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SOUHRN

Tato diplomova prace je =zaméfena na porovnani expresniho profilu vybranych
tumor-supresorovych genti s irovni metylace v promotoru téchto genti metodou pyrosekvenovani
u pacientli s mnohocetnym myelomem a U myelomovych bunéénych linii po jejich ovlivnéni

latkami s demetyla¢nim Gc¢inkem.

Teoreticka Cast je zaméfena na obecné informace o krvetvorbé a vyvoji B-lymfocytd. Dale se
zabyva stadii, ktera pfedchazi aktivnimu mnohocetnému myelomu a nasledné se vénuje
progredujicimu mnohocetnému myelomu. V z&v€ru teoretické Casti prace jsou popsany
cytogenetické a epigenetické faktory, které hraji dilezitou roli pfi vzniku a progresi mnohocetného

myelomu a také moznosti jeho 1é¢by.

V experimentalni ¢asti byla provedena kvantifikace exprese tumor-supresorovych genit RBP1,
GPX3 a PDLIM4 u 17 pacientskych vzorkl aspiratd kostni diené (nesortované bunééné populace
pacientli S mnohoCetnym myelomem) a u 5 bunéénych vzorki sortovanych na antigen CD138.
Expresni analyza studovanych tumor-supresorovych genti byla provedena také u vzorkl bunék
myelomovych linii KMS12-BM a KMSI12-PE ovlivnénych  demetylacnimi  Cinidly
5-aza-2’-deoxycytidin a 5-azacytidin a disulfiramem, ¢inidlem s potencidlnim demetylaénim
ucinkem.

Expresni profil tumor-supresorovych geni byl porovnan s urovni metylace ve
vybranych usecich promotortt téchto gent. Korelacni analyzou byla zjiSténa silnd negativni
korelace mezi expresi a urovni metylace V promotorovém useku genu GPX3 u sortovanych

bunécnych populaci pacientli s mnohocetnym myelomem. Mirnou negativni korelaci u sortovanych



pacientskych vzorkd vykazoval gen RBP1 a pozitivni korelace byla zjisténa u genu PDLIM4.
U nesortovanych vzorkli pacientli s mnoho¢etnym myelomem nebyla zjisténa vyznamna korelace

mezi expresi a trovni metylace u zadného ze sledovanych gend.

U bun€k myelomovych linii KMS12-BM a KMS12-PE doslo ke zvySeni exprese u vSech tii
studovanych genii po ovlivnéni demetylaénim ¢inidlem 5-aza-2’-deoxycytidin a disulfiramem,

latkou s potencialnim demetyla¢nim uc¢inkem.

Vysledky naznacuji, ze obnoveni nebo zvySeni exprese umlceného tumor-supresorového genu

GPX3 nebo RBP1, mize byt dilezité k ovlivnéni progrese tohoto onemocnéni.
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SUMMARY

This master thesis is focused on the comparison of the expression profile of selected
tumor-suppressor genes and a methylation level of the promoter sequence by pyrosequencing
method in multiple myeloma patients and myeloma cell lines after treatment with demethylating

agents.

The theoretical part summarizes basic information about hematopoiesis and B-cell
development. Furthermore, there are described stages that precede active multiple myeloma
and progressive multiple myeloma. At the end of the theoretical part are described cytogenetic
and epigenetic factors that play an important role in formation and progressing of multiple

myeloma and treatment options as well.

The experimental part contains 17 patient samples of bone marrow aspirates (unsorted cell
populations of patients with multiple myeloma) and 5 patient samples after cell sorting for
the CD138 antigen. The quantification of tumor-suppressor genes RBP1, GPX3 and PDLIM4 was
performed. The expression analysis of tumor-suppressor genes was performed in myeloma cell
lines KMS12-BM and KMS12-PE after their treatment with the demethylating agents,

5-aza-2’-deoxycytidine and 5-azacytidine and disulfiram.

The expression profile of tumor-suppressor genes was compared with the methylation level
in selected promoter regions. Strong negative correlation between an expression and a level of the
promoter sequence methylation of GPX3 gene in patient samples of sorted cell populations, and the

low negative correlation between an expression and the promoter methylation level in RBP1 gene



were detected. On the contrary, the positive correlation was detected in PDLIMA4 in patient samples

of sorted cell populations. In unsorted patients samples no significant correlation was detected.

The re-expression and/or increased of RBP1, GPX3 and PDLIM4 gene expressions in
comparison to untreated cells after treatment of both KMS12-BM and KMS12-PE cell lines with
demethylating agents 5-aza-2"-deoxycytidine and disulfiram were found.

This finding indicates an important role of both studied RBP1 or GPX3 tumor-suppressor genes
in progression of multiple myeloma.
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Seznam symboli a zkratek

5-mC
S2M
APC
AZA
BCL9
BCR
CCND1
CD138
CDK
CDKN2C
CpG
CRAB
Ct
DAC
DMSO
DNMT
DSF
FGFR3
GPX3
h-MM
HAT
HDAC
HMT
HSC
IMWG
MAF
Met
MeCP
MGUS

MM
MMSET
MYC
nh-MM
NMet
PCs

5-metylcytosin

B-2-mikroglobulin

antigen-prezentujici burika, antigen-presenting cell

5-azacytidin

gen pro transkripéni koaktivator B-cell lymphoma

B bunécny receptor, B cell receptor

gen pro cyklin D1

syndecan-1

cyklin-dependentni kinaza

inhibitor cyklin-dependentnich kinaz

dinukleotid cytosin-fosfatidyl-guanin

hyperkalcémie, renalni insuficience, anémie, kostni postizeni

cyklus prahu, cycle of treshold

5-aza-2’-deoxycytidin

dimetylsulfoxid

DNA metyltransferaza, DNA methyltransferase

tetraethylthiuram disulfid, disulfiram

gen pro receptor fibroblastového ristového faktoru 3, fibroblast growth factor receptor 3
gen pro glutathion peroxidazu 3, glutathion peroxidase 3

hyperdiploidni mnohocetny myelom

histon acetyltransferaza, histone acetyltransferase

histon deacetylaza, histone deacetylase

histon metyltransferaza, histone methyltransferase

hematopoeticka kmenova bunka, hemopoetic stem cell

Mezinarodni myelomova pracovni skupina, International myeloma working group
tanskripcni faktor

metylovana kontrola

metyl-CpG-vazebny protein

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, monoclona gammopathy of undetermined
significance

mnohocetny myelom, multiple myeloma

gen pro doménu SET mnoho¢etného myelomu, multiple myeloma SET domain
proto-onkogen kodujici jaderné transkripcni faktory

ne-hyperdiploidni mnohocetny myelom

nemetylovana kontrola

plazmatické bunky, plasma cells



PCR
PDLIM4
pRB
RBP1
RAS
ROS
SAM
SMM
SPARC
TET
TGFBI
TP53

polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction

gen pro PDZ a LIM doménu 4, PDZ and LIM domain 4

retinoblastomovy protein

gen pro retinol-vazajici protein, retinol binding protein 1

rodina proto-onkogenti kodujici malé GTPazy

reaktivni kyslikové radikaly

S-adenosylmethionin

doutnajici mnohocetny myelom, smouldering multiple myeloma

kysely sekretovany protein bohaty na cystein, secreted protein acidic and rich in cysteine
proteiny ,.ten-eleven translocation*

B-indukovany transformujici rustovy faktor, transforming growth factor beta induced
tumor-supresorovy gen kodujici protein p53
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1 Uvod

Mnohocetny myelom je maligni onemocnéni plazmatickych bunék, které se kumuluji v kostni
dieni a nadmérné produkuji monoklonalni imunoglobulin. Jednd se o druhé nejcCastéjsi
hemato-onkologické onemocnéni. Aktivnimu mnohocetnému myelomu piedchazi premaligni
stddium monoklondlni gamapatie nejasnému vyznamu a asymptomaticky, téZ zndmy jako

doutnajici mnohocetny myelom (Indrak, 2014).

Na vzniku a vyvoji mnohocetného myelomu se podileji genetické i epigenetické zmény.
Genetické abnormality, jako jsou bodové mutace, translokace ¢i delece, lze nalézt u 90 %
plazmatickych bunék pacient s MM. K epigenetickym faktorim patii metylace DNA a modifikace
histonil, které mohou meénit a fidit expresi gent. Genetické i epigenetické odchylky jsou tzce

propojeny a vzajemne se ovlivituji.

Nejvice prostudovanou epigenetickou modifikaci je metylace DNA, za kterou jsou zodpoveédné
enzymy DNA metyltransferazy. Metylovan je cytosin na 5-metylcytosin v dinukleotidu CpG.
Dinukleotidy CpG se v genomu shlukuji za tvorby ostravka CpG, které se nachazeji predevs§im
v promotorovych oblastech gend. Ve zdravych butikach je metylace DNA dulezita pii regulaci
genové exprese béhem bunééné diferenciace, genomického imprintingu nebo v uml¢ovani
transponovatelnych elementti. Zdravé bunky maji Vv promotorovych oblastech ostruvky CpG

nemetylované, coz je pfedpokladem aktivace genové exprese (Dimopoulos et al., 2014).

Mnohocetny myelom je spojovan s hypermetylaci promotorovych oblasti tumor-supresorovych
genu a vétSina studii se shoduje, Ze v pribéhu onemocnéni se intenzita metylace DNA zvySuje
(Walker et al., 2011; Kaiser et al., 2013). Snizit metylaci DNA lze pomoci ¢inidel s demetyla¢ni
aktivitou. Vysledkem je obnoveni genové exprese. K latkdm s demetylacéni aktivitou patii
nukleosidova analoga, napiiklad 5-azacytidin a 5-aza-2’-deoxycytidin, ktera vyzaduji intracelularni
fosforylaci a nasledné inkorporaci do DNA. Obé tyto latky jsou inaktivovany nukleosid
deaminazou a pokud je hladina tohoto enzymu v buiice vysoka, zvySuje se 1ékova rezistence buiky.
V klinické praxi se zda byt vice G¢innéjsi 5-aza-2’-deoxycytidin nez 5-azacytidin (Dai et al., 2005;
Esteller, 2009).
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Cile prace
Prace s odbornou literaturou a vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.
Izolace RNA a DNA z krevnich aspiratd pacientll s mnohocetnym myelomem.

Ptiprava ¢cDNA a nasledna expresni analyza vybranych tumor-supresorovych genti metodou

kvantitativniho PCR.

Bisulfitova modifikace izolované DNA a detekce urovné metylace (5-mC) v promotoru

studovanych genti metodou pyrosekvenovani.
Ovlivnéni myelomové bunécné linie demetylatnimi ¢inidly 5-aza-2’-deoxycytidin
a 5-azacytidin snaslednou expresni a metylacni analyzou vybranych tumor-supresorovych

gentl.



3 Literarni prehled

3.1 Krvetvorba

Krvetvorba, neboli hematopoéza, je proces vzniku krevnich bunek v krvetvornych organech.
Probiha ve dvou fazich, prenatdlni a postnatilni. Prenatalni fdze krvetvorby zaini v krevnich
ostrivcich Zloutkového vaku, nasledné se ptresouva do brzliku, dale pak do jaterni tkdn€ a sleziny
anakonec do kostni dfené. Zatimco krvetvorba ve Zzloutkovém vaku je pouze erytroidniho
charakteru, v brzliku se vyvijeji i matefské bufiky lymfocytd a v jatrech pak vznikaji matefské
buiitky krevnich desti¢ek. Od 20. tydne prenatdlniho obdobi, kdy se do krvetvorby zapojuje kostni

den, se tvoii v§echny druhy krevnich bungk, které jsou obsazeny v krvi (Pecka, 2002).

V postnatalni fazi probiha krvetvorba v cervené kostni dieni, nékteré lymfocyty vSak vznikaji
i nadale v lymfatické tkani. Po narozeni je Cervena kostni dien pfitomna ve vSech kostech
a s vysSim veékem je nahrazovana tukovou kostni dfeni, kde jiz krvetvorba neprobiha. U dospélého
Clovéka je cervend kostni dfen zachovana prevazné v téle obratll, panvi, Zebrech, lebce
a lopatkach. (Pecka, 2002). VV hematopoetické kostni dfeni vznikaji vSechny typy krevnich bunék,
dozravaji zde B-lymfocyty a prekurzory T-lymfocytu.

V8echny krevni buriky se vyvijeji z hematopoetické kmenové bunky (HSC), ktera je pfitomna
v krvetvorné tkani kostni dfené. Takovato buiika je schopna sebeobnovy a proliferuje a diferencuje
do progenitorovych a prekurzorovych bunc¢k a nasledné do zralych krevnich bunék. Béhem
diferenciace postupné mizi schopnost sebeobnovy a snizuje se pocet cest, do kterych muze bunka
diferencovat. HSC dava vznik dvéma odlisnym liniim, myeloidni a lymfoidni. Z myeloidniho
prekurzoru vznikaji erytrocyty, trombocyty, dale pak monocyty a ti druhy granulocyti — bazofily,
eozinofily a neutrofily. Z lymfoidniho prekurzoru vznikaji NK bunky, T-lymfocyty a B-lymfocyty
(Sieta et Weissman, 2010; Pospisilova et al., 2013; Hoftejsi et al., 2017).

B-lymfocyty, vzniklé v kostni dieni, dokoncuji svllj vyvoj ve sleziné nebo lymfatickych
uzlinach po setkani s antigenem. Jejich kone¢nym stddiem jsou plazmatické buiiky, které jsou
schopny produkovat protilatky. Prekurzory T-lymfocyt, taktéz vzniklé v kostni dfeni,
se presouvaji do brzliku (thymu), kde dozravaji. Brzlik pak opousti dvé fenotypoveé odlisné
subpopulace, prekurzory pomocnych T-bunék (Th), s povrchovym receptorem CD4, a prekurzory
cytotoxickych T-buné¢k (Tc), s povrchovym receptorem CDS. Tyto prekurzory diferencuji na zralé
efektorové Th a Tc buiiky po setkani s antigenem vazanym antigen-prezentujici bunkou (APC).
Cast B- a T-lymfocyti je schopna diferencovat do tzv. pamétovych bungk po setkani s antigenem.
Tyto bunky jsou po setkani se stejnym antigenem rychle aktivovany a spusti rychlejsi a efektivné;jsi

sekundarni odpovéd’ (Hotejsi et al., 2017).
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Obrazek ¢. 1: Prib&éh hematopoézy (pievzato a upraveno dle Hotejsi et al., 2017)

3.1.1 B-lymfocyty

5-15 % cirkulyjicich lymfocytt tvoii B-lymfocyty. Ve fetalnim obdobi se B-lymfocyty vytvari
Vv jatrech, v dospélosti pak v kostni dieni. Osidluji povrchové vrstvy lymfatickych uzlin, sleziny
a Peyerovych plaki, kde vytvari kulata zarodecna centra, tzv. folikuly. Rozptylené se nachazeji

v kostni dfeni a obvodové krvi. Jejich Zivotnost je 10-20 dni.

B-lymfocyty jsou charakteristické vyskytem specifickych receptorti, na které se vazi rtizné
antigeny. Tyto receptory se oznacuji jako B bunécné receptory (BCR) a jsou tvofeny molekulami
imunoglobulind. Po vazbé antigenu na BCR dochazi k jejich shlukovani, proliferaci a nasledné pak
k diferenciaci B-lymfocytii v plazmatické buiiky schopné produkovat protilatky. Cast téchto bunék

pak zlistava v organismu jako pamét'ové bunky.

BCR jsou tvofeny pievazné imunoglobuliny typu IgM a IgD zapusténymi hydrofobnimi ¢astmi
do plazmatické membrany. Kontakt mezi membranovym imunoglobulinem a antigenem
je nezbytny k vyvolani tvorby volnych protilatek (imunoglobulinl) proti molekulam stejného
antigenu. Jeden B-lymfocyt nese vSechny membranové imunoglobuliny s identickou vazebnou
specifitou pro ur€ity epitop antigenu. Tato vazebna specifita je shodna s vazebnou specifitou
imunoglobulind, které jsou nasledné produkované plazmatickymi bunikami odvozenymi od tohoto

B-lymfocytu (Pecka, 2002; Otova et al., 2013).

Retézce imunoglobulint jsou kodovany tfemi genovymi komplexy, u nich? dochazi b&hem
vyvoje lymfocytu k pieskupovani. Jedna se o genové komplexy pro tézky fetézec imunoglobulinu
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(IgH), pro lehky fetézec kappa (IgK) a pro lehky fetézec lambda (IgL). Genové komplexy IgK
a IgL se skladaji ze tii oblasti — variabilni (V), spojovaci (J) a konstantni (C). Genovy komplex IgH
ma navic oblast D (z anglického diversity). Pfi diferenciaci B-lymfocytl nejprve dochazi
v progenitorech B-lymfocytt k piestavbam v komplexu IgH, kdy je jeden gen z D oblasti spojen
s jednim genem z J oblasti. V dalsim kroku je pak ke spojeni V-D pfemistén jeden gen z V oblasti.
Takto uspotadané geny jsou piepisovany od genu V az ke genu C, z primarniho transkriptu jsou

vysttfizeny nekddujici sekvence a po translaci mRNA se v burice tvoii t€zké fetézce typu p.

Pieskupovani gent pro lehké fetézce nastava az po tvorbé tézkého fetézce u. Nejprve jsou
preskupovany geny pro kappa fetézec. Jeden gen zV komplexu je spojen sjednim z genu
J komplexu. Nasledné dojde k deleci casti DNA, kterd se nachdzi mezi t€émito geny. Vysledkem
je mRNA obsahujici specifickou kombinaci V-J spojenou s genem C. Pokud nedojde Kk tvorbé
funkéniho lehkého fetézce kappa, ktery by byl schopny tvorit s tézkym fetézcem p kompletni
povrchovy imunoglobulin M, je zahdjeno pieskupovani gent fetézce lambda. Imunoglobuliny
produkované jednou bunkou tedy maji vzdy bud’ fetézec kappa, nebo lambda, nikdy oba soucasné.
Expresi povrchového IgM se buiika stava nezralym B-lymfocytem. Zralym B-lymfocytem se bunika

stava po soucasné expresi povrchového IgM a IgD, ktery vznika alternativnim sestiihem mRNA.

Pii setkani zralého B-lymfocytu s antigenem je souasti primarni aktivace B-lymfocytu
tzv. somatickd hypermutace, neboli mutace V segmenti pieskupenych gend. Stimulovany
B-lymfocyt se za¢ne rychle délit, rychla proliferace a replikace DNA byva piic¢inou chyb, které,
pokud uniknou mechanismu opravy, mohou zvysit variabilitu imunoglobulinu. Cilem je selekce
mutantnich imunoglobulind, které maji vysokou afinitu k antigenu (Otova et al., 2013; Hofejsi
etal., 2017).

Dulezitym procesem pti diferenciaci B-lymfocyti a preskupovani geni imunoglobulini
je izotypovy piesmyk. Po aktivaci bunék antigenem dochazi k vystépovani tseku IgH gent, které
koduji C oblast tézkého fetézce. Po eliminaci ¢asti C oblasti IgH genu je do mRNA pfepsan ten
C segment, ktery je v pfeskupeném genu nejblize VDJ segmentu. Po sestfihu a translaci je vznikly
izotyp tézkého fetézce odlisny od pltvodniho tézkého fetézce p. Izotypovym piesmykem tak
vznikaji misto puvodnich IgM i jiné podtiidy imunoglobulini — 1gG, IgA nebo IgE (Hofejsi et al.,
2017).



3.1.2 Plazmatické buiiky a jejich malignity

Vyvoj B-lymfocyti je zakonéen tvorbou plazmatickych bunék (PCs). PCs jsou terminalné
diferencované, nedélici se bunky, jejichz funkci je produkce protilatek specifickych pro antigen
(Shapiro-Shelef et Calame, 2005).

Predpokladem pro vznik a rozvoj mnohocetného myelomu je pocatecni geneticka mutace, ktera
se odehrava v zarode¢ném centru béhem procesu somatické hypermutace a izotypového presmyku.
Zmutovany B-lymfocyt pak dokoncuje svou diferenciaci do plazmatické bunky s dlouhou
zivotnosti v kostni dfeni. Plazmatické bunky s dlouhou zivotnosti jsou podskupinou PCs
produkujicich protilatky. Tyto buiky dlouhou dobu pfezivaji v kostni dfeni a prispivaji
k imunologické paméti. Mutované plazmatické bunky s dlouhou zivotnosti ziskavaji dalsi mutace
béhem vyvoje z MGUS (monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu), pies SMM (doutnajici
mnohocetny myelom), az do MM (mnohocetny myelom) (Bianchi et Anderson, 2014).

Zarodeéne Post-zarodeéné
centrum

centrum

Setkani s Somaticka
antigenem hypermutace
lzotypovy piesmyk

Lymfaticke uzliny

= Dlouhozijici PC MGUS
-)ls
=
<]
Q
b

Obrazek ¢&. 2: Genetické udalosti béhem vyvoje mnohocetného myelomu (pievzato a upraveno dle
Bianchi et Anderson, 2014). Ruzové étvereCky — pocateéni geneticka mutace; rizovy kruh — nové
ziskana mutace. Naivni B-lymfocyt je lymfocyt, ktery se jeS$té nesetkal s antigenem.
PC - plazmatické buiikky, MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu,
SMM — doutnajici mnohocetny myelom, MM — mnohocetny myelom



3.2 Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

Stadium MGUS predchazi vyvoji symptomatického mnohocetného myelomu, piipadné
asymptomatického, téz znamo jako doutnajici MM (Dimopoulos et al., 2014). Jedna
se 0 premaligni stav s omezenym mnozstvim malignich plazmatickych bunék v Kostni dieni
(<10 %), koncentraci monoklonalniho imunoglobulinu v séru niz§i nez 30 g-I"* a bez prikazu jinych
poruch plazmatickych bunék nebo symptomi MM. Jedinci s diagnostikovanym MGUS by méli byt
sledovani kvtli mozné progresi do dalsich stadii nemoci. Incidence piechodu mezi staddiem MGUS

a aktivnim MM je pramérné 1 % ro¢né (Kyle et al., 2003).

MGUS lze rozdélit na MGUS s nizkym rizikem, S primérnou ro¢ni progresi do MM 0,26 %,
a MGUS s vysokym rizikem, s progresi az 12 % ro¢né. Klinicky pribéh jedinci s MGUS zavisi na
ur¢itych klicovych biomarkerech — koncentrace a typ M proteinu v séru, pomér volnych lehkych
fetézcl v séru, infiltrace kostni dfen¢ klonalnimi plazmatickymi bufikami, stabilita koncentrace
M proteinu vséru v cCase, piitomnost cirkulujicich plazmatickych bunék v periferni Krvi,

cytogenetické zmény a dalsi.

Incidence MGUS se také zvySuje s vékem, u lidi mladsich 50 let se vyskytuje u 0,2 % jedincd,
za hranici 70 let jsou to pak 3 %. Pocet jedinci s MGUS se lisi U riznych etnickych skupin,
u Afroamericanil a Africant je ptiblizné dvojndsobny nez u Kavkazani. U Japonct je podil jedinct

s MGUS naopak niz§i nez u kavkazské populace (Kyle et al., 2010; Klincova et al., 2011).

Ptiblizn€é 15-20 % pacientll z celkového poc¢tu MGUS produkuje IgM typ M proteinu a ma
lymfoidni nebo lymfoplazmocytarni fenotyp (Sandecka et al., 2018). MGUS lze proto dale rozd¢lit
na non-IgM MGUS, IgM MGUS a MGUS s pritomnosti lehkych fetézct. 80 % jedinci s MGUS
pochazi z non-IgM formy MGUS a pouze 20 % z formy IgM MGUS. Non-IgM MGUS se
vyznaéuje koncentraci monoklonalniho proteinu v séru (jiného nez IgM) <30 g-I"*, u lgM MGUS je
M proteinem pravé IgM. U MGUS s ptitomnosti lehkych fetézci je kritériem abnormalni pomér
volnych lehkych fetézct (<0,26 nebo >1,65), dale musi byt splnéna kritéria jako zvySena
koncentrace piislusného volného lehkého fetézce, absence exprese tézkych fetézcu pti identifikaci
typu paraproteinu (monoklonalniho imunoglobulinu), absence poSkozeni organt ¢i tkani
asociovanych s myelomem, koncentrace malignich plazmatickych bunék v kostni dfeni niz$i nez
10 % a koncentrace monoklonalniho proteinu v mo¢i niz§i nez 500 mg za 24 hodin (Rajkumar
etal., 2014).



3.3 Doutnajici myelom (SMM, smoldering multiple myeloma)

Doutnajici mnohocéetny myelom je znamy jako asymptomaticky myelom. Jedna se o pfechodny
stav mezi MGUS a aktivnim MM. V ptipadé doutnajiciho myelomu je koncentrace M proteinu
v séru >30 g-I™" a mnoZstvi malignich plazmatickych bungk v kostni dieni >10 %, pti¢emz ale chybi
poskozeni organt ¢i tkani souvisejicich s onemocnénim. Béhem prvnich péti let progreduje do MM
10 % pacientt za rok, 3 % b&hem nasledujicich péti let a 1-2 % Vv nasledujicich 10 letech. Pacienti
musi byt peclivé sledovani, protoze u mnoha znich dojde Kkrozvoji symptomatického

(mnohocetného) myelomu (Kyle et al., 2003; Kyle et al., 2010).

3.4 Mnohocetny myelom (MM, multiple myeloma)

Mnohocetny myelom prezentuje 1 % vSech nadori. Incidence onemocnéni je 5 pfipadi
na 100 000 obyvatel (Sant et al., 2010) a median véku pacientl je 66—70 let. Frekvence vyskytu
u osob mladsich 30 let je 0,02-0,3 % s mirnou pfevahou u muzi (Kazandjian, 2016). Cast&ji
je postizena Cerno$ska populace, a to 2-3krat oproti bélosské populaci. Stejné tak umrtnost

u ¢erno$ské populace je vyssi nez u bélocht (Bianchi et Anderson, 2014).

Mnohocetny myelom je zhoubné onemocnéni plazmatickych bun¢k. Zménéné plazmatické
buniky, téZ nazyvany myelomové, se hromadi v kostni dfeni a nadmérné produkuji monoklonalni
imunoglobulin, téz nazyvany jako M protein nebo paraprotein. Produkované imunoglobuliny
mohou byt kompletni molekuly, pfipadné mohou byt tvofeny pouze lehkymi fetézci, ve
vyjimeénych piipadech jsou tvofeny pouze spojovacim J-fetézcem imunoglobulini (Adam et al.,
2001). V dusledku hromadéni plazmatickych bunék v kostni dieni také dochazi k atlumu tvorby
normalnich bunék krvetvorby a jejich krevnimu nedostatku. Nedostatek téchto krevnich bunék ma
pak za nasledek slabost, bolesti hlavy, inavu, vys$i krvacivost, piipadné zvySenou nachylnost

Kk infekcim (Adam, 2008).

3.4.1 Imunofenotyp normalnich a nadorovych plazmatickych bunék

Normalni plazmatické buiiky jsou heterogenni a exprimuji cytoplazmaticky imunoglobulin,
néjcastéji znak CD28 a CD54 (Adam et al., 1997). Klasickym imunofenotypem nadorové
plazmatické buiky je CD19-, CD56+, CD38+ a CD138+ (Pospisilova et al., 2013). Plazmatické
nadorové buniky nejcastéji exprimuji antigeny CD38 a CD138 (syndecan-1), ale exprese
CD38 muze byt u abnormalnich plazmatickych bunék snizena. Exprese CD138 je zvySena, oproti
normalnim plazmatickym bunkam. Antigen CD45 je exprimovan v nizkych urovnich nebo neni
exprimovan vilbec. Pro rozliSeni myelomovych bunék od nadorovych plazmatickych bunck
doporucuje Jeong et al. (2012) imunofenotypizaéni model slozeny z CD19-, CD45-, CD56+

a CD138+ (CD38+). Zménéné exprese antigent, které nebyly nalezeny u normalnich



plazmatickych buné¢k, zahrnuji také antigeny CD56+, CD200+, CD28+, CD117+, CD20+, CD52+
¢i CD27- (Pileri et al., 2017).

Syndecan-1, neboli povrchovy antigen CD138, je membranovy glykoprotein bohaty na heparan
sulfat. Syndecany se mohou obecné i¢astnit interakci bunika-burika a bunka-mezibunééné prostredi.
Syndecan-1 vaze bunky ke komponentim mezibunééného prostoru (intersticialni matrix) — ke
kolagenu I, IIT nebo V, fibronektinu, trombospondinu a dal$im. Gen pro syndecan-1 se nachazi na
chromozomu 2 a jeho exprese byla popsana na normalnich i nadorovych plazmatickych buiikach

kostni diené a periferni krve pacientt s MM (Fiserova et al., 2001; Cumova et al., 2008).

Exprese syndecanu-1 na povrchu myelomovych bunék muze byt detekovana pomoci
monoklonalni protilatky B-B4. Tato protilatka se pouziva v pratokové cytometrii pro purifikaci
nadorovych bunék pacienti s MM. Exprese CD138 na povrchu myelomovych bun¢k je specificka
pro myelomové linie, které exprimuji zraly fenotyp CD38+, CD19- a CD45-, a je omezena
v myelomovych liniich s nezralym fenotypem CD45+, CD19+. Obdobné v pacientskych vzorcich
je vyssi exprese CD138 u zralejsich cirkulujicich plazmatickych bunek (CD38+, CD45-) a nizsi
u mén¢ zralych plazmatickych bunék (CD38+, CD45+). Kromé toho jsou plazmatické bunky
zdravé kostni dfené nositeli CD19+ a exprese syndecanu-1 je nizsi, nez v plazmatickych bunkach,
které jsou CD19-. Exprese syndecanu-1 v myelomovych bufikach tedy koreluje s fenotypovou
vyspélosti nadorovych bunék (Dhodapkar et Sanderson, 2009).

3.4.2 Priznaky onemocnéni

Klinické projevy mnohoéetného myelomu jsou nespecifické a Casto kombinované. Mezi
nejcastéj$i symptomy onemocnéni patii bolesti zad a kosti, které se projevuji jako osteoporoza.
Casté jsou také zmény v krevnim obrazu — anémie, trombocytopenie a leukocytopenie — které
se projevuji tnavou, dusnosti a krvacenim do kize a sliznic. Objevuji se opakované infekce
imunitni nedostate¢nosti B-lymfocytd, u pokro¢ilého stadia onemocnéni pak T-lymfocyti. Poruchy
B-lymfocytarni imunity zptsobuji omezenou produkci funk¢énich imunoglobulintl, ktera se stupnuje

S progresi onemocnéni.

Mezi ptiznaky zptisobené monoklonalnim imunoglobulinem patii motorickd a senzitivni
polyneuropatie, myelomova nefropatie, poruchy hemostdzy a hyperviskozita. Polyneuropatie
neboli nezanétlivé onemocnéni nervi je Gasté u senzitivnich vlaken a zpiasobuje diftzni bolesti
koncetin. U motorickych vlaken je polyneuropatie vzacna. Poruchy funkce ledvin jsou zplisobeny
prevazné volnymi lehkymi fetézci @ mohou vést az k selhani ledvin a nasledné potieby chronické
dialyzacni 1é¢by. Mezi poruchy hemostazy patfi trombocytopatie u pacientd s tvorbou lehkych

fetézcl. Lehké fetézce adheruji na povrch trombocyti a ovlivilyji jejich funkci. Hyperviskozita



krve zplsobuje zavaznou poruchu koagula¢nich mechanismi, které se projevuji purpurou,

krvacenim do traviciho ustroji ¢i trombozou. Hyperviskozita je nejcastéjsi u IgM gamapatii.

Kmén€¢ Ccastym piiznakim mnohocetného myelomu patfi syndrom zvySeni kapilarni
propustnosti, ktery muze souviset s 0toky nohou. Dalsimi mohou byt kardidlni pfiznaky, jako

je napiiklad srdeéni selhani zptisobené hyperviskozitou (Adam et al., 2001; Salek, 2008).

3.4.3 Kritéria pro stanoveni diagnozy

Pro potvrzeni diagn6zy mnohocetného myelomu dle Mezinarodni myelomové skupiny z roku
2003 (IMWG, International Myeloma Working Group) je dilezitd ptitomnost monoklonalniho
imunoglobulinu v krvi a/nebo mo¢i, pocet monoklonalnich plazmatickych bun¢k v kostni dfeni
vyss§i nez 10 % a pritomnost nékterého z kritérii poskozeni cilovych organti nebo tkani
myelomem — hyperkalcémie, renalni insuficience, anémie nebo kostni postizeni — souhrnné

oznacovana pod zkratkou CRAB (blize specifikovano v Tabulce ¢. 2) (Kyle et al., 2003).

Vroce 2014 vydala IMWG aktualizovany ptehled kritérii pro stanoveni diagnozy
mnohocetného myelomu, ktery zahrnuje, vedle pfitomnosti CRAB, také identifikaci biomarkert

spojenych s nevyhnutelnym rozvojem CRAB.

Tabulka ¢. 1: Diagnosticka kritéria MGUS, doutnajiciho myelomu, mnohocetného myelomu
a plazmocelularni leukemie (pfevzato International Myeloma Working Group, 2003)

Onemocnéni Definice

Koncentrace monoklonalniho proteinu v séru <30 g-I"*
Infiltrace kostni dené plazmatickymi bunikami <10 %
Bez znamek dalsiho proliferacniho onemocnéni z B-lymfocytt

MGUS . , , o i s : .
Bez poskozeni koncovych organi ¢i tkani asociovanych s myelomem
(souhrnné oznaceno zkratkou CRAB — hyperkalcémie, renalni insuficience,
anémie a kostni postizeni)

Doutnajici Koncentrace monoklonalniho proteinu vséru >30 gI" a/nebo klonalni

mnohocetny populace z plazmatickych bunék v kostni deni >10 %

myelom Bez poskozeni koncovych organi ¢i tkani

L Prikaz monoklonalniho proteinu v séru a/nebo v moci
Mnohocetny L, L, ., N ;e
myelom Klonalni zmnoZzeni plazmatickych buné€k v kostni dieni

Pfitomnost Symptomu asociovanych s myelomem (CRAB)

Klonalni populace plazmatickych bunék piitomna v periferni krvi >2000-1™
nebo 20 % z leukocyti
Plazmocelularni  Pfitomnost monoklonalniho proteinu v séru, infiltrace kostni dfené nebo
leukemie poskozeni organti nebo tkani asociovanych s myelomem nebo s kritérii
CRAB, ktera podporuji pravdépodobnost diagnozy, ale nejsou vyzadovana
pro jeji stanoveni
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Tabulka €. 2: Kritéria poskozeni organii nebo tkani myelomem (pievzato International Myeloma

Working Group, 2003)

Kritérium

Definice

Hyperkalcémie (C)

Zvyseni hladiny vapniku o 0,25 nad normalni limit
nebo >2,75 mmol-I*

Renalni insuficience (R)

Kreatinin >173 pmol-I"*

Anémie (A)

Hemoglobin 20 g-1™* pod dolni limit nebo <100 g-1*

Kostni zmény (B)

Lyticka kostni loziska nebo osteopordza
s kompresivnimi zlomeninami

Dalsi nalezy souvisejici s myelomem

Symptomaticka hyperviskozita, amyloidéza, opakujici
se bakterialni infekce (>2 epizody za 12 mésicii)

W

Tabulka ¢. 3: Aktualizovana kritéria pro diagnostiku MM (pifevzato International Myeloma

Working Group, 2014)

Klonalni expanze plazmatickych bunék v kostni dfeni >10 % nebo biopticky prokazany
kostni/extramedularni plazmocytom a soucasna pfitomnost alesponi jednoho organového
¢i tkanového poskozeni nebo biomarkeru malignit

Hyperkalcémie Zvyseni hladiny vapniku o 0,25 nad normélni limit nebo >2,75 mmol-I*

Renélni . . - )
cenam! Clearence kreatininu <40 ml za minutu nebo sérovy kreatinin >177 pmol-I"*
insuficience

Anémie Hemoglobin 20 g1 pod dolni hranici normalniho rozmezi nebo <100 g-I"*

Kostni zmény

Jedna nebo vice osteolytickych 1ézi na kosterni radiografii nebo CT
(vypocetni tomografie)

Pritomnost klonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni >60 %

Biomarkery Pomér postizenych a nepostizenych volnych lehkych fetézct v séru >100

>1 fokalni 1éze >5 mm pti MRI vySetfeni (magneticka rezonance)
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K diagnostice mnohocetného myelomu se pouzivaji tii laboratorni testy — elektroforéza
proteinti krevniho séra, imunofixacni elektroforéza (elektroforéza bilkovin) a stanoveni volnych
lehkych fetézcti v séru. Pfitomnost M proteinu musi byt potvrzena imunofixacni elektroforézou,
predevsim se jedna o potvrzeni M proteinu tvofeného kompletni molekulou imunoglobulinu. Nelze
ale diagnostikovat pacienty mnohocetného myelomu, ktefi produkuji pouze monoklonalni volné
lehké tetézce, jelikoz se Vv séru vyskytuji v nizkych koncentracich, které jsou touto metodou
nedetekovatelné. Elektroforetickd imunofixace je nezbytnd kuréeni imunoglobulinové tiidy
M proteinu. Stanoveni volnych lehkych fetézcti odhali onemocnéni u pacientt, ktefi byli negativni
pfi elektroforéze, jedna se az o 20 % pacientli. Po stanoveni monoklondlniho imunoglobulinu
nasleduje vySetieni kostni diené ke zjisténi, zda je kostni dfen infiltrovana plazmatickymi buiikami.
Zaroven se provadi rentgen skeletu ke zjisténi ptitomnosti osteolytickych loZisek. Po splnéni vSech
kritérii k diagnostice mnohocetného myelomu se provadi také cytogenetické testy, které jsou
dilezité pro prognézu onemocnéni (Adam et al., 2001; Salek, 2008). V soudasnosti nejvice
rozsifenou molekularné-cytogenetickou metodou je fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
umoziujici testovat specifické chromozomové aberace. Az v 90 % ptipadl je tak mozné zachytit

chromozomové odchylky u pacientl s onemocnénim MM (Sandecka et al., 2018).
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3.5 Cytogenetické abnormality

Mnohocetny myelom je onemocnéni s velkou heterogenitou, ktera ma pavod v Sirokém spektru

genetickych abnormalit.

Fonseca et al. (2009) rozdélil mnohocetny myelom do tii kategorii — hyperdiploidni MM
(h-MM, 45 %), ne-hyperdiploidni MM (nh-MM, 40 %) a neklasifikovani (15 %). U h-MM jsou
¢asté trizomie chromozomd 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 a 21 (Sawyer, 2011) a translokace t&zkého fetézce
imunoglobulinu IgH. U pacienti s h-MM je pfiznivéjsi prognoéza a Castéji se jedna o star$i
pacienty, nez v pifipadé nh-MM. Ne-hyperdiploidni MM je charakteristicky hypodiploidii,
pseudodiploidii nebo tetraploidii a vysokou translokaci IgH. Mezi nejCastéji deletované

chromozomy patii chromozomy 13, 14, 16 a 22, 28, 29, 30 (Fonseca et al., 2009).

Nejcastéjsi cytogenetickou abnormalitou jsou reciproké translokace onkogenti do blizkosti
imunoglobulinovych zesilovact. Tyto translokace vznikaji jako dusledek nehomologni
rekombinace genu pro imunoglobulin H (Balcarkova et al., 2016). Vyskyt translokaci IgH
je v piipadé¢ MGUS 50 % a pti piechodu do MM se zvySuje na 90 %. Translokace lehkého fetézce
imunoglobulinu kappa nebo lambda je v piipadé MGUS 10 % a 20 % u MM.

Translokace, které se podileji na iniciaci onemocnéni, se nazyvaji primarni, naopak

sekundarnimi translokacemi se rozumi ty, které hraji roli Vprogresi onemocnéni. Primarni

ey oee

viibec nevyskytuji (Bergsagel et Kuehl, 2001).

R oy
D @,.

Normalni
plazmaticke
buiiky

v

Primarni cytogenetické Sekundarni cytogenetické  Sekunddrni cytogenetické
abnormality abnormality abnormality

* frizomie » amplifikace g » translokace MYC
*i(11;14) » delece 17p13 + delece 17pl3

*t{4;14) * delece Ip

*t(14:10)

1 14:20)

Obrazek ¢. 3: Cytogenetické abnormality v prib€hu vyvoje mnohocetného myelomu (pfevzato
a upraveno dle Rajan et Rajkumar, 2015). MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu,
SMM - doutnajici mnohocetny myelom, MM — mnohocetny myelom
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3.5.1 Translokace t(11;14) (q13;932)

Translokace t(11;14) (q13;032) ptedstavuje 15 % vSech ptipadi MM (Fonseca et al., 2009)
a pacienti s timto typem translokace vykazuji delsi dobu pteziti (Garand et al., 2003). Gen CCND1,
nachazejici se v pozici 11q13 a kodujici cyklin D1, je translokovan do blizkosti genu pro tézky
fetézec imunoglobulinu v pozici 14932, ¢imz dochazi k jeho nadmérmé expresi. Cyklin D1, spolu
s dal$imi cykliny, ma dileZitou roli pti vstupu bunék z G1 faze do S faze bunééného cyklu. Cyklin
D1 tvofi komplex s cyklin-dependentnimi kinazami 4 (CDK4) a 6 (CDKG6). Tento komplex
je schopny fosforylovat retinoblastomovy protein (pRB), ktery je asociovan s transkripénim
faktorem E2F. Nasledné dochazi k disociaci transkripcniho faktoru E2F, ktery aktivuje transkripci
gend, které jsou potiebné pro pfechod z G1 do S faze (Hoyer et al., 2000; Pawlyn et Morgan,
2017). Touto cestou ve finale dochazi ke zkraceni Gl faze, rychlej§imu ptestupu do S faze

bunécného cyklu a k vyssi proliferaci plazmatickych bunék (Hoyer et al., 2000).

3.5.2 Translokace t(4;14) (p16;932)

Translokace t(4;14) (pl16;032) je spojena se Spatnou progndézou (Garand et al., 2003),
vyskytujici se u 15 % ptipadi MM, ovliviiuje predevsim telomerickou ¢ast chromozomu 4.
Translokaci dochazi k deregulaci genu pro receptor fibroblastového rustového faktoru 3 (FGFRS3,
fibroblast growth factor receptor 3) na chromozomu 14 a genu pro doménu SET mnohocetného
myelomu (MMSET, multiple myeloma SET domain) na chromozomu 4.

Gen MMSET koéduje protein ovlivijici histon metyltransferazovou aktivitu histont. Pokud je
zvysena exprese proteinu MMSET, dochazi k umlceni exprese cilovych gent v disledku snizené
metylace histonu H3. Dusledkem je pak zména adheze bunék, vyssi rust, geneticka nestabilita

a zvysené preziti bunék (Balcarkova et al., 2016; Pawlyn et Morgan, 2017).

V 25 % ptipadl dochazi k ¢astenym delecim na derivovaném chromozomu 14, ptipadné
ke ztraté celého derivovaného chromozomu 14, coz je spojeno se ztratou exprese genu FGFR3

(Sawyer, 2011; Balcarkova et al., 2016).

3.5.3 Translokace t(14;16) (932;923) a t(14;20) (932;q12)

Translokace t(14;16) (932;923), spojena se $patnou prognoézou onemocnéni (Garand et al.,
2003), se vyskytuje u 6-7 % pacientd s MM. U tohoto typu translokace dochazi ke zvySené expresi
proto-onkogentt MAF, které nalezi do rodiny transkripcnich faktort MAF.

Translokace t(14;20) (g32;q12) je méné Casta, vyskytuje se pouze u 2 % pacientd s MM. Je
charakteristicka zvySenou expresi proto-onkogen MAFB (Sawyer, 2011; Pawlyn et Morgan, 2017).
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3.5.4 Sekundarni aberace

Béhem vyvoje nddoru dochézi u nadorovych klonti k hromadéni dalSich genetickych zmén.
Mezi nejcastéj$i genetické abnormality patii translokace nebo amplifikace proto-onkogenu
MYC (8g24), abnormality chromozomu 1, ztrata nebo delece chromozomu 13 a delece
chromozomu 17p13 (Fonseca et al., 2009). Tyto sekundarni zmény vedou ke zvySeni aktivity
komplexu cyklin D-CDK, coz vede kdalsimu zvySeni prolifera¢ni aktivity bunék (Pawlyn
et Morgan, 2017).

Translokace genu MYC se objevuje v pozdnéj$im stadiu onemocnéni a souvisi s jeho progresi.
Ve 40 % piipadd nezahrnuji genové translokace lokusy pro fetézce imunoglobulini. Pokud jsou
do translokace zapojeny lokusy pro fetézce Ig, jedna se nejéastéji o prestavbu genu MYC s lokusem
IgH (14932), méné pak s lokusem pro lehky fetézec IgL (22q11) a nejméné s IgK (2p11). Touto
ptestavbou dochdzi k nadmérné expresi onkogenu MYC, ktery se dostava do oblasti
»enhanceru® — zesilovace. Tento typ sekundarni aberace je spojovan S agresivnim pribéhem

nemoci a $patnou prognozou (Shou et al., 2000; Dib et al., 2008).

Mezi abnormality chromozomu 1 patii amplifikace useku 121, tvorba izochromozomu
1q nebo ztrata oblasti 1p13-1p31. VSechny tyto abnormality jsou spojeny se $patnou prognodzou
(Sawyer et al.,1998; Pawlyn et Morgan, 2017). Amplifikace oblasti 1q21 se nevyskytuje u pacienti
s MGUS, ale je detekovana u 43 % pacientd s MM a v 72 % piipadech mnohocetného myelomu
v relapsu (Hanamura et al., 2006). Sawyer et al. (1998) prokazali vzacnou opakujici se translokaci
t(1;8) (p11;q24) zahrnujici gen MYC. Jedna se o typ translokace genu MYC, ktera neobsahuje

imunoglobulinové pieskupeni.

Abnormality chromozomu 13 jsou spojovany s kratkou dobou pieziti pacientt. U 15 % ptipadi
onemocnéni jsou detekovany delece chromozomalnich usekd, z 85 % piipadd se jedna
0 monosomii chromozomu 13. U 90 % ptipadi je spole¢né detekovana delece chromozomu
13 a translokace t(4;14) (p16;932) (Avet-Loiseau et al., 2002; Fonseca et al., 2009).

Delece 17pl13 vede ke ztraté tumor-supresorového genu TP53. Jeho produkt, protein p53,
se podili na regulaci buné&ného cyklu a indukuje apoptézu v reakci na stresové signaly, jako
je oxidacni stres ¢i poSkozeni DNA. Inaktivace genu hraje roli pti onkogenezi a rozvoji nadorového
onemocnéni. Monoalelicka delece 17p13 je spojena s neptiznivou progndzou a agresivnéjsi formou

onemocnéni (Fonseca et al., 2009; Lionetti et al., 2016).

Dulezita se zda byt také mutace proto-onkogenu RAS, ktera se ziidka vyskytuje u pacienti
s MGUS, ale je velmi Casta u pacienti S MM. Do rodiny proto-onkogent RAS patii geny N-RAS,
K-RAS a H-RAS. Proteinové produkty téchto gent patfi do rodiny malych GTPaz, které se podile;ji

na prenosu signalu do bunky. Mutace zasahuji pfedevsim geny N-RAS a K-RAS, ztidka nebo vibec
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H-RAS (Kalakonda et al., 2001). Mutace RAS jsou obecn¢ spojovany s translokaci t(11;14) a ziidka
se vyskytuji u translokace t(4;14) a delece 17p13. Cast&jsi je také vyskyt mutace v N-RAS nez
K-RAS, ktera je mnohdy asociovana s mutaci TP53 (Chng et al., 2008). Pfi relapsu onemocnéni
se mutace v genech RAS zvySuje az na 70 %, oproti 10—40 % u nové diagnostikovanych pacientt,
coz naznacuje dulezitou roli tohoto genu v progresi onemocnéni, ale nikoli v jeji iniciaci

(Kalakonda et al., 2001).

Tabulka ¢. 4: Piehled cytogenetickych abnormalit spojenych s mnohocetnym myelomem
(pfevzato a upraveno dle Pawlyn et Morgan, 2017)

Kategorie Abnormalita Ovlivnéné geny
t(11;14) (913;932) CCND1
Primarni translokace 1(4:14) (p16:32) MMSET
t(14;16) (932;923) MAF
t(14;20) (g32;q12) MAFB
Sekundarni translokace 8924 MYC
1q BCL9 a dalsi
Amplifikace 1921 BCL9 a dalsi
. . . Delece 1p13-1p31 CDKN2C a dalsi
Zmeény v poctu kopii
Delece 13 RB1
Delece 17p13 TP53
Mutace Bodova mutace N-RAS, K-RAS, H-RAS
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3.6 Epigenetické faktory

Kromé genetickych abnormalit hraji dulezitou roli ve vzniku a vyvoji mnohoc¢etného myelomu
také epigenetické zmény. Epigenetika popisuje mitoticky a meioticky dédéné stavy genové
exprese, které nejsou zpusobeny zménami v sekvenci DNA (Russo et al., 1996). Nejcastéjsi oblasti
vyzkumu jsou metylace DNA a modifikace histonl. Metylace a acetylace histoni jsou epigenetické
modifikace ovliviyjici expresi gent, jejichz studium muze vést k vyvoji léciv, jako jsou naptiklad
inhibitory histonovych deacetylaz (Dimopoulos et al., 2014). V soucasnosti jsou epigenetické
zmény vedle genetickych abnormalit povazovany za stejné dulezité a vyznamné se podilejici pii
vzniku a progresi nejen mnohocetného myelomu, ale i dalSich hemato-onkologickych naddorovych

onemocnéni (Smith et al., 2010).

Genetické i epigenetické abnormality spolu souvisi a navzajem se ovlivituji. Metylace DNA
a modifikace histonii mohou ovliviiovat expresi genti a naopak mutace mohou ovliviiovat funkci

epigenetickych enzymi (Dimopoulos et al., 2014).

3.6.1 Metylace DNA

Metylaci DNA se rozumi adice metylové skupiny (-CHs) na 5. uhlik cytosinu v dinukleotidu
CpG (cytosin-fosfatidyl-guanin) za vzniku 5-metylcytosinu (5-mC). ,,P*“ v dinukleotidu CpG
znamena fosfodiesterovy mustek mezi cytosinem a guaninem. Za tuto reakci zodpovidaji enzymy
DNA metyltransferazy (DNMTs) a donorem metylové skupiny je S-adenosylmethionin (SAM)
(Esteller, 2009). DNMT3A a DNMT3B katalyzuji metylaci nové vzniklych metyla¢nich mist,
velmi ¢asto u nadorovych bunék, a proto jsou oznaCovana jako de novo metyltransferazy DNA.
DNMT3A a DNMT3B jsou také vysoce exprimované v embryonalnich kmenovych buikach.
DNMT1, ve spolupraci s DNMT3A a DNMT3B, je zodpovédna za udrZzovani metylace DNA
po bunécném deleni. Ztrata DNMT1, kterd zajistuje dédicné metylacni vzorce DNA, je letalni.
Demetylaci DNA zajistuji translokacni proteiny TET (tet metylcytosin dioxygenaza), které
katalyzuji konverzi 5-metylcytosinu na 5-hydroxymetylcytosin a nasledné na cytosin (Bird, 2002;
Dai et al., 2005; Hol¢akova, 2018).
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Obrazek ¢. 4: Metylace cytosinu na 5-metylcytosin pomoci enzymu DNA metyltransferazy

V genomu jsou CpG dinukleotidy zastoupeny v malém mnozstvi, jelikoZ v prubéhu evoluce
dochazi ke spontanni deaminaci 5-metylcytosinu na thymin. CpG dinukleotidy se shlukuji
zatvorby CpG ostrivki dlouhych piiblizné 500-2000 bp, které se nachazeji v promotorovych
aregula¢nich oblastech genu, tedy v mistech, kde mohou ovliviiovat vazbu transkripénich faktort
na sekvenci DNA a nasledné genovou expresi. Vice nez polovina vSech lidskych gend obsahuje
v promotorech CpG ostruvky, které jsou definovany jako tseky DNA, které maji obsah cytosinu
a guaninu vétsi nez 50 % (Gardiner-Garden et Frommer, 1987). Jejich nejvétsi zastoupeni je ovsem

Vv intronovych a intergennich oblastech DNA (Esteller, 2009).

Béhem vyvojovych procesi, jako je inaktivace chromozomu X u Zen, genomovy imprinting
¢iu genl exprimovanych vyluéné v zadrodecnych bunkich a u tkanové specifickych gent, jsou
promotory metylované. Metylace hraje dilezitou roli pfisegregaci chromozoml v mitoze,
hypermetylované jsou také transponovatelné elementy a repetitivni sekvence. Ve zdravych
buiikach se v promotorech CpG ostrivky nachazeji pievazné v nemetylovaném stavu, ¢imz
je zajisténa transkripce pfislusnych geni. Obecné plati, Ze metylace v promotorovych oblastech
blokuje expresi, zatimco metylace v sekvenci genu nema na transkripci vliv, ale jeji odlisna

metylace se mize podilet na vysledném sestiihu genu (Jones, 2012).

Metylované oblasti jsou spojeny s neacetylovanymi histony H3 a H4 a nemetylované oblasti
genu zase s acetylovanymi histony. Tento vztah je pravdépodobné zprosttedkovan
metyl-CpG-vazebnymi proteiny MeCP1 a MeCP2, které se vazi na metylovana CpG mista,
ptitahuji histonové deacetylazy (HDAC) k metylovanym oblastem a deaktivuji transkripci genu
kondenzaci chromatinu (Nan et al., 1998; Sharma et al., 2010).
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3.6.1.1 Hypermetylace promotori tumor-supresorovych genii u MM

V nadorovych buinikdch dochazi k abnormalni hypo- nebo hypermetylaci DNA. Zatimco
ptevlada globalni hypometylace DNA, genové promotory jsou hypermetylované. U nadorovych
bun€k byva pozorovana abnormalni metylace DNA de novo u Standardné nemetylovanych
promotord. S pribéhem onemocnéni mnohocetného myelomu se metylace DNA v promotorovych
oblastech genl zvySuje. Velmi vysoka troven metylaci DNA byla zjisténa v bunéénych liniich

lidskych myelomovych bunék (Walker et al., 2011; Kaiser et al., 2013; Hol¢akova, 2018).

V nadorovych bunkach je hypermetylace CpG mist v promotorovych oblastech
tumor-supresorovych genti spojovana s metylaci a deacetylaci histonti (Ballestar, 2003). Odhaduje
se, ze odlisna metylace DNA v takovych promotorech je stejné bézna, jako geneticka mutace (Dai

et al., 2005).

V karcinogenezi se uplatiuje tzv. Knudsonova hypotéza dvojitého zasahu, podle niz je
tumor-supresorovy gen vyfazen z funkce az poté, co jsou nefunkéni ob¢ alely. Tato bialelicka
inaktivace tumor-supresorového genu miZe nastat, pokud je jedna alela inaktivovana napiiklad
chromozomalni deleci ¢i ztratou funkce v disledku mutace a druha alela je umlcena Vv disledku

metyla¢nich zmén (Wong et Chim, 2015).

U mnohocetného myelomu byla zjisténa zvySena exprese DNMT1 ve srovndni s normalnimi
plazmatickymi buiikami a exprese DNMT1 se v pribéhu onemocnéni zvysuje. Heuck et al. (2013)
ve své studii zjistili, Ze pacienti trpici mnoho¢etnym myelomem maji snizenou expresi DNMT3A

oproti normalnim plazmatickym bunkam, jejiz pfi¢inou je hypermetylovany promotor genu.

Kaiser et al. (2013) ve své studii identifikovali 195 tumor-supresorovych genti u nichz byly
detekovany metyla¢ni zmény v promotorovych usecich, které¢ vyznamné korelovaly s prognozou
MM. Mezi tyto geny patii naptiklad TGFBI (B-indukovany transformujici rastovy faktor), SPARC
(kysely sekretovany protein bohaty na cystein), RBP1 (retinol-vazajici protein 1) a GPX3
(glutathion peroxidaza 3), S riznou Grovni metyla¢nich zmén. S tim souvisejici zmény Vv expresi
téchto genii by mohly vysvétlit rozdilny dopad na progndézu onemocnéni. Tyto Ctyii geny
zprosttedkovavaji dulezité tumor-supresorové funkce a identifikace dalSich gent s touto funkci by
tak mohla ptispét k lepsi molekularni charakterizaci myelomové butiky s mozZnosti individualniho

piistupu k 1é¢b¢ pacienti MM.
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Obrazek ¢. 5: CpG misto tumor-supresorového genu u normalnich a nadorovych bunék (pfevzato
a upraveno dle Smith et al., 2010)

3.6.1.2 Demetyla¢ni ¢inidla

Nukleosidové inhibitory 5-aza-2’-deoxycytidin, 5-azacytidin nebo zebularin jsou inhibitory
metylaci, které se pouzivaji v klinickém vyzkumu i praxi jako demetylacni ¢inidla. Mén¢ znamé
jsou nenukleosidové inhibitory, kam se fadi prokainamid a hydralazin, a antisense oligonukleotidy

cilené proti DNA metyltransferazam (Dai et al., 2005).

Nukleosidova analoga vyZaduji inkorporaci do DNA, a proto jsou nejprve pievedena
na trifosfatovou formu. 5-azacytidin se fadi mezi analoga cytidinu, ktera byla vyvinuta jako
inhibitory metylace DNA. 5-azacytidin je fosforylovan na 5-azacytidintrifosfat a v této formé
se inkorporuje do bunééné DNA, piipadné RNA, s naslednou tvorbou kovalentni vazby s DNA
metyltransferazou. Tento komplex se tvoii ireverzibilngé, coz ma za nasledek vycerpani DNA
metyltransferazové aktivity buitkami a naslednou demetylaci bunécné DNA. Lécivo je nejvice
aktivni v buiikach, které se rychle déli. 5-azacytidin je degradovan nukleosidovou deaminazou (Dai
et al., 2005).

5-aza-2’-deoxycytidin, téZ znamy pod nazvem Decitabin, je analog 2-deoxycytidinu.
Po fosforylaci je zaclenén do DNA a je inaktivovan deaminazou cytidinu, ktera je ve vysokych
hladinach pfitomna v jatrech a sleziné. Na rozdil od 5-azacytidinu se inkorporuje pouze do DNA,
nikoli do RNA. Poloc¢as rozpadu decitabinu je 15-20 minut. Dalsi cytidinovy analog, zebularin,
postrada na pyrimidinovém kruhu ve 4. poloze NH; skupinu a také atom dusiku v poloze 5 (Dai
etal., 2005; Esteller, 2009). I kdyz je ucinnost tohoto 1éCiva niz8i, nez W¢innost
5-aza-2’-deoxycytidinu, Ize jej aplikovat peroralné, coz jej ¢ini atraktivnéjsi pro aplikaci v 1é€bé

nadorovych onemocnéni (Liu et al., 1997).
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Nevyhodou téchto nukleosidovych analogt je jejich cytotoxicita. Mezi vedlejsi ucinky patii
trombocytopenie a neutropenie, které jsou pravdépodobné zptisobeny nespecifickou inkorporaci
léciva do DNA. Ztohoto divodu je snaha hledat nové inhibitory metylace DNA, které
by nevyzadovaly jejich zaclenéni do DNA. Jednim ztakovych 1éki muze byt derivat kyseliny
4-aminobenzoové, prokainamid, pouzivany k 1é¢bé srde¢ni arytmie, ktery patii do skupiny
nenukleosidovych inhibitortt DNA metyltransferaz. Prokainamid se pfimo vaze na sekvence DNA
bohaté¢ na GC, ¢imz blokuje vazbu DNA metyltransferdz na DNA a zpusobuje jeji demetylaci
(Villar-Garea et al., 2003).

NH, NH,
N)\N & N)\lN N/ | &
HO ®) HO O HO @)
OH OH OH H OH OH
5-azacytidin 5-aza-2 -deoxycytidin zebularin

Obrazek ¢. 6: Strukturni srovnani mezi 5-azacytidinem, 5-aza-2"-deoxycytidinem a zebularinem.
Cerné $ipky zobrazuji pozici na pyrimidinovém kruhu, ktera rozliduje ,,aza“ slou¢eninu, a ¢ervené
Sipky zobrazuji 2. pozici na cukerné slozce, kterd odliSuje ribézu od deoxyribozy (pievzato
a upraveno dle Dai et al., 2005)

3.6.1.3 Inhibice DNMT1 pomoci disulfiramu

Tetraethylthiuram disulfid, zkracené disulfiram, t€Z zndmy pod nazvem Antabus, je vSestranné
¢inidlo, které se od 60. let minulého stoleti pouziva jako prostiedek k 1€cbé alkoholismu. Peroralné
podany disulfiram je vtéle rychle pieménén na dvé molekuly diethyldithiokarbamatu.
Diethyldithiokarbamat  je  dale  metabolizovan na  metylester-sulfoxid  kyseliny
diethylthiokarbamatové, coz je ucinny inhibitor aldehyd-dehydrogendzy, kterda metabolizuje
acetaldehyd, metabolit ethanolu, na netoxicky acetat. Stejnym zplsobem disulfiram inhibuje
proteiny, které se podileji na rozvoji nadorového onemocnéni, napiiklad DNA metyltransferazy

¢i P-glykoprotein (Briining et Kast, 2014).
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Disulfiram ve své struktufe obsahuje silné reaktivni thiolové funkéni skupiny, které interaguji
s thiolovymi skupinami reaktivniho cysteinu v aktivnim mist¢ enzymu aldehyd-dehydrogenazy.
Lin et al. (2011) ve své studii sledovali inhibi¢ni u€inek disulfiramu na DNA metyltransferazy
u rakoviny prostaty, jelikoz DNMT1 obsahuje ve svém aktivnim misté také reaktivni cystein.
Zjistili, ze disulfiram dokéze inhibovat aktivitu DNMT1 v zavislosti na davce. Dale prokazali
schopnost disulfiramu reaktivovat epigeneticky umlcené geny a schopnost inhibovat rist bunék
rakoviny prostaty. Disulfiram vykazuje mirné vedlejsi ucinky a je dobie tolerovan, diky ¢emuz

se z ngj miize stat dalsi kandidat pro 1écbu nddorovych onemocnéni.

3.6.2 Histonové modifikace

Histony jsou malé proteiny s vysokym obsahem bazickych aminokyselin argininu a lyzinu.
Dle poméru arginin-lyzin se rozliSuje 5 typu histona — H1, H2A, H2B, H3 a H4. Histony H2A,
H2B, H3 a H4, kazdy ve dvou kopiich, tvoii tzv. oktamer proteinli, kolem kterého se obtaci
molekula DNA o délce 145-147 bp (part bazi) za vzniku nukleozomu. Jednotlivé nukleozomy jsou
od sebe oddéleny ,linkerovou DNA a jsou stabilizovany histonem HI. Nukleozomy dale

spiralizuji za vzniku struktur vyssiho fadu (Luger et al., 1997).

Z nukleozomu vycnivaji amino-terminalni konce histont, které podléhaji reverzibilnim
posttranslaénim modifikacim, jako je acetylace, metylace, fosforylace nebo glykosylace.
Modifikaci histoni dochazi ke zméné struktury chromatinu, kterd je poté hife dostupnd pro
transkrip¢ni faktory a proteiny kontrolujici genovou expresi (Yoo et Jones, 2006; Dimopoulos
et al., 2014).

3.6.2.1 Acetylace histoni

Histonové acetyltransferazy (HAT) jsou enzymy, které acetyluji histonové zbytky. Donorem
acetylové skupiny je acetyl-koenzym A. Nejcastéji se jedna o acetylaci na lyzinovych zbytcich
histoni H3 a H4. Dochazi ke snizeni afinity mezi histony a DNA, coz ma za nasledek rozvolnéni
nukleozomti a zptistupnéni DNA pro transkripci genovych tsek. Acetylace je tedy spojena se
zvySenou transkripci. Za potlaceni transkripce jsou zodpovédné enzymy histon deacetylazy
(HDAC), které odstranuji acetylové skupiny zlyzinovych zbytkth histon zpét na
acetyl-koenzym A. Tim dochazi ke kondenzaci chromatinové struktury, ktera je transkripéné

neaktivni (Grunstein, 1997; Dimopoulos et al., 2014).

Naru$eni rovnovahy mezi HAT a HDAC muZe vést k progresi nadoru. Nékteré studie se
shoduji, ze zvysena aktivita HDAC je spojena s transkripénim umléenim genti u riznych typa
rakovin, naptiklad prostaty, prsu, zaludku, plic a dalsich (Sasaki et al., 2004; Zhang et al., 2004,
Song et al., 2005; Halkidou et al., 2014). K potlaceni aktivity HDAC byly vyvinuty inhibitory
HDAC. 1 ptesto, Ze nebyla potvrzena zvySena exprese ¢i aktivita HDAC u mnohocetné¢ho
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myelomu, existuji inhibitory HDAC se silnou anti-myelomovou aktivitou. Catley et al. (2003)
¢i Kaiser et al. (2006) prokazali zmény v acetylaci histonti u myelomovych bunék po aplikaci
inhibitorit HDAC, ale nebyl objasnén pfesny mechanismus jejich aktivity proti myelomovym
bunkam. Obecné inhibitory HDAC indukuji zastaveni bunééného cyklu na pocatku G1 faze, snizuji
bunéény rust a indukuji apoptézu (Smith et al., 2010). Studie You et al. (2008), Xiong et al. (2005)
nebo Wu et al. (2008) naznacuji, Ze inhibitory HDAC mohou ovlivnit také aktivitu
DNA metyltransferaz snizenim jejich exprese, pfimou inhibici enzymové aktivity nebo snizenim

metylace histond.

3.6.2.2 Metylace histonii

Na metylaci histont se podili enzymy histon metyltransferazy (HMT). Hlavnimi metyla¢nimi
misty v histonech jsou postranni feté¢zce aminokyselin lyzinu a argininu. U savc mtze byt arginin
mono- a dimetylovan, zatimco lyzin mize byt mono-, di- a trimetylovan. Na rozdil od acetylace
je metylace histoni mistné specificka. S transkripéni represi je spojena metylace histonu H3
na lyzinu 9 (H3K9mel) a trimetylace histonu H3 na lyzinu 27 (H3K9me3), zatimco s aktivni
transkripci jsou spojeny trimetylace histonu H3 na lyzinu 4 (H3K4me3), lyzinu 36 (H3K36me3)
a lyzinu 79 (H3K79me3) a monometylace histonu H4 na lyzinu 20 (H4K20mel)
a argininu 3 (H4R3mel).

Rozmisténi metylac¢nich znacek je variabilni a zavislé na funkci a aktivité urcité oblasti
genomu. Napiiklad H3K4me3 a H3K79me3 maji vyznam v aktivnich promotorovych oblastech,
zatimco H3K4mel se vyskytuje v mistech zesilovace (enhanceru) a H4K20mel a H3K36me3

se soustied’uji piimo Vv téle aktivné transkribovaného genu (Dimopoulos et al., 2014).

Gen MMSET (také nazyvany WHSC1 ¢i NSD2), kodujici protein s histon metyltransferazovou
aktivitou, byva v 15 % ptipadi mnohocetného myelomu upregulovan. Abnormalita genu se fadi
mezi primarni translokace t(4;14) (p16;032), kdy dochazi ke zvySené syntéze
histon metyltransferazy se specifickou doménou MMSET. Gen MMSET exprimuje dva
transkripty — MMSET-1 a MMSET-2 — a je vysoce exprimovan ve vSech tkanich (Stec
et al., 1998). Protein MMSET-2 obsahuje SET doménu, ktera se nachazi v mnoha HMT a urcuje
jejich enzymatickou aktivitu. Protein MMSET je koncentrovan v jadfe bun¢k a je specificky vuci
histonim H3 a H4 a funk¢éné interaguje s korepresory a histon deacetylazami. Vysledkem
nadmérné exprese genu jsou globalni zmény v metylacich histonii — akumuluji se dimetylace
H3K36, které jsou spojeny s transkripéni aktivitou onkogennich lokust, a redukuji se trimetylace

H3K27 spojené s transkripéni represi (Marango et al., 2008; Martinez-Garcia et al., 2011).
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3.7 Lécba mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom stale patii mezi nevylécitelné nemoci. Lécba je zahajena po potvrzeni
kritérii MM. V zavislosti na citlivosti onemocnéni k terapii dosahuji pacienti remise rizné délky.
Reakce pokrocilej$iho onemocnéni na 1é¢bu je vzdy horsi a ¢asto dochazi k recidivé (Hajek et al.,
2011).

Terapie mnohocetného myelomu je velmi dynamicka, rychle se vyviji, a tim se zvysuje celkova
doba preziti. V 90. letech minulého stoleti, kdy byla vyuzivana standardni chemoterapie, byl
median celkového pteziti 30 mésich. S vyuzitim vysokodavkovaci chemoterapie s autologni
transplantaci kostni diené se celkové preziti zvySilo o 20 méesict. Ke zvySeni preziti ptispélo také
zavedeni podpurné 1é¢by pro onemocnéni kosti asociované s myelomem. V soucasnosti je median
celkového preziti 6-8 let od stanoveni diagnozy, ale tietina nemocnych preziva déle nez 10 let.
U star$ich pacientt, ktefi nejsou schopni podstoupit autologni transplantaci kostni dfen€, je median

celkového pieziti 4-6 let (Jelinek et al., 2015; Stork et al., 2017).

Na zacatku tisicileti se v 1écbé MM zacaly rutinn€ pouzivat nové léky, jako je thalidomid,
lenalidomid a bortezomib, které zvysily efektivitu dosavadni 1é¢by. Nejéastéji jsou pouzivané
v kombinaci s glukokortikoidy ¢i alkyla¢nimi cytostatiky. Thalidomid, derivat kyseliny glutamové,
patii mezi imunomodulacni léky, které maji pfimy i nepiimy efekt na rist myelomovych bunék.
V terapii MM se pouziva jak v primolécbe, tak vrelapsu onemocnéni. Muze byt podavan
v kombinaci s dalsimi 1éky, asto troj- a ¢tyfkombinace, ¢i monoterapii. Thalidomid je teratogen,
k nezadoucim u¢inktm patii senzomotoricka polyneuropatie, tromboembolie, ospalost, ties, sucha

kaze a sliznice (Hajek et al., 2011; Hajek et al., 2013).

Lenalidomid, analog thalidomidu, je dal$i 1ék ze skupiny imunomodulaénich latek. Oproti
thalidomidu ma vys$8i imunomodulaéni a tumoricidni efekt a ma pifimy protimyelomovy ucinek.
Lenalidomid je schopny snizit produkei cytokintl, napfiklad tumor necrosis faktor alfa, interleukin
6 a 8 a vaskularni endotelialni rstovy faktor. Tyto cytokiny zvySuji proliferacni aktivitu bunék.
Daéle je lenalidomid schopny aktivovat NK bunky a T-lymfocyty, ¢imz dochazi k jejich zvysené
proliferaci. Hlavni vyhodou lenalidomidu je vysoka ucinnost a akceptovatelny toxicky profil

(Holéanek et Hajek, 2010).

Bortezomib je proteazomovy inhibitor. Inhibici proteazomu brani degradaci proteini
a ovliviiuje metabolismus buiiky, coz ma za nasledek naruseni fizeni bunécného cyklu a apoptdzy.
Bortezomib selektivné indukuje apoptoézu aktivnich aloreaktivnich T-lymfocytdl, pii soucasném
zachovani klidovych T-lymfocyt, a indukuje zvySenou expozici heat shock proteinu 90 na

povrchu odumirajicich myelomovych bunck, diky ¢emuz je navozena stimulace protinadorové
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T-bunécné imunitni odpovédi pomoci dendritickych bunék. Bortezomib ma velky lécebny

potencial v kombinaci s thalidomidem (Vokurka, 2010; Hajek et al., 2013).

Dnes se moznosti 1é¢by dale rozrastaji, klinicky jsou testovany dal$i nové latky, jako
pomalidomid, carfilzomib, ixazomib, daratumumab, elotuzumab a panobinostat, kterymi jsou
l1éceni pacienti s relapsi MM v ramci klinickych studii. Carfilzomib a ixazomib patii do skupiny
1é¢iv, ktera inhibuji proteazom. Carfilzomib se selektivné a ireverzibilné vaze na 20S podjednotku
proteazomu, zatim ixazomib se na ni vadze reverzibilné. Pomalidomid, ktery je strukturnim
analogem lenalidomidu a thalidomidu, patfi k imunomodula¢nim Ilékiim. Pomalidomid ptisobi

cytotoxicky skrz zvysenou expresi tumor-supresorovych proteinti p21"VA™

, aktivaci apoptozy
kaspazou 8 a vazbou na protein receblon, coz vede k naruseni regulace vazby ubikvitinu na
cytoplazmatické bilkoviny. Daratumumab je monoklonélni protildtka, ktera vazbou na antigen
CD38 aktivuje imunitni mechanismy, které vedou k apoptdéze nadorovych bunek. Daratumumab je
mirné toxicky, nejcastéjs§imi nezadoucimi ucinky je ryma, kasel, bolest hlavy a teplota, dale pak
anémie, trombocytopenie a neutropenie. DalSi monoklonalni protilatkou, ktera je klinicky testovana
je elotuzumab. Tato protilatka se vaze na povrchové molekuly SLAMF7 (signaling lymphocytic
activation molecule F7) na povrchu plazmatickych a NK bunikach a zptsobuje aktivaci
protilatkové-vazané bunécné cytotoxicity. Nejnoveéjsimi preparaty v 1écbé MM jsou inhibitory
histon deacetylaz, mezi které patii panobinostat. Histon deacetylazy jsou zodpovédné za
epigenetické zmény DNA. Mezi neZzadouci u¢inky panobinostatu patii trombocytopenie,
lymfopenie a prijem (Michels et Petersen, 2017; Stork et al., 2017).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast bylo pouzito celkem 22 wvzorkii od pacienti s mnohocetnym
myelomem. Vzorky byly odebrany 1ékati z hemato-onkologického oddéleni FNOL. Od 17 pacientu
byly ziskdny vzorky aspirdtu kostni difené¢ a od 5 pacienti byly ziskdny vzorky, které byly
podrobeny sortovani na antigen CD138. V premalignim stadiu MGUS byli celkem 3 pacienti
a zbylych 19 pacientti mélo aktivni MM.

Pro normalizaci dat expresni analyzy byla pouzita RNA, ktera byla izolovana z kostni diené
zdravych 56 Asiatii ve véku 22-85 let, koncentrace 1 ug-ul™, cat. no. 636591 (Clontech).

4.1.1 Nesortovana populace jedinct (vzorky aspiratu kostni dien¢€)

Tabulka €. 5: Charakteristika analyzovaného souboru pacienti

Vzorek Pohlavi Diagnoza
2013-07-17 Zena MM
2013-10-08 Muz MM
2013-10-09 Zena MGUS
2013-10-10 Muz MM
2013-10-22 Zena MM
2013-10-23a Muz MM
2013-11-04 Muz MM
2013-11-18 Zena MM
2014-01-22 Muz MM
2014-03-12 Muz MGUS
2014-03-19 Muz MM
2014-03-27 Zena MM
2014-03-31 Zena MM
2014-05-07 Zena MM
2014-05-20 Muz MM
2014-06-17 Muz MM
2014-06-20 Zena MM
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4.1.2 Sortovana populace bunék (CD138)

Vzorky byly sortovany na antigen CDI138 pomoci pritokové cytometrie. Sortovani provedli

pracovnici Ustavu molekulérni a translaéni mediciny Univerzity Palackého v Olomouci.

Tabulka ¢. 6: Charakteristika analyzovaného souboru pacientt

Vzorek Pohlavi Diagnbza
2019-02-11 Muz MGUS
2019-02-14 Muz MM
2019-02-28 Muz MM
2019-06-05 Muz MM
2018-08-09 Muz MM

4.1.3 Myelomové bunécné linie

Pro ovlivnéni demetyla¢nimi ¢inidly 5-azacytidinem a 5-aza-2’-deoxycytidinem a potencialnim
demetyla¢nim ¢inidlem disulfiramem byly pouzity myelomové bunétné linie KMS12-BM
a KMS12-PE. Myelomové bun&né linie byly zakoupeny od spoleénosti ATCC (CCL155™)
(Rockville, MD, USA).

Bunécnd linie KMS12-BM byla vytvofena Vvroce 1988 zkostni dfené 64leté zeny
s mnohocetnym myelomem. Morfologicky se jedna o jednotlivé rostouci bunky v suspenzi
s generacni dobou 60 hodin. Doporucend inkubace je pti 37 °C s 5% CO,. Imunologie této linie:
CD3-, CD10-, CD13-, CD19-, CD34-, CD37+, CD38+, cyCD79a+, CD80-, CD138+, HLA-DR-,
sm/cylgG-, sm/cylgM-, sm/cykappa-, sm/cylambda- (zdroj dsmz.de; cat. no. ACC 551).

Bunécna linie KMS12-PE byla vytvofena z pleuralni efuze 64leté Zeny s refrakternim
terminalnim mnohocetnym myelomem po kombinované chemoterapii. U KMS12-PE linie byla
zjisténa translokace t(11;14) (q13;932). Morfologicky se jedna o samostatné rostouci malé kulaté
bunky v suspenzi, pfilezitostn¢ tvotici mensi shluky, s genera¢ni dobou 60—80 hodin. Doporucena
inkubace je pii 37 °C s 5% CO,. Imunologie této linie: CD3-, CD4-, CD13-, CD14-, CD15-,
CD19-, CD20-, CD34-, CD38+, CD138+, HLA-DR+ (zdroj dsmz.de; cat. no. ACC 606).
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4.2 Laboratorni pomiicky a pristroje

0,2ml a 1,5ml mikrozkumavky (Eppendorf)

24-jamkova desticka, cat. no. 3337 (Corning)

5ml a 10ml plastové pipety (Techno Plastic Products)
Biohazard box MSC-Advantage™ 1,8 (ThermoScientific)
Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

Centrifuga LMC-3000 (Biosan)

Digitalni vaha 440-33N (Kern)

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan)
Elektroforeticka komora Easycast B1A (Thermo Scientific)
Chladici stojan

Chlazena centrifuga 3K30 (Sigma)

Chlazena centrifuga MR22i (Jouan)

Inkubator Heracell CO, (Heraeus)

Laboratorni digestot M/900 M2 (Merci)

LightCycler® 480 (Roche)

LightCycler® 480 multiwell plate 96 white, cat. no. 04729692001 (Roche)

Mikrocentrifuga Multi-spin PCV-3000 (Grant-Bio)
Mikropipety (Eppendorf, Gilson)

Mikrovlnna trouba MO 17 MW (Gorenje)
NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)
PyroMark Q96 ID (QIAGEN)

PyroMark Q96 Vacuum Workstation (QIAGEN)
PyroMark Q96 Cartridge (QIAGEN)

SpectrafugeTM Mini C1301-B (Labnet)

Thermal Cycler C1000TM (Bio-Rad)

UV transiluminator EB-20 (Ultra-Lum)

Vortex mixer PV-1 (Grant-Bio)

Zdroj elektrického proudu MP-300N (Major Science)
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4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

1x PBS pufr (8 g 137mmol-I"* NaCl; 0,2 g 2,7mmol-I"* KCI; 0,24 g 1,8mmol-I" KH,PO,; 1,44 g
10mmol-I* Na,HPO4; 800 ml deionizované vody; pH 7.4; doplnit do 1000 ml sterilni
deionizovanou vodou)

Ix TAE elektroforeticky pufr (10 ml 50x TAE pufr, doplnit do 500 ml sterilni deionizovanou
vodou)

100% dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

4’-bromoanisol, cat. no. BN191 (Molecular Research centre Inc.)
5-aza-2’-deoxycytidin, cat. no. A3656 (Sigma Aldrich)
5-azacytidin, cat. no. A2385 (Sigma Aldrich)

50x TAE elektroforeticky pufr (121 g Tris base; 28,6 ml ledové kyseliny octové; 50 ml roztoku
EDTA 0,5 mol-I", pH 8,0; doplnit do 500 ml sterilni deionizovanou vodou)

6x Orange Loading Dye Solution, cat. no. R0631 (Fermentas)
96%, 75% a 70% ethanol (Fargon)
Agaroza Wide range/Standard 3:1, cat. no. A7431 (Sigma-Aldrich)
Chloroform (Lachema a.s.)
CpGenome Universal Methylated DNA 10 pg (0,1 pug-ul™), cat. no. 7821 (Millipore)
Deionizovana voda
DepcH,O
Ethidium bromid 100 mg (Amresco)
Isopropylalkohol (mikroCHEM)
Primery kompatibilni se sondou PDLIM4 (ThermoFisher)
e Right 5'-GCTTGGTCTGCCATCTTCTG-3’
o Left 5'-GGATCCACATCGATCCTGAG-3’

RPMI 1640 médium s 10% fetalnim bovinnim sérem (10 ml FBS, 1 ml antibiotikum
Penicilin-Streptomycin, 1 ml 100mmol-I"* pyruvatu sodného, 1 ml L-glutaminu, doplnit do
100 ml PRMI 1640 médiem), cat. no. R5886 (Sigma-Aldrich)

Sonda 2M 20x (B-2-mikroglobulin), sou¢asti komeréni sondy jsou primery, cat. no. 4331182,
Hs00187842_m1 (ThermoFisher)

Sonda GPX3 20x (glutathion peroxidaza 3), soucasti komer¢ni sondy jsou primery, cat. no.
4331182, Hs01078668_m1 (ThermoFisher)

Sonda PDLIM4 (PDZ a LIM doména 4), cat. no. 4331182, Hs00925323 g1 (ThermoFisher)

Sonda RBP1 20x (protein vazajici retinol 1), soucasti komeréni sondy jsou primery, cat. no.
4331182, Hs01011512_g1 (ThermoFisher)
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Standard molekulové hmotnosti 100 bp DNA Ladder 500 pug-ml™, cat. no. N3231L (BioLabs)
Tetraethylthiuram disulfid (disulfiram), cat. no. 86720 (Sigma-Aldrich)

Tri Reagent RT-Blood, cat. no RB 211 (Molecular Research Centre, INC.)

Universal Unmethylated DNA 5 pg (0,1 pg-ul™), cat. no. 90579 (Millipore)

4.4 Pouzité soupravy

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit, cat. no. 59824 (QIAGEN)

PyroMark PCR kit, cat. no. 978703 (Qiagen)

QlAamp DNA Blood Mini Kit, cat no. 51106 (QIAGEN)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, cat. no. 04897030001 (Roche)

Xceed gPCR Probe 2x Mix Lo0-ROX, cat. no. LPCR10502S (Institute of Applied
Biotechnologies)

4.5 Pouzité pocitacové programy

4.6

Li-Cor Odyssey“Fc Imaging Systém (LI-COR)
LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 (Roche)
PyroMark Assay Design Software (QIAGEN)

PyroMark CpG Software (QIAGEN)

Statistica (data analysis software system), version 13 (TIBCO Software Inc.)

Izolace RNA z aspirati kostni difené a/nebo ze sortované populace bunék
CD138

Pro izolaci RNA byl pouzit Tri Reagent RT-Blood. Pro izolaci RNA ze suspenze

sortovanych bunék CD138 byly pouzity poloviéni objemy chemikalii. Postup byl proveden dle

pokynt vyrobce:

1.
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Do mikrozkumavky napipetovat 750 ul TRI Reagent RT-Blood a 125 pl aspiratu kostni diené,
vortexovat.

Ptidat 50 pl 4"-bromoanisolu a vortexovat alespon 15 vtefin.

Centrifugovat 15 minut pii otackach 12000 g a teploté 4 °C.

Do nové mikrozkumavky odebrat 500 pl horni vodnaté faze a ptidat 500 pl isopropanolu.
Promichat smés ve zkumavce a inkubovat 10 minut pfi pokojové teplote.

Centrifugovat 5 minut pii otaCkach 12000 g a teploté 4 °C.

Odstranit supernatant a pelet promyt ptidanim 1 ml 75% ethanolu.

Centrifugovat 5 minut pfi otackach 6000 g a teploté 24 °C.

Odstranit supernatant a pelet rozpustit ve 25 pl depcH,0.
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10. Zm¢tit koncentraci a Cistotu vyizolované RNA pomoci NanoDropu.

11. RNA uchovavat pii teploté -80 °C.

4.7 Reverzni transkripce

Z vyizolované RNA byla pfipravena cDNA pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit. Postup byl proveden dle pokynti vyrobce:

1.
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Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml napipetovat 2 pl random hexamer primeru, 1000 ng RNA
(v pripadé¢ RNA izolované z aspirati kostni dien¢) nebo 100 ng RNA (v piipadé RNA
izolované ze suspenze sortovanych bunék CD138) a deionizovanou vodu do celkového objemu
13 pl.

Denaturovat vzorky 10 minut pfi teploté¢ 65 °C a nasledné€ umistit do chladiciho bloku.

Ke vzorkiim postupné pfidat reagencie dle Tabulky ¢. 7.

Mikrozkumavky inkubovat v termocykleru dle programu uvedeného v Tabulky ¢. 8.

cDNA uchovavat pii teploté -20 °C.

Tabulka €. 7: Jednotlivé slozky reakéni smési

i ysledna
. Zasobni Objem pro Vysledna
Reagencie . koncentrace
koncentrace 1 reakci [ul] .
Vv reakci
Transcriptor re\vlerse transcriptase 5x 4 1x
reak¢ni pufr
Protector RNase inhibitor 40 U-plt 0,5 20U
Deoxynukleotidovy mix 10 mmol-I* 2 1 mmol-I*
Transcriptor reverse transkriptaza 20 U-pl™ 0,5 10U
Celkovy objem ve zkumavce - 20 -
Tabulka €. 8: Teplotni a ¢asovy profil pro reverzni transkripci
Faze Teplota [°C] Cas
Inkubace 25 10:00
Inkubace 55 30:00
Inaktivace transkriptazy 85 05:00

31



4.8 Expresni analyza geniit RBP1, GPX3 a PDLIM4

Expresni analyza gent RBP1, GPX3 a PDLIM4 byla provedena metodou real-time PCR
s pouzitim X-ceed gPCR Probe Mix (2x) Lo-ROX. Pro kvantitativni analyzu byl pouzit
housekeepingovy gen f2M. RNA, izolovana z kostni dfené¢ zdravych jedincii a ptevedena do
cDNA, se pouzivala k normalizaci hodnot exprese sledovanych genti u pacientskych vzorkt. Kazdy

vzorek byl analyzovan v duplikatu.

1. Pfipravit PCR reakéni smés dle Tabulky ¢. 9, ptipadné Tabulky ¢. 10.

2. Reakéni smés rozdélit do 96-jamkové desticky po 19 pl a nasledné ptidat 1 pl cDNA.
3. Prelepit desticku folii a centrifugovat pii otackach 1200 g po dobu 2 minut.
4

. Desti¢ku umistit do Light-cycleru s nastavenym programem dle Tabulky ¢. 11.

Tabulka ¢. 9: Priprava reakéni smeési pro real-time PCR analyzu pro geny RBP1, GPX3
a housekeepingovy gen f2M

Reagencie Zasobni Objem p_ro jednu Vysledna
koncentrace reakci [pl] koncentrace
X-ceed gPCR Probe Mix 2X 10 1x
Sonda 20x 1 1x
Deionizovana voda - 8 -
cDNA templat - 1 -
Celkovy objem reakéni smési - 20 -

Tabulka €. 10: Priprava reak¢ni smési pro real-time PCR analyzu pro gen PDLIM4

Reagencie Zasobni Objem p_ro jednu Vysledna
koncentrace reakci [pl] koncentrace
X-ceed gPCR Probe Mix 2X 10 1x
Forward primer 10 umol-I* 0,8 400 nmol-I™
Reverse primer 10 pmol-I™ 0,8 400 nmol-I™
Deionizovana voda - 7 -
Sonda 10 pmol-I* 0,4 200 nmol-I™*
cDNA templat - 1 -
Celkovy objem reakéni smési - 20 -

Tabulka €. 11: Teplotni a ¢asovy profil real-time PCR

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Aktivace polymerazy 95 02:00 1
- De?aturace - 95 00:05 40 + 10
Nasedani primerd a prodluzovani DNA 63 00:20
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5. Ze ziskanych hodnot Ct vypocitat uroven exprese piislusnych genil v testovanych vzorcich dle
nasledujiciho vzorce (efektivita reakce = 2):
ACt = Ct(c,t) — Ct(r,t)
ACn = Ct(c,n) — Ct(r,n)
AACt = ACt— ACn
R - 2-AACt

Ct... cyklus prahu, cycle of treshold

ACt, ACn... rozdil v Ct hodnotach mezi srovnavanymi vzorky

Ct(c,t)... Ct hodnota cilového genu (RBP1, GPX3 nebo PDLIM4) pti testovacich podminkach
Ct(r,t)... Ct hodnota referen¢niho genu ($2M) pfi testovacich podminkach

Ct(c,n)... Ct hodnota cilového genu (RBP1, GPX3 nebo PDLIM4) pii normalnich podminkach
Ct(r,n)... Ct hodnota referencniho genu ($2M) pii normalnich podminkach

R... troven exprese cilového genu

4.9 lzolace DNA z aspirati kostni difené a ze Sortované populace bunék
CD138

Pro izolaci DNA z aspirata kostni dfené byl pouzit QIAamp DNA Mini Kit. Postup byl
proveden dle pokyni od vyrobce:

1. K200 pl aspiratu kostni diené nebo peleté rozpusténé v 200 pl PBS pufru ptidat 20 pl
QIAGEN Proteazy a 200 pl pufru AL.

2. Smés v mikrozkumavce minimalné 15 sekund vortexovat a nasledné inkubovat 10 minut pfi

teploté 56 °C.

Pridat 200 pl 96% ethanolu, vortexovat a kratce stocit na stolni minicentrifuze.

Smés z mikrozkumavky prenést do QlIAamp Mini kolony umisténé ve 2ml sbérné zkumavce.

Centrifugovat pii otackach 6000 g po dobu 60 sekund.

Odstranit filtrat a ptidat 500 pl pufru AW1.

Centrifugovat pti otackach 6000 g po dobu 60 sekund.

Odstranit filtrat a kolonu pfenést do Cisté 2ml sbérné zkumavky.
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Pridat 500 pl pufru AW2 a centrifugovat pfi otdckach 14000 g po dobu 3 minut.
10. Odstranit filtrat a kolonu pfenést do Cisté 2ml sbérné zkumavky.

11. Centrifugovat pii otackach 14000 g po dobu 60 sekund.

12. Ptenést kolonu do Cisté 1,5ml mikrozkumavky a ptidat 25 pl pufru AE.

13. Inkubovat po dobu 60 sekund pfi pokojové teplote.

14. Centrifugovat pii otackach 6000 g po dobu 60 sekund.

15. Zmeéfit koncentraci a Cistotu ziskané DNA pomoci NanoDropu. Uchovavat pii teploté -20 °C.
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4.10 Bisulfitova modifikace

Izolovana DNA byla modifikovana bisulfitovou reakci pomoci EpiTect Fast DNA Bisulfite
Kitu pro rozliSeni metylovaného a nemetylovaného cytosinu. DNA reaguje S bisulfitem sodnym,
diky ¢emuz dochazi k pfemén¢ nemetylovanych cytosinti na thyminy, zatimco metylované cytosiny

chrani metylova skupina a ke konverzi nedochazi.

Soucasti analyzy pacientskych vzorki DNA bylo zafazeni komer¢ni metylované
a nemetylované DNA, ktera byla bisulfitové modifikovana stejnym postupem jako analyzované

vzorky. Postup byl proveden dle pokynu vyrobce:

1. Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml piipravit reakéni smés podle Tabulky ¢. 12.

2. Mikrozkumavky s reakéni smési umistit do termocycleru s nastavenym programem dle

Tabulky ¢&. 13.

Tabulka €. 12: Ptiprava reak¢ni smési pro bisulfitovou modifikaci

Reagencie Objem [ul]
DNA (300 ng) Variabilni
RNase-free voda Do celkového objemu 140
Bisulfitovy roztok 85
DNA protect pufr 15
Celkem 140

Tabulka €. 13: Teplotni a ¢asovy profil bisulfitové modifikace

Faze Cas Teplota [°C]
Denaturace 05:00 95
Inkubace 15:00 60
Denaturace 05:00 95
Inkubace 15:00 60

3. Mikrozkumavky kratce centrifugovat a smés ptrenést do Cistych mikrozkumavek o objemu
1,5 ml.
4. Pridat 310 pl ¢erstvé pripraveného pufru BL obsahujiciho carrier RNA dle Tabulky ¢. 14.

Tabulka €. 14: Piiprava pufru BL

Reagencie Objem pro 1 reakci [ul]
Pufr BL 350
Roztok carrier RNA 3,5
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.

22.

23.
24,

Mikrozkumavky promichat a kratce stocit.

Pridat 250 pl 96% ethanolu, promichat pomoci Vortexu a kratce stocit.

Smés prenést do Cisté kolony MinElute DNA umisténé ve sbérné zkumavce 0 objemu 2 ml.

Centrifugovat pii otackach 14000 g po dobu 60 sekund.
Odstranit filtrat a ptidat 500 ul pufru BW.
Centrifugovat pii otackach 14000 g po dobu 60 sekund.
Odstranit filtrat a pridat 500 ul pufru BD.

Inkubovat po dobu 15 minut pti pokojové teploté.
Centrifugovat pti otackach 14000 g po dobu 60 sekund.
Odstranit filtrat a ptidat 500 ul pufru BW.
Centrifugovat pii otackach 14000 g po dobu 60 sekund.
Odstranit filtrat a opakovat krok 15.

Odstranit filtrat a ptidat 250 ul 96% ethanolu.
Centrifugovat pti otackach 14000 g po dobu 60 sekund.

Pienést kolonu do ¢isté sbérné zkumavky 0 objemu 2 ml a centrifugovat pii otackach

14000 g po dobu 60 sekund.
Inkubovat obsah kolony po dobu 5 minut pii 60 °C.

Pienést kolonu do ¢isté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a pfidat 15 pl pufru EB na stfed

kolony.

Inkubovat po dobu 60 sekund pifi pokojové teploté¢ a poté centrifugovat pii otackach

14000 g po dobu 60 sekund.
Zmefit koncentraci a Cistotu bisulfitované DNA pomoci NanoDropu.

Bisulfitovanou DNA uchovavat pfi teploté -20 °C.

4.11 Metylacné-specificka PCR

Bisulfitovana DNA se pouziva jako templat do metyla¢né-specifické PCR pomoci kitu

PyroMark PCR kit (Qiagen). Byly pouzity pary metyla¢né-specifickych primerti (viz Tabulka

¢. 15), které dokazi rozpoznat metylovanou DNA od nemetylované DNA. Primery byly navrzeny

pomoci programu PyroMark Assay Design, pii¢emz jeden z primert (forward, reverse nebo

sekvenacni) byl oznacen biotinem. Referenéni sekvence pro gen RBP1 (NC_000003.12)
je lokalizovana na chromozomu 3, pro geny PDLIM4 a GPX3 (NC 000005.10) se nachazi na

chromozomu 5. Postup byl proveden dle pokynii vyrobce:
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Tabulka €. 15: Sady primert pro metyla¢né-specifickou PCR

Velikost

Sada primert Sekvence primert 5'— 3’ produktu
[op]
R/RBP1/As10/5biotin  [Btn]AACAACCACTCCAAAATTAAAAAACAATCT 174
F/RBP1/As10 GGGAGAGAAGTGGAAAGTGT 174
R/RBP1/As11/5biotin [Btn]AACCCCATTAACTTCTCACACTCAACA 196
F/RBP1/Asl1 GGAGAGAAGTGGAAAGTGTTTTAAT 196
R/RBP1/Asl12/5biotin  [Btn ] CACAAAACCTACCAAAAAATCCATTATAAC 245
F/RBP1/As12 GGTTGTTGAGTGTGAGAAGTTAATG 245
R/GPX3/As3/5biotin [Btn ]CTCCCAACCACCTTTCAA 229
F/IGPX3/As3 GTATTTTGGAGTTAAAAGAGGAAGG 229
R/PDLIM4/5biotin [Btn]ACACCCCCACTCAACTCTC 216
F/PDLIM4 GGGTTTATGAGGAGGTATTTGAGTTG 216

1. Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml piipravit reak¢éni smés podle Tabulky ¢. 16.

2. Mikrozkumavky s reakéni smési umistit do termocycleru s nastavenym programem dle

Tabulky ¢&. 17.

Tabulka ¢. 16: Ptiprava reakéni smési pro metylacné-specifickou PCR

Reagencie Koncentrace Objem pro 1 reakci [ul]

PCR master mix - 12,5

Coral load concentrate 10x 2,5
MgCl, 25 mmol-I* 1

Primer forward 25 pmol-I* 0,2

Primer reverse biotinylovany 25 pmol-I™ 0,2
Didestilovana voda RNase free - 7,6
Bisulfitovana DNA - 1
Celkem - 25

Tabulka €. 17: Teplotni a ¢asovy profil metylaéné-specifické PCR

Faze Cas Teplota [°C] Pocet cykla
Denaturace 15:00 95 1
Denaturace 10:30 94

Nasedani primerd 00:30 56 45
Prodluzovani primert 00:30 72
Finalni extenze 10:00 72 1
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4.12 Kontrolni elektroforeticka separace v 2% agarézovém gelu

Pred vlastnim pyrosekvenovanim byla provedena kontrolni -elektroforetickd separace

v 2% agar6zovém gelu pro vizualizaci a kontrolu velikosti specifickych PCR produktu.

Do objemu 120 ml deionizované vody ptidat 2,4 g agarézy Wide range/Standard 3:1.
Suspenzi zahtat v mikrovinné troubé¢ az do uplného rozpusténi agarozy.

Po zchladnuti gelové suspenze piidat 2,4 ml pufru 50x TAE a 12 ul ethidium bromidu.
Gelovou suspenzi vylit do elektroforetické komirky a ponechat 30 minut ke ztuhnuti.
Po ztuhnuti gel vlozit do elektroforetické vani¢ky obsahujici pufr 1x TAE.
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Do krajni jamky Vv gelu napipetovat 3 pl standardu molekulové hmotnosti (100 bp DNA
ladderu).

7. Do zbyvajicich jamek napipetovat 5 pl vzorku po metylaéné-specifické PCR.

8. Zapojit zdroj elektrického napéti s napétim 70 V.

9. Po hoding vyhodnotit elektroforetickou separaci pomoci pfistroje Li-Cor.

4.13 Pyrosekvenovani

Pro stanoveni urovné metylace v promotorovych usecich studovanych gent byla pouzita
metoda pyrosekvenovani. Primery pro sekvenacni analyzu byly navrzeny pomoci programu
PyroMark Assay Design (viz Tabulka ¢. 18). Byly pouzity stejné referenéni sekvence, jako pfi

navrhovani primert pro metyla¢né-specifickou PCR (viz 4.11).

Tabulka €. 18: Sekvenac¢ni primery

Oznaceni sekvence pro analyzu Sekvence sekvenaéniho primeru 5'— 3’
RBP1/As10 GAGAGAAGTGGAAAGTGTT
RBP1/Asl1 TTTAGTTAGTAGTTGAATTTTTTAG
RBP1/As12 AGTTAATGGAGTTTGAAGGAA
GPX3/As3 TTTTTGTTTAGATTTGTTTATGTTA

PDLIM4 TGTAGATAGTTGGGTTTGG

Pro pyrosekvenovani byl pouzit piistroj PyroMark® Q96 Vacuum Workstation a program
PyroMark CpG. Postup pro piipravu vzorkt pfed pyrosekvenovanim byl proveden dle pokynt

vyrobce:

1. Zadat parametry navrzené programem PyroMark Assay Design do programu PyroMark CpG.

2. Do jamek mikrotitra¢ni desticky s rovnym dnem napipetovat 40 ul roztoku sekvenacniho
primeru.

3. Pripravit reakéni smés dle Tabulky ¢. 19, kterou rozpipetovat po 60 ul do jednotlivych jamek

konické mikrotitracni desticky.
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Tabulka €. 19: Priprava reakéni smési pro pyrosekvenovani

Reagencie Objem pro 1 reakci [ul]
PyroMark annealing pufr 40
Streptavidin sepharose high performance 3
Deionizovana voda 17
Celkem 60

4. K60 pl reak¢ni smési pridat 20 pl PCR produktu (z kroku 4.11) a ponechat na tfepacce po
dobu 10 minut pfi frekvenci 1400 rpm, aby doslo k navazani biotinylovaného konce PCR
produkti na streptavidinové kulicky.

5. Pomoci vakuové pumpy odsat supernatant a zachycené PCR produkty s navazanymi
streptavidinovymi kulickami nasledné¢ promyvat 5 vtetin 70% ethanolem, 5 vtetin
denaturacnim roztokem a 10 vtetin promyvacim pufrem.

6. Streptavidinové kulicky navazané na PCR produkty nechat oschnout po dobu 10 vtetin
v thlu 90°.

7. Smisit zachycené streptavidinové kulicky s navazanymi PCR produkty se sekvenaénimi
primery a inkubovat 2 minuty pii 80 °C.

8. Do kazety (cartrige) napipetovat odpovidajici mnozstvi enzymu, substratu a jednotlivych
nukleotidii dle Obrazku ¢. 7. Odpovidajici hodnoty mnozstvi vypocita program dle pfedem
zadanych parametru.

9. Kazetu a mikrotitra¢ni desticku se vzorky vlozit do sekvenatoru PyroMark Q96 a zahajit
sekvenovani.

10. Po ukonceni programu odecist a vyhodnotit vysledky.
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Obrazek ¢. 7: Schéma pipetovani enzymu, substratu a nukleotidi do kazety. E — enzym,
S — substrat, A —adenin, T — thymin, C — cytosin, G — guanin
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4.14 Ovlivnéni myelomovych bunéénych linii

Pro praci sbunéénymi kulturami byly pouzity myelomové bunééné linie KMS12-BM
a KMS12-PE.

1. Do jednotlivych jamek 24-jamkové desticky napipetovat 500 ul média RPMI s 10% podilem
FBS (fetal bovine serum) tak, aby v kazdé jamce bylo 500 000 bunék.

2. Dat inkubovat do termostatu s teplotou 37 °C.

3. Nafredit reakéni ¢inidla na pracovni koncentrace dle Tabulky ¢. 20 a nasledné¢ na finalni

koncentrace dle Tabulek ¢. 21 a 22.

Tabulka ¢. 20: Redéni reakénich Cinidel o zasobni koncentraci na pracovni koncentrace

Reakén inidlo Zasobni Pracovni Objem 19% RPMI Objem
koncentrace koncentrace média [pl] ¢inidla [ul]
Dimetylsulfoxid 100% 10% 90 10
5-aza-2'-deoxycytidin 50 mmol-I"* 0,5 mmol-I™ 99 1
5-azacytidin 50 mmol-I™* 0,5 mmol-I™ 99 1
Disulfiram 20 mmol-I* 0,2 mmol-I* 99 1
Tabulka ¢&. 21: Redéni pracovnich koncentraci &inidel na pied-finalni koncentrace
Reakén inidlo Pracovni Finalni Objem 10% RPMI Objem
koncentrace koncentrace média [pl] ¢inidla [ul]
5-aza-2’-deoxycytidin 0,5 mmol-I™ 10 umol-I* 490 10
5-azacytidin 0,5 mmol-I™ 10 umol-I* 490 10

Tabulka &. 22: Redéni pracovnich/pied-finalnich koncentraci ¢inidel na finalni koncentrace

Objem 10%

Reakén ginidlo Pracovni Finalni RPMI média pro Objem cm_ldla

koncentrace koncentrace 1 reakei [] pro 1 reakci [ul]
Dimetylsulfoxid 10% 0,15% 492,5 7,5
5-aza-2'-deoxycytidin 10 umol-I* 1 pmol-I™ 450 50
5-aza-2'-deoxycytidin 10 umol-I* 0,4 pmol-I"* 480 20
5-azacytidin 10 pmol-I"* 1 pmol-I* 450 50
5-azacytidin 10 umol-1* 0,4 umol-I"* 480 20
Disulfiram 0,2mmol-I* 0,2 umol-I™* 499,5 0,5

4. Kbuné&tné suspenzi 0 objemu 500 pl vjednotlivych jamkach desticky piidat 500 pl
odpovidajiciho reakéniho ¢inidla (viz Obrazek ¢. 8) o finalni koncentraci. Finalni koncentrace
¢inidla se tak sniZi na polovinu.

5. Inkubovat v termostatu pii teploté 37 °C 24 hodin.

6. Po 24 hodinach namichat Cerstvé roztoky reakénich ¢inidel dle Tabulek ¢. 23 a 24.
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Obrazek €. 8: Pipetovani jednotlivych reakénich Ccinidel do 24-jamkové desticky
sbuitkami. DMSO — dimetylsulfoxid; 05 DAC — 0,5umol-I* 5-aza-2’-deoxycytidin;

02 DAC - 0.2umoll* 5-aza-2"-deoxycytidin; 0,5 AZA — 05umolI* 5-azacytidin;
0,2 AZA — 0,2umol-I™ 5-azacytidin; 0,1 DSF — 0,1umol-I"* disulfiram

Tabulka €. 23: Redéni reak¢nich Cinidel o zasobni koncentraci na pracovni koncentrace

Reakéni éinidlo Zasobni Pracovni Objem 10% Objem
koncentrace koncentrace RPMI média [ul]  ¢inidla [ul]

Dimetylsulfoxid 100% 10% 90 10
5-aza-2’-deoxycytidin 50 mmol-I* 0,5 mmol-I™* 99 1
5-aza-2’-deoxycytidin 50 mmol-I™* 0,2 mmol-I™ 249 1
5-azacytidin 50 mmol-I* 0,5 mmol-I™* 99 1
5-azacytidin 50 mmol-I™* 0,2 mmol-I* 249 1
Disulfiram 20 mmol-I* 0,2 mmol-I* 99 1

Tabulka €. 24: Redéni reak¢nich Cinidel o pracovni koncentraci na finalni koncentrace

Objem 10%

Reakeni Cinidlo Pracovni Findlni RPMI média pro Objem (“:in_i dla

koncentrace koncentrace 1 reakei [ul] pro 1 reakci [ul]
Dimetylsulfoxid 10% 0,075% 496,25 3,75
5-aza-2’-deoxycytidin 0,5 mmol-I* 0,5 umol-I™* 1980 20
5-aza-2'-deoxycytidin 0,2 mmol-I* 0,2 umol-I™ 1980 20
5-azacytidin 0,5mmol-I* 0,5 umol-I™* 1980 20
5-azacytidin 0,2mmol-I" 0,2 umol-I" 1980 20
Disulfiram 0,2mmol-I* 0,1 umol-I™* 1990 10

7. Zjednotlivych jamek desticky odsat 100 pl bunécéné suspenze

pripraveného ¢inidla v poradi odpovidajici Obrazku ¢. 8.

a pridat 100 pl cerstve

8. Inkubovat v termostatu pii teploté 37 °C nasledujicich 24 hodin.
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10.

11.
12.
13.
14.

15.

Zopakovat kroky 6-8.

Do zkumavek o objemu 10 ml pfenést buné¢nou suspenzi z jamek, zbytky bunééné suspenze
z jamek ziskat promytim 1 ml PBS pufru a pfenést do odpovidajici zkumavky.

Centrifugovat v chlazené centrifuze po dobu 5 minut pfi 1200 rpm a teploté 4 °C.

Odsat supernatant a pelet resuspendovat v 1 ml PBS pufru.

Suspenzi centrifugovat v chlazené centrifuze po dobu 5 minut pii 1200 rpm a teploté 4 °C.
Odsat supernatant, pelet lyzovat v 1 ml TRI Reagent RT-Blood a cely objem zkumavky pienést
do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

Pokracovat v izolaci RNA, piipadné DNA, dle nize uvedenych postupii.

4.15 lzolace RNA z lyzatu myelomovych bunéénych linii a niasledna expresni

analyza

Z ovlivnénych bun€k myelomovych linii rozpusténych v TRl Reagent RT-Blood byla

izolovana RNA dle postupu firmy Sigma-Aldrich:

1.

w

© N o g &

10.
11.

K lyzatu bunék rozpusténych v 1 ml TRI Reagent RT-Blood ptidat 200 ul chloroformu,
15 sekund michat pomoci Vortex a 15 minut inkubovat pti pokojové teploté.

Lyzat centrifugovat v chlazené centrifuze 15 minut pii otaékach 12000 g a teploté 4 °C.

Do ¢isté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml odebrat horni vodnatou fazi obsahujici RNA a pfidat
500 ul isopropanolu.

Promichat pomoci Vortex a inkubovat po dobu 10 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugovat v chlazené centrifuze 10 minut pii ota¢kach 12000 g a teploté 4 °C.

Odstranit supernatant a pelet promyt v 1 ml 75% ethanolu.

Promichat pomoci Vortex a centrifugovat po dobu 5 minut pii ota¢kach 7500 g a teploté 4 °C.
Odstranit supernatant, pelet RNA zbavit tekutiny a po dobu 10-20 minut nechat vyschnout pfi
pokojové teploté.

VysusSeny pelet rozpustit ve 40 pl destilované vody, propipetovat a vlozit na 10 minut do
termobloku s teplotou 56 °C.

Zmefit koncentraci a Cistotu ziskané RNA pomoci NanoDropu.

RNA uchovavat pii teploté -80 °C.

Z izolované RNA byla pfipravena cDNA pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

Kitu. Postup byl proveden dle pokynli vyrobce, viz postup 4.7. Vstupni mnozstvi RNA do reakce
bylo 1000 ng.

Expresni analyza gent RBP1, GPX3 a PDLIM4 byla provedena metodou real-time PCR

s pouzitim X-ceed gPCR Probe Mix (2x) Lo-ROX. Postup viz 4.8.

41



4.16 lzolace DNA z bunéc¢né suspenze, bisulfitova modifikace a stanoveni
urovné metylace

Pro izolaci DNA z ovlivnénych bunék myelomovych linii byl pouzit QIAamp DNA Mini Kit.
Postup byl proveden dle pokynt vyrobce, viz postup 4.9.

Izolovana DNA byla nasledné¢ modifikovana bisulfitovou reakei pomoci EpiTect Fast DNA
Bisulfite kitu, amplifikovana metyla¢né-specifickou PCR reakci pomoci PyroMark PCR Kkitu
a pomoci pyrosekvenovani byla stanovena tiroven metylace v promotorovych tisecich studovanych

gend. Postup byl proveden dle pokyni vyrobc, viz postupy 4.10—4.13.
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5 Vysledky

5.1 Expresni analyza tumor-supresorovych geni RBP1, GPX3 a PDLIM4

5.1.1 Expresni analyza u pacientskych vzorki

Cilem expresni analyzy bylo zjistit uroven exprese tumor-supresorovych gentt RBP1, GPX3
a PDLIM4 u pacientl s diagn6zou mnohoc¢etného myelomu. Pro normalizace exprese studovanych
gend u pacientll s MM byla pouzita RNA, izolovana ze zdravé kostni dfen¢ 56 Asiatd ve véku
22-85 let. Byl pouzit housekeepingovy gen S2M, jehoz produkt je soucasti histokompatibilniho
komplexu (MHC, major histocompatibility complex) t¥idy L, ktery se nachazi na povrchu jadernych

bunék.

Expresni analyza byla provedena u 17 nesortovanych pacientskych vzorki a u 5 pacientskych
vzorku sortovanych na antigen CD138. Z nesortovanych vzorki bylo 15 pacienti diagnostikovano
jako MM a 2 jako MGUS. Mezi sortovanymi vzorky byli 4 pacienti s MM a jeden jedinec
s MGUS. Mg¢teni se provadélo v nékolika opakovanich a v duplikatech. Z experimentu byly
vytazeny vzorky, jejichz Ct hodnota u housekeepingového genu piesahovala 28. cyklus. Do
statistické analyzy byly zatazeny pouze vzorky od pacientii s diagnostikovanym mnohocetnym
myelomem a zaroveti z ni byly vyfazeny vzorky, jejichz normalizovana hodnota exprese byla vyssi

nez 50.

U nesortovanych pacientskych vzorkl byla nejvyssi exprese detekovana u genu PDLIMA4.
12 vzorkid vykazovalo normalizovanou expresi v rozmezi 0,859-10 a 4 vzorky mély expresi
v rozmezi 10-50. ZvySenou expresi vykazoval také gen RBP1, u kterého mélo 14 pacientskych
vzorkt normalizovanou expresi v rozmezi 0,478-10 a jeden jedinec vykazoval expresi v rozmezi
10-50. Nejnizsi exprese byla u genu GPX3, u kterého nebyl zaznamenan vzorek s expresi

v rozmezi 10-50 (viz Graf ¢. 1, Ptiloha ¢. 1).

U pacientskych vzorkii sortovanych na antigen CDI138 byly detekovany nejvyssi

svvr

PDLIM4 (0,005-0,203). U zadného z analyzovanych gend nebyla zaznamenana normalizovana

exprese vyssi nez 1 (viz Graf €. 2, Ptiloha ¢. 2).
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Exprese genu RBP1, GPX3 a PDLIM4 u sledovanych nesortovanych
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Graf ¢. 1: Exprese geni RBP1, GPX3 a PDLIM4 u nesortovanych pacientskych vzorku.
Ze statistické analyzy byly vyfazeny vzorky s diagnézou MGUS a dale normalizované hodnoty
expresi, které ptesahovaly hodnotu 50
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Graf €. 2: Exprese geni RBP1, GPX3 a PDLIM4 u sortovanych pacientskych vzorkda.

Ze statistické analyzy byly vyfazeny vzorky s diagn6zou MGUS
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5.1.2 Expresni analyza u ovlivnénych myelomovych bunéénych linii

Expresni data sledovanych genti u ovlivnénych myelomovych bunécnych linii KMS12-BM
a KMS12-PE byla normalizovana k expresi piislusnych genti u neovlivnénych bunék. Jako

housekeepingovy gen byl zvolen f2M.

U bungk linie KMS12-BM ovlivnénych 0,2umol 1" 5-aza-2’-deoxycytidinem  byla
u genu RBP1 detekovana zvySend exprese vrozmezi 0,872-3,078, ale u ovlivnéni
0,1umol 1" disulfiramem byla exprese genu RBP1 nejvyssi (2,336-3,771). Vysoka exprese genu
GPX3 byla rovnéz detekovana u bunék této linie ovlivnénych 0,2umol-1" 5-aza-2"-deoxycytidinem
(3,246 a 6,283) a po ovlivnéni 0,1pmol-1" disulfiramem dosahovaly normalizované exprese rovnéz
vysokych hodnot (5,421 a 6,320). Podobné u genu PDLIM4 byly zjistény po ovlivnéni bun¢k
0,2umol-1*  5-aza-2’-deoxycytidinem zvysené hodnoty normalizované exprese V rozmezi
1,687-2,620, ale u bunék ovlivnénych 0,1umol-1" disulfiramem byla exprese tohoto genu nejvyssi,

pohybovala se v rozmezi 6,081-9,9009.

U bunééné linie KMS12-PE byly zjistény vysoké hodnoty exprese genu RBP1 po ovlivnéni
bundk 5-aza-2’-deoxycytidinem u obou pouZitych koncentraci — 0,5 pmol-I* (3,265-4,607)
a0,2 umoll™  (1,103-2,375). U téchto dvou ovlivnéni 5-aza-2’-deoxycytidinem byly
detekovany velmi vysoké hodnoty exprese genu GPX3. U bunék ovlivnénych
0,5umol-1" 5-aza-2’-deoxycytidinem byly hodnoty normalizované exprese 41,727 a 57,270 a po
ovlivnéni 0,2pmol-I* 5-aza-2"-deoxycytidinem byly hodnoty 17,076 a 28,820. Naproti tomu
exprese genu PDLIM4 se nezvysila a zistala po ovlivnéni 0,5umol-1™* 5-aza-2"-deoxycytidinem na
nizké arovni (0,592-0,985) a u ovlivnéni 0,2pmol-I" 5-aza-2"-deoxycytidinem na velmi nizké
urovni (0,092—0,477) (viz Piiloha ¢. 4). Exprese vSech tii studovanych genti u bunék KMS12-PE
ovlivnénych 0,1pmol-1" disulfiramem byla velmi variabilni a normalizované hodnoty se
pohybovaly od velmi nizkych (0,164 pro gen RBP1 a 0,295 pro gen PDLIMA4) az po velmi vysoké
u genu GPX3 (9,785 a 69,729).

5.2 Detekce urovné metylace v promotoru studovanych gent

Cilem detekce Urovné metylace v promotoru piislusnych genii bylo zjistit, zda metylace

v promotoru studovanych genti ma vliv na jeho expresi.

Izolovanda DNA byla modifikovana bisulfitovou reakci a nasledn¢ amplifikovana
metyla¢né-specifickou PCR. PCR produkty z metyla¢né-specifické PCR reakce byly separovany
v 2% agarozovém gelu a vizualizovany pomoci pfistroje Li-Cor. Produkty PCR byly detekovany

u v8ech analyzovanych vzorki (viz Obrazky ¢. 9 a 10).
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Obrazek ¢. 9: Produkty metyla¢né-specifické PCR reakce Separované v 2% agar6zovém gelu.
M — marker molekulové hmotnosti; 0,5 DAC — vzorek bunécné linie KMS12-BM ovlivnény
0,5umol-l'l 5-aza-2’-deoxycytidinem; DMSO — neovlivnény vzorek bunécné linie KMS12-BM;
11-18, 07-17, a 10-08 — nesortované pacientské vzorky; NMet — nemetylovand kontrola;
Met — metylovana kontrola
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Obrazek €. 10: Produkty metylacné-specifické PCR reakce separované v 2% agar6zovém gelu.
M — marker molekulové hmotnosti; 0,5 DAC — vzorek bunécné linie KMS12-BM ovlivnény
0,5umol-I*  5-aza-2’-deoxycytidinem; 05-20 a 06-20 — nesortované pacientské vzorky;
02-14 — sortovany pacientsky vzorek

Pro pyrosekvenovani bylo pouzito celkem 17 pacientskych vzorkli nesortovanych bungk,
pticemz 15 vzorku byli pacienti s diagnozou MM a 2 vzorky pochazely od jedinci s diagnozou
MGUS. Z 5 pacientskych vzorkl po sortovani bunék byli 4 pacienti diagnostikovani s MM a jeden

byl jedinec s MGUS. Soucasti metylacné-sekvenacni analyzy bylo pyrosekvenovani vzorku

bunécnych linit KMS12-BM a KMS12-PE po jejich ovlivnéni demetylacnimi Cinidly.
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Pro metylacné-sekvenacni analyzu genu RBP1 byly navrZzeny 3 oblasti promotoru
(viz Tabulka ¢. 25). V oblasti oznacené jako As1l0 o velikosti 95 bp se primérna metylace
stanovovana z 5 ostruvki CpG pohybovala od 2 do 15 % u nesortovanych pacientskych vzorkt
(viz Ptiloha ¢. 5) a od 1 do 21 % u sortovanych vzorkl (viz Ptiloha ¢. 6). U bunécné linie
KMS12-BM byla v promotorovém tuseku Asl0 nejvy$si primé&ma hodnota metylace 69 %
u neovlivnénych bunék (DMSO). Vysoké hodnoty primérné metylace byly stanoveny také u buné¢k
ovlivnénych 0,1umol-1™* disulfiramem (62,5 %) a 0,2umol-I"* 5-azacytidinem (63 %). Nejnizsi
hodnotu vykazoval vzorek bundk ovlivnénych 0,5umol-I" 5-aza-2’-deoxycytidinem, jehoz
prumérna metylace byla snizena na 30,5 %. U buné¢né linie KMS12-PE byl nejvice metylovany
tisek As10 u neovlivnénych bunék (86 %) a u bunék ovlivnénych 0,1pmol-I"* disulfiramem (80 %).
Uroven pramérnych metylaci dosahovala pomémé vysokych hodnot (61-75 %) u obou pouZitych

koncentraci (0,2 a 0,5umol-I"") 5-aza-2"-deoxycytidinu a 5-azacytidinu (viz Ptiloha &. 7).

Druhou analyzovanou oblasti promotorového tiseku genu RBP1 byla oblast oznadena jako
As1l o velikosti 109 bp a obsahujici 4 ostrivky CpG. Primérna metylace u nesortovanych vzorki
se pohybovala mezi 2-19 % (viz Pfiloha ¢. 5) a mezi 2-16 % u sortovanych vzorkl (viz Pfiloha
¢. 6). Neovlivnéné kontrolni buiiky (DMSO) linie KMS12-BM vykazovaly nejvyssi hodnoty
pramérné metylace (60 % a 59 %) a vysoké hodnoty primérné metylace (59 % u obou stanoveni)
byly stanoveny i u vzorku bunék ovlivnénych 0,1pmol-I" disulfiramem. Nejvyssi demetylacni
efekt projevujici se nejniz§i urovni primérné metylace (45% a 46 %) byl zjistén
uvzorku bundk poovlivnéni 0,5umol-I"  5-aza-2’-deoxycytidinem a po  ovlivnéni
0,2umol-I" 5-aza-2’-deoxycytidinem (47 % u obou stanoveni). Bunétni linie KMSI12-PE
vykazovala nejvyssi Groven prumérné metylace u kontrolniho vzorku neovlivnénych bunék (70 %
a 73 %). Porovnanim s trovni metylace tseku Asl0 genu RBP1, hodnoty prumérnych metylaci
ostrivkti CpG tiseku Asll u bundk ovlivnénych 0,2 a 0,5umol-I"* 5-aza-2’-deoxycytidinem
dosahovaly nizsich hodnot (3043 %).

Tteti analyzovanou oblasti promotorového tseku genu byla oblast As12 o velikosti 127 bp
s 10 dinukleotidy CpG. Hodnoty pramérné metylace se pohybovaly Vvrozmezi 3-23 %
u nesortovanych vzorki a mezi 2-14 % u sortovanych vzorkt (viz Ptiloha ¢. 5 a €. 6). Bunky linie
KMS12-BM ovlivnéné 0,1pmol-I™* disulfiramem vykazovaly nejvyssi hodnotu primérné metylace
(80 % a 75 %), kterd byla srovnatelnd s primérnou metylaci u kontrolnich neovlivnénych
bun¢k (DMSO) 78 % a 79 %. Nizké hodnoty primérné metylace byly stanoveny u vzorki bunck
ovlivnénych koncentracemi 0,2 pmol-I* (48% a 51%) a 0,5 umolI* (49% a 51 %)
5-aza-2’-deoxycytidinu. U bunécné linie KSM12-PE byl, podobné jako vzorek neovlivnénych

bundk (78 %), nejvice metylovan vzorek bungk ovlivnénych 0,1umol-I* disulfiramem (83,5 %).
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Efekt demetylace se projevil u  ovlivnéni  0,5umol-I*  5-aza-2’-deoxycytidinem,
u n¢&jZz byla stanovena Uroven prumérné metylace 50% a u bun¢k ovlivnénych

0,2umol-I"* 5-aza-2"-deoxycytidinem s tirovni primérné metylace 52 %.

Metylacné-sekvenacni analyza promotorové oblasti genu GPX3 o velikosti 91 bp obsahujici
8 ostruvktt CpG (viz Tabulka ¢. 25) stanovila primérné hodnoty urovné metylace u vzorkl
pacientti z nesortovanych bunék od 1 do 21 % (viz Ptiloha ¢. 5) a od 1 do 30 % u vzorkd ze
sortované bunécné populace (viz Priloha ¢. 6). U studovanych bunéénych linii KMS12-BM
a KMS12-PE byla detekovana vysoka uroven metylace u kontrolnich neovlivnénych bunék
(DMSO) 89,5 %, respektive 76,5 % (viz Ptiloha ¢. 7). Nicméné nejvyssi primérna hodnota
metylace byla u bunék linie KMS12-BM po jejich ovlivnéni 0,1umol-1™* disulfiramem (93 %).
U myelomové linie KMS12-BM se nejvyssi demetylacni efekt projevujici se nejniz§imi hodnotami
primémé metylace projevil u bundk ovlivnénych 0,5umol-I*  5-aza-2’-deoxycytidinem
(62 % a 64 %). U bunék linie KMS12-PE byly detekovany podobné hodnoty praimérnych metylaci
po jejich ovlivnéni 0,5umol-I"* 5-aza-2'-deoxycytidinem, 0,2pmol-I"* a 0,5umol-I"* 5-azacytidinem

V rozmezi 5465 %.

Pro gen PDLIM4 byla navrzena oblast o velikosti 90 bp, ktera obsahuje 9 dinukleotidi CpG
(viz Tabulka €. 25, Obrazek ¢. 11 a ¢. 12). U nesortovanych buné¢nych populaci pacientskych
vzorkl se primérna metylace pohybovala v rozmezi 9-34 % (viz Ptiloha €. 5) a 9-36 % u vzorkd
pacientli po sortovani bunek (viz Ptiloha €. 6). Nejvyssi hodnoty primérné metylace u bunécné
linie KMS12-BM vykazovaly vzorky neovlivnénych bun¢k (76 % a 81 %) a bun€k ovlivnénych
0,1umol-1" disulfiramem (81 % a 84 %). Podobny vysledek metyla¢né-sekvenaéni analyzy byl
ziskan u buné&éné linie KMS12-PE. Nejvice zametylovany promotorovy tsek genu PDLIM4 byl
u kontrolnich neovlivnénych bunék (79% a 84%) a u bunék po jejich ovlivnéni
0,1umol-1" disulfiramem (77 % a 79 %). Nejniz§i troven metylace byla zjidténa u bunék
KMS12-PE ovlivnénych 0,2pumol-1" 5-azacytidinem (46 % a 54 %) (viz Piiloha ¢. 7).
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Tabulka ¢. 25: Analyzované sekvence v promotorovych oblastech tumor-supresorovych gent
RBP1, GPX3 a PDLIM4

RBP1 ASLO TTAATTTTTTMGTTNGTAGTTGAATTTTTTAGTTTTTTTGATTTTAGTT
ATTATNGGNGNGAGGTTTTAGATAAAGGTTTGTAAGTGGTTTTTTT
TTTTTTTGATTTTAGTTATTATY.GGNGNGAGGTTTTAGATAAAGGTTT

RBP1Asll GTAAGTGGTTTTTTTTTTTAATTANGTTAGTATAAATTTTAGGAGATT

GTTTTTTAATTTT

ATTTTTAGTAGTNIGAAGAGTTYIGGTTAATAAAGTAAANGTTTNGTTTT
RBP1As12 NMGGTTTTTTTTTTTTTTGTAGGGGAAANGAATTGAANGTTTGAAANGA
AGGTGGNGNGGTTTGGATAAATTTGATTTTT

TTGTYGTTTYGGGANGGGGAGGTGGGGAGTTGAGGGTAAGTNGNGTT

GPX3 NGTTTTTGAAATTTTAGTNGTTTAGNMGATTGGTTGTAAGGGTTT

GTTNMIGNYGGTTTGTAGATTTAAGGTTNGAGTAGGATTTAGGTYGTNIGG

POLIMA - G THGTTRGAANIGEGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT

A — adenin, T- thymin, C — cytosin, G — guanin, Y — pyrimidin (cytosin nebo thymin); modie je
oznacen analyzovany dinukleotid CpG

A1:GTTYGYGGTTTGTAGATTTAAGGTTYGAGTAGGATTTAGGTYGTYGGGGTYGTTYGAAYGYGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT
40
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ES AGTCTGTCGTGTCAGATCATGTCGAGTCAGATCATGTCAGTCGGTCTGTCGTATCAGTCGGA
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Obrazek €. 11: Pyrogram, analyza metylace v promotoru genu PDLIM4 nesortovaného
pacientského vzorku 2014-01-22

A8 : GTTYGYGGTTTGTAGATTTAAGGTTYGAGTAGGATTTAGGTYGTYGGGGTYGTTYGAAYGYGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT
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ES AGTCTGTCGTGTCAGATCATGTCGAGTCAGATCATGTCAGTCGGTCTGTCGTATCAGTCGGA
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Obrazek ¢&. 12: Pyrogram, analyza metylace v promotoru genu PDLIM4 bunécné linie
KMS12-BM u neovlivnéného vzorku (DMSO)
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Statistické posouzeni hodnot primémych metylaci pacientskych vzorkd nesortovanych
a sortovanych bunéénych populaci bylo provedeno neparametrickym testem Mann-Whitney pti
hladiné vyznamnosti p <0,05. Neparametricky Mann-Whitney test byl zvolen z divodu nizkého
poctu vzorkli ve skupin€ sortovanych pacientskych vzorkid. Vstupnimi daty pro statistické
posouzeni byly primérné hodnoty primérnych metylaci 1. a 2. duplikatu pro jednotlivé sekvence
promotorovych oblasti studovanych genti. Porovnanim téchto primérnych hodnot mezi dvéma
skupinami pacientskych vzorkii — sortovanych a nesortovanych bun€k analyzovaného tseku As10
genu RBP1 bylo statisticky nevyznamné pii hladiné vyznamnosti p <0,05 (p-hodnota 0,647).
U promotorovych usekt As11 a As12 genu RBP1 pfi porovnani primérnych metylaci mezi vzorky
nesortovanych a sortovanych bunék byly stanoveny statisticky nevyznamné rozdily pfi hladiné
vyznamnosti p <0,05 (p-hodnota 0,340 pro oblast Asll a p-hodnota 0,859 pro oblast Asl2).
Statisticky nevyznamné rozdily mezi nesortovanou a sortovanou bunécnou populaci pacientskych
vzorkil byly vypocitany pii hladiné vyznamnost p <0,05 i u promotorovych useki geni GPX3
(p-hodnota 0,249) a PDLIM4 (p-hodnota 0,920). Statisticka analyza byla provedena po konzultaci
s Mgr. Janou Zapletalovou, Dr. z Ustavu 1ékaiské biofyziky Lékatské fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci.

5.3 Korela¢ni analyza

Zjisténé hodnoty metylaci byly porovnavany s expresi pfislusnych genti. Cilem bylo stanoveni
korelace a potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy, kdy se zvySujici se metylaci v promotorové oblasti
studovanych genti mtize dochézet ke snizeni exprese piislusSného genu a naopak, tedy snizujici se
uroveil metylaci obnovuje nebo zvySuje expresi genu. Z korelacni analyzy byly vyrazeny vzorky,

jejichz normalizovana hodnota exprese byla vyssi nez 50.

U nesortované populace nebyla zjisténa vyznamna korelace u zadného ze sledovanych gend.
Korela¢ni koeficient (r) dosahoval hodnot od -0,162 do 0,140 u genu RBP1, r = 0,054 u genu GPX3
ar=0,284 u genu PDLIM4. Data pro vypocet jsou shrnuta v Pfiloze ¢. 8.

U sortované populace byla zji$téna silna zaporna korelace (r = -0,635) mezi expresi genu GPX3
a hodnotami primérnych metylaci analyzované promotorové oblasti, kterd vede K potvrzeni
hypotézy, ze dusledkem zjisténych vys§Sich Grovni metylaci v promotorovém useku tohoto genu je
jeho snizena exprese. U genu PDLIM4 byla naopak zjisténa pozitivni korelace r = 0,790 mezi
metylaci v promotorovém useku a expresi tohoto genu. Ve studovanych promotorovych tsecich
genu RBP1 byla negativni korelace zjisténa v Giseku oznaceném jako Asll s hodnotou r = -0,304
a v promotorovém useku oznaceném jako AslO s hodnotou r = -0,154, ale v useku Asl2 byla

pozitivni korelace s r = 0,207. Data pro vypocet jsou shrnuta v Ptiloze €. 9.
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Korela¢ni koeficient pro vSechny tfi oblasti As10, Asll a As12 genu RBP1 u nesortovanych
bunécénych populaci dosahuje hodnoty r = -0,068 a naznacuje slabou negativni korelaci. Korela¢ni
koeficient pro useky As10, Asl1 a Asl12 genu RBP1 u sortovanych bun¢k byl vypocitan v hodnote
r = -0,352 a vypovida o stfedni mife negativni korelace mezi hodnotami primérnych metylaci

promotorovych usekti genu RBP1 a urovni exprese tohoto genu.
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6 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo porovnat genovou expresi vybranych tumor-supresorovych genti
s urovni metylace v promotorovych oblastech téchto genti U pacientli s mnohocetnym myelomem

a U myelomovych linii po jejich ovlivnéni latkami s demetylaénim t¢inkem.

Kaiser et al. (2013) popsali epigeneticky regulované geny, mezi které patii v naSich
experimentech studované geny RBP1 a GPX3. Geny RBP1, GPX3, SPARC a TGFBL1 jsou také
oznacovany jako geny pd-DMRs (differentially methylated regions) s funkci potencialné dulezitych
faktord ovlivitujicich pribéh onemocnéni. Kromé toho, Ze tyto geny patii mezi tumor-supresoroveé
geny zminované v souvislosti s mnoho¢etnym myelomem, jedna se o dulezité geny v nadorové
biologii a v signalnich drahach ovliviiujicich odpovéd’ pacienta na zvolenou 1é¢bu (Kaiser et al.,
2013; Wong et Chim, 2015).

Gen RBP1 koéduje protein vazajici retinol. Signalni dradha kyseliny retinové, ktera je hlavnim
metabolitem retinolu, hraje roli v regulaci proliferace a diferenciace bunék a inaktivace genu,
jejichz produkty jsou zapojeny do této signalni drahy. V nékolika studiich (Jing et al., 1996;
Kuppumbatti et al., 2000; Esteller et al., 2002) byly popsany zmény v expresi genu RBP1
u lidského karcinomu prsu. Bylo zjisténo, Ze exprese tohoto genu byla vyrazné snizena,
pravdépodobné v disledku metylace v promotoru genu, ktery obsahuje ostrivky CpG.
Kaiser et al. (2013) popsali gen RBP1 jako vyznamné epigeneticky regulovany gen, jehoz

hypermetylovany promotor ovlivnil kratsi dobu pieziti pacienti s MM.

V této praci nebyla zjisténa vyrazné snizena exprese genu RBP1 u vzorkl nesortované bunécné
populace pacienti s mnohoéetnym myelomem. Snizenou expresi vykazovaly pocetné omezené
vzorky bunécné populace sortované na antigen CD138. ZvySena exprese genu RBP1 (viz
Graf ¢. 1) u nesortovanych pacientskych vzorkl vykazovala slabou negativni korelaci (r = -0,068)
snizkou urovni primérnych metylaci ve vSech tfech Asl0, Asll a Asl2 analyzovanych
promotorovych oblastech genu RBP1. U sortovanych pacientskych vzorki byla detekovana nizka
exprese genu RBP1 (viz Graf ¢. 2), kterd ovSem vykazovala stfedni miru negativni korelace
(r = -0,352) porovnanim s hodnotami pramérnych metylaci analyzovanych promotorovych useka

genu RBP1.

Glutathion peroxidaza 3, produkt genu GPX3, se Gcastni inaktivace reaktivnich kyslikovych
radikali (ROS), které se podileji na rozvoji fady chorob, vcetné nadorovych onemocnéni. SniZzena
exprese genu GPX3 jako dusledek hypermetylace v oblasti promotoru je pozorovana u mnoha
lidskych malignit. Chen et al. (2011) ve své studii zjistili vyraznou metylaci (38-85 %) ostravkil
CpG v promotoru GPX3 u analyzovanych buné¢nych linii odvozenych od nadoru plic, prsu,

mocového méchyfe ¢i melanomu, pficemz Groven metylace korelovala s hladinou exprese genu.
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Yu et al. (2007) u rakoviny prostaty zjistili inaktivaci genu GPX3 ztratou jedné alely v disledku

delece a epigenetickym umlcenim alely druhé.

Z nami analyzovanych geni mél gen GPX3 nejnizsi expresi u nesortovanych pacientskych
vzorkd (viz Graf €. 1) a jeho nizka exprese byla potvrzena i u sortované bunééné populace (viz
Graf ¢. 2). U sortované populace byla zjisténa silna zaporna korelace (r = -0,6352) mezi expresi
genu GPX3 a hodnotami primérnych metylaci analyzované promotorové oblasti, kterd vede
K potvrzeni hypotézy, ze dusledkem zjisténych vysSich tGrovni metylaci v promotorovém useku

tohoto genu (viz Pfiloha €. 6) je jeho snizena exprese (viz Pfiloha €. 2).

Tietim vybranym tumor-supresorovym genem je PDZ a LIM doména 4 (PDLIM4), ktery je
metylovan u riznych nddorovych onemocnéni, jako je akutni myeloidni leukemie nebo
myelodysplastického syndromu, zatimco zdravé tkané vykazuji nizkou turoven ¢i dokonce
nepfitomnost metylace. Boumber et al. (2007) uvadi, Zze po obnoveni exprese PDLIM4
demetyla¢nim ¢inidlem 5-aza-2’-deoxycytidin v nadorovych buiikach tlustého stfeva doslo
K potlaceni bunééné proliferace a nasledné kindukci apoptézy. VIiv metylaénich zmén

v promotoru genu PDLIM4 na jeho expresi zatim nebyla popsana u mnohocetného myelomu.

U nesortovanych populaci bunék pacientii s mnohocetnym myelomem ukazala expresni
analyza, podobné¢ jako u genu RBP1, zvysené hodnoty exprese genu PDLIM4 (viz Piiloha ¢. 1,
Graf ¢. 1). Naopak u sortované populace byla zjisténa nizka uroven exprese (viz Pfiloha ¢. 2,
Graf ¢. 2). Uroveii metylaci u nesortovanych i sortovanych pacientskych vzorkd se pohybovala
v rozmezi 9-36 % (viz Ptiloha ¢. 5 a €. 6) a byla vysoka pfi porovnani s hodnotami primérnych
metylaci promotorovych tsekti genit RBP1 a GPX3. Korelace mezi expresi genu PDLIM4 a Grovni
metylace v jeho promotoru se jako jedina ukazala pozitivni u obou nesortovanych i sortovanych
bunéénych populaci. U sortované populace bunék, kterd obsahuje pouze cilené sortované
plazmatické buiniky na antigen CD138, lze podle hodnoty korela¢niho koeficientu (r = 0,7904)
usuzovat na silnou pozitivni korelaci, ktera naznaCuje, ze metyla¢ni zmény v promotoru tohoto

genu ziejme nemaji vliv na jeho expresi.

Ve studii Kaiser et al. (2013) byla popsana obnova exprese genu RBP1 u bunék myelomové
linie KMS11 ovlivnénych 0,2umolI" 5-aza-2'-deoxycytidinem pfi soutasném snizeni Grovnd
metylace ve sledované genomové oblasti. Podobny vysledek byl v této praci ziskan u linie
KMS12-BM po jejim ovlivnéni 0,2umol-I* 5-aza-2’-deoxycytidinem, kdy zvySeni exprese
dosahovalo normalizované hodnoty az 3,078. Bunky linie KMS12-PE se ukazaly jako citlivéjsi na
demetylacni uc¢inek nami zvolenych koncentraci 5-aza-2’-deoxycytidinu. Jejich ovlivnéni
0,5umol-1" 5-aza-2'-deoxycytidinem zvysilo expresi tohoto genu 3—4krat, oproti neovlivnénym

myelomovym buiikdam, a po ovlivnéni 0,2umol-1" 5-aza-2’-deoxycytidinem se normalizované
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hodnoty exprese genu RBP1 pohybovaly vrozmezi 1,103-2,375. U obou linii, KMS12-BM
i KMS12-PE ovlivnénych 5-aza-2’-deoxycytidinem byl soucasné pyrosekvenovanim potvrzen
pokles urovni metylaci v promotoru ve vSech tfech analyzovanych oblastech genu RBP1

(viz Ptiloha €. 7).

U obou bunéénych linii KMS12-BM i KMS12-PE byla analyzovana promotorova oblast genu
GPX3 neovlivnénych bunék vyrazné¢ zametylovana a urovni metylace se takika shodovala
s hladinou metylace detekovanou u kontrolni metylované DNA (viz Ptiloha €. 7). Expresni analyzy
studovanych genii se u téchto vzorkd neovlivnénych bunék ukazaly jako problémové,

pravdépodobné z diivodu vysoké tirovné metylace v promotorech téchto gend.

Nizka uroven exprese genu GPX3 u pacienti s mnohoc¢etnym myelomem a nami detekované
zvySeni exprese genu GPX3 u bunék myelomové linie KMS12-PE ovlivnénych
0,2umol-1"* 5-aza-2’-deoxycytidinem (3,246 a 6,283) naznaluje, 7e tento tumor-supresorovy gen
muze byt dilezity pro iniciaci nebo naslednou progresi mnohocetného myelomu. Gen GPX3 by tak
mohl byt vhodny prognosticky marker tohoto onemocnéni. U pacientskych vzorkid, u obou
sortovanych i nesortovanych bunéénych populaci, byla zjisténa jeho velmi nizka exprese
a u neovlivnénych bunék bunéénych linii byla velmi vysoka Grovenn metylace v promotoru tohoto
genu. Velmi vysoké hodnoty exprese genu GPX3 byly stanoveny také u bunék linie KMS12-PE
ovlivnénych  0,5umol-1*  5-aza-2’-deoxycytidinem a 0,1pmol-1*  disulfiramem. Nicméng&
k potvrzeni obnovené exprese genu GPX3 u myelomovych bunék ovlivnénych latkami

s demetyla¢nim uc¢inkem by bylo vhodné detekovat tento gen na proteinové Grovni.

Vyrazné zvySena exprese genu PDLIM4 u obou bun&¢nych linii KSM12-BM i KMS12-PE
byla zjidténa po ovlivnéni bundk 0,1pmol-1" disulfiramem, pfiemz tGroven metylace
v analyzovaném promotorovém useku nebyla ovlivnéna. Zjisténa pozitivni korelace mezi expresi
a metylaci u pacientskych vzorkd tohoto genu naznacuje, ze hladina metylace nami sledovaného
promotorového useku nema vliv na zmény exprese tohoto genu. Z téchto vysledkt lze usoudit, ze

PDLIM4 nemusi byt klasicky tumor-supresorovy gen souvisejici s mnohocetnym myelomem.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo porovnat expresni profil tumor-supresorovych gentit RBP1, GPX3
a PDLIM4 surovni metylace v promotorovych oblastech téchto gend u vzorkd pacienti
S mnohocetnym myelomem a u myelomovych bunécnych linii po jejich ovlivnéni demetyla¢nimi
Cinidly.

V ramci teoretické Casti byla vypracovéana literarni reSerSe zaméfena na recentni poznatky
0 potencialnich pfi¢inach vzniku mnohocetného myelomu a jednotlivych stadiich onemocnéni.

Soucasti literarni Casti byla cytogeneticka a epigenetickd charakteristika mnohocetného myelomu

a moznosti 1é¢by tohoto zdvazného onemocnéni.

Podstatou experimentalni ¢asti byly expresni i metyla¢né-sekvenaéni analyzy sortovanych
a nesortovanych bunécnych populaci vzorkli pacientti s diagnézou mnohocetného myelomu.
Expresni profily geni RBP1, GPX3 a PDLIM4 byly stanoveny metodou kvantitativni real-time
PCR. Pyrosekvenovani, jako metylacné-sekvenacni metoda, umoznilo detekci tirovné metylaci
v promotorovych usecich téchto gend. Silna negativni korelace (r = -0,635) mezi expresi a trovni
metylace byla zjisténa u genu GPX3 u sortovanych bunéénych populaci pacientd s mnoho¢etnym
myelomem. Expresni a metyla¢ni analyza genu RBP1 ukazala u sortovanych pacientskych vzorki
stfedni miru negativni korelace (r = -0,352), ale u genu PDLIM4 byla zjisténa pozitivni korelace
(r=0,790) mezi metylaci v promotoru a expresi tohoto genu. U nesortovanych pacientskych

vzorkil nebyla zjisténa vyznamna korelace u zadného ze sledovanych geni.

U pouzitych myelomovych bunéénych linii KMS12-BM a KMS12-PE se demetyla¢ni ucinek
5-aza-2’-deoxycytidinu a disulfiramu projevil obnovenim nebo zvySenim exprese vSech tii
studovanych genti. Pfi nami zjisténé nizké expresi tumor-supresorového genu GPX3, u sortovanych
1 nesortovanych bunécnych populaci pacientskych vzorkt, se nabizi jeho obnovena exprese jako

mozny potencial pti [é¢bé tohoto onemocnéni.
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Ptiloha ¢&. 1: Vysledky expresni analyzy pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u nesortovanych vzorkt

Vzorek Ct RBP1 Ct f2M 2aact Ct GPX3 Ct f2M At Ct PDLIM4 Ct f2M 2aact
2013-07-17 34,61 27,88 58,1400 33,96 25,64 1,3830 31,80 26,03 32,6100
2013-10-08 37,28 25,75 1,2860 38,87 26,90 1,2930 39,02 26,63 0,8586
2013-10-09 35,62 26,38 5,7770 37,00 26,50 0,2375 33,85 26,50 32,4000
2013-10-10 35,41 23,19 0,4779 34,11 22,76 0,0794 32,65 22,94 1,6690
2013-10-22 27,14 23,62 294,6690 36,16 24,73 0,1680 25,54 24,84 5,951
2013-10-23a 38,85 27,49 1,4510 38,61 27,46 2,2790 37,67 27,72 1,6950
2013-11-04 37,95 27,52 2,4480 37,36 26,84 0,1412 37,59 26,87 1,0650
2013-11-18 28,73 19,51 5,6760 36,09 21,49 0,0187 28,01 20,85 31,8600
2014-01-22 31,86 23,13 8,0070 37,54 27,91 0,4879 29,63 24,71 66,5400
2014-03-12 39,00 25,50 0,3013 37,64 25,70 0,0874 36,96 26,29 1,0930
2014-03-19 34,24 24,06 5,6170 35,38 23,68 0,1398 30,44 23,69 18,7100
2014-03-27 33,68 22,37 2,5600 34,52 22,83 0,1397 31,06 22,34 4,7770
2014-03-31 35,22 24,47 1,9760 35,91 25,73 0,1781 36,93 26,94 1,7550
2014-05-07 35,92 27,99 17,7000 37,28 27,61 6,3450 35,32 26,17 5,5460
2014-05-20 36,79 27,21 5,9450 39,33 27,21 0,0785 38,04 27,21 3,5920
2014-06-17 36,68 25,04 1,2790 37,10 24,99 0,0871 36,93 25,04 1,2010
2014-06-20 38,33 27,10 1,7020 38,67 26,16 0,0591 39,16 27,22 0,8766

Modie jsou oznaceny vzorky, které byly vyfazeny ze statistickych analyz (MGUS). Sedg jsou oznaeny exprese, které byly vyfazeny ze statistickych analyz
(hodnota exprese byla vyssi nez 50).



Ptiloha €. 2: Vysledky expresni analyzy pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u sortovanych vzorkt

Vzorek Ct RBP1 Ct f2M 2AACt Ct GPX3 Ct f2M At Ct PDLIM4 Ct f2M 2aact
2019-02-11 35,42 20,87 0,0893 32,78 20,79 0,0353 33,74 20,87 0,1417
2019-02-14 35,28 21,02 0,1088 32,13 20,85 0,0573 35,69 21,88 0,0006
2019-02-28 36,37 21,65 0,0790 34,13 21,58 0,0239 33,99 21,65 0,2026
2019-06-05 34,42 21,54 0,3165 32,30 21,54 0,1779 35,73 22,09 0,0688
2018-08-09 36,45 20,16 0,0187 36,48 20,92 0,2311 34,95 20,92 0,0005

Modfe jsou oznaceny vzorky, které byly vytazeny ze statistickych analyz (MGUS)



Ptiloha €. 3: Vysledky expresni analyzy pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u bunééné linie KMS12-BM

Vzorek Ct RBP1 Ct f2M 2AACt Ct GPX3 Ct f2M At Ct PDLIM4 Ct f2M 2aact
KMS12-BM
DMSO | 33,55 19,32 1,0000 37,24 19,84 1,0000 35,91 19,48 1,0000
DMSO Il 32,67 18,44 1,0000 36,80 19,32 1,0000 37,93 19,64 1,0000
DMSO I 33,33 18,16 1,0000 - - - 36,33 20,02 1,0000
0,5DAC | 33,68 19,24 0,8620 37,11 19,96 1,1950 35,07 19,28 1,5600
0,5 DAC I 33,29 18,64 0,7531 37,33 19,24 0,6522 37,92 20,43 1,7420
0,5 DAC III 33,74 18,76 1,1400 - - - 37,92 20,43 0,4435
0,2 DAC | 31,94 19,34 3,0780 34,87 20,12 6,2830 35,69 20,35 1,6870
0,2 DAC II 33,08 18,64 0,8726 35,12 19,34 3,2460 36,70 19,80 2,6200
0,2 DAC Il 33,14 18,63 1,5840 - - - 36,65 19,80 1,9250
0,5 AZA | 33,69 19,57 1,0750 35,42 20,06 4,0990 35,91 19,50 1,0120
0,5 AZA I 33,27 19,37 1,2690 36,74 19,57 1,2420 37,20 20,28 0,4044
0,5 AZA 1l 33,25 18,35 1,2050 - - - 37,20 20,28 1,8320
0,2 AZA | 33,92 19,46 0,8540 35,32 19,67 3,3530 37,02 19,51 0,4746
0,2 AZA Il 34,03 19,13 0,6307 35,27 19,46 3,1710 37,18 20,24 0,5551
0,2 AZA 1l 35,04 19,83 0,9759 - - - 36,00 20,69 0,9403
0,1 DSF | 32,42 20,11 3,7710 35,33 20,60 6,3200 34,75 21,04 6,0810
0,1 DSF II 33,81 20,80 2,3360 35,14 20,11 5,4210 35,67 21,04 8,9790
0,1 DSF III 33,82 19,91 2,3970 - - - 34,55 22,63 9,9090
Rimské ¢&islice I, II, 11l oznatuji stejny vzorek ovlivnény stejnou metodou, ale Vv odlisném experimentu. DMSO — dimetylsulfoxid;

05 DAC - 05umol-l* 5-aza-2"-deoxycytidin; 0,2 DAC — 02umol-1* 5-aza-2"-deoxycytidin; 0,5 AZA — 0,5umol-I* 5-azacytidin;
0,2 AZA — 0,2umol 1" 5-azacytidin; 0,1 DSF - 0,1pmol-1™ disulfiram



Ptiloha €. 4: Vysledky expresni analyzy pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u bunééné linie KMS12-PE

Vzorek Ct RBP1 Ct f2M 28t Ct GPX3 Ct f2M 28 Ct PDLIM4 Ct f2M 2t
KMS12-PE
DMSO | 35,55 20,91 1,0000 40,37 20,02 1,0000 36,70 20,58 1,000
DMSO Il 35,11 20,42 1,0000 39,76 20,13 1,0000 36,29 20,05 1,000
DMSO Il 32,51 18,26 1,0000 - - - 33,58 19,65 1,000
DMSO IV 33,07 17,93 1,0000 - - - 33,78 19,89 1,000
0,5 DAC | 33,41 20,55 3,4130 34,59 20,08 57,2700 36,60 20,10 0,7695
0,5 DAC I 33,10 20,50 4,2390 34,74 20,50 41,7270 36,52 20,25 0,9846
0,5 DAC I 31,08 18,54 3,2650 - - - 34,60 19,92 0,5923
0,5 DAC IV 31,55 18,61 4,6070 - - - 34,23 20,08 0,8357
0,2 DAC | 33,85 19,96 1,6730 35,70 20,19 28,8200 36,82 19,63 0,4774
0,2 DAC I 33,64 20,20 2,3750 35,73 20,20 17,0760 37,71 19,86 0,3271
0,2 DAC Il 32,00 17,89 1,1030 - - - 36,46 19,10 0,0920
0,2 DAC IV 32,42 18,02 1,6700 - - - 35,78 19,65 0,2113
05AZA | 35,32 20,69 0,6510 37,65 20,36 8,3970 36,35 20,49 1,1950
05 AZA Il 34,58 20,72 1,7730 37,15 20,72 9,1430 38,90 20,31 0,1971
0,5 AZA 1l 33,24 19,45 1,3760 - - - 34,76 20,72 0,9177
0,5 AZA IV 33,89 19,86 1,7310 - - - 34,50 20,96 1,276
02AZA | 35,06 20,12 0,8090 40,66 19,74 0,6750 36,34 19,82 0,7637
0,2 AZA Il 35,72 21,77 1,6700 - - - 36,60 21,27 1,8910
0,2 AZA 1l 33,34 18,67 0,7492 - - - 34,84 19,74 0,4416
0,2 AZA IV 34,85 20,18 1,3840 - - - 37,85 21,20 1,2470
0,1 DSF | 36,45 23,83 4,0600 38,06 23,83 69,7290 38,27 24,34 3,1660
0,1 DSF Il 35,79 25,05 15,390 41,38 25,05 9,7850 37,40 24,99 14,3800
0,1 DSF III 35,51 18,65 0,1639 - - - 36,17 20,49 0,2950
0,1 DSF IV 33,77 19,47 1,7930 - - - 34,15 20,71 12,4800
Rimské &islice I, II, Il a IV oznaluji stejny vzorek ovlivnény stejnou metodou, ale v odlisném experimentu. DMSO — dimetylsulfoxid;

05 DAC - 0,5umoll* 5-aza-2’-deoxycytidin; 0,2 DAC — 0,2umol-l* 5-aza-2’-deoxycytidin; 0,5 AZA — 0,5umol-1* 5-azacytidin;
0,2 AZA — 0,2umol 1" 5-azacytidin; 0,1 DSF - 0,1pumol-1™ disulfiram



Ptiloha €. 5: Vysledky pyrosekvenovani pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u nesortovanych pacientskych vzorki

Priméra metylace RBP1  Primérna metylace RBP1  Primérna metylace RBP1 Priméma metylace

Primeérna metylace GPX3

Vzorek Asl10 Asll Asl2 PDLIM4
1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat
2013-07-17 5% 5% 5% 5% 7% 17 % 21 % 15 % 34 % 33%
2013-10-08 7% 6 % 7% 6 % 12% 9% 4% 6 % 17 % 20 %
2013-10-09 5% 5% 4 % 4 % 3% 2% 4% 4 % 14 % 13 %
2013-10-10 5% 5% 5% 7% 17 % 21 % 8% 7% 22 % 21 %
2013-10-22 6 % 4% 4% 4% 6 % 6 % 5% 12 % 15 % 15 %
2013-10-23a 5% 5% 4% 9% 4% 12 % 17 % 10 % 15 % 19 %
2013-11-04 15 % 15 % 9% 4% 4% 8% 7% 12 % 14 % 9%
2013-11-18 11 % 8% 8 % 8% 12 % 7% 10 % 8 % 14 % 16 %
2014-01-22 13 % 9% 13 % 7% 18 % 23 % 3% 1% 17 % 17 %
2014-03-12 12 % 10 % 2% 4 % - - 7% 3% 12 % 12 %
2014-03-19 6 % 7% 5% 3% 4% 3% 4% 5% 15 % 14 %
2014-03-27 2% 5% 5% 4% 8 % 10 % 6 % 4% 32 % 32 %
2014-03-31 2% 2% 9% 5% 6 % 5% 11 % 5% 14 % 12 %
2014-05-07 6 % 4% 4% 2% 6 % 3% 7% 6 % 13 % 14 %
2014-05-20 12 % 11 % 12 % 12 % 4% 6 % 16 % 11 % 22 % 12 %
2014-06-17 4% 3% 3% 7% 5% 13 % 5% 6 % 18 % 22 %
2014-06-20 5% 6% 5% 19 % 10 % 4% 7% 10 % 19 % 19 %

Modfe jsou oznaceny vzorky, které byly vyfazeny ze statistickych analyz (MGUS)



Ptiloha €. 6: Vysledky pyrosekvenovani pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u sortovanych pacientskych vzorkt

Primérna metylace RBP1 Primérna metylace RBP1 Primérnd metylace RBP1 Primérna metylace Primérma metylace
Vzorek Asl0 Asll As12 GPX3 PDLIM4

1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikdt 2. duplikat
2019-02-11 1% 2% 6 % - 11% - 1% 6 % 19 % 9 %
2019-02-14 6 % 1% 2% 5% 10 % 14 % 4 % 2% 18 % 10 %
2019-02-28 11% 21% 16 % 9% - - 20 % 30 % 36 % 24 %
2019-06-05 8 % 2% 4% 3% 2% 3% 5% 4% 15% 17 %
2018-08-09 2% 6 % 4% 5% 14 % 7% 3% 3% 20 % 15%

Modfe jsou oznaceny vzorky, které byly vyfazeny ze statistickych analyz (MGUS)



Piiloha ¢. 7: Vysledky pyrosekvenovani pro geny RBP1, GPX3 a PDLIM4 u bunéénych linii a kontrol

Primérna metylace Primérna metylace Primérna metylace Primérna metylace Primérna metylace
Vzorek RBP1 As10 RBP1 As1l RBP1 As12 GPX3 PDLIM4
1. duplikat 2. duplikat 1. duplikdt 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat 1. duplikat 2. duplikat
KMS12-BM
DMSO 69 % 69 % 60 % 59 % 79 % 78 % 89 % 90 % 76 % 81 %
0,5 DAC 29 % 32% 45 % 46 % 51 % 48 % 64 % 62 % 64 % 64 %
0,2 DAC 33 % 34 % 47 % 47 % 49 % 51 % 74 % 72% 73% 69 %
0,5 AZA 37 % 43 % 55 % 55 % 62 % 69 % 82 % 84 % 78 % 79 %
0,2 AZA 63 % 63 % 52 % 57 % 77 % 77 % 89 % 86 % 62 % 58 %
0,1 DSF 61 % 64 % 59 % 59 % 80 % 75 % 93 % 93 % 81 % 84 %
KMS12-PE
DMSO 81 % 91 % 73 % 70 % 73 % 83 % 80 % 73% 79 % 84 %
0,5 DAC 70 % 74 % 30 % 39 % 55 % 45 % 63 % 54 % 70 % 62 %
0,2 DAC 75 % 72% 43 % 39 % 57 % 47 % 75 % 72% 67 % 65 %
0,5 AZA 64 % 71% 36 % 39 % 52 % 60 % 61 % 65 % 73% 70 %
0,2 AZA 69 % 61 % 36 % 43 % 53 % 61 % 63 % 62 % 46 % 54 %
0,1 DSF 80 % 80 % 48 % 49 % 87 % 80 % 68 % 77 % 79 % 77 %
Kontroly
Metylovana 77 % 79 % 79 % 78 % 78 % 80 % 87 % 90 % 82 % 84 %
Nemetylovana 3% 5% 4 % 6 % 3% 3% 4 % 6 % 2% 6 %

DMSO — dimetylsulfoxid; 0,5 DAC — 0,5umol-1™" 5-aza-2’-deoxycytidin; 0,2 DAC — 0,2umol-1" 5-aza-2’-deoxycytidin; 0,5 AZA — 0,5umol-1" 5-azacytidin;
0,2 AZA — 0,2umol 1" 5-azacytidin; 0,1 DSF - 0,1pumol-1™ disulfiram



Ptiloha €. 8: Data z nesortovanych pacientskych vzorki pro vypocet korelacniho koeficientu

Vaorek Data pro gen RBP1 Data pro gen GPX3 Data pro gen PDLIM4
Exprese Metylace As10 Metylace Asll Metylace As12 Exprese Metylace Exprese Metylace
- - - - 1,3830 21 32,6100 34
2013-07-17 - B _ - 1:3330 15 32:6100 33
1,2 7 7 12 1,2 4 17
2013-10-08 1:;23 5 5 5 1:23§8 5 8:2222 20
e S I E_—
- - - - 1 1 1
2013-10-22 : - - 8:1228 152 :ggl 12
1,4510 5 4 4 2,2790 17 1,6950 15
2013-10-23a 14510 g 9 B 2.2790 10 1,6950 19
otsiios 200 = : : s Y
7 11 12 187 1 1 14
2013-11-18 ::2728 3 2 7 8:8127 80 21:2288 16
8,0070 13 13 18 0,4879 3 - -
2014-01-22 8,0070 9 7 23 04879 1 - -
5,6170 6 5 4 0,1398 4 18,7100 15
2014-03-19 5:6170 7 3 3 0:1398 5 18:7100 14
2 2 1397 4777 2
2014-03-27 2:2288 5 i 10 811237 2 4:7778 22
1,9760 2 9 6 0,1781 11 1,7550 14
2014-03-31 1:9760 2 5 5 0:1781 5 1:7550 12
17,7 4 4 7 4 1
2014-05-:07 17:7888 i 2 g 2:2428 6 2:2428 12




Ptiloha €. 8 — pokracovani

Data pro gen RBP1

Data pro gen GPX3

Data pro gen PDLIM4

Vzorek Exprese Metylace As10 Metylace Asll Metylace As12 Exprese Metylace Exprese Metylace
4 12 12 4 7 1 2 22
2014-05-20 2:3428 11 12 6 318722 1(15 212328 12
1,27 4 71 1,201 1
2014-06-17 1:2728 3 3 153 8:8271 2 1:2818 22
1,7020 5 5 10 0,0591 7 0,8766 19
2014-06-20 705 . T 2 0.0501 10 08766 19
Korelagni 0,140 -0,147 -0,162 ] 0,054 ) 0.284

koeficient (r)

r = -0,068 pro vSechny 3 oblasti

Priloha €. 9: Data ze sortovanych pacientskych vzorkd pro vypocet korelaéniho koeficientu

Data pro gen RBP1

Data pro gen GPX3

Data pro gen PDLIM4

Vzorek Exprese Metylace As10 Metylace Asll Metylace As12 Exprese Metylace Exprese Metylace
0,1088 6 2 10 0,0573 4 0,0006 18
2019-02-14 0.1088 1 5 14 0,0573 2 0,0006 10
0,0790 11 16 - 0,0239 20 0,2026 36
2019-02-28 5075 51 5 g 0.0239 30 0,2026 24
0,3165 8 4 2 0,1779 5 0,0688 15
2019-06-05 0316 5 3 3 0.1779 2 0,0688 17
0,0187 2 4 14 0,2311 3 0,0005 20
2018-08-09 0,0187 6 5 7 0,2311 3 0,0005 15
Korelacni ) -0,154 -0,304 0,207 i 0,635 ) 0.790

koeficient (r)

r =-0,352 pro vSechny 3 oblasti




