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Souhrn

Specifické piestavby chromozoému piedstavuji vyznamné cytogenetické charakteristiky nadorovych bunék a mnohocetny myelom
(MM) neni vyjimkou. Zmény v karyotypu jsou ¢asto doprovazeny fadou epigenetickych modifikaci, jak na urovni DNA, tak i his-
tontl. Mnoho zmén v methylacich DNA nebo methylacnich a acetylacnich profilech histonti bylo popsano pro geny zodpovédné za
nadorovou transformaci bunék. Ve sdéleni uvadime pfehled nami pouzivanych metod pii studiu epigenetiky u mnohocetného mye-
lomu.
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Summary

Chromosomal rearrangements can be frequently observed in tumor cells and multiple myeloma is not an exception. Karyotypic abnor-
malities of MM are accompanied by changes in the epigenome, including aberrant DNA/histone methylation and histone acetylation.
Changes in DNA and/or histone methylation and histone acetylation were described for genes responsible for tumor cell transforma-

tion. Here we present methods used to study multiple myeloma epigenetics.
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Uvod

Zakladni principy vyzkumu epigenetiky

Genetické zmény v nadorovych bunkéach jsou casto do-
provazeny rtiznymi epigenetickymi modifikacemi kandi-
datnich gent, které jsou asociovany s nadorovou trans-
formaci (7, 12). Epigenetika ptfedstavuje dédi¢né zmény
ve fenotypu, které probihaji bez ohledu na zmény v DNA
sekvencich. Za hlavni epigeneticky znak, casto asocio-
vany s tumorigenezi, je povazovana methylace na urovni
DNA (3). Rada experimentii zabyvajicich se rozdily v epi-
genetice normalnich a nddorovych bunck byla v minulosti
sméfovana prave na studium DNA methylace (4,7). Velky
vyznam Vv terapii nékterych solidnich nadord, ale piede-
vsim myelodysplatického syndromu (MDS) a nékterych
typt leukemii maji prave inhibitory enzymu zprostiedku-
jicich DNA methylaci (Dnmts). V tomto sméru patii né-
které ceské laboratote k nejvyznamnéjSim svétovym vé-
deckym pracovistim, které se vénuji zejména syntéze a la-
boratornimu testovani novych derivati inhibitord Dnmts,
jako jsou derivaty 5-azacytidinu a 5-aza-2‘-deoxycytidinu
(1, 2). Paralelné s DNA methylaci se v genomu vyskytuji
ruzné typy modifikaci histont, kdy jako nejvyznamngéjsi
se jevi methylace N-terminalnich konct histonu H3, a to
pfedev§im na jeho lysinovych (K) reziduich (Obrazek
¢. 1). Rizné typy methylace histond jsou povazovany za
dulezity epigeneticky znak, ktery je zodpovédny jak za
transkripcni aktivitu, tak i utlumeni exprese genti. Disba-
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lance v epigenetickych procesech vede k nadorové trans-
formaci bun¢k. Je znamo, ze chromatin, ktery obsahuje
velké mnozstvi transkripéné aktivnich gend, je charakte-
risticky vysokou mirou acetylace histont a dale ptitom-
nosti methylaci typu H3K4, H3K36, H3K79. Na druhou
stranu, transkripéné neaktivni lokusy nesou epigenetické
znaky typu H3K9, H3K27 a H4K20 methylaci, které se
vyskytuji ve formé mono-, di- a nebo tri-methylaci (35).
Utlumeni genové exprese je spojeno s funkci riznych en-
zymiu, které se uplatiuji pfi formovani epigenomu. Za je-
den z téchto dulezitych proteind je povazovana histonova
methyltransferaza (HMT), zvana Suv39H1 (9). Tento en-
zym je zodpovédny za H3K9 methylaci, ktera predstavuje
vazebné misto pro dulezity protein asociovany s hetero-
chromatinem (HP1). Zminény komplex se naptiklad uplat-
nyje v represivni funkcei retinoblastomového proteinu pRb,
ktery je zodpovédny za regulaci transkripce nékterych lo-
kusi (8). Velky vyznam z hlediska protinadorové terapie
maji inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC), které
vedle histonovych acetyltransferaz (HAT) zprostredkuji
procesy acetylace histont. Navic bylo zjisténo, ze zmény
v mnoha jadernych funkcich mohou byt indukovany ne-
standardni aktivitou DNA methyltransferaz. Napiiklad ex-
prese nadorove supresorového TP53 genu mize byt ovliv-
néna zminénymi epigenetickymi procesy (3), kdy po pou-
ziti inhibitoru Dnmts zebularinu bylo zjisténo, ze ptivodni
transkripce TP53 genu byla obnovena. Z vyse uvedenych
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poznatkt plyne, ze studium epigenetickych jevt je zadou-
ci pfedevsim z hlediska pochopeni nddorové transformace
buné¢k a rovnéz i z hlediska nadorové terapie.
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Obrazek ¢. 1: Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleosom,
ktery se sklada z oktameru histontt H2A, H2B, H3 a H4 a dvouietézcové
DNA o velikosti 146 parh bazi. Obrazek nukleosomu znazornuje N-ter-
minalni konce jednotlivych histond, které vy¢nivaji z kazdého nukleoso-
mu. V obrazku jsou uvedeny piiklady nejcastéjSich epigenetickych modi-
fikaci histont transkripéné aktivniho a neaktivniho chromatinu a dulezité
proteiny regulujici modifikace histonti a genovou expresi. V obrazku jsou
pouzity zkratky H3K9Ac (acetylace); H3K4Me a H3K9Me (methylace
histont); HAT (histonové acetyltransferazy), HDAC (histonové deacety-
lazy); HMTs (histonové methyltransferazy); HP1 (heterochromatinovy
protein 1); pRb (retinoblastomovy protein) a Me v ¢erném kolec¢ku zna-
mena DNA methylace. Obrazek nukleosomu byl upraven podle http://
chemistry.gsu.edu/faculty/Zheng/.

Vyskyt epigenetickych modifikaci histoni mtze byt stu-
dovan riznymi metodami. Jako nejvyznamnéjsi se jevi
chromatinova imunoprecipitace (ChIP), ktera v kombina-
ci s PCR poskytuje informace o epigenetickych zménach
ve vybranych lokusech. Daleko rozsahlejsi poznatky jsou
ziskany pii pouziti ChIP-on-chip microarray technologie,
kterd slouzi k mapovani epigenetickych procesit v roz-
sahu celého genomu. Zminéné metody jsou zalozeny na
selekci specificky modifikovanych histont, a to pomoci
monokonalnich protilatek, kdy experimentalné vytvoreny
DNA-histon-imunokomplex je zpracovan tak, aby ziskana
ChIP-DNA mohla byt pouzita bud’ pro PCR analyzy vy-
branych gent a nebo pro DNA microarrays (chip). Detek-
ce zmén v DNA methylaci mtze byt naptiklad provedena
pomoci riznych methylaéné senzitivnich enzymi a PCR
nebo s vyuzitim DNA methyla¢nich microarrays. Uvedené
metody zatim nemaji pfimé klinické uplatnéni, ale v bu-
doucnu by mély vést k pochopeni rozdili mezi genomem
a epigenomem normalnich a nadorové transformovanych
bunék. Rovnéz by tyto metody mély pfispét k ovéreni
ucinnosti inhibitord Dnmts, HDAC nebo nové€ ihibitora
HMTs v klinické praxi. Dale tyto techniky piedstavuji
slibny nastroj k posouzeni cilenych zasaht cytostatik do

lokust, které jsou dulezité z hlediska nadorové transfor-
mace nebo naopak nadorové suprese.

Metodiky

Konvencni chromatinova imunoprecipitace (ChIP)
kombinovana s PCR

Vazba mezi histony a DNA byla vytvofena pomoci fixa-
ce bun€k paraformaldehydem po dobu deseti minut, pfi
37 °C. Finalni koncentrace formaldehydu byla 1%. Po od-
stranéni kultiva¢niho media byly bunky dvakrat oplach-
nuty studenym PBS pufrem, ktery obsahoval inhibitory
protedz (ImM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1pg/ml
aprotinin and 1pg/ml peptastatin A). Dalsi experimentalni
postup byl provadén podle protokolu k ChIP assay kitu
(Upstate, USA, #17-295). Podle zminéného protokolu
byly buiiky lyzovany a sonikovany tak, abychom ziskali
fragmenty DNA o délce 200 az 1000 pb. Uspésnost so-
nikace byla ovétena na 1% agardézovém gelu. Takto pii-
praveny vzorek, obsahujici DNA-histonovy komplex,
byl immunoprecipitovan. V nasem piipadé jsme pouzili
nasledujici protilatky: anti-acetyl H3K9 (Upstate, USA,
#06-942) a anti-dimethyl H3K9 (Upstate, USA, #07-212).
Po promyti DNA-histon-immunokomplexu nasledovalo
zahtati vzorku na 65 °C, coz uvolnilo vazbu mezi histony
a DNA, ktera byla dale izolovana pomoci QIAamp DNA
Mini Kitu (QTAGEN #51304). Po stanoveni koncentrace
a Cistoty DNA byly vzorky pouzity v klasické PCR re-
akci. PCR produkty byly vizualizovany pomoci 2% aga-
rézového gelu. Mnozstvi imunoprecipitované DNA bylo
normalizovano na mnozstvi vstupni DNA (tzv. input),
ktera predstavuje 2% bunécného lyzatu, ktery byl ziskan
pred imunoprecipitaci. V popsanych experimentech byly
studovany H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace u myelo-
movych CD138/CD138" linii ARH-77 a MOLP-8 ovliv-
nénych cytostatiky a gama zarenim a v CD138/CD138*
bunécné frakei ziskané z kostni dfené péti pacientt s dia-
gnostikovanym MM.

ChIP-on-chip experimenty a analyzy

Acetylace histonu H3 v pozici lysinu 9 (K9) byla stu-
dovana pro stovky promotorti vybranych gend pomoci
RefSeq Promoters Array (NimbleGen, Systems, Inc., USA),
s vyuzitim RefSeq databaze. Pouzili jsme nasledujici typ
microarray:2006-07-18 HG18 RefSeq promoterapronize
uvedené Gcely byla porovnana ChIP-DNA a vstupni DNA,
ktera byla izolovana pomoci QIAamp DNA Mini Kitu (QI-
AGEN #51304). DNA amplifikace byla provedena pomoci
“Ligation mediated PCR” (LM-PCR). V tomto piipad¢ jsme
pouzili “GenomePlex Complete Whole Genome Amplifica-
tion (WGA) kit” (Sigma, Missouri, USA, #WGA2). Prvnim
krokem LM-PCR bylo pfidani 2 pl 1x “Library Preparation
Buffer” ke kazdému vzorku (10ng DNA), dale byl pouzit 1
ul “Library Stabilization Solution”. Pak byly vzorky cent-
rifugovany a umistény na termalni blok, ktery byl zahraty
na teplotu 95 °C po dobu 2 min a pak byly vzorky rychle
chlazeny na ledu. Na zavér 1 pl “Library Preparation Enzy-
me” byl pfidan ke vzorkiim a probéhla inkubace pii 16 °C,
24 °C, 37 °C (20 min kazdy krok) a potom pfi 75 °C po dobu
5 min. Vzorecky byly uchovany pfi 4 °C a skladovany pti -20
°C, dokud neprob¢hla amplifikace v doporuc¢eném pufru, za
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nasledujicich podminek: Gvodni denaturace byla pfi 95 °C,
3 min. (14 cyklt), pak pti 94 °C po dobu 15 sec. Annealing/
extenze probihaly pfii 65 °C po dobu 5 min. Vzorecky byly
purifikovany pomoci “PCR purification” kitu (QIAGEN
#28104) a ziskana ChIP-DNA byla rozpusténa v deionizo-
vané vodé. Pak byla stanovena koncentrace DNA pomoci
UV absorpce. Pomér OD260/280 musel byt nejméné 1,7
a pomér OD260/230 nejméné 1,5. Kvalita DNA byla rov-
néz oveétena pomoci agarézového gelu a takto pfipravené
vzorky byly analyzovany pomoci RefSeq Promoters array
(NimbleGen, Systems, Inc., USA). Statisticka analyza byla
provedena pomoci SignalMap softwaru, ktery byl poskyt-
nut firmou NimbleGen, Systems, Inc., USA. Parametr log -
ratio predstavuje pomér vstupnich signalti a signalti ziska-
nych z testovaného vzorku, ktery je hybridizovan spolecné
se vstupni DNA. Analyzy z laboratoii NimbleGen poskytuji
statistické zpracovani dat, vyznamnosti jsou uvedeny pro
hodnoty tzv. “false discovery rate (FDR) score” < 0,05; <
0,1 a > 0,2, coz piedstavuje jednotlivé irovné statistické
vyznamnosti vysledkd.

Vyznam metody u MM stavajici a oekavany

Urovei stanoveni epigenetickych zmén u mnohoéetného
myelomu, ale i jinych nadorovych onemocnéni je stale
experimentalni. ChIP on chip, cDNA microarrays a DNA
methylacni microarrays by mohly v budoucnu rozsifit po-
znani klinického vyzkumu, ktery testuje vliv cytostatik
na expresi dulezitych protoonkogend a nadorové-supre-
sorovych gent. V ramci klinickych studii jsou jednim ze
zkoumanych typl 1€kt rovnéz rizné inhibitory methylace
DNA, ¢i acetylace histontl. Lze tedy ocekavat, ze zminéné
metody budou uzite¢nym nastrojem pro hodnoceni efektu
vybranych inhibitorti nebo predikci citlivosti pacienta na
podana léciva.

Na druhou stranu zminéné molekularné-biologické me-
tody vyzaduji dostatecné mnozstvi klinického materialu,
coz v pripadé separovanych CD138" bunék MM predsta-
vuje naro¢né zpracovani klinického materialu. Rovnéz ne
u vSech pacientd se podaii ziskat dostate¢né mnozstvi bu-
nééného materialu pro ptislusnou analyzu.

Diskuse a zavér

Z uvedenych skutecnosti je ziejmé, ze studium epigene-
tickych zmén u nadorovych bunék je v soucastné dobé
otazkou zakladniho vyzkumu. Nase vysledky vsak uka-
zuji originalni vystupy z ChIP-PCR a ChIP-on-chip ana-
lyz u klinickych vzorkl a dale poskytuji uzitecny navod,
jak testovat a posoudit terapeuticky potencial cytostatik,
které vyznamné ovlivituji histonovy kod. Pomoci ChIP-
PCR a ChIP-on-chip analyz jsme dosli k zavéru, ze fada
cytostatik zvySuje acetylaci v promotorech mnoha gent,
které v nasem ptipadé byly studovany u vybrané myelo-
mové bunécné linie a pacientil. Nase vysledky vyznamné
koreluji se zavéry experimentli autorti Turner et al. 2006
(11), ktefi ukazali, ze exprese genu kodujicitho “breast
cancer resistance protein” u pacientd s MM je regulovana
DNA methylacemi v promotoru daného lokusu. Podobné
mechanismy zfejmé plati pro H3K9 acetylaci, ktera regu-
luje expresi CCND1 genu u bunék MM. Na druhou stranu
u buné¢k MM bylo zjisténo, ze exprese CCNDI genu je re-
gulovana procesy, které nejsou zavislé na DNA methylaci
a H4 acetylaci (6), avSak zvySena CCNDI1 exprese je vy-
znamn¢ asociovana s translokaci t(11;14), ktera zahrnuje
lokusy CCND1 a IgH (10).
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