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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

AML
APL
AZA
CMML
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CRIi
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EDTA
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G-CSF
GM-CSF
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IPSS
IPTG
M-CSF
MDS
NEAA
oS
PCR
PE

PR
RAEB
gPCR
SDS
SFFV
URE

Akutni myeloidni leukémie
Akutni promyelocytarni leukémie
5-azacytidin
Chronicka myelomonocytarni leukémie
Kompletni odpo¥d’ (remise)
Kompletni odpo#d’ (ne ve vSech parametrech)
Dimetylsulfoxid
Kys. etylendiamintetraoctova
Kys. etylenglykoltetraoctova
Francouzsko-americko-britsky systém
Fluorescame-aktivované itidéni burek
Fetalni bovinni (ha@zi) sérum
Fluorescein isothiokyanat
Faktor stimulujiciist granulocytarnich kolonii
Faktor stimulujicitist gran. a makr. kolonii
Hematologické zlepSeni
Chromatinova imunoprecipitace
Iscove’s Modified Dulbeco Medium
Mezinarodni bodovaci systém prognézy (MDS)
Isopropylp-D-1-thiogalaktopyranoside
Faktor stimulujicitrst makrofagovych kolonii
Myelodysplasticky syndrom
Ne-esencialni aminokyseliny
Celkové peziti (Overall Survival)
Polymeréazoviéetizova reakce
Fykoerytrin
Casteéna odpo¥d (remise)
Refrakterni anémie s nadbytkem hiast
Kvantitativni polymerazovatzova reakce
Sodium docecyl sulfat
Spleen focus forming virus

Upstream regulatory element (5"-reg. oblast)



WB Western Blott

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



ABSTRAKT

Transkrigni faktor PU.1 je klfovou molekulouridici proces krvetvorby. Ztrata jeho funkce
ma za nasledekizné stupa poruchy diferenciace prakticky vSech krevnichdgagch linii.

S funkci PU.1 v zajighi spravného m@ibéhu diferenciace krevnich bék Uzce souvisi take
jeho role v potl&éovani procesu leukemogeneze. Snizena hladina Ppotuahy schopnosti
regulovat hladinu tohoto transkéipiho faktoru v biice jsou asociovany §anymi formami
akutni myeloidni leukémie (AML), ale také s dalStmematologickymi malignitami.
Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemeéehnkrvetvorby s vyrazgvariabilnim
projevem a pibéhem, pro jehoZ patogenezi je typickd porucha difgiece krevnich buk.
Ta se projevuje ztratou jejich funkce, vznikem edeiihn s morfologickymi defekty (dysplasii)
a hromadnim poskozenych, nezralych kn— blasti v kostni deni. Onemocéni MDS se
casto transformuje do AML. Charakteristickym rysemD$1 je na molekularni drovni
potlaieni expreséady geii v disledku aberantni zvySené metylace DNA v jejich k&gnich
oblastech. PouZiti latek potigicich metylaci DNA a obnovujicich genovou exprgsko je
nagiklad 5-azacytidin (AZA), pnasi v poslednich letech klinicky vyznamné vyshegki
lécb¢ pacient s MDS s vysSim rizikem (IPSS) a stalo se v podgitastandardem. Navzdory
fadk dilcich poznatk o pisobeni AZA v MDS #stava v porozugni mechanisiiim tohoto
Gcinku mnoho nejasného. Komplikujicim faktorem pozntéohto mechanisknje predevsim
variabilita MDS na molekularni arovni.

Podstatou této dizettai prace jsou noveé poznatky o tom, Ze PU.Xipaezi geny, jehoz
exprese je u vyznamn#&sti pacient s MDS s vySSim rizikem potlana vlivem metylace
DNA v jeho regulani oblasti URE. Zjistili jsme, Ze hladina PU.1 wogenitorech paciefits
MDS vyznami souvisi s odpaddi téchto pacient na I&bu AZA. AZA je schopen &nn¢
demetylovat DNA v oblasti URE a iniciovat dalSi ggmetické procesy na urovni chromatinu.
Tyto procesy ve svém souhrnu vedou ke zvySeni egpfeU.1 a Kk projédm iniciace
myeloidni diferenciace jak u modelovych Banych linii pro MDS tak u progenitor
izolovanych ex-vivo z kostni derg z pacieni s MDS. Winek AZA na expresi PU.1 a
navozeni myeloidni diferenciace Ize dale ostivat — zeslabovat i zesilovat — cytokiny
vcetre G-CSF, ktery je dnes intenzinyuzivan v klinické praxi. AZA rov&Z v modelovych
burg¢nych liniich pro MDS zastavuje bé&fmnou proliferaci a vyvolava v mensi fai
apoptézu.

Tato prace souhrrnpiinasi dilezitd pozorovani, ktera jsou v s@snosti dale studovana pro

zjisténi innosti AZA in vitro.



ABSTRACT

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

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

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

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

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

1.1 Rizeni krvetvorby transkrip &nimi faktory

1.1.1 Transkripéni faktory a jejich obecna role v krvetvorbé

Krvetvorba pedstavuje proces, ¥mz pivodre pluripotentni krvetvornd kmenova ika
opusti swj konzervovany stav, 2&na se aktivé élit a prochazi naslednym vyvojeméliiem
tohoto vyvoje u ni dochazi k diferenciaci —nka nabyva svych specifickych funkci a
morfologickych znak. Zarovei s tim se u ni postupretraci pluripotence (potencial k vyvoiji
do vicero buiénych typi): nasledny vyvoj biky se jiz stava linio¥ determinovany a
od ukitého okamziku se specifikuje tak, Zenka sn&iuje k dosazeni jednoho konkrétniho
koneiného stavu, zatimco dosazeni vSech ostatniebdne moznych stal je jiz vylouteno.
Po ukorteni diferenciace dochazi uiky k zastaveni buitného cyklu a bika jako plr
diferenciovany krevni element plni svéeprt vymezené fyziologické funkce (nidklad:
pienos plyr v krvi cervenymi krvinkami, zaji$hi srézlivosti krve krevnimi degkami, Ci

razné funkce bilych krvinek v imunitnim systému.)

Zasadni roli W¥izeni procesu krvetvorby a hitmé diferenciace sehravaji na molekularni
arovni transkrigni faktory. Transkripni faktory jsou proteiny, v jejichz struk® se
nachazeji DNA vazebné domény (jedna nebo vice)teeé ksou tudiz schopné interakce
s DNA. DNA je v buice sloZzena spale¢ s komplexy proteidn - histori do struktury
ozn&ované jako chromatin. Transkéip faktory nevazou chromatin nahddmale interaguji

s DNA na specifickych Usecich, které oamame jako jejich DNA vazebna mista (motivy).
Tato interakcevede k iniciacigpisu gefi (DNA) pomoci enzymu RNA polymerazy (vedouci
k uskut&néni aktivace transkripce). dkteré transkripi faktory naopak vazi DNA v blizkosti

geni za &elem potlaeni tohoto pepisu (vedouci k represi transkripce).
Transkrigni faktory, bu’ pifimo, interakci s DNAgI negimo, vazbou na dalSi tarsnkgig

faktory, se v pib¢hu liniové determinace a specifikace krevniikou uplatiuji pri regulaci

genoveé transkripce ve funkci aktivaianebo ve funkci represirpricemz ugity transkrigni

11



faktor se niZe podle kontextu upkabvat i vramci jednoho typu kiky v obou €chto
funkcich. Aktivani i represivni funkce transkipich faktofi pii prepisu gefi jsou
zprostedkovavany skrze protein-proteinové interakce ap&nich faktofi s histony, histon-
vazebnymi proteiny a enzymy schopnymizmym zmsobem modifikovat strukturu
chromatinového vlakna. Na zaktadéchto vazeb a modifikaci se chromatinova struktura
stdva bd’ pristupnou nebo naopak ré&gupnou pro nasednuti RNA polymerazy. RNA
transkripty vznikajici pepisem DNA nasledn davaji vzniknout v procesu translace
proteinim ¢i drobnym peptidm, které jiz bezprogedre urcuji fenotyp a fyziologickou funkci
kazdé buiky.

Transkrigni faktory lze v jistém uwitém zjednoduSeni klasifikovat podle sekundarni
struktury jejich DNA vazebné domény dwyi hlavnich skupin - 1) proteiny se zakladni
strukturou DNA vazebné domény typu ,Sroubovice-&kaySroubovice” (helix-loop-helix);
2) proteiny se zinkem koordinovanou DNA vazebnoméoou; 3) proteiny s DNA vazebnou
doménou struktury ,Sroubovice-@té@a-Sroubovice” (helix-turn-helix) a 4) proteiny NB

vazebnou doménou ve tvgitskladaneho listu a kontaktem s DNA v malém Zlabku.

1.1.2 Transkripéni faktory jako prvotni a druhotné determinanty ¥izeni krvetvorby

Transkrigni faktory reguluji a tin¥idi proces krvetvorby na zakkadtrukturni specificity
V riznécasoveci prostorove posloupnosti. Transkiip faktory ozn&ované jako tzv. prvotni
determinanty iniciuji proces liniové determinaceladiny ®chto prvotnich determinant

reguluji expresi sekundarnich determinddicich proces specifikace bigmého typu.

Mezi tyto sekundarni determinanty patranskrigni faktory, které jsou kil nezbytné pro
transkrigni aktivaci expreseipsré definovanych genovych prograntypickych pro kazdy
jednotlivy druh krevnich butk (erytrocyfti, megakaryocyt, monocyt, granulocyt, B a T
lymfocytt), nebo naopak zajigji aktivni represi transkripc&dah geri, které se uplauji ve
vyvoji linii odliSnych a tim pro danou linii negebnych. Druhotné determinanty vipéhu
liniové specifikace zarowe mechanismem zgnych vazeb kooperuji nebo molekul&rn
antagonizuji prvotni determinanty, takze cely psoge pod kontrolou komplexnich siti
vzajemr interagujicich transkrimich faktofi (Bottardi et al., 2007).

Pro diferenciaci erytrocyt a megakaryocyt je nejdulezigSim determin&nim faktorem

protein GATA-1. Faktor GATA-1 je nezbytny pro vyvojalych¢ervenych krvinek (Pevny et
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al., 1991; Fujiwara et al., 1996). Faktor GATA-pi@devSim regulace jeho exprese je dale
nezbytny pro zajighi proliferace a maturace megakarydcgt produkci krevnich deggk
(Shivdasahi et al., 1997). GATA-1 je schopen trapgké inhibovat monocytarni a
granulocytarni geny tim, Ze ifimo fyzicky interaguje s DNA vazebnou doménou
monocytarg-granulocytarniho regulatoru, transkmpho faktoru PU.1 a inhibuje jeji funkci
(Nerlov et al., 2000). Liniovd specifikace vstupuw dprogenitoii erytroidniho a
megakaryocytarniho vyvoje je kontrolovana dvojizéjemr antagonizujicich sekundarnich
determinant — transkrpich faktofi FLI-1 (Friend leukemia virus integration 1) a EKLF
(Kruppel-like factor 1 erythroid). Faktor FLI-1 ssrgicky kooperuje pomoci protein-
proteinové interakce s GATA-Iripaktivaci exprese na promotorech gespecifickych pro
megakaryocytarni vyvoj (Eisbacher et al., 2003)I-Flzaroveéx skrze alternativni protein-
proteinovou interakci inhibujeinnost transkripniho faktoru EKLF na jeho vazebnych
mistech v promotorech géspecifickych pro erytroidni vyvoj (Starck et &Q03). A naopak
EKLF zase recipréné inhibuje ¢innost transkripniho faktoru FLI-1 na jeho vazebnych

mistech v promotorech megakaryocytarnichig@tarck et al., 2003).

Vyvoj lymfocyta a liniova determinace lymfoaytjsou regulovany transkipim faktorem
Ikaros. Ikaros je nezbytny pro nasledny vyvoj T yidfocyta (Georgopulos et al., 1994; Ng
et al., 2009). Za naslednou aktivaci genovéeho krmsiho programu typického pro B fiky
zodpovidaji transkrigni faktory EBF (Pongubala at. al., 2008) a PAX5 AB$ (Urbanek et
al., 1994; Nutt et al., 1997;). Tyto faktory zaraviehibici Notch signalizéni drahy vypinaji
liniové specificky transkripni program T-lymfocyit (Souabni et al., 2002). Transkip
faktor EBF aktivuje genovy program B lymfoéynezavisle na PAX5 a jedbbZity pro
omezeni pluripotence lymfoidnich progenitdim, Ze brani expresi transk&igich faktofi
CEBRx a PU.L, ¢imz vypind alternativni monocyto-granulocytarni @en program
(Pongubala et al., 2008).

Pro specifikaci makrofag a granulocyt hraje dilezitou roli protein CEBR, ktery v
koordinaci s PU.1 zapina smiSeny monocyto-grantdocly genovy program a inhibuje
expresi B-lymfocytarnich gén(Xie et al., 2004). Vedle této funkce CEBmhibuje expresi
také erytroidnich gen vcetrg genu pro erytropoetinovy receptotlelity pro signalizaci
fidici vyvoj ¢ervené krvinky (Suh et al., 2006). Jako sekunddetérminanty rozhodujici o
vyvoji spole&nych myeloidnich progenitdr bud smérem monocytarnim nebo smem

granulocytarni diferenciace se uplgi transkrigni faktory EGR1, EGR2 a GFI-1 (Laslo et

13



al., 2006). EGR-1 a EGR-2 zaravepolen¢ s korepresorem NAB2 inhibuji granulocytarni
genovy program skrze blokadu transkrigho faktoru GFI-1 (Laslo et al., 2006). ProteinlGF
1 naopak recipné zapind granulocytarni genovy program a reprimujepresi

monocytarnich gen(Karsunky et al., 2002; Hock et al., 2003).

V predchozichitech odstavcich jsem ve stnosti zminil roli rekolika transkrignich faktoti

jako prvotnich a druhotnych determinaiitlich na zéklagl vzajemnych interakci proces
liniové determinace a specifikace krvetvorné kmemprogenitorové hiky. Avsak icinnost
vySe zmignych transkripnich faktot v roli prvotnich determinant je kontrolovan&kolika
dalSimi transkripnimi faktory, které mzeme povazovat za ,super-regulatory“ celého procesu
krvetvorby. Mezi tyto kiéové transkripni faktory ovliviiujici proces diferenciace krvetvorné

kmenoveé biiky a jeji vysledny osud pattranskrigni faktor PU.1.

1.2 Transkripéni faktor PU.1 v krvetvorbé

1.2.1 Transkripéni faktor PU.1 — zakladni charakteristika

Gen pro transkrigni faktor PU.1 (SPI-1, SFPI-1) se nachazi na ligsi@ghromozomu 11
v oblasti 11922 (resp. na 2. chromozomu u mys3@ stjukturovan do 5 exénLidsky PU.1
protein je tvéen 264 aminokyselinami. MySi protein je v zavislogt vychozim iniciénim
kodonu exprimovdn ve dvou transkfipch variantdch ti@nych 266 resp. 272
aminokyselinami (fehledré: Gupta et al., 2009).

Transkrigni faktor PU.1 pat do ETS rodiny transkrimich faktofi (Klemsz et al, 1990). Pro
¢leny ETS rodiny transkrimich faktofi je typické, Ze obvykle na svém C-koncovém useku
obsahuji evoléné konzervovanou ETS doménu schopnou vazat DNA. EdrSéda proteinu
PU.1 se sklada z 87 aminokyselinovych zlytk68-255). Sklada se z# t-Sroubovic atyf
B-lista, které dohromady vyt¥@ji konfiguraci typu Sroubovice-atiéa-Sroubovice
(Kodandapani et al., 1996). ETS doména rozpozndw@za sekvence DNA s vysokym
obsahem purinovych bazi obsahujici specificky vagemotiv GGA(A/T) (Graves et
Petersen, 1998). PU.ZipaSi na DNA vdchto vazebnych misteciané transkripni faktory
stejreé jako enzymy modifikujici molekuly histéna DNA (Yamamoto et al., 1999). Na N-

koncové c¢asti PU.1 se nalézd transaktina doména tviend tfemi oblastmi
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charakteristickymi vysokym obsahem kyselych amirsekiyn a jednou oblasti bohatou na
glutamin. Prosedni Usek molekuly PU.1 (aminokyseliny 118-160)i@PEST doména,
bohaté nafitomnost prolinu, glutamétu, serinu a threoninuegiéz et Maki, 1996). VSechny
zmirené domény PU.1 jsou schopné fyzicky s&adginit protein-proteinovych interakci.
Vzhledem k tomu, Ze PU.1 je sam o &gmnerné slaby aktivator (Tenen et al., 1997),
panuje pedpoklad, Ze tyto protein-proteinové interakceibdi§ovou roli @i zprostedkovani
funkce PU.1

Ve fetalni krvetvorb je role PU.1 demonstrovana tim, Zze delece pat&bauegenu PU.1,
ktery kdduje DNA vazebnou doménu, vede k pozdnirgorélni resp. neonatalni letalit
den E18.5. Homozygoti s deleci gelAU. 1 trpéli vdznym poskozenim krvetvorby zasahujici
vice linii. Byla u nich pozorovan&ada morfologickych a furtkiich defeki nebo vymizeni
prekurzofi monocyt, granulocyl, B a T lymfocyti a v rekterych gipadech i porucha zrani
cervenych krvinek (Scott et al., 1994). PU.1 je sfrad s transkrignim faktorem GATA-2
nezbytny také pro produkci zirnych kn(Walsh et al., 2002). Delece geRW.1 rovrez
vede k vyznamné redukci tvorby produkce erytraiimrogenitoit (Kim et al., 2004). Také
N-koncova trans-aktivami doména PU.1l je nezbytnd pro z&j$t normalni myeloidni
diferenciace a jeji delece vede dokonce & de-diferenciaci myeloidnich btln(Klemsz
et Maki, 1996; Nerlov et Graf, 1998).

1.2.2 Regulace genové exprese PU.1

Exprese genwPU.1 je fizena ve vztahu k promotoru z blizkého &atika vzdalenych
regula&nich elemernit, z nichz se jako nejdkezit¢jSi jevi oblast URE (Upstream Regulatory
Element) (Obrazek 1Rizeni exprese se odehrava jednak skrze vamnych transkripnich
faktori, wetn® autoreguléniho msobeni samotného PU.1, pomoci epigenetickych

mechanism na arovni chromatinu a ro¥ha i post-transkripng.

Blizkou regul&ni oblast genu PU.1ipdstavuje sekvence promotoru &lghlé oblasti.
Promotor mySiho genBU.1 je tva'en 334 pat bazi (lidsky 290) a obsahuje vazebna mista
pro fadu transkripnich faktofi, které se podileji na regulaci transkripce gehul Vazebna
mista pro protein PU.1, které hraje roli v pozifiautoreguléni smyce zapinani exprese
PU.1, se nachazeji ¢kolika oblastech &tné promotoru a URE (Chen et al., 1995). Tato

pozitivni autoregulace fpdstavuje spot®mé¢ s vazbou transkrimiho faktoru Spl do
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vazebného mista v oblasti -40 bp promotBtu.1 hlavni mechanismus promotordizené
exprese PU.1 v myelodinich itkach (Chen et al., 1996). Do oktamerové sekvence
ATGCAAAT v oblasti -55 bp proximélniho promotoru déle vaze transkrgni faktor Oct-1,
jehoz spoluprace s linigvspecifickym koaktivatorem OcaB/Bob1/Obfl hrajec@&liou roli

v zajiS€ni promotoremiizené exprese PU.1 v B lymfocytech (Chen at. &96). Pozdji

bylo v oblasti -68 bp nalezeno raiim vazebné misto pro CebpO vazkg Cebm do
promotorové oblastiPU.1 se soudi, Ze se podili na zvySeni hladiny PUilnpvozeni
monocytarg-granulocytarnino genového programu oproti nizkadink PU.1 potebné pro

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

Vzdalenou regukani oblast genu kddujiciho protein PU.fegstavuje v prvéads regulani
element URE. Tato reguiai oblast se nachazi v pozici 5° k mistu transkiilpo startu ve
vzdalenosti cca -14 kb u mysSiho a -17,3 kb u liiskgenu (Li et al., 2001). Oblast URE
zabezpeuje nasednuti RNA polymerasy Il na promotor gerao@dpovida za regulaci zhruba
80% exprese PU.1 (Rosenbauer et al., 2004). O@lgstiho) URE se sklada ze dvou vysoce
konzervovanych homolognich oblasti — proximalni; (336 bp) a distalni (57; 296 bp)
odElenych cca 450 bp evaloeé nekonzervovanych sekvenci. V oblastéchto
nekonzervovanych sekvenci se nachazi hlavni integmaisto viru SFFV (Okuno et al.,
2005), jez hraje roliip vzniku mysi erythroleukemie.

Oke konzervované podoblasti URE obsahigtu vazebnych mistiznych transkripnich
faktori. V oblasti proximélni URE se nalézé vazebné npstoPU.1, ktery je schopny i skrze
ngj autoregulané ridit svoji vlastni expresi (Okuno et al., 2005).I®&e zde nachazeji
vazebna mista transkdipich faktod EIf-1, Cebm, Spl a Runx-1/AML1 (Okuno et al.,
2005). Vazby transkrimich faktofi do reguléni oblasti URE je liniov specificka. V B
bunkach se do oblasti URE vaZe jind skupina trangkfgh faktofi neZz v myeloidnich
buinkach (Hoogenkamp et al., 2007). Faktor Gelpa v proximalni oblasti URE dvsilna
vazebna mista a jeho vazba indukuje monocytarnbjvf¥eamans et al., 2007). Vazba
AML1 do tirech vazebnych mist pobliz vazebného mista pro PURE ma zasadni vyznam
pro celkovou regulaci exprese PU.1 a mutace vS&dita vazebnych mist se na arovni
fenotypu projevuje stefnjako ztrata celého URE — poklesem exprese PU.Q% @Huang et
al., 2008). AML1 se fitom do svych vazebnych mist v URE vazdgedevsSim
v prekurzorovych biikach, zatimco s maturaci kiknjeho vazba klesa (Hoogenkamp et al.,
2007). V distalni podoblasti URE se nachazeji haaemista pro PU.1, Tcf a Nb (Okuno
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et al.,, 2005; Bonadies et al., 2010ncogeny. Vazba Tcf faktoru spojeného s Wnt
signaliz&ni drdhou do oblasti URE vede k inhibici expreselRUtera je pagebna pi vyvoji

a diferenciaci T-lymfocyt. Delece oblasti URE m& proto za nésledek porucéto t
diferenciace v fechodu mezi stadii DN2 a DN3 (Rosenbauer et aD620

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

Anti-sense RNA PU.1

Enhancery

——— U
oA 1!

I

TT DNAsel
hypersenzitivni

mista

Hlavni misto
inserce SFFV

s 4

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

0 Nk ‘ avLl B oct1

B sp2 V pui () ocaB/Bob1
* Tcf Y cebpa

Obrazek 1 Schéma struktury mysiho gem.1l Obrazek zndzéuje genovy lokusPU.1 veetrg
distalnich cis-regutmich oblasti (modré obdelniky), promotoréerfveny obdelnik), exdn (¢erné
obdélniky), hypersensitivnich mist k DNAse | (Sipleymista p&atki transkripce sense a anti-sense
transkripti PU.1 Oblasti URE (-14 kb) a promotoru jsou znazomnv detailu ¥etns vazebnych mist
pro transkrigni faktory a hlavniho mista inzerce viru SFFV (Atdsano podle Hoogenkamp et al.,
2007).
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Aktivaci transkripce gendU.1 vazbou PU.1 a dalSich faktona jejich vazebné sekvence
piedchazi epigenetické zmy na urovni chromatinu. Tyto procesy se odehravei
histonovych molekulach v oblasti URE, kde dochagkiklad k acetylaci (Ac) na devatém a
trimetylaci (Me3) nactvrtém lysinu (K) histonu H3 (Hoogenkamp et al.,0Zp Tyto
epigenetické zimy jsou asociovany s aktivaci genové exprese \njgjich pisobeni
(Barski et al., 2007; fiehled Kouzarides, 2007). Mechanismy, kterymi k této \zkti
dochazi, zahrnuji fimeseni chromatin-remodeélsich enzynmi (ATPasy a dalSi) na DNA a
piimé @eruSeni kontaktu mezi histony v sousednich nukieest nebo mezi histony a DNA
(acetylace neutralizuje zaporny naboj lysinu), eede k rozvolani chromatinovych struktur
vySSihotadu a zpistupréni DNA pro transkripni faktory a RNA polymerazu tphledr
Kouzarides, 2007). Epigeneticky stav chromatinegutanich Usecich genBU.1 je pritom
liniové specificky. Bi vyvoji B a T lymfocyti ziskava chromatin regwaich oblasti genu
PU.1alternativni strukturu neZipvyvoji monocyti a granulocyt (Hoogenkamp et al., 2007).
Jinym epigenetickym mechanismem otlijicim expresi PU.1 je metylace DNA. Oblast
prvniho exonu genPU.1l je v B lymfocytech, makrofédzich a pre-T fdch c¢aste&ne
metylovana. Diferencové&jsi stadia vyvoje T-butk maji DNA v této oblasti metylovanou,

coz koreluje se snizenim exprese PU.1 (Amaravadieshsz, 1999).

K prfitomnosti PU.1 na jeho vazebnych sekvencich &tgjko k aktivujicim histonovym
modifikacim v URE dochazi na paémm¢ velké oblasti zabirajici vice nez 1 kb Uusek mdigku
DNA (Okuno et al., 2005). Nové vyzkumy ukazuji, ®vei hladiny PU.1 je krom vySe
popsanych procésa vazeb odehravajicich se v URE (-14 kbdptranskripnim startem) a
v promotorové oblastiPU.1 regulovana také elementy lokalizovanymi ¥giech nov
objevenych DNAse hypersenzitivnich mistech v oklast-12, -10, -9 a -8 kb vzhledem ke
transkrignimu startu (Leddin et al., 2011). Monocytaispecifické cis-regutai elementy,
zejména nejsil§jSi z nich v mist -12 kb, odpovidaji aktivaci URE zpréstikovanou s Celop
tak, Ze samy stimuluji URE k dalSimu zvySeni expred).1 (Leddin et al., 2011). Tato
vzajemna kooperace se odrazi na urovni chromaVWireavislosti na vazb Cebm v oblasti
URE dochazi k imé vazk dostupnych molekul PU.1 na regid@oblast v mist-12 kb, coz
ma samo za nasledek zvySeni acetylace H3K9 tolgpolaniho elementu (Leddin et al.,
2011).

Vycéet mechanisiin regulujicich expresi PU.1 zahrnuje také mechanisiigkujici post-

transkrigné. Vyznam oblasti URE pro regulaci exprese PU.1 jéto souvislosti podggen
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jeho roli viizeni syntézy anti-sense RNA transkriptu PU.1, Zeinanskrigni start se nachazi
v oblasti tetiho intronu gent®PU.L1 Tento anti-sense RNA transkript moduluje hladiiu.1

v buice tim, Ze interferuje s translaci mMRNA kodujici.Protein (Ebralidze et al., 2008).
Jinym post-transkrignim mechanismem regulace hladiny PU.1 je inhibieedlace PU.1
vazbou mikroRNA miR-155 na 3’koncovy nefladany usek mRNA transkriptu PU.1
(Vigorito et al., 2007, Vargova et al. 2011).

Predchozi text ve stimosti shrnul zasadni vyznam krvetvornych transkriph faktod,
epigenetickych modifikaci a post-transkimgch mechanisf v regulaci exprese PU.1 skrze
promotor a vzdalené cis-reguld elementy, mezi &k pati URE actyti recent objevené
vzdalené regulai oblasti. Zmigné mechanismy se uplafi jak pi regulaci bazalni hladiny

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

1.2.3 Role PU.1 v liniové determinaci a specifikaci

Transkrigni faktor PU.1tidi proces liniové determinace a specifikace kmveteé buiky
selektivni kooperaci s dalSimi transkmjgmi faktory na promotorech svych cilovych gen
Tato kooperace se odviji od vySe hladiny expresel Rlbuice, o jejichZz regutmich
mechanismech jsem se zminiltedchozi kapitole.

PU.1 je ve vysSich hladinach produkovan v krvetyom kmenovych bikach,
multipotentnich  progenitorech, spéfgich myeloidnich  progenitorech, spéigch
lymfocytarnich progenitorech a granulocyt&makrofagovych progenitorech (Akashi et al.,
2000; Nutt et al., 2005). VysSi hladinu PU.1 mairez erythrodig-megakaryocytarni
progenitory z fetalnich jater,figemz vysoka hladina PU.1 jeuldzita pro jejich sebe-

obnovovéni (Back et al., 2004).

DosazZeni ufité, prisre regulované vySe hladiny exprese PU.1 j€ddé pro vyvoj ukitych
burgcnych linii. Ri diferenciaci a maturaci monodyta granulocyi se hladina PU.1
v bunkach dale zvySuje, ip vyvoji B-lymfocyta klesa a u zralych B bgk je PU.1
exprimovan jen slab(Back et al., 2005; DeKoter et al., 2007). Nizkadima PU.1 v biice
aktivuje transkripni program B lymfocyt, zatimco vysSi hladina PU.1 tento program

inhibuje a naopak zapina program myeloidni difeisse(DeKoter et Singh, 2000).
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ZvysSeni hladiny PU.1 je tdezité @i vzniku granulocytar&emakrofagovych progenitar
(DeKoter et al., 2007). Hladina PU.Xitom dale utuje specifikaci &chto progenitar do
konenych burénych typi. Stedni hladina PU.1 vede ke smiSené produkci graptiiog
monocyfi, zatimco dalSim zvySenim hladiny PU.1 dochamdpostd k monocytarni
diferenciaci (Laslo et al., 2006)iPspecifikaci osudu krevni lilly mezi monocytarnim a
granulocytarnim vyvojem hrajeildzitou roli reguléni vztah mezi hladinami PU.1 a CEBP
(Dahl et al., 2003). Oba tyto transkiip faktoryiidi expresi sekundarni determinant EGR-1,
EBR-2 a GFI-1 (Laslo et al., 2006). Pro indukcirgrimcytarni diferenciace je nutna represe
aktivity PU.1 transkripnim faktorem GFI-1, jehoZz exprese f&Zena vysokou hladinou
CEBRu v buice (Dahl et al., 2007; Laslo et al., 2008).

Béhem vyvoje T lymfocyi dochazi k silné inhibici exprese PU.1 ve stadiudli\ve zralych
T buikach se PU.1 netvb(Anderson et al., 2002). PU.1 v zavislosti na Blaginé v buice

vypina geny specifické pro T a NK ity (Kamath et al., 2008). NK iy a NK-T buiky

rovnéZ nevykazuji Zadnou detekovatelnou aktivitu PU.adBet al., 2005).

Hladina PU.1 z pgateini vysSi arova silné klesa také $ erythroidré-megakaryocytarni
diferenciaci a ve zralych erytrocytech je jen velnitka (Galson et al.,1993). Ke snizeni
hladiny PU.1 dochazi jiz na drovni erythroédmegakaryocytarh predutené subpopulace
spole&nych myeloidnich progenitar (Nutt et al., 2005). ZvySena hladina PU.1 nictén
nebrani dalSimu vyvojtervené krvinyin vivo, ktery miZze pokr&ovat az do stadia pro-
erytroblastu, kde je zablokovan (Moreau-Gacheliralet 1996). PU.1 inhibuje erytroidni
transkrigni program tim, Ze vaZze GATA-1 na jeho cilovych eggn kde indukuje vznik

represivni chroamtinoveé struktury (Stopka et @03).

Zména hladiny PU.1 rize v kooperaci stsobenim dalSich transkiipich faktoti indukovat
pieprogramovani bunych linii. V pre-T-bukach navozuje zvySeni exprese PU.1 a CiBP
trans-diferenciaci na makrofagy a myeloidni demck@& buiky (Laiosa et al., 2006). Ve
fibroblastech doslo po zvySeni hladirghto transkripnich faktofi k zapnuti monocytarniho
genového programu a trans-diferenciaci naklgypodobné makrofagn (Feng et al., 2008).
V bunkach mysi erytroleukemie (MEL) vedlo zvySeni hladiRU.1 k trans-diferenciaci
téchto burtk do monocyim-podobnych atypickych bk (Burda et al., 2009).
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Zawrem tétocasti je teba zdraznit, Ze role PU.1 se neomezuje na manipulacresep
n¢kolika dalSich transkrimich faktoi fidiich liniovou specifikaci krevni kiky. PU.1

v kooperaci s dalSimi transktipimi faktory @imo fidi expresitady geiri asociovanych

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

Predchozi text ve sttmosti shrnul vyznam PU.1 v liniové determinaci &afikaci dany
transkrigni aktivaci¢i inhibici uritych diferencignich program na zéklad rizné drove

exprese PU.1 v bige. Hladiny PU.1 jsou tedy obecmelmi dileZité protizeni bugéného
vyvoje a krond jiného téz pro tvorbu zcela specifickych iiypurek, jako jsou makrofagy,

granulocyty, nebo lymfocyty.

1.2.4 Role PU.1 v potl&ovéani leukemogeneze

Vedle své roli v buéné diferenciaci (liniové determinaci a specifikaftinguje transkripni
faktor PU.1 také jako inhibitor vzniku leukémie.mo odpovida fenotyp ziskany viehu
krvetvorby @i ztrdg€ funkce PU.1. Delece oblasti URE u obou alel my&jbeouPU.1 vede

ke snizeni exprese PU.1 v kostiiérd o 80% a k vzniku AML u mysi (Rosenbauer et al.,
2004). U rkterych mysi s deletovanym URE se spotes AML rozvinuly také T-bu&né
lymfomy a B-lymfoproliferativni syndrom podobny $ié chronické lymfocytarni leukémii
(Rosenbauer et al., 2006). Je zajimavé, Ze hetgotzy mysi s expresi PU.1 okolo 50%
vypadaji normalé (Rosenbauer et al., 2004). Mutatieztraty genuPU.1 jsou dalecasto
piitomné v radian¢ vyvolané akutni leukémii u mysi. \fipadt téchto leukémii je delece
jedné z alel PU.1 doprovazena v 878fppdi bodovou mutaci druhé alely (Cook et al., 2004).
Tato situace se v3ak nevyskytuj&lavéka (Suraweera et al., 2005). Uplna inaktivaté. 1

v dosglé mySi vede rove ke vzniku AML (Metcalf et al., 2006).

U ¢lovéka byly mutace gen®U.1 v oblasti kddujici jeho DNA vazebnou, transakéivai
PEST doménu objeveny asi v 7%igadi AML podtypd M4 a M5 ve vzorku 126 paciant
japonské populace (Mueller et al., 2002) Tyto metatji za nasledek jak naruseni vazby
PU.1 na DNA, tak i ztratu schopnosti PU.1 protegymergizovat s dalSimi transkémmi
faktory a koaktivatory f aktivaci svych cilovych gen(Mueller et al., 2002). U zhruba 3%
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pacienti s AML byl objeven polymorfismus ve vazebném mhigto NF«B v oblasti URE,
ktery vedl k neschopnosti NiEB aktivovat expresi PU.1 (Bonadies et al., 2000idogend.
RovréZz heterozygotni delece v oblasti URE vedouci ké&esnii exprese PU.1 mohou byt
asociovany se vznikem AML-M2. (Bonadies et al., @J&Blood) Bodova mutace v oblasti
URE, ktera brani nasednuti chromatin remodelujiaidgulatoru SATB1 na DNA, je u
¢lovéka spojovana s agresivnimi formami AML (Steidl kBt 2007). Hladina PU.1 je vyragn
snizena v bustnych liniich i primarnich bikach AML charakterizované translokaci t(8;21)
(Vangala et al., 2003) a tkidch promyelocytické leukémie s translokaci t(1pMueller et
al., 2006).

Rada onkogennich mechanigmakym je napiklad interference mRNAU.1 s microRNA-
155, vede k poklesu proteinové syntézy PU.1 a tedg bloku terminélni faze vyvoje
myelodinich butk (O'Connell et al., 2008). Hladina MicroRNA-15%gativniho regulatoru
expreserady get, véetrg praw PU.L je @itom zvySena dady hematologickych malignit,
jako jsou chronickd lymfocytarni leukémie (Calin &t, 2005; Vargova et al., 2011),
Hodgkiniv lymfom (van den Berg et al., 2003; Kluiver et 2005), velky difazni lymfom B-
burgk (Eis et al., 2005; Kluiver et al., 2005) a Butkit lymfom u dti (Metzler et al., 2004).

Porucha regulace hladiny PU.1 je ré¥npiicinou vzniku mysi erytroileukémie (MEL).
Integrace DNA viru SFFV do oblasti URE ma za naskederegulovanou, trvalou expresi
PU.1 ve stedre nizké hladig. Ta vede k transformaci prekurzorovych erytrodinicirek a
jejich zablokovéani ve stadiu proerytroblastu, kdyika neni schopna projit cestou pgaich
fazi erytrodini diferenciace (Moreau-Gachelin et 8988). Role trvalé neregulované exprese
PU.1 @i vzniku erytroleukemii byla popsana také na moddlul-transgenni myg§Moreau-
Gachelin et al., 1996). Mechanismuschto onemoctni zahrnuje potkeni funkce
erytroidniho transkrigniho faktoru Gata-1 zprdsdkované PU.1 (Rekhtman et al., 1999;
Zhang et al., 2000).

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

malignit a k zastaveni baéného cyklu (Mueller et al., 2006, Durual et al.02)) gipadré
k trans-diferenciaci do jiné krevni vyvojovédy (Burda et al., 2009).
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1.3 Terapie MDS pomoci AZA

1.3.1 Obecny uvod k DNA metylaci

Metylace DNA na péaté pozici cytosinu fiak nejrozstensjSim epigenetickym procésn
regulujicim genovou expresi. S&genom obsahuje zhruba 3XI@etyl-cytosinovych zbytk
(m°C), a to pedevsim na 5 -ACG-3" dinukleotidech, tzv. CpG ostrcich (Bestor, 2000). Ze
vSech CpG ostivka v sakim genomu je metylovano vigméru mezi 60-90% (Ehrlich et al.,
1982). Mezi procesy, jejichz z&kladem je metyladdAD nebo které jsou DNA metylaci
ovlivnény, pati inaktivace chromozému X u samic sayvagenovy imprinting, butna
diferenciace a dalSi (Holliday et Pugh, 197fehtedré: Bestor, 2000). Metylova skupina na
cytosinech inhibuje v mistsvého vyskytu transkripci tim, Ze zasahuje do sibleelkého
Zldbku DNA, ¢imz prekazi nasednuti RNA polymerasyidpledré: Bird 2002; Herman et
Baylin 2003). Velkéa ¥tSina metylace DNA se &lovéka odehrava v oblastech transpozican
predpoklada se, Ze DNA metylace se ewnduvyvinula jako obranny mechanimus sexwaln
se rozmnoZujicich organisnpred Skodlivym projevemsthto ,parazitujicich* sekvenci DNA
(Yoder et al., 1997Trends Gengt. CpG ostiivky se roviZz ¢asto nachazi v oblasti genovych
promotofi a regul&nich elemerit fidicich genovou expresii@ghledré: Bestor, 2000).

Metylace DNA je zprosedkovana DNA metyltransferazami DNMT1, DNMT3a a DNBb.
Metyltransferaza DNMTL1 je povaZzovana zatliou pro udrZzovani existujicicho mettého
vzorce DNA v dcénych buikach po bu&ném dleni, akoliv je patrr& rovnéz schopna
metylovat DNAde novo(Yoder et al., 1997Jf Mol. Biol]). Nefunkinost genu pro DNMT1
vede k rozpadu celogenomového metglho vzorce resp. demetylaci celého genomu a smrti
béhem embryonalniho vyvoje (Li et al., 1992). DNA wgittrnsferazy DNMT3a a DNMT3b
metyluji DNA de novo(Okano et al., 1998; Okano et al., 1999). Rdvdelece gein pro
DNMT3 metyltransferazy neni v homozygotnim stavkigtlna se Zivotem (Okano et al.,
1999). Mutace v genu pro DNMT3b gobuje vznik syndromu ICF (imunodeficience,
nestabilita centromer, poruchy vyvoje d@kle) s nemetylovanou DNA ve specifickych
Usecich chromozéil, 9 a 16 (Xu et al., 1999).

DNA metylaci si nelze fedstavit jako proces, ktery by epigeneticky ostival genovou
expresi sam o0 s@ébBylo prokadzano, Ze metylace DNA regmnost DNA metyltransferaz je
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Uzce propojena s dalSimi epiegentickymi procesynoéekulach histol, jejichz souhrnnym
vysledkem je pak vytu@ni transkripné represivni chromatinové strukturyighledré: Cedar
et Bergman, 2009).

DNA metyltransferaza DNMT1 je néjglad nutnd pro sloZeni represivni chromatinové
struktury slozené z proteinskupiny Polycomb a ubiqutin ligazy histoil2 — PRC1/BMI1
(Hernandez-Mufioz et al., 2005). Na vzniku této espmni struktury se podili také protein
Dmapl asociujici pravs DNMT1 (Negishi et al., 2006). DNMT1 ro&h funkiné kooperuje

s heterochromatinovym proteinem HP1 a metyltraagfan histofi G9a, ktera metyluje lysin

9 na histonu H3 (Smallwood et al., 2007). InterakcBNA metyltransferdzami byla
prokdzana u metyltransferazy hisioBZH2, ktera v ramci represivniho komplexu Polycomb
metyluje lysin 27 na histonu H3 (Vire et al., 200DNMT1 je rovréZz schopna tviat
represivni komplex zacasti jak Dmapl tak deacetylazy hisioAHDAC2 (Rountree et al.,
2000). DNA metyltransferd&za DNMT3b asociuje a kaope @i vytvoreneni transkrigné
represivni struktury chromatinu s metyltrasnferah@ioni Suv39hl, deacetyldzami histon
HDAC1 a HDAC2, s heterochromatinovymi proteiny HRil s chromatin-remodeiai
ATPazou SNF2H (Geiman et al.,, 2004). DNMT3a je eci@o imo interagovat

s metyltransferazou histarSETDB1 a spokné s ni se femistit do oblasti promotoru gén
jejichz exprese je pottena v malignich hikach HelLa (Li et al., 2006).

1.3.2 DNA metylace u MDS

MDS je klonalnim onemoemim krvetvorby, které se vyzéigie neobyejnou heterogenitou

jak na arovni molekularni patofyziologie onemeei tak na trovni svého klinického projevu
a prognozy. Je charakterizovan poruchou difereeclkaevnich buék, ktera se projevuje

cytopeniemicervenych krvinek, granulodyta krevnich destek v periferni krvi a postupnym

hromadnim nezralych krevnich bk v kostni deni. Ve zhrubaietiné pripadi onemocgni

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

Pro svoji vysokou heterogenitu je MDS rélmyan na zaklagl nekolika klasifikatnich
systénti do fady podtyfi onemocgni definovanych na zaklddparametii jako je bugcna
morfologie, cytogeneticky nalez a kombinace ,rizilgoh faktof“ urcujicich progndzu
(prehledrg: Silverman, 2001). NejstarSi Kklasifikd systém MDS je ozgavan jako FAB

(francouzsko-americko-britsky) a jeh#ienéni MDS na gt riznych podtyf se opiralo
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piedevsim o podil blastv kostni deni a periferni krvi pacieft(Bennet et al., 1982). N&)gi
klasifika¢ni systétm MDS, ozravany jako WHO, ztéto morfologické klasifikace
onemocgni vychazi (Tabulka 1), avSak iB3iuje ji a cast&né bere pi klasifikaci
onemocgni v potaz existenci specifickych cytogenetickydteraci jako je delece dlouhych
ramének chromozému 5 (Harris et al., 1999). Mendar bodovaci systém pro hodnoceni
prognozy MDS, ozn@mvany jako IPSS, klasifikuje MDS pacienty dtyi skupin na zéklad
vypoéteného ,rizika“ progndzy vyvoje onemoani s odliSitelnou dobou medianu celkového
pieziti pacieni a dobou progrese onemeain do AML (Tabulka 2). ,Riziko" je vypéitano
jako kombinace hodnotdch uvazovanych rizikovych fakigrmezi které pdt cytogeneticky
aberantni nalezy v lilkach kostni terg, procento blastv kostni deni a péet krevnichiad
zasazenych cytopenii (Tabulka 3) (Greenberg etl8B7). Még pouzivanym bodovacim
systémem pro hodnoceni prognozy padientMDS je systém WPSS, vychazejici z WHO
klasifikace, ktery rozé&luje pacienty podle vypeného ,rizika“ do pti skupin. Za faktory
vstupujici do hodnoceni prognézy bere tento sygtédtyp MDS podle WHO Kklasifikace,
zavislost pacienta na transfuzich a cytogenetiétga(Tabulka 4) (Malcovati et al., 2007).

FAB Klasifikace
Refrakterni anémie (RA) < 5 % blasti

WHO klasifikace

Refrakterni anémie (RA)

Refrakterni cytopenie s multilinedmi dysplazii (RCMD)
MDS-neklasifikovatelny(MDS-U)
MDS s izolovanou del(5q)
Refrakiemni anémie s prsténéitymi sideroblasty (RARS)

Refrakiemi anémie s prsténditymi sideroblasty (RARS)
< 5 % blastil + > 15 % prsténcitych sideroblasti Refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii a prsténcitymi
sideroblasty (RCMD-RS)

Refrakierni anémie s nadbytkem blasti I. (RAEB 1.)
5-9 % blasti

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

Akutni myeloidni leukemie (AML) > 20 % blastii

Refrakierni anémie s nadbytkem blasti (RAEB) 5-20 % blasti

RAEB v transformaci (RAEB-t) 21-30 % blastii

Tabulka 1. Srovnani klasifikénich systérma MDS — FAB a WHO s uvedenim nézpodskupin
onemocgni a definujicim procentem bléstv kostni deni (z FAB klasifikace byla odstrana
kategorie chronické myelomonocytarni leukémie — CMMS laskavym svolenim Dr. JonaSové
prevzato 2 erméak et Jonasova, 2010).

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

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

Pocet cytopenii 0/1 2/3

Karyolyp priznivy intermediarni nepriznivy

Tabulka 3. Mezinarodni bodovaci systém pro hodnoceni proghi2S (IPSS) s uvedenim &pobu
bodovani prognostickych fakior,rizika“ na zéklad procenta bladtv kostni deni pacieni, pattu
cytopenii zasahujicich jednotlivé krevidady a cytogenetického nélezu. Z&zpivy karyotyp se
povaZzuje delece dlouhych ramének chr.5, delecehgiiburamének chr. 20 a riggemnost abnormalit
za sodasné nefftomnosti chromozému Y. Za népnivy karyotyp se povazuje stasna pitomnost
vice neziti cytogenetickych abnormalit, nebo abnormality choadmu 7. Ostatni cytogeneticky nalez
se povazuje za intermediatni z hlediska rizikaagkavym svolenim Dr. JonaSovieyzato 2Cermak

et Jonasova, 2010).

WHO-Based Prognostic Scoring System (WPSS)

Skupiny Podet bodi

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

Tabulka 4. Bodovaci systém pro hodnoceni prognézy MDS pestawna bazi klasifikace podle
WHO (WPSS). V hornéasti tabulky je uveden #pob bodovani prognostickych fakiogizika“ na
zaklad podtypu onemocami podle WHO Klasifikace (Harris et. al., 1999)yvigfosti pacienta na
trasfuzich a cytogenetického nélezu, ktery je hodncstejnym zfisobem jako u IPSS. V dolgéasti
tabulky jsou uvedeny rizikové skupiny pro paciestiDS na zaklatl dosazeného séw bodi
Jrizika* (S laskavym svolenim Dr. Jona3oviepzato 2 ermék et Jonasova, 2010).

Jednim z charakteristickych €ysVIDS je aberantni zvySena metylace DNAa& oblasti
regulujicich genovou expresi. Aberantni metylaceADINregula&nich oblastech génbyla
asociovana s AML jiz v roce 1987 (Baylin et al, IT98J MDS se na vyznam metylace DNA
zatalo vice poukazovat az v poslednim desetileti. UMIM dnes jiZ nepouzivaného podtypu
v klasifikaci MDS, byla na vzorku 33 paciérgjiSttna v 58% pipadi zvySena metylace genu
pro regul&ni molekulu bus¢ného cyklu p15/INK4b (Tassema et al., 2003). Dsigdie na
47 cktskych pacientech s MDS ukézala, Ze ve 329pqoli byl aberantd metylovan gen
p15/INK4Ba v 8% aberanthmetylovan dalSi gen pro proteitiastnici se kontroly hecného
cyklu, pl6/INK4A. V obou pipadech zvySend metylace genu asociovala s progresi
onemocgni (Rodrigues et al., 2010). U MDS byla na vzorcgthpacient v 31% gipacdi
prokazana pro MDS specifickd zvySena metylace uleggi oblasti genu pro SOCS-1,
negativré pasobici reguléni molekulu cytokinové signalizai drahy. Pouziti inhibitdgr DNA
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metyltransferaz (DNMTi) ukazalo, Ze tato aberamtietylace tlumi transkrupci ger80CS-1
(Brakensiek et al., 2008 J Haematd). ZvySena metylace byla rovh zjiS€na ve 32% z
37 vzorki pacieni MDS na promotoru tumor-patajiciho genuHIC1 a ve 27% na
promotoru genCDH1 hrajiciho roli v mezibuwtné komunikaci (Aggerholm et al., 2006).

VySe zmigné prace finesly doklady o aberantni zvySené metylaci DNAnstivych geri u
MDS, ktera ovliviuje jejich expresi. Studie na 184 pacientech s AMLMDS testujici
metylaci na 1505 tznych CpG osfivcich prokazala Siroky rozsah metylace DNA na
promotorech gein u MDS a korelaci celkové uro¥ntéto aberantni metylace s progresi
onemocgni a transformaci MDS do AML (Jiang et al., 2009uySena metylace byla
zaznamenana na promotorech tumor-gofiaich geri (DCC, HIC1), geni zaji¥ujicich
opravu DNA OGGJ), nebo get hrajicich roli ve vyvoji a diferenciacMYOD1, HOXAS
FGF2 a dalsi) (Jiang et al., 2009). Aberantni metylaggomotoru gend=ZD9, kddujiciho
receptor pro Wnt v ramci Wnt-signalizd drahy, vysoce korelovala s progresi onenintn

a s celkovym fezitim pacient a naopak negati¥¢nkorelovala s expresi genu (Jiang et al.,
2009). Zvysena metylace DNA v regéméch oblastech génu MDS/AML pacient ve
srovnani se zdravymi jedinci, nebo pacientesnovoAML byla prokazana i v celogenomové

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

Inhibitory DNA metyltransferazy DNMT1, jako je AZA 5-aza-2"-deoxycytidin (Decitabin)
jsou klinicky usgsné pi lecb¢ MDS, ale o mechanismech jejicligpbeni na urovegenové
exprese v biice se aZ donedavna mnoho o a dodnes ustavaji pednetem jisté
kontroverze. Obeense dnes jf@dpoklada, ze AZA se inkorporuje do DNA a jako DNIMT
vytvéri kovalentni vazbu k DNMTL1, ktera brani v jeji fumla vede k jeji postupné depleci
v buice. AZA sniZzuje viizné mfe a na iznou dobu hladinu DNMT1 v modelovych
bungénych liniich pro lidské myeloidni leukémie (K562].#60, HEL) a je schopen sniZovat
arovar metylace na CpG ostrcich v bugénych liniich HL-60, K562 a (u d&kterych)
pacienfi s MDS (Stresemann et al.,, 2008). Bylo prokazare,AZA je schopen snizit
metylaci gef ESRL1 (regulace transkripce, signalni transdukc€DKN2B (regulace
burgcného cyklu),IGSF4 (burg¢cna adheze) &HIT (regulace buktného cyklu) ve smisené
populaci mononuklearnich béinz periferni krve paciefits MDS, gicemZ tlumeni metylace
pozitivré koreluje s dobrou klinickou odpdgi na AZA a naopak perzistence zvySené
metylace vySe uvedenych deje spojena se Spatnou prognozou (Tran et al.,)2®ladina

exprese metylovanych gém pacieni MDS byla sniZzena oproti zdravym kontrolam a AZA
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byl schopen tuto hladinu po 3-5 cyklectispbeni zvysit (Tran et al., 2011). Nedavna studie
vyuZzivajici globalni fistupy na druhou stranu ukézala, Z&Sina promotak geni, jejichz
exprese je stimulovana AZA, nemieg z&atkem I€by metylovanou DNA a Ze AZA niad
geni zpasobuje zminy vzord histonovych modifikaci v ramci zachovani existereggresivni
chromatinové struktury (Komashko et Farnham, 20BXJA v malignich blastech MDS
indukuje defosforylaci transkripiho faktoru FOXO3A, ktera vede Kk jehoiepunu

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

k fadk prokadzanych funtnich interakci mezi DNMT1 a dalSimi proteiny schymin
modifikovat histony (metyltransferazy histgn deacetylazy histar), nebo vytvéet a
stabilizovat represivni chromatinovou strukturue Igedpokladat, Ze gsobeni AZA bude

vyvolavat komplexni zeny na epigenetické arovni (Obréazek 2).

A LEUKEMIE DIFERENCIACE

H3K9AC

Regulacnl element
Regulacnl element
OO0
Promotor
Promotor

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

Obrazek 2. Schéma fedpokladaného gsobeni AZA v MDS.(A) Chromatin v regukni oblasti
nékterych geid vytvai represivni strukturu: zvySena metylace DNA vlivENMT1 a tri-metyalce
histonu H3 na lysinech 9 a 27 se podili na vznikandenzovaného heterochromatinu, ktery
neumo#uje nasednuti transkdpich faktofi. AZA se inkorporuje do DNA a kovalerinvaze
DNMT1, ¢imZ inhibuje jeji aktivitu. To vede k postupné grabernatni zvySené metylace, rozpadu
represivnich komplax v nichz figuruje DNMT1, zrnam profilu modifikaci na histonech a
rozvolréni chromatinové struktury umbdjici vazbu transkrignich faktofi. (B) Rozvolreéni
chromatinu a vazba transkéipich faktofi do regul&ni oblasti spolu sdasti enzym remodelujicich
organizaci chromatinového vidkna vede k navozemidui interakce mezi vzdalenou regéaoblasti

a oblasti promotoru @itého genu. V jejim tisledku dochézi k obnoveniyodnre potlaitované genové
exprese (a leukemické diferenciaci).
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1.3.3 Klinické vysledky AZA pri |é¢bé MDS/AML pacientu

AZA byl pivodrg syntetizovanieskoslovenskymi&dci v 60. letech jako analog DNA baze
cytidinu s @éekavanymi cytotoxickymi &inky (Cihak, 1974). V roce 1984 &al byt pouzivan

v klinickych testechtizenych Cancer and Leukemia Group B (CALGB) jakdepoialni
terapeutikum MDS (Silverman et al., 1993). V 9@edh a v prvni dek&d21. stoleti se AZA,
pouzivany pod komeénim nidzvem Vidaza (Celgene) stal &sti klinickych pilotnich studii
na pacientech s MDS sertednim-2/vysokym rizikem a ¢kterych pacientech s AML
(prehledré: Quintas-Cardama et al., 2010).

Jako prvni prokhly na pacientech s MDS/AML studie 8421, 8921 a 1928tudie
8421zahrnovala 48 pacidéntkterym byl AZA podavan intravendiiSilverman et al., 1993).
Studie 8921 zahrnovala 70 pacigntterym byl AZA podavan subkutaéifSilverman et al.,
1994). Studie 9221 (faze Ill) zahrnovala celkem X&icient. Z nich 99 bylo nahodn
zaazeno do ramene ddy s AZA podavaného subkutanra 92 nahodh do ramene
pozorovani (resp. nejlepsi padpé pé&e). V rameni pozorovani bylo pak 41 pacieritei
vibec nedostavali AZA a 51 paciéntkteti po prvotnim pozorovani dostalickiu AZA tj.
byli prefazeni do ramene dby s AZA (Silverman et al., 2002). Ve vSedhdh studiich byl
AZA pacientim podavan v davce 75 mgfrkontinudlé po dobu 7 dni. Cyklus podavani
AZA byl opakovan po kazdych 28 dnech. Z celkovébiob®ru 309 paciefitbylo 68% mua,
94% klochi a wkovy median pesahl 65 let (fehledré: Silverman et al., 2006). Vysledky
téchto studii ukazaly, Zze 7-17% paciemta AZA dosahlo kompletni remise (Cl), nepatrny
pocet 1-3% dosahtast&né remise (Pl) a 23-37% pacigémtosahlo hematologického zlepSeni
(HI). Ve studii 9221 dosahlo v ramenthy AZA 7% pacieni s AML (podle WHO) CI nebo
Pl ve srovnani s 0% paciént remeni pozorovani. Median odgaV pacieni na I&bu (Cl,

Pl a HI) byl ve vSechiech studiich 3 cykly (Silverman et al., 2006). $&u@221 prokazala
delSi gezivani pacierit Ié¢éenych AZA bez nutnosti krevnich transfizi a tramsférevnich
desttek, coZz demonstrovalo potencial AZA ke zkvalith Zivota pacierit s MDS/AML
(Silverman et al., 2002).

Mezinarodni studie AZA-001 faze lll se zéiha na celkové feziti (OS) pacierits MDS ve

vy38im riziku na 1&¢ AZA. Slo o randomizovanou studii na 358 pacientechichZ bylo
179 ndhod# zarazeno do rezimu tby s AZA a 179 do konvenich l&ebnych rezim. Tyto
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rezimy zahrnovaly hdi lIécbu cytarabinem v nizkych davkach (n=49), nebo xitam
chemoterapii s cytarabinem v kombinaci s daunomém nebo mitoxantronem (n=25), nebo
nejlepsi podprnou péi véetrd krevnich infuzi, antibiotik a podavani G-CSF (n5L0AZA
byl podavan subkutagny davce 75 mg/fmkontinuélé po dobu 7 dni. Cyklus podavani AZA
byl opakovan po kazdych 28 dnech (Fenaux et aQ9RP&et pacieni, ktei dosahli CR a
PR v rezimu Iéby s AZA byl 29% versus 12% pro pacientydaé v konvetnich I&ebnych
rezimech. Median progrese MDS do AML byl u pacietdécenych AZA 17,8 misial,
zatimco u pacieft léenych v konvetnich I&ebnych reZimech dosahl 11,5¢&smi.
NejdalezitejSim zjiS€nim studie bylo, Ze a AZA prodluzuje OS pacieintDvou let se na
lécbé s AZA dozZilo 50,8% pacieftlécenych AZA, ale pouze 26,2% pacignigcenych
konvertn¢ (Fenaux et al., 2009). U paciérklasifikovanych jako pacienti s AML (n=113;
32% pacinat ve studii AZA-001; ¥kovy median 70 let) se dvou let n&ié s AZA dozilo
50% pacient ve srovnani s 16% paciénha konvenni l&hbé (Obrazek 3) (Fenaux et al.,
2010). Pacienti ve studii AZA-001 byli dale sledové& hlediska mozného prosghu
pokratujiciho podavani AZA po dosaZeni prvni odgdiv Ze 179 paciefit |écenych AZA
jich odpovdi na I&bu dosahlo 91 (51%). Pokavani I&€by s AZA po dosazeni prvni
odpowdi vedlo k zlepSeni stavu u 48% pacie(Bilverman et al., 2011). Naopak pacienti, u
kterych dojde k selhanidby s AZA, maji nasledhvelmi Spatnou progn6zu. Median doby
OS pacient s MDS svysSim rizikem po nedshu l&by s AZA byl 56 mdsiai a
pravdpodobnost doziti dvou let 15% (Prébet et al., 20J&¥¢ horSi prognéza po selhani
lécby s AZA se tykala feziti pacieni s AML. Median doby OSéthto pacient po neusgsnée
lécbé s AZA byl 3,4 n¢sial a pravépodobnost doziti jednoho roku 8% (Prébet et all220
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Obrazek 3. Kaplan-Meierova analyza OS paciers AML lécenych AZA a v ramci konveimiho
lécebného rezimu (KLR). AZA i Iécbé pacientt s AML (podle WHO klasifikace) dosahuje vice nez
trojnasobného pitu pacient dozivajicich se dvou let ve srovnani &lgu v konvennich I&ebnych
rezimech (Adaptovano podle Fenaux et al., 2010).

Na zaklad vysledki studii 9221 a AZA-001 (faze Ill) byl AZA schvalenUSA k I&b¢
vSech pacietits MDS podle FAB klasifikace a v EU byl schvalefé#o¢ vybranych skupin
pacientt s MDS — pacierit s vysSim rizikem MDS a s AML podle WHO klasifikace
(prehledré: Fenaux et Ades, 2009).

AZA byl dale pouzit ve studiich na pacientech s M®®&izkym rizikem (IPSS).iPzpétném
zhodnoceni &y tchto pacient s MDS v rdmci italské studie bylo zg#b, Ze pacienti
s MDS s nizkym rizikem k&eni AZA doséhli odpadi na I&bu v 46% pipadi (CR 10,8%;
PR 9,5%; HI 20,3% a CR v kostniethi 5,4%). Po dosazeni medianu postupibyél5

mésial zastalo na Zivu 71% paciegh{Musto et al., 2010).

AZA je rovrez testovan jako s@dst kombina#éni terapie MDS/AML pomoci DNMTi a
inhibitord histonovych deacetylaz (HDACI). V ramcéchto studii na pacientech bylo
dosazeno ip kombinaci AZA s kyselinou valproovou (HDACI) odpidi na l&bu u 41%
pacientt (z toho 22% paciefitdosahlo CR) (Soriano et. al., 2007 Rombinaci AZA
s fenylbutyratem (HDACI) se mira odpali pacient na l&bu pohybovala mezi 30-40%
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(prehledrg: Stintzing et al., 2011). Tyto studie vSak zahmalgvyouze maly p&et pacient,
CO0Z neumoluje presrEjSi stanoveni miry odp@di na tuto kombinovanou terapii.

Klinické vysledky pouziti AZA u paciefits MDS/AML ukazuji, Ze jde odnnou terapii,
ktera prodluzuje dobu OS paciénprodluzuje dobu progrese onemé&thdo AML, vyvolava
raizné druhy odpasdi na l€bu (CR, PR, HI) a sniZzuje nutnost transfazi krv&ravnich

destiek.
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2. HYPOTEZA A CILE DIZERTA CNi PRACE

2.1 Podklady pro zformulovani hypotézy

Hladina PU.1 v krevnich kikach mize vzhledem k pro-diferenciai a tumor-potléujici roli
tohoto transkripniho faktoru pedstavovat dlezity terapeuticky cil dady hematologickych
malignit. Regul&ni oblast URE odpovida zhruba za 80% exprese gehl fRosenbauer et
al., 2004). Nizk& exprese PU.1 bylgaet studii asociovana s AML. Naopak zvySeni hladiny
PU.1 se ukazalo byt jednim z molekularnich efdktrapeutickéhoisobeni kyseliny trans-
retinové (ATRA, Vesanoid)iplécbé akutni promyelocytarni leukémie (AML M3). Obnova
potlatené hladiny PU.1 jednakiimo indukuje diferenciaci leukemickych hikn do
granulocytarni krevriady (Mueller et al., 2006), tak zarave leukemickych bitkach zapina
geny potlgujici buréné dleni, konkrétd gen RIG-G (Gu et al., 2011). Udaje z literatury
dokladajici, Zze zvySeni hladiny PU.1 wikach akutni promyelocytarni leukémie ma
diferenci&ni (inky, jsme potvrdili vlastnim experimentem vyuZzieén lentivirus obsahujici
cDNA genu PU.1. ZvySeni exprese PU.1 vikdch NB-4 (akutni promyelocytarni leukémie)
po infekci timto lentivirem vedlo k projéwm diferenciace butk na fenotypové udrovni
(Obréazek 4).

o Specimen_001-NB4 PU1 GFP/CD11b PE
o |
- .
- g niﬂ“,‘
e v {\" |
o 8 ﬂ |
84 i
7 # .
:: . = ,-U\m \1}1
i l‘l“l‘ ] L] ]lllll] L] L L L] 'l L] | Illl‘|l L]
10° 10° 10* 10°
PE-A

Obrazek 4. Vliv zvySeni exprese PU.1 na myelodini difereoctzurgk NB-4 akutni promyelocytarni
leukémie. Bitky NB-4 byly (s multiplicitou infekce = 3) infikov#y lentivirem kodujicim proteiny
PU.1 a GFP a dale lentivirem, ktery nam poslowkibjkontrola kédujici pouze protein GFP. 3 dny po
infekci byla z kultury pomoci [tokového cytometru wyidéna populace infikovanych bgk
exprimujicich GFP. Tato populace byla ponechanang doptimalnich istovych podminkach
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v kulture a nasledhinkubovana s protilatkou proti CD11b (monocytagnanulocytarni povrchovy
antigen) konjugovanou s fykoerythrinem (PE). Ndatgkovém cytometru bylo z#éiena intenzita
signalu PE u bufk infikovanych lentivirem kédujicim PU.Xérvena vypt) a kontrolnim lentivirem
(bez vypl®). Populace butk produkujicich CD11lb byla zastoupena 19,5% praikipuNB-4
infikované kontrolnim lentivirem a 76,2% proitky NB-4 infikované lentivirem exprimujicim PU.1,
coz dokladéa pro-diferenaiai inek zvyseni exprese PU.1.

DalSi prace ukazuji, Ze velmi nizka hladina PU.primarnich biikdch z kostni #&ns
pacienfi s mnohdetnym myelomem je statisticky vyznanasociovana se Spatnou
prognézou tohoto onemogm. Exprese PU.1 je v primarnichikach a buscnych liniich
mnoha@etného myelomu snizena usledku aberantnvysoké metylace DNA v reguiaich
Usecich genu PU.1 (v oblasti URE a promotoru).divbiy DNA metyltransferazy 1, jakym
je AZA nebo Decitabin, zvySuji expresi PU.1 wiikach mnohoéetného myelomun vitro,

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

Na zaklad vySe uvedeneho lzergupokladat, Ze AZA fi¥ve pgedstavovat &innou latku
schopnou znovu obnovit expresi PU.1 tam, kde jdagena v disledku metylace DNA.
Obnoveni exprese PU.1 pak povede k diferenciadiel@ickych bugk a/nebo k inhibici
bungéné proliferace, eventudlrk navozeni apoptozy.

Myelodysplasticky syndrom je heterogenni onendagnu rejz byla na molekularni drovni
prokazana aberantni zvySena metylace regidh oblastitady tumor-potlaujicich geir,
kter4 vede k utlumeni jejich exprese (Tessema .et28D3; Brakensiek et al., 2008r[J
Haemato]). Zarovei jde o onemoadni projevujici se poruchou diferenciace krevnichdu
vcetrg bungk myeloidni krevnitady, a u rizikovych fipadi (sttedni-2 a vysoke riziko podle
IPSS) castou transformaci do AML, onemdaen asociovaného wekterych gipadech

s mutacemi PU.1.

Terapie AZA u nemocnych seiatinim-2 nebo vysokym rizikem MDS (podle IPSS)
zdvojnasobila délku celkovéhagziti a gedstavuje v satasné dob terapii prvni volby pro
pacienty této skupiny, kie nejsou kandidati alogenni transplantace kmenowualek.
Mechanismus terapeutickéhaigobeni AZA v MDS nicméh nebyl jeS¥ plné objasrn,
stejreé jako nebyl doposud zkoumartipadny vztah AZA terapie k expresi PU.1 v MDS.

Praw na tyto oblasti byl proto polozerihz @i formulaci hypotézy moji &deckée prace.
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2.2 Hypotéza a specificke cile

Na zéklad souhrnu vySe uvedenych z§gt jsem vytvaéil pracovni hypotézu studie

zpracované v této dizettai praci:

Podstatou dysplazie kostni #ené v MDS je nedostaténa exprese transkriginiho faktoru
PU.1 v progenitorovych buikach. Tyto buiiky nejsou schopné indukovat krvetvornou
diferenciaci. Exprese PU.1 v progenitorovych biikdch je inhibovana na uarovni
transkripce. Piedpokladame, Ze v potléeni transkripce PU.1 v MDS hraje roli
aberantni zvySena metylace DNA v oblasti URE, jeZejkli€¢ovou regulaini oblasti pro

expresi PU.1. Exprese PU.1l, fipadné mira jeji inhibice, bude pravdépodobné

//////

Stanovil jsem si konkrétni cile, jejichZz naghi je obsahem této dizettd prace:

1. Ur¢it hladinu PU.1 v modelovych bagnych liniich pro MDS a v progenitorech paciest
MDS se stednim-Il nebo vysokym rizikem (IPSS) a potvrdif j@ipadny vztah k prognéze
onemocgni MDS pi lécbé AZA. Urcit, zda je DNA reguleni oblasti URE genu PU.1

v téchto buikach zvySe& metylovana a zda ma AZA vliv na rozsah této megla

2. Urcit, zda AZA zvySuje expresi PU.1 v modelovych &tmych liniich pro MDS a zda je
tato exprese provazena kinou myeloidni (monocytaégranulocytarni) diferenciaci,
piipadré inhibici proliferace a navozenim apoptézy.

3. Urcit, zda Ize pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myeloidiferenciace
v modelovych bu&nych liniich pro MDS ovliviovat cytokiny podporujicimi st
monocytarnich a granulocytarnich kkn Urcit, jak se tato manipulace bude promitat do

epigeneticke struktury oblasti URE.

4. Urcit, zda lze pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myeloiiferenciace a
piipadné ovliveni tohoto efektu cytokiny podporujicimi ist monocytarnich a
granulocytarnich butk pozorovat také v progenitorech paciestMDS.

5. Urgit, zda je pitomnost URE nepostradatelna pidpadné isobeni AZA na hladinu PU.1
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

Nasledujici podkapitola obsahuje seznam biologickéaterialu, chemikalii, specialnich
komekné dodavanych sadfistroji a p@&itatovych program pouzitych pro vyhotoveni této

dizerta&ni prace.
3.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia CollOne Shot TOP 10 genotyp bakterialniho kmene
FmcrA  A(mrr-hsdRMS-mcBC)  ®80lacZ
AM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697galU galk rpsL (Str) endAl nupG

Escherichia ColiOne Shot TOP 10 jsou chemicky kompetentnfikyupouZzitelné pro
klonovani a naslednou selekci na zaklddarvy kolonii (bile zbarvena kolonie nese
klonovany DNA produkt, ma@ zbarvena jej neobsahuj@&scherichia ColiOne Shot TOP
10 je kometné dodavany spotmosti Life Technologies (katislo C4040-03).

3.1.2 DNA plasmidy
pCR 2.£-TOPC vector

Vektor pCR 2.1-TOPO slouzi Kipnému, rychlému klonovani PCR prodiukiamnoZenych
Tag polymerazou. Plasmid dodavany v rozwolé forné obsahuje na obou svych koncich
sekvence 5°-(C/T)CCTT-3' s neparovym,igfnivajicim“ deoxythymidiem (T). Na tyto
deoxythymidiny na 3’koncich jsou kovale&itnavdzany molekuly enzymu topoizomerazy
(pavodem z Vaccinia viru). Systém vyuZziva biologickych vlastnostiag polymerazy
pridavajici gi PCR na 3’- konce namnozZenych Usé€kNA jednu molekulu deoxyadeninu
(A). Po gidani produktu PCR k pCR2.1-TOPO se tytdegmivajici“ deoxyadeniny zacasti
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topoizomerazy vazou s ignivajicimi* deoxythymidiny na 3 -koncich molekulyagsmidové
DNA a dochazi tak k zaklonovani namnozené DNA (Shunmi994). Plasmid disponuje
ampicilinovou i kanamycinovu rezistenci. NiZe jedeno schéma vektoru a usidani jeho

klonovaciho mista (Obrazek 5).

Ml} [Teverse
pn||1||r1g, site
pCR*2.1-TOPO® M13

Hinal 11
Ko |
Soel
Barmkl |
Spe |
Bsis |
Ecof |
_'

Obrazek 5. Schéma DNA vektoru pCR.1-TOPJ a uspsadani jeho klonovaciho mista. Schéma
zahrnuje peadi mist pro restridni endonukleazy v klonovacim mistnazakiené ,Fecnivajici* 3’-
deoxythymidiny s kovalentn vazanymi molekulami topoizomerazy, geny kodujiekistenci na
ampicilin a kanamycin a dalsi vlastnosti plazmilasmid pCR2.1-TOPG ma velikost 3931
nukleotidi. (Obrazek byl V pozemeéné podob prevzat  z webovych stranek:
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/K451020

3.1.3 Burgé¢né linie — modely MDS

OCI-M2 Lidské buky AML. MDS buns¢na linie transformovana
do eyrtoleukemie (AML M6). Byla vyty@na v roce
1984 z leukemickych bwhk 56-letého pacienta. (DSMZ,
Braunschweig, Bmecko; ACC 635)

SKM-1 Lidské butky AML. MDS buns¢na linie transformovana
do akutni monoblastické leukémie (AML M5). Byla
vytvoiena vroce 1989 z periferni krve 76-letého
japonského pacienta. (DSMZ, Braunschweigmecko;
ACC 547)
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3.1.4 Vzorky pacienti s MDS/AML a kontroly

Od roku 2006 se na naSem pracovisti zasluhou MB@ny JondSové z I. interni kliniky —
kliniky hematologie VSeobecné fakultni nemocniceraze shroméazdily vzorky kostnifem

(a periferni krve) od 44 paciént 54 nezavislych vzorcich. Tato prace gl s podporou
vedeni Kliniky, jmenovit Prof. MUDr. Marka Tr&ného, CSc. Vzorky byly od paciént
ziskany na zakladinformovaného souhlasu (v souladu s pozadavkyihkiié deklarace). Jde
0 pacienty s MDS ve vySSim riziku i@tini-2/vysoké riziko podle IPSS) a AML. Soubor
pacienti se sklada ze 32 mia 12 Zen. Median paciénje 67 let (v rozmezi od 57 do 83 let).
Diagnostické a prognostické zhodnoceni bylo promede souladu s postupem WHO
(http://mww.ncen.cort RAEB 1 (5 pacierif), RAEB 2 (17 paciefi), AML (s dysplazii ve
titech liniich) s 20-30% blastv kostni deni (12 pacingi), AML s dysplazii veiech liniich a
vice nez 30% blastv kostni deni (9 pacient) a erytroleukemii (1 pacient). VSechny
pacientské vzorky byly odebrany v dotliagndzy onemoemi a ged zapoetim &by AZA.
Klinické Udaje a parametry paciérjsou popsany nize (Tabulka 5 a Tabulka 6). Jakurkty
bylo pouzito gt komegn¢ pripravenych a dodanych vza@rkCD34+ progenitar z normalni
lidské kostni #ere od spolénosti Lonza (katcislo 2M-101C).

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

Tabulka 5. Klinické Udaje pacierit s vy$Sim rizikem MDS (&dni-2/vysoké riziko podle IPSS) a
MDS/AML lécenych AZA, ktéi jiz zenteli (17 vzorki pouZzitych ve Vysledkovém obrazku 1B).
V tabulce jsou zleva doprava uvedeny nasledujicrmpatry: datum diagnézy, datum nasazeni prvniho
cyklu l&cby AZA, kddové ozn&eni vzorku, hladina PU.1 mRNA exprese v CD34+ pnitgeech, ¥k
pacienta, |&ba AZA (ANO/NE), diagnéza, prognéza oneméeh vychazejici z cytogenetického
nalezu, poet cykli 1é&cby pomoci AZA, odpo¥d’ na AZA (PD - rozvijejici se onemasri; PR —
casténa remise; HI — hematologické zlepSeni; Cri — katiglremise (ne ve vSech parametrech); SD
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— stabilni ptibéh nemoci; NA — odpasd” neni znama), statusgZiti pacienta (Zije/zeral); doba
celkového peziti (OS) na AZA (v risicich) a doba celkovéhagZiti od data diagnozy (vdsicich).

Wichni pacienti
Datum diagndzy | Datum LAZA|  Omatenl PULL mRMA Witk AR Veorek |Diagnb:a Cytogenetika WAZA oyl 105 ma AZA {mésice] | 0%/Dg [mésice)
29.7.2010 WEI0H0 Vasd 5,50 i Ayt po 4 cyidu/PR |H|’\EB 2 ipatnd 7 10 H
27.4.2010 46,2010 Viih 3.3 i Ao piedAZy  |RAEB L ipatnd 1 3 4
1132010 28.42010 V258 84 82 Ano pfed AZA AML/MDS<30% |ipatrd 1 ! 1
1132010 10.4.2010 V259 24 2 Ano pled AZA AML/MDS<30% |ipatnd s 1 2
482005 1153009 V21D 247 ] hno pred 74 |RAER1 dobrd hii i1 5]
18.10.0010 VaAET 243 8 An pled AZ& |FU\EE 2 ipatnd ) K K
14.20.509 18.12.2008 Vidk 239 3 Ano po dcykly/CRI [RAEB 2 ipatnd 13 12 17
10 131120040 LEEE] 19 58 Ano AML/MDS 1 1 i
19.4.2010 1642010 Vi 183 i Ana pedazs  |AML/MDS<30% |ipatnd 1 10 1
14,10,7009 18,12 2008 V216 11 [¥] Apa wrelopsy  |RAEB2 ipatnd 13 11
il W7
:E::ﬁ?:'mu HAZIOS | gy 10 ) Ao pedizh  [RAEBZ ioatnd 1 KA B
Li2100& 1212009 Vid7 0,83 g Ang |AML po terapii 1 1 i
4.6.2008 26.5.2010 vay [ 75 Ana pledazs  |RAEB2/NHL  |dobrd E] ]
12.1.0009 11.5.2008 virn 0.0 i Ano RAEB-2 S6 XY IPES 20 ] 10 12
16.9.2010 prR Rl | Vas 0,70 65 Ano pred ATA MPD/AML ipatnd 3 3 [
483005 V210 0,55 il kno predaZh  |RAERI dabrd 11 4 5]
2004 MDIS ceiSg Vid4 0,43 £5 Ano progradovalo do MOS-RAEB 2 3 3 4
ViaEg 48 1 Ana pled A28 |T-AML/MDS < 30% 1 1 1
ri)] oM i And pied AW |RAEB 2 1 3 |
van [ 9 o [race 2 1 ] 5
vinz 039 2 Ano pled AZA |H|’\EB] dobrd 2 3
voto o 0 o pediln  |RAEB2 dobrd s s
vist 038 " Ao | ] 1 4
1682010 Vid 0 65 Ana |FU\EB 12 H 5 %
12.4.2010 V265 027 L} Ang pfed AZA |RAE32 JNHL 13 0 ¥il
17.7.1010 M0 V21 e (7] Ano predaZ4  |RAER1 stfedn 14 17 i7
582010 16.9.2040 LEEH 039 i7 Ana AML MB 15 15 16
11 1682040 LEEL] 1,60 fi5 Ang pled AZA | AML/MDS<30% |stiedri i 16 I
8112010 V36l 337 i Ana pedazn  |AML/MDS<30% |dobrd ] 1 i
162010 Pag pAi] i Arg pred AZA RAEB 1 dobrd 4 Hi Eije 17 17
7.32011 Vagy 859 7 Ano pfed ATA AML/MBS<30% (ipatrd 0 ] Hjm ] 17
12011 Vilih 39 [ kno predaZh  |RAEB 2 e edr i ir Fije 1] 16
1432011 V413 02 7 Apa pled A4 |MDS/AML do 30% MB 9 SO/ Eje L] 1
322011 Vs 0,86 B Ang RAEB1 - RAEB Il |stfedni 11 Hje ] iil
Voo 208 66 NE v diagndrs ||'\M|JMLD st adri A [ Tempe NA 1
(LiiE] 68 &5 4 w dlagndze |HAEB 1 stfednd (11 (1Y remfel WA
Vs 1% 57 ML v diagndize |H|’\EB 2 ipatnd Bedy 1Y Temiel W
12.4.2007 i) a1 il KE + diagndize |H|“|EE 2 dabr ) ) emiel 3 17
1.4.2007 VIdE M i HE v diagndize |HAEE 2 dobed A A semiel NA 44
23.8.2007 Vi1 154 ] NE v diagndize |H|’\E32 stfedni [ By emfe [T g
7.6.2007 V52 0,75 3] NE wdisgndee  |RAEB 2 ipatnd A [ emie WA ]
2102007 V053 042 55 hE vdiagndee | RAEB 2 {patrd ) i emiel NA 2
14.9.2007 WGy 044 0 hE vdiagndze  |AML/MLD dobrd [ hi remfel A EE]
2162006 viig 0,44 57 WL v diagndae AML{MDS*NN dobrd s Pl remiel A 0
1511710 visl 063 b NE ber AT MDS RAEB | [ rembel NA [T
82008 Visg 147 i NE vdiagndze  [AML/MLD dabrd ] ] emiel A g
1222040 vin 08 i ME vdiagndes  |AML/MDS<30% [ipatnd ) hilk zemte A
19.3.2009 Vi 0,55 n NL vdiagnare  [AML/MLD stfedrn NA KA rembel KA 12
17.2008 2004 alaSCT Vi 21 1] RE v diagndre AML/MLD dobed i iy Hlje K 41
3152006 visl 087 n NE AML s MLD Temfe 50
18 PAOL 218 ok WL vilagndze  |RAER2 Ipatnd A 1Y A A b
VAET 243 [ KE wiiagndze [RAEB 2 ipatrd A ] A KA
P30l 113 i hE pied ATV |RAER 2 ipatnd ik i i) i) hh
vare 050 65 WL bez AZA RAEBH ipatnd [T Fje NA A

Tabulka 6. Klinické Udaje pacierit s vy$Sim rizikem MDS (Btdni-2/vysokeé riziko podle IPSS) a
MDS/AML pro vSech 44 paciefits MDS (v 54 nezavislych vzorcich) zahrnutych do tdizert&ni
prace. V tabulce jsou zleva doprava uvedeny nggtécharametry: datum diagndzy, datum nasazeni
prvniho cyklu l€by AZA, kdédové ozné&eni vzorku, hladina PU.1 mRNA exprese v CD34+
progenitorech, & pacienta, l&a AZA (ANO/NE), diagndza, progn6za oneméeivychazejici z
cytogenetického nalezu, @&t cykli lécby pomoci AZA, odpodd na AZA (PD — rozvijejici se
onemockni; PR —¢asté&na remise; HI — hematologické zlep3eni; Cri — katiglremise (ne ve viech
parametrech); SD — stabilni gih nemoci; NA — odpasd® neni zndma), statusiqZiti pacienta
(Zije/zentel); doba celkovehotpziti (OS) na AZA (v misicich) a doba celkovéhdgZiti od data
diagndzy (v misicich).
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3.1.5 My3i model AML (PU.1"%€ 7

Transgenni myS byla vytvena na BZném pozadi 129SWus musculus.Vytvoreni
transgenni mysi je popsano v odborné litaaiiRosenbauer et al., 2004). Transgenniezvi
nese deleci v rozsahu 3,4kb v oblasti URE lokake®@ho 14 kb nad mistem transknfho
pocatku genu PU.1. Homozygotni mysi jsou Zivé a feridokud jsou mladé, umiraji veéku
3-8 mesial na nasledek AML a s tim souvisejicimi zdravotnkminplikacemi. Homozygoti
maji expresi PU.1 snizenou o 80%. Heterozygotniantaf mysi jsou zZivé, fertilni a zcela
normalni na vzhled a chovani. My&i model AML PY3" byl laska¢ poskytnut Dr.
Ulrichem Steidlem a Dr. Danielem G. Tenenetdazvard Stem Cell InstituteBoston, MA,
USA.

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

PU.1-URE-F GAGAAATGGTTTTTTTGTGATTT

PU.1-URE-R ACAACTACCCCTATTTCCACAT

Primery byly navrZeny tak, aby PCR pokryla Usek DdiRelikosti 404 bp v regutai oblasti
URE lidského genu PU.1. V této oblasti se nach@zCpG ostiivki, kde nize na cytosinu
dochéazet k metylaci DNA (Obrazek 6). Podoba primeychazi ze skut@osti, Ze DNA
prosla bisulfitickou konverzi. Jeden z dvojice pgitnje ozn&en jako F (forwrad, ed) a
druhy jako R (reverse, &p.
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ACATCTGGETACTGGCCAGGGAGGCAGCAGCAAGGAGGGAAGGCOCGLG GG
CCACCCGEEGGLTCCTGOCTGGCAGGTOCCCATGOCCAGGCAAGGGAAGTT
TCTTATTITCTCTTGCTICCACTICCOCCTITCATTITATTATAGCCATGAAATC
CTCTGCTCTCTTCTCTITIC CTTGCTGTCCC TG GGG TGCAGGAGCACGGGD
CTOCCCGGCACTGCCCCTICAGCCTCCCTAGACTOCTCTCTCCTICCAAGGGT
TAGCOCTGCECGCCACCAGAACCAACACCTCACT CACCCCCGLOCCCTC TG
CAGCTCTGGACCTCCCAACAGCCGECTCCCCCCGOLTCTOCLCGCATGCOG
CECTCTCCGOCAATCCCCTCAGCTCGAGCACTCOCAGCCTCTCAAGCTTIGGGC
ACAGAGTTCCCGEACGCCAAACACTAGCTCAGAGAAATGGCTTITTICTCTCGAC

CCCTGACCCCACATTCTGATTTAAGGCTGGCCAAAGTAGGCCTGCCCCTCG
1
TCEBCCTCCGEATTICAGC TCAGAGCCCCAGAAGAAGCCTEGAGCCCTCACGC
S
CTCGCCGACTCTCCCC TCCTCCACCCIEGC TCCACATCOCCCCTGAGGOC
4 5 & T
TGCCOCAGGCTCHIEA GG COIBCAGGCTCTCTUMRGC TCCTIBGCAGGCCT
8 9 10 1
CCTCCCEECACEBTTTCTCTCCCOIBC TCTCEBC TGCC TCTECTAATCGEC
12 13 14 15
TCITCCEETTITCCAATCCCCEBCCCCTCCCCACCBCEEC ACACATGCTT
16 17 18
CCTGTGGTGACTGCHEC TTCCTGTTTTCTCAGGEECIEGCCTTGC TGCTGE
19
BEATCTGGAAACAGGOGCAGCTGCAGCCCGEEOGGCTCCAGGLTCLGOGLT
CTCACCCTGCCCAGAGGCGCCTACCTGCCCCCAGCAGCCCTAGGCCCCACA
CCOCAGACCCAAGCAGTGCTGCGCCCGAGTTTICCCCCACAGCAGGCCACCA
TCCCTCCCTICCCTAACAGC TICCGCCAAGAGGAAGGGGCCAGGCAGETGE
TCTCAGAGCTCGGAGCTCACAGCTCCAGEGCTCAGACCGCTAGGAGGCGA
CTCAGGGCACGTGGCTCTGETCTCAAC TCTGCGCTCGCCAGGL GOCACC GO
CATCTCTCCCGCTCCAGECCCCCCTTCCTCTITCCTCCAGTACCTCGGCATC
CATGGTCTAAAACCCCTCGCCCATTCCCATCCCGCTTCTCACATICGCTIGGG
CTTTGCATTCCCAAGAGC CAAAGC TTITGGGGACAGCACTGAGGCTGGGGCC
TTCGAGGTGGAACCTGCTGT

Obrazek 6. Sekvence lidského URE genu PU.1 s vyemymi, @&islovanymi CpG osfivky (na
nichZ dochazi k metylaci DNA) a vyztenymi sekvencemi priméma PCR.

Primery normalizaénich (host-keeping) gefi pro qPCR

Oznaceni primeru Sekvence primeru Roche hydrolyz. sonda
hGAPDH(mRNA) F [GCCCAATACGACCAAATCC #60
hGAPDH(mRNA) R [AGCCACATCGCTCAGACAC #60
hHPRTI(mRNA)F [TGACCTTGATTTATTTTGCATACC #73
hHPRTI(mRNA) R [CGAGCAAGACGTTCAGTCCT #73
mGapdh (mMRNA)F [ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTAT |#77
mGapdh (mRNA)R [TTTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTAG |#77

Tabulka 7. Primery normalizénich (host-keeping) génpro qPCR Primery, jejichZz ozteni z&ina
pismenem h (human; lidské), byly pouZity jako ndieagni kontroly pro stanoveni exprese mRNA
vybranych gefi v MDS CD34+ progenitorech a MDS bigmych liniich. Primery, jejichZz oziani
z&ind pismenem m (murine; mysi), byly pouzity jakamalizaini kontroly pro stanoveni exprese
MRNA vybranych gefn v CD117+ pozitivnich btkach z kostni &g AML a wt mySi. V kazdé
dvojici primert je jeden ozngen jako F (forwrad, Vfed) a druhy jako R (reverse,&p Primery byly
navrzeny s pomaoci programu ProbeFinder Version.2.45
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Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranych geih metodou gPCR

Oznaceni primeru Sekvence primeru Roche hydroliza¢ni sonda
hPU.I(mRNA)F CCACTGGAGGTGTCTGACG #27
hPU.1 (mRNA)R CTGGTACAGGCGGATCTTCT #27
hCSFIR (mRNA)F |TCTGGTCCTATGGCATCCTC #14
hCSFIR (mRNA)R |TGCCAGGGTAGGGATTCA #14
hCSF3R (mRNA)F |GTCCAAGATCACAAAGCTGGT #18
hCSF3R (mRNA)R |CCGCACTCCTCCAGACTTC #18
hMPO (mRNA) F CGTCAACTGCGAGACCAG #38
hMPO (mRNA)R  |GTCATTGGGCGGGATCTT #38
hGELB(mRNA)F |GAACCAATCTCACCGAGG #6
hGELB (mRNA)R |GCCACCCGAGTGTAACCATA #6

hEGR2 (mRNA)F |AACGGAGTGGCCGGAGATGGCATG [#3
hEGR2 (mRNA)R |TGCAGAGACGGGAGCAAAGCTGCTG [#3

hCEBPA (mRNA) F |GGAGCTGAGATCCCGACA #28

hCEBPA (mRNA) R |TTCTAAGGACAGGCGTGGAG #28

hKIT (mRNA) F CGTGGAAAAGAGAAAACAGTCA #2

hKIT (mRNA) R CACCGTGATGCCAGCTATTA #2

hFOS (mRNA) F CTACCACTCACCCGCAGACT #67

hFOS (mRNA) R AGGTCCGTGCAGAAGTCCT #67

hp21 (mRNA) F CGAAGTCAGTTCCTTGTGGAG #82

hp21 (mRNA) R CATGGGTTCTGACGGACAT #82

mPU.] (mRNA)F GGGATCTGACCAACCTGGA #42

mPU.l] (mRNA)R |AACCAAGTCATCCGATGGAG #42

mEgr2 (mRNA) F GCTCCAGCTGCCTGACAGCCTC nema (SYBR)
mEgr2 (mRNA) R ATCATGCCATCTCCCGCCACTC nema (SYBR)
mGfi-1 (mRNA)F  |ATGCAGCAAGGTGTTCTCCACACC nema (SYBR)
mGfi-1 (mRNA)R  |GAAGGTCTTGCCGCACATCTCGC nema (SYBR)

Tabulka 8. Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranychigaetodou gPCR Primery, jejichz
oznaeni z&ind pismenem h (human; lidské), byly pouZity paneveni exprese mRNA vybranych
geni v MDS CD34+ progenitorech a MDS hignych liniich. Primery, jejichz ozrani z&ina
pismenem m (murine; mysi), byly pouzity pro stamdwexprese mRNA vybranych gen CD117+
pozitivnich buikach z kostni &g AML a wt mySi. V kazdé dvojici primérje jeden ozn&n jako F
(forwrad, v@ed) a druhy jako R (reverse,é&tp Primery pouzivajici Roche hydrolyzd sondy byly
navrzeny s pomoci programu ProbeFinder Version 2.45

Hydrolyzaéni sondy Roche (TagMan) pouzité pro kvantifikaci eprese mRNA
vybranych geni

Princip hydrolyzanich sond TagMan spiva na 5>3" exonukeazové aktit Taq

polymerazy. Hydrolyzéni sonda je v kompaktni podbbvorena kratkou sekvenci, ktera ma

42



na svém 5°-konci navazanou fluoresti@nznaku a na 3"-konci latku, ktera potlge
fluorescenci (tzv. zh&8g Taq polymeraza po hybridizaci sondy na komplementéiiovou
sekvenci DNA v oblasti pokryté primery od8tje ve fazi PCR-extenze od zeaé sondy
fluorescekini zn&ku. Ta se dostdva mimo dosafispbnosti zhase a jeji fluorescence je
meena istrojem. PRednosti sond systému TagMan je jejich vysoka sipdeif
Fluorescetni signal vznika pouze wipad: hybridizace sondy s jeji specifickou cilovou
sekvenci, takZze se eliminuje mozZnost zachyceni akigre nespecificky namnoZenych
produki PCR. Této vlastnosti jsme vyuZiliipméieni genové exprese, kde jéleFita co
nejpresrEjSi kvantifikace vznikajiciho produktu bez zkresledaného fale&n pozitivnim

signalem.

Oznaceni sondy |Sekvence sondy |Kat. ¢islo

#2 TICTCCTG # 04684982001
#3 CCCAGCAG [# 04685008001
#6 TTCCTCTG # 04685024001
#14 CTGGGAGA [# 04685130001
#18 TCCTGCTG # 04686918001
#27 CAGGCAGC # 04687582001
#28 CCAGCCGC # 04687604001
#38 CTGCTTCC # 04687965001
#42 CCAGCAGC # 04688015001
#60 CTTCCCCA # 04688589001
#67 TGCTGGAG |# 04688660001
#73 TCCTCAGC # 04688961001
#77 CCACCACC # 04689003001
#82 CAGAGGAG [# 04689054001

Tabulka 9. Hydrolyzaini sondy Roche pouZité pro kvantifikaci exprese mRNbranych gen.

Primery na ChIP zajiStujici namnozeni Usek DNA v oblasti URE a dalSich oblastech

v pozici 5° k mistu transkripéniho potatku genu RU.1

Pro detekci histonovych modifikaci metodou ChIP gsayuZili Fast SYBR Green master
Mix. SYBR Green je cyaninové barvivo interké&h nespecificky vazajici dvigtzcovou

DNA. Vyhodou tohoto systému je, Ze je levny, jedmcity a nevyZaduje pouziti sondy (pro
kazdou unikatni namnozenou sekvenci). Zaiiose vyznauje vysokou senzitivitou, coz je

pro detekci pitomnosti ukitych histonovych modifikaci vyhodné.
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Oznaceni primeru

Sekvence primeru

hPU1 (-17,5kb)-F

GGATGGCTGAGGTTGATGGTTGA

hPU.1 (-17,5kb)-R

CAGCAGACAGGGATGAAGACAGAAGA

CCTGACCCCACATTCTGATT

hPU.1 (-16,6kb

CTTCTTCTGGGCTCTCAGC

)_
hPU 1 (-16,6kb)-F
R
hPU.1 (-15,0kb)-F

ACGTGGCTCTGGTCTCAACTCTGC

hPU1 (-15,0kb)-R

AGCCCAACGAATGTGAGAACCG

hPU.1 (-15,62)-F ATCTGGGAGGACTAGGCTTT
hPU.1 (-15,62)-R AATGACCGCGTCTTCTTTCT
hPU.1 (-15,28)-F GCTTCTGGTCAAGTTTGCTG
hPU.1 (-15,28)-R GGACTTGGGTTTTAGGGGAG
hPU.1 (-14,36)-F TCATGCTTGGAAACACTCCA
hPU.1 (-14,36)-R TGTCTGCTTGAAGGTCAAGG

hPU1 (-13,4kb)-F

TGTGACCAGGGCAGGAGCAGG

hPU.1 (-13,4kb)-R

GCCAGCCAGGGAAGGTAACAGG

TGGCAGCCTGGAGGAGGCAAG

)_
hPU.1 (-11,0kb)-F
hPU.1 (-11,0kb)-R

GGACACCGCTCAGCATTCCTGG

hPU.1 (-9,7kb)-F

AGCCTCTCCCAGTGTCTCAACCAT

hPU.1 (-9,7kb)-R

TAGCAACCTGTCCCCATAGGGTGT

Tabulka 10. Primery pouzité v met@dChIP na mapovani histonovych modifikaci ve vzdgatén
regula&nich oblastech lidského genu PU.1. V kaZzdé dvgjitherii pokryvajicich witou oblast (jeji
lokalizace uvedena v zavorce je vztaZzena k misti&itho transkripce genu PU.1) je jeden dam

jako F (forwrad, vped) a druhy jako R (reverse,étp

Primery na ChlP  [Rovnice popisujici standardni krivky
hPU.1..-17,5 y =-3,8146x + 46,954
hPU.1..-16,6 y =-3,1672x + 43,418
hPU.1...-15,9 y =-2,7257x + 40,939
hPU.1..-15,62 y =-3,0448x + 42,101
hPU.1 ...-15,28 y =-3,3268x + 43,899
hPU.1..-14,36 y =-3,4276x + 44,034
hPU.1..-13,4 y =-3,6099x + 46,113
hPU.1..-11,0 y =-3,3017x + 43,927
hPU.1..-9,7 y =-2,7164x + 40,839

Tabulka 11. Rovnice popisujici standardnifisky dvojic primefi pouzitych v meto& ChlP. Dvojice
primeri je ozn&ena ¢islem vyjadujicim lokalizaci Useku namnoZenych PCR vztaZzenomi&tu

pocatku transkripce genu PU.1 (v kb).
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VySe uvedené primery pouzité v metodach PCR, qPGEhI® byly gipraveny spojenim
alikvota odebranych ze zasobnich 200 mM roatpkimeru F a primeru Rifslusné dvojice
primer tak, Ze vysledny roztok ghkoncentraci 20 mM. Primery byly rozptgy ve sterilni

destilované vod

3.1.7 Protilatky

Oznateni protilatky Klon Pouziti Vyrobce Kat.¢islo
PE-anti-human CD34 581 FACS BD Biosciences C/3B8%
FITC-anti-mouse CD11b M1/70 FACS Biolegend 1@3.20
APC-anti-human CD11b ICRF44 FACS Biolegend 301310
FITC-anti-mouse CD117  2B8 MACS Biolegend 105806
Anti-FITC MicroBeads MACS Miltenyi Biotech 13048-701
Anti-Actin —HRP kon,;. I-19 wB Santa Cruz Biotechsc-1616HRP
Anti-PU.1 rabbit polyk. T-21 WB Santa Cruz Biatec sc-352
Anti-Rabbit IgG-HRP konj. WB Jackson Immu.Lab. ot80919
Anti-H3K9acetyl ChiP Upstate 07-352
Anti-Histone H3K9trimethyl ChiP Abcam ab8898
Anti-Histone H3 trimethyl K4 ChipP Diagenode pAIEH050
Normal Rabbit IgG ChiP EMD Biosciences  NIO1

3.1.8 Pouzité cytokiny

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

3.1.9 Chemikalie, enzymy a standardy molekulovychrhotnosti

Chemikalie Vyrobce Katgislo

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

Annexin V-FITC
Azacitininum/Vidaza

Biocoll Separating Solution
Bradford Reagent

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

EGTA

Ethanol 99% p.a.

Fast SYBR Green master Mix
Formaldehyde 37% solution
Glycine

Glycerol

HEPES

Chloroform p.a.

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

LA PCR Buffer Il (M¢* plus) (10x)

Linear acrylamide
Methanol HPLC
Nuclease eliminator

Ponceau S

Precision Protein Dual Color Standards

Propidium jodid

Protease Inhibitor Cocktail (P8340)

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

Ribonuclease A

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

Biochrom AG L6115

Amresco ES30
Carl Roth GmbH Art.3862.2

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

Petr Svec — Penta 02862 1

Life Technologies 43856

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

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

Amresco E891

Sigma-Aldrich P3504

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

Sigma-Aldrich P7786

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

Sodium dodecyl sulfate

Sodium chloride

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

Triton X-100

Tween 20

3.1.10 Roztoky, pufry

Komeréné dodavané pufry

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

Amresco
Amresco
Amresco
Takara Bio
Life Technologies
Amresco
Amresco

Amresco

Vyrobce

Apronex s.r.o.

Life Technologies

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Life Technoésg

PBS — Dulbecco (10x)

Pufry a roztoky vlastni vyroby

RIPA lyzani pufr (WB)

11% formaldehydovy roztok (ChlP)

Lyzacni pufr | (ChIP)

Biochrom AG

N580
M107
0241
RRO42A
424788
0234
0694
077

Katéislo

(sanatrst neprodavan)
o7
NPO0O1
L1835

SloZeni (koné&n& koncentrace)

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

(Feckéni 1:1000)

11% formaldeh®iM NaCl; EDTA(pH 8,0);

ImM EDTA; 0,5mM EGTA;

(pH 8,0)

50mM HEPES

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

Lyzacni pufr 1l (ChIP)

Paro’s IP pufr (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr | (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr 1l (ChIP)

Pufr pro Proteinasu K (ChIP)

MACS pufr

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

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

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

0,1% SDS; 1% Trid1i00; 2 mM EDTA (pH
8,0); 20 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 50 mM NaCl

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

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

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

v PBS (pH 7,2)

3.1.11 Média, burééna a bakterialni kultivace

Médium, kultiva éni substrat

FBS

IMDM

LB Agar

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

S.0.C. Medium

Vyrobce Kat. ¢islo
Biochrom AG S0115

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

Amrecso K952

Sigma-Aldrich R7388

Life Technologies 15544-034
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3.1.12 Komekné dodavané sady

Komeréné dodavana sada

DNeasy Blood and Tissue Kit

ECL Plus Western Blotting Detection System

EpiTect Bisulfite Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

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

3.1.13 Specidlni pistroje a jiné vybaveni

Pristroj

7900HT Fast Real-time PCR System
AutoMACS

Biophotometr

BD FACS Aria llu

BD FACS Cantoll

Bioanalyzer 2100

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

iBlot Gel Transfer System

Mastercycler Gradient
Spectrophotometer ND-1000

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

Milteny Biotec
Eppendorf
BD Biosciences
BD Biosciences
Agilent Technol.
TherrBaientific
Life Technologies
Life Technologies
Eppendorf
NanoDrop Technol.
Life Tewlogies
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3.1.14 Specialni p&itacoveé programy

Program Vyrobce

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

Nasledujici podkapitola obsahujec¢e§ hlavnich metod a pracovnich postupyuzitych (i

vypracovani této dizertai prace.

3.2.1 Pracovni postup pi nakladani se vzorky pacieni s MDS, mySimi c-Kit+ buikami

a modelovymi burgénymi liniemi pro MDS

Vzorek odebrané kostnirehé pacient byl naedn sterilnim PBS v postu 1:1. N&ediny
vzorek byl v porgru 1:1 opatrd navrstven na sepaia roztok hydrofilniho polymeru Biocoll
v 50 ml centrifugaéni zkumavce. Takto naneseny vzorek byl centrifugova vykyvném
rotoru za pokojové teploty 20 minut na 2000¢otain. Ze vzniklého hustotniho gradientu na
rozhrani dvou fazi byla separovana frakce monoruRkieh bugk. Tato frakce byla promyta
10 ml PBS centrifugaci 5 minu#ip4°C na 1250 ota/min. Tato pecisténa frakce byla 24
hodin kultivovana fi 37°C a 5% atmosfé CQ v médiu IMDM s 10% FBS, 1% roztokem
NEAA, 1% roztokem antibiotik (penicilin-streptomygia stem cell factorem (20 ng/ml). Za
24 hodin se metodou {iokové cytometrie na BD FACSAria llu separovaly wiidily
progenitorové biiky CD34+. Pouzita byla protilatka PE-anti-human @)381].

Mysi c-Kit+ (CD117+) buiky byly pripraveny z vypreparovanych stehennich a holennich
kosti mysi PU.1"RE" a normalnich wt mysi. Kosti byly proplachnuty kjai stikaskou

s PBS. Zbu&né suspenze 1x10bursk byla nasled& vytiidsna pomoci metody
magnetického sortovani narigtroji AutoMACS populace c-Kit+ buk. Byla pouzita
protiladtka FITC-anti-mouse CD117 [2B8] a nasleédbyly buiky vytiidény pomoci
magnetickych anti-FITC MicroBeads dle ndvodu vymbc
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Bunky burg¢nych linii OCI-M2 a SKM-1 byly kultivovany i 37°C a 5% atmosfé CQ
v médiu podle doporieni dodavatele. Ret burtk v kultufre byl stanoven jejich sp@anim

v Birkreov komarce.

3.2.2 Pracovni postup pi testovani AZA na modelovych bugénych liniich pro MDS,
mysSich c-kit+ buiik&dch z kostni d‘ené a CD34+ progenitorech z pacient MDS.

Na burg¢nych kulturach linii OCI-M2 a SKM-1 byl proveden todicky experiment
s ovlivrenim burgk raiznymi koncentracemi AZA po dobu 24 hodin a nasledrgmetenim
bunééné Zivotnosti na mitokovém cytometru (viz kapitola 3.2.8). AZA byfipraven jako
cerstvy roztok rozpushim 25 mg prasku v 10 ml sterilni destilované vadyasleda pridan

v prislusném objemu do 10 ml btimé kultury tak, aby jeho vysledna koncentrace wkel
dosahla hodnot 0,5 uM, 1 pM, 2 uM, 5 uM, 10 uM n@BouM (Obrézek 7). Na zaklad
experimentu byly stanovenii subletalni vysledné koncentrace AZA - 1 uM, 2pa/6 uM,
které byly dale pouzivany proigobeni na buiEné linie, mysi c-Kit+ biiky izolované z
kostni dene a CD34+ progenitory ze vzarkkostni dené pacient s MDS. Buky byly
ovliviiovany AZA po dobuii dni, kazdych 24 hodin védch stejnych davkach (1 uM, 2 uM
nebo 5 pM). Roztok AZA bylied kazdym fidanim gipraven jakocerstvy vySe uvedenym
zpasobem. B studiu vlivu cytokiri na buiky MDS se vzdy 6 hodinipd pgidanim kazdé
davky AZA pridal k buikdm gislusny cytokin (G-SCF, GM-CSF a M-CSF) v takovém

objemu, aby jeho vysledna koncentrace v keltoyla 50 ng/ml.
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Obrazek 7. Metodicky experiment stanoveni subletalnich kotreei AZA na modelovych
burg¢nych liniich SKM-1 a OCI-M2. AZA psobil na buicné linie v fiznych koncentracich 24
hodin. Po uplynuti této doby byla 2rena apopt6za a Zivotnost Elrepisobem popsanym v kapitole
3.2.8. Jako vhodné subletélni koncentrace AZA hbadgrany 1 uM, 2 uM a 5 pM, kde bima
Zivotnost u obou linii po 24 hodinach inkubace sA#esahla 60%.

3.2.3 Izolace RNA a pepis na cDNA

Z bursené kultury bylo odebrano 2x3ax1@ burtk do 1,5 ml centrifugéni zkumavky a
centrifugovano p pokojové teplot 5 minut na 2200 otdmin. Peleta buk byla
resuspendovana v 500 ul PBS &topentrifugovana ip pokojové teplat 5 minut na 2200
ota’./min. Peleta bu¥k byla lyzovana v 400 ul RiboZolu a ponechana 10unna pokojové
teplo€. K burg¢nému lyzatu bylo fidano 60 pl pedchlazeného chloroformu, promichano na
michace vortex po dobu 15 sekund a centrifugovafi@pkojové teplot 10 minut na 14000
ota’./min. Po centrifugaci byla horni vodna fazeemesena do nové 1,5 ml centrifaga
zkumavky, spojena s chloroformem v objemu 1:1 arpicbana a centrifugovana stéjjako

v piedchozim kroku. Svrchni vodna faze bylgermesena do nové 1,5 ml centriftiga
zkumavky a byl k ni fiddn 1 pl linear acrylamide a isopropylalkohol yesbu 1:1. RNA
byla uchovana v izopropylakoholdgs noc p teplo& -20°C a druhy den vyprecipitovana
centrifugaci pi 4°C 40 minut pi maximalnich otékach. RNA peleta byla promyta 500 pl
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75% ethanolu, centrifugované g°C 10 minut pi maximalnich otékach a naslednzbavena
zbytki ethanolu (jeho odpanim) a rozpusha ve 30 ul destilované vody. Kvalita (integrita)
RNA byla owiena na fistroji Bioanalyzer 2100 podle navodu udavanéhookgem.

Koncentrace gistota RNA byla stanovena néigtroji Spectrophotometer ND-1000.

Z RNA izolované z modelovych bagnych linii pro MDS byl odebran 1 pg do 20 uL
celkového objemu jedné reakce niegs do cDNA pomoci iScript cDNA Synthesis Kit.
Reverzni transkripce prébla na pistroji Mastercycler Gradient ¥¢hto krocich: 1) T=25°C,
5 minut; 2) T=42°C, 30 minut; 3) T=85°C, 5 minuj; B=4°C, 5 minut. RRpsana cDNA byla

naredtna vodou do konmého objemu 50 pl a uchovana na -20°C k dalSimdifiou

Z RNA izolované ze vzork ziskanych od pacieints MDS a z mysSich c-Kit+ bwk kostni
dierg byl odebran 1 pug do 20 pl celkové reakce repis do cDNA pomoci High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kitu se specifickymirpery. Reverzni transkripce pridila na
pristroji Mastercycler Gradient ¥¢hto krocich: 1) T=25°C, 10 minut; 2) T=37°C, 120at;
3) T=85°C, 5 minut; 4) T=4°C, 5 minutiépsana cDNA byla itad¢na vodou do korimeho

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

3.2.4 Kvantitativni PCR v realnémé¢ase (gPCR) a vyhodnoceni RNA exprese

PCR reakce byla nejprveipravena odélen¢ ve dvou druzich s#si: v cDNA-sngsich pro
kazdy jednotlivy vorek a primer-sfsich pro kazdy jednotlivy gen, jehoZz exprese byla
studovana. Naslednbyly tyto reakni sn&si postupd napipetovany opakovaci pipetou na
destEku o 384 jamkach tak, aby do kazdé jamky byla retpygdna kombinace z jedné cDNA
smesi (a 4 pl) a z jedné primer 81 (a 4 pl). Celkovy objem PCR reakce na jednu jatmi
8 pl. Kazda PCR reakce (unikatni kombinace cDNA:sSma primer srési) byla v daném
experimentu napipetovana jako duplikat.
SloZeni PCR reakce s hydrolgnémi sondami (pro jednu jamku):

1) cDNA sms: TagMan Universal master Mix 1l 2 ul; voda 1,5 ¢DNA 0,5 pl

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

hydrolyzani sonda Roche 0,1 pul

SloZeni PCR reakce s barvivem SYBR (pro jednu jgmku

1) cDNA snes: Fast SYBR Green master Mix 2 ul; voda 1,5 pIN&D»,5 pl

2) primer sngs: Fast SYBR Green master Mix 2 ul; voda 1,7 pimpr 0,3 pl
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gPCR probhla na pistroji 7900HT Fast Real-time PCR Systenistoj ¢etl fluorescenini
signél ve fazi polymerizace fimasedani primérna templat.

Pro PCR reakci (TagMan) jsme vytilonasledujici program: Rateini denaturace; 40 cykl
(T=95°C, 15 sekund; T=60°C; 1 minuta).

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

PCR byla vyhodnocena tak, Ze Godnoty (hodnota PCR cyklu, kdy ampliftka kiivka
piekradi prahovou hodnotu fluoresaariho signalu umighou do faze exponencialnihistu
kopii PCR produktu) pro specificky PCR produkt/d€hisped byly odeteny od CT hodnot
pro @islusny normalizéni gen (Gnorm). Relativni hodnota exprese mRNA byla vymma
jako pimér hodnot Z“Tnorm“Tsped v duplikatu pro kaZzdy vzorek sdenim standardni
chyby nefeni. Hodnoty byly vyneseny do géah statisticky analyzovany. Pro analyzu byl
pouzit také Studefiv t-test. V programu TIGR MultiExperimentViewer 40Q byly
vytvoieny tepelné mapy” ilustrujici zémy genové exprese, sptany K-ptiméry a
provedena hierarchicka shlukova analyza expregiifiia vybranych get podle algoritmu:
1) shluky gen; 2) patet shluki = 1; 3) maximalni p&et opakovani = 50; 4) genovy strom; 5)
vzdalenost shlukdané Pearsonovou korelaci/absolutni vzdalenost.

3.2.5 Fenos proteinu a inkubace s protilatkou (Western Bltt)

Z burséné kultury bylo odebrano 3xi0bursk do 1,5 ml centrifugsni zkumavky a
centrifugovano p pokojové teplat 5 minut na 2200 ot&dmin. Peleta butk byla promyta
v 500 ul PBS a aft centrifugovana o pokojové teplot 5 minut na 2200 otémin. Peleta
burgk byla lyzovana ve 200 pl RIPA ly&aim pufru na ledu po dobu 12 minutcsse 3, 6, 9
a 12 minut lyzace byl lyzat promichan 15#irnena miché&ce vortex. Lyzat byl dale sonikovan
na istroji Digital sonifier M500 umighém v mistnosti s teplotou 4-6°C. Cela sotika
procedura zahrnovala 3 cykly po 1 sekéisdnikace se d¥na tisekundovymi pestavkami.
Amplituda sonik&niho ostnu byla 50%. Ihned po skeni sonikace byl lyzat umést na 10
minut na led. Pomoci Bradford Reagent byla staneyaoteinova absorbance v Baném
lyzatu. Jako normalizai kontrola byl pouzit 1 pl RIPA lyzaiho pufru + 99 pl Bradfordu,
vzorek byl ngfen jako 1 pl lyzatu + 99 ul Bradfordu. Absorbanggabméiena v 8,5 mm
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kyvetach na fistroji Biophotometr. Pomoci kalibfai kiivky sestrojené na zakladedici

fady BSA byla vypoitdna koncentrace protéive vzorcich.

RIPA lyzat v objemu odpovidajici 20 ng proteinu pyidan k 6 pl NuPAGE LDS Sample
Buffer (4x), 2 ul denatutmiho cinidla DTT a dopl&n do 24 pl pomoci NUPAGE MOPS
SDS Running Buffer (1x). Protein byl denaturovdn7@C po dobu 10 minut a néslédn
nanesen na NUPAGE 10% Bis-Tris Gel usrigt do elektroforetické aparatury nagte
NuPAGE MOPS SDS Running Bufferem. Vzorky byla namgsdo jamek a analyzovany
elektroforeticky (150 V, 125 mA, 90 minut). Gel bylynadan z pouzdra, umdst do
aparatury pedem pipravenych elektrod iBlot Gel Transfer Stacks i@kpyt membranou
z materidlu PVDF. Aparatura byla ungish v fenosovém fstroji iBlot Gel Transfer
System. Renos probhl podle programu P2 suchym tgobem 7 minut. Membrana
s prenesenymi proteiny bylai@d inkubaci s primarni protilatkou blokovana 45 uhin 7,5%
odtwnéném miléku v PBS sifWlavkem 0,1% Tween 20. Inkubace membrany s primarni
protilatkou Anti-PU.1 rabbit polyk. [T-21]i¢dna 1:600 v 7,5% odtméném mléku v PBS

s pridavkem 0,1% Tween 20 ) pr&ila pes noc p 4°C na vykyvné platforha pokr&ovala
45 minut na téze platforénpri pokojové teplat. Po inkubaci byla membrana promyta 3x20
minut v nadbytku PBS + 0,1% Tween 20. Inkubace edaursdarni protilatkou Anti-Rabbit
IgG konjugovanou s HRPigdna 1:4000) pro¢hla 60 minut na vykyvné platformpri
pokojové teplat. Po inkubaci byla membrana promyta 3x20 minut dytku PBS + 0,1%
Tween 20. Po promyti bylo na membranisgbeno luminolem podle navodu vyrobce ECL
Plus Western Blotting Detection System. Specifipkd@einové prouzky PU.1 byly viznych
expozénich dobach zobrazeny na filmy CL-XPosure Film. kantrole naneseni stejného
mnoZstvi proteinu ve vSech vzorcich poslouzila ifgi@ Anti-Actin —HRP konj. [I-19]
(Feckna 1:2000).

3.2.6 Chromatinova imunoprecipitace

Z burséné kultury bylo odebrano 5xi®urtk a zpracovano #sobem popsanym v odborné
literature (Burda et al., 2009).fPimunoprecipitaci byly pouzity protilatky Anti-H38acetyl
(2 pl na jeden vzorek IP), Anti-Histone H3K9trimgthAnti-Histone H3 trimethyl K4 a
kontrolni protilatka Normal Rabbit IgG (5 ul na ggdvzorek IP). DNA z imunoprecipitat
byla zméiena pomoci PCR v namnoZenych Usecich nachazejisechnad mistem

transkrigniho p@&atku genu PU.1 (-17,5 az -9,7 kb nad transkiiim paatkem). Tyto
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namnoZzené useky odpovidaji oblastem -14/-15kb my§RE a jeho okoli (h -17,5 kb, -16,6
kb a -15,9 kb); -12 kb pozitivni regdlsi oblasti (h -13,4 kb); -10 kb pozitivni regthé
oblasti (h -11,0 kb) a -8 kb pozitivni regéé oblasti (h -9,7 kb). Byly pouZity i primery
namnoZujici DNA dalSich evalo¢ konzervativnich Usek(-15,62 kb, -15,28 kb a -14,36 kb).
Useky amplikoi pro PCR jsou anotovany v UCSC (Obrazek 8). Prinpenyzité v PCR a
standardni #vky pro PCR reakce €mito primery jsou uvedeny vySe (Tabulka 10 a Tabaulk
11). Ritomnost epigeneticky vyznamnych modifikaci histom chromatinu (,procento
inputu®) je definovana jako get kopii specifického useku DNA v kazdém imunogréatu
vztaZzena k pt&iu kopii téhoz Useku v inputu pouZzitém pro imunofpitaci viedni 1:100
(1% input DNA). Od hodnot ,nabohaceni* (procentputu) ziskanych imunoprecipitaci se
specifickou protilatkou byla odeena hodnota ,nabohaceni“ (procenta inputu) pratriodmi,

nespecifickou protilatku.
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Obrazek 8 Genovy lokus PU.1 (nad mistem transéniino p@atku) jako snimek programu UCSC
browser. Obrazek ukazuje miru eviiitho zakonzervovani &itych Uselkt DNA nazn&ujici jejich
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vyznam pro regulaci genové exprese. Zakonzervoy@ngji'ovano srovnanim sekvenci DNA
raznych savé (makak, mys, pes, slon, diee). Sipkami jsou nazgany pozice UseéknamnoZenych
PCR udavané v kbied mistem transkrimiho p@atku PU.1, modrozeleny box nad schématem udavéa
pribliznou pozici oblasti URE.

3.2.7 Priatokova cytometrie

Z bursené kultury bylo odebrano 5x1®unsk do kyvety ugené pro pitokovy cytometr BD
FACS Aria llu (umoauje #idéni burek podle antigenu), nebo BD FACS Canto I, d@épio
do objemu 4 ml sterilnim PBS a centrifugovario 4§C 5 minut na 1490 otdmin. Peleta
burgk byla promyta ve 2 ml PBS a é&pcentrifugovana i 4°C 5 minut na 1490 otdmin. Po
centrifugaci byla peleta ponechana ve zbytkovénerahjPBS cca 100 pl. Alternati&yly
buiky urcené na réeni apoptozy/zivotnosti promyty ve 2 ml (1x) Annex¥ vazebného

pufru.

Ve zbytkovém objemu 100 ul PBS bylyiky progenitofi ziskanych od pacieints MDS
inkubovany s protilatkami PE-anti-human CD34 [584) ul protilatky/vzorek) a/nebo FITC-
anti-mouse CD11b [M1/70] (0,5 ul protilatky/vzorek)buiky modelovych bu&nych linii
MDS s protilatkou APC-anti-human CD11b [ICRF44]bna vzorek) po dobu 30 minut na
ledu a ve tma. Nasled# byly buiky promyty ve 2 ml PBS centrifugacfipt°C 5 minut na
1490 oté&./min. K pelet burgk bylo napipetovano 300 ul PBS arly byly zméfeny na
expresi povrchovych antigéma pfitokovém cytometru BD FACS Canto Il nebo BD FACS
Aria llu. Na BD FACS Aria llu byla alternati¢npozitivni populace vytdéna do zvlag

k tomu ugené kyvety s PBS. Experiment byigraven na zaklagdzmeieni autofluorescence
nezngenych bulk. Pred neienim olkkma protilatkami zarowve v jedné kyvet byla na
zaklad mereni exprese kazdého flouroforu (PE, FITC) samostatjednotlivych kyvetach
provedena kompenzace sighaNVyhodnoceni r&eni bylo provedeno vramci prosti
programu FACSDiva Software v.6.1.3. Pouzity bylymwKce ,Biexponential display” pro
zobrazeni exprese povrchovych antigenwnitt bodoveho grafu a funkce ,Polygon gate” pro

separaci bustnych populaci witého fenotypu.

Pfi méteni apoptdzy a Zivotnosti békse butky po promyti ve 2 ml Annexin V vazebného
pufru ponechaly ve zbytkovém objemu cca 100 pleke byl piidan Annexin V-FITC (0,6
pl/vzorek) a biky byly inkubovany po dobu 20 minut na ledu a ve.tiNasled® bylo

k bunkam napipetovdno 300 pl PBS a bezpexhtt pired zapoetim nereni kazdého
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jednotlivého vzorku na jtokovém cytometru BD FACS Canto Il se &nmu idalo 0,5 pl
z alikvot na'edéného zasobniho roztoku Propidium jodidu (1 mg/ihodnoceni rdeni
bylo provedeno v rdmci prasdi programu FACSDiva software v.6.1.3. PouZityyldyinkce
.Biexponential display” pro zobrazeni exprese ftgfdserinu (znamkyasné apoptoézy, na
ktery se anexin specificky vaze) a signal Propidjadidu vazaného na DNA mrtvych btk
uvnitt bodového grafu. Pro separaci Bémych populaci witého fenotypu byly pouzity
funkce ,Polygon gate* a ,Quadrant gate*.

3.2.8 Analyza metylace DNA

Z modelovych bu&nych linii pro MDS a CD34+ progenitorovych hiknziskanych od
pacienfi s MDS byla pomoci komeéniho kitu DNEasy Blood and Tissue Kit izolovana
genomickd DNA. DNA (250 ng rozpusiych ve 20 ul vody v jedné reakci) byla dget tzv.
bisulfitickou konverzi (deaminaci nemetylovanychosyni na uracily bisulfitem sodnym)
podle nadvodu vyrobce EpiTect Bisulfite Kit. Spedky produkt DNA pokryvajici CpG
ostrivky oblasti URE o velikosti 404 bp (Obrazek 6) bgimnozen pomoci PCR.

SloZeni PCR reakce: DNA 3 pl; LA PCR Buffer Il (Mglus) (1x) 4 pl; dNTPs 4 pl; DMSO
0,5 ul; 1,2 pl 20 mM sis primefi PU.1-URE-F a PU.1-URE-R; 0,25 ul polymerazy
TaKaRa LA Tag™ HS; 27 pl 4O.

Pro PCR reakci jsme vytwti nasledujici program: 1) T=98°C, 1 minuta; 2) 95°C, 3
minuty; 3) 35 cykli - (T=95°C , 40 sekund; T=60°C, 40 sekund; T=7246,sekund); 4)
T=72°C, 10 sekund; 5) T=4°C, 5 minut. NamnozZeny P@Bdukt byl velikostd owien
pomoci DNA elektroforézy na 1,5% agarosovém gelMADbyla izolovana z gelu pomoci
QIAquick Gel Extraction Kit dle ndvodu vyrobce. Keantrace &istota DNA byla stanovena
na g@istroji Spectrophotometer ND-1000. 200 ng DNA byigovano do 1 pl vektoru
pCR®2.1-TOPQ podle navodu vyrobce. Ligace pibita pi 25°C 1 hodinu. Nasledndoslo
k transformaci do bakterii One Shot TOP 10 (pouz##a lig&ni snts v objemu 6 pl).
Bakterie Zistala stat 30 minut na ledu, pbibtepelny Sok 42°C 30 sekund, ity byly opst
umisgny 5 minut na ledu a nasletimkubovany ve 250 ul SOC média 2 hodiy3¥ °C ve
trepace @ 180 ot&kach/minutu. Bakterie byla vyseta na agarové plotrapustné
ampicilinem (1:1000); X-GAL (40 pl na plotnu) a IB8T(20 pl na plotnu) — vSéerstw
pripraveno. Plotny byly inkubovanygs noc g 37°C. V ptiméru 10 bile zbarvenych kolonii
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bylo prepichnuto Sgkami o objemu 200 ul na novou plotnu a zbytek hakize Spiky byl
ponden do PCR reakci na &eni spravnosti klonovaného Useku DNA (404 bp).
Z pozitivnich, PCR-o&tenych kolonii byla izolovana DNA pomoci Zyppy Plagriviniprep
Kitu dle navodu vyrobce. DNA (100 ng DNA rozptrsé ve vod; 0,4 ul primeru PU.1-URE-

F a doplgno vodou do 15 pl) byla nasledosekvenovana nariptroji Genetic Analyzer
3500. Ovteni sekvence a vypet procenta metylovanych CpG dstkii na DNA prokhlo
pomoci programu Chromas 2.33.
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4. VYSLEDKY

4.1 Exprese genu PU.1 v progenitorech ziskanych z paoi& s MDS.
Vztah exprese PU.1 k odpoidi pacienti na I&bu AZA a k metylaci DNA
v oblasti URE

Hladina transkripniho faktoru PU.1 je dady hematologickych malignit snizena. Upkié
vyrazné (o 80%) pott@ni exprese tohoto genu v déEpkrvetvorlE je asociované s AML.
Polozil jsem si proto otazku, zda se r&&progenitory ziskané z pacién¥iDS budou oproti
bunkam se zdravych kontrol vyzémvat snizenou expresi PU.1. MDS je onengaén
vyznaujici se mimeadré vysokou variabilitou svého fib¢hu, prognézy a odp@édi na
Iécbu. Soustedili jsme se proto na soubor paciestMDS s vySSim rizikem (&dni-2/vysokeé
riziko podle IPSS), fipadré s transformaci MDS do AML. U souborgchto 44 pacierit
(bunky byly ziskany v 54 nezavislych vzorcich) jsmenstali fadu klinickych ddaj vcetng
reakce pacieidtna l&bu AZA (Tabulka 6). Ritokovou cytometrii jsme izolovali populaci
progenitorovych, CD34+ bk z kostni derg pacieni, zmefili v nich expresi PU.1 na arovni
MRNA a srovnali ji s expresi v CD34+iikéch od zdravych daic Zjistili jsme, Ze piimérna
exprese PU.1 v souboru paciestMDS (N=54) byla prakticky shodna sip&rnou expresi
PU.1 v souboru kontrol (N=5). Ve srovnani se zdmavyarci je vSak Urowve exprese
transkriptu PU.1 mRNA u MDS paciéndistribuovana vyraznheterogen& (Vysledkovy
obrazek 1A). Hladiny geh na které byla exprese PU.1 normalizovdna (HPRGARDH),
takovou fluktuaci nevykazovaly. Déle jsme &iti hladinu exprese mRNA transkriptu PU.1
v modelovych bu&nych systémech pro MDS —iiltach OCI-M2 a SKM-1 a zjistili jsme, Ze
hladina PU.1 vd&chto buikach je nizSi nez hodnotatpnéru pro kontrolni CD34+ hiky
(Vysledkovy obrazek 1A).

Zajimalo nas, zda hladina PU.1 u padierstvysSim rizikem MDS ma ¢jaky vztah
k odpowdi téchto pacient na I&bu AZA. Proto jsme ze souboru pacientskych vitankorali
17 vzorki pacienti s vySSim rizikem MDS (&dni-2/vysoké riziko podle IPSS) a MDS/AML
lécenych AZA, ktéi jiz zenteli (Tabulka 5) Podle vySe exprese PU.lex vivoizolovanych

CD34+ progenitorech pacieéns MDS jsme pacienty rozlili do dvou odliSnych skupin — na
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skupinu s nizkou expresi PU.1 (hodnota exprese byldi nez pimér minus standardni
chyba pro kontrolni CD34+ lilty; N=9) a skupinu zbyvajicich paciéntykazujicich podle
tohoto rozdleni stedni/vysokou expresi PU.1 (N=8)eBtoze celkovy pet pacieni v obou
skupinach byl porrné nizky, zaznamenali jsme vyznamny trendémam k delSimu feziti

pii 1écbé AZA ve skupiré pacientt se stedni nebo vysokou urovni exprese PU.1. Median
pireziti @i l1écbé AZA ¢inil ve skupirg pacient s nizkou hladinou PU.1 necelé 4site,
zatimco ve skupth pacientt se stedni a vysokou hladinou PU.1 doséhl zhruba ZS8iadh
(Vysledkovy obrazek 1B). Vyznamny pozit&rkorela&ni trend mezi expresi PU.1 ve
vzorcich pacierit s MDS a délkou jejich #gziti na AZA byl zaznamenan nejen pro celé

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

Mechanismus rozhodujici o snizeni exprese PU.1 SNbgenitorech byl dale studovan ve
smysluzjiséni miry DNA metylace v oblasti URE (19 CpG dstki ~- 17 kb oblast, Obrazek
6) v buikach OCI-M2. Tato buitnd linie gedstavuje transformaci MDS s vysokym rizikem
do AML M6. Hladina exprese mRNA transkriptu PU.Dbwuikach OCI-M2 se pohybuje na
spodni arovni v ramci nami definované skupiny dumpacient s MDS s nizkou hladinou
PU.1 (Vysledkovy obrazek 1A). Oblast URE wikach OCI-M2 je sild metylovana

s maximem metylace na CpG da@sirich 3-5 a 13-16 (Dopljici vysledkovy obrazek 2). Tyto
CpG ostfivky sousedi svazebnymi misty pro PU.1 a AML1, &t¢gsou nezbytna pro

regulani (auto)stimulaci exprese PU.1.

PolozZili jsme si otdzku, zda Ize Uravemetylace DNA v URE snizZit pomoci DNMTI.
Pasobili jsme proto na hiky OCI-M2 AZA v koncentraci 5 pM (viz Material a nualy,
kapitola 3.2.2). AZA zpsobil pokles DNA metylace v oblasti URE (Vysledkoweprazek
1C). V oblasti AML1 a PU.1 vazebnych mistlmpasobeni AZA v gkterych gipadech na
demetyalci pouzeéasté&ny inek (CpG ostivek 14 a 18), zatimco jiné CpG astky (12,
13, 15, 16 a 19%thto vazebnych regidgrjsou po fisobeni AZA vyznam&idemetylované.

Na zaklad vysledki ziskanych experimentem nariéach OCI-M2 jsme si poloZili otazku,
zda urove exprese PU.1 v hikdach CD34+ progenitér ziskanych od pacieints MDS
odpovidaji arovni metylace DNA v oblasti URE @ch samych pacie@f. Analyza vzork
progenitofi pacientt s MDS, kde se podido zméiit Urovar metylace DNA (N=9; z toho 5 ze
skupiny s nizkou expresi PU.1 a 4 ze skupiny sdst/vysokou expresi PU.1), neukazala

Zzadnou korelaci mezi urovni metylace vSech 19-6G@sthavki a expresi PU.1 (Dojljici

61



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

NasSe vysledky ukazuji, ze pacienti s MDS s vyS3aikam, kteéi vykazuji nizkou expresi
PU.1, maji vyznamnkratSi median fgziti na 1€bé AZA. Vysledky rovréz ukazuji, Ze nizké
hladiny PU.1 transkriptu v modelu btknOCI-M2 jsou asociovany s vysokym stépmDNA

metylace v oblasti URE, jeZ jéipobenim AZA vyznamhpotlatena. Mezi metylaci DNA na

urcitych CpG ostiivcich v oblasti URE a expresi PU.1 existuje treadativni korelace.
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Vysledkovy obradzek 1 (A) Exprese mRNA transkriptu PU.1 ve figenych CD34+
progenitorech ze vzotkpacient s MDS. Tmava kokka predstavuji znsrené hodnoty PU.1
exprese v bikach zdravych dafc (kontroly) — panel vpravo, a paciéns vysSSim rizikem
(stredni-2/vysoké riziko podle IPSS) MDS. Udaje jsounmalizovany na gimér exprese
gemi HPRT1 a GAPDH a vztaZeny kipnéru exprese v hikach kontrol. Sipky ukazuji na
bila kol&ka ozawujici expresi PU.1 v modelovych bigmych liniich pro MDS — OCI-M2 a
SKM-1. Osa y je zobrazena v log2iitku. Vzorky pacient s nizkou hladinou PU.1 jsou
zahrnuty do ramiku z preruSovanychiar. (B) Median geziti pacieni s MDS (v ngsicich) na
lécb¢ AZA. Mediany byly stanoveny pro dvskupiny pacierit se stedni/vysokou expresi
PU.1 (N=8) a s nizkou expresi PU.1 (N=9). V rékuegje zobrazen vztah mezi délkotepiti
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pacienta pi lécbé AZA a hladinou PU.1 expres€C) Analyza DNA metylace v regulai
oblasti URE genu PU.1 v Bkach OCI-M2. Analyza zachycuje stav metylace naCp@
ostrivcich ged (bilé ¢tverce) a po fisobeni AZA (5 UM po 72 hodin, tmavéverce).
Trojuhelniky pod osou X jsou vyzti@ana vazebna mista transkmich faktofi PU.1 a AML1.
Zvyrazreny jsou CpG osfivky 3-6 a 13-16, kde byladpodni Uroen DNA metylace
nejvyssi.(D) Korelani analyza mezi fimérnou DNA metylaci na CpG osircich 13-16

v oblasti URE a pimérnou expresi PU.1 v souboru pacinetMDS s vy3$Sim rizikem (N=9).
Primérnd PU.1 exprese je vyzfena na ose X, metylace DNA na CpG 13-16 na ose Y,

jednotlivé vzorky jsou vyzrigny jako tmava kotika.
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4.2 Vliv AZA na expresi PU.1 v modelovych bukach pro MDS. Vliv
AZA na bunéénou diferenciaci, apoptdzu a proliferaci

Zjistili jsme, Ze existuje negativni korelace memiovni metylace CpG osivka 13-16
v oblasti URE a hladinou exprese PU.1 a #sopeni AZA sniZuje metylaci v oblasti URE
v modelové bu&né linii OCI-M2. PolozZil jsem si otazku, zda maispbeni AZA na
modelové bu&neé linie réjaky piimy efekt na expresi PU.1. Zjistili jsme, Zéspbeni AZA
vede ke zvySeni exprese PU.1 wkéch OCI-M2 a SKM-1 na Urovni mRNA transkiipt
v zavislosti na davce (Vysledkovy obrazek 2A). Dime zjistili, Ze jpsobeni AZA vede
ke zvySeni exprese PU.1 vilikhch OCI-M2 a SKM-1 i na udrovni proteinu (Vysledkov
obrazek 2B). Bsobeni AZA navic vede k zapnuti transknfho programu cilovych gén
PU.1 s viditelnym zvySenim exprese CSF1R (Colomdating factor 1 receptor), CSF3R
(Colony stimulating factor 3 receptor - granulogyteGR?2 (Early growth response 2), FOS
(FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolod)lP8l (Matrix metallopeptidase 9),
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) a wnd@mé linii OCI-M2 i genu MPO
(Myeloperoxidase) na urovni mRNA (Vysledkovy obré2c).

Zajimalo nas dale, zda je indukce transkmipo programu PU.1 Agobena AZA dostaijici
pro navozeni diferenciace na arovni BEmého fenotypu. VyuZzili jsme proto analyzu
metodou piitokové cytometrie s protilatkou proti antigenu noyehi (monocytaré
granulocytarni) diferenciace CD11b. Zjistili jsmge AZA vyznamnym zfisobem indukuje
proteinovou expresi CD11b v tkch OCI-M2 i SKM-1 (tabulka ve Vysledkovém obrazku
2A).

U burgk OCI-M2 a SKM-1 jsme dale provedli analyzu VvIMZA na proliferaci podle
zmeny parametru piu burek v kulture véase fisobeni AZA. Zjistili jsme, Ze nejpozfl po
druhém dni fgisobeni AZA na modelové b&mé linie pro MDS dochéazi k absolutnimu
snizeni potu burek v kulture. U linie OCI-M2 dosahlo toto snizenigho burek v kulture po

3 dnech psobeni AZA zhruba 50-60%. U linie SKM-1 dosahloot@nizeni p&tu burek

v kultuie po 3 dnechisobeni AZA v zavislosti na davce zhruba 60 (1 uMAAZ 80% (5
UM AZA) (Vysledkovy obrazek 2D).
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Rozhodli jsme se rowi stanovit pomoci fitokové cytometrie na liniich OCI-M2 a SKM-1
piipadnou indukci apoptdzy vlivem AZA. Zjistili jsme&e msobeni AZA (viz Materiél a
metody, kapitola 3.2.2) navozujec¢itou apoptézu v hitkdch OCI-M2 i SKM-1 v rozsahu
maximalre 25% burk v kulture. Zatimco u butk SKM-1 byl rozsah indukce apoptozy
zavisly na pouzité koncentraci AZA, u hikn OCI-M2 se fisobenim AZA viiznych
koncentracich rozsah apoptézy riam Celko¥ vSak AZA v pouzitych koncentracich 1 a 5
MM nezmisobuje ani u jedné z modelovych linii vyznasjshindukci apoptozy (Vysledkovy
obrazek 2D).

Zjistili jsme, Ze vlivem AZA dochazi k vyznamné iblti bunééné proliferace a poamné
nizké indukci apoptdzy. PoloZili jsme si otazkakym potencialnim molekuldrnim
mechanismem fize AZA resp. zvySeni exprese PU.1 vést k zastaanicného dleni.
Zmeiili jsme expresi mMRNA transkriptu CDKN1A (Cyclin-dendent kinase inhibitor 1A;
p21), ktery-funguje jako tumor-potlajici gen schopny vienych fazich zastavit bgény
cyklus. Zjistili jsme, Ze exprese p21 se psqbeni AZA zvysi v bitkdch OCI-M2 vice nez
Sestkrat a v hikach SKM-1 bezmala o 100% (Ddpijici vysledkovy obrazek 7).

NasSe vysledky ukazuji, Zze AZA indukuje expresi PM.hodelovych bu&nych liniich pro
MDS (OCI-M2 a SKM-1) a zapina PU.1 cilové geny noyehi diferenciace. #sobeni AZA
rovréz v buikach OCI-M2 a SKM-1 vyvolava zastaveni proliferagev mensi nie i

apoptozu.
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Vysledkovy obrazek 2(A) Exprese mRNA transkriptu PU.1 viikdch OCI-M2 (vlevo) a
SKM-1 (vpravo) v odpoddi na izné koncentrace AZA (neindukovanénky,1 uM, 2 uM a
5 UM AZA v kong&né koncentraci pro liky OCI-M2; neindukované hiky,1 uM a 5 pM
AZA v konetné koncentraci pro lilky SKM-1; AZA pusobil ve tech davkach po dobu 72
hodin). Vysledky jsou normalizovany naipwr exprese ganHPRT1 a GAPDH. Procento
burgk exprimujicich pan-myelodini znak CD11b (v tabulped grafy) bylo zréeno
pratokovou cytometrii 120 hodin poftidani prvni davky AZA. Chybové G&key u
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jednotlivych sloupté zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesdévwexperimenty(B)
Prenos proteinu a inkubace s protilatkou proti PUddtékujici specificky prouzek proteinu o
velikosti 37 kDa) v neindukovanych tkach linii OCI-M2 a SKM-1 a v hikach stejnych
linii ovlivnénych pisobenim 5 uM AZA. (AZA psobil ve tech davkach po dobu 72 hodin).
(C) Exprese mRNA transkriptcilovych gei PU.1 v modelovych bugnych liniich pro
MDS — OCI-M2 a SKM-1 — zobrazena v poddtv. tepelné mapy. Exrese je normalizovana
na hodnotu 0 pro neindukovanénky a jeji znéna po fsobeni AZA je vyjatena jako In
takto normalizovanych hodnot (AZA v koncentraci M pasobil ve tech davkach 72 hodin).
(D) Paet burgk v kulture burgk OCI-M2 (vlevo) a SKM-1 (vpravo) vase fisobeni AZA

v koncentracich 1 a 5 uM (pet burgk je zobrazen na ose y jako p&mpcctu burek
ovlivnénych a neovlivéinych AZA v danémcase). Koléové grafy zobrazuji velikost
neapoptizujicich (Seda barvaasré apoptotickychderna barva) a pozdrapoptotickych (bila
barva) populaci butk OCI-M2 a SKM-1 (zobrazeno paipobeni AZA v koncentracich 1 a 5
KM).
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4.3 Vliv cytokina stimulujicich rast myeloidnich burgk na G¢inek AZA v
modelovych buréénych liniich pro MDS a mechanismy fisobeni cytokini

na arovni chromatinu v regulaénich oblastech genu PU.1

Predchozi studie ukazala, Ze G-CSF, cytokin stimeilufist granulocyd, potencuje zvyseni
hladiny PU.1 a myeloidni diferenciaci v normalniicskych CD34+ progenitorech (Hu et al.,
2010). Polozil jsem si proto otazku, zda tato siéuplati i v modelovych bignych liniich
pro MDS. PouZili jsme hiky OCI-M2, gi¢emZ kron¢ G-CSF jsme testovali také&ipadny
pro-diferencigni &inek cytokini M-CSF a GM-CSF (Material a metody, kapitola 3.2.2)
Cilem experimentu bylo ait, zda specifické stadium bé&ného cyklu MDS progenitér

muze vykazovatiznou citlivost k dinkam vyvolanym fiznymi cytokiny.

Zjistili jsme, Ze vSechny cytokiny (G-CSF, M-CSFGM-CSF) vyraza zvysSuji demetyléni
acinek AZA (v koncentraci 5 uM) v oblasti URE biknOCI-M2 (Dophujici vysledkovy
obrazek 2). Déle jsme zjistili, Zze cytokiny M-CSFGM-CSF potencuji v hikach OCI-M2
ucinek AZA pri zvySeni exprese mRNA transkiippro PU.1 a jeho cilovy gen EGR2
(Vysledkovy obrazek 3A).

Ackoliv cytokiny M-CSF a GM-CSF zvySovaly efekiigpbeni AZA na expresi PU.1 u hikn
OCI-M2, k navozeni efektivni diferenciace na &mé Urovni (demonstrované zrenim
exprese CD11b ptokovou cytometrii) doSlo pouze vikach ovlivrenych pisobenim GM-
CSF spoleéne s AZA (Vysledkovy obrazek 3B).

Prekvapivé bylo naSe zji&ti, ze misobeni G-CSF v kombinaci s AZA v higné linii OCI-
M2 spiSe inhibuje indukci exprese PU.1 a EGR2 vgmolu samotnym AZA (Vysledkovy
obradzek 3A). Kombinacetgobeni G-CSF a AZA rowi vede u bugk OCI-M2 k inhibici

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

arovni proteinu) jsme obdobrtestovali i na biikkach SKM-1, nicmé& dosazené vysledky

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

U burek OCI-M2 a SKM-1 jsme dale provedli analyzu vlieytokind G-CSF, M-CSF a
GM-CSF v kombinaci s AZA na proliferaci podle &my parametru p&u burek v kultuie

v ¢ase fsobeni cytokinu + AZA. Zjistili jsme, Ze tpobeni jednotlivych cytokin

v kombinaci s AZA ma na vyvoj parametrudmw burék v kulture prakticky totozny efekt,
resp. Ze pisobeni cytokin prakticky nijak neovliviuje (inek AZA pii zastaveni buftného

déleni (Vysledkovy obrazek 3C). Ro¥h Urover apoptézy se ip srovnani mezi btkami

OCI-M2 a SKM-1 ovlivienymi pisobenim AZA nebo isobenim AZA v kombinaci
s jednotlivymi, vySe uvedenymi cytokiny vyzna#gmeliSila (Vysledkovy obrazek 3C).

Abychom pochopili komplexni dopady, které migspbeni AZA v kombinaci s cytokiny na
epigeneticky stav chromatinu v oblasti URE, prove@ime metodou chromatinové
imunoprecipitace detailni analyzu z&enou na histonové modifikace v této oblasti. Jako
model jsme nyni pouzili pouze tiky OCI-M2. Divodem bylo to, Ze vysledky na nich
dosazené nas vedly k j@&gsi predsta¥ o potencujicingi naopak inhibinim &inku pasobeni

jednotlivych cytokiri v kombinaci s AZA na expresi PU.1 a jeho cilovgemi.

Pouzili jsme amplikony pokryvajici URE a dalSi goaii regul&ni oblasti genu PU.1
nachazejici se fpd mistem jeho transktipiho p@&atku (Obrazek 8). ChIP analyzou
zameétenou na aktivni chromatinovou ztka — trimetylaci lysinu K4 na histonu H3
(H3K4Me3), jsme zjistili, Ze tato ztka je po fisobeni AZA nabohacena v oblasti URE.
Kombinace fisobeni AZA s GM-CSF a M-CSKipmnost histonové modifiakce H3K4Me3
v oblasti URE nijak zasadji nezmenila, zatimco kombinaceipobeni AZA s G-CSF vyskyt
této znaky v oblasti URE oproti samotnémugobeni AZA snizila (Vysledkovy obrazek 3D,
levy panel) [Pro jasfiSi prezentaci vysledkje zobrazenaiftomnost histonovych modifikaci
pouze na iech namnozZenych uUsecich DNA v oblastech -17,5;6-%6,-15,9 kb fed
transkrignim paatkem genu PU.1.rfRomnost histonovych modifikaci na vSech testovanyc

Usecich DNA je zobrazena v Ddpjicim obrazku 3].

Dale jsme se za#hli na aktivani zna&ku stavu chromatinu ve vztahu k transkripci —

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

NasSe vysledky ukazuji, Zzeagpobeni cytokifi stimulujicich fist myeloidnich kolonii na
kulturu burgk OCI-M2 ovlivrénou pisobenim AZA podtrhuje zémy, které AZA vyvolava
na urovni demetylace DNA a histonovych modifikaagiegul&nich oblastech genu PU.1 a

ovliviiuje expresi PU.1 i diferenciaci na urovni bamého fenotypu.
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Vysledkovy obrazek 3. (A)Exprese mRNA transkriptPU.1 a EGR2 v hikach OCI-M2
(vlevo) a SKM-1 (vpravo) v odp@d na AZA v koncentraci 5 pMusobiciho na hitky bud’
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samostaté nebo v kombinaci s titym cytokinem (G-CSF; GM-CSF a M-CSF) (AZA resp.
AZA v kombinaci s cytokinem {sobil ve tech davkach po dobu 72 hodin). Vysledky jsou
normalizovany na @meér exprese ganHPRT1 a GAPDH. Chybové Gdey u jednotlivych
sloupd zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nedévexperimenty(B) Procento
burgk exprimujicich pan-myelodini znak CD11b (v tabulped grafy) bylo zréeno
priatokovou cytometrii 120 hodin porigani prvni davky AZA.(C) Paiet burgk v kulture
burgk OCI-M2 (vlevo) a SKM-1 (vpravo) vase [isobeni AZA v koncentraci 5 uM
v kombinaci s ufitym cytokinem (pdet burgk je zobrazen na ose y jako pégmpoitu burek
ovlivnénych a neovlivlinych AZA v danémcase). Koléové grafy zobrazuji velikost
neapoptizujicich (Seda barvaasré apoptotickychderna barva) a pozdrapoptotickych (bila
barva) populaci butk OCI-M2 a SKM-1 (zobrazeno paipobeni AZA v koncentraci 5 uM
v kombinaci s ufitym cytokinem).(D) Analyza gitomnosti uéitych modifikaci histonu H3
asociujicich s transkripé aktivnim chromatinem (H3K4Me3; H3K9Ac) v fikach OCI-M2.
Analyza byla provedena metodou chromatinové imuepitace na fech nezavislych
usecich DNA nad mistem transkiipho p@&atku genu PU.1 (Kapitola 3.2.6). Na ose X je
charakterizovan dity druh pisobeni na hitky OCI-M2 (Zadné fisobeni, fisobeni AZA v
koncnetraci 5 uM atsobeni AZA v koncentraci 5 uM v kombinaci gitym cytokinem).
Udaj ,nabohaceni* zobrazeny na ose y ukazuje xewlfifitomnost pisludnych modifikaci
histonu H3 se zobrazenou standardni chybou g&itgomou pro dva nezavislé experimenty.
Nespecificky signal imunoprecipitace pro kazdou daou kulturu je zobrazen v podbb

prazdnych sloupc
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4.4 Odpovéd” CD34+ progenitoni ziskanych od pacieni s MDS na AZA
a stimulaci cytokinem G-CSF

Z udaji ziskanych na bu&iném modelu OCI-M2 (a SKM-1) vyplyva, ze AZAigobi jako
silny prostedek obnovujici myeloidni diferen¢ia potencial &chto burk a Ze jeho &inek

muze byt dale ovlivan pisobenim cytokid.

Na zaklad téchto vysledk jsem se rozhodl studovatigpbeni AZA a cytokidh (G-CSF)
piimo na vzorcich CD34+ progenitoziskanych od pacieints MDS se sednim-Il/vysokym
rizikem. Na&S zajem o praci nachto vzorcich se soustdil na objaséni detailnich procés
Gcinku AZA na urovni chromatinové struktury a genasérese. Dale nas zajimalcieniin
vitro odpowdi na pisobeni AZA v kombinaci se stimélaim cytokinem G-CSF (jeho vgb

pro tyto experimenty je rozebran v Diskuzi).

PouZili jsme pro tyto studie progenitorovénhky izolovanéex vivoz kostni dens pacienta
P302, 67-letého muze s MDS RAEB Il (WHO), IPSEdhi-2 riziko. Pacient sh anemii se
zavislosti na transfuzich (4 TUésic), neutropenii a nalez 10% blast kostni deni
(fenotypow charakterizovanych jako CD33+ CD34+ CD117+ HLADRDA45+). Blasty
byly detekovatelné pomoci jipkové cytometrie také v periferni krvi. Vedle vkorP302
jsme roviZz pouzili vzorek buék pacienta P301 (69-lety muz s RAEB Il) (Klinickéaje

obou pacierit viz Tabulka 6).

Pacienti resp. vzorky P302 i P301 se podle expRisd v CD34+ progenitoreciadili do
skupiny se sedni/vysokou hladinou PU.1.¢Roliv exprese PU.1 nebyla vyrazpotlatena,
CD34+ progenitory vykazovaly &ité znamky DNA metylace v oblasti URE. Pacient P302
vykazoval metylaci DNA na CpG oftrcich 2, 5, 7 a 10 (Vysledkovy obrazek 4A).
Dulezitym zjiS€nim bylo, Ze exprese mRNA transkriptu PU.1 wlkach ze vzorku P302 se
pusobenim AZA zvysila zhruba o 30%tigemz tento efekt jsme pozorovali jak v populaci
vSech izolovanych mononuklearnich Blare kostni derg, tak na phitokovym cytometrem
vytiidénych populacich CD34+ progenitor(Vysledkovy obrazek 4B). Exprese PU.1
v bunkach ze vzorku P301 se ve kigéné CD34+ populaciisobenim AZA zvysila zhruba o
10% (Dophujici vysledkovy obrazek 4). Ke zvySeni expreselPhlsobenim AZA o zhruba
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30% doslo rovéz ve vytidénych CD11b+ biskach pacienta P301 (nikoliv vSak P302), které

vykazuji vysSi stupemyeloidni diferenciace (Dojjici vysledkovy obrazek 4).

Zjistili jsme, Ze @dinek AZA na zvySeni exprese PU.1 na urovni mRNA kgsilen
pusobenim G-CSF. | tento potencujici efekt G-CSF jguororovali jak v populaci vSech
izolovanych mononuklearnich b&ln z kostni dens, tak na piitokovym cytometrem
vytiidénych populacich CD34+ progenitora CD11b+ buék vykazujicich vysSi stupe
myeloidni diferenciace (Vysledkovy obrazek 4B; Dapici vysledkovy obrazek 4). Také
exprese CSF1R, cilového genu PU.1, byla v progesulo ze vzorku pacienta P302 po
pusobeni AZA resp. AZA + G-CSF zvySena zhruba o 60%sledkovy obrazek 4C vlevo).

Zatimco misobenim samotného AZA se villidch progenitar zvysSila exprese KIT, cozZ je
znamy znak kmenovych bék inkubace progenitérs AZA v kombinaci G-CSF naopak
expresi KIT vyznamé sniZzuje (Vysledkovy obrazek 4C vpravo). Tento jewme pozorovali
rovrez u burk OCI-M2 (Vysledkovy obrazek 4D). Experimenty s ¥itim pritokové
cytometrie ukazaly, Ze po upobeni AZA v kombinaci s G-CSF doslo u vzorku
mononuklearnich buk kostni dend pochéazejicich od pacienta P302 k poklesu populace
CD34+ burk a nafistu populace CD11b+ begk (Vysledkovy obrazek 4E). ZvySenou
expresi CD11b po gsobeni AZA v kombinaci s G-CSF jsme pozorovali &vm burgk

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

Analyza proces na urovni chromatinu (pomoci metody chromatinor@unoprecipitace)
nazn&uje, Ze v oblasti URE se v CD11b+iach izolovanych z kostnireint pacient P302
a P301 po fisobeni AZA vyznamnym Zgobem mini uspdadani histonovych modifikaci:
dochazi k nabohaceni znamky transémip aktivnino chromatinu H3K9Ac (Vysledkovy
obrazek 4F vlevo, Dopuijici vysledkovy obrazek 6) a k poklesu zndmky skaipcné
utlumeného chromatinu H3K9Me3 (Vysledkovy obrazek vpravo). KEmto zmeénam
dochéazi simultanhs derepresi genu PU.1 a rozsathto znén na arovni chromatinu po
pusobeni AZA je dale zesilentugobenim G-CSF (Vysledkovy obrazek 4F, Dagpici
vysledkovy obrazek 6).

NaSe vysledky ziskané v primarnich CD34+ progeedborz kostni tkre pacient s MDS
ukazuji, Ze AZA navozuje ¥thto bukach zvySeni exprese PU.1 a jeho cilovychugen

Ucinek pisobeni AZA niize byt dale potencovangobenim cytokinu G-CSF, ktery vedle
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zesileni pro-diferenctmich efekih AZA zarover potla&uje spoudni ,kmenovych®,

pluripotentnich gein(KIT) vyvolané AZA.
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Cislo CpG ostréivku v oblasti URE PU.1 Priméma DNA  MRNAPU.A
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Vysledkovy obrazek 4. (A) Analyza DNA metylace v oblasti URE a exprese mRNA
transkriptu PU.1 v CD34+ lilkach ziskanych z pacienta s MDS (vzorek P302,diiniidaje
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viz Tabulka 6) a v bitkach OCI-M2.(B) Primarni biky pacienta s MDS (P302) izolované
ex vivo na které psobil AZA v koncentraci 1 uM nebo AZA ve stejné koetraci
v kombinaci s cytokinem G-CSF. Exprese mRNA traipiirPU.1 byla zréfena jednak ve
vSech primarnich mononuklearnichnkach izolovanych z kostniieine (bilé sloupce), tak
rovrnéz v populaci wyitidénych CD34+ progenitdér z této kostni tere (Sedé sloupce).
Chybové us&ky u jednotlivych sloupit zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesavi
experimenty. (C) Exprese mRNA transkript pro CSF1R (bilé sloupce) a KIT (tmavé
sloupce) po fisobeni AZA nebo AZA v kombinaci s cytokinem G-CSk i€D34+
progenitory izolované ze vzorku odebrané kostind pacienta P302. Chybové dkg u
jednotlivych sloupté zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nedévwexperimenty(D)
Exprese mRNA transkriptu KIT v likach OCI-M2, které byly nebo nebyly ovligmy
pusobenim AZA v koncentraci 1 pMiipadre puasobenim AZA ve stejné koncentraci
v kombianci s G-CSF. Chybové dkg u jednotlivych sloupt zobrazuji velikost standardni
chyby pro dva nezavislé experimentlg) Analyza zastoupeni populaci Bkrexprimujicich
povrchové molekuly CD34 a CD11b ve vzorku mononaidéch bugk izolovanych z kostni
dierg pacienta s MDS (P302). Analyza byla provedenanitkovém cytometru s vyuZzitim
protilatek proti CD34 a CD11b na itkach, které bdi nebyly ovlivieny pisobenim AZA,
nebo byly ovlivieny pisobenim AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-C8H.Analyza
zmeny pritomnosti modifikaci histonu H3 asociujicich s sfarpéné aktivnim chromatinem
(H3K9ACc — swtlé sloupce) nebo naopak transknp represivni strukturou chromatinu
(H3K9Me3 — tmaveé sloupce) v zavislosti nsspbeni AZA resp. AZA v kombinaci s G-CSF.
Analyza byla provedena metodou chromatinové imuecipitace na oblasti URE
(lokalizované -16,6 kbied mistem transkrimiho p@atku genu PU.1) v CD11b+ bkiach
izolovanych ze vzorku béhk kostni dené pacienta P302. Chybové dkg u jednotlivych

sloupdi zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesdéwexperimenty.
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4.5 Vyznam oblasti URE pro gisobeni AZA na hladinu exprese PU.1

VySe uvedené vysledky ve svém souhrnu ukazuji sadréd vyznam regulai oblasti URE
jako mista dje fady vzajemi provazanych epigenetickych proges jejichz disledku AZA
zvySuje expresi genu PU.1. PolozZil jsem otazku, jed@to oblast pro zvysSeni exprese PU.1
pusobenim AZA nepostradatelna, respektive zda k niy&eprese PU.1 vlivem AZA dochazi

vyhradre skrze fisobeni AZA na chromatinovou strukturu v oblasti URE

Odpowd’ na poloZzenou otazku jsme hledali za vyuZiti modellantnich mysi s deletovanou
oblasti URE {RE") (Material a metody, kapitola 3.1.15). Jak bykbdiive popsano, usthto
mySi se kuli snizeni exprese mRNA transkriptu PU.1 o 80% pyAML. Progenitory
pochazejici z kostnirdre mysi s AML byly magneticky selektovany na c-kitepulaci tak,
jak bylo jiz diive popsano (Rosenbauer et al., 2004)nkguprogenitott byly in vitro
stimulovany AZA a naslednjsme v nich zrili hladinu mRNA genu PU.1, stejnjako
hladinu mRNA gef Egr2 a Gfil (Vysledkovy obrazek 5).

Ziskané Gdaje potvrzuji, Ze hladina PU.1 v blasteet. v mysi "R&"

je zhruba ptkrat nizsi
ve srovnani s hladinou PU.1 v c-kit+ progenitoretdkanych z kostnitdn zdravé, kontrolni
mysi (bez delece URE)i€kvapivé nicmétbylo, Ze v nefitomnosti URE dosSlo po stimulaci
burgk AZA k indukci exprese PU.1 v zavislosti na davceslativie podobném pogtru jako
u progenitoli ze zdravého ziete. Rizné hladiny PU.1 se promitaly také doémy exprese

gem Egr2 a Gfil ve stejnych vzorcich (Vysledkovy ol@iéd).

NasSe vysledky ukazuji, Zeckoliv je funkéni oblast URE nezbythnutna pro zajighi
~-hormalni“ hladiny PU.1 v biice a pro manipulaci s touto ,normalni“ hladinoispbenim
AZA, neni uz nepostradatelna pro dosazeni jakénokefektu zvySeni hladiny PU.1
ptisobenim AZA na biky AML. U¢inek pisobeni AZA pi zvySeni exprese PU.1 je tedy
krom¢ URE pravépodobr zavisly i na jinych regulmich oblastech genu PU.Xipadré na
dalSich mechanismech.
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Vysledkovy obrazek 5 Exprese mRNA transkriptPU.1, Egr2 a Gfil v c-kit+ hikach
izolovanych ex-vivo z mysi s deletovanou reguniaoblasti URE (€7 swtlé sloupce)
popsanou v odborné literdtu (Rosenbauer et al., 2004) nebo z normalni, kltmysi
(tmavé sloupce). Exprese byla¢imna v biikdch neovlivinych AZA, nebo v biikach
ovlivnénych pisobenim AZA v koncnetracich 1 a 5 uM (¥ech davkach po dobu 72 hodin).
Na ose y je zobrazena 2na exprese (ZE) jako nasobek hodnoty exprese dosaZleuwkach
neovlivrenych pisobenim AZA (jejich exprese byla normalizovana odrotu = 1). Exprese
byla normalizovdna na hodnotu exprese mySiho geapd& Hodnota exprese mRNA
transkripfi vyjadrena jako nasobek exprese \ikéich neovliviinych AZA je vyzng&ena nad

kazdym sloupcem.
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4.6 Dopiujici vysledkové obrazky
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Dopliujici vysledkovy obrazek 1 Korelani analyza mezi gmérnou DNA metylaci na
raznych skupindch CpG ostrka v oblasti URE (zobrazena jakoésié sloupce s hodnotami
vyzna&enymi na ose Yy vlevo) ajmnérnou expresi mRNA transkriptu PU.1 (zobrazena jako
tmavé sloupce s hodnotami vyZeaymi na ose y vpravo) Vv souboru padinetMDS

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

vztahuji. Faktor korelace nad sloupci je uvedek&alému testovanému vztahu.
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CpG ostriivky v oblasti URE PU.1 Priméma DNA metylace (%)
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Dopliujici vysledkovy obradzek 2 Prmimérna metylace DNA na CpG o8tcich (1-19)

v oblasti URE bu#k OCI-M2. Oblasti CpG 3-6 a 13-16 jsou vyZeay z toho dvodu, ze
urover metylace vdchto oblastech je nejvySsi. By OCI-M2 byly vystaveny fisobeni
AZA v koncnetracich 1 a 5 puMjipobeni samotného G-CSkispbeni AZA v koncentracich

1 a5 puM v kombinaci s G-CSFigobeni AZA v koncentraci 5 pM v kombinaci s M-CSF a
pasobeni AZA v koncentraci 5 pM v kombinaci &spbenim GM-CSFCerné trojahelniky
pod osou x fedstavuji vazebna mista pro transémnipfaktory PU.1 a AML1 v oblasti URE.
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Dopliujici vysledkovy obrazek 3 Analyza gitomnosti modifikaci histonu H3 asociujicich
s transkrigné aktivnim chromatinem (H3K4Me3; H3K9Ac) v fikach OCI-M2. Analyza
byla provedena metodou chromatinové imunoprecipitae deviti nezavislych tusecich DNA
nad mistem transkridpiho pa&éatku genu PU.1 (Kapitola 3.2.6), které jsou popsdampse X.
Jednotlivé sloupce charakterizujicity druh pisobeni na hitky OCI-M2 (Zadné fisobeni,
pusobeni AZA v koncnetraci 5 pM auagobeni AZA v koncentraci 5 uM v kombinaci
s ukitym cytokinem). Udaj ,nabohaceni* zobrazeny na ¥sekazuje realtivni fitomnost
piislusnych modifikaci histonu H3.
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Dopliujici vysledkovy obrazek 4 Priméarni biiky pacient s MDS (P302 a P301) izolované
ex vivo na které psobil AZA v koncentraci 1 pM nebo AZA ve stejné koetraci
v kombinaci s cytokinem G-CSF. Exprese mRNA traigr PU.1 byla zréfena jednak v
populaci vytidénych CD34+ progenitdrz kostni dené pacientt (vlevo, bilé sloupce), tak i
v populaci vytidénych CD11b+ bugk z téZe kostniigné (vpravo, tmavé sloupce). Chybové
use&ky u jednotlivych sloupt zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nesavi
experimenty. Ciselny Udaj ukazuje zénu exprese mRNA transkriptu PU.1 wviléch
ovlivnénych pisobenim AZA v kombinaci s G-CSF oproti iilém, které nebyly nijak

ovlivnény (v procentech).
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Dopliiujici vysledkovy obrdzek 5 Analyza zastoupeni populaci lnexprimujicich
povrchové molekuly CD34 a CD11b ve vzorku mononéiiiéch busk izolovanych z kostni
dierg pacientt s MDS (P301 vlevo; P302 vpravo). Analyza byla gaena na gitokovém
cytometru s vyuzitim protilatek proti CD34 a CD1dd buikach, které bdi nebyly ovlivreny
pasobenim AZA, nebo byly ovlivmy pisobenim AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-

CSF.
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Dopliujici vysledkovy obrazek 6 Analyza znény piitomnosti acetylace lysinu 9 histonu H3
asociujicich s transkrpé aktivnim chromatinem v zavislosti n@agobeni AZA resp. AZA
v kombinaci s G-CSF. Analyza byla provedena metoclmomatinové imunoprecipitace na
oblasti URE (lokalizované -16,6 kbitgd mistem transkrimiho pa@atku genu PU.1)
v CD11b+ bukéach izolovanych ze vzorku kostnfetk pacienta P301. Chybové dkg u

jednotlivych sloupg zobrazuji velikost standardni chyby pro dva nedéwxperimenty.
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Dopliujici  vysledkovy obrazek 7 Exprese mRNA transkriptu p21 (CDKN1A)
normalizované na gen GAPDH v modelovych &imych liniich pro MDS (OCI-M2, SKM-1)
Popis pod osou x se vtahuje kaigpbu, jakym byly biikky ovlivnény: nebylo na & pisobeno
(N); bylo na & pasobeno AZA v koncentraci 1 uM (A); bylo n& pisobeno G-CSF (G);
bylo na & puasobeno AZA v koncentraci 1 uM v kombinaci s G-C8KJ). Chybové usiky
predstavuji standardni chybu proam@ry ze dvou nezavislych experiméntCislo nad
sloupcem A/G fpedstavuje zvySeni exprese mMRNA transkriptu p21l iprstavu

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

MDS je onemocéni, které se vyzraje vysokou rozmanitosti svého patofyziologického
projevu a pitbéhu. Tato skut&nost ma nepochyknswvij molekularg biologicky zaklad.
V souwtasnosti pouzivané systémy klasifikace MDS a hodmoceika jeho prognozy
nepochyb# predstavovaly a stale@dstavuji velice cenny nastroj pro klinickou pre&Xiy a
prognostiky MDS. Tyto systémy jsou nicnéékoncegné postaveny fevazre na hodnoceni
raznych morfologickych aspekinemoci, systematicky titdénych v 80. letech, s postupnym
zvySovanim vyznamu cytogenetického nalezu pro hoemiovyvoje prognézy MDS. Jejich
slabinou je, Ze pkh neodrazi molekularni a epigenetickou heterogemnityednotlivych
pacienti, trebaze vyzkum v poslednich deseti letech odhalivépnda této rovig radu
vyznamnych, nezavisleupobicich faktak asociovanych jak s progndézou onemsdntak

s odpo¥di na I€bu (Kosmider et al., 2009; Tran et al., 2011). Wikké praxi se tato slabina
projevuje vtom, Ze i vramci skupin vyttemych na z&klad hodnoceni rizika prognézy
v systému IPSS ftptrvavaji signifikantni rozdily v gbéhu onemocéni u jednotlivych
pacienti (Valent et al., 2007). Existuji santepr¢ relevantni snahy zdokonalit hodnotici
systém IPSS Zpsrénim prognostického vyznamu konkrétnich ftgopsatelnych v rdmci
jeho stavajicich kategorii, jako je ramytogeneticky nalez (Schanz et al.,, 2012). Ani
piipadné usfchy &chto snah vSak podle mého nazoru nezpowhybnutnost budouci
integrace takovych faktdy jako je hladina expreseditiych gen, jejich mutace a metylace
DNA v jejich regul&nich oblastech, do systému hodnoceni prognostickétika MDS,
neba’ tato poteba se v ramci klinické praxe ukazuje stale nal§h@z dnes (Mittelman et
al., 2010).

Tato prace z tohoto Apobu uvazovani vychazi a studuje roli trangskripo faktoru PU.1
v MDS a jeho pipadné vztahy ke klinické praxi.iody zangieni na studium PU.1 byly jiz
podrobrji popsany a souvisi s faktem, Zze PU.1 jecddy pro-diferenciani faktor v
krvetvork® a podstatou MDS je préayorucha diferenciace krevnich kn Nizka hladina
exprese PU.1 je navic asociovana se vznikem AMLglMuet al., 2002; Mueller et al, 2006;
Metcalf et al., 2006), fixemz MDS zhruba vedtiné pripadi prograduje pr&vdo AML (viz
Hypotéza a cile dizertai prace; kapitola 2). Zjistili jsme, Ze exprese M#Rtranskriptu genu
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PU.1 u pacierit s MDS s vysSim rizikem vykazuje znamky &mé variability, coZz oft
doklada skuténost, Ze MDS je i na molekularni Urovni vysoce hmenni onemocmi
(Jiang et al., 2009; Huh et al., 2009)iamérna exprese PU.1 u paciérg MDS a u zdravych
kontrol vSak pitom byla téndi totozna. Zjistili jsme, Ze pacientidéni AZA, jejichZz hladina
exprese PU.1 vykazovalaigu z&atkem I€by velmi nizkou urov, n¥li ve srovnani
s pacienty se #&dni a vysSi hladinou PU.1 viikéch progenitar z kostni dens vyrazreé
kratSi dobu peziti (Vysledkovy obrazek 1B). Vysledky jiné skupinkazaly, Ze hladiny PU.1
v bunkach z kostni #n¢ pacientt s MDS s nizkym a s vysokym rizikem podle IPSS se
statisticky vyznamé& neliSi (jsou vsak signifikantnizsi u pacierit s MDS s nizkym p&em
blasti v kostni deni ve srovnani s pacienty s benignim onerdoien krvetvorby) (Huh et.
al., 2009). To by naziavalo, Ze hladina exprese PU.iegstavuje vyznamny prognosticky
faktor (ve vztahu k k&bé¢ MDS pomoci AZA), ktery fitom neni asociovan s kategoriemi

»rzika“ prognézy MDS vytvégenymi v ramci IPSS.

Hladina PU.1 je spojovéna s pro-diferenéoian a apoptotickym dinkem Decitabinu, coz je
deoxy-analog AZA, v bikach K562 pedstavujicich model lidské myeloidni leukémie. VySe
hladiny PU.1 v bistkach K562 pozitiva koreluje se schopnosti Decitabinu navoditchto
bunkdch apoptosu a/nebo hignou diferenciaci (Aoyama et al., 2012). To by mohlo
piedstavovat analogickou situaci k nami pozorovanelivu hladiny PU.1 na fisobeni AZA

v bunkach progenitar pacient s MDS, kde by fipadna indukce diferenciace/apoptdzy
asociovala s dobrou prognozou resp. s delSi dobekitppi lécbé s AZA. Je ovSemieba
brat v Gvahu, Zegsobeni AZA a psobeni Decitabinu v modelovych kignych liniich pro
AML se neukazalo byt zcela identické (Hollenbachlgt2010).

Hladina PU.1 v progenitorech izolovanych z padieatMDS s vySSim rizikem jevi trend
negativni korelace k metylaci DNA vditém Useku regutani oblasti URE. Metylace DNA
inhibujici genovou expresi byla v MDS zfga u rkolika geri hrajicich roli ve Wnt
signalizaci FZD9) a v kontrole bu&ného cyklu p15 p16) (Jiang et al., 2009; Rodrigues et
al., 2010). Stupemetylace koreloval s progresi onem@tina v ffipad genuFZD9 zarove
negativi¢ koreloval s hladinou genové exprese (Jiang et2@09). Co je jestzajimawjsi,
urovar metylace genyl5 ma prediktivni hodnotu ve vztahu k reakci padientMDS/AML
na I&bu AZA, kdy pacienti dosahujici odp&di na I&bu maji mén metylovanou DNA ve
srovhani s pacienty, kiena l&bu AZA neodpovidaji (Raj et al., 2007). NaSe vykied

ukazujici aberantni zvySenou metylaci v oblasti UR@&skterych) pacierni s MDS s vySSim
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rizikem a v modelové buiné linii pro MDS, OCI-M2, Ize srovnat s pozorovanainerants
zvySené metylace URE u paciérga mnohdetnym myelomem, kde nizka hladina exprese
PU.1 rovréZ asociuje se Spatnou prognézou onersioic(T atetsu et al., 2007).

Exprese PU.1 nebyla v Zadné korelaci s celkovowylagtvSech nami testovanych 19 CpG
ostrivka v oblasti URE, ale pouze s metylaci CpG idtfi ve dvou oblastech, kde
dosahovala nejvysSich hodnot: CpG bgti 3-6 a zejména CpG osuka 13-16 (Dophujici
vysledkovy obrazek 1). V oblasti CpG dstki 13-16 se nachazeji vazebna mista pro
transkrigni faktory PU.1 (auto-regulativni) a AML. Oblast BRvyla pivodné popsana jako
klicovy pozitivni regulani element, jehoZz delece vede ke 2ir&0% exprese PU.1
(Rosenbauer et al., 2004). DalSi prace nicmédézaly, Ze stejného efektu jako deleci URE
Ize docilit kombinovanou mutaci vazebnych mist AL véetné vazebného mista v oblasti
CpG ostiivka 13-16 (Huang et al., 2008), zatimco jiasti funkéni oblasti URE se naopak
Gcastni fyziologického sniZzovani hladiny PU.1 (Rosardy et al.,, 2006). Skuteost, Ze
nikoliv metylace dlouhych UsékDNA, ale metylace pouzeskolika malo ,klicovych* CpG
ostrivki mize hrat zasadni roli pro stanoveni hladiny genoygrese, ukazal také vztah
metylace na jediném CpG ostku v promotoru gentFZD9 k vysi hladiny jeho mRNA

v buice (a k progresi onemogmi MDS) (Jiang et al., 2009).

Na zaklad nami zjiSenych Gdaji o vztahu exprese mRNA transkriptu PU.1 k odjabv
pacienfi na I&bu AZA, vztahu metylace v oblasti URE k expresi PW.buice a na zaklad
zjisSténého vztahu mezi metylaci gempd5 a odpo¥di pacient na l&bu AZA (Raj et al.,
2007) Ize vyslovit pedpoklad, Ze pacienti s MDS ve vysSim riziku, jgfiqrogenitory se
vyznauji silné transkrigné utlumenym chromatinem v oblasti URE, budou proazawni
odpowdi vyZzadovat vysSi davky AZA, zatimco pacientijgbf progenitory v oblasti URE

chromatin s relativhotewenou strukturou, mohou vyZadovat davky nizsi.

Ukazali jsme, Zeisobeni AZA skuténé sniZzuje metylaci v oblasti URE v modelové beme
linii OCI-M2, coz je doprovazeno obnovenim expr&dé.1 (na arovni mRNA i proteinu) a
jeho cilovych get. Obnoveni exprese PU.1 a jeho cilovychigg@me prokazali row¥ u
modelové bu&né linie SKM-1 a v progenitorech izolovanych z gadi s MDS. To je
v souladu se z&vy dalSich studii, které ukézaly, Ze AZA (nebo jetmalog Decitabin) svym
pusobenim zvysSuje hladinu PU.1 viiikach, kde je DNA v oblasti reguliaich Usek genu
PU.1 metylovana (Amaravadi et Klemsz, 1999; Tatetsal., 2007). Obdobny efektigobeni
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AZA byl popsan urady dalSich aberantrmetylovanych gein se snizenou expresi u MDS
(Tran et al, 2011). Studie vlivu AZA na neleukenyick buikach nicmén dosla k zasru, Ze
pouze mal&tast geid, jejichz exprese se éni v disledku misobeni AZA, ma ve svych
regula&nich Usecich metylovanou DNA (Komashko et Farnh@@10). Tato skutaost
nemusi byt s nasSim z&em o vlivu demetylace URE na obnoveni exprese RUdzporu,
neba je mozné, Ze AZA obnovuje expresikolika klicovych geri — transkrignich faktoti,
signaliz&nich molekul a regulatérbunééného cyklu, které pakidi expresi mnoha dalSich
geni, jejichZz regul&ni oblasti nejsou metylovany na urovni DNA. Jintaiiunicmére popsali
DNA metylaci gefi v MDS/AML jako rozsahlou (Figueroa et al., 2009¢. proto mozné, ze
zawry ziskané studiem neleukemickych BkinjednoduSe nelze vztahnout na stav
v hematologickych¢i jinych malignitdch. V neposlednfack je treba brat v avahu, Ze
pusobeni AZA v biitkdch se neomezuje na sniZzovani metylace DNA, dienage napiklad
fosforylaci a defosforylaci protein ktera naslednovliviuje transkripci v biice (Thépot et
al., 2011). Dlezitym zjiS&nim je, Zze kror svého efektu na chromatin v oblasti URES@bi
AZA pii aktivaci exprese PU.1 pragoodobr i na dalSich reguémich oblastech genu PU.1,
jingch nez je URE (Vysledkovy obrazek 5). Tento &aye v souladu s jiz popsanym
pozorovanim vlivu AZA na metylaci DNA v oblasti pnotoru genu PU.1 (Amaravadi et
Klemsz, 1999; Tatetsu et al., 2007). Z tohofovatlu je k plnému objagni vztahu mezi
epigenetickym stavem DNA gerRRlJ.1 a klinickou odpowdi na I&€bu AZA zapotebi také

analyza dalSich reguiaich Usek genu PU.1.

V naSi praci jsme dale zkoumali vliv cytokin kombinaci s AZA na obnovu genové exprese
PU.1 a bui¢nou diferenciaci u modelové beimé linie OCI-M2 (resp. SKM-1). Dale jsme se
zan®fili na zmeny v oblasti URE a dalSich regakdch oblastech genBU.1 probihajici na
epigenetické arovni modifikaci histbn Ukazali jsme, Zze AZA signifikanth zvySuje
piitomnost histonové modifikace H3K4Me3, asociovartéasskrigné aktivni strukturou
v oblasti URE v bitkdch OCI-M2, zatimco gsobeni AZA v kombinaci s G-CSF vznik této
histonové modifikace spiSe patlge. AZA v kombinaci s GM-CSF naopak vyznamn
zvySuje pitomnost jiné modifikace histonu H3, H3K9Ac, ktej@ rovréz spojovana
s transkrigné aktivnim chromatinem (Barsi et al., 2007). Tytoskeglky jsou v souladu
se zavry fady praci, které poukazuji na to, Ze metylace DNd&siedku gisobeni DNMT1
piedstavuje satast komplexnich furdnich vazeb zadasti dalSich protein jejichz souhrou
vznika a stabilizuje se na chromatinu transkmp represivni struktura. Nabohaceni

piitomnosti H3K4Me3 po {sobeni AZA je mozné dat do souvislosti s inhibiésgbeni
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demetylazy KDM1A/LSD1 (demetylujici specificky lysi4 na histonu H3), u niz bylo
popsano, Ze je akti¢rrekrutovana DNMT1 na reguai oblasti gefi pii vzniku transkrigné
represivniho komplexu (Clements et al., 2012). 2ny§Fitomnosti histonové modifikace
H3K9Ac po misobeni AZA v kombinaci s GM-CSF je mozné dat dovsosti s inhibici
pusobeni deacetylaz histipnjejichz asociace s DNMT1 byla ros¥h popsana v odborné
literature (Fuks et al., 2000; Rountree et al., 2000). $tafoumajici psobeni Decitabinu,
analogu AZA, ukazala, Ze pratiné obnoveni genové exprese wkéch je podminkou
nejen snizeni aberantni metylace na DNA, ale i eviy&cetylace lysinu 9 na histonu H3 a
dalSi zmény modifikaci na molekulach histbnasociujicich s rozvolmym, transkrigné
aktivnim chromatinem (Si et al., 2010). NaSe vykjedkut&né ukazuji, Ze maximalni
indukce acetylace na lysinu 9 histonu H3 v oblddRE vyvolana fisobenim AZA

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

Vliv pisobeni AZA v kombinaci s cytokinem G-CSF na epigieRé procesy v oblasti URE
jsme intenzivll studovali také na CD34+ progenitorech ziskanyglacdenta P302 s MDS
(jlehoz DNA v oblasti URE byla slgbmetylovana). Cytokin G-CSF jsme zvolili proto, Ze
byly prok&zany jeho pro-diferenciai (€inky v normalnich progenitorech (Hu et al., 2036),
rutinné vyuzivan v terapii MDS/AML k prevenci neutropergl@otti et al., 1995) a navic bylo
zZjiSténo, Ze mutace receptoru pro tento cytokin predigjgorke vzniku MDS s vysokym
rizikem (Wolfler et al., 2005). | ip pasobeni AZA v kombinaci s G-CSF na CD34+
progenitory z pacienta s MDS jsme detekovaliuséracetylace H3K9 a ro¥h pokles
piitomnosti modifikace H3K9Me3 spojované s represighiomatinovou strukturou. Tento
pokles H3K9Me3 mize byt disledkem deplece metyltransferazy histod@9a, asociované
s DNMT1 (Smallwood et al., 2007). Jelba poukazat na skdtest, Ze zatimco v lildach
OCI-M2 pasobeni AZA v kombinaci s G-CSF nevedlo k rée8i vzorce acetylace H3K9 ani
k obnoveni exprese PU.1, vysledky na progenitoréskanych z paciefits MDS byly pra¥
opa&né. To upozatuje na objektivni limity modelovani patofyziologyth mechanistin
hematologickych malignit na b&nych liniich. Bugéna linie OCI-M2 pedstavuje fipad
transformace MDS do erytroleukémie, zatimco vzoték34+ progenital, na kterém byl
testovan vliv AZA v kombinaci s G-CSF, pochazelarignta s MDS s podtypem RAEB 2,
coz by mohlo vysétlit rozdilné pisobeni G-CSF v kombinaci s AZA na vznik transénip
aktivni chromatinové struktury v oblasti URE, obeaVv exprese PU.1 a btimou

diferenciaci.
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AZA v modelovych buscnych liniich OCI-M2 a SKM-1 indukuje inhibici prdérace a do
ur¢ité miry i navozuje apoptézu. AZA v b&tnych liniich OCI-M2 a SKM-1 indukuje
zvySeni exprese p21/CDKN1A, ktery reguluje &ty cyklus a inhibuje proliferaci. Tento
efekt AZA byl v odborné literate jiz popsan (Jiemjit et al., 2008). Nelze vyibuze je
vyvolan gimo pisobenim AZA na regutai oblasti genyp2l Studie zvySeni hladiny PU.1
v modelovych bu&nych liniich pro mnoh&etny myelom nicméh naznéuje, Ze zvySeni
exprese p21 vlivem AZA je zprastdkovano nefimo pres obnovenou transkripci PU.1 (Ueno
et al., 2009). Tomu by na&kovala i skuténost, Ze DNA genu p21 neni v MDS/AML
metylovana (Brakensiek et al., 200k ReB. AZA indukuje expresi KIT v bistkach OCI-
M2 i v progenitorech z pacienta s MDS, zatimésqbeni AZA v kombinaci s G-CSF tuto
indukci KIT tlumi. Toto zjiSéni je v souladu s pozorovanim vlivu Decitabinu vritmnaci

s G-CSF na expresi KIT v normalnich progenitorettu (et al., 2010). Tyto vysledky,
spolg&né s pozorovanym zesilujicim¢inkem G-CSF na expresi PU.1 vyvolanou AZA,
nazn&uji, Zze G-CSF, jehoZz stavajici pouzivani v ter&dDS neni spojeno se zvySenou
frekvenci rozvoje AML (Estey et al., 1994),uhe pedstavovat potenciainslibného
kandidata kombinované dgy pacient s MDS s vysSSim rizikem schopného zesilovat pro-
diferenci&ni inky AZA.

Moje prace poukazala na roli hladiny PU.1 a epitekgch mechanisrin Gcastnicich se jeji
regulace v patofyziologii MDS,tpdevSim pak na jejich¢ast v poruSe diferenciace krevnich
burgk typické pro toto onemoéni. Zarovér jsme ukazali, Ze porozumi témto
mechanisim maZe byt vyznamné i pro terapeutickou praxi a progkos Sowasny
pievazujici experimentalni/terapeutickiigiup kiadd malignich onemoaimi si klade za cil
navodit u populace leukemickych kihnzastaveni buftného cyklu pipadré apoptozu.
Schopnost obnovit a néaslednudrzet v leukemickych progenitorech proces d&uog
diferenciace fedstavuje alternativni strategii, ktera by mohla simi uziteéna i pro I€bu
onemocgni jako je MDS/AML. DalSi prace tykajici se pochopeole PU.1 v MDS by se
podle mého nazoru #a zangiit na prokazani moznéhotimého vztahu mezi drovni
aberantni metylace DNA v oblasti URE (a v dalSieguta&nich oblastech genu PU.1) a
odpowdi pacient na I&bu AZA resp. na fisobeni AZA v tizné vysokych davkach. Ma by
otestovat dalSi mozné vztahy mezi hladinou expRidel/metylaci DNA v URE a klinicky
relevantnimi kritérii, zejména dobou progrese onemioi do AML. Je roviz treba blize

objasnit vztah metylace DNA a existence represchrbmatinové struktury v oblasti URE
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k vlivu pasobeni cytokinu G-CSF (nebo dalSich cytdlina obnoveni bustné diferenciace.
To, Ze otazky a cile kladené moji praci souznijsawsjSimi trendy vyzkumu v oblasti MDS,
ukazuje fakt, Ze byly vyvinuty metody analyzy DNAetylace u pacieits MDS z volg
cirkulujici DNA v jejich séru/plazr (Iriyama et al., 2012). Koraym, optimistickym
vysledkem naSeho porozegm epigenetickym a molekularnim mechanismpatofyziologie
MDS ve spojeni s poznatky o prognostické hodnatréitych morfologickych a
cytogenetickych néléz by melo byt vytvareni terapie MDS ,Sité na miru” jednotlivym

pacienim na zaklad jednoduché a levné metody jejich vygei I€ékaem.
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6. SHRNUTI ZAVERU DIZERTA CNi PRACE

Na paatku své prace jsem vytkib hypotézu pedpokladajici, Ze porucha diferenciace
krevnich bugk v MDS je zmisobena potkenou expresi PU.1 v progenitorovychnkach
v dasledku aberantni zvySené metylace DNA v refnilablasti URE a Ze exprese PU.1 a
mira jeji inhibice v progenitorovych hkach skupiny paciefits MDS bude ovlisovat

efektivitu jejich I&€by hypometyldnim cinidlem AZA.

Pro hladinu exprese PU.1 v progenitorech ziskaybtDS pacieni plati, Zze MDS je i na
arovni exprese PU.1 vysoce variabilni onentoén(coz plati i v ramci jednotlivych
podskupin dnes vyuzivanych MDS Klasifikaci, kte#nikly na zaklad morfologickych
charakteristik onemoeéni nebo identifikovanych rizikovych prognostickycfakton).
Ackoliv primérna hladina PU.1 pro soubor vzorku padigmyla prakticky totoZzna s hladinou
PU.1 pro soubor vzotk CD34+ bugk od zdravych kontrol, jeji distribuce byla daleko
nerovnondrn¢jSi. Na zaklad téchto vysledk tedy nelze vyvodit za&yv, Ze nizka hladina PU.1
je urkujicim podkladem, nebo i jen sekundarnim jevemhmekomplexu patofyziologickych

stavi zahrnutych pod diagn6zu MDS.

S pihlédnutim k této skutmosti jsem podpd pracovni hypotézu, Zze aberantni zvySena
metylace v oblasti URE ma za néasledek gettd exprese PU.1 a v zavislosti na tom i
potlateni bugcné myeloidni diferenciace. Ukazal jsem, Ze AZA (stmy nebo v kombinaci
s cytokiny) potléuje metylaci v oblasti URE a potvrdil jsem svojipgogézu, Ze hladina
exprese PU.1 ovliwje efektivitu I&€ebného tinku AZA u pacient s MDS (nizka hladina

asociuje se Spatnou prognozou padciguiilécbé AZA).

Na konkrétg stanovené cile popsané v kapitole 2 jsem oéffiibvakto:

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

pacienfi s vysokou i nizkou expresi PU.1 oproti zdravym tkmlam. Pacienti s nizkou
hladinou exprese PU.1 maji vyznaimhorSi progndzu ip 1é¢bé AZA pokud jde o dobu
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celkového peziti, nez pacienti se ietdni a vysokou expresi PU.1. Exprese PU.1 v
modelovych bu&nych liniich pro MDS (OCI-M2, SKM-1) je oproti zdrgm kontroldm
nizSi. Oblast URE je v b&iné linii OCI-M2 a v progenitorech z paciérg MDS aberanth
zvySerk metylovana. Mezi mirou metylace na CpG datich @i vazebnych mistech PU.1 a
AML-1 v oblasti URE a mezi hladinou exprese PU.progenitorech z pacieints MDS
existuje Zetelny trend nefmé korelace. #sobeni AZA na MDS hiky OCI-M2 vede

k vyraznému potkeni metylace v oblasti URE.

2. AZA aktivita potlaéenou expresi PU.1 a jeho cilovych gewmodelovych bu&nych
liniich MDS. ZvySeni exprese PU.1 na urovni mRNArbteinu je provazeno myeloidni
diferenciaci leukemickych bgk. AZA rovnéZ inhibuje bugéné dleni a do jisté miry
navozuje apoptdézu. Nicméru burek OCI-M2 nebyla vysledovana zavislost mezi davkou

AZA a mirou apoptozy.

3. Utinek AZA na zvy3eni exprese PU.1 a navozeni myeloitiferenciace v modelovych
burgcnych liniich pro MDS Ize ovliiovat cytokiny podporujicimitist myeloidnich kolonii.
Predchozi stimulace bék OCI-M2 ovlivienych AZA cytokiny M-CSF a GM-CSF dale
zvySuje expresi PU.1 a jeho cilovych @emckoliv k epigenetickym zrndm histonovych
modifikaci v oblasti URE, které by signalizovalyzvmlnéni chromatinové struktury, dochazi
pouze v pipact vlivu GM-CSF. Stimulace buk cytokiny nema vyznamny vliv na rychlost

burgcného @leni a apoptozu buk.

4. AZA aktivuje potl&enou expresi PU.1 a jeho cilovych ¢ewm progenitorech z MDS
pacienfi. Tento @inek AZA na zvySeni exprese PU.1 a navozeni myelaiiferenciace lze
ovliviiovat cytokiny podporujicimiiist myeloidnich kolonii. fdchozi stimulace progenitor
ziskanych od pacieints MDS cytokinem G-CSF vede k sniZeni exprese g¢g@iu ktera je

indukovana AZA, k dalSimu zvy3eni exprese PU.1epigenetickym zrnmam histonovych
modifikaci v oblasti URE, signalizujicim ot@ni chromatinu. Posledremirgny efekt G-

CSF nebyl pozorovan u békOCI-M2.

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

touto ,normalni“ hladinou fisobenim AZA. AZA nicmé# ovliviiuje hladinu exprese PU.1

také skrze jiné mechanismy, prapddobr dalsi regulani elementy genu PU.1.
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