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Souhrn

V nasich experimentech jsme se zaméfili na studium CD138+ a CD138- bungk izolovanych z kostni dfené pacienti s diagnostikova-
nym mnohocetnym myelomem (MM). Studovali jsme epigenetické modifikace u myelomovych bunéénych linii, které byly ovlivnény
klinicky vyuzivanymi cytostatiky. Chromatinova imunoprecipitace (ChIP) v kombinaci s polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
nam umoznila studovat epigenetické profily, jako je H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace v promotorech a exonech gent, které jsou
zodpovédné za patogenezi MM. Epigenetické modifikace téchto lokust byly rovnéz analyzovany u myelomovych bunéénych linif
po ovlivnéni vybranymi cytostatiky. Pomoci ChIP-on-chip microarray analyzy jsme studovali v promotorech stovek genti zastoupeni
H3KD9 acetylace, ktera je spojovana se zvySenou genovou expresi. Studium epigenetickych zmén u nadorovych bunék je v soucasné
dobé¢ otazkou zakladniho vyzkumu. Nase vysledky ukazuji originalni vystupy z ChIP-PCR a ChIP-on-chip analyz u bun¢k pacientt
s diagnostikovanym MM a buné¢nych linii ovlivnénych cytostatiky. NaSe experimenty poskytuji uzitecny navod, jak testovat a po-
soudit terapeuticky potencial cytostatik, které vyznamné ovliviiuji histonovy kod.
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Summary

Epigenetic changes such as histone acetylation and di-methylation at promoters and coding regions of genes which play an important
role in the pathogenesis of multiple myeloma (MM) can be analyzed using methods such as chromatin immunoprecipitation (ChIP) in
combination with polymerase chain reaction (PCR). We have studied epigenetic changes in MM cells treated by selected cytostatics
that are used in MM therapy. ChIP-on-chip or with microarrays (chip) analyses of histone acetylation enabled us to study epigenetic
status of hundreds of genes after cytostatic treatment. This type of epigenetic modification is associated with increased gene expres-
sion. We have applied the ChIP-PCR and ChIP-on-chip methods to study epigenetics in MM cell lines as well as in clinical samples.
Our experiments have led to the development of a useful method of assessing the therapeutic potential of cytostatic agents which have

a significant impact on the histone code.
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Metodika a soubor pacientii

Epigenetické zmény byly studovany pomoci ChIP-PCR
a ChIP-on-chip metodologii. Pro analyzy se nam podaii-
lo ziskat 4 vzorky CD138" a CD138" frakce separované
z kostni diené pacientli s diagnostikovanym MM a dva
vzorky lymfocytti zdravych darcii. Pro ChIP-on-chip analy-
zy jsme pouzili myelomovou bunécnou linii ARH77, ktera
byla ovlivnéna 20uM Melphalanem. V tomto piipadé byly
studovany zmény v H3K9 acetylaci v promotorech stovek
gentl mapovanych na vsech lidskych chromozomech.

Vysledky epigenetickych analyz

A) Zmény v epigenetickych modifikacich histonii u pa-
cienti s diagnostikovanym MM

U bunék vybranych pacienti, s infiltraci CD138" bun¢k
v kostni dfeni vyssi nez 80 %, byla provedena chromati-
nova imunoprecipitace (ChIP). Zmeény v epigenetickych
profilech CD138" bunék byly porovnavany s CDI138

frakei bun¢k kazdého pacienta a s ChIP-DNA ziskanou
z lymfocyta periferni krve zdravych darcd. U nékterych
pacienttl jsme zjistili zvySenou H3K9 dimethylaci v c-myc
a CCND1 lokusech, obzvlaste v CD138" frakci. Ve vétSing
ptipadi CD138 frakce a u lymfocytd periferni krve ne-
byla zjisténa H3K9 dimethylace ve vybranych lokusech,
které jsou prognosticky vyznamné z hlediska MM. U ¢&tyt
pacientll jsme pozorovali rizné zmény v H3K9 acetyla-
ci a dimethylaci a tyto zmény byly velmi heterogenni,
pravdépodobné ovlivnéné terapii. CD138" frakce, ziskana
z kostni dfen¢ pacientd, byla navic ¢asto H3K9 acetylo-
vana, zatimco CD138 buiky a lymfocyty byly deacety-
lovany v promotorech a vybranych exonech genti c-myc
a CCNDI1. Zvysena acetylace, pfedev§im v promotorech
genl, je obecné spojovana se zvySenou expresi gend.
V naSem ptipad¢ to byly geny zodpoveédné za regulaci bu-
nééného cyklu, tudiz za bunécnou proliferaci. Pfitomnost
H3K9 dimethylace, zodpovédné za utlumeni transkripce,
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Obrazek ¢. 1: ChIP-PCR analyza H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace u CD138+ a CD138- bunék ziskanych z kostni dfené pacienta s diagnosti-
kovanym MM. Analyza byla provedena v ¢ase diagnézy MM (A) a po 1écb¢ thalidomidem a po relapsu onemocnéni (B). Zvysena H3K9 acetylace
predevsim v oblasti CCND1 upozortiuje na zvysenou expresi CCND1 genu, ktera je ¢asto spojovana s neptiznivou prognézou MM.
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Obrazek ¢. 2: Piiklad ChIP-on-chip analyzy (NimbleGen, Systems, Inc., USA) podle RefSeq database (2006-07-18 HG18 RefSeq promoter) stano-
vujici H3K9 acetylaci v promotoru genu CASCI. Tento lokus nebyl vyznamné acetylovan v kontrolnich burikdch myelomové linie, zatimco melphalan
indukoval rozsahlou H3K9 acetylaci v této oblasti genomu. Radky 1-3 piedstavuji log2pomér pro srovnani kontrolni ChIP-DNA a vstupni DNA (1),
déle srovnani melphalan ChIP-DNA a vstupni DNA (2) a jako dalsi ovéfeni byly spole¢né hybridizovany vzorky kontrolni ChIP-DNA a melphalan
ChIP-DNA (3). Radky 4-6 vyjadiuji tzv. “false discovery rate (FDR) score” pro fadky 1-3; &erveny sloupec ukazuje FDR<0,05, ¢ili statisticky vyznam-
ny rozdil. Radek 7 ukazuje primarni transkript podle RefSeq databéze a fadek 8 ukazuje oblasti blizké promotoru studovaného genu CASCI.
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ve vybranych oblastech genti u pacienti s MM piedstavu-
je zajimavy epigeneticky znak, jehoz vyznam by mél byt
dale studovan.

B) Vliv cytostatik na epigenom pacienta s diagnostiko-
vanym MM

Pro nase analyzy se nam podafilo ziskat vzorky pacienta
v dob¢ diagnézy MM, po nasledné terapii thalidomidem
a po relapsu onemocnéni. V druhém ptipadé jsme zjistili
zvySeny vyskyt acetylace H3K9 ve vybranych sekvencich
genu c-myc a CCNDI1 (Obrazek ¢. 1). Obzvlasté exon
3 c-myc genu a promotor CCND1 genu byly vyznamné
H3K9 acetylovany po puisobeni cytostatik a po relapsu.
H3K9 dimethylace se vyskytovala v exonu 3 c-myc genu
a exonu 1 CCND1 lokusu v ¢ase diagndzy, ale thalidomid
a relaps nezménil profil této epigenetické modifikace (Ob-
razek ¢.1). U zminéného pacienta nebyla zjisténa ptitom-
nost Casto se objevujicich translokaci asociovanych s MM,
a to t(11;14) a t(4;14), tudiz zminéné epigenetické zme-
ny nejsou pravdépodobné spojené s témito prestavbami
chromozomt. ZvySena acetylace v daném lokusu pravde-
podobné ukazuje na zvySenou transkripcéni aktivitu obou
studovanych gend, predev§im CCNDI1 u MM pacienta po
1é¢bé thalidomidem a béhem relapsu.

C) Melphalan zvySuje H3K9 acetylaci nékterych genu
u myelomovych bunéénych linii

ChIP-on-chip analyza, cilend na promotory stovek gent,
nam umoznila studovat H3K9 acetylaci u myelomovych
bunék ovlivnénych melphalanem, ktery se pouziva v 1é¢-
bé mnohocetného myelomu. V nasich experimentech mel-
phalan vyznamné modifikoval proliferaéni charakteristi-
ky bunék. V téchto analyzach jsme se zaméfili na lokusy
vyznamné z hlediska diagnozy a prognéozy MM. Zaméftili
jsme se na lokus 1g21, jehoz amplifikace je ¢asto asociova-
na s nepiiznivou progndzou (2, 4). Dale jsme analyzovali
acetylacni status geni RAN (6p22.3), ZHX-2 (8q24.13),
CHCIL (13q14.2), jejichz nestandardni exprese byla spo-
jovéana s rychlym relapsem onemocnéni (3). Déle jsme
studovali H3K9 acetylaci u lokusi CCND1, c-myc, Rb1
a TP53. Velmi nizka H3K9 acetylace byla zjisténa pro ob-
last 1921 zahrnujici lokusy BCL-9, MCL-1, JTB a IL6R.
Na druhou stranu AF1Q gen, rovnéz mapovan v této oblas-
ti, byl siln¢ acetylovan, ale melphalan neménil acetyla¢ni

profil tohoto genu. Nizka H3K9 acetylace byla pozorova-
na u gentt RAN, ZHX-2, CCNDI, Rbl, avsak TP53 na-
dorove supresorovy gen byl charakteristicky vysokou mi-
rou H3K9 acetylace. V mnoha lokusech bylo zjisténo, ze
melphalan zvySuje studovanou epigenetickou modifikaci,
takovym piikladem je CASCI1 gen (cancer susceptibility
candidate 1), jehoz zvySena H3K9 acetylace po pusobeni
melphalanu je uvedend v Obrazku ¢.2.

Diskuze a zavér:

V uvedenych ptikladech jsme analyzovali zmény v epi-
genetickych profilech pacientl s diagnostikovanym MM.
Zamétili jsme se predevsim na hlavni znak transkripcné
aktivnich lokusi, a to na H3K9 acetylaci a znak hetero-
chromatinu H3K9 dimethylaci. U ¢tyt pacienttl, jejichz
vzorky byly vhodné pro ChIP analyzy, jsme zjistili ne-
jednotny profil epigenetickych modifikaci v promotorech
a exonech c-myc a CCNDI1 genti. Pomoci ChIP-on-chip
analyz jsme dosli k zavéru, Ze melphalan zvySuje acetylaci
v promotorech mnoha genti, které byly studovany u vybra-
né myelomové bunééné linie. ZvySenou H3K9 acetylaci
v c-myc a CCNDI genech jsme rovnéz pozorovali u paci-
enta, ktery byl Ié¢en thalidomidem.

V experimentech, které byly publikovany Wachtersem
et al. 2005 (5), bylo ukdzano, ze melphalan, pouzivany
v 1é¢bé MM, ma schopnost indukovat vazby mezi fetézci
DNA, stejné tak jako to bylo popsano napftiklad pro cis-
platinu. V praci Bartova et al. 2003 (1) jsme studovali
vliv cis-platiny na numerické aberace a strukturu TP53
a Rbl genl. V tomto ptfipadé jsme zjistili vyznamné
zmény v jaderném uspotadani vybranych lokusi. Z to-
hoto divodu byl testovan melphalan a jeho vliv na ge-
nom a epigenom u myelomovych bunéénych linii. Jak jiz
bylo uvedeno, melphalan u MM linii a pravdépodobné
i thalidomid u pacienta zvy$uji H3K9 acetylaci, tudiz
transkripéni aktivitu nékterych lokust. Vysledky téchto
experimentti tedy naznacuji, ze ChIP analyzy by mohly
v budoucnu rozsitit poznani klinického vyzkum, ktery
testuje vliv cytostatik na expresi riznych klinicky vy-
znamnych gena.

Podékovani 5
Prace byla podpotena projekty MSMT LC06027,
MSM0021622434, AVOZ50040507 a AVOZ50040702.
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