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Souhrn
V našich experimentech jsme se zam ili na studium CD138+ a CD138- bun k izolovaných z kostní d en  pacient  s diagnostikova-
ným mnoho etným myelomem (MM). Studovali jsme epigenetické modifi kace u myelomových bun ných linií, které byly ovlivn ny
klinicky využívanými cytostatiky. Chromatinová imunoprecipitace (ChIP) v kombinaci s polymerázovou et zovou reakcí (PCR) 
nám umožnila studovat epigenetické profi ly, jako je H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace v promotorech a exonech gen , které jsou 
zodpov dné za patogenezi MM. Epigenetické modifi kace t chto lokus  byly rovn ž analyzovány u myelomových bun ných linií 
po ovlivn ní vybranými cytostatiky. Pomocí ChIP-on-chip microarray analýzy jsme studovali v promotorech stovek gen  zastoupení 
H3K9 acetylace, která je spojována se zvýšenou genovou expresí. Studium epigenetických zm n u nádorových bun k je v sou asné
dob  otázkou základního výzkumu. Naše výsledky ukazují originální výstupy z ChIP-PCR a ChIP-on-chip analýz u bun k pacient
s diagnostikovaným MM a bun ných linií ovlivn ných cytostatiky. Naše experimenty poskytují užite ný návod, jak testovat a po-
soudit terapeutický potenciál cytostatik, které významn  ovliv ují histonový kód. 
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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 modifi cation 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 signifi cant impact on the histone code. 
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Metodika a soubor pacient
Epigenetické zm ny byly studovány pomocí ChIP-PCR 
a ChIP-on-chip metodologií. Pro analýzy se nám poda i-
lo získat 4 vzorky CD138+ a CD138- frakce separované 
z kostní d en  pacient  s diagnostikovaným MM a dva 
vzorky lymfocyt  zdravých dárc . Pro ChIP-on-chip analý-
zy jsme použili myelomovou bun nou linii ARH77, která 
byla ovlivn na 20 M Melphalanem. V tomto p ípad  byly 
studovány zm ny v H3K9 acetylaci v promotorech stovek 
gen  mapovaných na všech lidských chromozómech. 

Výsledky epigenetických analýz
A) Zm ny v epigenetických modifi kacích histon  u pa-
cient  s diagnostikovaným MM
U bun k vybraných pacient , s infi ltrací CD138+ bun k
v kostní d eni vyšší než 80 %, byla provedena chromati-
nová imunoprecipitace (ChIP). Zm ny v epigenetických 
profi lech CD138+ bun k byly porovnávány s CD138-

frakcí bun k každého pacienta a s ChIP-DNA získanou 
z lymfocyt  periferní krve zdravých dárc . U n kterých
pacient  jsme zjistili zvýšenou H3K9 dimethylaci v c-myc 
a CCND1 lokusech, obzvlášt  v CD138+ frakci. Ve v tšin
p ípad  CD138- frakce a u lymfocyt  periferní krve ne-
byla zjišt na H3K9 dimethylace ve vybraných lokusech, 
které jsou prognosticky významné z hlediska MM. U ty
pacient  jsme pozorovali r zné zm ny v H3K9 acetyla-
ci a dimethylaci a tyto zm ny byly velmi heterogenní, 
pravd podobn  ovlivn né terapií. CD138+ frakce, získaná 
z kostní d en  pacient , byla navíc asto H3K9 acetylo-
vána, zatímco CD138- bu ky a lymfocyty byly deacety-
lovány v promotorech a vybraných exonech gen  c-myc 
a CCND1. Zvýšená acetylace, p edevším v promotorech 
gen , je obecn  spojována se zvýšenou expresí gen .
V našem p ípad  to byly geny zodpov dné za regulaci bu-
n ného cyklu, tudíž za bun nou proliferaci. P ítomnost
H3K9 dimethylace, zodpov dné za utlumení transkripce, 
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Obrázek . 2: P íklad ChIP-on-chip analýzy (NimbleGen, Systems, Inc., USA) podle RefSeq database (2006-07-18_HG18_RefSeq_promoter) stano-
vující H3K9 acetylaci v promotoru genu CASC1. Tento lokus nebyl významn  acetylován v kontrolních bu kách myelomové linie, zatímco melphalan 
indukoval rozsáhlou H3K9 acetylaci v této oblasti genomu. ádky 1-3 p edstavují log2pom r pro srovnání kontrolní ChIP-DNA a vstupní DNA (1), 
dále srovnání melphalan ChIP-DNA a vstupní DNA (2) a jako další ov ení byly spole n  hybridizovány vzorky kontrolní ChIP-DNA a melphalan 
ChIP-DNA (3). ádky 4-6 vyjad ují tzv. “false discovery rate (FDR) score” pro ádky 1-3; ervený sloupec ukazuje FDR 0,05, ili statisticky význam-
ný rozdíl. ádek 7 ukazuje primární transkript podle RefSeq databáze a ádek 8 ukazuje oblasti blízké promotoru studovaného genu CASC1.

Obrázek . 1: ChIP-PCR analýza H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace u CD138+ a CD138- bun k získaných z kostní d en  pacienta s diagnosti-
kovaným MM. Analýza byla provedena v ase diagnózy MM (A) a po lé b  thalidomidem a po relapsu onemocn ní (B). Zvýšená H3K9 acetylace 
p edevším v oblasti CCND1 upozor uje na zvýšenou expresi CCND1 genu, která je asto spojována s nep íznivou prognózou MM.
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ve vybraných oblastech gen  u pacient  s MM p edstavu-
je zajímavý epigenetický znak, jehož význam by m l být 
dále studován.

B) Vliv cytostatik na epigenom pacienta s diagnostiko-
vaným MM
Pro naše analýzy se nám poda ilo získat vzorky pacienta 
v dob  diagnózy MM, po následné terapii thalidomidem 
a po relapsu onemocn ní. V druhém p ípad  jsme zjistili 
zvýšený výskyt acetylace H3K9 ve vybraných sekvencích 
genu c-myc a CCND1 (Obrázek . 1). Obzvlášt  exon 
3 c-myc genu a promotor CCND1 genu byly významn
H3K9 acetylovány po p sobení cytostatik a po relapsu. 
H3K9 dimethylace se vyskytovala v exonu 3 c-myc genu 
a exonu 1 CCND1 lokusu v ase diagnózy, ale thalidomid 
a relaps nezm nil profi l této epigenetické modifi kace (Ob-
rázek .1). U zmín ného pacienta nebyla zjišt na p ítom-
nost asto se objevujících translokací asociovaných s MM, 
a to t(11;14) a t(4;14), tudíž zmín né epigenetické zm -
ny nejsou pravd podobn  spojené s t mito p estavbami
chromozóm . Zvýšená acetylace v daném lokusu pravd -
podobn  ukazuje na zvýšenou transkrip ní aktivitu obou 
studovaných gen , p edevším CCND1 u MM pacienta po 
lé b  thalidomidem a b hem relapsu. 

C) Melphalan zvyšuje H3K9 acetylaci n kterých gen
u myelomových bun ných linií
ChIP-on-chip analýza, cílená na promotory stovek gen ,
nám umožnila studovat H3K9 acetylaci u myelomových 
bun k ovlivn ných melphalanem, který se používá v lé -
b  mnoho etného myelomu. V našich experimentech mel-
phalan významn  modifi koval prolifera ní charakteristi-
ky bun k. V t chto analýzách jsme se zam ili na lokusy 
významné z hlediska diagnózy a prognózy MM. Zam ili
jsme se na lokus 1q21, jehož amplifi kace je asto asociová-
na s nep íznivou prognózou (2, 4). Dále jsme analyzovali 
acetyla ní status gen  RAN (6p22.3), ZHX-2 (8q24.13), 
CHC1L (13q14.2), jejichž nestandardní exprese byla spo-
jována s rychlým relapsem onemocn ní (3). Dále jsme 
studovali H3K9 acetylaci u lokus  CCND1, c-myc, Rb1 
a TP53. Velmi nízká H3K9 acetylace byla zjišt na pro ob-
last 1q21 zahrnující lokusy BCL-9, MCL-1, JTB a IL6R. 
Na druhou stranu AF1Q gen, rovn ž mapován v této oblas-
ti, byl siln  acetylován, ale melphalan nem nil acetyla ní

profi l tohoto genu. Nízká H3K9 acetylace byla pozorová-
na u gen  RAN, ZHX-2, CCND1, Rb1, avšak TP53 ná-
dorov  supresorový gen byl charakteristický vysokou mí-
rou H3K9 acetylace. V mnoha lokusech bylo zjišt no, že 
melphalan zvyšuje studovanou epigenetickou modifi kaci, 
takovým p íkladem je CASC1 gen (cancer susceptibility 
candidate 1), jehož zvýšená H3K9 acetylace po p sobení
melphalanu je uvedená v Obrázku .2.

Diskuze a záv r:
V uvedených p íkladech jsme analyzovali zm ny v epi-
genetických profi lech pacient  s diagnostikovaným MM. 
Zam ili jsme se p edevším na hlavní znak transkrip n
aktivních lokus , a to na H3K9 acetylaci a znak hetero-
chromatinu H3K9 dimethylaci. U ty  pacient , jejichž 
vzorky byly vhodné pro ChIP analýzy, jsme zjistili ne-
jednotný profi l epigenetických modifi kací v promotorech 
a exonech c-myc a CCND1 gen . Pomocí ChIP-on-chip 
analýz jsme došli k záv ru, že melphalan zvyšuje acetylaci 
v promotorech mnoha gen , které byly studovány u vybra-
né myelomové bun né linie. Zvýšenou H3K9 acetylaci 
v c-myc a CCND1 genech jsme rovn ž pozorovali u paci-
enta, který byl lé en thalidomidem.
V experimentech, které byly publikovány Wachtersem 
et al. 2005 (5), bylo ukázáno, že melphalan, používaný 
v lé b  MM, má schopnost indukovat vazby mezi et zci
DNA, stejn  tak jako to bylo popsáno nap íklad pro cis-
platinu. V práci Bártová et al. 2003 (1) jsme studovali 
vliv cis-platiny na numerické aberace a strukturu TP53 
a Rb1 gen . V tomto p ípad  jsme zjistili významné 
zm ny v jaderném uspo ádání vybraných lokus . Z to-
hoto d vodu byl testován melphalan a jeho vliv na ge-
nom a epigenom u myelomových bun ných linií. Jak již 
bylo uvedeno, melphalan u MM linií a pravd podobn
i thalidomid u pacienta zvyšují H3K9 acetylaci, tudíž 
transkrip ní aktivitu n kterých lokus . Výsledky t chto
experiment  tedy nazna ují, že ChIP analýzy by mohly 
v budoucnu rozší it poznání klinického výzkum, který 
testuje vliv cytostatik na expresi r zných klinicky vý-
znamných gen .
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