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ABSTRAKT

Transkrigni faktor PU.1 je kiiovou molekulouridici proces krvetvorby.
Ztrata jeho funkce ma za nasledekné stupd poruchy diferenciace
prakticky vSech krevnich ba#nych linii. S funkci PU.1 v zaji&hi
spravného gibehu diferenciace krevnich béktzce souvisi také jeho role
v potla&tovani procesu leukemogeneze. SniZzena hladina Pydriechy
schopnosti regulovat hladinu tohoto transkmijno faktoru v biice jsou
asociovany stiznymi formami akutni myeloidni leukémie (AML), akké

s dalSimi hematologickymi malignitami.

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni oneméch krvetvorby
s vyrazié variabilnim projevem a pbéhem, pro jehoZz patogenezi je
typicka porucha diferenciace krevnich BkinTa se projevuje ztratou jejich
funkce, vznikem elemeit s morfologickymi defekty (dysplasii) a
hromaa&nim poSkozenych, nezralych Rk — blasti v kostni deni.
Onemocgni MDS se ¢asto transformuje do AML. Charakteristickym
rysem MDS je na molekularni Grovni pdtéai expreserady geti

v disledku aberantni zvySené metylace DNA v jejich l&gich
oblastech. Pouziti latek potlgicich metylaci DNA a obnovujicich
genovou expresi, jako je ndklad 5-azacytidin (AZA), fnasi

v poslednich letech klinicky vyznamné vysledky Ipcbé pacient s MDS

s vySSim rizikem (IPSS) a stalo se v podsjgt standardem. Navzdory
fack diléich poznatk o pisobeni AZA v MDS #istdva v porozugmi
mechanisram tohoto @inku mnoho nejasného. Komplikujicim faktorem
poznani &chto mechanisinje predevsim variabilita MDS na molekularni
arovni.

Podstatou této dizettai prace jsou nové poznatky o tom, Ze PU.Fipat
mezi geny, jehoZ exprese je u vyznandaéti pacient s MDS s vy3Sim
rizikem potl&ena vlivem metylace DNA v jeho regufd oblasti URE.
Zjistili jsme, Ze hladina PU.1 v progenitorech gaudi s MDS vyznamé
souvisi s odpasdi tchto pacient na I&€bu AZA. AZA je schopen &inng
demetylovat DNA v oblasti URE a iniciovat dalSi ggmetické procesy na
arovni chromatinu. Tyto procesy ve svém souhrnuovede zvySeni
exprese PU.1 a kproj@wm iniciace myeloidni diferenciace jak u



modelovych bu&nych linii pro MDS tak u progenitdrizolovanychex-
vivo z kostni dens z pacieni s MDS. Winek AZA na expresi PU.1 a
navozeni myeloidni diferenciace Ize dale aulivat — zeslabovat i
zesilovat — cytokiny &etné G-CSF, ktery je dnes intenzirvyuzZivan
v klinické praxi. AZA rovréZz v modelovych butgnych liniich pro MDS
zastavuje bustnou proliferaci a vyvolava v mensiaiapoptdzu.

Tato prace souhrrnpiindSi dileZitd pozorovani, ktera jsou v s@snosti
dale studovana pro zj&ti (innosti AZA in vitro.



ABSTRACT

PU.1 is a key hematopoietic transcription factonoik-out of PU.1 in
mouse is embryonic lethal due to complete deplatioseveral disruption
of differentiation of multiple blood cell lineagdsow level of PU.1 and the
disruption of its regulation are associatied vivo with acute myeloid
leukemia and other hematologic malignancies.

Myelodysplastic syndrome (MDS) is hematopoietierstell disorder with
extremely heterogeneous features and outcome. tth#sacterized by
improper differentiation of blood cells resulting iloss of function,
dysplasia and blasts accumulation in bone marrotouf one third of
MDS cases transforms into AML. MDS is also chanaztel by silencing
of gene expression caused by aberrant DNA hypegagithn. Using DNA
Methyltransferase inhibitors (DNMTi) such as 5-adme (AZA) has
good clinical results for the MDS patients with lidg risk of disease.
Indeed, AZA became standard therapy of high risk9viD recent years.
Nonetheless, our understanding of molecular meshanof AZA remains
incomplete.

This PhD thesis reports about the role of trantioripfactor PU.1 in MDS.
We found that significant subset of high risk MD&tipnts express low
level of PU.1 due to DNA hypermethylation of PU dstream regulatory
element (URE). We also found significant relatidpsbetween levels of
PU.1 expression and response of patients to AZAtrvent. AZA is
capable to significantly demethylate DNA of URE amdy also initiate
other epigenetic changes on its chromatin suchisierie modifications
pattern. These changes result in upregulation ofl Pékpression and
triggers myeloid differentiation of transformed MI28I| lines and CD34+
progenitors isolate@x vivofrom a patient bone marrow. Effects of AZA
on PU.1 expression and myeloid differentiation dam modified —
attenuated or enhanced — by pre-stimulation wighdytokines including
Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF). AZ#iso inhibits cell
proliferation and cause mild apoptosis in MDS Gnés.

This work collectively provides important obsereais, that are currently
further studied to be used in the future fiorvitro assessment of AZA
efficiency.



UvoD

Proces myeloidni diferenciace pluripotentni kreknienové biiky je
iniciovan atizen transkripnim faktorem PU.1 (Laslo et al., 2006). Ve
fetélni krvetvork je zasadni vyznam role PU.1 demonstrovan tim, Ze
delece ¢asti genu PU.1, ktera koduje DNA vazebnou doméregev
k pozdni embryonalni resp. neonatalni letalitden E18.5 (Scott et al.,
1994). Homozygoti s deleci gen®U.1 trpi vaznym poskozenim
krvetvorby zasahujici vice linii. Byla u nich poawvana rada
morfologickych a funknich defeki nebo vymizeni prekurzémonocyf,
granulocyli, B a T lymfocyfi a v rekterych gipadech i porucha zréni
¢ervenych krvinek (Scott et al., 1994). PU.1 se \&#mgi DNA vazebnou
doménou na specificky vazebny motiv GGA(A/T) v padorech svych
cilovych geri (Graves et Petersen, 1998) &#n@Si na DNA vi&chto
vazebnych mistech dzné transkripni faktory stej@ jako enzymy
modifikujici molekuly histofi a DNA (Yamamoto et al., 1999). PUki
liniovou determinaci a specifikaci v zavislosti héadirné svoji exprese
v buikach (DeKoter et Singh, 2000; Kamath et al., 2008).

Exprese genwPU.1 je fizena z Bkolika regul&nich oblasti. Mezi nimi
zaujima zasadni roli oblast URE, ktera obsaliagki vazebnych mist pro
razné transkripni faktory wetns PU.1 samotného (auto-stimtid vazba)
(Okuno et al., 2005) Delece oblasti URE ma za ni@klesnizeni exprese
PU.1 0 80% a rozvoj akutni myeloidni leukémie (AMRosenbauer et al.,
2004) Mutace v genu PU.1 jsou spojenyipady radiané vyvolané AML

u mysSi (Cook et al., 2004), stejjako byly objeveny v 7% ifpadi AML
M4 a M5 ve vzorku pacieaitjaponské populace (Mueller et al., 2002).
Mutace v oblasti URE, kterd brani nasednuti chromegmodelujiciho
regulatoru SATB1 na DNA, je &lovéka spojovana s agresivnimi formami
AML (Steidl et al., 2007). Hematologické malignityohou souviset nejen
s mutacemi ale také s epigenetickym utlumenim esepreéPU.1.
V mnohaetném myelomu je hladina PU.1 sniZzenaisiedku aberantni
zvySené metylace DNA v oblastech URE a promotkiera se podili na
vzniku transkrigné represivni struktury chromatinu (Tatetsu et a002).
Za metylaci DNA (na cytosinu v tzv. CpG astcich) jsou odposdné
enyzmy DNA metyltrasnferazy DNMT1, DNMT3a a DNMT8®Boder et



al.,, 1997, Okano et al., 1998). DNA metyltransfgrdankene asociuji
stadou jinych proteit, nagiklad deacetylazami nebo metyltransferazami
histoni, které se row¥ podili na represi genové exprese (Rountree et al.
2000; Smallwood et al., 2007).

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je onemdaain, pi kterém dochazi

k poruSe myeloidni diferenciace krvetvornych pragef. V minulych
deseti letech se u MDS prokézala snizena exgesegeri potladujicich
tumorogenezi a bwiné dleni, kterd byla @sledkem aberantni zvySené
metylace DNA jejich regulmich oblasti (Tessema et al., 2003; Brakensiek
et al., 2005) No&jSi prace naslednprokazaly, Ze rozsah zvySené DNA
metylace v regukich Usecichfady geri je u MDS velmi rozsahly a
pozitivré koreluje s progresi onemagr a jeho transformaci do AML
(Jiang et al.,, 2009) Aberantni metylace v promotarenu FZD9,
kodujiciho receptor pro Wnt vramci Wnt-signatimd drahy, vysoce
koreluje s progresi onemasti a s celkovym f@zitim pacient a naopak
negativié koreluje s expresi genu (Jiang et al., 2009). éugSmetylace
DNA v regul&nich oblastech génu MDS/AML pacient ve srovnani se
zdravymi jedinci byla prokazéana i v celogenomowéditna 14 tisicich
raznych promotorech (Figueroa et al., 2009).

5-azacytidin funguje jako inhibitor DNMT1. Po inlgmraci do DNA
vytvari Kk DNMT1 kovalentni vazbu, ktera brani enzymu wekici a vede k
jeho postupné depleci v fice (Stresemann et al., 2008). Bylo prokazano,
Ze AZA je schopen snizit metylacitady geri ve smiSené
populaci mononuklearnich beékz periferni krve paciefits MDS, gicemz
tlumeni metylace pozitivhkoreluje s dobrou klinickou odp&di na AZA

a naopak fetrvavani zvySené metylacgchto geii je spojeno se Spatnou
prognézou (Tran et al., 2011). Hladina exprese loedyiych ged u
pacientt s MDS byla sniZzena oproti zdravym kontrolam a AB#
schopen tuto hladinu po 3-5 cyklecispbeni zvysit (Tran et al., 2011).
AZA se s Uspchem pouziva k tébe¢ pacient s MDS s vySSim rizikem.
Klinické vysledky pouZziti AZA u paciefits MDS/AML ukazuji, Ze jde o
acinnou terapii, kterd sniZzuje nutnost transflzi kevékrevnich destek
(Silverman et al., 2002) afgdevSim prodluzuje dobu celkovéhgefiti
pacienti a dobu progrese onemaeri do AML (Fenaux et al., 2009).



HYPOTEZA A CILE PRACE

Podstatou dysplazie kostnifett® v MDS je nedostat®a exprese
transkrigniho faktoru PU.1 v progenitorovych itké&ch. Tyto biky
nejsou schopné indukovat krvetvornou diferencidedpokladame, Ze
v potlateni transkripce PU.1 v MDS hraje roli aberantnisarja metylace
DNA v oblasti URE, jeZ je kéiovou regulani oblasti pro expresi PU.1.
Exprese PU.1,ffpadré mira jeji inhibice, bude pra¥dodobri ovliviiovat
efektivitu &by AZA a eventualéi s tim i geZivani paciefits MDS. Cilem
dizertani prace je:

1. Ur¢it hladinu PU.1 v modelovych begnych liniich pro MDS a v
progenitorech pacieiits MDS se gednim-ll nebo vysokym rizikem
(IPSS) a potvrdit jeji fipadny vztah k progn6ze oneménh MDS gi
lécbé AZA. Urcit, zda je DNA reguléni oblasti URE genu PU.1 ¥dhto
buikédch zvySe#i metylovana a zda ma AZA vliv na rozsah této mesyla

2. Urcit, zda AZA zvySuje expresi PU.1 v modelovych Btmych liniich
pro MDS a zda je tato exprese provazena étwu myeloidni
(monocytéarg-granulocytarni) diferenciaci tipadré inhibici proliferace a
navozenim apoptozy.

3. Ur¢it, zda Ize pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myelpid
diferenciace v modelovych bé&tnych liniich pro MDS ovliviovat
cytokiny podporujicimi #st monocytarnich a granulocytarnich Bkin
Urcit, jak se tato manipulace bude promitat do epitjehke struktury
oblasti URE.

4. Ur¢it, zda Ize pipadny efekt AZA na expresi PU.1 a navozeni myelbid
diferenciace a ifjpadné ovliviéni tohoto efektu cytokiny podporujicimi
rast monocytarnich a granulocytarnich ®kn pozorovat také v

progenitorech ziskanych od paciestMDS.

5. Urcit, zda je pitomnost URE nepostradatelna priippdné jpsobeni
AZA na hladinu PU.1.



MATERIAL A METODY
Material:
Bunééné linie — modely MDS

OCI-M2; Lidské buiky AML. MDS buniéna linie transformovand do
eyrtoleukemie (AML M6). Byla vytviena vroce 1984 z leukemickych
burgk 56-letého pacienta. (DSMZ, Braunschweigmécko; ACC 635)

SKM-1; Lidské buiky AML. MDS buns¢na linie transformovana do
akutni monoblastické leukémie (AML M5). Byla vytema v roce 1989
z periferni krve 76-letého japonského pacienta. MBS Braunschweig,
Némecko; ACC 547)

Vzorky pacientia s MDS/AML a kontroly

Od roku 2006 se na naSem pracovisti zasluhou MiB8Dny JonaSové z I.
interni kliniky — Kkliniky hematologie V3Seobecné fdini nemocnice
v Praze shromazdily vzorky kostnied (a periferni krve) od 44 paciént
v 54 nezavislych vzorcich. Tato prace gl s podporou vedeni kliniky,
jmenovig Prof. MUDr. Marka Triného, CSc. Vzorky byly od pacidnt
ziskdny na zéklad informovaného souhlasu (vsouladu s
pozadavky Helsinské deklarace). Jde o pacienty $MB vySSim riziku
(stredni-2/vysoké riziko podle IPSS) a AML. Soubor pati se sklada ze
32 mui a 12 Zen. Median paciénfe 67 let (v rozmezi od 57 do 83 let).
Diagnostické a prognostické zhodnoceni bylo promedes souladu
s postupem WHO: RAEB 1 (5 paciéht RAEB 2 (17 pacierd), AML (s
dysplazii ve itech liniich) s 20-30% blastv kostni deni (12 pacieri),
AML s dysplazii ve ttech liniich a vice nez 30% bléast kostni deni (9
pacienti) a erytroleukemii (1 pacient). VSechny pacientskérky byly
odebrany v dobdiagndzy onemocmi a ged zapoetim &by AZA. Jako
kontroly bylo pouZito pt komegkn¢ pripravenych a dodanych vzdrk
CD34+ progenitar z normalni lidské kostnitdn® od spolénosti Lonza
(kat. ¢islo 2M-101C).

10



Metody:

Pracovni postup gt nakladani se vzorky pacieni s MDS, mySimi c-
Kit+ bu ikami a modelovymi burgénymi liniemi pro MDS

Vzorek odebrané kostnii@® pacientt byl naedin steriinim PBS
v pontru 1:1. Na&ediny vzorek byl v poreru 1:1 opatry navrstven na
separaéni roztok hydrofilniho polymeru Biocoll v50 ml defugacni
zkumavce. Takto naneseny vzorek byl centrifugovanvykyvném rotoru
za pokojové teploty 20 minut na 2000 ©téin. Ze vzniklého hustotniho
gradientu na rozhrani dvou fazi byla separovanecéranononuklearnich
burgk. Tato frakce byla promyta 10 ml PBS centrifugaahinut @i 4°C
na 1250 ot&/min. Tato peciStena frakce byla 24 hodin kultivovandip
37°C a 5% atmosfé CQ v médiu IMDM s 10% FBS, 1% roztokem
NEAA, 1% roztokem antibiotik (penicilin-streptomygi a stem cell
factorem (20 ng/ml). Za 24 hodin se metodoitgkové cytometrie na BD
FACSAria llu separovaly a viitily progenitorové biikky CD34+. PouZita
byla protilatka PE-anti-human CD34 [581] (BD Bia=uies).

MySi c-Kit+ (CD117+) buiky byly pripraveny z vypreparovanych
stehennich a holennich kosti mysi P& a normalnich wt mysi. Kosti
byly proplachnuty injeéni stikatkou s PBS. Z bufné suspenze 1xi0
burgk byla nasled& vyttidéna pomoci metody magnetického sortovani na
pristroji AutoMACS populace c-Kit+ bwk. Byla pouZita protilatka FITC-
anti-mouse CD117 [2B8] (Biolegend) a néaskedwyly buiky vytrideény
pomoci magnetickych anti-FITC MicroBeads dle navedwbce.

Buiky burgénych linii OCI-M2 a SKM-1 byly kultivovany ifp 37°C a 5%

atmosfée CQ v médiu podle doporeni dodavatele. Ret burgk
v kulture byl stanoven jejich spaanim v Blrkreo¥ komarce.
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Pracovni postup f¥i testovani AZA na modelovych bugénych liniich
pro MDS, mySich c-kit+ buikach zkostni d‘ené a CD34+
progenitorech z pacient MDS

Na buréénych kulturach linii OCI-M2 a SKM-1 byl proveden todicky
experiment s ovlivénim burgk raznymi koncentracemi AZA po dobu 24
hodin a néslednym zftenim buicné Zivotnosti na mitokovém
cytometru. AZA byl pipraven jakocerstvy roztok rozpudhim 25 mg
prasku v 10 ml sterilni destilované vody a nastedfidan v gFislusném
objemu do 10 ml buftné kultury tak, aby jeho vyslednd koncentrace
v kulture doséhla hodnot 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 pMn20 puM.
Na zaklad experimentu byly stanovenii subletalni vysledné koncentrace
AZA - 1 uM, 2uM a 5 uM, které byly dale pouZivapso pisobeni na
buns¢né linie, mySi c-Kit+ biiky izolované z kostni ignt a CD34+
progenitory ze vzork kostni den® pacient s MDS. Buiky byly
ovliviiovany AZA po dobuif dni, kazdych 24 hodin verdch stejnych
davkach (1 pM, 2 puM nebo 5 puM). Roztok AZA byted kazdym
ptidanim gipraven jakaterstvy vySe uvedenym épobem. B studiu viivu
cytokini na buiky MDS se vZdy 6 hodinipd gidanim kazdé davky AZA
piidal k buikdm @islusny cytokin (G-SCF, GM-CSF a M-CSF) v takovém
objemu, aby jeho vysledna koncentrace v keltoyla 50 ng/ml.

Izolace RNA a prepis na cDNA

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

Prenos proteinu a inkubace s protilatkou (Western Bli)
Chromatinova imunoprecipitace
Pritokova cytometrie

Analyza metylace DNA

12



VYSLEDKY A DISKUZE

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

Hladina transkripniho faktoru PU.1 je dady hematologickych malignit
snizena. Uplnéi vyrazné (o 80%) potteni exprese tohoto genu v dakEp
krvetvorl® je asociované s AML. PoloZil jsem si proto otazkda se
rovnéZz progenitory ziskané z paci@nMDS budou oproti btkam se
zdravych kontrol vyzngovat sniZzenou expresi PU.1. MDS je onenga€n
vyznaujici se mimgadre vysokou variabilitou svého fibéhu, prognozy a
odpovdi na I&bu. Soudtdili jsme se proto na soubor paciestMDS
s vySSim rizikem ($edni-2/vysoké riziko podle IPSS), fipadré

s transformaci MDS do AML. U souboréchto 44 pacierit (buiky byly
ziskany v 54 nezavislych vzorcich) jsme stanatéliu klinickych udaj
véetrnt reakce pacieft na I&€bu AZA. Pfitokovou cytometrii jsme
izolovali populaci progenitorovych, CD34+ kiknz kostni deng pacient,
zmefili v nich expresi PU.1 na Urovni mRNA a srovnali § expresi
v CD34+ butkach od zdravych daiic Zjistili jsme, Ze pimérna exprese
PU.1 vsouboru pacieint s MDS (N=54) byla prakticky shodna
s ptamérnou expresi PU.1 v souboru kontrol (N=5). Ve s@émin se
zdravymi déarci byla v8ak Uroieexprese transkriptu PU.1 mRNA u MDS
pacient: distribuovana vyraznheterogen& Hladiny geid, na které byla
exprese PU.1 normalizovdna (HPRT1 a GAPDH), takoWoltuaci
nevykazovaly. Dale jsme zifili hladinu exprese mRNA transkriptu PU.1
v modelovych bu&nych systémech pro MDS —ikdch OCI-M2 a SKM-
1 a zjistili jsme, Ze hladina PU.1 &chto buikach je nizSi nez hodnota
praméru pro kontrolni CD34+ hiky.

Zajimalo nas, zda hladina PU.1 u padiestvy$Sim rizikem MDS ma
néjaky vztah k odpoddi téchto pacient na |l&bu AZA. Proto jsme ze
souboru pacientskych vzarkrybrali 17 vzork pacient s vySSim rizikem
MDS (stedni-2/vysoké riziko podle IPSS) a MDS/AMLegnych AZA,

VVVVV
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progenitorech paciefnts MDS jsme pacienty rozli do dvou odliSnych
skupin — na skupinu s nizkou expresi PU.1 (hodexpaiese byla niZsi nez
pramér minus standardni chyba pro kontrolni CD34+iky N=9) a
skupinu zbyvajicich pacieint vykazujicich podle tohoto rozini
stredni/vysokou expresi PU.1 (N=8)ieBtoZe celkovy p@t pacieni v
obou skupinach byl potmé nizky, zaznamenali jsme vyznamny trend
smerem Kk delSimu feziti i 1écbé AZA ve skupirg pacient se stedni
nebo vysokou drovni exprese PU.1. Medi&ezfii pi lécbeé AZA ¢Einil ve
skupirg pacientt s nizkou hladinou PU.1 necelé 4&site, zatimco ve
skupirg pacientt se stedni a vysokou hladinou PU.1 dosahl zhruba 10
meésial. Vyznamny pozitive Kkorela&ni trend mezi expresi PU.1 ve
vzorcich pacierit s MDS a délkou jejichigziti na AZA byl zaznamenan
nejen pro celé skupiny vzarlale i pro jednotlivé vzorky.

Mechanismus rozhodujici o snizeni exprese PU.1 &Midgenitorech byl
dale studovan ve smyslu zfaf miry DNA metylace v oblasti URE (19
CpG ostiivkt ~- 17 kb oblast) v hikach OCI-M2. Tato butna linie
predstavuje transformaci MDS s vysokym rizikem do AMI6. Hladina
exprese mRNA transkriptu PU.1 viikach OCI-M2 se pohybovala na
spodni Grovni v rdmci nami definované skupiny dumacient s MDS

s nizkou hladinou PU.1. Oblast URE wikéch OCI-M2 byla sila
metylovana s maximem metylace na CpG tostich 3-5 a 13-16. Tyto
CpG ostiivky sousedi s vazebnymi misty pro PU.1 a AML1, &tpsou
nezbytna pro regutai (auto)stimulaci exprese PU.1.

PoloZili jsme si otdzku, zda lze Urdvametylace DNA v URE snizit
pomoci AZA. Risobili jsme proto na biky OCI-M2 AZA v koncentraci 5
HM. AZA zpisobil pokles DNA metylace v oblasti URE. V oblaaML1

a PU.1 vazebnych mistén pasobeni AZA v ikterych gFipadech na
demetyalci pouz&astény inek (CpG ostivek 14 a 18), zatimco jiné
CpG ostfivky (12, 13, 15, 16 a 19%¢hto vazebnych regidgnjsou po

ptisobeni AZA vyznamiidemetylované.

Na zaklad vysledk: ziskanych experimentem naiéch OCI-M2 jsme si
polozZili otdzku, zda uUrowhexprese PU.1 v likach CD34+ progenitdr
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ziskanych od pacieiits MDS odpovidaji urovni metylace DNA v oblasti
URE (u €ch samych pacieft. Analyza vzork progenitofi pacient

s MDS, kde se podido zmeiit aroven metylace DNA (N=9; z toho 5 ze
skupiny s nizkou expresi PU.1 a 4 ze skupiny sssi/vysokou expresi
PU.1), neukazala Zadnou korelaci mezi Urovni megyhSech 19-ti CpG
ostiivka a expresi PU.1l. Ukazala vSak signifikantni trersbativni
korelace (r = -0,37) mezi expresi PU.1 a metyladiAlha CpG ostivcich
13-16 tj. v oblasti vazebnych mist transkrifch faktoti PU.1 a AML.

2. Vliv AZA na expresi PU.1 v modelovych biikach pro MDS. Vliv
AZA na bunéénou diferenciaci, apoptézu a proliferaci

Zjistili jsme, Ze existuje negativni korelace me&zbvni metylace CpG
ostriivka 13-16 v oblasti URE a hladinou exprese PU.1 ai&elpeni AZA
sniZzuje metylaci v oblasti URE v modelové bamé linii OCI-M2. PoloZil
jsem si otdzku, zda mé&gobeni AZA na modelové b&mé linie rEjaky
piimy efekt na expresi PU.1l. Zjistili jsme, Zeispbeni AZA vede
ke zvySeni exprese PU.1 vitikdch OCI-M2 a SKM-1 na urovni mRNA
transkripti v zavislosti na davce. Déle jsme zjistili, Zespbeni AZA vede
ke zvySeni exprese PU.1 vithdch OCI-M2 a SKM-1 i na Urovni proteinu.
Pasobeni AZA navic vede k zapnuti transkrifnho programu cilovych
geni PU.1 sviditelnym zvySenim exprese CSF1R (Colotimugating
factor 1 receptor), CSF3R (Colony stimulating fact® receptor -
granulocyte), EGR2 (Early growth response 2), F@®J( murine
osteosarcoma viral oncogene homolog), MMP9 (Matnatallopeptidase
9), CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) aurg¢né linii
OCI-M2 i genu MPO (Myeloperoxidase) na urovni mRNA.

Zajimalo nas dale, zda je indukce transkmipo programu PU.1
zpasobena AZA dostaljici pro navozeni diferenciace na drovni
buné¢ného fenotypu. VyuZili jsme proto analyzu metodoriitgkové
cytometrie s protilatkou proti antigenu myeloidnimanocytars-
granulocytarni) diferenciace CD11b. Zzjistili jsmee AZA vyznamnym
zpasobem indukuje proteinovou expresi CD11b iukach OCI-M2 i
SKM-1.
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U burtk OCI-M2 a SKM-1 jsme dale provedli analyzu vIMAZA na
proliferaci podle zrény parametru piiu burgk v kulture vcase fisobeni
AZA. Rozhodli jsme se rowi stanovit pomoci [itokové cytometrie na
liniich OCI-M2 a SKM-1 gipadnou indukci apoptézy vlivem AZA. Zjistili
jsme, Ze vlivem AZA dochazi k vyznamné inhibici bamé proliferace a
ponerné nizké indukci apoptdzy. Polozili jsme si otazkugkym
potencialnim molekularnim mechanismemizen AZA resp. zvyseni
exprese PU.1 vést k zastaveni &@ungého d@leni. Znerili jsme expresi
MRNA transkriptu CDKN1A (Cyclin-dependent kinasdilvitor 1A; p21),
ktery-funguje jako tumor-pottaljici gen schopny viznych fazich zastavit
buns¢ny cyklus. Zjistili jsme, Ze exprese p2l se gsgbeni AZA zvySi
v buikach OCI-M2 vice nez Sestkrat a vikach SKM-1 bezmala o
100%

3. Vliv cytokina stimulujicich rist myeloidnich burgk na u¢inek AZA
v modelovych buréénych liniich pro MDS a mechanismy msobeni
cytokina na urovni chromatinu v regulaénich oblastech genu PU.1

Predchozi studie ukazala, Ze G-CSF, cytokin stimeilufist granulocyd,
potencuje zvySeni hladiny PU.1 a myeloidni difefacicv normalnich
lidskych CD34+ progenitorech (Hu et al., 2010). d2dl jsem si proto
otazku, zda tato situace plati i v modelovychdgasich liniich pro MDS.
PouZili jsme bitky OCI-M2, pgicemz kron¢ G-CSF jsme testovali také
ptipadny pro-diferencimi &inek cytokini M-CSF a GM-CSF. Cilem
experimentu bylo uit, zda specifické stadium b&mého cyklu MDS
progenitoi miZze vykazovat tznou citlivost k dinkim vyvolanym
raznymi cytokiny.

Zjistili jsme, Ze v8echny cytokiny (G-CSF, M-CSFGM-CSF) vyrazs
zvySuji demetyleni &inek AZA (v koncentraci 5 uM) v oblasti URE
burtk OCI-M2. Déle jsme zjistili, Ze cytokiny M-CSF a MsCSF
potencuji v bitkach OCI-M2 @inek AZA pii zvySeni exprese mRNA
transkripti pro PU.1 a jeho cilovy gen EGR2¢Wbliv cytokiny M-CSF a
GM-CSF zvySovaly efektgsobeni AZA na expresi PU.1 u kknOCI-
M2, k navozeni efektivni diferenciace na Btmé Urovni (demonstrované
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zmefenim exprese CD11b yokovou cytometrii) doSlo pouze vitkéach
ovlivnénych pisobenim GM-CSF spalaé s AZA.

Prekvapivé bylo naSe zji&ti, Ze misobeni G-CSF v kombinaci s AZA v
bung¢né linii OCI-M2 spiSe inhibuje indukci exprese PUal EGR2
vyvolanou samotnym AZA. Kombinaceigobeni G-CSF a AZA rowi
vede u budk OCI-M2 kinhibici exprese povrchové molekuly Cd11
ktera gedstavuje znak myeloidni diferenciace.

Vliv cytokinu G-CSF na expresi PU.1, EGR2 (ha uGiomrRNA) a na
expresi CD11b (na urovni proteinu) jsme obdbbestovali i na bikach
SKM-1, nicmér dosaZzené vysledky nebyly sto poskytnout jasnou
odpovd na otadzku, zda G-CSF v tomto Biném modelu potencuje nebo
naopak inhibuje buttnou diferenciaci.

Abychom pochopili komplexni dopady, které méaispbeni AZA

v kombinaci s cytokiny na epigeneticky stav chrdmatv oblasti URE,

provedli jsme metodou chromatinové imunoprecipitdC#liP) detailni

analyzu zarenou na histonové modifikace v této oblasti. Jaladeh

jsme nyni pouzili pouze ligy OCI-M2. Divodem bylo to, Ze vysledky na
nich dosazené nas vedly k j&@n predsta¢ o potencujicim¢i naopak

inhibi¢nim &inku pasobeni jednotlivych cytokinv kombinaci s AZA na

expresi PU.1 a jeho cilovych gen

Pouzili jsme amplikony pokryvajici URE a dalSi goii regul&ni oblasti
genu PU.1 nachazejici séed mistem jeho transkeipiho p@éatku. ChiP
analyzou zartenou na aktivni chromatinovou zika — trimetylaci lysinu
K4 na histonu H3 (H3K4Me3), jsme zjistili, Ze tatnatka je po @sobeni
AZA nabohacena v oblasti URE. Kombinadespbeni AZA s GM-CSF a
M-CSF pgitomnost histonové modifiakce H3K4Me3 v oblasti UREak
zasadtyji neznenila, zatimco kombinacetpobeni AZA s G-CSF vyskyt
této znaky v oblasti URE oproti samotnémuignbeni AZA sniZila. Dale
jsme se za#fili na aktivani znaku stavu chromatinu ve vztahu k
transkripci — acetylaci lysinu 9 histonu H3 (H3K9Ama regulanich
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usecich genu PU.1. Pouze kombinagsogbeni AZA a GM-CSF zvySovala
piitomnost H3K9Ac pimo v URE (-16,6 kb).

4. Odpowd’ CD34+ progenitoni ziskanych od pacieni s MDS na AZA
a stimulaci cytokinem G-CSF

Z udaji ziskanych na buginém modelu OCI-M2 (a SKM-1) vyplyva, Ze
AZA pusobi jako silny progedek obnovujici myeloidni diferen¢ia
potenciél &chto burk a Ze jeho &inek miZe byt dale ovlivén pisobenim
cytokini.

Na zaklad téchto vysledk jsem se rozhodl studovatigpbeni AZA a
cytokini (G-CSF) pimo na vzorcich CD34+ progenitorziskanych od
pacientt s MDS se sednim-Il/vysokym rizikem. N&$ zdjem o praci na
téchto vzorcich se soustil na objaséni detailnich procésicinku AZA

na drovni chromatinové struktury a genové expr&&e nas zajimalo
uréeni in vitro odpowdi na pisobeni AZA v kombinaci se stimylaim
cytokinem G-CSF.

PouZili jsme pro tyto studie progenitorovéiky izolovanéex vivoz kostni
diens pacienta P302, 67-lettho muze s MDS RAEB Il (WHISS-
stredni-2 riziko. Pacient #h anemii se zavislosti na transfuzich (4
TU/mésic), neutropenii a nalez 10% biast kostni deni (fenotypo
charakterizovanych jako CD33+ CD34+ CD117+ HLADR-D45+).
Blasty byly detekovatelné pomocitpokové cytometrie také v periferni
krvi. Vedle vzorku P302 jsme rovh pouZili vzorek buék pacienta P301
(69-lety muz s RAEB 11).

Pacienti resp. vzorky P302 i P301 se podle expiesel v CD34+
progenitorechadili do skupiny se gdni/vysokou hladinou PU.1.¢Roliv
exprese PU.1 nebyla vyrazmpotlatena, CD34+ progenitory vykazovaly
urcité znamky DNA metylace v oblasti UREnRZitym zjiS€nim bylo, Ze
exprese mRNA transkriptu PU.1 vitkéich ze vzorku P302 sdigpbenim
AZA zvysila zhruba o 30%, igemz tento efekt jsme pozorovali jak
v populaci vSech izolovanych mononuklearnich dun kostni ders, tak
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na pfatokovym cytometrem vytdénych populacich CD34+ progenitor
Exprese PU.1 v hikach ze vzorku P301 se ve kigéné CD34+ populaci
ptisobenim AZA zvySila zhruba o 10%. Ke zvy3eni exprddU.l
puasobenim AZA o zhruba 30% doSlo réénve vytidénych CD11b+
buikédch pacienta P301 (nikoliv v8ak P302), které vykagyssi stupe
myeloidni diferenciace.

Zjistili jsme, Ze @inek AZA na zvySeni exprese PU.1 na urovni mRNA byl
zesilen fsobenim G-CSF. | tento potencujici efekt G-CSF jsme
pozorovali jak v populaci vSech izolovanych mondeéknich buik

z kostni ders, tak na piitokovym cytometrem vytdénych populacich
CD34+ progenitar a CD11b+ buék vykazujicich vy3Si stugiemyeloidni
diferenciace. Také exprese CSF1R, cilového genu 1,Plbyla

v progenitorech ze vzorku pacienta P302 fiegbeni AZA resp. AZA +
G-CSF zvySena zhruba o 60%.

Zatimco misobenim samotného AZA se villdch progenitar zvysila
exprese KIT, coZ je znamy znak kmenovych dkninkubace progenitér
s AZA v kombinaci G-CSF naopak expresi KIT vyzn&nsmiZuje. Tento
jev jsme pozorovali rowz u burk OCI-M2. Experimenty s vyuZitim
pritokové cytometrie ukazaly, Ze pagobeni AZA v kombinaci s G-CSF
doSlo u vzorku mononuklearnich kiknkostni dens pochéazejicich od
pacienta P302 k poklesu populace CD34+ ¢khua nafistu populace
CD11b+ bugk. ZvySenou expresi CD11b pdgpbeni AZA v kombinaci s
G-CSF jsme pozorovali roes u burgk z kostni derg pacienta P301.

Analyza proce$ na arovni chromatinu (pomoci metody chromatinové
imunoprecipitace) nazdaje, Ze v oblasti URE se v CD11b+ iibdch
izolovanych z kostni i@ns pacientt P302 a P301 potgobeni AZA
vyznamnym zpsobem mini uspdadani histonovych modifikaci: dochazi
k nabohaceni zndmky transkiig aktivnino chromatinu H3K9Ac a k
poklesu znamky transkidpé utlumeného chromatinu H3K9Me3. Enito
zmenam dochdazi simultagrs derepresi genu PU.1 a rozsaihto znén na
drovni chromatinu poiysobeni AZA je dale zesilerigobenim G-CSF.
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NaSe vysledky ziskané v primarnich CD34+ progeediorz kostni fbne
pacientt s MDS ukazuji, Ze AZA navozuje ¥chto buikach zvySeni
exprese PU.1 a jeho cilovych getginek pisobeni AZA niize byt dale
potencovan psobenim cytokinu G-CSF, ktery vedle zesileni pro-
diferencignich efekti AZA zaroveir potl&uje spoudini ,kmenovych®,
pluripotentnich gein (KIT) vyvolané AZA.

5. Vyznam oblasti URE pro pisobeni AZA na hladinu exprese PU.1

VySe uvedené vysledky ve svém souhrnu ukazuji readrd vyznam

regul&ni oblasti URE jako mista ég fady vzajemi provazanych

epigenetickych procés v jejichz disledku AZA zvySuje expresi genu
PU.1. Polozil jsem otazku, zda je tato oblast psgeni exprese PU.1
puasobenim AZA nepostradatelna, respektive zda k niy8gprese PU.1
vlivem AZA dochazi vyhradh skrze fisobeni AZA na chromatinovou
strukturu v oblasti URE.

Odpowd na poloZenou otazku jsme hledali za vyuZiti modeltantnich
mysi s deletovanou oblasti URERT"). Jak bylo jiz dive popséano, u
téchto mysi se ki snizeni exprese mRNA transkriptu PU.1 o 80% jyvi
AML. Progenitory pochazejici z kostnifet® mySi s AML byly
magneticky selektovany na c-kit+ populaci tak, g#o jiz diive popsano
(Rosenbauer et al., 2004). ity progenitofi byly in vitro stimulovany
AZA a nasledn jsme v nich zr#ili hladinu mRNA genu PU.1, stejrjako
hladinu mRNA gefi Egr2 a Gfil.

Ziskané Gdaje potvrzuji, Ze hladina PU.1 v blastébt v mysi “R¥"" je
zhruba ptkrat nizsi ve srovnani s hladinou PU.1 v c-kitogenitorech
ziskanych z kostni fdrng zdravé, kontrolni mysi (bez delece URE).
Prekvapivé nicmé& bylo, Ze v nefitomnosti URE doSlo po stimulaci
burgk AZA kindukci exprese PU.1 v zavislosti na daveeelativre
podobném powru jako u progenitdr ze zdravého zigte. Rizné hladiny
PU.1 se promitaly také do #Zny exprese genEgr2 a Gfil ve stejnych
vzorcich.
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NasSe vysledky ukazuji, Zeloliv je funkéni oblast URE nezbynutna
pro zajis¢ni ,normalni* hladiny PU.1 v bitce a pro manipulaci s touto
~hormalni* hladinou @sobenim AZA, neni uZ nepostradatelnd pro
dosazeni jakéhokoliv efektu zvySeni hladiny PUtisgbenim AZA na
buiiky AML. U¢inek pisobeni AZA i zvySeni exprese PU.1 je tedy
krom¢ URE prav@podobr zavisly i na jinych regutaich oblastech genu
PU.1, gipadreé na dalSich mechanismech.

6. Diskuze ke zjisénym vztahim mezi metylaci DNA v URE, expresi
PU.1 a preZivanim pacieni s MDS na |&€bé s AZA

Zjistili jsme, Ze pacienti keni AZA, jejichz hladina exprese PU.1
vykazovala ped z&atkem |€by velmi nizkou urowvi, meli ve srovnani
S pacienty se #dni a vySSi hladinou PU.1 viikéch progenitar z kostni
drens vyrazré kratSi dobu feZiti. Vysledky jiné skupiny ukazaly, Ze
hladiny PU.1 v biikdch z kostni fere¢ pacient s MDS s nizkym a
s vysokym rizikem podle IPSS se statisticky vyznameliSi (Huh et. al.,
2009). To by nazrimvalo, Ze hladina exprese PUikgstavuje vyznamny
prognosticky faktor (ve vztahu kdés MDS pomoci AZA), ktery fitom
neni asociovan s kategoriemi rizika“ prognézy Mp&ile IPSS.

Hladina PU.1 je spojovana s pro-diferenasian a apoptotickym dinkem
Decitabinu, coz je deoxy-analog AZA, vitkdch K562 pedstavujicich
model lidské myeloidni leukémie. VySe hladiny PW.buikdch K562
pozitivré koreluje se schopnosti Decitabinu navoditéchto buikach
apoptosu a/nebo b&mou diferenciaci (Aoyama et al., 2012). To by
mohlo pedstavovat analogickou situaci k nami pozorovanéwviiuu
hladiny PU.1 na {ssobeni AZA v biikdch progenitar pacient s MDS,
kde by pipadna indukce diferenciace/apoptdézy asociovalabsod
prognézou fi lécb¢ s AZA. Je ovSentéba brat v Gvahu, Zeigobeni AZA
a pisobeni Decitabinu v modelovych kagnych liniich pro AML se
neukazalo byt zcela identické (Hollenbach et &1,0.
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Hladina PU.1 v progenitorech paciérg MDS s vySSim rizikem jevi trend
negativni korelace k metylaci DNA vditém Useku regutani oblasti URE.
Metylace DNA inhibujici genovou expresi byla v MRSténa u kolika
geni hrajicich roli ve Wnt signalizaciFgD9) a v kontrole bu&iného
cyklu (pl5 pl6 (Jiang et al., 2009; Rodrigues et al., 2010).p&tu
metylace koreloval s progresi oneméina v Fipack genuFZD9 zarove
negativig koreloval s hladinou genové exprese (Jiang e2@09). Urové
metylace genypl5 ma navic prediktivni hodnotu, kdy pacienti doséiuj
odpovdi na I&bu s AZA maji méd metylovanou DNA ve srovnani
s €mi, kteri na I&bu AZA neodpovidaji (Raj et al., 2007). NaSe vykied
ukazujici zvySenou metylaci v oblasti URE @kierych) pacienit s MDS

s vy88im rizikem lze srovnat s pozorovanim zvySemetylace URE u
pacienti s mnohdetnym myelomem, kde nizka hladina exprese PU.1
rovnéZ asociuje se Spatnou prognézou onersioc(Tatetsu et al., 2007).

Na zaklad nami zjiStnych udaji o vztahu exprese mRNA transkriptu
PU.1 k odpowdi pacient na I&bu AZA, vztahu metylace v oblasti URE k
expresi PU.1 v hice a na zakladzjiSttného vztahu mezi metylaci genu
pl5 a odpo¥di pacient na l&bu AZA (Raj et al., 2007) lze vyslovit
piedpoklad, Ze pacienti s MDS ve vy38im riziku, jgfiqorogenitory se

vyznauji silng transkrigné utlumenym chromatinem v oblasti URE,
budou pro navozeni odp&di vyZzadovat vySSi davky AZA, zatimco
pacienti, jejichZz s relativn otewenou strukturou chromatinu, mohou
vyZadovat davky niZsi.

Ukéazali jsme, Ze{msobeni AZA skuténé sniZuje metylaci v oblasti URE v
buns¢né linii OCI-M2, coz je doprovazeno obnovenim expreU.1 a jeho
cilovych gerd. Obnoveni exprese PU.1 a jeho cilovych tggame
prokazali roviZz v progenitorech izolovanych z paciens MDS. To je

v souladu se zd&wy dalSich studii, které ukazaly, Ze AZA (nebo jeho
analog Decitabin) svymigobenim zvySuje hladinu PU.1 vitikéch, kde

je DNA v oblasti regulénich Usel genu PU.1 metylovana (Amaravadi et
Klemsz, 1999; Tatetsu et al., 2007). Obdobny efiidobeni AZA byl
popséan uady dalSich aberantrmetylovanych geinse sniZzenou expresi u
MDS (Tran et al, 2011).
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SHRNUTI ZAV ERU DIZERTA CNi PRACE
Na konkrétg stanovené cile dizettai prace jsem odpeédé! takto:

1. Exprese PU.1 v progenitorech ziskanych od p&cienMDS se
sttrednim-Il nebo vysokym rizikem (IPSS) je oproti adna kontroldm
mnohem vice heterogenni. Existuji skupiny padienvysokou i nizkou
expresi PU.1 oproti zdravym kontrolam. Pacientiizkou hladinou
exprese PU.1 maji vyznammorsi progndzu ip 1é¢bé AZA pokud jde o
dobu celkového ieZiti, nez pacienti seistini a vysokou expresi PU.1.
Exprese PU.1 v modelovych bimych liniich pro MDS (OCI-M2, SKM-
1) je oproti zdravym kontrolam niZ8i. Oblast UREvjburé¢né linii OCI-
M2 a v progenitorech z paciéns MDS aberanthzvySe metylovana.
Mezi mirou metylace na CpG ostcich @ vazebnych mistech PU.1 a
AML-1 v oblasti URE a mezi hladinou exprese PU.pregenitorech z
pacienti s MDS existuje ietelny trend negmé korelace. #sobeni AZA
na MDS buiky OCI-M2 vede k vyraznému potlani metylace v oblasti
URE.

2. AZA aktivita potlaenou expresi PU.1 a jeho cilovych gen
v modelovych bu&nych liniich MDS. ZvySeni exprese PU.1 na urovni
MRNA i proteinu je provazeno myeloidni diferencideukemickych
burgk. AZA rovnéZ inhibuje bugicné dleni a do jisté miry navozuje
apoptozu.

3. Utinek AZA na zvy3eni exprese PU.1 a navozeni myelaiidferenciace
v modelovych bu&nych liniich pro MDS Ize ovlikovat cytokiny
podporujicimi fist myeloidnich kolonii. fdchozi stimulace bgh OCI-
M2 ovlivnénych AZA cytokiny M-CSF a GM-CSF déle zvySuje exgre
PU.1 a jeho cilovych gén akoliv k epigenetickym zgnam histonovych
modifikaci v oblasti URE, které by signalizovalyzvoInéni chromatinové
struktury, dochazi pouze ¥ipact vlivu GM-CSF.

4. AZA aktivuje potl@&genou expresi PU.1 a jeho cilovych @en
v progenitorech z MDS pacigntTento @inek AZA na zvySeni exprese
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PU.1 a navozeni myeloidni diferenciace lze awdiwat cytokiny
podporujicimi fist myeloidnich kolonii. #dchozi stimulace progenitor
ziskanych od paciefnts MDS cytokinem G-CSF vede k shiZzeni exprese
genu KIT, ktera je indukovana AZA, k dalSimu zvySerprese PU.1 a k
epigenetickym zemam  histonovych modifikaci v oblasti URE,
signalizujicim otekeni chromatinu.

5. Oblast URE je zasadni pro za}ist fyziologické hladiny exprese PU.1 a
manipulovani s touto ,normalni* hladinodgnbenim AZA. AZA nicméé
ovliviiuje hladinu exprese PU.1 také skrze jiné mechanismy
pravdpodobr dalSi reguléni elementy genu PU.1.
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