (fragile histidine triad gene) z region

chromozomu 3pl14.2. Je to tumor supresorovy gen, ktery inhibuje proliferaci nadorovych
bunék, zahajuje apoptozu a spousti pfechod z GO faze do G1. Abnormalni metylace tohoto

genu byla nalezena u mnoha typti nadord.

Ve studii Lin et al., 2008 identifikovali hypermetylaci FHIT genu u 47,2 % pacientt
s MDS. Objevili také vztah mezi frekvenci hypermetylace FHIT genu a zvySenym rizikem
Vramci prognostického systému (IPSS) MDS. Pacienti s hypermetylaci FHIT genu
vykazovali krat$i dobu pfteziti, nez pacienti bez aberantni metylace promotoru FHIT genu.
Iwai et al., 2005 prokazali aberantni metylaci FHIT genu u 55 % pacientti s MDS. Podle jejich
poznatkli koreluje frekvence a hustota hypermetylace genu s postupnym stadiem MDS, coz
vede k nazoru, Ze hypermetylace FHIT genu se hromadi béhem progresu nemoci z MDS do
AML.

3.1.2 SOCS1

SOCS1 (supresor of cytokine signalling-1) je supresor cytokinové signalizace, ktery se
podili na negativni regulaci JAK-STAT signalizace (Brakensiek et al., 2005 podle Alexander,
2002).

Ve studii Brakensiek et al., 2005 prokézali v 31% vzorkl aberantni metylaci SOCS1

genu, jehoz exprese tim byla umlcena. U pacientli s hypermetylaci SOCS1 genu byla
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prokdzéana zvySena aktivita JAK-STAT drahy. Nejvétsi metylacni uroven prokazali u RAEB
podskupiny MDS a AML.

3.1.3 CTNNA1

CTNNAL1 (alpha-catenin, a — catenin) je lokalizovan na chromozému 5q31, ktery je
u MDS casto deletovan, a proto je exprimovan V malém mnozstvi. Analyza HL — 60 bun¢k
ukazala, Ze promotor genu CTNNAI1 je umlcovan metylaci a deacetylaci vedouci k MDS ¢i
AML. Obnoveni exprese CTNNA1 vede k omezené proliferaci a apoptotické smrti (Liu et al.,
2007).

Ztrata exprese CTNNAI1 genu se Castéji vyskytuje u del(5q) typu MDS. Béhem
analyzy 31 pacientd s MDS nalezli aberantni metylaci CTNNA1 genu u vysoce rizikového

MDS, ale ne u nizko rizikového Je mozné, Ze metylace CTNNAI je dileZitd pro pfechod

MDS do AML (Ye et al., 2009).

3.1.4 p57KIP2

Gen p57K1”2 (cyklin-dependent kinase inhibitor) je lokalizovdn na chromozému
11p15.5 (Matsuoka et al., 1995). Li et al., 2002 prokazali nepfitomnost exprese genu p57K/F2
v riznych krevnich bunéénych liniich a Ze po piidani 5-aza-2’-deoxycytidinu doslo k
obnoveni exprese genu. Pomoci metyla¢né-specifické PCR prokazali ¢asty vyskyt metylace

DNA v primarnich difuznich B-bunéénych lymfomech, ale ne pftili§ ¢asty vyskyt u MDS.

V jedné studii sledovali 9 hematopoetickych bunéénych linii 67 pacienta s MDS a 11
kontrol. Metylaci genu p57X'*? prokazali ve 4 z 9 bunéénych linii, ale zadny vzorek nebyl

aberantné metylovany (Brakensiek et al., 2005).

3.1.5 DAPK

DAPK (death-associated protein kinase) je pro-apoptoticky kalcium/kalmodulin —
regulacni serin/threoninova kindza. Prvni, kdo studoval metylac¢ni trovenn DAPK byl Voso et
al., 2004. U 47 % pacientti s MDS a 27,5 % pacienti s AML identifikovali hypermetylaci
DAPK genu, kterd odpovidala ztraté jeho exprese.

Hypermetylace DAPK byla spojena s cytogenetickymi abnormalitami. Vyssi frekvenci
hypermetylace nalezli v 60 % piipadt u nepfiznivé cytogenetické rizikové skupiny, zatimco

u ptiznivé rizikové skupiny to bylo v 26,3 % ptipada (Wu et al., 2011).
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3.1.6 CDKN2B/ p15'NKB

CDKN2B je regulator bunééného cyklu, zejména inhibitor G1 faze. Spolupracuje s
D-CDK4/6 komplexem a inhibuje tim kinazovou aktivitu komplexu (shrnuto v Reynisdottir et
al., 1997). Funguje také jako efektor pii TGF-f zprostfedkovaného zastaveni bunééného cyklu
(Sandhu et al., 1997 podle Hannon et al., 1994).

V n¢kolik studiich byla prokdzdna inaktivace genu metylaci CpG ostrivki
v promotoru genu v ALL (Herman et al., 1996). Ve studii Quesnel et al., 1998 nalezli ve 38 %
ptipadech metylaci CDKN2B genu a pozitivni korelaci s progresem MDS do AML. Tien et
al., 2001 nalezl v 69 % metylaci CDKN2B u pacientii, u nichz MDS transformovalo do AML.
Ve studii Kim et al., 2010 prokazali ¢ast&jsi metylaci CDKN2B genu u vysoce rizikového
MDS a zkracenou dobu pieziti.

Re-exprese genu je mozna po 1é¢b¢ 5-aza-2 -deoxycytidinem. (Berg et al., 2007)

3.1.7HIC1

HIC1 (hypermethylated gene in cancer-1) je lokalizovan v 17p13.3 chromozomalnim
regionu, ktery byva ¢asto hypermetylovan nebo deletovan v lidskych nadorech. Jeho funkci je

regulace ristu.?

Aggerholm et al., 2006 identifikovali u 32 % vzorkl hypermetylaci HIC1 genu, ktera
byla spojena s hypermetylaci P15'™NK4B genu u MDS.

Zvysend metylace tohoto genu byla také prokazana v 50 % piipadi chronické faze

CML (chronickd myeloidni leukémie). (Issa et al., 1997)

Tento gen je Casto hypermetylovan u ALL (akutni lymfoidni leukémie). U az 55 %
ptipadd hypermetylace HIC1 byla nalezena u recidivujicich pacienti s ALL (Issa et al., 1997).

3.18ER

ER (estrogen receptor) je lokalizovan na chromozému 6q25.1 (Menasce et al., 1993).
Je to negativni reguldtor normalni hematopoézy, ma téz rlstovou a metastatickou

supresorovou aktivitu v mnoha riznych bunéénych typech (Issa et al., 1996).

Ve studii Aggerholm et al., 2006 hypermetylaci prokazali v 19 % piipadu. Issa et al.,

1996 nalezli aberantni metylaci promotorti u 86% hematopoetickych tumort.

2 Pevzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3090.
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Issa et al., 1996 nalezl aberantni metylaci u 50 % pacientll v chronické fazi CML

a u 100 % pacientii ve fazi blastické krize.

3.1.9 CDH1

CDH1 (E-cadherin gene) je lokalizovdn na chromozomalnim tseku 16q22.1.% Je

oznatovan za metastaticky supresorovy gen. Hypermetylaci promotoru genu CDHI

identifikovali u 56 % pacienti s AML (Shimamoto et al., 2005).
Aggerholm et al., 2006 prokazali hypermetylaci CDH1 genu u 27 % pacienti S MDS.

Ve studii Galm et al., 2009 identifikovali aberantni metylaci u 56 % pacient

s mnohonasobnym lymfomem.

3.1.10 CALC1

CALC1 (CALCA, calcitonin gene) lezi v tseku chromozomu 11pl15.2 a koduje

peptidovy hormon kalcitonin.*

Ve studii Dhodapkar et al., 1995 zpozorovali hypermetylaci CALC1 genu u 65 %
pacient. Podle studie Vidal et al., 2007 je aberantni metylace CALC1 ¢asta u détské MDS
nalezli ji u 85,7 % ptipadu.

Nelkin et al., 1991 prokazal, Ze s postupujici progresi nemoci z chronické faze do faze

blastické krize se zvySuje hladina DNA metylace genu CALCA u CML.

Ve studii Thomas et al., 1999 prokazali hypermetylaci tohoto genu u 77 % pacientt
S ALL.

3.2 Mutace DNA metyltransferaz

3.2.1 DNMT3a
Mutace DNMT3a byla identifikovana u pacienti s MDS. Bylo identifikovanol3

heterozygotnich mutaci. Nej€astéj$im mutovanym tsekem DNMT3a byl Gisek aminokyseliny
R882. Tito pacienti m¢li zkracenou dobu pieziti a rychlejsi progres do AML (Walter et al.,
2011). Dochazi-li karginin — histidin substituci pravé v pozici 882, vede to ke snizeni
enzymatické aktivity DNMT3a in-vitro v AML, kterou nalezli ve 20,5 % ptipadu (Yan et al.,
2011).

3 Pfevzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/999.
4 Pfevzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/796
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V koédujicim regionu DNMT3a byly nalezeny misssense, nonsense, frameshift i loss-

function mutace (Ley et al., 2010).

3.2.2 DNMT3b

Mutace v genu DNMT3b je hlavni pfi¢inou ICF syndromu (immunodeficienci,
centromeric instability and facial anomalies). V takovém pfipad¢ se jednd o misssense mutaci
(Hansen et al., 1999).

3.2.3 Mutace TET?
TET2 je nejcastéji mutovany gen u MDS a AML (Bejar et al., 2011; Ko et al., 2011).

Pouziti mutovaného TET?2 jako prognostického faktoru pro MDS je zatim nejisté (Bejar et al.,
2011; Langemeijer et al., 2009; Smith et al., 2010).

Ve studiich, kde byl nalezen mutovany TET2 gen, byla zjisténa nizka hladina 5-hmC
VvV genomu, coz ukazuje na snizenou aktivitu TET2 proteinu (Ko et al., 2010). Efekt inaktivace
TET2 v hematopoéze je stale studovan. Mysi s TET2 deleci vykazuji podobné
hematopoetické abnormality jako myeloidni malignity (Ko et al., 2010; Quivoran et al., 2011;
Lietal., 2011; Moran-Crusio et al., 2011).

4 Demetylacni 1écba

Princip demetylacni 1écby spociva ve schopnosti specifickych molekul ovliviiovat
uroven metylace DNA. Je vyuZzivana k 1é¢bé nadorovych onemocnéni, zejména onemocnéni
leukemického typu a solidnich nadort, u kterych byla prokazana hypermetylace promotort
tumor supresorovych gentll, které jsou tim neaktivni a je potifeba obnovit jejich funkci.
V mnoha studiich byla prokazana jejich demetyla¢ni funkce, ktera spoc¢iva v inhibici DNA
metyltransferdz a nasledné reaktivaci umlcenych genii hypermetylaci promotorovych oblasti

ptislusného genu. Vétsina téchto molekul je ti¢inna jak in vitro tak in vivo.

Inhibice metylace DNA po demetylaéni 1é¢bé byla prokazana u mnoha tumor
supresorovych gent lidskych nadorovych onemocnéni, jako napt. pl16 (Gonzales-Zulueta et
al., 1995), E-cadherin (Yoshirua et al., 1995), hMLH 1 (Herman et al., 1998) a pl5
(Daskalakis et al., 2002).

Inhibitory se daji rozdelit na dvé hlavni skupiny: nukleosidové analogy cytidinu, kam
fadime  5-azacytidin,  5-aza-2’-deoxycytidine,  5-fluoro-2’-deoxycytidin,  zebularin

a non-nukleosidové analogy jako procainamid, hydralazin, RG108 a procain.
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4.1 Nukleosidové inhibitory

4.1.1 5-azacytidin

5-azacytidin byl poprvé syntetizovan ¢eskymi védci v roce 1964. Je to nukleosidovy
analog cytidinu, kde v patém misté pyriminidinu je misto uhliku dusik (Zielinski et al., 1984
podle Piskala et al., 1964). Je schopny se funk¢éné vazat do DNA i RNA (Creusots et al.,
1982). Inkorporace 5-azacytidinu do DNA vede ke kovalentni vazbé s DNMT1 a nasledné
hypometylaci DNA (Jones et al., 1980). Timto dochazi k inhibici de-novo metylace DNA
(Bhagwat et al., 1987). Je vysoce toxicky pro bunku, ktera se nachazi v S fazi bunécného

cyklu, coz 5-aza-2’-deoxycytidine neni (Leone et al., 2002 podle Covey et al., 1984).

Mononukleosid 5-azacytidinu je nejdiive metabolizovan na trifosfat, ktery uz se muze
stat substratem pro replikaci DNA a nasledné inkorporace do jeji struktury, kde dojde
k vyméné cytosinu za azacytosin. Azacytosin vytvoii dinukleotid s guaninem - jakoZto
substrat pro DNMT, ktera s timto dinukleotidem vytvoii kovalentni vazbu, a tim dochazi
k jeji inhibici (Santi et al., 1984; Chen Li et al., 1991). Po pfipojeni kovalentniho proteinu je
DNMT1 degradovana (Ghoshal et al., 2005).

4.1.2. 5-aza-2’-deoxycytidine (decitabine)

Byl poprvé syntetizovan v roce 1964. (Pliml et al., 1964). Stejné jako 5-azacytidin se
jedna o analog cytidinu s dusikem na patém misté pyrimidinového kruhu. Ale 1isi se tim, Ze
decitabine je deoxyriboza, ale 5-azacytidin je rib6za. Fosforylovana deoxyribdza decitabinu
umoznuje piimou inkorporaci do molekuly DNA, ktera se poté muze spojit s DNMT1
kovalentni vazbou skrz dusik v pozici 5 modifikovaného pyrimidinu. DNMT1 bude
degradovana proteasomem (shrnuto v Momparler, 2005). Decitabine je aktivovan

deoxycytidin kinazou (Momparler et al., 1979).

4.1.3 Zebularin

Zebularin je 1-B-D-ribofuranosyl-2(1H)-pyrimidine, charakteristicky nepfitomnosti
amino skupiny na C4 pyrimidinového kruhu (Champion et al., 2010). Je aktivni in vitro,
i in vivo (Burchenal et al., 1976). Inhibici metylace provadi vytvoreni kovalentniho komplexu
s DNA a DNMT. (Zhou et al., 2002). Byl objeven jako inhibitor cytidin deaminaz; az poté se
objevila i funkce inhibitoru metylace DNA. V probihajicich studiich se jevi jako méné
toxicky a stabilnéj$i nez 5-azacytidin a decitabine. Funk¢éni metabolismus je stejny jako

u 5-azacytidinu (shrnuto Ren et al., 2011).
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4.1.4 5-fluoro-2’-deoxycytidine (FdCyd)

Jednd se rovnéz o analog cytidinu, ktery byl poprvé syntetizovan v roce 1961
(Wempen et al., 1961). V nékolika studiich byla prokazana demetyla¢ni aktivita u bunék
rakoviny prsu ¢i plic. FdCyd se vaze do DNA, coz vede k inhibici DNMT1 beta-eliminaci
faze prenosu metylové skupiny (Jones et al., 1980). DNA metyltransferaza 1 zustane
zachycena v kovalentnim komplexu s DNA, podobn¢ jako 5-azacytidin ¢i decitabin (Reither

et al., 2003). Stale probihaji klinické testy pro pouziti v 1é¢bé ruznych typu nadort.
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5-AZACYTIDINE 5-AZA-2'-DEOXYCYTIDINE 5.FLUORO- 2'-DEOXYCYTIDINE
(5-0z0-CR) (5-020-CdR) (FCdR)

Obr. 2 — Nukleosidové inhibitory: 5-azacytidin, 5-aza-2’-deoxycytidine a 5-fluoro-2"-deoxycytidin
(upraveno a prevzato z Jones et al., 1980)

4.2 Non-nukleosidové inhibitory
Tyto inhibitory nejsou analogy cytidinu. Jsou to mensi molekuly neZ analogy cytidinu.
Jejich hlavni vyhodou je vétsi stabilita molekuly, neZ u cytidinovych analagl, které jsou

méné¢ stabilni diky dusiku v 5’pozici pyrimidinového kruhu.

4.2.1 Procainamid

U této malé molekuly byla prokazana schopnost inhibice metylace v lidskych
T bunkach, ktera je nasledovana expresi antigenu I, jenzZ u¢ini T bunky autoreaktivnimi (Yung
et al., 1997). Je schopen inhibovat DNMT1, a tim demetylovat hypermetylované
a hemimetylované geny (Lee et al.,, 2005). DNMTI inhibuje stejn¢ jako hydralazin.
Schopnost obnovy exprese tumor supresorovych gend umléenych hypermetylaci

promotorovych usekt byla prokazana napi. u genu pl6 (Segura-Pacheco et al., 2003).

4.2.2 Hydralazin

Jeho hlavni tkol je fungovat jako antiaritmicky 1ék a vazodilatator, ale byla také
prokazéna jeho demetylacni funkce, kterd vede k obnoveni exprese nékolika tumor
supresorovych gent, jako napt. pl5 (Segura-Pacheco et al., 2003). Demetyla¢ni aktivita
spociva ve schopnosti N atomu interagovat s Lys162 a Arg240 na DNMT1 (Arce et al., 2006
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podle Angeles et al., 2005). Je také klinicky testovan jako demetylaéni pro

myelodysplasticky syndrom (Candelaria et al., 2011) a nadorova onemocnéni.

4.2.3 RG108

RG108 byl prvni inhibitor uméle syntetizovany jako demetylacni. Jeho hlavni
piednosti je zatim zadna detekovatelna toxicita. Také se 1i8i postupem inhibice; RG108 piimo

blokuje katalytickou kapsu DNMT (Brueckner et al., 2005).

4.2.4 Procaine

Procaine je pouzivan zejména jako lokalni anestetikum, ale ma taky funkci inhibice
DNMT1 v buiikach rakoviny prsu, zpisobuje globalni demetylaci genomu DNA a reaktivaci
genu TSCs. Vaze se do CpG bohatych sekvenci a tam blokuje vazbu DNMT s DNA (Villar-
Garea et al., 2003).
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Procainamide (X = NH) Hydralazine RG108

Obr. 3 — Non-nukleosidové inhibitory (procaine, procainamide, hydralazin, RG108) (upraveno a
prevzato z Medina-Franco et al., 2014)

4.3 Demetyla¢ni 1é¢ba u MDS
Nekteré z vySe uvedenych latek se pouzivaji k lécbé vysoce rizikového MDS
(Silverman et al., 2002), a to zejména 5-azacytidin a decitabine. U dal$ich demetyla¢nich

latek probihaji klinické testy.

Pii 1écbé 5 - azacytidinem se medidn pieziti prodluzuje z 15 na 24 mésicli - pfi
dennich davkach 75mg/m?, 7 dni kazdé 4 tydny. Oddaluje také progres do akutni myeloidni
leukémie (Fenaux et al., 2009). Median odpovédi pacientd na 1écbu je 13 mésict, tedy 15
lécebnych cykla (Gore et al., 2013).

Lécba decitabinem je stejné u¢innd jako 5-azacytidinem pii menSich davkach Iéku:
15mg/m?, 3x denné& po dobu 3 dnfl, kazdy 6. tyden. Staci také méné cykld 1écby (3-4 cykly
1é¢by). Ma mensi ¢innost u pacientt starSich 65-ti let nez 5-azacytidin (Liibbert et al., 2011).
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5 Metody detekce

Pro studium metylace DNA existuje mnoho metod a stale se vyvijeji nové. Diky
velkému mnoZzstvi metod je proto mozné vzdy zvolit tu nejvhodnéjsi variantu pro dany
zkoumany vzorek. Metody pro studium se daji rozdélit do dvou hlavnich skupin,
a to sekvencné nespecificke, které nam uréi celkovou troveinn metylace DNA (HPLC, HPCE
a imunoprecipitace) a Sekvencné specifické, které podaji informaci 0 stupni metylace
konkrétniho cytosinu (napf. metody zalozené na bisulfitové modifikaci DNA, metody

pouzivajici restrikéni endonukleazy, ¢i pyrosekvenovani).

5.1 Sekvenc¢né nespecifické

5.1.1 HPLC (high performance liquid chromatography)

Vysokotlakd kapalinovd chromatografie je metoda, kterda urc¢i celkové mnozstvi

metylovanych cytosinti v genomu.

DNA je nejdiive hydrolyzovéna, a to bud chemicky, ¢i enzymaticky. Chemicka
hydrolyza se provadi kyselinou mravenci, ktera ale zplsobuje deaminaci Cytosinu
I metylcytosinu (Eick et al., 1983), proto se spiSe pouziva kyselina fluorovodikova, ktera
deaminaci nezpusobuje (Catania et al., 1987). Hydrolyzovana DNA je separovana pomoci
chromatografie. ~ Stupenn  metylace jednotlivych  deoxyribonukleosidli je  urcen
spektrofotometrii, kdy je absorbance zkoumaného vzorku srovnavana se standardnim

vzorkem, kde zname obsah metylcytosinu a cytosinu (Kuo et al., 1980).

5.1.2 HPCE (high performance capillary electrophoresis)

Vysokouc¢innd kapilarni elektroforéza je rychlejsi nez HPLC a také levngjs$i na
provedeni. DNA je hydrolyzovana nukledzou P1, vzniklé deoxyribonukleosidy jsou

separovany kapilarni elektroforézou.

Stupent metylace DNA je stanovovan spektrofotometrii (Li et al., 2009).

5.1.3 MeDIP (Methylated DNA immunoprecipitation)

Molekula DNA je ultrazvukem rozsStépena na fragmenty, které jsou po denaturaci
inkubovany s primarni monoklonalni protilatkou proti 5 - methylcytosinu. Na primarni
protilatku se vaze sekundarni protilatka (anti-5-methylcytosin), kterd oznacuje metylované
useky. Ke vzorku se pfidava magneticka kuli¢ka, aby se pfi vymyvani nemetylované DNA
nevymyla i DNA metylovana. DNA se dale analyzuje, napf. za pomoci microarrays (Weber et
al., 2005).
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Tato metoda ma dal$i varianty. Pii prvni z nich - MeDIP-Chip, se kombinuje metoda
MeDIP s microarray technologii a vznika tak celogenomovy metylacni profil DNA. Pti druhé

varianté - MeDIP-seq se ziskany vzorek navic podrobi sekvenovani nové generace (\Weber et

al., 2007).

5.2 Sekvencné specifické metody

5.2.1 HELP assay (Hpall tiny fragment Enrichment by Ligation-mediated PCR)

Tato metoda je zalozena na pouziti restrikénich enzymt Hpall a Mspl s tim, Ze Hpall
je metyl-senzitivni enzym, ktery $té€pi pouze nemetylované useky DNA a Mspl $tépi stejna
mista bez ohledu na stav metylace DNA. Metoda porovnava zastoupeni fragmenti DNA,
vzniklych Stépenim restrikénich enzymi, nasledovanou ligaci - zprostfedkovanou PCR

(Khulan et al., 2006).

5.2.2 Metody zalozené na modifikaci sodium bisulfitem

5.2.2.1 Modifikace DNA bisulfitem a MSP (Methylation — specific PCR)
Modifikace bisulfitem (hydrogen sifi¢itan sodny) je zalozena na schopnosti bisulfitu

konvertovat nemetylované cytosiny na uracil, metylované cytosiny nechdvd nezménéné

(Furuichi at el., 1970).

DNA modifikovana bisulfitem sodnym je nasledné amplifikovana pomoci metylaéné-
specifické PCR, ktera obsahuje metyl-specifické primery, jeZ rozeznaji metylované

a nemetylované useky (Herman et al., 1996).

5.2.2.2 Primé bisulfitové sekvenovani

Tato metoda je zaloZena na modifikaci DNA bisulfitem, kterd je nasledné
amplifikovana PCR se specifickymi primery, s tim ze uracil a thymin je amplifikuje jako
thymin a 5-metylcytosin jako cytosin. Ziskané PCR produkty jsou dale sekvenovany a tak se
vytvoii metylaéni mapa daného tseku DNA s informaci o metylaénim stavu na urovni

jednoho nukleotidu (Frommer et al., 1992).

5.2.2.3 COBRA (combined bisulfite restriction analysis)

COBRA je kvantitativni metoda schopné urcit metylacni Grovenn v malém mnozstvi
genomové DNA. DNA je modifikovana bisulfitem a nasledné amplifikovana PCR, kde
dochazi ke konverzi nemetylovanych cytosinii na thymin a metylované cytosiny zlstavaji

nezménéné. Amplifikovana DNA je $té€pena metylac¢né citlivymi restrikénimi enzymy (Sadri
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et al., 1996). Produkty jsou oddéleny gelovou elektroforézou. Stupen metylace odpovida

mnozstvi nastépenych a nenastépenych tseka (Xiong et al., 1997).

5.2.3 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je zalozeno na schopnosti DNA polymerazy béhem piidavani
komplementarniho nukleotidu (dATP, dTTP, dGTP a dCTP) uvolnovat pyrofosfat (PPi).
Sulfurylasa tento pyrofosfat konvertuje na ATP. ATP je poté za pomoci luciferazy preveden
na svételny signal, ktery je detekovan a vyhodnocen. Zaroven apyraza odstrani

neinkorporované nukleotidy a zbylé ATP (Ronaghi et al., 1998).

6 Zavér
Cilem bakalafské prace bylo podat piehledny souhrn role metylace DNA v hemato-
onkologickych malignitach, zejména myelodysplastického syndromu, shrnout moznosti jeji

detekce a demetylacni 1éCby.

Role metylace DNA u téchto nadorovych onemocnéni spo¢iva zejména v umlcovani
tumor supresorovych genu, ¢imz dochazi ke snizeni doby pieziti pacienta a zkracuje se doba

progrese myelodysplastického syndromu do akutni myeloidni leukémie.

Hypermetylované geny se prozatim nepouZzivaji pro vSeobecnou diagnostiku nemoci
z diivodu nespecifického zatazeni hypermetylovanych genil k n€jakému subtypu MDS, kvili
ne vzdy jasnému prognostickému faktoru a drahé detekci. Proto se soucasné studie orientuji

na hledani genu vhodného pro vSeobecnou diagnostiku.

Studie zaméfujici se na demetylacni 1écbu ukazuji obnoveni transkripéni aktivity
tumor supresorovych gent. Mezi schvalené demetyla¢ni léky v Ceské republice patfi
5-azacytidin (Vidaza) a 5-aza-2’-deoxycytidine (Dacogen) (http://www.sukl.cz/). U pacientu,
ktefi byli 1éCeni témito 1éky byla prokazana delsi doba preziti a zpomaleni progrese nemaoci.

Stale se hledaji nové hypometyla¢ni latky s lepSim ucinkem (napi. Yoo et al., 2013).

Studium metyla¢nich profilii tumor supresorovych gent je dilezité pro diagnostiku,
objasnéni patogeneze vzniku onemocnéni a zlepSeni léebnych postupll - s cilem zlepSeni

Zivota pacientd.
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