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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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virus)

Spleen focus forming virus proviral integration
oncogene (Mus musculus)

kratkd vlasenkova RNA (Short hairpin RNA)

kratka interferujici RNA (Small interfering RNA)
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily a, member 5
Spleen focus forming virus proviral integration
oncogene (Homo sapiens)

Upstream Regulatory Element (5'regulacni oblast)
Svétova zdravotnicka organizace (World health
organisation)

WSTF-ISWI chromatin remodeling complex

William syndrome transcription factor

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid



ABSTRAKT

CCCTC-vazajici faktor (CTCF) ma schopnost aktivovat a tlumit transkripci
genld mechanizmem vytvareni chromatinovych smycek, jez spojuji regulacni oblasti
s promotory, na nichZ je zahdjena transkripce RNA. Metylace DNA predstavuje
modifikaci cytosinovych nukleotid(, jez ma regulacni vlastnosti a je vytvarena
jadernym enzymatickym aparatem. Regulacni role CTCF tkvi ve vazbé na
nemetylovanou DNA a interakci s dalSimi bilkovinami kohezinového komplexu
vedouci k ovlivnéni transkripce sousedicich gent; napfiklad gend pro H19 a Igf2.
Role CTCF v krvetvorbé je predpoklddana a fada praci ukazuje i na vyznam CTCF pro
vznik leukemické transformace a nadumérné produkci klonalnich myeloblastq,
avsak prfesny mechanizmus téchto procestd neni zndm. Imprinting je epigeneticky
mechanizmus pro regulaci transkripce skrze metylaci DNA a CTCF, jez je vyuZivana
pfi materndlnim a paterndlnim prenosu genetické informace do zygoty. Mezi
molekularni mechanizmy CTCF patti takzvany blokujici efekt, kterym CTCF odstrani
vliv regulacni zesilovaci (,enhancerové’) sekvence na funkci promotoru. V nasi

vyzkumné préci jsme si poloZili otdzky vedouci ke zjiSténi role CTCF v krvetvorbé.

Vysledky mé prace potvrzuji, Ze se CTCF vaze do kontrolni oblasti pro geny
H19 a Igf2. V. mé praci jsme identifikovali nového vazebného partnera pro CTCF,
kterym je chromatin remodelaéni faktor z rodiny ISWI ATPaz Smarca5, ktery taktéz
interaguje s kohezinovym komplexem a umoznuje vazbu CTCF na jeho vazebna
mista na DNA. Navic Smarca5 funkéné podporuje Ctcf a je nezbytny pro jeho
enhancer-blokujici aktivitu v kontrolni oblasti H19/Igf2. Déle jsme identifikovali
novy CTCF-regulovany lokus v oblasti klicového hematopoetického reguldtoru SP/1
(PU.1) a prokazali, Ze v normalné diferencujicich myeloidnich bunkach jsou CTCF a
SMARCAS spolec¢né s ¢leny kohezinového komplexu vdzany na enhancer pro gen
SPI1. Vazba k SPI1 je zavisla na metylaci DNA a v myeloblastech je znemoznéna
hypermetylaci, jez je reverzibilni po plsobeni DNA demetylacniho cinidla

Azacytidinu.
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ABSTRACT

CCCTC-binding factor (CTCF) can both activate as well as inhibit transcription
by forming chromatin loops between regulatory regions and promoters. In this
regard, Ctcf binding on the non-methylated DNA and its interaction with the
Cohesin complex results in differential regulation of the H19/Igf2 locus. Similarly, a
role for CTCF has been established in normal hematopoietic development; however
its involvement, despite mutations in CTCF and Cohesin complex were identified in
leukemia, remains elusive. CTCF regulates transcription dependently on DNA

methylation status and can if bound block interactions of enhancers and promoters.

Here, we show that in hematopietic cells CTCF binds to the imprinting
control region of H19/Igf2 and found that chromatin remodeller Smarca5, which
also associates with the Cohesin complex, facilitates Ctcf binding and regulatory
effects. Furthermore, Smarca5 supports CTCF functionally and is needed for
enhancer-blocking effect at imprinting control region. We identified new CTCF-
recognized locus near hematopoietic regulator SPI1 (PU.1) in normally
differentiating myeloid cells together with members of the Cohesin complex. Due to
DNA methylation, CTCF binding to the SPI1 gene is reduced in AML blasts and this

effect was reversible by DNA methylation inhibitor 5-azacitidine.
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1. VSEOBECNY UVOD

Myelodysplasticky syndrom
Myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klondlni onemocnéni pluripotentni
kmenové bunky vedouci k poruse krvetvorby a nasledné ke vzniku akutni myeloidni
leukémie (AML) s potencidlné heterogennimi molekuldrnimi  mechanismy
patogeneze a znacné variabilnim klinickym projevem a progndzou. Spole¢nym
rysem pro MDS je neefektivni krvetvorba a cytomorfologicka dysplazie krvetvornych
bunék (Obrazek 1). Nezralé krevni prekurzorové bunky, které maji narusené
vyzravani, se hromadi v kostni dfeni. Zatimco v periferni krvi je pozorovana
cytopenie jedné i vice krvetvornych fad, zpravidla jde o erytrocyty, granulocyty a
krevni desticky, nebo je pozorovdna ptitomnost nezralych a nefunkénich bunék.
Prohlubovani patologickych projevli myelodysplastickych bunék vede ve tretiné
pfipadl k prechodu do AML, jez zpravidla nereaguje na |écbu a vede k umrti do
nékolika mésich Zivota. 40-65 % pripadli MDS prechazi do drefiové aplazie a
postizeny umira na cytopenie vedouci k zdvaznym infektlim, transflizni dependenci

a krvacivym stavdm (Silverman, 2001).
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Erythroid hyperplasia Megaloblastoid changes Multinuclearity Nuclear pvcnosis

Erytroidni hyperplazie Megaloblastické zmény Mnohojadernost Jaderna pykndza

Erytroidni krevni

fada
Nuclear lobulation Cytoplasmic fraying Ferritin sideroblast Ring sideroblasts
Lalo¢naté iadro Cytoplasmické vwbézky Zelezité sideroblasty Prstentité sideroblasty
] I e
._-'\‘: g N~
; i
Micromeoakarvocvte Multiole separated nuclei Small binucleated cell Manalahar eall
Mikromegakaryocytdza Mnohojadernost Malé dvoujaderné buriky Jednolalo¢naté buriky
L B
Megakaryocytarni
krevni fada

o'

Pseudo-Pelger anomaly Abnormal nuclear shape Hypo-degranulation Mveloblasts

Pseudo-Pelgerovaanomdlie Nenormadlni jaderny tvar Nizka degranulace Myeloblasty

Granulocytdarni

krevni fada

Obrazekl: Reprezentativni priklady cytomorfologickych abnormalit
myelodysplazie. Barveni May-Griinwald Giemsa, pro prstencité sideroblasty pouzito
Perlsovo barveni. Horni panel predstavuje zmény v erytroidni linii
s mnohojadernosti, jadernou pykndézou, zneokrouhlenim a uklddanim Zeleza do
mitochondrii. Stfedni panel predstavuje dysplazie destickové fady s unilobuldrnimi a
hyperlobuldarnimi megakaryocyty ¢i atypii jadra. Dolni panel pfedstavuje poruchy
granulocytarni tady s pseudopelgeroidnimi formacemi, hypogranularitou a
akumulaci myeloblast(, blize viz popisky u obrazk(. ZvétSeni 200x-1000x. Pfevzato a

upraveno od (Cazzola et al., 2013).

V roce 1982 byl vytvoren klasifikacni systém FAB (francouzko-americko-
britsky), ktery rozélenuje heterogenni skupinu chorob skryvajici se pod MDS do péti
specifickych podtypl. Podtypy jsou definované na zakladé parametrd jako je
bunécnd morfologie, cytogeneticky nalez a kombinace ,rizikovych faktor(“ urcujici
progndzu (Silverman, 2001). Nyni se Castéji vyuziva klasifikacni systém Svétové

zdravotni organizace (World Health Organization, WHO), ktery vznikl v roce 2001 a
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jeho podoba byla revidovana roku 2008 a téZ zcela recentné v roce 2016 (Arber et
al.,, 2016). WHO klasifikace 2008, jez je jisté aktudlné nejpouzivanéjsi, upresnuje
pGvodni FAB systém o sledovani specifickych cytogenetickych aberaci predstavujici
delece dlouhych ramének chromozému 5 (Harris et al., 1999). Srovnani klasifikace

MDS systémem FAB a WHO 2008 je shrnuto v Tabulce 1.

FAB klasifikace WHO klasifikace

Refrakterni anémie (RA) < 5% blast( Refrakterni anémie (RA)
Refrakterni cytopenie s multilinedrni
dysplazii (RCMD)

MDS- neklasifikovatelny (MDS-U)
MDS s izolovanou del(5q)

Refrakterni anémie s prstencitymi Refrakterni anémie s prstencitymi
sideroblasty (RARS) < 5 % blast( sideroblasty (RARS)
a > 15 % prstencitych sideroblast Refrakterni cytopenie s multilinedrni
dysplazii a prstencitymisideroblasty
(RCMD-RS)
Refraktérni anémie s nadbytkem blast( Refrakterni anémie s nadbytkem blast |
(RAEB)5 -20 % blast( (RAEB 1) 5- 9 % blastu

Refrakterni anémie s nadbytkem blast( II
(RAEB 11)10- 19 % blastt
RAEB v transformaci (RAEB-t) Akutni myeloidni leukémie (AML)
21-30 % blast > 20 % blastl

Tabulka 1: Srovnani plvodni FAB klasifikace a sou¢asné WHO 2008 klasifikace
myelodysplastického syndromu. Z FAB klasifikace byla odstranéna chronicka
myelomonocytarni leukémie — CMML, jeZ je vSak vedena samostatné. Pfevzato a
upraveno z ¢asopisu Interni medicina pro praxi,

http://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2005/02/02.pdf.

Klasifikaéni systém WHO 2008 je rozsSifen o Mezindrodni prognosticky
bodovaci systém, jez byl revidovdan na zdkladé novych poznatk(l v oblasti
cytogenetiky (Interational Prognostic Scoring System-Revised IPSS-R), ktery
rozdéluje pacienty dle rizika prognézy onemocnéni do 5 skupin. Skupina s velmi
nizkym rizikem, nizkym rizikem, stfednim rizikem, vysokym rizikem a velmi vysokym

rizikem rozliSuje pacienty podle medianu celkového preziti a dobou progrese
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onemocnéni do AML. Riziko progndzy se vypocitava jako kombinace hodnot
cytogenetického vysetreni aberaci bunék kostni dfené, procenta blastl v kostni
dfeni, a rozsahu cytopenii: mnoZstvi hemoglobinu, krevnich desticek a neutrofil(i

v periferni krvi (Greenberg et al., 2012).

Nejen cytogenetické vySetieni ale téZ vysSetfeni sekvence DNA se uplatiiuje
pfi studiu patogeneze MDS. Béhem poslednich 7 let celo-genomové sekvenovani
primarnich vzork( MDS (vzorku ziskanych od pacientt) odhalilo desitky mutovanych
genu (Bejar et al.,, 2011b) a dalsi prace navazovaly (Cazzola et al., 2013; Garcia-
Manero, 2014; Zhang et al.,, 2015). Rozeznané mutované geny modifikuji mnoho
esencidlnich bunéénych procestd, mimo jiné sestfih nové produkované RNA tzv.
,splicing’, odpovéd na poskozeni DNA, nékteré signalni drahy a metylaci DNA a
histon(, jeZ jsou Fizeny transkripénimi faktory a ostatni epigenetickymi regulatory.
Mezi mutované geny kddujici spliceozom patfi SF3B1, SRSF2 a U2AF1. Mezi
mutované geny kddujici transkrip¢ni faktory patfi RUNX1, p53, CEBPA, WT1 a mezi
geny kodujici ostatni epigenetické regulatory patfi ASXL1, EZH2, DNMT3A, TET2,
IDH1,2 a kohezinovy komplex (Bejar et al.,, 2011la; Lindsley and Ebert, 2013;
Taskesen et al.,, 2014; Zhang et al., 2015). Mezi identifikované mutované geny
s frekvenci vyskytu vyssi nez 10% u pacientl s MDS patfi geny TET2, SF3B1, ASXL1,
SRSF2, DNMT3A a RUNXI1. Jednd se zejména o geny, jeZ jsou zapojeny Vv procesu

metylace DNA a modifikace histonovych koncl (Papaemmanuil et al., 2013).

Soucasné bylo ukazano, Zze MDS a sekundarni AML jsou na rozdil od
normalnich hematopoetickych progenitorl a de novo AML asociovany s rozsahlymi
zménami v metylaci DNA (Figueroa et al., 2009). Vysoce metylované oblasti DNA
vedou u MDS a AML k utlumeni klicovych gend bunécné diferenciace a tumor
supresorovych genl (Bejar et al., 2011a). Rozsah abnormalné vysoké metylace
v promotorovych oblastech vykazuje vztah s nékterymi charakteristikami onemocnéni

MDS a s pravdépodobnosti transformace do AML (Jiang et al., 2009).
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Metylace DNA

Metylace DNA je dllezity epigeneticky mechanismus ovliviiujici genovou
expresi béhem rozliénych procesli, mezi které patfi inaktivace chromozému X,
genovy imprinting nebo bunéénd diferenciace. K metylaci DNA dochdzi na uhliku v
paté pozici cytosinu predevsim na sekvencich dinukleotidu CG, tzv. CpG ostrlvcich
(Bestor, 2000). Genomické rozmisténi CpG ostravkl neni homogenni. CpG ostrlvky
se nachdzeji zejména v promotorovych oblastech a dalSich regulacnich oblastech
fidicich transkripci, které mohou byt i zna¢né vzdalené od transkripéniho pocatku
prislusného genu. U obratlovc(, kam patfiilidé, je pfiblizné 80% vSech CpG vétsinou
metylovanych a tudiz je v kazdém bunéc¢ném déleni nutno tuto metylaci udrzet a to
vyzaduje znacné funkéni DNA metylacni aparat ale i apardt DNA demetylacni
(odstranujici DNA metylaci). Metylace DNA je predevsSim represivni znackou
chromatinu, svou pfitomnosti na CG zasahuje do oblasti velkého Zlabku DNA, ¢imz
brani nasednuti transkripénich faktorl a RNA polymerazy Il (Bird, 2002). Naopak
nemetylovanda DNA je transkripéné spiSe aktivni, vyskytuje se predevsim
v promotorovych oblastech a umoznuje i nasednuti enzym(m, které dale zvyraznuji

pfistupnost ke komplexu pro polymeraci RNA (Bird, 2011).

Metylaci DNA zajistuji DNA metyltransferdazy DNMT1, DNMT3A a DNMT3B.
Enzym DNA metyl transferdza 1 DNMT1 udrZuje metyla¢ni vzorec DNA béhem
bunécného déleni, jez je nezbytny pfi tzv. genomickém imprintingu, inaktivaci
chromozému X a celkové stabilité chromatinové struktury (Li et al., 1992; Yoder et
al., 1997). DNA metyltransferazy DNMT3A a DNMT3B zprostfedkovavaji metylaci
DNA de novo, ktera je klicovym epigenetickym mechanismem fidici transkripci gent
béhem bunécné diferenciace (Okano et al.,, 1999; Okano et al., 1998). Regulace
transkripce béhem takovych proces(l predstavuje velmi dualeZity parametr, jez
umoziuje, aby se pozitivné regulovaly jen nékteré geny, zatimco jiné byly efektivné
inhibovany. Prvni krok pfi odstranéni metylace (=demetylaci) DNA zajistuje enzym
tet metylcytosindioxygendza 2 (TET2), ktery metylovou skupinu na cytosinu

hydroxyluje, vznikly 5-hydroxymetylcytosin (5hmC) je nasledné dale oxidovan za
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Gcasti enzym( Krebsova cyklu: Isocitrdt dehydrogendzy 1 a 2 (IDH1/IDH2) (Cadet
and Wagner, 2013).

Dynamika a proménlivost metylacniho profilu DNA je velmi duleZita béhem
bunécéné diferenciace. U bunék v rozhodujicim okamzZiku pfi vybéru urcité vyvojové
fady probihda metylace promotorl netranskribovanych gen(, které jsou specifické
pro odliSnou vyvojovou linii, a trvale inhibuji jejich transkripci. Naopak geny, které
jsou klicové pro vybranou specifickou vyvojovou linii, jsou udrzovany nemetylované.
Neodpovidajici metylaéni profil DNA m{ze byt pficinou abnormalnich transkripénich
programu, které mohou vést k rozvoji malignit. Tiseni exprese gen( vlivem DNA
metylace probiha nékolika mechanismy, které zahrnuji deacetylaci véetné zapojeni
dalSich represivnich modifikaci na Urovni pfilehlych histonovych proteind

(Kouzarides, 2002).

Metylace DNA mze primo interferovat s vazbou transkripénich faktord na
DNA. Mezi tyto metyl-DNA senzitivni transkripéni faktory patfi AP-2, c-Myc, NF-kB,
E2F1, CREB a CTCF (Bell and Felsenfeld, 2000; Menafra and Stunnenberg, 2014).
Dosud nejznaméjsim prikladem je vazba CTCF na kontrolni oblast imprintingu
(Imprinted Control Region- ICR) v genovém lokusu gent H19 a Igf2. Metylovana
DNA ICR na paterndlni alele brani interakci transkripéniho faktoru CTCF s jeho
vazebnym mistem. DUsledkem toho je tlumeni transkripce genu H19 a soucasné

probihajici stimulace transkripce genu Igf2 (Bell and Felsenfeld, 2000).

Na druhé strané existuji proteiny, které rozpoznavaji a plsobi pravé na
metylované DNA. S metylovanym cytosinem v oblasti velkého Zlabku DNA interaguji
transkripéné-represivni metyl CpG vazebné proteiny (methylCpG-binding proteins,
MBP). Do této skupiny protein( patfi MeCP2, MBD1, MBD2 a MBD4, které v
pfitomnosti DNMT, specifickych transkripénich faktor( a chromatin modifikujicich
enzymU tlumi genovou transkripci (Menafra and Stunnenberg, 2014; Spruijt et al.,
2013). Napriklad  MeCP2 interaguje s transkriptnim korepresorem Sin3A a
histonovymi deacetylazami (HDAC) a spole¢né brani transkripénimu faktoru SPI1

rozpoznat jeho vazebné misto a aktivovat transkripci (Rice et al., 2007).
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Metylace DNA muzZe ovliviiovat taktéZz umistovani nukleozom( na vldknu
DNA (Davey et al., 2003; Huff and Zilberman, 2014). Pozice nukleozomU rovnéz
zpétné ovliviuji nasednuti transkripénich faktori na DNA a timto je regulace
transkripce komplexnim jevem, ktery na jedné strané reguluje chromatinovou
strukturu a na druhé strané je chromatinovou strukturou regulovan. Centralni ¢asti
nukleozému se u rfady obratlovcl vyznacuji nemetylovanou DNA, zatimco v mistech
spojovaciho vldkna DNA mezi dvéma nukleozémy byla pozorovana zvysena aktivita

DNA metyltransferaz (Huff and Zilberman, 2014).

Hypometylac¢ni terapie MDS

Vysoka uroven metylace genomu pacientd s MDS a AML je dlvodem
aplikace hypometylacni terapie. 5-azacytidin (AZA) je pod ndzvem Vidaza
pouzivanou hypometylacni latkou vIécbé nadord od roku 2004, prestoZze byl
objeven mnohem dfive. AZA je analogem cytidinu, jehoZ atom uhliku je v paté pozici
pyrimidinového jadra nahrazen atomem dusiku. AZA byl poprvé syntetizovan
v Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze vroce 1964 (Sorm et al.,
1964) a mechanismus jeho ucinku ve smyslu proti-nadorové |écby je stdle
predmétem vyzkumu. Terapie AZA se pouziva jako terapie prvni volby pfedevsim u
pacientd s MDS ve vyssim riziku pfechodu do AML (Fenaux et al., 2009) a také u
starSich pacientll s AML (do 30% blastl) s dysplazii ve vice bunécénych liniich a to
proto, Ze prodluzuje prezivani a navozuje u ¢dasti pacientd kompletni remise (Fenaux
et al., 2010). AZA se podava podkozné v davce 75mg/kg 7 dni v 28 dennich cyklech.
Vysledky mezinarodni studie AZA-001 faze Ill ukazuji, Ze pacienti s MDS i AML lééeni
AZA dosahovali celkového preziti 24 mésicl, zatimco pacienti 1éCeni konvencni
|écbou jen 15-16 mésicU. Ze sledované skupiny 50% pacientl |é¢enych AZA a 16-
26% pacientl léCenych konvencni terapii dosahlo celkového preziti 24 meésicl
(Fenaux et al., 2009; Fenaux et al., 2010). AZA vyznamné zlepsuje kvalitu Zivota a
oddaluje progresi MDS do AML. Median progrese MDS do AML byl u pacient(
l[éCenych AZA 17,8 mésicll, zatimco u pacientl lé¢enych konvencni 1é¢bou dosahl

11,5 mésich (Fenaux et al., 2009). U¢inky AZA se v mnoha p¥ipadech dostavuji
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s Casovym odstupem, medidn odpovédi na Ié¢bu AZA jsou 2-3 mésice (Silverman et
al., 2011). Odpovéd' na terapii AZA byla pozorovana u 51% pacientu, ktefi v 17%
reagovali kompletni remisi, 12% ¢astecnou remisi a 21% zlepSenim hematologickych
parametr(. Samotné hematologické zlepSeni je na rozdil od ptipadd reagujicich
kompletni nebo ¢astecnou remisi spojovano s lepSim prezivanim pacientl (Gore et
al., 2013). Naopak selhani lécby AZA je doprovdzeno zhorSenim progndzy.
Nelspésna |écba MDS zkratila medidn doby celkového preZiti na 5,6 mésicl a
pravdépodobnost doziti dvou let byla 15%. JeSté horsi progndzu po selhani |éCby
s AZA méli pacienti s AML. Median doby celkového preziti téchto pacientt byl 3,4

mésicl a pravdépodobnost doZiti jednoho roku byla 8% (Prebet et al., 2011).

Dosavadni poznatky ukazuji, Ze 80% AZA se ve své fosforylované formé
zaClefiuje do nové vznikajici molekuly RNA. Zbylych 20% se transformuje do
decitabinu Cili 5-aza-2"-deoxycytidinu (DEC), jehoz fosforylovana forma se zaclefiuje
do nové vznikajici molekuly DNA. DEC zaclenény do vldkna DNA vytvati kovalentni
vazbu s DNA metyltransferdzami (DNMT), ¢imzZ inhibuje jejich aktivitu (Aimiuwu et
al., 2012). Navic AZA a DEC pUsobi specifickou a rychlou degradaci DNMT1 (Ghoshal
et al., 2002).

Potlaceni aktivity DNMT zpuUsobuje globdlni a specifickou hypometylaci
v bunkach MDS a AML (Curik et al., 2012; Stresemann et al., 2008). Porovnani
CD34+ blastl pacienta s MDS a normalniho jedince ukdzalo 32 155 rozdilné
metylovanych oblasti, z nichz vétSina oblasti (89%) byla vysoce metylovana prévé u
MDS pacienta. PlUsobeni AZA zménilo metylaci na 15 531 mistech DNA, z ¢ehoZ 96%
se projevilo poklesem metylace (Grovdal et al., 2013). Nejvyssi stupernn demetylace
DNA byl pozorovan v oblastech s nejvyssim vyskytem metylace, mezi tyto sekvence
DNA patfi regulacni oblasti genové transkripce a koncové ¢asti chromozémua (Klco et

al., 2013).

AZA meéni expresi 1 424 gend, ale pouze u 121 gen( dochazi ke zméné
exprese mMRNA v souvislosti s demetylovanou promotorovou oblasti. Demetylace

DNA muze byt spojena jak s aktivaci (10,6% gen(), tak s inhibici pfepisu DNA (8,3%
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genu). Zjiného uhlu pohledu existuji také AZA demetylované promotory gend,

jejichz exprese se neméni (Grovdal et al., 2013).

AZA a jeho metabolit DEC je schopen specificky sniZit metylaci a obnovit
expresi genl zapojenych v bunécéné diferenciaci (SPI1, GATA1, CEBPA, RUNX1) a
proliferaci (C-MYC, MAX), bunééném cyklu (E2F1, CDKN1C), apoptdze (C-MYC),
bunécné signalizaci (RARA, JAK2, PRKCA, PRKD2, CSF3R, SOCS3), adhezi (THBSI,
CD44, SLIT2, SLIT3, ROBO) a imunitni odpovédi (LYZ, MPO, ELANE) (Curik et al.,
2012; Flotho et al., 2009; Tsai et al., 2012)

Hematopoeticky faktor SPI1

Gen koédujici hematopoeticky transkripéni faktor SPI1 (celym ndzvem: Spi-1
protoonkogen, téz znamy jako PU.1, SFPI1, u mysi Spi-1, Sfpil) se nachazi na
lidském chromozému 11 v oblasti 11922 (u mySi na chromozému 2) a tvofi ho pét
exonU. Lidsky protein SPI1 je tvofen 264 aminokyselinami. Mysi protein ma dvé
transkrip€ni varianty tvofené 266 anebo 272 aminokyselinami (Gupta et al., 2009).
Delece patého exonu SPI1 kédujiciho DNA vazebnou doménu v mySim modelu vede
k embryonalni letalité v 18,5 dnu embryonalniho Zivota. DalSi pozorovani
homozygotl s deleci SPI1 odhalilo zavainou poruchu krvetvorby myeloidni a
lymfoidni vyvojové fady. Morfologické a funkéni defekty nebo snizena produkce
byly pozorovdny u monocytd, granulocyt, T a B lymfocytl (Scott et al., 1994) a
erytrocytl (Kim et al., 2004). Pro normalni myeloidni diferenciaci je téZ nezbytna N
koncovd trans-aktivaéni doména, jejiz delece mulzZe vést k dediferenciaci

myeloidnich bunék (Klemsz and Maki, 1996).
Struktura SPI1

Transkripéni faktor SPI1 patfi do ETS rodiny transkripcnich faktor(. U téchto
faktord se na C koncovém useku nachazi evoluc¢né vysoce konzervovana ETS
doména vazajici sekvence DNA se specifickym vazebnym motivem GGA(A/T)

(Graves and Petersen, 1998). Na N koncovém Useku se nachazi trans-aktivacni
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doména tvorend tremi doménami s vysokym vyskytem kyselych aminokyselin a
jednou doménou glutaminu. Ve stfedu molekuly uloZzena PEST doména je bohatd na
pfitomnost prolinu, glutamatu, serinu a threoninu (Klemsz and Maki, 1996). Trans-
aktivacni a PEST doména se ucastni interakce s ostatnimi regula¢nimi proteiny,
pfitomnost SPI1 na DNA vazebnych mistech se tak stava signalni molekulou pro
vazbu dalSich transkripénich faktorll a enzym(O modifikujicich DNA a histony
(Yamamoto et al., 1999). Pfitomnost interagujicich proteint pravdépodobné zvysuje
slabou trans-aktivacni kapacitu domény SPI1 a pfispiva tak k plnohodnotné funkci

SPI1 (Tenen et al., 1997).

Regulace genové exprese SPI1

Genova exprese SPI1 je fizena jen ¢astecné z oblasti vlastniho promotoru a
dale z nékolika vzdalenych regulacnich oblasti skrze vazbu transkrip¢nich faktord,
modelovani slozitéjSich struktur chromatinu a také na post-transkripéni Urovni.
Pfesna regulace exprese SPI1 je kriticka pro jasné rozliSeni bunécné hladiny proteinu
SPI1, jejiz uroven hraje duleZitou roli v rozhodovani bunééného osudu v pribéhu
vyvoje krevnich bunék a to tak, Zze rozlicné davky PU.1 proteinu rozhoduji o tom,

jaky typ maturované myeloidni burky vznikne (Dahl and Simon, 2003).

Promotor genu Spi-1 (u mysi 290 bp, u ¢lovéka velikosti 334 bp) obsahuje
dvé oblasti s konzervovanymi vazebnymi misty pro sebe sama (protein Spi-1) a dalsi
transkripéni faktory Oct, Spl, Cebpa. Vyznam vazebnych mist a pfitomnost
transkrip¢nich faktor( dokladaji experimenty s vyuZitim mutaci vazebnych sekvenci.
Vazebna mista pro Spi-1 jsou soucasti autoregulacni pozitivni smycky exprese Spi-1,
ktera je za ucasti dalSiho kofaktoru, Sp1l, zcela zdsadni pro vyvoj myeloidnich bunék
(Chen et al., 1995). Spil je dllezZity téZ pro vyvoj lymfocytl. V B lymfocytech je pro
ucinnou expresi Spi-1 dllezitd pritomnost Oct-1 a jeho liniové specifického
koaktivatoru OBF-1/Bob1/OCA-B(Chen et al., 1996). Vazba Cebpa se podili na
zvySovani exprese Spi-1 predevsim granulocyto-monocytovych progenitorovych

bunék a tim podporuje vyvoj myeloidnich bunék a soucasné brani vyvoji B lymfocyt(
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(Kummalue and Friedman, 2003). Zasadni aktivita promotoru Spi-1 je ale spiSe

ovliviiovana vzdalenymi regulacnimi oblastmi.

Do této doby nejvyznamnéjsi zndmou vzdalenou regulacni oblasti genu
kodujiciho SPI1 je 5°regulacni oblast URE (Upstream Regulatory Element). Tato
regulacni oblast se nachazi u mysi v pozici -14 kb a u ¢lovéka v pozici -17,3 kb ve
sméru 5°od transkripcniho startu Spi-1/SPI1 (Li et al., 2001). Oblast URE umoznuje
interakci RNA polymerdzy Il s promotorem SPI/1 (Hoogenkamp et al., 2007) a
reguluje zhruba 80% celkové exprese genu SPI1 (Rosenbauer et al., 2004). Oblast
URE se sklada ze dvou vysoce konzervovanych ¢asti, proximalni (3"pozice) a distalni
(5" pozice). Proximalni (236 bp) a distdlni (296 bp) cast oddéluje spiSe
nekonzervovana 540 bp sekvence, ve které se nachazi integracéni misto mysiho
leukemického retroviru Friendové (Spleen focus forming virus, SFFV) (Bonadies et

al., 2010; Okuno et al., 2005), jez ma roli pti rozvoji mysi erytroleukémie.

V konzervovanych oblastech URE se nachdzi vazebnd mista pro fadu
klicovych transkripénich faktort: Elf-1, FLI-1, Cebpa, Runx-1/AML1, Nf-kb, Tcf a opét
sebe sama (SPI1) (Bonadies et al., 2010; Hoogenkamp et al.,, 2007; Okuno et al.,
2005; Yeamans et al., 2007). Kombinace vdzajicich se transkripénich faktord do
oblasti URE je liniové specifickd, tedy jiny vzorec vazajicich faktor( na URE je zjistén
u myeloidnich bunék a jiny vB lymfocytech (Hoogenkamp et al., 2007). Vazba
Cebpa v proximalni URE je vysoce dllezitd pro myeloidni vyvoj a indukuje vyvoj
monocytarni fady (Hoogenkamp et al., 2007). Vazba AML1 (RUNX1) na proximalni
URE reguluje 80% exprese SPI1 a je dllezita predevsim v prekurzorovych burikich
pro iniciaci exprese, zatimco v diferencovanych elementech je faktor AML1
nezadouci. S postupnym vyzravanim bunék proto vazba AML1 klesd (Huang et al.,,
2008). V proximalni URE se nachazi i vazebné misto pro SPI1, které ma rovnéz
autoregulacni pozitivni vliv na svoji vlastni expresi (Okuno et al., 2005). Pfitomnost
SPI1 na URE je klicova pro modelovani chromatinové smycky spojujici oblast URE a
promotoru genu SPI1 v kmenovych krevnich burikach a progenitorovych bunkach ne

vSak uz ve zralych makrofazich (Staber et al., 2013).
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Expresi Spi-1 v mysi fidi elementy lokalizované na usecich (¢i elementech)
v pozicich -12, -10, -9, -8 kb pred transkripénim pocatkem genu Spi-1(Leddin et al.,
2011). Tyto elementy jsou charakteristické svou lokalizaci na mistech, které
vykazovaly citlivost k DNAze 1 a vazbou proteinu Spi-1. Pro elementy -12, -10 kb je
navic spolecna vazba histonové acetyltransferazy p300, jejiz pfitomnost je typicka
pro aktivni oblasti enhancerli (enhancer je kratkd sekvence DNA, kterd vazie
transkripcni faktory a zesiluje expresi cilovych genl na dlouhé vzddlenosti bez
ohledu na jejich orientaci cis nebo trans). Ze jmenovanych elementl ma
nejvyraznéjsi vliv na expresi Spi-1 enhancer -12 kb. Spoluprdce oblasti URE
s enhancerem -12 kb je nezbytnd pro vyvoj myeloidnich bunék vyzadujici zvySenou
expresi Spi-1. Liniové specifickou vazbu Spi-1 na enhancer -12 kb a nasledné
otevieni chromatinu, jejiz znamkou je H3K9ac, fidi pfitomnost Cebpa v oblasti URE

(Leddin et al., 2011).

Vazbu transkripcnich faktorl regulujici expresi lidského genu pro SPI1
ovliviiuji epigenetické zmény chromatinu zahrnujici metylaci DNA a modifikace
histonovych koncl. V prvnim exonu genu SPI1 byla pozorovana korelace mezi
zvySujici se urovni metylace DNA a stupném vyzravani u T lymfocytQ, pfi kterém
exprese SPI1 klesa (Amaravadi and Klemsz, 1999). U bunécéné linie z MDS
transformované do AML-M6 (OCI-M2), jez se projevuje nizkou hladinou SPI1, byla
v oblasti URE pozorovdna vysoka uroven metylace DNA, kterd pravdépodobné brani
nasednuti proteinu SPI1 a AML1 a jejich ndsledné (auto)stimulaci exprese SPI1
(Curik et al., 2012). V normalné diferencujicich bunkach byla v oblasti URE zjisténa
acetylace lysinu K9 a trimetylace lysinu K4 histonu H3, které jsou znamkami

transkripéné aktivniho chromatinu a bunééné specificity (Hoogenkamp et al., 2007).

Exprese SPI1 je regulovana také peri-transkripénimi a post-transkripénimi
mechanismy. Pfikladem je nekddujici anti-sense transkript RNA, jehoZ transkripéni
pocatek se nachdzi ve tfetim intronu genu SPI1. Syntéza této molekuly je fizena
rovnéz oblasti URE. Anti-sense transkript RNA brani translaci mRNA kodujici protein

SPI1 (Ebralidze et al., 2008). Dalsim pfikladem je naruseni translace SPI1 specifickou
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vazbou a inhibici od mikroRNA-155 na 3’koncovy neprekladany usek mRNA

traskriptu kddujici protein SPI1 (Vargova et al., 2011; Vigorito et al., 2007).
Uloha transkripéniho faktoru SPI1 v krvetvorbé

Uloha SPI1 v diferenciaci krevnich bunék je prisné zavisla na jeho bunééné
koncentraci. Syntéza proteinu SPI1 je zahajena v krvetvornych kmenovych bunkach
a jeho syntéza podobné jako v multipotentnich progenitorech, spolecnych
myeloidnich  progenitorech, spoleénych lymfocytarnich progenitorech a
granulocytarné-makrofagovych progenitorech dosahuje vyssich hladin. Vyssi hladina
SPI1 v téchto bunkach je klicovd pravdépodobné pro jejich diferenciacni aktivitu
(Akashi et al., 2000; Nutt et al., 2005). Produkce SPI1 se ddle zvySuje u
progenitorovych bunék, jejichz diferenciace sméfuje do monocytarni a makrofagové
vyvojové fady (Laslo et al., 2006). Stfedni hladina SPI1 z(stdva v burkach
diferencujicich do granulocytdrni vyvojové fady (Dahl and Simon, 2003; DeKoter et
al., 2007). O sméru vyvoje monocytarné-granulocytarnich progenitord rozhoduje
regulacni vztah mezi hladinami SPI1 a CEBPa. Vysokd hladina CEBPa stimuluje
expresi GFI-1, jez inhibuje transkripci SPI1 a tim zajisStuje zahajeni granulocytarniho

transkripéniho programu (Dahl et al., 2007; Laslo et al., 2008).

Nizsi hladina SPI1 aktivuje diferenciaci B lymfocytli a v pribéhu zrani B
lymfocytl dale klesa (Back et al., 2005; DeKoter et al., 2007). V bunkach
diferencujicich do T lymfocytl je ve stadiu DN3 syntéza Spi-1 silné potlacovana a ve
zralych Th2 a CD8 lymfocytech je zcela vypnuta (Anderson et al., 2002; Gerlach et
al., 2014). Naopak konecné vyzravani specifické skupiny Th9 pomocnych lymfocyt(
produkujicich IL-9 vyZaduje zvySenou hladinu proteinu Spi-1 (Gerlach et al., 2014).
Tlumeni exprese Spi-1 vlymfoidnich burikdch probiha také pod vlivem vazby
proteinu Runxl do oblasti silenceru (= sekvence sniZujici genovou transkripci)

lokalizované mezi genovym promotorem Spi-1 a oblasti URE (Zarnegar et al., 2010).

Zvysend hladina SPI1 v progenitorovych bunkach klesd v prabéhu
diferenciace erytroidné-megakaryocytarni vyvojové rady (Nutt et al., 2005). Protein

SPI1 se Ucastni vyzravani erytrocytll az do stadia erytroblastu, kde tlumi erytroidni
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transkripéni program (Hromas et al., 1993; Moreau-Gachelin et al., 1996). Toto
tlumeni zpUsobuje SPI1 svou interakci s transkripénim faktorem GATA-1 na jeho
cilovych genech, kde plsobi vznik represivni chromatinové struktury (Stopka et al.,
2005; Zhang et al., 2000). Naopak zahdjeni erytroidni diferenciace nastava
mechanismem, kdy GATA-1 blokuje interakci SPI1 s dalSimi transkripénimi faktory,
které zvysuji transaktivaéni kapacitu SPI1 a dochadzi tak k negativni autoregulaci

transkripce SPI1 (Zhang et al., 1999).

Z predchoziho textu vyplyva, Ze SPI1 je klicovy transkripéni protein v fizeni
bunécného vyvoje vétsiny krevnich bunék. Jeho pfisné kontrolovana bunécna
koncentrace je nezbytna pro fyziologické vyzravani makrofagl, granulocytd a B-
lymfocytl. SPI1 pfispiva téz ke vzniku T lymfocytl a erytrocyt(, ale relativné zahy

musi byt jeho vliv umlcen, aby diferenciace mohla probéhnout.

Uloha SPI1 pfi vzniku leukémie

SPI1 pusobi jako nadorové supresorovy gen. Abnormalni hladiny SPI1
zpUsobuji vznik nadorovych onemocnéni lidské a mysi krvetvorby a to tak, Ze
nedosahuji hladin potfebnych pro vznik diferencovanych elementl. Kondicidlni
delece genu SPI1 u dospélého mysiho jedince neni letalni, ale vede ke vzniku
myeloproliferativniho stavu (Metcalf et al., 2006). Podobné homozygotni delece
oblasti URE u mysi zplUsobuje snizeni exprese SPI1 o 80% (tedy asi na 20%) a vznik
AML (Rosenbauer et al., 2004), v nékterych pfipadech téz vznik T-bunécného
lymfomu a B-lymfoproliferativniho syndromu (Rosenbauer et al., 2006). Pokles
exprese SPI1 o 50% u mysi s heterozygotni deleci oblasti URE se ale projevuje
normalnim fenotypem (Rosenbauer et al., 2004). Také mysi myeloidni leukémie
indukovana radia¢nim zarenim vznika pod vlivem delece SPI/1 na jedné alele, ktera je
u 87% pripadl doprovdzena bodovou mutaci genu SPI1 na druhé alele (Cook et al.,

2004).

Mutace lidského genu kédujiciho SPI1 se vyskytuji velmi vzacné. Nékolik

nezavislych studii testovalo celkem 628 vzorku lidské AML (Cook et al., 2004). Jedind
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studie se 129 lidskymi vzorky AML odhalila 9 ptipadl (7% incidence) mutovaného
genu SPI1, z ¢ehoZ u 7 pripadl se zachovala jedna zdrava alela. Mutace byly zjistény
v oblasti kédujici DNA vazebnou, trans-aktiva¢ni a PEST doménou. Tyto mutace
vedou k naruseni funkce SPI1 pfi vazbé na DNA a pfi interakci s dalSimi proteiny a

koaktivatory na cilovych genech SPI1 (Mueller et al., 2002).

V oblasti URE byly pozorovdny jednonukleotidové polymorfismy, které
narusuji vazbu aktivator( exprese SPI1. Bodovd mutace postihuje vazebné misto pro
transkripéni faktor NF-kB (Bonadies et al., 2010). Dalsi bodova mutace brani
nasednuti chromatin remodelujiciho regulatoru SATB1, ktery se ucastni vytvareni
chromatinovych smycek, a jeho ztrdta v oblasti URE je u Clovéka spojovana s

agresivni formou AML (Steidl et al., 2007).

Vyrazné snizenda hladina SPI1 byla zjiSténa v bunkach promyelocytarni
leukémie s translokaci t(15;17) (Mueller et al., 2002) a v primarnich burkdach

pacientl s AML s translokaci t(8;21) (Vangala et al., 2003).

U mysi byla zjiSténa integrace DNA viru SFFV do oblasti URE, ktera zpUsobuje
neregulovanou stalou expresi stfedné nizké hladiny SPI1. Ta vede k zablokovani
erytroidni diferenciace (mechanizmem inhibice transkripéniho faktoru GATA-1) ve
stadiu proerytroblastu a vzniku mysi erytroleukémie (MEL) (Moreau-Gachelin et al.,

1988).

Nenormalni hladina SPI1 mUZe vznikat také vlivem nepfimérené metylované
DNA. U bunécné MDS linie a pacientli s MDS s vysokym rizikem transformace do
AML je nizkd hladina SPI1 spojovana svysoce metylovanou oblasti URE. Na
modelové bunécné linii MDS byl ukazan vliv hypometylacni latky AZA v oblasti URE.
AZA demetyluje DNA v oblasti URE a zvySuje vtéto oblasti vyskyt aktivnich
chromatinovych znacek H3K4Me3 a H3K9Ac. Terapie AZA znovu obnovuje tlumenou
expresi SPI1 a jeho cilovych gend (EGR-2, FOS, CSF1R, CSF3R, CEBPa, MPO) a
navozuje diferenciaci progenitorovych bunék. Soucasné pouZiti rlstovych faktor(

stimulujici rst granulocytarnich a makrofagovych kolonii (GM-CSF), makrofagovych
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kolonii (M-CSF) a granulocytdrnich kolonii (G-CSF) zvySuji myeloidni prodiferenciacni

efekt AZA (Curik et al., 2012).

Transkrip¢ni faktor CTCF

Gen kodujici transkripéni faktor CTCF (CCCTC-vazajici faktor, také znam jako
MRD21) se nachdzi na lidském chromozému 16 v oblasti 16g21-g22.3 (na mysSim
chromozému 8) a tvofi ho 12 exond. Geneticky kéd CTCF je podkladem pro dvé
lidské izoformy proteinu CTCF. Prvni izoforma proteinu CTCF je tvofena 727
aminokyselinami, druhd izoforma proteinu CTCF je tvofena 399 aminokyselinami.
Mysi protein CTCF je tvofen 736 aminokyselinami. Transkripéni faktor CTCF je
evolu¢né vysoce konzervovany. Ptaci a savci protein CTCF obsahuje 93% identickych
aminokyselin. CTCF je c¢lenem rodiny transkripénich faktorl, které jsou
charakteristické svou vazebnou doménou se strukturnim motivem zinkového prstu
(Filippova et al., 1996), a je pfitomen v fadé lidskych tkdnich a nddorovych liniich

(Filippova et al., 1998).

Vazba CTCF na DNA

Vazebnd doména proteinu CTCF je tvorena 11 oblastmi zinkovych prstd,
které jsou vysoce konzervované (obsah aminokyselin vazebné domény dosahuje
mezi ptaky a savci témér 100% shody). Vazebnd doména CTCF je schopna zapojit
razné kombinace zinkovych prstd pfi interakci at uz s cilovou sekvenci DNA nebo
jinymi proteiny (Filippova et al., 1996). Vzhledem k této vlastnosti je CTCF popisovan

jako mnoho-vazebny transkripéni faktor.

Proménliva kombinace zinkovych prstd ucastnici se vazby umoznuje interakci
CTCF s rznymi cilovymi sekvencemi DNA. Ve vice jak 20 rdznych bunécnych typech
lidského a mysiho genomu byl CTCF zjistén na priblizné 55 000 odlisnych vazebnych

mistech (Chen et al., 2012). Ptiblizné 5000 téchto mist je konzervovano napfic savci
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a raznymi tkanémi, zatimco 30-60% vazebnych mist pro CTCF je specifickych pro
urcity bunécény typ (Barski et al., 2007; Chen et al., 2008; Kim et al., 2007).
Variabilita polohy vazebnych mist CTCF odpovida variabilité funkci, které CTCF
zastava. Priblizné 50% vazebnych mist CTCF bylo pozorovano v intergenovych
oblastech, 15% bylo lokalizovano v blizkosti promotorl a 40% v intragenovych
oblastech (uvnitf exonl a intrond) (Chen et al.,, 2012; Chen et al., 2008). U
obratlovcl je CTCF jedinym zndmym transkripénim faktorem, ktery se vaZe na
oblasti nazyvané insuldtor (Felsenfeld et al., 2004). Insulatory jsou sekvence DNA
s vy$Sim vyskytem hypersenzitivnich mist k DNaze |, které se vyznacuji schopnosti
chranit geny pred nevhodnymi signaly (West et al., 2002). Ddle byla pfitomnost
CTCF pozorovdna v mistech enhancer(, coZ je v souvislosti s hlavni ulohou CTCF
predstavujici blokovani komunikace enhanceru s promotorem relativné prekvapivé

(DeMare et al., 2013).

Regulace vazby CTCF na DNA

Metylace DNA

Pocitacové a biochemické analyzy odhalily, Ze pro vazbu CTCF je klicova 20
bp dlouhd sekvence DNA bohatd na cytosinové a guanosinové baze (Kim et al.,
2007). Dalsi studium mechanismu vazby CTCF na DNA ukazalo, Ze dinukleotid CG,
ktery ma metylovany cytosin v pozici patého uhliku, brani interakci CTCF s fetézcem
DNA (Bell and Felsenfeld, 2000; Filippova et al., 2001; Hark et al., 2000; Kanduri et
al., 2000). Metylace DNA tim ovliviiuje pfitomnost CTCF na DNA na mnoha genech,
mezi které patfi napf. CDKN2A kédujici INK4AA a ARF (Rodriguez et al., 2010), BCL6
(Lai et al., 2010) a genovy lokus H19/lgf2 (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al.,
2000). Bisulfitové sekvenovani 19 druh( lidskych bunék, z ¢ehoz 12 druh(
predstavovalo normalni primarni bunky a 7 druh( nadorové linie, ukazalo, Ze
pritomnost CTCF na DNA je specificka pro dany bunécny druh a tato mista ve 41%
souvisi s diferencidlni metylaci DNA (Wang et al.,, 2012). Ztohoto pozorovani

vyplyvd, Ze kromé metylace DNA existuje jesté dalSi mechanismus, ktery reguluje
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vazbu CTCF na DNA. Zaroven byly pozorovany velké rozdily v rozmisténi vazby CTCF
na DNA mezi normdlnimi a nddorovymi burikami. U nadorovych bunék byla vazba

CTCF narusena v souvislosti se zvySenou metylaci DNA (Wang et al., 2012).

DNA spolecné s histony tvoFi nukleozém

Interakce CTCF s vldaknem DNA je Uzce spjata se sekundarni strukturou
chromatinu. CTCF se vdie pouze do spojovacich oblasti DNA mezi dvéma
nukleozémy, pozice nukleozému obklopujici CTCF je pravidelna a presné definovana
sekvenci DNA (Filippova et al., 2001; Kanduri et al., 2002). Nukleozém lokalizovany
v misté vazebné sekvence CTCF brani interakci CTCF s retézcem DNA (Cuddapah et
al., 2009). Prvni prace ukazuji, Ze umisténi nukleozému fidi vazbu CTCF (Kanduri et
al., 2002), avsak pozdéjsi prace také dokumentuji, Zze CTCF fidi remodelovani
chromatinu a urcuje umisténi nukleozéma (Fu et al., 2008).Z(stava tedy otazkou,
zda se CTCF vaze na vlakno DNA s pfedem usporfddanymi nukleozémy nebo zda jsou
nukleozémy umistovany na vlidkno DNA pod vlivem vazby CTCF. Vzhledem k témto
aktivitam muazZeme predpokladat zapojeni CTCF do komplextl s chromatin-

remodelacnimi proteiny.

Vazba CTCF s dalsimi proteiny

Dalsim mechanismem, ktery fidi vazbu CTCF na DNA béhem bunécné
diferenciace mlze byt interakce s dalSimi proteiny. Takové proteiny pak mizeme
nazyvat partnery, které bud plsobi jen na vybranych genovych lokusech nebo

plUsobi na mnoha mistech v genomu.

Mezi specifické partnery, které prispivaji k funkci CTCF, patfi napftiklad
transkrip¢ni faktor Yin a Yang 1 (YY1) (Donohoe et al., 2007), transkripc¢ni faktor
Kaiso (Defossez et al., 2005), transaktivator MHC tfidy Il (CIITA)(Majumder et al.,
2006; Majumder et al., 2008), chromatin remodelacni faktor Vazebny protein 8
chromodoménové DNA  helikazy (CHDS8) (Ishihara et al., 2006),
nukleofosmin(Yusufzai et al., 2004) nebo poly(ADP-ribéza) polymeraza 1 (PARP1)
(Yusufzai et al., 2004).
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Partnerem, ktery interaguje s CTCF na celogenomové urovni, je kohezinovy
komplex (Parelho et al., 2008; Rubio et al., 2008; Stedman et al., 2008; Wendt and
Peters, 2009). Kohezinovy komplex, ktery je znamy predevsim svou kli€ovou ulohou
v kohezi a segregaci sesterskych chromatid béhem bunécného déleni (od okamziku
replikace DNA v S fazi aZ do anafdze mitotického nebo meiotického déleni), se
sklada ze ¢tyr podjednotek: SMC1 a SMC3 udrzuji strukturu chromozém, RAD21 a
STAG2 se podileji se na vzniku kruhové struktury kolem dvou chromatid (Michaelis
et al., 1997). Dalsi studium ko-lokalizace CTCF a kohezinu odhalilo vzajemnou
zavislost v prabéhu plsobeni na DNA. CTCF pro svou funkci insuldatoru v oblasti
H19/IGF2 vyzaduje pfitomnost kohezinového komplexu, zatimco interakce kohezinu

s DNA vyZaduje ptitomnost CTCF (Nativio et al., 2009; Wendt et al., 2008).

Aktivity CTCF

CTCF disponuje mnoha funkénimi mechanismy, kterymi se zapojuje
v epigenetické regulaci exprese genUl. Je schopen fidit transkripcni aktivaci (Bell et
al., 1999) i jeji represi (Filippova et al., 1996) a to i skrze blokovani chromatinovych
komunikaci (Xie et al., 2007), genomicky imprinting (Bell and Felsenfeld, 2000) a

inaktivaci chromozému X (Donohoe et al., 2007; Chao et al., 2002).

Nejvice studovana aktivita CTCF je spjata s ovlivnénim transkripce skrze
interakce se sekvenci insuldtoru. Insuldtor neboli chromatinovy izolator je kratka
sekvence DNA bohatd na CG baze, kterd rozdéluje chromozdm na samostatné
regulacni oblasti. Interakce CTCF se sekvenci insuldtoru chrani transkripéné aktivni
geny od vlivu svého okoli dvéma zpusoby. Prvnim zplsobem pUsobi CTCF jako
blokator komunikace mezi promotorem a sekvenci enhanceru nebo silenceru (to
jsou sekvence, které svym plsobenim na promotor zesiluji nebo tlumi genovou
expresi). Blokovani enhanceru/silenceru probiha pouze v pripadé, kdyz je insulator
umistén mezi enhancerem/silencerem a promotorem. Blokovani vznika pfestavbou
chromatinové struktury. CTCF v pfitomnosti kohezinu zprostfedkovava kontakt dvou

vzdalenych mist chromatinu. Vznikaji tak chromatinové smycky, které déli
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chromatin na transkripcné aktivni a neaktivni oblasti, pfibliZzuji nebo naopak oddaluji
pfislusné regulacni oblasti gend. Geny, které jsou umistény uvnitf chromatinové
smycky, mohou byt ovlivnény pouze regula¢nimi oblastmi umisténymi v dané
chromatinové smycce (Nativio et al., 2009). Z toho vyplyva, Zze CTCF mlzZe na
insuldtorech puUsobit jako transkripéni aktivator nebo represor, charakter jeho
pusobeni je specificky pro konkrétni misto v genomu. Druhym zplsobem pusobi
CTCF jako bariéra. CTCF na sekvenci insuldtoru chrani DNA pred de novo metylaci
(Guastafierro et al., 2008; Zampieri et al., 2012) a brdani Siteni nezadouci metylace
DNA (Sifeni heterochromatinu) do regulacnich ¢asti tumor supresorovych gen(
(Recillas-Targa et al.,, 2006). Vzhledem k schopnostem CTCF regulovat rozsah
metylace DNA a jelikoZz je mutovan v AML (Welch et al., 2012), lze také CTCF

povaZzovat za potencidlné nadorové supresorovy gen.

Aktivita transkripéniho faktoru CTCF byla pozorovdna na radé specifickych
genu dulezitych pro bunécnou diferenciaci. Prvné byla zjiSténa na promotorech
lidského, mysiho a ptaciho onkogenu MYC (Klenova et al., 1993; Lobanenkov and
Gudvin, 1989; Lobanenkov et al., 1990), kde pUlsobi jako represor (Filippova et al.,
1996).

Pozdéji byla aktivita CTCF zjisSténa na genovych lokusech kli¢ovych pro vyvoj
krevnich bunék. V myeloidnich progenitorovych burikach tlumi expresi Egr-1 a s tim
spjatou myeloidni diferenciaci (Ouboussad et al.,, 2013), v erytroidnich burkach
aktivuje expresi B-globinu (Bell et al., 1999; Chung et al., 1993; Splinter et al., 2006).
V makrofazich stimuluje produkci tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) a cytokin( IL-
10, IL-19, IL-20, IL-24 (Nikolic et al., 2014). V lymfocytech reguluje expresi gend MHC
tridy Il (Majumder et al., 2008) a interferonu gama (IFNG)(Hadjur et al., 2009). V B
lymfocytech se v mezi-genové kontrolni oblasti 1 podili na rekombinaci tézkého
imunoglobulinového fetézce (Igh) (Degner et al., 2011; Guo et al., 2011a; Guo et al.,

2011b) a inhibuje expresi onkogenu BCL6 (Batlle-Lopez et al., 2015; Lai et al., 2010).

V neposledni tadé byla aktivita CTCF zjiSténa na jiZz zminéném
imprintovaném genovém lokusu H19/Igf2, kde je vazba CTCF fizena metylaci DNA

v oblasti ICR, jez je zaroven insulatorem (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000;
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Kanduri et al., 2000). Genovy lokus H19/Igf2 je zasadni pro fetdlni vyvoj. Igf2
(Inzulinu podobny rastovy faktor 2) je nezbytny pro placentdlni a fetalni rast,
zatimco H19, ktery je exprimovan ve formé nekddujici RNA (mir-675), pozastavuje

fetdlni rdst.

Genovy lokus H19/Igf2 byl jednim z prvnich objevenych imprintovanych
genu (Bartolomei et al.,, 1991; DeChiara et al., 1991). Imprintované geny jsou na
rozdil od ostatnich genli exprimované pouze z jedné alely v zavislosti na plavodu
rodiCovské alely a na stavu metylace. V pribéhu tvorby pohlavnich bunék, pravé
tehdy kdyzZ jsou rodicovské alely v oddélenych prostorech, jsou imprintované geny
na rodicovskych alelach rozdilné oznaceny metylaci DNA. Jedna alela genu zUstava
nemetylovdna. Druhd alela genu je inaktivovana metylaci, tuto alelu oznacujeme
jako imprintovanou. Z toho vyplyva, Ze genovy imprinting je urcity druh
epigenetické regulace genové exprese. V kontrolni oblasti imprintingu dochazi
k metylaci na mistech oznacovanych jako rozdilné metylované oblasti (DMR —
differentially methylated regions), jez jsou charakteristické vysokym obsahem CG
dinukleotidl. V zdrodecnych burikdch dochdazi k de novo metylaci DNA v DMR
metyltransferazami DNMT3a, DNMT3b a DNMT3L. V somatickych burikdch metylaci
DNA v DMR zajistuje metyltransferdza DNMT1. Jakym zpUsobem metyla¢ni aparat
vyhledava a urcuje specifické CG dinukleotidy v oblastech DMR neni doposud zcela
objasnéno. Vysledky nékolika praci naznacuji, Ze plsobeni DNMT v DMR mohou
ovliviiovat histonové modifikace na konkrétnich nukleozémech. Prikladem je
DNMT3L, ktera plsobi na nukleozémech s nemetylovanymi histonovymi konci H3K4

(Abramowitz and Bartolomei, 2012).

Gen Igf2 se nachazi -90 kb od transkripéniho pocéatku genu H19 na mysim
chromozdému 7. H19 je exprimovan pouze z maternalni alely, Igf2 je prepisovan
naopak pouze z paternalni alely. ICR se nachdzi mezi geny H19 a Igf2 v pozici -2 kb
az -4 kb od transkripniho pocatku H19 (Tremblay et al., 1997; Tremblay et al.,
1995).V oblasti ICR se nachazi ctyfi vazebna mista pro CTCF (Hark et al., 2000).
Jestlize je ICR metylovana, pak neni pfistupna pro CTCF (Bell and Felsenfeld, 2000).
Geny H19 a Igf2 sdili skupinu enhancerl, které jsou v pozici +10 kb od
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transkripéniho pocatku H19, které stimuluji pouze jeden gen na dané alele (Webber
et al., 1998). Na materndlni alele neni ICR metylovand, CTCF se vaze na ICR a pUsobi
zde jako insuldtor- blokuje vliv enhancerld na promotor Igf2, prepisovan je pouze
gen H19. Vznikld nekddujici RNA H19 tlumi expresi genu Igf2, jez je vzhledem
k poloze H19 v pozici cis. V pfipadé paternalni alely je ICR metylovand, CTCF se zde
nemuzZe vazat a enhancery mohou aktivovat promotor /gf2, pod vlivem metylace
ICR dochazi také k metylaci promotoru genu H19 a zastaveni jeho transkripce
(Abramowitz and Bartolomei, 2012) (Obrazek 2). Struktura a mechanismus
imprintingu lokusu H19/Igf2 jsou evolu¢né konzervované a u mysi a ¢lovéka jsou

totozné (Arney et al., 2006).

A B
Maternalni alela Paterndlni alela
T T, :
CTCF
.ig:'.? CHy  jgr2 CH, CH, HTQ
- -.—E:)—'—'— ~ D~ ——
DMR1 DMR2 MAR Ee Em DMR1 DMR2 MAR ICR Ee Em

Obréazek 2: Genovy imprinting mysiho lokusu H19/Igf2. Rozdilné metylovana

specificka alela fidi vazbu CTCF, smyckovani chromatinu a expresi cilovych gent H19
a Igf2. A Maternalni alela s nemetylovanym ICR vaze CTCF, nasledkem je aktivovany

gen H19. B Paterndlni alela s metylovanym ICR nevdze CTCF, nasledkem je
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aktivovany gen Igf2. DMR =rozdilné metylovana oblast, Ee = endodermalni tkanovy
enhancer, Em= mezodermalni tkafnovy enhancer, ICR =kontrolni oblast imprintingu,
CHs3= metylovana DNA, MAR= oblast DNA k uchyceni jaderné matrice. Pfevzato a

upraveno od (Ribeiro de Almeida et al., 2012).

Porucha imprintingu projevujici se nadmérnou expresi Igf2 vede ke vzniku
Beckwithova-Wiedemannova syndromu, jeZ se projevuje nadmérnym rulstem a
zvySenym rizikem vzniku nador( (Sparago et al., 2004). Naopak porucha imprintingu
projevujici se nadmérnou expresi H19 je znama jako SilverQv-Russellv syndrom a

projevuje se zpomalenym fetalnim a postnatalnim rlstem (Gicquel et al., 2005).

V neposledni fadé genovy lokus H19/Igf2 zastava duleZitou ulohu pfi
krvetvorbé. mir-675 (= mRNA nekddujici produkt genu H19) tlumi translaci Igflr
(=receptoru pro Igf2) a zachovdva klidovy stav hematopoetické kmenové buriky,
kterd je schopna dlouhodobé obnovy (buriky oznacované jako LT-HSC). Pokud dojde
k deleci maternalni ICR, ktera zajistuje aktivaci exprese H19 a tlumeni exprese Igf2,
zvySuje se transkripce I1gf2 a translace Igflr. Vazba ristového faktoru Igf2 na jeho
receptor Igflr spousti signdlni drahu PI3K-Akt, kterd fosforyluje a inaktivuje
transkripéni faktor FoxO3. Nasledkem toho bunky LT-HSC vstupuji do bunécného
cyklu, aktivuji se a proliferuji. V kostni dfeni LT-HSC a ndsledné i ST-HSC (kmenové
hematopoetické bunky s kratkodobou schopnosti obnovy) ztraci schopnost obnovy,
diferencuji a proliferuji do multipotentni progenitorové burky a dalSich krevnich

element(l (Venkatraman et al., 2013).

Uloha CTCF pfivzniku leukémie

CTCF je znamy svou aktivitou na genech dulezitych pro vyzravani krevnich
bunék, avsak jen velmi malo praci ukazuje jeho vztah ke vzniku, pribéhu a Iécbé

leukémie.

Exprese CTCF je vrlznych nadorovych myeloidnich liniich (chronické

myeloidni leukémii v blastické krizi: K562, KU812, KBM5, MEGO01; akutni myeloidni
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leukémii: HEL, HL60, U937, THP1, NB4; Burkitovych lymfomech: Raji CA46, Manca a
Daudi) na srovnatelné Urovni a béhem termindini diferenciace exprese CTCF u
pouzitych linii (HL-60, U937, K562) podobnym zpUsobem klesa. To vSak neplati pro
post-translacni modifikace CTCF. Profil fosforylace CTCF se mezi nddorovymi liniemi
(THP1 a U937) dramaticky lisi v zavislosti na dosazeném stupni diferenciace
(Delgado et al., 1999). Zvysena exprese CTCF v bunécné linii chronické myeloidni
leukémie K562 stimuluje diferenciaci erytroidni vyvojové fadya pusobi skrze svij
cilovy gen MYC blokovani bunééného cyklu a zpomalovani bunééného rlstu avsak
bez indukce bunééné apoptdze (Rasko et al., 2001; Torrano et al., 2005). Uloha CTCF
v procesu apoptozy se zdd byt specifickd pro bunécnou linii, protoze jak bylo
ukazano na bunécné linii B bunééného lymfomu WEHI 231, zvySena hladina CTCF
vedle inhibice MYC indukovala expresi p27, p21, p53, a p19(ARF) s naslednym

zastavenim bunécného ristu a zahajenim apoptdzy (Qi et al., 2003).

Pouziti novych sekvenacénich metod (Next-generation sequencing, NGS) pro
analyzu genovych mutaci v mononuklearnich bunkach od 52 pacientll s AML
odhalilo mutace genl zapojenych v epigenetické regulaci transkripce. Nejvyssi
incidence mutaci byla pozorovdna u genu Ucastnicich se vzniku chromatinovych
modifikaci a chromozémové organizace. Mezinové identifikované mutované geny
patfi i CTCF a jeho partnersky protein RAD21 (frekvence vyskytu mutaci RAD21 je
srovnatelnd s vyskytem mutaci genu DNMT3A (Dolnik et al., 2012). Rozvoj AML

mUze byt disledkem mutaci CTCF, které vedou k naruseni procesu alternativniho

sestfihu pre-mRNA genu CD45 v hematopoetickych bunkach (Shukla et al., 2011).

Vedle jiz zminénych mutaci u AML (Welch et al., 2012) vedlo sekvenovani
vzork( DNA od 23 pacientl s akutni lymfoidni leukémii (nejcastéjsi détské maligni
onemocnéni) v dobé diagndzy a v dobé relapsu onemocnéni k odhaleni nové vzniklé

mutace CTCF ve vzorcich relabovanych pacientt (Mullighan et al., 2011).

Nové byly také odhaleny mutace genu CTCF a genl kohezinového komplexu
(STAG2, RAD21, SMC3 a SMC1A) u pacienti s MDS. Mutace CTCF a kohezinu byly
pozorovany nejcastéji u pacient( s klasifikaci RAEB Il a RAEB I. Na zakladé vSech

zjisSténych genetickych aberaci u 875 pacientl byl navrZen novy prognosticky model,

37



ktery ukazuje, Ze mutace genu CTCF, STAG2 a SMC1A mohou negativné ovliviovat

celkové preziti pacientl (Haferlach et al., 2014).

Studie se 100 vzorkl lidskych tumord urcila vyskyt ¢tyf bodovych mutaci
CTCF postihujici aminokyseliny v oblastech zinkovych prstd v nadorovych burkach
prsu, prostaty a Wilmova tumoru. Kazdd mutace domény zinkového prstu selektivné
ménila CTCF vazebnou specificitu bez kompletni ztraty aktivity CTCF na insulatorech
nebo promotorech genl fidicich bunécnou proliferaci (MYC, p19ARF a Igf2).
Deregulace téchto genl muzZe pfispivat k rozvoji maligniho fenotypu buriky
(Filippova et al., 2002). Podobné mutace predpokladame i u krevnich nadord, jelikoz
mutace zpUsobujici kompletni ztrdtu funkce CTCF vedou kbunécéné smrti
normalnich i nddorovych bunék. Tento predpoklad podporuje fakt, Ze homozygotni
inaktivace CTCF v mysi vede k embryonalni letalité v casné fazi preimplantace

(Burcin et al., 1997).

Dalsi prace pouze nepfimo naznacuji jak CTCF muUZe ovliviiovat patogenezu
krevnich malignit jako je chronickda myeloidni leukémie (CML) nebo AML, u kterych
dochadzi k poruseni imprintingu genu IGF2. Ztrdta monoalelické exprese IGF2 byla
stanovena u 50% vzorkd ziskanych od 24 pacientl s AML, vztah k progresi
onemocnéni v této studii nebyl sledovan (Wu et al., 1997). Jind prace naznacuje, ze
ztrata imprintingu koreluje s progresi CML. U pacientl s pokrocilym stadiem CML
byla zjisténa nenormalni bialelickd exprese IGF2 v nadorovych burikach, zatimco u
vzorkll pacientd ve stabilni fazi onemocnéni byl imprinting IGF2 zachovan

(Randhawa et al., 1998).

Chromatin remodelacéni faktor SMARCAS

Chromatin remodelaéni faktor SMARCAS (celym nazvem:SWI/SNF related,
matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 5;
také znamy jako SNF2H) je ¢lenem nadrodiny SF, rodiny Snf2 a vyznamné podrodiny
ISWI (Imitation SWI/SNF). ISWI je jedna z nejvice konzervovanych podrodin Snf2

(Corona and Tamkun, 2004). SMARCA5 se nachdzi na lidském chromozému 4
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v oblasti 4931.1-g31.2 (u mysSi na chromozéomu 8) a tvofi ho 24 exonu. Lidsky
protein SMARCAS je tvofen 1052 aminokyselinami, mysi protein Smarca5 je tvoren
403 aminokyselinami. Protein Smarca5 se vyskytuje v fadé lidskych tkani (Aihara et
al.,, 1998). Jeho exprese je vyssi v proliferujicich burikdch béhem embryogeneze,
v €asné fazi postnatalniho Zivota a v jadernych krevnich burnkach dospélého
organismu (Lazzaro and Picketts, 2001; Stopka et al., 2000). Homozygotni inaktivace
Smarca5 je letdlni, mysi embrya s genotypem Smarca5 -/- se dozivala 7,5 dne
embryondlniho Zivota. Pozorovani izolovanych mysSich blastocyst s genotypem
Smarca5 -/- odhalilo pficinu zaniku embryi v ¢asném stadiu periimplantace.Deplece
Smarca5 vedla k zastaveni proliferace trofoblastu a embryoblastu blastocysty a
nasledné k jejich bunécné smrti (Stopka and Skoultchi, 2003). Dalsi novéjsi prace
ukazuji, Ze Smarca5 je dllezity faktor pro proliferaci a vyvoj krevnich kmenovych

bunék do myeloidnich a erytroidnich element( (Kokavec et al., 2017).

Struktura SMARCA5

Protein SMARCAS5 stejné jako dalsi clenové ISWI je tvoren 4 c¢astmi:
ATPazovou doménou, HAND, SANT a SLIDE doménami. Konzervovana ATPazova
doména patfi do nadrodiny DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) helikaz a je lokalizovana
v N koncovém Useku proteinu. Helikdza hydrolyzuje molekulu ATP a spotiebovava
uvolnénou energii pro rozvinuti dvousroubovice DNA. HAND, SANT (Swi3 Ada2 N-
CoR TFIIIB) a SLIDE (SANT-like ISWI) domény jsou umistény v C koncovém useku
proteinu a jsou nezbytné pro protein-proteinovou interakci a rozpoznani a interakci
s nukleozomalni DNA a histonovym jadrem. To znamend, Ze HAND-SANT-SLIDE
doména spojuje helikdzu s nukleozomalni DNA a histonovym jadrem a umoznuje tak
remodelaci chromatinu (Boyer et al., 2004; Grune et al.,, 2003; Hota and

Bartholomew, 2011).
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ISWI

T DexpATPase  |Helicase [JI] ] HAND-SANT-SLIDE I ]

AutoN MNegC

Obrdzek 3: Funkéni domény chromatin remodelacnich faktorl rodiny
Imitation-switch (ISWI). N koncovy Usek proteinu obsahuje doménu podobnou
histonovému konci H4 (AutoN), kterd brani hydrolyze ATP, kdyz ATP4za neni
navazana na nukleozomy. DEXD ATPazova/helikdzovd doména tvofi enzymatické
jaddro remodelaéniho faktoru, je vysoce konzervovana jak sekvencné tak i funkéné a
je soucasti vSech chromatin remodelacnich faktoru, které byly dosud studovany.
DEXD oznacuje sekvenci aminokyselin (Asp-Glu-X-Asp) uvniti ATPazové domény.
Negativni C doména (NegC) brani translokaci proteinu, kdyZz enzym neni v kontaktu
s extranukleozomalni DNA. C koncovy Uusek proteinu se ucastni vazby
extranukleozomalni DNA. HAND-SANT-SLIDE domény vaZzou sekvence DNA.

Prevzato a upraveno od (Petty and Pillus, 2013).

Regulace vazby SMARCAS na chromatin

Sekvence DNA

Vysledky nékolika praci ukazuji, Ze sekvence a konformace DNA urcuji misto
plUsobeni remodelacni aktivity ISWI proteint (Partensky and Narlikar, 2009; Rippe et
al., 2007). Napfriklad umistovani nukleozom( zprostfedkovavané komplexem ACF
(ATP-utilising chromatin remodeling and assembly factor) muUZe byt urdované
sekvenci DNA, ktera se projevuje velkym vnitfnim zakfivenim. Dale nekatalytické
podjednotky komplex( ISWI mohou mit vici sekvenci DNA rliznou vazebnou afinitu,
protoze obsahuji rizné DNA vazebné motivy (Fyodorov and Kadonaga, 2002a; Poot
et al., 2000; Strohner et al., 2001). Z toho vyplyva, Ze katalytické proteiny a s nimi
spojované podjednotky chromatin remodelacnich komplex(i pravdépodobné méni
miru vazebné afinity prislusnych komplex( vic¢i chromatinu v zavislosti na DNA
sekvenci. Nicméné vyznam a souvislosti téchto pozorovani zatim nebyly potvrzeny

Ty

v Zijicich burkach.
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Histonové modifikace a metylace DNA

Post-transla¢ni histonové modifikace zahrnujici ubiquitinaci, acetylaci,
metylaci a fosforylaci a ddle metylace DNA jsou zapojeny v remodelaci chromatinu.
Rada praci ukazuje, 7e vazba Smarca5 na chromatin je Fizena metylaci DNA i

nékterymi histonovymi modifikacemi.

Prvni experiment odhalil, Ze Smarca5 rozpozndvd (nebo spiSe jeho
partnerské proteiny, jez obsahuji bromodoménu, napf. Acfl, coz ve zminénych
pracich neni uvedeno) metylované lysinové konce K4 histonu H3 a acetylované
histony H3 a nebo H4 na vmezerenych transpozonalnich Alu repeticich. Vyskyt
téchto modifikaci koreluje s vazbou Smarca5 (a kohezinem) na chromatinu (Hakimi
et al., 2002). ProtozZe vyskyt Alu repetici je neobvykle vysoky na dinukleotidech CG,
dalsi experiment testoval vliv metylované DNA na vazbu Smarca5. Demetylace DNA,
ktera byla navozena pusobenim AZA, umoznila nové vazby Smarca5 na sekvencich
DNA (Hakimi et al., 2002). Dalsi prace upresnila, Ze SMARCAS5 v Hela burikach
rozeznava di- a tri- metylovany lysin K4 histonu H3 ale nerozezndvd nemetylovany
H3K4 (Santos-Rosa et al., 2003). Metylace lysinu K4 histonu H3 vznikd také na
mistech dvojitymi zlomy poSkozené DNA, jez je ozna¢ena monoubikvitinaci histonu
H2B (zprostifedkovanou ubikvitin ligdzou RNF20). Na takto oznacenou poskozenou
DNA se vaZze Smarca5, ktery zde umoznuje vazbu DNA reparacnich protein(i BRCA1
a RAD51 a zahajeni opravy poskozené DNA homologni rekombinaci (Nakamura et

al., 2011).

Histonové jadro a histonové varianty

Smarca5 pfi procesu posouvani nukleozomu interaguje se spojovaci DNA
(linker DNA) a s prvnimi 50 bp sekvence DNA uvniti nukleozému (Langst and

Becker, 2001).

V blizkosti kontaktu Smarca5 a nukleozomu se nachazi C koncovy Usek

histonu H2A, ktery jak se ukazalo, je nezbytny pro Uspésné posunuti nukleozému.
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Samotny protein Smarca5 neni schopen posunout nukleozémem bez pfitomnosti C
koncového useku histonu H2A. AvSak dva molekuldarni motory v komplexu ACF,

jehoZ soucasti je Smarca5, umoZznuji tento defekt prekonat (Vogler et al., 2010).

SMARCAS5 ma schopnost rozliSovat histon H2A a jeho histonovou variantu
H2A.Z. Fyzickd interakce SMARCAS5 a H2A.Z ma rozdilnou afinitu dle konkrétniho
komplexu ISWI. Pfitomnost H2A.Z stimuluje hydrolyzu ATP provadénou SMARCAS a
nukleozémy obsahujici H2A.Z podobnym zplisobem zvysuji chromatin remodelacni

aktivitu komplexd se SMARCAS in vitro (Goldman et al., 2010).

Aktivity SMARCAS

Chromatin remodelacni komplexy jsou zapojeny v rlznych biologickych
funkcich. Remodelaéni komplexy obsahujici SMARCA5 (ACF, RSF, NoRC, WICH,
CHRAC a B-WICH jsou uvedeny v souhrnné Tabulce 2) se ucastni replikace DNA,
opravy poskozené DNA, regulace transkripce a regulace chromozémové struktury.
ATPaza SMARCAS je vyjimecna svou schopnosti sestavovat a posunovat nukleozémy
podél vldkna DNA, ¢imz v remodelaénich komplexech zastava roli motoru, dalsi
podjednotky komplex(i rozezndvaji cilovy substrat, to je nukleozomalni DNA a
histonové jadro. Z toho vyplyva, Ze sloZeni remodelacniho komplexu je zdsadni pro
ur¢ovani jeho funkce neboli funkci SMARCAS urcuji proteiny rozeznavajici

chromatin.
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Komplex | Clenové komplexu Funkce komplexu

ACF ACF1 Replikace DNA
Regulace transkripce
Sestavovani chromatinu

RSF RSF1 Umistovani nukleozéma
Chromdézomova struktura

NoRC TIPS Represe transkripce
CHRAC |ACF1, CHRAC15, CHRAC17 Oprava DNA
Sestavovani chromatinu

WICH WSTF Replikace DNA
Oprava DNA
Sestavovani chromatinu
B-WICH | WSTF, jaderny myozin 1 Aktivace transkripce
Kohezin | RAD21, HDAC1, HDAC2, Segregace chromozoml

SMC1, SMC3, CHD3/4,
MBD2, MBD3, MTA1, MTA2,
RBAP46, RBAP4S

Tabulka 2: Shrnuti remodelacnich komplex(i obsahujici protein SMARCAS:
vlevo jsou uvedeny nazvy komplext, uprostred interakcni partnefi a vpravo funkce

danych komplexd.

Replikace DNA

Replikace DNA je proces béhem, kterého dochazi k znaénému prestavovani
chromatinové struktury. V S fazi bunééného cyklu probiha zdvojovani DNA, nasedani
histon na nascentni DNA, modifikovani histonovych koncl a nasedani chromatin
remodelacnich faktord do replikacniho ohniska. Smarca5 zde plsobi v komplexu
ACF, kde spole¢né s Acfl (ATP-dependent chromatin assembly factor) zajistuji, aby
do replikace a po replikaci dochazelo k pravidelnému usporadani nukleozéomd.
Vyznam Smarca5 pfi replikaci potvrzuji dalsi prace (Collins et al., 2002). Komplex
WICH (WSTF-ISWI chromatin remodelling complex) tvoreny Smarca5 a WSTF
(Williams syndrome transcription factor) zajistuje usporadani nukleozémi po

replikaci DNA (Poot et al., 2004).

Zvyse uvedené casti vyplyva, Ze ACF a WICH se vzajemné dopliuji
v udrzovani rozvolnéné struktury chromatinu na obou stranach replika¢ni vidli¢ky a

fidi tak pristup dalSich faktor(i nezbytnych pro replikaci DNA.
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Oprava DNA

Oprava poskozené DNA je proces, ktery obvykle provazi lokalni zména
chromatinové struktury. PoSkozenou DNA nejdfive identifikuji pfislusné senzorické
proteiny a nasledné se navdZzou enzymy s katalytickou aktivitou, jez
zprostiedkovavaji samotnou opravu. Mezi dllezité chromatin-remodelacni enzymy
béhem opravy DNA patii také chromatin remodelaéni faktor Smarca5 v komplexu
CHRAC (Chromatin remodeling and assembly complex) (Erdel and Rippe, 2011a, b;
Lan et al., 2010) a WICH (Xiao et al., 2009).

Komplex CHRAC (ACF1/SMARCAS) se vaze do mist dvouretézcovych zlomu
DNA a je nezbytny pro opravu poSkozené DNA v lidskych burkach. Snizena exprese
SMARCAS nebo ACF1 v burikdch ozafenych rentgenovymi paprsky vyznamné zvysuje
vznik DNA zlom( a snizuje ucinnost opravy DNA zlom0 formou nehomologického
spojovani konct (NHEJ) a homologni rekombinace. Komplex CHRAC dale pfimo
interaguje s komplexem KU70/80 po indukovaném poskozeni DNA. Komplexy KU

jsou enzymy znamé tim, Ze zahajuji reparacni proces formou NHEJ(Lan et al., 2010).

Komplex WICH (WSTF/SMARCAS) interaguje s histonem 2A variantou X
(H2A.X) v misté posSkozené DNA. Kindza WSTF fosforyluje Tyrl42 histonu H2A.X a
poskytuje tim signal pro dalSi enzymy zapojené v procesu opravy poskozené DNA

(Xiao et al., 2009).

Ze zminénych prikladd vyplyvd, Ze plsobeni SMARCAS se béhem opravy
poskozené DNA neomezuje jen na presouvani nukleozom(, ale Ze ma také
schopnost zprostiedkovavat signal o poskozené DNA dalSim faktordm zapojenych

v procesu opravy DNA.

Regulace transkripce

SMARCAS zastava dulezitou ulohu v regulaci transkripce. Premisténim
nukleozomu muze blokovat nebo odhalovat nékterd vazebnd mista regulacnich
oblasti a ménit tak vazbu transkripcnich faktord a tim expresi pfislusnych genu. Tato

chromatin remodelacni aktivita miZe byt v bunkach spousténa rGznymi signaly
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napfiklad metabolickym stavem burnky nebo hormony. SMARCAS5 se ucastni
regulace transkripce v téchto komplexech a to podle toho, jaky typ RNA polymerazy
je ovlivnén: ACF, RSF (Remodelling and spacing factor), NoRC (Nucleolar
remodelling complex) a WICH (Arzenani et al., 2011; Choi et al., 2009; Precht et al.,
2010). Nékolik konkrétnich prikladG regulace transkripce, které byly pozorovany

v riiznych bunéénych druzich, uvadim nize.

Smarca5 v mysich T lymfocytech se vdZze a méni chromatinovou strukturu na
promotorech a dalSich regulacnich oblastech cytokint IL-2 a IL-3. Vazba Smarca5 do

téchto oblasti brani expresi IL-2 a zaroven aktivuje expresi IL-3 (Precht et al., 2010).

Komplex RSF (Rsfl/Smarca5) v bunkach ovaridlniho karcinomu sniZuje
expresi skupiny genli (OPN, CYR61 a CTGF), ktera je pravdépodobné zodpovédna za

vznik lékové rezistence (Choi et al., 2009).

Komplex NoRC (TIP5/Smarca5) pusobi jako represor transkripce ribozomalni
RNA, kterou zprostiedkovava RNA polymeraza I. Mechanismus jeho plsobeni je
kombinaci chromatinové remodelace a vazby histonové deacetyldzy 1 (HDAC1) a
DNA metyltransferdzy Dnmtl a Dnmt3b (Li et al., 2006; Strohner et al., 2001; Zhou
et al., 2002).

Komplex WICH fidi regulaci transkripce zprostfedkovdvanou RNA
polymerdzami | a Ill. Clenové WICH, Smarca5 a WSTF, byly pozorovany
v multiproteinovém komplexu B-WICH, jehozZ soucasti je jaderny myozin 1. Totozné
rozlozeni proteinl B-WICH a RNA polymerazy | vjadérku umoziuje vzdjemnou
interakci a aktivaci transkripce ribozomalni DNA (Percipalle et al., 2006). Dale WICH
svou vazbou do regulacni oblasti 55 rRNA a 7SL RNA umoznuje nasednuti a zahajeni

transkripce pomoci RNA polymerazy lll (Cavellan et al., 2006).

V predchozich odstavcich jsem zminila nékolik pfikladd regulace transkripce,

kterych se ucastni Smarca5. Na zdkladé téchto prikladd midzeme fici, Ze remodelacni

45



komplexy obsahujici Smarca5 maji r(zné role vregulaci transkripce, mohou

stimulovat nebo inhibovat transkripci gen(i kédujici proteiny nebo rRNA.

Regulace chromozomové struktury

Komplex RSF (RSF1/SMARCA5) ma schopnost regulovat strukturu
chromozému. V burikdch Hela byla zjisténa interakce RSF s centromerovym
proteinovym A (CENP-A) histonem. CENP-A je podkladem pro sestaveni
chromozdémové centromery, kterd je dalezita pro spravné sestaveni kinetochor( a

rovnomérnou segregaci chromozému do dcefinych bunék (Perpelescu et al., 2009).

Smarca5 spole¢né s proteinem Acfl umoznuji vazbu kohezinového komplexu
na centromerickou DNA mitotického chromozému. Pfitomnost kohezinu v misté
centromery je dulezitd v pribéhu mitdzy, kde zajistuje spojeni dvou sesterskych
chromatid. Vazbu kohezinu na chromatin podporuje pfitomnost histonovych
modifikaci jako je acetylace histonu H3a H4, trimetylace lysinu K4 na histonu H3,

naopak metylace DNA brani v interakci kohezinu s DNA (Hakimi et al., 2002).

Z uvedeného vyplyva, Zze SMARCA5 ma klicovou ulohu pfi modelaci
mitotického chromozému a jeho pfitomnost je nezbytnda pro zdarny pribéh
segregace chromozému. Je pravdépodobné, Ze Smarca5 spolupracuje s enzymy,

které modifikuji histony a DNA pfti regulaci chromozdmové struktury.

Uloha SMARCAS pti krvetvorbé a pfi vzniku leukémie

Zména vexpresi nebo aktivité chromatin remodelacnich faktorl ma
vyznamny dopad na regulaci transkripce zpuUsobujici zmény v expresnim profilu

burniky a mUze vést k patofyziologickym procesiim v krvetvorbé.

SMARCAS je klicovou molekulou pro diferenciaci a proliferaci erytroidnich

progenitorovych bunék. Jeho vysoka hladina je dllezitd pro zahajeni diferenciace a

46



proliferace. V normalnich lidskych primarnich prekurzorovych CD34+ burikach kostni
dfené dochazi v ¢asné fazi indukované diferenciace a proliferace ke zvySovani
exprese SMARCAS. S pokrocilym stadiem bunécného vyzravani (u termindiné
diferencovanych erytroidnich bunék) hladina SMARCA5 klesa. Naopak snizend
hladina SMARCAS, kterd byla navozena pomoci antisense oligonukleotid(l, brani
expresi normalni hladiny B-globinu a normalni diferenciaci erytroidnich prekurzord.

(Stopka and Skoultchi, 2003).

Na my&im modelu s kondicionaIni deleci Smarca5 (Smarca5 "™/2%9 vav-iCre)
bylo pozorovano zablokovani diferenciace a proliferace erytroidnich prekurzord v
Casnych stadiich definitivni hematopoézy. Schopnost diferenciace je narusena na
urovni multipotentni progenitorové bunky, kterd nevyzrava do specifické krevni
rady. Mutantni prekurzorové bunky jsou zablokovany ve fazi G2/M bunécného cyklu
a vyznacuji se abnormdlnim poctem chromozém( (tetraploidii) a dysplastickymi
zménami (dvoujadernosti, zménou velikosti a tvaru bunék). V periferni krvi
mutantnich mysi bylo pozorovdno snizené mnozstvi zralych erytrocytll a soucasné
velké mnoistvi jadernych erytrocytll. Porucha proliferace se projevuje na urovni
progenitorové burky, jez neni schopna tvofit krevni kolonie. Tato neefektivni
erytropoéza vede kzdvainé anémii a embryonalni letalité v 18,5 dnu

embryondlniho Zivota (Kokavec et al., 2017).

U prekurzorovych mysich bunék s deletovanym Smarca5 byla pozorovana
nizka hladina mRNA hematopoetickych faktorl (Gata2, Gatal, KIf1 a Nfe2) a jejich
cilovych genl (Hba-al, Hbb-b1, Alas2 a Epor). Ztrata Smarca5 v hematopoetickych
kmenovych burkach, multipotentnich progenitorovych bunkach a erytroidnich
bunikach vede k aktivaci exprese p53, jez je oznacen aktivnimi modifikacemi 518°M°s
(asociovano s poskozenim DNA) a K382*° (asociovano s acetyldzou CBP/p300) a
nasledné aktivaci jeho cilovych gen(, jeZ jsou zapojeny v procesech bunécného

stresu, poskozeni DNA, opravé DNA, apoptdzy a hypoxie. Mutantni buriky

s aktivovanym p53 nakonec podléhaji apoptdze (Kokavec et al., 2017).

V CD34+ burnikach pacientd s AML byla v porovnani s normalnimi jedinci

zjisténa zvysena exprese SMARCAS5. Po dosazeni kompletni remise AML byl
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pozorovan pokles vysoké hladiny mRNA SMARCAS5. Podobné bylo pozorovano i
v bunikdch MEL, kde byl po indukci erytroidni diferenciace pozorovan pokles exprese
Smarca5. U mysiho modelu s indukovanou anémii byl pokles hematokritu
kompenzovan zrychlenou erytropoézou, jez byla doprovdzena dramatickym

poklesem Smarca5 (Stopka et al., 2000).
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2. HYPOTEZA A CILE DIZERTACNI PRACE

Podklady pro zformulovani hypotézy

Podkladem pro vznik nadorového onemocnéni je zména usporadani a
exprese spravné genetické informace. Zmény v genomu bunky mohou probihat
pfimo v sekvenci koédujici prislusné geny nebo v sekvencich regulacnich oblasti,
které kontroluji expresi pfislusnych gentd. U MDS byly pozorovany mutace gend,
které jsou zapojeny v epigenetickém procesu metylace DNA a modifikace
histonovych koncl. Vyznam konkrétnich mutaci DNA pro vznik nadorového
onemocnéni krve vsak zlistava zatim nejasny. Vyznamné jsou také patofyziologické
aktivity epigenetickych faktorl, které zplsobuji abnormalni zmény chromatinové
struktury a tim méni expresivitu genetické informace. Sekundarni chromatinova
struktura fizend epigenetickymi mechanismy, jako je metylace DNA a histonové
modifikace, ovliviiuje vazbu transkripénich faktorli a dalSich epigenetickych

regulatorli na vidkno DNA.

Transkripéni faktory jsou klicovymi inicidtory krvetvorby, které svou vazbou
na DNA pritahuji enzymatické komplexy zajistujici transkripci, replikaci a opravu
DNA, jez ve vysledku vede ke konecnym fenotypickym zméndm krevnich bunék.
Spravna kombinace epigenetického aparatu je ve fyziologickych pochodech v
dokonalé souhre, jez vede k zahajeni nebo potlaceni transkripce konkrétnich gend a
ke spravné expresi nezbytnych gen(l dllezitych pro fyziologicky projev daného

procesu buriky, tkané a organismu.

Transkripéni faktor SPI1 a jeho hladina v krevnich bunkach predstavuje
dllezitou molekulu, kterd v procesu diferenciace fidi a potlacuje vznik nador(. Nizka
hladina SPI1 je spojovana se vznikem AML (Rosenbauer et al.,, 2004), rovnéz je
pozorovana v CD34+ bunkach u pacientll s MDS s vysokym rizikem prechodu do

AML (podle IPSS) a u modelové bunécéné linie MDS/AML OCI-M2 (Curik et al., 2012).

Regulace exprese SPI1 je komplexni déj, ktery neni zcela objasnén. Prozatim

experimentalni prace ukazuji, Ze transkripci SPI1 fidi nékolik liniové specifickych
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transkripénich faktort (GATA-1, SATB1, OCT-1, C/EBPa, Runx1, Sp1 a autoregulacné
SPI1), které se vdzou do nékolika regulacnich oblasti: proximalniho promotoru,
regulacni oblasti URE a dalSich méné zndmych enhancer(i (Hoogenkamp et al., 2007;
Leddin et al., 2011). Oblast URE komunikuje s enhancerem -12 kb (v mysSim genomu)
a promotorem genu Spi-1, spole¢né vytvari chromatinové smycky, jez zvysuji expresi

Spi-1 (Ebralidze et al., 2008; Leddin et al., 2011; Staber et al., 2013).

U AML je nizkad hladina SPI1 spojovana s deleci nebo mutaci oblasti URE ale
téZ i s mutacemi gen( transkripcnich faktort (AML1/RUNX1, CEBPA, CTCF a dalSich)
vazajici URE. U MDS souvisi nizka hladina SPI1 s abnormalné vysokou metylaci DNA
v oblasti URE a téZ s nizkou terapeutickou odpovédi na AZA (Curik et al., 2012).
Pacienti s MDS s vysokym a stfedné vysokym rizikem pfechodu do AML a pacienti
s AML s dysplazii ve vice bunécénych liniich (podle IPSS) jsou Ié€eni hypometylaéni
latkou AZA (Fenaux et al.,, 2010), kterd zvySuje expresi SPI1 v dlsledku snizené
metylace DNA v oblasti URE. Obnovena hladina SPI1 umozZiuje nadorovym burkam

znovu zahdjit diferenciaci (Curik et al., 2012).

Navzdory zminénym pozitivnim ucinklim AZA zUstdva tato hypometylaéni
terapie u pacientl s MDS z lékarského hlediska neuspokojiva. VySe popsané pro-
diferenciacni U€inky AZA na leukemické bunky dobre funguiji v inicidlni fazi terapie
pacientl, avsak v prabéhu casu AZA postupné selhava a dochazi k nekontrolované
propagaci leukemického klonu a smrti pacienta. Mechanismy selhani [é¢by AZA jsou
nezndmé. Rovnéz komplexni vztahy epigenetickych faktord urcujici obnoveni

transkripce SPI1 vlivem AZA terapie nejsou zcela objasnény.

Multifunkéni transkripéni faktor CTCF ma ve spolupraci s kohezinovym
komplexem schopnost vytvaret chromatinové smycky, které rozdéluji chromatin na
transkripcné aktivni a neaktivni domény. To vysvétluje, Ze CTCF mlze pUsobit jako
transkripcni represor i jako transkripcni aktivator (Filippova et al., 1996; Splinter et
al., 2006). CTCF je vyjimecny svou vazbou na sekvenci oznacovanou jako insulator,
ktera blokuje plsobeni enhancert a silencer(, sekvenci DNA, které zesiluji nebo

potlacuji transkripci vyjadifovanych gen (Ohlsson et al., 2001).

50



Vazba CTCF na DNA je zpravidla moZzna na nemetylované vazebné misto,
které se nachazi na vldkné DNA mezi pravidelné rozmisténymi nukleozémy a v
mistech s vy$Sim vyskytem histonové varianty H2A.Z (Filippova et al., 2001; Kanduri

et al., 2002)

Sestavovani a umistovani nukleozémi zprostfedkovava chromatin
remodelacni faktor SMARCAS, jehoZz hydrolytickou aktivitu stimuluje histonova
varianta H2A.Z. SMARCAS je také nezbytny pro interakci kohezinového komplexu
s DNA, pficemz vazbu SMARCAS spolecné s kohezinem negativné ovliviiuje metylace

DNA (Hakimi et al., 2002).

Na zdkladé vysSe uvedeného lze predpokladat, Ze CTCF bude zapojen do
komplexniho epigenetického apardtu fidiciho expresi genu SPI1 v burkach
MDS/AML béhem terapie AZA. Vazbu CTCF na DNA v leukemickych burikach bude
ovliviiovat chromatin remodelac¢ni faktor SMARCA5 a metylace DNA. lJe
pravdépodobné, ze AZA bude zprostfedkovdvat demetylaci vazebnych mist CTCF a

umozni jeho vazbu na DNA v nadorovych burikach MDS/AML.

Hypotéza

Na zakladé souhrnu vysSe uvedenych zjisténi jsem vytvofrila pracovni hypotézu

této dizertacni prace:

Hlavni hypotézou mé prace je, Ze chromatin remodelaéni faktor SMARCAS se
ucastni vzniku leukemického klonu skrze spolupraci s transkripénim faktorem CTCF.
Leukemickd transformace je umoZnéna nizkou hladinou prodiferencia¢niho
hematopoetického proteinu SPI1, jez je zpUsobena abnormalni metylaci regulaéni
oblasti genu SPI1. Pfredpokladame, Zze CTCF mUze byt v pfitomnosti spolupracujiciho
partnera SMARCAS kandidatnim transkripénim faktorem, ktery je zapojen v regulaci
transkripce genu SPI1 v nadorovych burikich MDS/AML béhem terapie AZA. CTCF
muzZe ovliviiovat expresi SPI1 pfi terapii AZA bud v pozitivnim nebo negativnim

smyslu v zavislosti na funkci CTCF na genovém lokusu SP/1.
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Specifické cile navazujici na hypotézu jsou nasledujici:

1. Urcit, zda CTCF a SMARCAS vzajemné interaguji na DNA v krevnich bunkach. Ur¢it

v jakém sledu probiha jejich vazba na DNA.

2. Urcit, jaky vyznam ma interakce CTCF a SMARCADS v regulaci genové transkripce.

3. Ur¢it, zda CTCF a SMARCA?S interaguji na DNA v oblasti genu SPI/1 v burikdch u

normalnich jedincd a v burikdch MDS a AML.

4. Urcit, zda AZA demetyluje DNA i v jinych regulacnich oblastech genu SPI1 nez v
oblasti URE.

5. Urcit, zda k demetylaci DNA dochazi na vazebnych mistech CTCF. Zjistit, zda
metylace DNA ovliviiuje vazbu CTCF a SMARCAS do regulacnich oblasti genu SPI1.

6. Urcit jakym zplsobem CTCF a SMARCAS reguluji expresi SPI1 v bunikach MDS a
AML.
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3. MATERIAL A METODY

Material

DNA plasmidy
Modelové DNA plasmidy pro studovani regulacnich vlastnosti

Plasmidy obsahujici vazebné domény a gen pro luciferdzu: pIHLE, pIHLIE a
pIHLME byly pouzity v experimentech testujicich funkci insuldtoru (Ishihara et al.,
2006; Wendt and Peters, 2009). V nasi préci byly tyto tzv.,reporterové” plasmidy
pIHLE, pIHLIE a pIHLME pouzity pro testovani funkéniho vztahu CTCF a SMARCAS
v oblasti insuldtoru genu H19. Plasmidy pIHLE, pIHLIE a pIHLME byly vytvofeny a
nam poskytnuty z laboratofe prof. Mitsuyoshi Nakao. Zakladni kostrou pro tyto
plasmidy je vektor pGL3basic (Promega) svloZzenym mnohocetnym klonovacim
mistem plasmidu pBluescriptll SK (Promega), jez je ohrani¢ené restrikénimi misty
Notl-Kpnl. Modelovy vektor pIHLE je tvofen genem kodujici enzym luciferazu
pochazejici ze svétlusky (Photinus pyralis). Enzym svétluskové luciferazy katalyzuje
bioluminiscencni reakci. Transkripci svétluskové luciferazy fidi promotor mysiho
genu H19 (-818 aZz +6 bp od transkripéniho pocatku genu H19), enhancer SV40 a 1,8
kb dlouhy fragment ohrani¢eny restrikénimi misty Aatll-Hindlll obsahuijici
insulatorovou oblast genu H19. Vektor pIHLIE obsahuje druhou insuldtorovou oblast
umisténou mezi genem luciferdzy a enhancerem. U testovaciho vektoru pIHLME,
ktery je konstrukéné totozny s vektorem plHLIE, byla v insuladtorové oblasti ulozené
mezi enhancerem a luciferazovym genem provedena mutageneze ¢tyr vazebnych
mist proteinu CTCF. Vazebné sekvence pro CTCF 5'-GGA GTT GCC GCG TGG TGG
CAG CAA-3’, 5’-AGG GTT GCC GCA CGG CGG CAG TGA-3’, 5-GGA TGC TAC CGC GCG
GTG GCA GCA-3’ a 5’-AGA CGA TGC CGC GTG GTG GCA GTA-3’ byly konvertovany na
5’-GAA GTT GCC GAG CAG CGA CCA GTG C-3'(Ishihara et al., 2006).
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Renilovy kontrolni vektor (pRL TK)

Renilovy kontrolni vektor je vektor kdédujici cDNA luciferazy kordlovce Renilla
reniformis. Vektor konstitutivné produkuje enzym renilovou luciferazu, ktery
katalyzuje bioluminiscenéni reakci. Renilovy vektor se transfekuje do savéich bunék
spoleéné s vektorem exprimujicim svétluskovou luciferazu. Exprese renilové
luciferdzy poskytuje vnitini kontrolni hodnotu, na niZ se normalizuje mnoZstvi
experimentalni svétluSkové luciferdzy. pRL-TK obsahuje promotor tymidinové
kindzy herpes simplex viru (HSV-TK), ktery umoZiuje nizkou az stfedné vysokou
uroven exprese renilové luciferazy v transfekovanych burikach. Vektor je komeréné

dostupny u firmy Promega (katalog. Cislo E2241).

pBluescript 11 SK (+)(pBSK+)

pBSK+ je tradi¢ni komeréni plasmid s replikacnim pocatkem bakteriofaga f1.
Jedna se o standardni klonovaci vektor s orientaci (+) intergenové oblasti F1, jez
umoznuje prepis sense fetézce jednovlaknové DNA. V nasi praci byl tento vektor
pouzit prazdny jako kontrolni plasmid u experiment( s transfekcemi expresnich
plasmidl (Obrazek 4). Plasmid je komeréné dostupny u firmy Agilent Technologies

(katalog. Cislo 212205).
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f1 (+) origin 135-441

B-galactosidase u-fragment 460-816
multiple cloning site 653-760 ampicillin; .
lac promoter 817-938 [/ lacZ
.. { Kpn |
pUC origin 1158-1825 [ . )
L . . MCS
ampicillin resistance (bla) O|RF 976-2833 | IpBlUGSCI‘IpT I1SK (+) “Sacl
LA 3.0kb
\ LI;"
\ P lac
—
pUCZo&T_
pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826) )
Apa | Hinc |
EcoC109 | . cc
BssH Il ; T7 Promoter > '|<:u'- Dra Il ¥ho | %cl |
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
M13 20 primer binding site T7 primer binding site g K3 primer binding site...
Bspl06 ) Mot |
Cla Hind Il EcoRV  EcoR Pt | Sma BamH Spe | Yoa | | Eag Bst¥ | Sacll Sacl

| | | | | | | | | | | |
. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .

+

-..K5 primer binding site 3K primer binding site

o T3 Promoter Blss- I B-gal a-fragment
1
- -CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding sife M13 Reverse primer binding sife

Obrazek 4: Schéma DNA vektoru pBSK+.Schéma podrobné znazornuje poradi
mist pro restrikéni endonukledzy v mnocetném klonovacim misté, replikacni
pocatek bakteriofaga f1, gen kodujici rezistenci viaci ampicilinu a dalsi vlastnosti
plasmidu.Obrazek byl prevzat z webovych stranek:

http://www.genomics.agilent.com/files/Vectors/Maps/pdf/pBluescript_SK_plus.pdf

Expresni vektor cDNA Ctcf (pCTCF)

pCTCF je expresni plasmid kddujici cDNACtcf. cDNA Ctcf pochazi z knihovny
cDNA rlGznych mysich tkani a je zaklonovana do vektoru pCMV6 mezi restrikénimi
misty EcoR | a Not I. Insert je veliky 2211 bp. Expresi insertu cDNA Ctcf kontroluje
CMV promotor. Vektor disponuje rezistenci vi¢i kanamycinu a neomycinu (Obrazek

5). Vektor je komerc¢né dostupny u firmy Origene (katalog. ¢islo MC202667).
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T7 Promoter
Cmy

promoter

SV40 ori ; Sgf|
MCS \A Aec |

pCMV6-Kan/Neo Kpn|
4906 bp PolyA Rsr I
signal EcoR |
SFi | (A)
Pst |

Kanl/Neol
HsyTK  ColET L
Poly A 5fi | (B)

Obrazek 5: Schéma DNA vektoru pCTCF a usporadani jeho klonovaciho
mista. Schéma znazorfiuje poradi mist pro restrikéni endonukledzy v klonovacim
misté, promotor CMV, replikaéni pocatky: bakteriofagovy f1, sav¢i SV40, bakteridlni
ColE1l; a geny kddujici rezistenci na ampicilin a kanamycin a dalsi vlastnosti
plasmidu. Obrazek byl vupravené podobé prevzat zwebovych stranek:

http://www.origene.com/assets/Images/MouseClones/pCMV6-KanNeosfii.gif

pCR 2.1®-TOPO® vektor

Vektor pCR 2.1®-TOPQO® se pouziva k pfimému klonovani produkt( PCR, které
byly namnoZeny Taqg polymerazou. Tag polymeraza zakoncuje PCR pfidavanim
jedné molekuly deoxyadeninu (A) na 3'- konce namnozZenych Usek( DNA. Vektor
pCR 2.1®-TOPO® se dodava v rozvolnéné formé a obsahuje neparovy precnivajici
konec s deoxythymidiem (T). Zaklonovani produktu PCR do vektoru pCR 2.1°®-
TOPO® probiha za ucasti kovalentné vazanych molekul enzymu topoizomerazy I.
Plasmid obsahuje ampicilinovou i kanamycinovou rezistenci a gen kédujici alfa-
fragment (polypetid) beta-galaktosidazy (LacZa), ktery je pouZivdn pro barevnou
selekci bakterii s Uspésné vnesenou cizi DNA do vektoru. Gen LacZa je uloZen
v mnohocetném klonovacim misté vektoru (Obrazek 6). VloZzenim PCR produktu do

mnohocetného klonovaciho mista se narusi gen LacZa, ¢imZ nedochdzi k produkci
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funkéniho enzymu beta-galaktosidazy (bilé kolonie). Vektor bez vneseného PCR
produktu kdduje funkéni enzym beta-galaktosiddzu a S$tépi substrat 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid (X-Gal) (modré kolonie). Vektor je komeréné

dostupny u firmy Life technologies (katalog. Cislo K4550-01).

M13 reverse
priming site

pCR*2.1-TOPO*  M13

& PCR-TOPO"
2 3.9kb

Obrazek 6: Schéma DNA vektoru pCR 2.1°-TOPO® a usporadani jeho
klonovaciho mista. Schéma znazoriuje poradi mist pro restrikéni endonukleazy
v klonovacim misté, naznacené precnivajici 3’-deoxythymidiny (T) s kovalentné
vazanymi molekulami topoizomerdzy |, geny kodujici rezistenci na ampicilin a
kanamycin a dalSi vlastnosti plasmidu. Obrazek byl v upravené podobé prevzat

z web. stranek: https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/450641

Plasmid maxGFP (pmaxGFP)

pmaxGFP koduje zeleny fluorescencni protein (maxGFP), ktery pochazi
z koryse buchanky (Pontellina p.). Plasmid se pouziva k jednoduchému sledovani

uspésnosti transfekce pomoci cytometrie nebo fluorescenéni mikroskopie. Vektor
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disponuje kanamycinovou rezistenci (Obrazek 7). Vektor je komercné dostupny u

firmy Lonza a je soucasti nukleofekénich kitd.

pmaxGFP
(3486 bp)

Obrazek 7: Schéma DNA vektoru pmaxGFP. Schéma znazoriuje gen kédujici
maxGFP, rezistenci na kanamycin a dalsi vlastnosti plasmidu. Obrazek byl prevzat
z web. stranek: http://bio.lonza.com/fileadmin/groups/FAQs/public/Technology

Flyer.pdf

Bakterialni kmeny

Escherichia Coli One Shot TOP 10

Genotyp: F-mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ® 80/lacZz A M15 A lacX74 recAl

araD139 A (araleu) 7697 galU galK rpsL (Strr) endAl nupG

Escherichia Coli One Shot TOP 10 jsou chemicky kompetentni bunky
pouzivané pro klonovani a naslednou selekci na zdkladé barvy kolonii. Escherichia
Coli One Shot TOP 10 vyZzaduje pfidani substratu X-Gal pro enzym beta-
galaktosidazu (LacZ) avSak nevyzaduje pridani induktoru exprese LacZ isopropyl-
beta-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) do Zivné pudy. Bakterie s vnesenym funkénim
enzymem beta-galaktosidazou Stépi X-Gal, tyto kolonie se zbarvi vyrazné modre,
bakterie s nefunkénim enzymem beta-galaktosiddzou se zbarvi bile (bile zbarvend

kolonie obsahuje zaklonovany DNA produkt, modie zbarvenad jej neobsahuje).
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Escherichia Coli One Shot TOP10 je komercéné dostupny bakteridlni kmen, jez

dodava spolecnost Life Technologies (kat. ¢islo C4040-03).

Escherichia Coli DH5«

Genotyp:F- ®80lacZAM15A(Lacha-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk,mk+) -
phoAsupE44 thi-1 gyrA96 relAl A-

Escherichia Coli DH5a je univerzalni kmen kompetentnich bunék vyuzivanych
pro rutinni postupy pfi klonovani. V nasi praci byl tento kmen pouZivan k
transformaci a mnoZeni plasmidové DNA. Escherichia Coli DH5a je komercné

dostupny bakteridlni kmen, jez doddva Invitrogen (kat. ¢islo 18265-017).

Bunécné linie

MEL

Mysi erytroleukemické buriky. Jedna se o erytroidni prekurzory zablokované
v pozdéjSim stadiu erytroidni diferenciace (podle FAB klasifikace jde o
transformovanou AML-M6b). Buriky MEL jsou transformované retrovirusem SFFV.
Retrovirus je integrovany do regulacni oblasti URE genu SPI1 a narusSuje jeho
fyziologickou expresi (Moreau-Gachelin, 2006)(DSMZ, Braunschweig, Némecko; ACC
501). Buriky MEL stabilné transfekované cDNA obsahujici tfi kopie kratké vlasenkové
RNA (shRNA) komplemetnarni k mRNA Smarca5 (MEL-shSmarca5) nam byly
poskytnuty z laboratofe profesora Arthur |. Skoultchi. Exprese Smarca5shRNA je
aktivovana v pritomnosti doxycyklinu (DOX), ktery plsobi na reverzni tetracyklinem

kontrolovany transaktivator rtTA v systému Tet-On.

K562

Lidské bunky chronické myeloidni leukémie. Jedna se o burky, které byly
izolovdny z bunék 53-leté Zeny s chronickou myeloidni leukémii v blastické krizi v

roce 1970. (DSMZ, Braunschweig, Némecko; ACC 10)
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Hela

Lidské buriky adenokarcinomu délozniho Cipku. Jedna se o epitelialni buriky,
které byly izolovany z bunék 31-leté Zeny (Henrietty Lacks) v roce 1951. (DSMZ,
Braunschweig, Némecko; ACC 57)

OCIl-M2

Lidské bunky AML. Jednd se o buriky MDS transformované do
erytroleukémie (AML-M6). Burikky OCI-M2 mohou po indukci diferencovat do
erytroidni nebo megakaryocytarné/monocytarni vyvojové rady. Buriky OCI-M2 byly
izolovany z leukemickych bunék 56-letého muze v roce 1984. (DSMZ, Braunschweig,

Némecko; ACC 619)

Vzorky pacientl s MDS/AML a kontroly

Nase pracovisté Uzce spolupracuje s I. interni klinikou — kliniky hematologie
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. Za podpory MUDr. Anny Jonasové a Prof.
MUDr. Marka Trnéného, CSc. se od roku 2006 na nasem pracovisti shromazduji
vzorky kostni drené (a periferni krve) pacientd sMDS, AML a dalSimi
hematologickymi malignitami. Vzorky byly od pacientll ziskdny na zdakladé
informovaného souhlasu (v souladu s poZadavky Helsinské deklarace). V tomto
projektu jsme zkoumali dva pacienty s pokrocilym stadiem MDS ve vysSSim riziku a
dva pacienty s AML s myelodysplastickymi rysy. Soubor pacientl se sklada ze 3
muzl a 1 Zeny. Median pacientl je 71 let (v rozmezi od 65-72). Diagnostické a
prognostické zhodnoceni bylo provedeno pomoci klasifikace WHO 2008: RAEB 1 (1
pacient), RAEB 2 (1 pacient), AML s myelodysplastickymi rysy (1 pacient), AML
s genetickou abnormalitou (inv(3)(921926.2) nebo t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1) (1
pacient). Vzorky pacientll byly odebrany v dobé diagndézy onemocnéni a pred
zapocetim lécby AZA a nebo po terapii AZA. Klinické parametry pacient( jsou
popsdny nize (Tabulka 12). Jako kontroly byly pouzity CD34+ progenitorové burky

jednoho darce periferni krve a smés normalné vyzravajicich myeloidnich bunék
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ziskanych z periferni krve (95% zastoupeni myeloidnich bunék) jednoho darce

v kompletni remisi po lymfomu, ktery byl v dobé odbéru stimulovan terapii G-CSF.

Primery a hydrolizaéni sondy

Primery normalizacnich (house-keeping) gen@i pro RT-qPCR.

Oznaceni primeru Sekvence primeru Roche sonda
mGapdh(mRNA)-F#77 ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATG #H77
mGapdh(mRNA)-R#77 TTTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTAG #r7

mHprt1(mRNA)-F#95 CTTCCTCCTCAGACCGCTTTTTGCC #95
mHprt1(mRNA)-R#95 TAACCTGGTTCATCATCGCTAATCACG #95
hGAPDH-F#60 AGCCACATCGCTCAGACAC #60
hGAPDH-R#60 GCCCAATACGACCAAATCC #60
hHPRT-F#73 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC #73
hHPRT-R#73 CGAGCAAGACGTTCAGTCCT #73

Tabulka 3. Primery normalizacnich (house-keeping) genl pro RT-qPCR.
Primery, jejichz oznaceni zacind pismenem m (murine; mysi), byly pouzity jako
normaliza¢ni kontroly pro stanoveni exprese mRNA vybranych gentv burikdch MEL-
shSmarca5. Primery, jejichz oznaceni zacind pismenem h (human; lidské), byly
pouzity jako normalizaéni kontroly pro stanoveni exprese mRNA vybranych genl v
OCI-M2 bunééné linii MDS/AML. V kazdé dvojici primer( je jeden oznacen jako F
(forwrad, vpred) a druhy jako R (reverse, zpét). Primery byly navrieny s pomoci

programu ProbeFinder Version 2.45.
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Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranych genti metodou RT-qPCR.

Oznaceni primeru Sekvence primeru Roche

sonda
mSnf2h(mRNA)WM-F#88 TGCTTTCAGTTGGAGATTACCGACACC #38
mSnf2h(mRNA)W-R 1#88 TGATGGAGAATCTTCAAATCGAGTACAAAC #38
migf2(mRNA)-F2#40 ACGCTTCAGTTTGTCTGTTCGGACC #40
mlgf2(mRNA)-R2#40 AAGCAGCACTCTTCCACGATGCCAC #40
mH19(mRNA)-F#67 GTCTCGAAGAGCTCGGACTG #67
mH19(mRNA)-R#67 ACTGGCAGGCACATCCAC #67
mSfpi1(mMRNA)-F#94 CTGATGGAGAAGCTGATGGCTTGG #94
mSfpi1(mMRNA)-R#94 AGCAGGAACTGGTACAGGCGAATC #94
mCebpa(mRNA)-F#67 AAACAACGCAACGTGGAGA #67
mCebpa(mRNA)-R#67 GCGGTCATTGTCACTGGTC #67
hSPI1 #27 F CCACTGGAGGTGTCTGACG #27
hSPI1 #27 R CTGGTACAGGCGGATCTTCT #27
hCEBPA F #28 GGAGCTGAGATCCCGACA #28
hCEBPA R #28 TTCTAAGGACAGGCGTGGAG #28
hITGAM(mRNA)-F#36 ACCCCTGGTTCACCTCCT #36
hITGAM(mRNA)-R#36 CATGACATAAGGTCAAGGCTGT #36
hMPO(mRNA)-F#38 CGTCAACTGCGAGACCAG #38
hMPO(mRNA)-R#38 GTCATTGGGCGGGATCTT #38
hGelBmRNAp6F GAACCAATCTCACCGAGG #6
hGelBmRNAp6R GCCACCCGAGTGTAACCATA #6
hCSF1R F #14 TCTGGTCCTATGGCATCCTC #14
hCSF1R R #14 TGCCAGGGTAGGGATTCA #14
hCSF3R F #18 GTCCAAGATCACAAAGCTGGT #18
hCSF3R R #18 CCGCACTCCTCCAGACTTC #18
hFOS F #67 CTACCACTCACCCGCAGACT #67
hFOS R #67 AGGTCCGTGCAGAAGTCCT #67
hEGR2(mRNA)-F#3 AACGGAGTGGCCGGAGATGGCATG #3
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hEGR2(mRNA)-R#3 TGCAGAGACGGGAGCAAAGCTGCTG #3
hCTCF (mRNA)-F#55 CCAGAGCCTCAGCCTGTGACCC #55
hCTCF (mRNA)-R#55 CAACCTGAATGATAGCTGTTGGCTGG #55

hSMARCA5(MRNA)-F#32 AGTAACCAACAGTGGCAAAATGGTG #32
hSMARCA5(MRNA)-R#32 TGACTGAAGATTAGTACTCGTGAACC #32

Tabulka 4. Primery pro stanoveni exprese mRNA vybranych geni metodou
RT-gPCR. Primery, jejichz oznaeni zacind pismenem m (murine; mysi), byly pouZity
pro stanoveni exprese mRNA vybranych gen(v burikdch MEL-shSmarca5. Primery,
jejichz oznaceni zacind pismenem h (human; lidské), byly pouZity pro stanoveni
exprese mRNA vybranych genlv OCI-M2 bunééné linii MDS/AML. V kazdé dvojici
primerld je jeden oznacen jako F (forwrad, vpred) a druhy jako R (reverse, zpét).
Primery pouZivajici Roche hydrolyza¢ni sondy byly navrieny s pomoci programu

ProbeFinder Version 2.45.
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Hydrolyzacni sondy Roche (TagMan) pouzité pro kvantifikaci exprese

mRNA vybranych geni.

Nazev sondy Sekvence sondy Katalogové Cislo
#3 CCCAGCAG #04685008001
#6 TTCCTCTG #04685024001
#14 CTGGGAGA #04685130001
#18 TCCTGCTG #04686918001
#27 CAGGCAGC #04687582001
#28 CCAGCCGC #04687604001
#32 CTGCTCCC #04687655001
#36 CTGGCTCC #04687949001
#38 CTGCTTCC #04687965001
#40 CAGCAGGC #04687990001
#55 TCCTCTCC #04688520001
#60 CTTCCCCA #04688589001
#67 TGCTGGAG #04688660001
#73 TCCTCAGC #04688961001
#r7 CCACCACC #04689003001
#38 CATCCTCC #04689135001
#94 CTGTCTCC #04692110001
#95 CTGGGACT #04692128001

Tabulka 5.Hydrolyzacni sondy Roche
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Primery pouzité v metodé chromatinové imunoprecipitace (ChIP)pro

mapovani vazby epigenetickych faktor{ voblasti ICR genového lokusu H19/Igf2.

Oznaceni primeru Sekvence primeru
mH19(-2,2kb)-F GTTCACTCTCCACGCTGTGCAG
mH19(-2,2kb)-R TCACAGCGGACCCCAACCTATG
mH19(-2,6kb)-F CAAAACCAGCCAGTGTGGCTCAC
mH19(-2,6kb)-R AGTTGGCAGCATTTGGGCCACG
mH19(-3,1kb)-F TGGCTGGTTTGTGGCAGATAATCG
mH19(-3,1kb)-R GCATAGGTGTCCTGCCTTCTGC
mH19(-3,7kb)-F CAACAAGGTCGGCTTACTCTCTGC
mH19(-3,7kb)-R CCGTTTTAGGACTGCGATGTACGAG

Tabulka 6. Primery pouzité v metodé ChIP pro mapovani pfitomnosti Ctcf a
Smarca5 v oblasti ICR genového lokusu H19/lgf2. V kaidé dvojici primer(
pokryvajicich urcitou oblast (jeji lokalizace uvedena v zdvorce je vztazena k mistu
pocatku transkripce genu H19) je jeden oznacen jako F (forwrad, vpred) a druhy
jako R (reverse, zpét). Primery pro metodu ChIP byly navrieny pomoci programu
Primer3. Pro uréeni Ctcf a Smarca5 metodou ChIP jsme vyuzZili Fast SYBR Green
master Mix. SYBR Green je fluorescencni kyaninové barvivo, které se nespecificky
vaze na mensi Zlabek dvojfetézcové DNA. Vyhodou tohoto systému je, Ze
nevyzaduje pouziti sondy (pro kazdou unikatni namnozZenou sekvenci), ale zaroven

se vyznacuje vysokou senzitivitou.
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Primery pouzité v metodéChIP pro mapovani vazby epigenetickych

faktorti ve vzdalenych regulacnich oblastech genu SPI1.

Oznaceni primeru Sekvence primeru
hPU.1 (-17.5kb)-F GGATGGCTGAGGTTGATGGTTGA
hPU.1 (-17.5kb)-R CAGCAGACAGGGATGAAGACAGAAGA
hPU.1 (-17.2kb)-F CCGCACTCCTCCAGACTTC
hPU.1 (-17.2kb)-R CATGGGGACCTGCCAGGCAG
hPU.1 (-16,6)-F CCTGACCCCACATTCTGATT
hPU.1 (-16,6)-R CTTCTTCTGGGCTCTCAGC
hPU.1 (-15,62)-F ATCTGGGAGGACTAGGCTTT
hPU.1 (-15,62)-R AATGACCGCGTCTTCTTTCT
hPU.1 (-15,28)-F GCTTCTGGTCAAGTTTGCTG
hPU.1 (-15,28)-R GGACTTGGGTTTTAGGGGAG
hPU.1 (-14,36)-F TCATGCTTGGAAACACTCCA
hPU.1 (-14,36)-R TGTCTGCTTGAAGGTCAAGG
hPU.1 (-13,7kb)-F GGCAGGAAGATCACTTGAGCCCAG
hPU.1 (-13,7kb)-R GCAATCCTCCCACCTCAGCTTCC
hPU.1 (-13.4kb)-F TGTGACCAGGGCAGGAGCAGG
hPU.1 (-13.4kb)-R GCCAGCCAGGGAAGGTAACAGG
hPU.1 (-13,3kb)-F CCTCCTGACCAGTCCCAACTGAGG
hPU.1 (-13,3kb)-R TGTAGAAACAGCTTGTGCCCAGCAC
hPU.1 (-12,47kb)-F GGGCATCCCTGCACTGTTCTTG
hPU.1 (-12,47kb)-R CTGAGTGTGTGCCTTGAGCCCTTG
hPU.1 (-11.0kb)-F TGGCAGCCTGGAGGAGGCAAG
hPU.1 (-11.0kb)-R GGACACCGCTCAGCATTCCTGG
hPU.1 (-9.7kb)-F AGCCTCTCCCAGTGTCTCAACCAT
hPU.1 (-9.7kb)-R TAGCAACCTGTCCCCATAGGGTGT
hPU.1 (-0,15kb)-F TCCCTCTCAGTCCCAGCTTCCTC
hPU.1 (-0,15kb)-R CCGTTTGCATAAATCTCTTGCGCTAC

Tabulka 7. Primery pouzité v metodé ChlIP pro mapovani pfitomnosti CTCF a
SMARCAS ve vzdalenych regulaénich oblastech lidského genu SPI1. V kazdé dvojici
primerd pokryvajicich urcitou oblast (jeji lokalizace uvedena v zavorce je vztazena k

mistu pocdtku transkripce genu SPI1) je jeden oznacen jako F (forwrad, vpred) a
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druhy jako R (reverse, zpét). Primery pro metodu ChIP byly navrzeny s pomoci

programu Primer3. Pro uréeni CTCF a SMARCA5 metodou ChIP jsme vyuZili Fast

SYBR Green master Mix. SYBR Green je fluorescenéni kyaninové barvivo, které se

nespecificky vdZze na mensi Zlabek dvojretézcové DNA. Vyhodou tohoto systému je,

Ze nevyzaduje poutZiti sondy (pro kaZdou unikdtni namnoZenou sekvenci), ale

zarovense vyznacuje vysokou senzitivitou.

ChIP.

Rovnice popisujici standardni kFivky dvojic primerd pouzitych v metodé

Oznaceni primeru

Rovnice popisujici standardni kfivky

hPU.1 (-17,5kb)

y = -3,8146x + 46,954

hPU.1 (-17,2kb)

y=-3,1112x + 44,763

hPU.1 (-16,6kb)

=-3,1672x + 43,418

hPU.1 (-15,62kb)

y =-3,0448x + 42,101

hPU.1 (-15,28kb)

y =-3,3268x + 43,899

hPU.1 (-14,36kb)

y = -3,4276x + 44,034

hPU.1 (-13,7kb)

y =-3,5392x + 30,999

hPU.1 (-13,4kb)

y = -3,6099x + 46,113

hPU.1 (-13,3kb)

y =-4,0701x + 45,487

hPU.1 (-12,47kb)

y = -3,3102x + 41,628

hPU.1 (-11,0kb)

y =-3,3017x + 43,927

hPU.1 (-9,7kb)

=-2,7164x + 40,839

hPU.1 (-0,15kb)

y =-4,2788x + 46,984

mH19(-2,2kb)

y=-3,7261x + 41,716

mH19(-2,6kb)

y =-3,8635x + 41,888

mH19(-3,1kb)

=-3,349x + 39,320

mH19(-3,7kb)

y =-3,5516x + 40,591

Tabulka 8. Rovnice popisujici standardni krivky dvojic primer( pouZitych

v metodé ChlP. Dvojice primer( je oznacena cCislem vyjadrujicim lokalizaci useku

namnozenych PCR vztazenou k mistu pocatku transkripce genu SPI/1 anebo genu

H19 (v kb).
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Primery na PCR ke studiu DNA metylace v genové oblasti SPI1.

Oznaceni primeru Sekvence primeru

GGTTAGTAGGGATAAGGGTGTG
TCAAAACCCCTCAAACCTATAC
AAATTAGGAGAAGTGAAGTGGTTG
CCATCTATCCCAACTCAAATCTATA

hPU.1 (-11kb)-F conv.

hPU.1 (-11kb)-R conv.

hPU.1 (-14,4kb)-F3 conv.
hPU.1 (-14,4kb)-R3 conv.

hPU.1 (-15,6kb)-F conv. GTGGGAGGAGTAGGTTTATGTT

CCTCCCCTTCTTACAATATCAAC

hPU.1 (-15,6kb)-R3 conv.

Tabulka 9. Primery pouZité v metodé bisulfitové sekvenovani testujici stav
metylace DNA v predikovanych vazebnych mistech pro CTCF. Design primerU pro
studium metylace DNA jsem provadéla ve volné dostupném programu Methyl
Primer Express Software Version 1.0. Primery jsou navrhovany na bisulfitem
konvertovanou DNA. Plsobeni bisulfitu zplGsobuje, Ze vsSechny nemetylované
cytosiny jsou preménény na uracily. Proto primery komplementarni ktémto
cytosinlim obsahuji thyminy. V kazdé dvojici primer( pokryvajicich urcitou oblast

(jeji lokalizace je uvedena v zavorce a je vztazena k mistu pocatku transkripce genu

SPI1) je jeden oznacen jako F (forwrad, vpred) a druhy jako R (reverse, zpét).

Protilatky

Primarni protilatky

Oznaceni protilatky Klon |Vyrobce Kat. Cislo Pouziti
Anti-Smarca5 Chemicon MAB3644 IF
Anti-hSNF2H rabbit polyc. EMD Millipore 07-624 Co-IP, WB
Anti-SNF2H rabbit polyc. Abcam ab3749 Chip
Anti-CTCF rabbit polyc. Abcam ab 10571 Co-IP,ChIP
Anti-Ctcf rabbit polyc. H-280 | Santa Cruz Biotech. |sc-28189 IF
Anti-Ctcf rabbit polyc. EMD Millipore 07-729 WB
Anti-PU.1 rabbit polyc. T-21 |Santa Cruz Biotech. |sc-352 WB
Anti-RAD21 rabbit polyc. Abcam ab992 Chip
Anti-SMC1 rabbit polyc. Abcam ab9262 Chip
Normal rabbit 1gG Calbiochem NIO1 Co-IP, ChIP
Anti-Actin —HRP con]. [-19 | Santa Cruz Biotech. |sc-1616HRP |WB

PE- anti- human-CD34 581 BD Biosciences CAT343506 FACS

Tabulka 10. Seznam poutzitych primarnich protilatek.
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Sekundarni protilatky

Oznaceni protilatky Klon | Vyrobce Kat. ¢islo | Pouziti
Anti-Rabbit IgG-HRP conj. Jackson Immu.Lab. | 80919 WB
Normal Rabbit IgG EMD Biosciences NIO1 Chip
F(ab')2-Goat anti-Mouse IgG (H+L) .

polyc. Alexa Fluor® 594 konj. LifeTech A-11020 ) IF
F(ab')2-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) .

polyc. Alexa Fluor® 488 konj. LifeTech A-L1070 ) IF

Tabulka 11. Seznam pouzitych sekundarnich protilatek.

Chemikalie, enzymy a standardy molekulovych hmotnosti

Chemikalie Vyrobce Kat.cCislo
Agarose | Amresco 071046
Albumin, from bovine serum (BSA) Sigma-Aldrich A2153
Azacitidinum/Vidaza Celgene Europe, Ltd. (z 1ékarny)
Biocoll Separating Solution Biochrom AG L615
BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo Life Technologies 13750062
Bradford Reagent Amresco E530
Deoxycholic acid, sodium salt Amresco 0613
Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH A994.2
DL-Dithiothreitol (DTT) Amresco 0281
Doxycycline hyclate Sigma Aldrich D9891
dNTPs Mix (nukleotidy) Takara Bio 4030
EDTA Riedel-deHaén 27270
EGTA Amresco 0732
Ethidium bromid Amresco 1239-45-8
Ethanol 99% p.a. Petr Svec — Penta 02862 1
Fast SYBR Green master Mix Life Technologies 4385612
Fenol Sigma P4557
Formaldehyde 37% solution Electron Micro. Scienc. 15680
G-CSF (Neupogen) Amgen (z I1ékdrny)
Glycine Amresco 0167
Glycerol Amresco 0854
HEPES Amresco 0485
Chlorid amonny Petr Luke$ ES 235-186-4
Chloroform p.a. Petr Svec — Penta 25692 1
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich 18896
Isopropylalkohol p.a. Petr Svec — Penta 593001
Kyselina octova 99% p.a. Petr Svec — Penta 457311
LA PCR Buffer Il (Mg2+plus) (10x) Takara Bio (samostatné

neproddvan)

Linear acrylamide Life Technologies AM9520
Lipofectamine 2000 Transfection reagent Life Technologies 11668-027
MassRuler™DNA Ladder, Low range Fermentas SM0383
6x MassRuler™Loading Dye solution Fermentas R0621
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Chemikalie Vyrobce Kat.cislo
Methanol HPLC Carl Roth GmbH P717.1
Nuclease eliminator Amresco E891
Formaldehyd

Ponceau S Sigma-Aldrich P3504
Precision Protein Dual Color Standards  BIO-RAD 161-0374
Propidium jodid Sigma-Aldrich P4170
Protease Inhibitor Cocktail (P8340) Sigma-Aldrich P8340
Protein-A-agarose Sigma-Aldrich P7786
Protein-G-Agarose Sigma-Aldrich P4691
Proteinase K Sigma-Aldrich P4850
Ribonuclease A Sigma-Aldrich R4642
RiboZol Amresco N580
siRNA ON-TARGETplus Non-targeting Pool Dharmacon D-001810-10
siRNA Mouse Ctcf (13018)ON-TARGETplus Dharmacon L-044693-01
siRNA hSMARCA5 Ambion s16082
siRNA negative control #1 Life Technologies AM4611
Sodium dodecyl sulfate Amresco M107
Sodium chloride Amresco 0241
TaKaRa LA Taq™ Hot Start Version Takara Bio RRO42A
JumpStart™ Taq DNA Polymerase Sigma Aldrich D9307
TagMan Universal master Mix Il Life Technologies 4427788
Tris-Hcl Ultrapure grade Amresco 0234
Triton X-100 Amresco 0694
Tween 20 Amresco 077
Vectashield Mounting Medium Vector Lab. H-1200
Roztoky, pufry

Komercné dodavané pufry Vyrobce Kat.cCislo
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) Life Technologies NP0O0O07
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Life Technologies NP00O1
PBS — Dulbecco (10x) Biochrom AG L1835

Pufry a roztoky vlastni vyroby SloZeni (konecna koncentrace)

RIPA lyzacni pufr (WB, Co-IP) 50 mM Tris-Hcl; pH 8,0; 137 mM NaCl; 1%
Igepal CA-630; 0,5% Deoxycholic acid sodiumsalt;
0,1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail(fedéni
1:1000)

11% formaldehydovy roztok (ChIP) 11% formaldehyd; 0,1M NaCl; EDTA(pH 8,0);
1mM EDTA; 0,5mM EGTA; 50mM HEPES(pH 8,0)

8,34 g NH,Cl, 0,037 g EDTA, 1,0 g NaCl
rozpusténo v 1 L destilované vody

Lyzacéni pufr erytrocyt(

Pufry a roztoky vlastni vyroby SloZeni (kone¢na koncentrace)
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Lyzacni pufr | (ChIP)

Lyzacni pufr 1l (ChIP)

Lyzacni pufr 11l (ChIP)

Paro’s IP pufr (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr | (ChIP)

Paro’s promyvaci pufr Il (ChIP)

Pufr pro Proteinasu K (ChIP)

MACS pufr

50 mM HEPES-KOH (pH 7,5); 140 mM NaCl;
1mM EDTA; 10% glycerol; 0,5% Igepal CA-
630; 0,25% Triton X-100

1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 mM EGTA (pH 8,0);
10 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 200 mM NaCl

1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 mM EGTA (pH 8,0);
10 mM Tris-Hcl (pH 8,0)

0,02% SDS; 2% Triton X-100; 4 mM EDTA (pH
8,0); 40 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 300 mM NaCl

0,1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM EDTA (pH
8,0); 20 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 50 mM NacCl

0,1% SDS; 1% Triton X-100; 1% EDTA (pH
8,0); 20 mM Tris-Hcl (pH 8,0); 500 mM NaCl
0,5% SDS; 25 mM EDTA (pH 8,0); 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 100 mM NacCl

0,5% albumin z bovinniho séra; 2 mM EDTA
v PBS (pH 7,2)

Média, bunécna a bakterialni kultivace

Médium, kultivacni substrat
DMEM- low glucose

FBS

IMDM

LB Agar

LB Broth, Miller (Luria-Bertani)
NEAA (100x)

Opti-MEM®I
Penicillin-Streptomycin solution
RPMI -1640

S.0.C. Medium

Komeréné dodavané sady

Komeréné dodavana sada
DNeasy Blood and Tissue Kit

ECL Plus Western Blotting Detection System

Komercné dodavana sada
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Sigma-Aldrich D5546

Biochrom AG S0115

Sigma-Aldrich 13390

Sigma-Aldrich L2897

Amresco 1106

Sigma-Aldrich M7145

Invitrogen 31985

Amrecso K952

Sigma-Aldrich R7388

Life Technologies 15544-034
Vyrobce Kat. cislo
Qiagen 69504
GE Healthcare RPN2132
Vyrobce Kat. cCislo



GenElute Plasmid Miniprep Kit

Genelute Plasmid Midiprep Kit

Human B Cell Nucleofector Kit

iBlot Gel Transfer Stacks, PVDF, Mini
iScript cDNA Synthesis Kit

MethylCode Bisulfite Conversion kit
QlAquick Gel Extraction Kit

The Dual-Luciferase Reporter Assay System

Specidlni pristroje a jiné vybaveni

Pristroj

7900HT Fast Real-time PCR System
Amaxa nukleofektor

AutoMACS

BD FACS Aria llu

Bioanalyzer 2100

Biophotometr

CL-XPosure Film (Clear Blue X-ray Film)
Digital sonifier M500

Genetic Analyzer 3500

iBlot Gel Transfer System

Luminometr Glomax 20/20°®
Mastercycler Gradient

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel 1.5mm X 10 well
Spectrophotometer ND-1000

Specidlni pocitacové programy

Program
BiQ Analyzer

FACSDiva software v.6.1
Chromas 2.33

ImageJ

Luminometr Glomax

Methyl Primer Express Software Version 1.0

ProbeFinder Version 2.45

Primer 3 Version 0.4.0.

TIGR MultiExperimentViewer 4.0.01
Vector NTI
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Sigma Aldrich PLN350
Sigma Aldrich PLD140
Lonza VPA-1001
Life Technologies IB4010-02
BIO-RAD 170-8891
Invitrogen MECOV-50
Qiagen 28704
Promega E1910
Vyrobce

Life Technologies

Lonza

Milteny Biotec
BD Biosciences
Agilent Technol.
Eppendorf
Thermo Scientific
Branson

Life Technologies
Life Technologies
Promega
Eppendorf

Life Technologies
NanoDrop Technol.

Vyrobce

Freeware (Max Planck Institut
Informatik)

BD Biosciences
Technelysium Pty Ltd
Freeware

Promega

Applied Biosystems
Roche

Freeware

TM4 Microarray Software
Life Technologies



Metody

Pracovni postup pfi naklddani s modelovymi bunéénymi liniemi a se vzorky

pacientl s MDS, AML a zdravych jedinca.

Buriky bunécnych linii MEL-shSmarca5, K562, Hela a OCI-M2 byly
kultivovany pfi 37°C a 5% atmosféfe CO, v médiu podle doporuceni dodavatele.

Pocet bunék v kulture byl stanovovan jejich spocitanim v Birkerové komarce.

Buriky MEL-shSmarca5 s integrovanou Smarca5 shRNA byly selektovany a
kultivovany v médiu obsahujicim 0,5% puromycin a 2% G418. 24 hodin pfed
zahdjenim aktivace exprese shSmarca5 byly buriky MEL-shSmarca5 promyty 1xPBS a
dale kultivovany v médiu bez puromycinu. Exprese Smarca5 shRNA a s tim spjaty
pokles proteinové hladiny Smarca5 v bunécéné kultufe MEL-shSmarca5 byl navozen
inkubaci bunék v médiu obsahujicim doxycyklin o kone¢né koncentraci 1 pg/mL po
dobu 96 hodin. Buikdm bylo kultivaéni médium s doxycyklinem vyménovano v 24
hodinovych intervalech a bunééna koncentrace byla udriovana na 5x10° bunék/mL.
Ve stejnych intervalech byly buniky odebirdny pro analyzu RNA a proteinové Urovné

Smarcab.

Bunécna kultura OCI-M2 byla ovliviovdna rlstovym faktorem G-CSF o
konecéné koncentraci 50 ng/ml a AZA o konecné koncentraci 5 uM jak bylo popsano
v odborném ¢&lanku Cufik et al. 2012. Cerstvy roztok AZA byl pfipraven rozpu$ténim
25 mg prasku v 10 ml sterilniho1xPBS a ndasledné pridan v pfislusném objemu do 10
ml bunécéné kultury tak, aby jeho vysledna koncentrace v kultufe dosahla hodnoty 5
UM, Rlstovy faktor G-CSF byl ke kulture pfidan vidy 6 hodin pred pfidanim kazdé
davky AZA.

CD34+ buriky pacientl s MDS, AML a zdravého darce byly ziskany z kostni
drené gradientovou centrifugaci pres vrstvu Biocoll a magnetickou separaci na
pristroji AutoMACS pomoci protilatky proti CD34 (klon 581/CD34) a proti CD11b

(klon  M1/70). Kvalita separovanych vzork( byla ovéfena pomoci pratokové
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cytometrie na pfistroji BD FACS Aria Ilu s pouzitim protilatky PE-anti-human-CD34
(klon 581).

Smés myeloidnich bunék byla od darce v kompletni remisi po vyléceni
pfedchoziho lymfomu (s normalné vyzravajicimi myeloidnimi bunkami) ziskana
z periferni krve. Zastoupeni myeloidnich bunék v periferni krvi bylo stanoveno
metodou diferencidlniho krevniho rozpoctu. Periferni krev byla zbavena od

erytrocytl osmotickou lyzou v lyzaénim roztoku obsahujicim amonium chlorid.

Transientni transfekce
Transfekce bunék MEL-shSmarca5 pomoci lipofilniho ¢inidla DMRIE-c

24 hodin pied transfekci bylo na 24 jamkové desti¢ky naseto 5x10*MEL-
shSmarca5 bunék. Bunky byly pfed transfekci promyty 1xPBS a pfeneseny do 250 plL
Cerstvého média bez antibiotik (90% DMEM,10%FBS). V prvnim kroku bylo
inkubovano transfekéni Cinidlo 4uL DMRIE-c se 125uL Opti-MEM (na 1 jamku) po
dobu 30 minut pfi pokojové teploté. V druhém kroku byly pfipraveny tyto

transfekéni smési oligonukleotid(: (pro 1 jamku)
1) 25 nM siRNA CTCF + 25 nM Block IT + 125uL Opti-MEM
2) 25 nM neg. kontrola siRNA+ 25 nM Block IT + 125uL Opti-MEM

Ke kazdé smési bylo pfiddno 125uL roztoku Opti-MEM/DMRIE-c,
pfipraveného v prvnim kroku a celd smés byla inkubovédna 20 minut pfi pokojové
teploté. Pfipravené smési byly smichany se suspenzi MEL-shSmarcaSbunék a po 5
hodinach bylo ptfidano 250 uL DMEM média (40% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin).
Po 24 hodindch se metodou pritokové cytometrie zméfila GFP pozitivita
transfekovanych bunék (ucinnost transfekce byla 80-95%). Po 72 hodinach kultivace
pfi 37°C a 5% atmosfére CO2, byly bunky dale vyuZity pro izolaci mRNA a naslednou
RT-gPCR analyzu (H19 a lIgf2), pro analyzu proteinové urovné (Ctcf) nebo pro
uréeniCtcf na DNA v oblasti ICR genového lokusu H19/Igf2.
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Transfekce bunék HelLa pomoci lipofilniho cinidla Lipofektamin

24 hodin pred transfekci bylo na 24 jamkové desti¢ky naseto 16-18x10*

bunék Hela. Bunécnd konfluence v den transfekce dosahovala 80%. Buriky byly pred
zahdajenim transfekce promyty 1xPBS a pfeneseny do 500 pL ¢erstvého média RPMI-
1640 bez antibiotik. V prvnim kroku bylo inkubovano0,83 pL transfekéniho Cinidla
Lipofektaminu s 50uL Opti-MEM (na 1 jamku) po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.

V druhém krokubyly pfipraveny tyto transfekéni smési: (pro 1 jamku)

1) 0,178 ug plIHLE + 0,25ug pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 plL Opti-MEM

2) 0,25 pg pIHLIE 0,25ug pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 pL Opti-MEM

3) 0,25 pg pIHLME + 0,25ug pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 uLOpti-MEM

4) 0,178 pg pIHLE + 25nM siRNA CTCF + 0,25 pg pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 pL
Opti-MEM

5) 0,25 pg pIHLIE +25nM siRNA CTCF + 0,25 pg pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 uL
Opti-MEM

6) 0,25 pg pIHLME + 25nM siRNA CTCF + 0,25 pug pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50 uL
Opti-MEM

7) 0,178 pug pIHLE + 20 pmol siRNA SMARCA5+ 0,25 pg pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50
pL Opti-MEM

8) 0,25 g pIHLIE + 20 pmol siRNA SMARCA5+ 0,25 g pmaxGFP + 0,2 ug Renila +50
pL Opti-MEM

9) 0,25 pg pIHLME + 20 pmol siRNA SMARCA5+ 0,25 pug pmaxGFP + 0,2 ug Renila
+50 pL Opti-MEM

10) 0,178 pg pIHLE + 25nM negativni kontrola siRNA + 0,25 ug pmaxGFP + 0,2 ug
Renila +50 puL Opti-MEM
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11) 0,25 pg plHLIE + 25nM negativni kontrola siRNA + 0,25 pug pmaxGFP + 0,2 ug
Renila +50 uL Opti-MEM

12) 0,25 pg pIHLME + 25nM negativni kontrola siRNA + 0,25 ug pmaxGFP + 0,2 ug
Renila +50 uL Opti-MEM

Ke kazdé smési bylo pridano 50 uplL roztoku Opti-MEM/Lipofektaminu,
pfipraveného v prvnim kroku a celkova smés byla inkubovdna 20 minut pfi pokojové
teploté. Pfipravené smési byly pridany k Hela burnikdam (v duplikdtech) a po 6
hodinach  bylo pfidano 500 pupL RPMI-1640 média(20% FBS, 1%
Penicillin/Streptomycin). Po 24 hodinach byla metodou prutokové cytometrie
zmérena GFP pozitivita transfekovanych bunék (ucinnost transfekce byla 75-95%).
Po 72 hodindach kultivace pfi 37°C a 5% atmosfére CO2, byly bunky dale vyuzZity pro

stanoveni luciferazové aktivity.
Transfekce bunék OCI-M2 pomoci nukleofektoru AMAXA

Lidkd bunécna linie OCI-M2 byla elektroporovana lidskym B-bunéénym
nukleofekénim kitem (Human B-cells nucleofection kit) za pouziti nukleofektoru
AMAXA. 24 hodin pred transfekci byly bunky kultivovany v médiu bez antibiotik
(80% IMDM, 20% FBS). Pfed zahdjenim transfekce byly bufiky promyty 1xPBS. 2 x10°
OCI-M2 bunék bylo smichano s nukleofekénim roztokem a transfekovano
oligonukleotidem 20 pmolsiRNA SMARCA5 nebo 0,5 pg plasmidem pCTCF nebo 20
pmol negativni kontrolou siRNA nebo 0,5 pg kontrolniho plasmidu pBSK+. Plasmid
pmaxGFP byl kotransfekovdn pro uréeni a naslednou separaci transfekovanych
bunék. Pro transfekci byl pouZit program Y001l. lhned po nukleofekci byly burky
pfeneseny do predehratého kultivacniho media (37°C) a inkubovany pfi 37°C a 5%
atmosféfe CO2. Po 72 hodinach byly burky s pozitivnim signdlem GFP byly
odseparovany na pratokovém cytometru BD FACS Aria llu a vyuzity pro izolaci

proteinového lyzatu a naslednou analyzu proteinové Urovné v burikach OCI-M2.
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Izolace RNA a ptepis do cDNA

Z bunééné kultury bylo odebrano 2x10°-1x10° bunék do 1,5 ml centrifugaéni
zkumavky a bunky byly centrifugovany pfi pokojové teploté5 minut na 2200
otac./min. Peleta bunék byla resuspendovana v 700 pl PBS a opét centrifugovana pfi
pokojové teploté 5 minut na 2200 otac./min. Peleta bunék byla lyzovana v 400 pl
RiboZolu a ponechdna 10 minut na pokojové teploté. K bunéénému lyzatu byl
pfidan 1 pl linedrni akrylamid a 100 ul pfedchlazeného chloroformu, smés byla
promichana na michacce vortex po dobu 15 sekund a centrifugovdna pfi pokojové
teploté 7 minut na 11000 otdé./min. Po centrifugaci byla horni vodnd faze
pfenesena do nové 1,5 ml centrifugacni zkumavky, spojena s chloroformem v
objemu 1:1 a promichdna a centrifugovana stejné jako v predchozim kroku. Svrchni
vodna faze byla prenesena do nové 1,5 ml zkumavky a byl k ni pfidan
isopropylalkohol v objemu 1:1. RNA byla uchovana v isopropylalkoholu pres noc pfi
teploté-20°C. Druhy den byla vyprecipitovana RNA centrifugovana pti 4°C 40 minut
nal4 000 otac./min. RNA peleta byla promyta 500 pl 75% ethanolu, centrifugovana
pti 4°C 10 minut pfi maximalnich otackdch a ndsledné zbavena zbytk( ethanolu
(jeho odparenim) a rozpusténa ve 30 pl destilované vody. Kvalita (integrita) RNA
byla ovéfena na pfistroji Bioanalyzer 2100 podle navodu udavaného vyrobcem.
Koncentrace a Cistota RNA byla stanovena na pfistroji Spectrophotometer ND-1000,
tak aby pomér absorbanci A260/A280 byl v rozmezi 1,8-2,0. Z RNA izolované z
bunéénych linii MEL-shSmarca5 a OCI-M2 byl odebran 1 pg do 20 pL celkového
objemu jedné reakce na prepis do cDNA pomoci iScript cDNA Synthesis Kit. Reverzni
transkripce probéhla na pftistroji Mastercycler Gradient v téchto krocich: 1) T=25°C,
5 minut; 2) T=42°C, 30 minut; 3) T=85°C, 5 minut; 4) T=4°C, 5 minut. Pfepsana cDNA
byla nafedéna vodou do konec¢ného objemu 50 ul a uchovana na -20°C k dalSimu

poutziti.
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Kvantitativni PCR v redlném Case (RT-qPCR) a vyhodnoceni mRNA exprese

Pro RT-gPCR reakci byly oddélené pripraveny dvé reakéni smési: cDNA-
smeés prokazdy jednotlivy vzorek a primer-smés pro kazdy jednotlivy gen, jehoz
exprese byla studovdna. Nasledné byly tyto reakéni smési postupné napipetovany
na desticku o 384 jamkach tak, aby do kazdé jamky byla napipetovdna kombinace z
jedné cDNA smési (4 ul) a z jedné primer smési (4 ul). Celkovy objem PCR reakce na
jednu jamku byl 8 ul. Kazda PCR reakce (unikatni kombinace cDNA-smési a primer-

smési) byla v dané experimentu napipetovdna jako duplikat.

SloZeni PCR reakce s hydrolyzacnimi sondami (pro jednu jamku):

1) cDNA smés: TagMan Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,5 ul; cDNA 0,5 pl

2) primer smés: TagMan Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,7 ul; primer 0,2

ul;hydrolyzaéni sonda Roche 0,1 pl

RT-gPCR probéhla na pfistroji 7900HT Fast Real-time PCR System. Pfistroj

Cetl fluorescencnisignal ve fazi polymerizace i pti nasedani primerdna templat.

Pro RT-qPCR reakci (TagMan) jsme pouZili nasledujici program: Poc¢atecni

denaturace; 40 cykld (T=95°C, 15 sekund; T=60°C; 1 minuta).

Hodnoceni RT-gPCR bylo provedeno nasledujicim zplsobem: Cr hodnoty
(hodnota PCR cyklu, kdy amplifikaéni krivka prekro¢i prahovou hodnotu
fluorescenéniho signalu umisténou do fdze exponencidlniho rdstu kopii PCR
produktu) pro specificky PCR produkt/gen (Crspec) byly odeéteny od C; hodnotpro
pfislusny normalizacni gen (Crnorm). Relativni hodnota exprese mRNA byla
vypocltena jako primér hodnot (Crnorm-Cispec)v duplikdtu pro kazdy vzorek s
uréenim standardni chyby méreni. Hodnoty byly vyneseny do grafli a statisticky
analyzovany. Pro analyzu byl pouzit také Studentlv t-test. Tepelnd mapa
znazornujici zmény genové exprese byly vytvoreny v programu TIGR

MultiExperimentViewer 4.0.01.
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Pfenos proteinu a inkubace s protilatkou (Western Blott)

Z bunééné kultury byly odebrany 3x10° bunék do 1,5 ml centrifugaéni
zkumavky acentrifugovany pfi pokojové teploté 5 minut na 2200 otac./min. Peleta
bunék byla promyta v 500 ul PBS a opét centrifugovdna pfi pokojové teploté 5
minut na 2200 otac./min. Peleta bunék byla lyzovana ve 200 pl RIPA lyzaénim pufru
na ledu po dobu 10 minut. V ¢ase 5 a 10 minut lyzace byl lyzat promichan 10 vtefin
na michacce vortex. Lyzat byl ddle sonikovan na pfistroji Digital sonifier M500
umisténém v mistnosti s teplotou 4-6°C. Celad sonikacni procedura zahrnovala 3
cykly po 1 sekundé sonikace se dvéma pétisekundovymi prestavkami. Amplituda
sonikacniho ostnu byla 50%. Ihned po skonceni sonikace byl lyzat umistén na 10
minut na led. Pomoci Bradford Reagent byla stanovena proteinova absorbance
v bunécném lyzatu. Jako normalizacni kontrola byla pouZita smés 1 ul RIPA
lyzacniho pufru + 99 pl Bradfordu, vzorek byl méren ve slozeni 1 pl lyzatu + 99 pl
Bradfordu. Absorbance byla méfena v 8,5 mm kyvetach na pfistroji Biophotometr.
Pomoci kalibraéni kfivky sestrojené na zakladé redici fady BSA byla vypocitana
koncentrace proteind ve vzorcich. RIPA lyzat v objemu odpovidajicimu 20 ng
proteinu byl pfidan k 6 pul NuUPAGE LDS Sample Buffer (4x), 2 ul denaturaéniho
Cinidla DTT a doplnén do 24 pl pomoci NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (1x).
Protein byl denaturovan pfi 70°C po dobu 10 minut a nasledné nanesen na NuPAGE
10% Bis-Tris Gel uloZeny v elektroforetické aparatufe naplnéné vychlazenym
NuPAGE MOPS SDS Running Bufferem. Nanesené vzorky byly analyzovany
elektroforeticky (150 V, 125 mA, 90 minut). Gel byl vyndan z pouzdra aumistén do
aparatury predem pripravenych elektrod iBlot Gel Transfer Stacks a prekryt
membranou z materialu PVDF. Aparatura byla umisténa v pfenosovém pfistroji iBlot
Gel TransferSystem. Pfenos probéhl podle programu P2 suchym zplsobem 7 minut.
Membrana s prenesenymi proteiny byla pfed inkubaci s primarni protilatkou
blokovana 60 minut v 7,5% odtu¢néném mléku v PBS s pfidavkem 0,1% Tween 20.
Protilatky pro inkubaci s membranou byly nafedény v roztoku 7,5% odtucnéného
mléka v 1xPBS s pfidavkem 0,1% Tween 20 v nasledujicim rfedéni: Anti- CTCF rabbit
polyk. (1:5000), Anti-SNF2H rabbit polyk. (1:500), Anti-PU.1 rabbit polyk. [T-21]
(1:600), Anti-Actin —HRP konj. [I-19] (fedéna 1:2000; kontrola naneseni stejného
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mnoZstvi proteinu). Inkubace membrany s primarni protilatkou probéhla pres noc
pfi 4°C na vykyvné ploSiné a pokracovala 45 minut na téze plosiné pfi pokojové
teploté. Po inkubaci byla membrdna promyta 3x20 minut v nadbytku 1xPBS + 0,1%
Tween 20. Inkubace se sekundarni protilatkou Anti-Rabbit IgG konjugovanou s HRP
(Fedéna 1:4000) probéhla 60 minut na vykyvné plosiné pfi pokojové teploté. Po
inkubaci byla membrana promyta 3x20 minut v nadbytku PBS + 0,1% Tween 20. Po
promyti byla membrana inkubovana s roztokem luminolu podle navodu vyrobce ECL
Plus Western Blotting Detection System. Specifické proteinové prouzky CTCF,
SMARCAS a SPI1 byly v rliznych expozi¢nich dobach zobrazeny na filmy CL-XPosure

Film.

Ko-imunoprecipitace

Zbunééné kultury MEL a K562 byly odebrany 3x10° bunék do 1,5 ml
centrifugacni zkumavky a centrifugovany pti pokojové teploté 5 minut na 2200
otac./min. Proteinovy lyzat bunéénych kultur byl pfipraven standardnim postupem,
ktery je popsan v metodé ,Prenos proteinu a inkubace s protildtkou”. DalSim
krokem byla pfiprava A agardzovych kuli¢ek s navazujici pfipravou proteinového

lyzatu.

Pfiprava A agardzovych kulicek: 10 pl A agarézovych kulicek bylo promyto
v 50 pl Paro’s IP pufru, centrifugovano pfi 10°C 2500 otac./min po dobu 5minut,

promyvaci roztok byl odstranén a kulicky byly rozpustény v 10 ul Paro’s IP pufru.

Pfiprava proteinového lyzatu: 600 pg proteinovému lyzatu a tomu adekvatni
objem negativniho kontrolniho lyzatu (samotny RIPA pufr) bylo inkubovéno s 5 ul
nespecifické kontrolni protildtky 1gG na ledové lazni po dobu 1 hodiny.
K bunéénému lyzatu a kontrolnimu lyzatu bylo pfiddano 10 upl pfipravenych A
agardzovych kulicek a vzorky byly inkubovany 25 minut pfi 4°C za stalého kyvani.
Nasledné byly vzorky centrifugovany pfi 4°C 14 000 otaé./min po dobu 10 minut.
Roztok lyzatu nad A agardzovymi kulickami byl odebran do Cisté zkumavky a byl

pouZit pro imunoprecipitaci se specifickou protilatkou.
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Imunoprecipitace se specifickou protilatkou: Proteinové a kontrolni lyzaty
byly inkubovany s 3,3 ul protildtky Anti-CTCF, 5 ul Anti-Smarca5 a nebo s5 pl
nespecifické kontrolni protilatky 1gG pti 4°C po dobu 3 hodin za stalého kyvani.
Nasledné bylo ke kazdému vzorku pfidano 10 pl pripravenych A agardzovych kuli¢ek
a vzorky byly inkubovanypfi 4°C pfes noc za stalého kyvani. A agarézové kulicky byly
separovany centrifugacipti 4°C 6000 otac./min po dobu 6 minut a nasledné byly
trikrat promyty 200 pl Paro’s promyvacim pufrem I. Po poslednim promyti bylo k A
agardozovym kulickdm priddno 20 pl RIPA pufru, 6 ul NuPAGE LDS Sample Buffer
(4x), 2 pl denaturacniho Cinidla DTT a vzorky byly denaturovany pfi 95°C po dobu 5
minut. Po denaturaci byly vzorky centrifugovany pfi 4°C 14 000 otac./min po dobu
10 minut. lhned po centrifugaci byly vzorky naneseny na NUPAGE 10% Bis-Tris Gel a

bylo pokratovano metodou Pfenos proteinu a inkubace s protilatkou®.

Membrdna se vzorky, u nichZz byla pti imunoprecipitaci pouzita protildtka
Anti-Ctcf a kontrolni protilatka IgG, byla inkubovdna s protilatkou Anti-Smarca5.
Membrdna se vzorky, u nichZ byla pfi imunoprecipitaci pouZita protilatka Anti-

Smarca5 a kontrolni protildtka IgG, byla inkubovdna s protilatkou Anti-Ctcf.

Chromatinova imunoprecipitace (ChlIP)

Z buné¢né kultury bylo odebrano 5x10° bunék a zpracovéno zplsobem
popsanym v odborné literature (Burda et al., 2009). Pti imunoprecipitaci (IP) byly
pouzity protilatky Anti-SMARCAS (3 pg na jeden vzorek IP), Anti-CTCF(2 pg na jeden
vzorek IP), Anti-RAD21 (2 pg na jeden vzorek IP), Anti-SMC1 (2 pg na jeden vzorek
IP) a kontrolni protilatka Normal Rabbit 1gG (5 pl na jeden vzorek IP). DNA
z imunoprecipitatd byla zmérena pomoci RT-qPCR v Usecich: 1) -2,2 az -3,7 kb pred
transkripénim pocatkem genu H19 (sledovany Usek odpovida oblasti ICR genového
lokusu H19/Igf2) 2) -17,5 ai -0,15 kb pred transkripénim pocatkem genu SPI1.
Sledovany uUsek odpovidd popsanym regula¢nim oblastem URE (-17,5 ; -16,6; -15,9
kb), enhanceru -14 kb a promotoru -0,15 kb; dalsi sledované evolu¢né

konzervované oblasti jsou potencidlnimi vazebnymi misty pro CTCF (-15,6; -15,3 a -

81



13,7 az -9,7 kb). Evolu¢né konzervované uUseky a amplikony pro PCR jsou graficky
shrnuty v programu VISTA (Obrazek 9A). Primery pouzité v PCR a standardni kfivky
pro PCR reakce s témito primery jsou uvedeny vySe (Tabulka 6,7 a Tabulka 8). Pro

PCR jsme poutzili chemii s kyaninovym barvivem SYBR Green.

SloZeni PCR reakce s barvivem SYBR Green (pro jednu jamku):

1) cDNA smés: Fast SYBR Green master Mix 2 pl; voda 1,5 pl; cDNA 0,5 pl

2) primer smés: Fast SYBR Green master Mix 2 ul; voda 1,7 pl; primer 0,3 pl

PCR probéhla na pfistroji 7900HT Fast Real-time PCR System. Ptistroj méfil

fluorescencni signal na konci faze prodlouzeni (elongace).

Pro PCR reakci s chemii SYBR Green jsme poutZili nasledujici program:
Pocatecni denaturace; 40 cykld (T=95°C, 10 sekund; T=60°C, 20 sekund; T=72°C; 30

sekund).

Pfitomnost epigenetickych faktordG CTCF, SMARCA5, RAD21, SMC1l v
chromatinu (,,procento inputu®) je definovana jako pocet kopii specifického Useku
DNA v kazdém imunoprecipitatu vztazena k poctu kopii téhoz Useku v inputu
pouZzitém pro imunoprecipitaci v definovaném fredéni. V experimentech sledujici
ICR genového lokusu H19/Igf2 bylo pro input pouzito fedéni 1:100 (1% input DNA)
a v genové oblasti SPI1 bylo pro input pouZito fedéni 2:100 (2% input DNA). Od
hodnot ,,nabohaceni” (procenta inputu) ziskanych imunoprecipitaci se specifickou
protilatkou byla odectena hodnota ,nabohaceni” (procenta inputu) pro kontrolni,

nespecifickou protilatku.

Stanoveni luciferdzové aktivity (exprese reportérového genu)

Z transfekovanych bunék Hela byl pomoci aktivni lyzy pfipraven
proteinovy lyzat podle pokynd komeréniho kitu The Dual-Luciferase Reporter Assay

System. Pred zahdjenim lyzovani bunék byly do lyza¢niho pufru pridany inhibitory
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proteadz (fedéni 1:1000). Aktivni lyza bunék byla provedena rychlym manudlnim
seSkrabanim bunék ze dna kultivacni desti¢ky, opakovanym pipetovanim bunécné
suspenze a dvéma cykly zmrazeni bunécné suspenze. V pfislusném vzorku bylo
provedeno méreni svétluskové a renilové luciferazové aktivity podle pokyn(
pouzitého kitu na luminometru Glomax 20/20®. Méreni svétluskové a renilové
luciferazové aktivity bylo provadéno v oddélenych 1,5 mL zkumavkach a pro kazdé

méreni bylo pouZzito 10ul vzorku.

Pouzity program pro méreni svétluskové luciferazy: Objem injektoru: 50ul;

pauza mezi injekci a mérenim: 2 sekundy; méreni: 10 sekund

PouZity program pro meéreni renilové luciferdzy: Objem injektoru: 50ul;

pauza mezi injekci a mérenim: 1 sekunda; méreni: 2 sekundy

Luminometr urcuje intenzitu emitovaného svétla, ktera je prfimo Uumérnd
koncentraci luciferazy. Pro odecteni svételného pozadi byl pouZit vzorek
s netransfekovanymi bunikami Hela. Hodnoceni relativni luciferazové aktivity bylo
provedeno nasledujicim zplsobem: intenzita emitovaného svétla produkovana
svétluskovou luciferdzou byla vztazena na hodnotu intenzity emitovaného svétla
produkovaného renilovou luciferdzou v pfislusSném vzorku. Hodnota luciferdzové
aktivity byla vypoctena jako primér hodnot duplikatu pfislusné transfekéni smési s
uréenim standardni chyby méreni. Nasledné byla priimérnd hodnota luciferazové
aktivity normalizovana na kontrolni vektor pIHLE nebo pfislusny ,reportérovy” vektor
kotransfekovany s negativni kontrolou pro siRNA, jejichz hodnoty byly nastaveny

rovno jedné.

Analyza metylace DNA

Z bunécné linie OCI-M2, CD34+ progenitorovych bunék ziskanych od
pacientd s MDS a AMLa zdravych darcd byla pomoci komeréniho kitu DNEasy Blood
and Tissue Kit izolovana genomicka DNA. Podle navodu komeréniho kitu

MethylCode Bisulfite Conversion Kit byla genomicka DNA (250 ng DNA rozpusténych
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ve 20 pl vody v jedné reakci) upravena bisulfitickou konverzi, pfi niz dochazi k
deaminaci nemetylovanych cytosini a jejich pfeméné na uracily bisulfitem sodnym.
Specifické sekvence DNA pokryvajici tfi CpG ostrivky v predikovanych vazebnych
mistech pro protein CTCF o velikosti 493 bp, 617 bp a 354 bp byly namnozeny
pomoci PCR.

SloZeni PCR reakce: DNA 4 pl; 10x PCR Buffer 2 ul; dNTPs 2 pl; 1 ul 5,0%
DMSO; 8 pl betainu 2,5 M; 1,2 pl 20 mM smés primer(i:1)hPU.1(-11kb)-F conv.
ahPU.1(-11kb)-R conv. 2)hPU.1(-14,4kb)-F3 conv. a hPU.1(-14,4kb)-R3 conv.
3)hPU.1(-15,6kb)-F conv. a hPU.1(-15,6kb)-R3 conv.; 0,4 ul polymerazy JumpStart
Taq DNA Pol; 1,4 pl H20.

Pro PCR reakci jsme vytvofili nasledujici program: 1) T=95°C, 3 minuty; 2) 6
cykll - (T=94°C, 30 sekund; T=60°C, 50 sekund (touchdown o 1°C); T=72°C, 1:30
minuty) 3) 34 cykll - (T=94°C, 30 sekund; T=54°C, 50 sekund; T=72°C, 1:30 minuty);
4) T=72°C, 10 minut.

Namnozené PCR produkty byly velikostné ovéreny pomoci DNA
elektroforézy na 1,5% agarosovém gelu. DNA byla izolovana z gelu pomoci QlAquick
Gel Extraction Kit dle ndvodu vyrobce. Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena na
pristroji Spectrophotometer ND-1000. 200 ng DNA bylo ligovdano do 1 ul vektoru
pCR#2.1-TOPO- podle navodu vyrobce. Ligace probéhla pfi 25°C 1 hodinu. Nasledné
doslo k transformaci do bakterii One Shot TOP 10 (pouZzita byla cela liga¢ni smés v
objemu 6 pl). Bakterie zlstaly stat 30 minut na ledu, probéhl tepelny Sok 42°C 30
sekund, bakterie byly opét umistény na 5 minut na led a nasledné byly inkubovany
ve 250 pl SOC média 2 hodiny pfi 37 °C ve tfepacce pti 180 otackach/minutu.
Bakterie byly vysety na agarové plotny napusténé ampicilinem (1:1000) aX-Gal (40
ul na plotnu). Plotny byly inkubovany pres noc pfi 37°C. V priméru 15 bile
zbarvenych kolonii bylo pfepichnuto Spickami o objemu 10 ul na novou plotnu a
zbytek bakterie ze Spicky byl ponofen do PCR reakce na ovéreni spravnosti
klonovaného uUseku DNA (373bp, 861bp, 598bp). Z pozitivhich PCR-ovéfenych
kolonii byla izolovana DNA pomoci kitu GenElute Plasmid Miniprep Kit dle ndvodu

vyrobce. 450 ng DNA rozpusténé v 6,4 ul vody byla nasledné pomoci 1,6 ul
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komeréniho primeru M13 (-20) forward (nachazi se ve vektorové ¢asti plasmidu)
osekvenovana na pfistroji Genetic Analyzer3500. Ovérfeni sekvence a vypocitani
procenta metylovanych CpG ostrivklina DNA probéhlo pomoci programu BiQ

Analyzer.

Imunofluoresce¢ni mikroskopie

Bunécnd linie MEL-shSmarca5 byla fixovdna na podloinim skle v 3,5%
formaldehydu (fedéno roztokem 1xPBS) pti pokojové teploté 15-20 minut a ddle
zpracovana zpusobem popsanym v odborné literature (Vargova et al., 2009). Pro
imunologické znaceni byly pouzity primarni protilatky Anti-Ctcf krali¢i polyklondlni
(Fedéno 1:500 v 1% BSA-PBS) a Anti-Smarca5 krali¢i polyklonalni (fedéno 1:200 v 1%
BSA-PBS). Primarni protilatky byly sledovany pomoci sekundarnich protilatek Alexa
Fluor 488 (fedéno 1:300 v 2% BSA-PBS) nebo Alexa Fluor 594 (fedéno 1:300 v 2%
BSA-PBS). Montovaci médium (Vectashield Mounting Medium) obsahujici 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) bylo pouZito pro barveni heterochromatinu.
Obrazky byly pofizeny pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie na
pfistroji Leica TCS SP2 se systémem AOBS pfi olejové imerzi 63x objektivu N.A. 1.4.
Hodnoceni profilovych intenzit fluorescence a stanoveni obsahu heterochromatinu

byly provedeny pomoci softwaru ImagelJ 1,38x.
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4. VYSLEDKY

4.1 Vazba Ctcf do oblasti ICR je v leukemickych bunkach fizena

chromatin remodela¢nim faktorem Smarca5.

Transkripcni faktor Ctcf je zapojen v fizeni exprese mnoha genG dUlezitych
pro vyzravani krevnich bunék, avsak jeho potencialné patologicky vliv na expresi
téchto gen( pfi vzniku leukémie neni prozatim znam a pfitom u 50% pripad( AML a
také u CML byla pozorovédna aberantni exprese cilovych genli CTCF: H19 a IGF2
(Randhawa et al., 1998; Wu et al., 1997). V normalnich somatickych burikdch jsou
geny H19 a Igf2 imprintované, tedy exprimované vidy jen zjedné alely zatimco
exprese druhé alely je epigeneticky blokovana. U AML a CML byl detekovan
defektné probihajici imprinting, exprese Igf2 probiha na obou alelach (= bialelicka
genova exprese) a bunééna koncentrace Igf2 je zvySena. U leukemickych bunék
pacienti sCML je ztrdta imprintingu spojovdna s progresi onemocnéni
(akcelerovanou fazi a blastickou krizi) (Randhawa et al., 1998). Pticemz nékolik praci
ukazuje, Ze ztrata imprintingu neni zavisla na metylaci DNA v oblasti ICR (Randhawa
et al., 1998; Wu et al., 1997). Na bunécném modelu lidské erytroleukémie (bunécéna
linie K562) bylo ukdzano, Ze zvySeni hladiny CTCF Fidi diferenciaci leukemickych
bunék do erytroidni krevni fady (Torrano et al., 2005). Pti zahajeni vyzkumu na téma
vlivu CTCF u lidskych leukémii jsme si poloZili otdzku, zda se Ctcf vaZze do oblasti ICR
a zda Ctcf ridi expresi cilovovych genl H19/Igf2 v leukemickych burkach. Pro
studium jsme si vybrali buiiky mysi erytroleukémie (MEL), jejichZ vyzravani do
erytroidni krevni fady je zablokované. Zjistili jsme, Ze bunky MEL produkuji mRNA
genl H19 a Igf2, pficemz mnozstvi mRNA Igf2 je 1000 krat mensi nez mRNA H19
(Obrazek 15). Tato data ukazuji, Ze exprese H19 a Igf2 v pouzitych leukemickych
burikach je rozdilna a to v takovém poméru, ktery je v souladu s dfive publikovanou

praci (Venkatraman et al., 2013).

Uvedené vysledky nas vedly k dalsi analyze, kterou jsme chtéli potvrdit vazbu
Ctcf na ICR H19/1gf2 v leukemickych burikach. Vazbu Ctcf jsme testovali pomoci

metody chromatinové imunoprecipitace (ChIP). Tato technika je pouZivana pro
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studium interakce proteini a DNA v Zivych burikdch. Jejim cilem je urcit vazbu
specifického transkripéniho faktoru nebo jiného proteinu na specifické genomické
DNA. Momentalni stav chromatinu, DNA a sni spojené proteiny, jsme v Zivych
bunikach konzervovali pusobenim roztoku 1% formaldehydu. Nasledné jsme
konzervovany chromatin Stépili na kratké fragmenty DNA pomoci sonikacnich pulzU.
DNA spojenou se specifickym transkripénim faktorem jsme z celkového bunécného
lyzatu izolovali pomoci imunoprecipitace se specifickou protildtkou proti
studovanému proteinu. DNA s navazanym specifickym proteinem jsme purifikovali a
analyzovali pomoci PCR s primery sledujicimi urcitou sekvenci DNA. Nabohaceni
specifické sekvence DNA pfi PCR predstavuje oblasti genomu, kde se vyskytuje
specificky transkrip¢ni faktor v(ci oblastem DNA, kde se nenachazi. V burikdch MEL
jsme urcili vazbu Ctcf v oblasti ICR na ¢tyfech mistech DNA (-3,7; -3,1; -2,6; -2,2 kb
vzddlenych od transkripéniho pocatku genu H19). Abychom prokazali specificitu
vazby Ctcf na DNA v danych mistech DNA, inhibovali jsme expresi Ctcf pomoci
transfekce siRNA proti Ctcf a opakovali jsme detekci proteinu Ctcf na pfislusnych
sekvencich DNA. Specifickou vazbu Ctcf jsme prokazali poklesem nabohaceni Ctcf na
diive uréenych vazebnych mistech Ctcf (Obrazek 6A). U¢innost poklesu proteinové
hladiny Ctcf pomoci siRNA jsme prokdazali metodou Western blot (Obrazek 6E, prava
Cast). Zjisténi vazby Ctcf do oblastiICR je vsouladu s predchozimi daty
publikovanymi v experimentalni préci (Bell and Felsenfeld, 2000).

Dale nékolik experimentalnich praci ukazuje, Ze vazba Ctcf na DNA vyZaduje
vhodnou epigenetickou remodelaci chromatinu. Bylo ukdzano, Ze vazba Ctcf na ICR
lokusu H19/Igf2 je tizena metylaci DNA a pozici nukleozomU na vldkné DNA (Davey
et al, 2003; Kanduri et al.,, 2000). Ztéchto dlvodl jsme testovali, zda se
v pozorované oblasti ICR vyskytuje ATPdza sestavujici a posunujici nukleozémy -
Smarca5 zrodiny ISWI, jez kooperuje s DNA metylatnim mechanizmem v ramci
NoRC komplexu pfi represi ribosomadlnich RNA (Li et al., 2006; Strohner et al., 2001;
Zhou et al., 2002). Zvolena leukemickd bunécna linie MEL je zndma zvysSenou
hladinou Smarca5 (Stopka et al., 2000) a predpoklada se, Ze Smarca5 pfispiva
k epigenetické dysregulaci leukemickych bunék. Poufzili jsme buriky MEL-shSmarca5,
coz jsou burniky MEL obohacené o konstrukt cDNA kdodujici kratkou inhibi¢ni

vldsenkovou RNA komplementarni k mRNA Smarca5 (Smarca5-shRNA), jejiz expresi
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aktivuje pfitomnost doxycyklinu (DOX). Smarca5-shRNA se vdZze na mRNA Smarca5 a
snizuje bunéénou koncentraci Smarca5 jak na Urovni mRNA tak nasledné i proteinu.
U MEL-shSmarca5 jsme tak ucinné snizili hladinu Smarca5 (pod 20 % puvodni
hladiny). U¢innost blokovani prepisu Smarca5 pomoci Smarca5-shRNA jsme
prokazali na irovni mRNA v ¢asovém rozpéti 0 — 96 hod (Obrazek 16), na proteinové
urovni po 96 hodindch pusobeni doxycyklinu (Obrazek 8E, leva ¢dast). Pomoci
metody ChIP jsme v burikidch MEL-shSmarca5, které nebyly ovliviiovany
doxycyklinem, zjistili pfitomnost Smarca5 v oblasti ICR v pozici -3,7; -3,1; -2,6; -2,2
kb vzddlenych od transkripéniho pocatku H19, tedy na totoZnych mistech DNA, na
kterych byla pozorovéna vazba proteinu Ctcf (Obrazek 6B, bilé sloupce). Na bunkach
MEL-shSmarca5 inkubovanych v médiu s doxycyklinem jsme prokazali specificitu
vazby Smarca5 na DNA. Po sniZeni hladiny Smarca5 jsme jiz po 48 hodinach
pUsobeni doxycyklinu pozorovali pokles vazby proteinu Smarca5 na pfrislusnych
mistech DNA (Obrdzek 8B, cerné sloupce). Na ziskanych vysledcich muizeme
pozorovat, Ze Ctcf a Smarca5 se vazou na spole¢nd vazebnd mista v ICR lokusu

H19/lgf2.

Tato data nas vedla k nasledné otdzce, zda Smarca5 muze ovliviiovat vazbu
Ctcf na DNA nebo naopak, zda Ctcf mlze ovliviovat vazbu Smarca5 na DNA v oblasti
ICR H19/Igf2. Také jsme uvaZovali o alternativni mozZnosti, tedy, Ze Ctcf a Smarca5b
se vazou na DNA v ICR mechanismem na sobé nezavislym, ale ndasledné spolu
interaguji v fizeni transkripce cilovych genll. K zodpovézeni zminénych otdzek jsme
pouzili metodu ChIP v oblasti ICR po blokovani exprese Smarca5 a po blokovani Ctcf.
V burikdch MEL-shSmarca5 jsme vlivem doxycyklinu snizili hladinu Smarca5 a
nasledné jsme metodou ChIP méfili vazbu Ctcf na ICR H19/Igf2. Obrazek 8C ukazuje,
Ze pokles Smarca5 vedl ke snizeni vazby Ctcf na DNA v oblasti ICR. Nasledné jsme
testovali, zda je vazba Smarca5 na vldkno DNA zdvisld na pritomnosti Ctcf.
V burikdch MEL-shSmarca5 jsme snizili hladinu Ctcf pomoci transfekované siRNA a
méfili jsme vazbu Smarca5 na DNA v ICR H19/Igf2. Zjistili jsme, Ze vazba Smarca5 na
DNA je stabilni nebo dokonce zvySena (Obrazek 6D). Nase vysledky tedy nasveédcu;ji
tomu, Ze specifickd vazba Ctcf v oblasti ICR H19/1gf2 je zavisla na pfitomnosti

Smarca5, a Ze Smarca5 se na DNA vazZe nezavisle na expresi Ctcf.
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Dale jsme se zaméfili na otdzku, zda existuje proteinova interakce mezi Ctcf
a Smarca5. Vyuzili jsme metodu koimunoprecipitace. Ukdzali jsme, Ze protilatka
proti Smarca5 byla schopna precipitovat protein Ctcf z celkového proteinového
lyzatu. Lyzat precipitovany protilatkou proti Smarca5 jsme testovali metodou
Western blot, kde jsme pomoci protilatky proti Ctcf detekovali protein Ctcf (Obrazek
8F, prava cast). Opacnym postupem jsme ukazali, Ze protilatka proti Ctcf byla
schopna z celkového proteinového lyzatu precipitovat protein Smarca5. Protein
Smarca5 jsme v precipitovaném lyzatu ndsledné detekovali protildtkou proti
Smarca5 metodou Western blot (Obrazek 8F, leva ¢ast). Ve shodé s propozicemi
obou protilatek jsme pozorovali vidy jeden dominantni signdl proteini Ctcf a
Smarca5 a nékolik dalSich minoritnich signal( po delsi expozici filmu. Interakci Ctcf a
Smarcab zjisténou v MEL bunkach pomoci ko-imunoprecipitace jsme téz prokazali v

bunécéné linii lidské erytroleukemie K562 (Obrazek 17).

K nezdvislému ovéreni nové zjisténé interakce Ctcf a Smarca5 na bunécné
urovni jsme poutzili metodu konfokalni mikroskopie. V jaderném chromatinu MEL
bunék jsme pozorovali casteény prekryv imunofluorescencnich signdld Ctcf a

Smarca5 (Obrazek 18).

Vysledky ukazuji, Ze interakce Ctcf a Smarca5 na proteinové Urovni probiha
v nadorovych burkdach jak v mysi tak v lidské erytroleukémii. Lokalizani profil Ctcf a
Smarca5 se c¢asteéné prekryva v mysich erytroleukemickych jadrech. Detailni
analyza lokalizace Ctcf a Smarca5 na DNA ukdzala, Ze epigenetické faktory Ctcf a
Smarca5 se v pouZité mysi leukemické bunééné linii vaZzou na spole¢na vazebnd
mista v oblasti ICR genového lokusu H19/Igf2. Ziskand data dale ukazuji, Zze pro

specifickou vazbu Ctcf je nezbytna pfitomnost proteinu Smarca5.
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Vysledkovy obrdzek 8. Ctcf a Smarca5 interaguji v burikdch mysi AML. (A)
Pfitomnost Ctcf na ICR. Buriky MEL-shSmarca5 po pusobeni siRNA proti Ctcf (Ctcf
siRNA, cerné sloupce) nebo po pulsobeni nespecifické siRNA (Ctrl siRNA, bilé
sloupce) byly analyzovdny metodou chromatinové imunoprecipitace na Ctyrfech
predikovanych mistech v oblasti ICR H19 po 72 hodinach inkubace. Na ose Y je
znazornéna relativni pritomnost specifického ,,nabohaceni” proteinu na DNA, ktera
je vztazend k méreni s kontrolni protilatkou. Standardni chyba (SE) je vypocitana pro
dva nezavislé experimenty. Osa X ukazuje sledované amplikony v oblasti ICR, Cislo
vyjadfuje vzdalenost v kb od transkripéniho pocatku genu H19. Hvézdy vyjadfu;ji
hladinu vyznamnosti, ktera byla uréena pomoci t-testu (0,05-0,005). (B) Pritomnost
Smarca5 na ICR. Bunky MEL-shSmarca5 pred inkubaci s doxycyklinem (DOX-, bilé
sloupce) nebo po 48 hodinové inkubaci s doxycyklinem (DOX+, ¢erné sloupce). (C)
Pokles pritomnosti Ctcf na ICR po blokovani Smarca5. Pritomnost Ctcf byla
sledovana v bunkach pouzZitych v obrazku 6B metodou ChIP. (D) Pritomnost
Smarca5 po inhibici Ctcf. Pfitomnost Smarca5 byla sledovana na bunééném lyzatu
pouzitém v obrazku 6A metodou ChlIP. (E) Inhibice Smarca5 a Ctcf. Proteinové lyzaty
ze vzork(l 6A a 6B byly analyzovany metodou Western blotu. Na obrazku jsou
ukazany specifické prouzky Smarca5, Ctcf a B-aktinu. Hladina poklesu byla uréena

denzitometricky a je vyjadirena pod obrazkem blotu. (F) Ko-imunoprecipitace
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Smarca5 a Ctcf v burikdch MEL. Sipky ukazuji specificky signal sledovaného proteinu.
Pouzité protildtky pro imunoprecipitaci (IP) a stanoveni metodou Western blotu

(WB) jsou naznaceny. Hvézda ukazuje na nespecificky signal protilatky.

4.2 SMARCAS funkéné spolupracuje se CTCF

Na zakladé zjisténé interakce Ctcf a Smarca5 v erytroleukemickych bunkach
jsme se dale rozhodli studovat vliv Smarca5 na regulaci transkripce cilovych gent
Ctcf. Predpokladali jsme, Ze tak jako pfitomnost Smarca5 fidi vazbu Ctcf na
specificka vazebna mista DNA, tak bude pritomnost Smarca5 fidit také transkripéni

profil cilovych gen( Ctcf.

Pouzili jsme pro toto studium stanoveni luciferdzové aktivity na modelovém
vektoru, ktery obsahuje klicové regulacni oblasti genového lokusu H19/IGF2, kde
CTCF svou vazbou na ICR (jez je téz insulatorem) blokuje komunikaci mezi
enhancerem a promotorem modelového genu (=gen luciferdzy). V burikdch jsme
ménili koncentrace CTCF a SMARCA5 a sledovali zménu luciferdazové aktivity.
Stanoveni luciferdzové aktivity vypovidd o mnozstvi luciferazy exprimované za
definovanych biologickych podminek v dané bunééné linii. Aktivita luciferazy se
méri luminometrem, ktery zachycuje intenzitu emitovaného svétla. Emitované

svétlo produkuje pravé luciferaza pfi bioluminiscenéni reakci.

Pro stanoveni luciferazové aktivity jsme pouZzili modelové vektory plHLE,
pIHLME a plIHLIE, které byly jiz dfive Uspésné pouzity v podobnych experimentalnich
podminkach (Ishihara et al., 2006; Wendt and Peters, 2009). Tyto studie ukazaly mj.
vliv kohezinového komplexu a chromatin remodela¢niho komplexu CHD8 na
regulacni aktivitu CTCF jako insulatoru, ktery blokuje aktivitu enhanceru v oblasti
ICR H19/IGF2 NVektor pIHLE obsahuje promotor genu H19 a enhancer. Aktivita genu
luciferdzy na tomto vektoru neni ovlivnéna proteinem CTCF. Vektor plIHLIE oproti
vektoru plIHLE obsahuje navic ICR, ktery je umistény mezi promotorem a

enhancerem. Vazba CTCF na insuldtor zde ucinné blokuje aktivaci promotoru
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pfilehlym enhancerem a tim brani transkripci luciferazového genu. Vektor pIHLME
je podobny vektoru plIHLIE, lisi se vSak tim, Ze obsahuje mutovana vazebna mista
proteinu CTCF v oblasti ICR, z ¢ehoZ vyplyvd, Ze CTCF se na tuto oblast neni schopen
vazat (Obrazek 7A). Nejprve jsme v bunkach Hela ukazali, podobné jako puvodni
experimentalni studie, Ze transkripcni aktivita luciferdzového genu na vektoru
pIHLIE je v pfitomnosti CTCF trojndsobné inhibovdna oproti vektoru pIHLME, jehoz

transkrip€ni aktivita neni ovlivnéna pritomnosti CTCF (Obrazek 9B).

Mezi vyznamné otdzky, podobné jako pfi zjisténi nabohaceni Ctcf pattilo téz,
zda blokovani modelového enhanceru, které je fizeno proteinem CTCF, vyZzaduje
pfitomnost SMARCAS. Tuto otdzku jsme testovali v burikach Hela s experimentalné
snizenou hladinou SMARCA5 s vyuzitim transkripéné-reportérového systému.
Nejdfive jsme ukdzali zménu luciferdzové aktivity po samotném blokovani CTCF.
Bunky jsme transfekovali siRNA proti CTCF a jednotlivymi vySe zminénymi
modelovymi plasmidy, po 72 hodinach inkubace jsme u jednotlivych bunécnych
lyzatd méfili luciferdzovou aktivitu. V bunikdch se snizenou hladinou CTCF jsme
pozorovali vyznamné zvySenou luciferdzovou aktivitu ukazujici na negativni efekt
CTCF na aktivitu enhanceru (tzv. enhancer-blocking effect). Totozny experiment
jsme provedli sburikami, ve kterych jsme sniZili protein SMARCA5 pomoci
transfekované siRNA. V bunkach se snizenou hladinou SMARCAS jsme podobné jako
v buikdch s blokovanym CTCF pozorovali vyznamné zvySenou aktivitu

luciferdzového genu (Obrdazek 9C).

Ziskana data ukazuji, Ze pro fyziologicky fungujici ICR/insulatorovou oblast,
jez tidi expresi gent H19/IGF2, je nezbytna pritomnost proteinu CTCF a rovnéz
pfitomnost SMARCAS5. Je pravdépodobné, Ze SMARCA5 provadi remodelaci
chromatinu nutnou jak pro vazbu CTCF na DNA tak pro spravné sestaveni

chromatinu pfi blokovani enhanceru ICR/insulatorovou oblasti (Obrazek 9A dole).
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Vysledkovy obrdzek 9. SMARCAS5 se podili na enhancer blokujici aktivité
CTCF. (A) Schématické znazornéni modelovych konstrukt( pIHLE (bez ICR), pI[HLME

(s mutovanym CTCF vazebnym mistem na ICR) a pIHLIE (s ICR, na které se vaie

CTCF). Znacky uvedené ve schématu vyjadfuji: ICR = insuladtor genu H19; H19

promotor genu H19; luciferase = gen luciferazy; Enh = enhancer SV40; MUT
insuldtor s mutovanym vazebnym mistem pro CTCF; kd = inhibice proteinu.(B)
Luciferazova aktivita modelovych konstruktl v burikdch Hela. Luciferdzova aktivita
reportéru byla normalizovdna na signal luminiscence Renily, hodnota
luminiscen¢niho signalu vektoru pIHLE byla nastavena, aby byla rovna 1. (C) V
bunikdch Hela chudych na protein CTCF nebo SMARCAS5 (vlivem siRNA) byla
analyzovana luciferdzova aktivita reportérl. Luciferdzova aktivita byla
normalizovdna na nespecifickou siRNA (Ctrl siRNA), ktera byla nastavena rovno 1.
Chybové Usecky znazornuji standardni chybu (SE), pro vypocet hladiny vyznamnosti

byl pouzit t-test (p<0,05 je naznacena hvézdou; tfi hvézdy znamenaji p<0,0005).

4.3 Smarca5 reguluje transkripci cilovych gen( Ctcf

Nasim dalSim cilem bylo ovéfit data ziskand testovanim transkripéni aktivity

v reportérovém systému také na primarnich cilovych genech proteinu Ctcf. Polozili
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jsme si proto otazku, zda ovlivnéné hladiny Ctcf a Smarca5 budou zplsobovat stejné
zmény v expresi genld H19/Igf2 v erytroleukemickych bunkdach. Ocekavali jsme, Ze
snizeni hladiny Ctcf povede ke zvySeni exprese Igf2 a naopak sniZeni exprese H19,
podobné jak bylo ukazano v experimentdlni praci, kterd sledovala expresi cilovych
genll Ctcf po deleci maternalni DMR v ICR lokusu H19/Igf2 (Venkatraman et al.,
2013). V bunkdch MEL se snizenou hladinou Ctcf nebo Smarca5 jsme proto
analyzovali expresi mRNA zminénych genl metodou RT-gPCR. Ziskana data
potvrdila nas predpoklad. Snizend hladina Ctcf, kterou jsme navodili plisobenim
siRNA, vedla k pétindsobnému poklesu exprese H19 a sedmindsobnému zvyseni
exprese lgf2 (Obrazek 8A). Podobné vysledky jsme pozorovali po snizeni hladiny
Smarca5, jez jsme navodili aktivaci shSmarca5 plsobenim DOX. Exprese H19 se
v bunikdch s nizkou hladinou Smarca5 sniZila trojnasobné, zatimco exprese Igf2 se

desetindsobné zvysila (Obrazek 8B).

Vysledky expresni analyzy ukazuji spole¢né s daty ziskanymi pomoci ChIP a
stanovenim luciferazové aktivity modelovych plasmidd, Ze Smarca5 umoziuje vazbu
Ctcf na ICR a pfispiva ke stimulaci transkripce H19 a blokovani transkripce Igf2.
Vysledky také naznacuji, Ze nizkd hladina Ctcf a Smarca5 muize v leukemickych
bunkach aktivovat expresi Igf2, jehoz vyssi hladina stimuluje bunécny rist, ktery je u
dospélého jedince charakteristicky pro rozvoj nddorového onemocnéni anebo byva

spojeny s progresi onemocnéni (Livingstone, 2013).

ProtoZe abnormalni exprese Igf2 vleukemickych burikach neni zavisla na
metylaci DNA jeho regulacnich oblasti (Randhawa et al., 1998), zajimalo nds, zda
najdeme novy cilovy gen proteinu Ctcf, ktery je 1) pfimo zapojeny v krvetvorbé a ma
vliv na vznik leukémie, 2) jeho exprese v leukemickych burkach je fizena zménou

metylace DNA, 3) a ktery je soucasné ovliviiovan aktivitou Smarca5.

Navazali jsme na data, jez popsala vliv inhibice DNA metylace na expresi
genu pro hematopoeticky transkripéni faktor SPI1 (Curik et al., 2012), ktery je
klicovy pro vyzravani vétSiny krevnich bunék (makrofagd, granulocytl a B-
lymfocytl, T lymfocytl a erytrocyt(). Jeho vliv na krvetvorbu je pfisné kontrolovan

jeho bunécnou koncentraci. Erytroleukemicky fenotyp bunék MEL je zpUsoben
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pravé nedostatecné fizenou hladinou Spi-1. V bunkach MEL nedochazi k
dynamickému snizovani exprese Spi-1, ¢imZ dochazi k bloku vyzravani bunék do
erytroidni fady. Soucasné ale hladina Spi-1 neni dostatecné vysokd na to, aby doslo
k zahdjeni a dokonceni vyzravani bunék myeloidni fady (Burda et al., 2009). Zaroven
byla v burikdch MEL detekovana zvySena hladina Smarca5 (Stopka et al., 2000). Tyto
poznatky nas vedly k otazce, zda Smarca5 reguluje transkripci genu Spi-1 v bunikach

MEL.

Testovali jsme, zda snizeni hladiny Smarca5 bude mit vliv na expresi Spi-1 a
jeho cilového genu Cebpa, kédujici transkripéni faktor myeloidni krevni rady. V
bunikdch MEL-shSmarca5 jsme pomoci DOX snizili hladinu Smarca5 a pozorovali
jsme zvySeni exprese Spi-1 a Cebpa na uUrovni mRNA (Obrdzek 10C) a proteinu

(Obrazek 10D).

Tyto vysledky ukazuji, Ze pokles hladiny Smarca5 stimuluje expresi Spi-1
v mysich erytroleukemickych bunkach, coZ vypovida o represivnim vlivu Smarca5
pro Spi-1. SniZzeni hladiny Smarca5 a nasledné zvySena hladina Spi-1 v leukemickych
bunkach umozZnuje obnoveni vyzravani do myeloidni fady, podobné jak ukdazaly
prace (Burda et al., 2009; Stopka et al., 2000). U bunék MEL je vSak fyziologicka
exprese Spi-1 navic narusena pritomnosti integrovaného retrovirusu SFFV
v regulacni oblasti tohoto genu. Ztoho divodu jsme ve studiu pokracovali na

bunécném modelu lidské erytroleukémie.

A B o D
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mm Ctcf siRNA mm +DOX mm +DOX
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Vysledkovy obrazek 10. Smarca5 reguluje cilové geny Ctcf v bunkach MEL.
(A) Exprese RNA genl H19 a Igf2 po inhibici Ctcf (Ctcf siRNA) nebo nespecifické
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siRNA (Ctrl siRNA). (B) Exprese RNA genU H19 a Igf2 po snizeni hladina Smarca5
(DOX+) v porovnani s normalni hladinou Smarca5 (DOX-). Pro vysledky A a B byla
pouZita analyza RT-qPCR, vzorky byly analyzovany po 72 hodinach plsobeni siRNA
nebo DOX. Osa Y: specifickh mRNA byla vztazena na primérnou hodnotu exprese
genU Hprtl a Gapdh a dale normalizovdna na negativni kontrolu (nespecifickou
siRNA nebo DOX-). Chybové usecky znazornuji standardni chybu (SE). Hvézdy
vyjadruji hladinu vyznamnosti, pro jejiz vypocet byl pouZit t-test (0,05-0,005). (D)
Exprese Spi-1 (PU.1) a B-aktinu. MnozZstvi proteinu Spi-1 a B-aktinu bylo stanoveno
metodou Western blotu po 144 hodinach (6 dnech) plsobeni DOX. Zvyseni
proteinové hladiny bylo uréeno pomoci denzitometrie a je naznaceno pod obrazkem

blotu.

4.4 CTCF a SMARCAS se vazou na dalsi cil CTCF: gen SPI1

Nejdfive jsme mapovali lidskou genovou oblast SPI1 in silico a zjistovali
predikovana vazebna mista pro CTCF. Na obrazku 11A je zobrazen lidsky gen SPI1,
ktery obsahuje nékolik evoluéné vysoce konzervovanych oblasti situovanych od
transkripéniho pocéatku v pozici 5°. Tyto konzervované oblasti obsahuji dfive
popsané enhancery URE a -14,4 (Leddin et al., 2011). Polozili jsme si otdzku, zda se
CTCF a SMARCAS nachazi na téchto konzervovanych oblastech DNA v lidskych
normdlnich myeloidnich bunkach (izolovanych zdarcd kmenovych bunék
mobilizovanych s G-CSF). Pro urceni vazby CTCF a SMARCAS jsme pouzili metodu
ChIP. Soustfedili jsme se na oblasti s vice jak dvojndasobnym (signifikantnim)
»habohacenim” vazby pfi pouziti specifické protilatky oproti ,,nabohaceni” vazby
pfi pouziti kontrolni nespecifické protilatky. V 5’oblasti genu SP/1 jsme pozorovali
vyznamnou vazbu viadé lokacich jak CTCF tak i SMARCAS5. Data
ukazuji ,nabohaceni” vazby CTCF v amplikonech charakteristickych svou jiz dfive
popsanou funkci: -16,6 (oblast 3° URE), -14,4 (enhancer) a -11 (element); jejich
sousedicich amplikonech: -15,6, -13,7, -13,4, -13,3, -12,4; a také v promotorové
oblasti -0,15 (Obrazek 9B, Sedivé sloupce). Vazbu SMARCA5 svyraznym

»nabohacenim” jsme pozorovali v amplikonech od -17,5 azZ -15,3 (v URE a v oblasti
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ve sméru 3" od URE) a -11 (element) a v mensi mife také v okolnich amplikonech
(Obrazek 9B, cerné sloupce). Z toho vyplyva, ze CTCF a SMARCAS spolecné nasedaji
na DNA v oblastech: -15,6, -13,7,-12,4 a -11.

Dale nas zajimalo, zda bude vazba CTCF a SMARCAS v genové oblasti SP/1
v leukemickych bunkach rozdilna ve srovnani s normalnimi myeloidnimi burikami.
Vazbu CTCF a SMARCAS jsme testovali v lidské bunécné linii OCI-M2, jei je
specifikovana jako buriky AML (AML-M6) transformované v procesu myelodysplazie
(MDS) s vysokym rizikem transformace do AML. V téchto burikdch bylo jiz dfive
ukdzdno, ze DNA v regulaéni oblast URE je vysoce metylovdna a Ze stouto
epigenetickou modifikaci DNA souvisi velmi nizkd exprese SPI1 (Curik et al., 2012).
Bunécna linie OCI-M2 muZe byt srovndvana se skupinou pacientd s MDS s nizkou
hladinou SPI1 v CD34+ bunkach, u nichZ je median preziti pfi 1é¢bé AZA vyznamné
kratSi nez u pacientld s MDS se stfedni nebo vyssi hladinou SPI1 (Curik et al., 2012).
V burikdch OCI-M2 s metylovanou DNA jsme zcelkovych 14 pozorovanych
amplikonu zjistili vazbu CTCF pouze v promotorové oblasti -0,15 (Obrazek 11C, bilé
sloupce). RozloZeni vazby SMARCAS v burikdach OCI-M2 jsme pozorovali podobné
jako v normalnich bunkach. Vazbu SMARCA5 v bunkach OCI-M2 jsme urcili
v amplikonech -17,2 az -15,6 (v URE a v oblasti ve sméru 3" od URE) a -11 (element)
(Obrazek 11D, bilé sloupce). Tyto vysledky jsou vsouladu sdaty ziskanymi v
experimentu sledujicim vazbu Smarca5 v burikdch MEL se snizenou hladinou Ctcf
(Obrazek 8D) a zaroven podporuji nase tvrzeni, Ze vazba SMARCA5 na DNA je

nezavisla na pritomnosti proteinu CTCF.

Nasledné jsme si polozili otazku, za jakych podminek probiha vazba CTCF a
SMARCAS v nadorovych blastech AML. Buriky MDS/AML jsou charakteristické mij.
abnormalné zvysenou metylaci DNA, zajimalo nas proto, zda demetylace DNA v
oblasti genu SPI1, jez je navozena pomoci azacitidinu (AZA) (Curik et al., 2012),
umozni vazbu CTCF na DNA. Bunikky OCI-M2 jsme inkubovali s AZA a nasledné
pomoci metody ChIP jsme detekovali vazbu CTCF. Zjistili jsme, Ze skutec¢né plsobeni
AZA umoznilo vazbu CTCF. V amplikonech -15,6 a-11 (element) jsme urcili zvySené

,nhabohaceni“ CTCF, které se blizi specifické vazbé, jiz mlZeme pozorovat
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v normalnich myeloidnich burikdch. Nové vzniklou specifickou vazbu CTCF jsme
lokalizovali na enhanceru -14,4 (Obrdzek 11C, cerné sloupce). Plsobeni AZA
umoznilo také vazbu SMARCAS. Specifickou vazbu SMARCAS jsme lokalizovali v
amplikonech: -15,6, -13,4, -11 (element) a také na enhanceru -14,4. To znamen3, ze
jsme urcili spole¢nd vazebnd mista pro SMARCAS5 a CTCF (Obrazek 11D, cerné

sloupce).

Nase prace jako prvni ukazuje vazbu CTCF a SMARCAS v genové oblasti SP/1
v normadlnich i leukemickych burkdch. Ziskané vysledky ukazuji, Ze gen SPI1 je
cilovou vazebnou oblasti pro CTCF a SMARCAS v normalnich myeloidnich bunkach.
V blastech AML je vazba CTCF a SMARCAS v oblasti genu SP/1 narusena. Tato data
jsou v souladu s dfive publikovanymi pracemi, které ukazuji, Ze zvySena metylace
DNA u nadorovych bunék brani fyziologické vazbé CTCF a SMARCAS (Hakimi et al.,
2002; Wang et al., 2012). Ukazali jsme, Ze v leukemickych burikdch plsobeni AZA na
nékterych mistech genu SPI1 obnovuje vazebny profil CTCF a SMARCAS, jaky byl
pozorovan u normadlné diferencujicich bunék. V blastech AML se SMARCAS vaZe na
nékolik mist lokusu SPI1 zatimco CTCF se vaze pouze na enhancer -14,4. Z toho
vyplyva, Ze spoleénym vazebnym mistem pro CTCF a SMARCAGS je pouze enhancer -

14,4.
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Vysledkovy obrazek 11. CTCF a SMARCAS se vazou na lokus genu SPI1

v normadlnich myeloidnich burikdch a po pusobeni AZA také v burikach AML. (A)

Schéma konzervované sekvence genového lokusu SPI/1 (VISTA). Lidska sekvence

DNA byla srovndna se sekvenci mysi DNA. Pozice regulaénich oblasti a dalSich

konzervovanych mist, které jsme analyzovali metodou ChlIP, jsou ocislovany podle

vzdalenosti od transkripéniho pocatku lidského genu SPI1. (B) ChIP protein CTCF a
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SMARCAS ve smisenych myeloidnich burikach. (C) ChIP CTCF a (D) ChIP SMARCAS v
bunkach OCI-M2 bez pusobeni AZA (OCI-M2) nebo po pusobeni AZA (OCI-M2 AZA).
Osa Y ukazuje relativni ,,nabohaceni” specifického proteinu vztazené na vysledek
méreni s nespecifickou protildatkou. Chybové uUsecky zndzornuji standardni chybu
(SE) vypocitanou pro dva nezdvislé experimenty, hvézdy vyjadfuji hladinu
vyznamnosti vypocitanou t-testem (0,05-0,005). Na ose X jsou amplikony
charakterizované vzdalenosti (kb) od transkripéniho pocatku genu SPI1. Pouzité
zkratky: URE = Upstream Regulatory Element genu SPI/1, ENH = enhancer, ELE =

element.

4.5 Clenové kohezinového komplexu se vaZou na gen SPI1 spoleéné

se CTCF a SMARCAS

Vazba a pusobeni CTCF na DNA je Uzce spjata s pfitomnosti kohezinového
komplexu. CTCF pro funkci insuldtoru vyzaduje ptitomnost kohezinu, zatimco
interakce kohezinu s DNA vyZaduje pfitomnost CTCF (Wendt et al., 2008). To nas
vedlo k dalsi otazce, zda budou rozdily ve vazbé CTCF v oblasti genu SPI1 mezi
normalnimi a leukemickycmi bunkami doprovazeny téZ rozdilnou vazbou
kohezinového komplexu. Pomoci metody ChIP a stejnych experimentalnich
podminek jako v ¢asti 4.4, jsme se rozhodli testovat vazbu RAD21 a SMC1, cozZ jsou
Clenové kohezinového komlexu, jejichz vazba byla pozorovdna na vazebnych
mistech Ctcf v ICR H19/Igf2 (Stedman et al., 2008). V normalnich lidskych
myeloidnich burikdch bylo ,,nabohaceni obou ¢lend RAD21 a SMC1 v regulacnich
oblastech genu SPI1 velmi podobné jako vazba CTCF a SMARCAS5. Nejvyssi
»,habohaceni” RAD21 a SMC1 jsme pozorovali voblasti URE, konkrétné na
amplikonech -17,5 az -15,6. Druhé nejvyssi ,nabohaceni“ RAD21 a SMC1 jsme

zaznamenali v amplikonech -11 (element) a -9,7 (Obrazek 12A).

Vazbu RAD21 a SMC1 jsme dale testovali v bunkdch OCI-M2 pred a po
plUsobeni AZA. V neovlivnénych bunkach OCI-M2 jsme na regulacénich oblastech

genu SPI1 pozorovali zanedbatelné ,nabohaceni” RAD21 a SMC1, coz miuze
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pravdépodobné souviset s nepfitomnosti CTCF na sledovanych mistech (Nativio et
al., 2009; Wendt et al., 2008). Pozorovali jsme, Ze po plisobeni AZA byl RAD21 vazan
do mista -15,9 (v blizkosti CTCF a SMARCAS, které se nachdzely v pozici -15,6)
(Obrazek 12B). Dale se RAD21 (spole¢né se SMARCADS) Sifil z pozice -15,9 smérem
k URE. RAD21 se také vdazal na -11 element (kam se vazaly téZ CTCF a SMARCAS) a
amplikon -9,7. Vazbu SMC1 v burikdch OCI-M2 jsme pozorovali pouze v oblasti URE.
V amplikonu -17,2 se SMC1 nachazel spole¢né s RAD21 (Obrazek 12C). Vazba CTCF a
SMARCAS5 na enhanceru -14,4 se prekvapivé neprekryvala svazbou RAD21 ani
SMC1.

Z vysokého ,,nabohaceni” RAD21 a SMC1 v normalnich burikdch v oblastech
URE, -11 elementu a oblasti -9,7 usuzujeme, Ze na téhto mistech hraje kohezin
dlleZitou ulohu v regulaci chromatinové struktury a nasledné transkripce genu SPI1.
V leukemickych burikdch je vazba RAD21 a SMC1 na téchto mistech DNA narusena.
Vysledky ukazuji, Ze pUsobeni hypometylacni terapie obnovuje vazbu RAD21 a
SMC1, kterou jsme pozorovali v normalné diferencujicich myeloidnich burnkach. Pro
vazbu kohezinu do oblasti URE a —11 elementu po plsobeni AZA je pravdépodobné

nezbytny faktor SMARCAS nikoliv vSak CTCF.

Nevyraznd vazba kohezinu na enhancer -14,4 v normalné diferencujicich
bunkach nasvédcuje tomu, Ze kohezin na tomto misté nepusobi vyznamnym vlivem.
TrebaZe na enhanceru -14,4 dochazi po plsobeni AZA v bunkach OCI-M2 k silné
vazbé jak CTCF tak SMARCAS5, kohezinovy komplex se zde nevaze. Uvazujeme, Ze
CTCF a SMARCAS zde mohou spolupracovat s jinym proteinem umoznujicim tvorbu

chromatinovych smycek, takovym partnerem by mohl byt napt. protein SATB1.
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Vysledkovy obrazek 12. Pfitomnost kohezinového komplexu na genovém

lokusuSPI1. (A) ChIP RAD21 a SMC1 ve smiSenych myeloidnich burnkach. (B) ChIP

RAD21 a (C) ChIP SMC1 vbunkach OCI-M2 bez pusobeni AZA (OCI-M2) nebo po

pUsobeni AZA (OCI-M2 AZA). Osa Y ukazuje relativni ,,nabohaceni” specifického

proteinu vztazené na vysledek méreni s nespecifickou protilatkou. Chybové Usecky

zndzornuji standardni chybu (SE) vypocitanou pro dva nezdvislé experimenty,
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hvézdy vyjadfuji hladinu vyznamnosti vypocitanou t-testem (0,05-0,005). Na ose X
jsou amplikony charakterizované vzdalenosti (kb) od transkripéniho pocatku genu
SPI1. Pouzité zkratky: URE = Upstream Regulatory Element genu SPI1, ENH =

enhancer, ELE = element.

4.6 V bunkach AML je vazebné misto CTCF a SMARCAS na genu SPI1

metylovano a AZA zpUsobuje jeho demetylaci

Vazba SMARCA5 a CTCF na DNA je ovlivnéna metylaci DNA (Bell and
Felsenfeld, 2000; Hakimi et al., 2002). Proto nas dale zajimal vztah mezi vazbou
CTCF a SMARCAS na oblast genu SPI1 a metylaci DNA. Rozhodli jsme se sledovat
metylacni stav DNA v oblastech s nejvyraznéjsi vazbou CTCF, tzn. oblast -15,6; -14,4
a -11. Pouzili jsme detailni sekvenéni analyzu na bisulfitem-modifikované DNA, ktera
odhaluje metylacni stav konkrétni sekvence DNA. PricemzZ specifické zmény

v sekvenci DNA jsou urcovany na urovni jednonukleotidového rozliseni.

K modifikaci DNA jsme poutZzili bisulfit sodny, ktery pfeménuje nemetylovany
cytosin na uracil zatimco metylovany cytosin zlstdvd nezménény. Pro PCR, kterd
zmnoZila vybrané oblasti DNA, jsme navrhli primery s thyminem, které rozezndvaji
bisulfitem modifikovanou DNA. Produkty PCR byly zaklonovdny do vektoru a
nasledné podrobeny sekvenovaci reakci. Vysledky sekvenovaci reakce byly
analyzovany programem BiQ Analyzer. To znamena, Ze jsme detekovali metylaéni
profil jedné jediné molekuly DNA. Pro procentudlni vyjadieni metylace konkrétniho
CpG jsme takto analyzovali v priméru 15 molekul DNA. Tato metoda je oproti jinym

technikam studujicim metylaci DNA kvantitativné presn3, citliva a vysoce efektivni.

V prvnim kroku jsme pomoci in silico databazi urcili vazebnou sekvenci CTCF
v amplikonu -14,4 (Obrazek 13A). Nasledné jsme na tomto vazebném misté a jeho
okoli uréili metylaéni stav DNA v CD34+ bunkach MDS/AML, normalnich CD34+
progenitorovych bunikacha smisenych normalné vyzravajich myeloidnich bunkach

ziskanych z periferni krve po stimulaci G-CSF. Na rozdil od normalnich jedincd, u
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kterych se procento nemetylované DNA pohybovalo v rozmezi 70 — 100%, jsme u
progenitorovych bunék MDS/AML pozorovali nizkou hladinu nemetylované DNA, u

nichZ se procento nemetylované DNA pohybovalo mezi 10 — 40% (Obrazek 13B).

Drivéjsi prace ukazala, Ze AZA pUsobi demetylaci URE v burikdch OCI-M2,
znamé regulacni oblasti genu SPI1 (Curik et al., 2012). Proto jsme dale zjistovali, jaky
vliv bude mit plsobeni AZA na metyla¢ni stav enhanceru -14,4. Rozhodli jsme se pro
tento experiment pouZit a porovnavat mezi sebou vzorky DNA izolované z CD34+
bunék od pacientl s MDS pred a po terapii AZA. U pacienta lé¢eného AZA jsme
pozorovali vysSi procento nemetylovanych CG neZ u pacienta bez demetylacni

terapie AZA (Obrazek 13C).

Dale jsme si polozili otazku, zda v MDS/AML bunécné linii OCI-M2 mizZeme
pozorovat stejny vliv AZA na metylacni stav enhanceru -14,4. Zjistili jsme, Ze na
vazebném misté CTCF doslo po plsobeni AZA k poklesu metylace na CG oznacenym
Cislem 7 a8 05 % a na CG oznacenym Cislem 6 0 22 % (Obrazek 13D). Ve srovnani
s vysledky ziskanymi na URE (Curik et al., 2012), kde byla demetylacni terapie AZA
vysoce efektivni, byla demetylace DNA na enhanceru -14,4 vyraznd méné. Na
dalSich dvou CG soznadenim 9 a 10 v pozici 5’'od vazebného mista CTCF se

demetylacni U¢inek AZA jiz neprojevil.

Kompletni data sekvencni analyzy metylace DNA v bunkach OCI-M2 na
enhanceru -14,4, kde je vyznamna vazba CTCF, a v oblastech -15,6 a -11, kde se
vazba CTCF blizi vyznamnému ,nabohaceni”, ukazuje doplnujici obrazek 19C.
V CD34+ bunkach pacienti s MDS lécenych AZA jsme urcili demetylaci enhanceru -
14,4 na Sesti CG, mezi které patfi i CG demetylované v OCI-M2 (Obrazek 19B).
Zajimavé vysledky jsme ziskali pti porovnani normalnich CD34+ bunék a CD34+
bunék od pacientd s MDS/AML. V normdlnich CD34+ burikach jsme urdili deset CG
snizsi metylaci DNA venhanceru -14,4 oproti buikdm pacientd s MDS/AML
(Obrazek 19A). Ve zbyvajicich sledovanych oblastech -15,6 ani -11 jsme mezi vzorky

nepozorovali shodné ani podobné rozdily v metylaci DNA (Obrazek 19A-C).
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Dale sekvenacni analyza odhalila, Ze v burikdach OCI-M2 po plsobeni AZA
dochazi k demetylaci DNA také v oblastech -15,6 a -11, jez pravdépodobné prispiva
k vyznamnému zvySeni ,nabohaceni” vazby SMARCA5, nicméné tato uroven
demetylace DNA ma mensi vliv na zvySeni ,nabohaceni” vazby CTCF. Ze ziskanych
dat vyplyva, Ze metylacni vzorec DNA v bunkach OCI-M2 pred a po pusobeni AZA je
v souladu s nasimi pfedpoklady o vlivu metylace DNA na vazbu CTCF a SMARCAS. To
znamena, Zze metylace DNA v leukemickych burikdch brani vazbé proteini CTCF a

SMARCAS.

V kazdé sledované oblasti -15,6; -14,4 a -11 pusobil AZA demetylaci DNA,
nicméné Uroven demetylace neprobihala stejnou silou na viech dinukleotidech CG a
taktéZ plsobeni AZA neprobihalo na vSech dostupnych mistech s dinukleotidy CG.
Ze ziskanych dat usuzujeme, Ze k demetylaci dochazi spiSe na vybranych CG nikoli
na obsahlejsich ucelenych sekvencich. V burnkach OCI-M2 muizZeme porovnat silu
demetylace po plsobeni AZA. Na CG se 100% metylaci dochdzi ke snizeni metylace
0 22-30 %, na CG s 90 - 85% metylaci ke snizeni metylace o 15 %, na CG s 80%
metylaci ke snizeni metylace o 5 %. Tato ziskana data jsou ve shodé s drivéjsi praci,
ktera uvadi, Ze ¢im vyssi je uroven metylace DNA, tim dochazi k silnéjsi demetylaci

DNA pusobenim AZA (Klco et al., 2013).
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Vysledkovy obrazek 13. Metylace DNA vazebného mista CTCF v genovém
lokusu SPI1. (A) Sekvence DNA vazebného mista CTCF v oblasti enhanceru -14,4
v lokusu SPI1. Dinukleotidy CG jsou vdaném amplikonu (-14,4) ocislovany nad
prislusnou sekvenci DNA. (B) Procento nemetylované DNA v oblasti enhanceru -14,4
bylo stanoveno sekvenovanim bisulfitem modifikované DNA, ktera byla izolovdna
z CD34+ bunék pacientl s MDS/AML (N=3, informace o pacientech jsou uvedeny
v tabulce S1), kontrolnich CD34+ bunék od zdravych darcl (N=1) a smiSenych
myeloidnich bunék (N=1). Sekvence pouZitych primerd jsou uvedeny v tabulce S2.
(C) Procento nemetylované DNA v oblasti enhanceru -14,4 bylo sledovano v CD34+
bunikdch pacienta s MDS bez AZA terapie (N=1) a u pacienta s MDS |é¢eného AZA

(N=1). (D) Procento nemetylované DNA v oblasti enhanceru -14,4 v bunkach OCI-M2
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pfed a po inkubaci s AZA. Osa Y ukazuje procento nemetylovanych CpG. Osa X
ukazuje ocislované CG, které jsou vyznaCeny na obrazku 6A. Chybové Usecky

vyjadruji standardni chybu.

4.7 Manipulovani hladiny CTCF nebo SMARCAS ovliviiuje transkripci
genu SPI1

Na zakladé nasich vysledkd, které ukazuji vazbu CTCF a SMARCAS na genu
SPI1 ve smiSenych myeloidnich bunkach a v blastovych burikich OCI-M2
ovlivnénych AZA, jsme predpokladali, Zze CTCF a SMARCA5 mohou fidit transkripci
genu SPI1. Rozhodli jsme se tuto moznost ovéfit na lidské bunécéné linii OCI-M2, ve
které jsme manipulovali hladinou CTCF a SMARCAS. Bunécnou hladinu CTCF jsme
zvysili transfekovanim plasmidu kddujici cDNA CTCF (pCTCF). Hladinu SMARCAS
jsme snizili transfekovanim siRNA komplementarni k mRNA pro SMARCAS. Spole¢né
s pCTCF a siRNA SMARCAGS jsme do bunék transfekovali zeleny fluorescencni protein
(GFP), ktery nam slouZil jako indikator ucinné probéhlé transfekéni reakce. V
bunkach exprimujicich GFP jsme metodou Western blotu analyzovali hladinu CTCF,
SMARCAS a SPI1. Vzhledem k tomu, Ze predesld data ukazuji, Zze plsobeni AZA
ovliviiuje vazbu CTCF a SMARCA5 na genové oblasti SP/1, manipulovali jsme
hladinami proteind v nepfitomnosti a pfitomnosti AZA. AZA je zndmy svou stimulaci
exprese SPI1 a jeho cilovych genl (Curik et al., 2012) (Obrazek 19). Ocekavali jsme
dvé moznosti: 1) CTCF a SMARCAS5 svou vazbou na nové demetylovanou DNA
stimuluje expresi SPI1 nebo 2) CTCF a SMARCAS5 po navazani na enhancer -14,4
blokuje komunikaci mezi enhancerem a promotorem SPI1 a tim tlumi transkripci

SPI1.

Pfechodné zvysSena exprese CTCF v OCI-M2, at uz v nepfitomnosti AZA nebo
po predchozi inkubaci bunék v médiu s AZA, vedla k poklesu exprese SPI1 (Obrazek
12A). Zatimco prechodné snizend exprese SMARCAS5, kterou jsme navodili
transfekovanou siRNA, v nepfitomnosti AZA nebo po predchozi inkubaci bunék

s AZA, vedla ke zvysSeni exprese SPI1 (Obrazek 14B). Z vysledkd ChIP, kde jsme
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pozorovali vazbu CTCF na amplikon -0,15 (promotorovu oblast), usuzujeme, Ze
zvySena hladina CTCF bez plUsobeni AZA blokuje expresi SPI1 pravdépodobné svou
aktivitou na promotoru. UvaZzujeme o mozZnosti, Ze pfitomnost CTCF na promotoru
SPI1 mUze snizovat vazbu jinych transkripénich faktord, které se Gcastni pozitivni

regulace SPI1. Prozatim jsme vSak takovy regula¢ni vztah neprokazali.

Ukazali jsme, Ze CTCF a SMARCAS jsou negativni regulacni molekuly Fidici
transkripci SPI1 v leukemickych bunkach. Navic zvySend hladina CTCF brani
hypometylac¢ni terapii v obnoveni exprese SPI1 a naopak snizeni hladiny SMARCA5S
podporuje hypometylacni terapii navozenou stimulaci exprese SPI1. Pfi¢inou je
pravdépodobné vazba CTCF/SMARCAS5 na enhancer -14,4, kterou zprostredkuje
plUsobeni AZA.

Uvedené vysledky ndm dohromady poskytuji dikaz o pfimém spojeni mezi
vazbou CTCF a SMARCAGS na nové demetylovanou DNA v regulaénich oblastech genu
SPI1 a transkripéni aktivitou genu SPI1 v blastovych bunkiach AML. Z vysledk(
usuzujeme, ze CTCF a SMARCAS brani terapeutickému plsobeni AZA, a Ze snizeni

hladiny SMARCA5 a CTCF mUzZe zlepSovat terapeutické vysledky AZA u pacientl

s MDS a AML.
A B
NONE AZA NONE AZA
1 i 1 I |8 1
Ctrl Ctrl SMARCAS Ctrl  SMARCAS Ctrl
pCTCF plasmid pCTCF plasmid siRNA siRNA siRNA siRNA

N oo SMAROAS
e U S

T318% 1182% CTCF SMARCA5

| 31% 1 51% PU.1 1138% 1 246% PU.1

Vysledkovy obrdzek 14. Zména exprese CTCF a SMARCAS5 ovliviiuje expresi

SPI1 (A) MnoiZstvi proteinu SPI1 (PU.1) bylo sledovdno metodou Western blot
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v buikdch OCI-M2 se zvySenou expresi CTCF. Bunky OCI-M2 byly transfekovany
plasmidem kddujicim CTCF (pCTCF) nebo negativnim kontrolnim plasmidem pBSK+
(Ctrl plasmid) a proteinovy lyzat byl zpracovan po 72 hodinach inkubace. Jedna ¢ast
bunék byla inkubovdna v pfitomnosti 5 UM AZA (AZA) a druha v nepfitomnosti AZA
(NONE). (B) MnoiZstvi proteinu SPI1 (PU.1) v burikdch OCI-M2 se sniZzenou expresi
SMARCAS. Buriky OCI-M2 byly transfekovdny siRNA proti SMARCAS5 (SMARCAS5
siRNA) nebo nespecifickou siRNA (Ctrl siRNA) a proteinovy lyzat byl zpracovan po 72
hodinové inkubaci. Jedna ¢ast bunék byla inkubovana v pfitomnosti 5 uM AZA (AZA)
a druhd v nepfitomnosti AZA (NONE). Pro kontrolu nandsky jsme poutZili uréeni B-
aktinu. Zména mnoizstvi specifickych proteind byla uréena denzitometricky a je

zndzornéna v malé tabulce pod obrazkem.

4.8 Doplnujici vysledkové obrazky
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Doplnujici vysledkovy obrazek 15. Exprese mRNA genli H19 a Igf2 v bunkach
MEL. Expresi mRNA jsme zjistovali metodou RT-qPCRa je zobrazena v hodnotach Ct
(leva ¢ast). Amplifikacni krivky jednotlivych vzorki mRNA jsou definovany osou X,
kde je vyznacen pocet cykll PCR, a osou Y, kde je zaznamenan fluorescencni signal
produktu PCR (linearni zobrazeni delta Rn = zména hodnoty fluorescence) (prava

cast).
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Doplnujici vysledkovy obrazek 16. Snizend exprese Smarca5 v indukovanych
bunikdch MEL-shSmarca5. Buriky MEL-shSmarca5 byly inkubovany v pfitomnosti
DOX (1 uM/ml) po dobu 96 hodin. Celkovd mRNA byla analyzovdna ve 24
hodinovych intervalech (osa X). MnoZstvi mRNA bylo stanoveno metodou RT-qPCR.
Mnozstvi mRNA bylo normalizovano na mnozstvi Hprtl a je zobrazeno jako nasobna
zména vztazena k bunkam, které nebyly inkubovany s DOX (osa Y). Chybové usecky

znazornuji standardni chybu (SE) vypocitanou pro dva nezavislé experimenty.

K562 cells (Co-IP)

|pCtrI |pC!cf
150 -
E . < WB SMARCAS
>
100 - R

|PCtrI IP Smarcab

150 -
< WB CTCF
100 -

Dopliujici vysledkovy obrazek 17. Ko-imunoprecipitace SMARCAS5 a CTCF
v bunikdch K562. Protilatky pouzité pro imunoprecipitaci: CTCF (horni panel) nebo
SMARCAS (dolni panel). Protilatky pouzité pro Western blot: SMARCAS5 (horni

panel) nebo CTCF (dolni panel). Sipky ukazuji specificky signal pfislusného proteinu.
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Doplnujici vysledkovy obrdzek 18. RozloZeni Ctcf a Smarca5 v burikach MEL
testované imunologickym barvenim ve spojeni s konfokdalni laserovou skenovaci
mikroskopii. Buriky MEL byly fixovany 3,5% formaldehydem a znaceny protilatkami
proti Ctcf (zelend barva), Smarca5 (Cervena barva) a DAPI (modra barva). Obrazek,
ktery ukazuje spojené zobrazeni fluorescencnich signall vsech protilatek (Merge),
byl pouzit pro uréeni profild intenzit jednotlivych proteinli v fezu naznaceném
pfimkou. Profily intenzity fluorescence a stanoveni obsahu heterochromatinu byly
provedeny pomoci softwaru Imagel 1,38x. Osa Y znazornuje profil intensity

fluorescence prislusného fluoroforu, osa X predstavuje vzdalenost.
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Doplnujici vysledkovy obrazek 19. (A) Demetylace DNA indukovana AZA

v bunécéné linii OCI-M2. Sekvenovani bisulfitem modifikované DNA byla provedena

na genovém lokusu SP/1 v oblastech -15,6kb, -14,4kb a -11,0kb v burikdch OCI-M2

pfed a po plsobeni AZA. Sekvence pouzitych primerd jsou uvedeny v Tabulce 9.

Kazda

analyzovana oblast obsahuje dvanact CpG, které jsou naznaceny pod
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jednotlivymi grafy. (B) Demetylace DNA indukovand AZA v CD34+ burnkach
izolovanych z pacienta s MDS bez AZA terapie (N=1, informace o pacientech jsou
uvedeny v Tabulce S1) a z pacienta s MDS po AZA terapii (N=1). (C) Metylace DNA
v CD34+ normdlné vyzravajicich burnikdch (N=1) a CD34+ burikach pacientd s
MDS/AML (N=3). Osa Y ukazuje procento nemetylovanych CpG. Osa X ukazuje

¢iselné oznaceni CpG. Cervené Sipky upozorfiuji na demetylaci CpG.

1 2 10

Mixed
OCI-M2 myeloid
OCI-M2 AZA  cells

PU.1
ITGAM
MPO
GELB
CSF1R
CSF3R
CEBPA
FOS
EGR2
CTCF
SMARCAS

Doplnujici vysledkovy obrazek 20. Exprese mRNA SPI1 a mRNA transkriptt
cilovych genl SPI1 v bunécéné linii OCI-M2 a normalné diferencujicich burkach
(zobrazeno tzv. tepelnou mapou). Celkovd mRNA ziskand z primdrnich smiSenych
myeloidnich bunék, z bunécné linie OCI-M2 pfed a po pusobeni AZA (72 hodinova
inkubace s AZA v koncentraci 5 uM) byla analyzovdna RT-qPCR. Exprese je
normalizovdna na primér hodnot HPRT1 a GAPDH a ndsledné na hodnotu 1, ktera

je rovna expresi bunécné linie OCI-M2 pred plsobenim AZA.
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AML

Summary of Patients (N=2)/Summary of Samples (N=2)

Clinical Parameters Number of patients (N=)
1. Age
(years) V 282 (62), V361 (69)
2. Gender
Male V361
Female vag2

3. Diagnosis (WHO Classification 2008)

AML with recurrent genetic abnormalities

AML with t(8:21)(q22;622); RUNX1-RUNX1T1

AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16}(p13.1;q22); CBFB-MYH11

Acute promyelocytic leukemia with t(15;17)(q22:q12); PML-RARA

AML with (9 ;11)(p22,q23); MLLT3-MLL

AML with t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML with inv(3)(g21926.2) or (3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1 V 282
AML with mutated NPM1*
AML with mutated CEBPA*
AML with myelodysplasia-related changes V361
Therapy-related myeloid neoplasms
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Blasticplasmacytoid dendritic cell neoplasm
4. Cytogenetic (Risk Category)
Favorable (t(8;21), t(15;17}, inv(16))
Intermediate (Normal, +8. +21, +22, del(7q), del(9q), Abnormal 11923, all | V282, V361
other’
Unfavorable (-5, -7, del(5q). Abnormal 3q, Complex cytogenetics;
5. Overall Survival (From Diagnosis to last follow up)
<6 months
6 - 24 months | V282
>24 months
6. Therapy
Sample before treatment | V282, V361

BSC (best supportive care)

Standard induction chemotherapy (7+3)

Demethylation drug Azacitidine (Vidaza)

Other

7. Response (IWG Criteria)

Non-response

HI (Hematologic Improvement;

PR (Partial remission

V361 (after 4. AZA)

CRi (incomplete blood count recovery

)
)
CR (Complete remission)
)
)

PD (disease progression

vag2

Relapse

8. Time of the study (during)

date of start | dats of end |

[ 19.4.2010 | 30.5.2013 |

Time of study (observation) in months

9. Qutcome

Died (during the study)

V282(31. 3. 2011), V361 (19. 3. 2012)

Alive (after study)

114




MDS

Summary of Patients (N=2)/ Summary of Samples (N=2)

Clinical Parameters

Number of patients (N= )

1. Age
(years) V285 (67), V367(69)
2. Gender
Male V367, V285
Female

3. Diagnosis (WHO 2008)

RA (Refractory cytopenia)

RARS (Refractory anemia with ring sideroblasts)

RARS-t (Refractory anemia with ring sideroblasts —
thrombocytosis)

RCMD (Refractory cytopenia with multilineage dysplasia)

RAEB-I (Refractory anemia with excess blasts 5-9% blasts)

V285

RAEB-I| (Refractory anemia with excess blasts 10-19% blasts)

V367

CMML (Myelodysplastic-myeloproliferative overlap syndromes)

5g- syndrome

Myelodysplasia unclassifiable

4. Cytogenetic (IPSS)

Favorable (Normal, 59—, -Y, 20g-)

V367 (del 20), V285 (del20)

Intermediate (All others)

Unfavorable (Complex, -7/7q-)

5. IPSS
Low risk
Int 1
Intll | V367, V285
High risk
6. Overall Survival (From Dg to LF)
<12 months
12-36 months
>36 months | V367, V285
7. Therapy
Sample before treatment | V367
Azacitidine (Vidaza) | V285
Other (chemotherapy)
BSC (best supportive care)
8. Therapy response (IWG criteria 2006)
Non-response
HI (Hematologic Improvement)
PR (Partial remission) | V285
CR (Complete remission)
Relapse
Transformation to AML
9. Time of the study (during)
date of start | date of end | | | 19.4.2010 | 30.5.2013

Time of study (observation) in months

10. Outcome

Died (during the study)

V367 (5. 12. 2010)

Alive (after study)

V285

Doplnujici tabulka 12. Souhrnné informace o pacientech.
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5. DISKUZE

MDS je klondlni onemocnéni pluripotentni kmenové buriky vedouci k poruse
krvetvorby. Krvetvornd bunka ztraci schopnost diferencovat, vznikaji krevni
elementy s morfologickymi defekty (bunécna dysplazie), neefektivni hematopoéza
zpUsobuje cytopénii v periferni krvi a poSkozené a nezralé burnky se hromadi
v kostni dfeni. U MDS mohou byt postizeny vSechny tfi krevni rfady, jednd se o
heterogenni skupinu chorob, ktera se vyznacuje vysoce variabilnim klinickym
projevem. PFic¢ina vzniku MDS proto probiha zcela jisté jiz na molekularni Urovni a je
heterogenniho charakteru. Onemocnéni MDS navic ¢asto prechazi do AML. Priciny
vzniku tohoto onemocnéni a selhavani pouzivané terapie podavané k |écbé MDS
jsou dosud navzdory intenzivnimu studiu nejasné.

CTCF ridi expresi mnoha gena duleZitych pro diferenciaci krevnich bunék,
avsak jeho patologicky vliv na expresi téchto genu pfi vzniku leukémie neni prozatim
zndam. SMARCAS je zndmy svou ulohou v ¢asné fazi diferenciace myeloidnich bunék
a jeho zvySena hladina v progenitorovych krvetvornych bunkach blokuje dalsi
vyzravani (Kokavec et al., 2017; Stopka et al.,, 2000). Zajimalo nds proto, zda
SMARCA5 a CTCF interaguji a spole¢né ovliviuji expresi krvetvornych
prodiferenciacnich gen(, jejichz narusend exprese vede ke vzniku leukemickych
bunék.

Nase prace ukazuje dllezitou ulohu interakce transkripéniho faktoru CTCF a
chromatin remodelaéniho faktoru SMARCAS v regulaci transkripce
prodiferenciacniho genu SPI1. Nejprve jsme popsali roli ATP-dependentniho
chromatin remodelaéniho faktoru Smarca5 béhem procesu interakce Ctcf se
znamou cilovou sekvenci v oblasti regula¢ni sekvence ICR H19/Igf2. Genovy lokus
H19/Igf2 jsme pro naSe studium vybrali na zadkladé pfedchozich nezavislych studii,
které ukdzaly, Ze CTCF i SMARCAS interaguji s kohezinem. Prvni prace ukazuje, Ze
SMARCAS5 spolecné s proteinem obsahujicim bromodoménu WCRF180 pfimo
interaguje s ¢lenem kohezinového komplexu RAD21. V pfitomnosti SMARCAS se
muzZe kohezinovy komplex vazat na DNA (Hakimi et al., 2002). Druha prace ukazuje,

Ze pritomnost CTCF je nezbytna pro vazbu kohezinu na specifickd mista genomu,
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mezi néZ patii lokus H19/Igf2. Navic interakce CTCF s kohezinem, konkrétné s
podjednotkami RAD21 a SMC1, je nezbytnd pro enhancer blokujici aktivitu CTCF na
ICR H19/Igf2 (Wendt and Peters, 2009). Dalsi publikace prokazala, Zze kohezinovy
komplex upevnuje chromatinové smycky vytvorené faktorem CTCF a pfispiva tak
k regulaci transkripce genl H19 a Igf2 (Nativio et al.,, 2009). VySe zminéna
pozorovani spole¢né s naSimi daty naznacuji, Ze SMARCA5 a CTCF mohou
interagovat na DNA pravdépodobné v kohezinovém komplexu, a spolecné fidit
transkripci genU dulezitych pro diferenciaci krevnich bunék a nadorovych

supresorovych genu.

Nase prace predkladd dlkaz, Ze Smarca5 je nezbytny pro vazbu Ctcf
na chromatin v oblasti ICR H19/Igf2 v leukemickych burnkach (Obrazek 8). Tento
vztah neni vzajemny, Smarca5 interaguje s chromatinem nezavisle na Ctcf. Jind
odbornd studie prokdazala interakci CTCF sdalSim chromatin remodelacnim
faktorem CHD8 (Chromodoména, helikaza, DNA vazebny protein 8) (Ishihara et al.,
2006). Pritomnost CHD8 je, podobné jako Smarca5, nutnd pro enhancer blokujici
aktivitu Ctcf na ICR H19/Igf2, avSak na rozdil od Smarca5 nema CHDS8 vliv na
interakci CTCF s DNA v oblasti ICR H19/Igf2. Zda se proto, Ze Smarca5 je prvnim
v fadé remodelacnich faktord, ktery je nezbytny pro zahajeni komplexni remodelace
chromatinu a svou pfitomnosti poskytuje signal pro dalsi proteiny, jez maji za ukol
podporovat CTCF vjeho aktivitach. Zajimavym zjisténim je, Ze ztrata CHDS8 se
projevuje zvySenim metylace DNA a sniZzenim acetylace histonovych koncu v oblasti
vazebnych mist CTCF na insuldtorech v genovych oblastechc-myc a BRCA1, avsak ne
v imprintované oblasti H19/IGF2 (Ishihara et al., 2006). Otazkou, na kterou bychom
radi v budoucnosti odpovédéli, z(istdva, zda Smarca5 ovliviiuje metylaci DNA na

vazebnych mistech CTCF.

Jaka je funkce komplexu Ctcf/Smarca5 na DNA? Role obou faktord Ctcf i
Smarca5 jsou komplexni, jelikoz kazdy interaguje sfadou dalSich proteind.
SMARCAS interaguje s proteinovymi komplexy, které jsou zapojeny do procesu
sestavovani nukleozémi a jejich pohybovani po vidakné DNA: ACF (s Acfl,

homologem WCRF180) (Fyodorov and Kadonaga, 2002b), RSF (LeRoy et al., 2000;
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Loyola et al., 2003; Loyola et al., 2001), WICH (s Wstf) (Bozhenok et al., 2002), NoRC
(Santoro et al.,, 2002). Tyto prace také naznacuji, Zze vazebni partnefi Smarca5
v jednotlivych chromatin remodelacnich komplexech urcéuji vyslednou funkci
Smarca5. Napriklad v komplexu NoRC ma Smarca5 transkripcné represivni funkci na
promotorech genu kddujicich ribozomdlni DNA. NoRC zde zprostfedkovava vazbu
histonovych deacetyldz, histonovych metyltransferaz a DNA metyltransferdz, jez
plsobi zménu konformace chromatinu vedouci k inhibici transkripce (Santoro et al.,
2002). Zatimco v komplexu WICH plsobi Smarca5 transkripcéni aktivaci. Komplex
WICH interaguje s RNA polymerdzami | a lll a umoZiuje zahajeni transkripce
ribozomalni DNA nebo 5S rRNA a 7SL RNA. (Cavellan et al., 2006; Percipalle et al.,
2006).

Nase data ukazuji, Ze Ctcf je dalSim partnerskym proteinem, ktery urcuje vliv
Smarca5 na proces transkripce. Zjistili jsme, Ze Ctcf a Smarca5 spolupracuji
v regulaci transkripce v oblasti ICR H19/Igf2 a jejich plsobeni vede k podobnému
transkripénimu vysledku. Po navozené inhibici proteint Ctcf nebo Smarca5 mizeme
pozorovat jak Smarca5 se Ctcf spole¢né stimuluji expresi genu H19 a spolec¢né tlumi
expresi Igf2 (Obrazek 10). Experimenty s narusenou hladinou Ctcf nebo Smarca5
doplnéné o testovani modelovych plasmid( pfipravenych pro urceni enhancer
blokujici aktivity Ctcf a Smarca5 jsou dlikazem toho, Ze Smarca5 je kofaktorem Ctcf
ve funkci blokovani enhanceru v oblasti ICR H19/Igf2 (Obrazek 9). Domnivame se, Ze
zvy$ena hladina Smarca5 v leukemickych burikdch mize abnormalné zesilovat vazbu
CTCF na insuldtorovych regulacnich oblastech a nevhodné tak blokovat expresi
tumor supresorovych genl. Domnivame se proto, Ze vazba a aktivita komplexu Ctcf-
Smarca5 by mohla byt terapeutickym cilem na postizenych cilovych genech

krvetvorby.

Nase prace dale predklada dikaz o ddlezité roli CTCF/SMARCAS v regulaci
transkripce genu SPI1 v blastech AML. Transkripcni faktor SPI1 fidi expresi az 3000
genu v krvetvornych bunkach a urcuje tak smér diferenciace krvetvornych bunék.
Pro bunécné rozhodovani ve vyvoji krvetvornych bunék je zasadni bunécna

koncentrace SPI1 (Burda et al.,, 2010). Expresni zmény prodiferenciacniho faktoru
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SPI1 byli pozorovany u mysi, bunécnych linii a pacientll s MDS a AML. Zatimco 50%
pokles normdlni hladiny SPI1 nezpUsobuje zZadné abnormality ve fyziologickém
vyvoji krevnich bunék, 80% pokles normalni hladiny SPI1 zplsobeny homozygotni
deleci regulacni oblasti URE plsobi hromadéni abnormalnich prekurzorovych
krevnich bunék a rozvoj AML (Rosenbauer et al., 2004). Hromadéni mutaci gen(
nebo jejich regulacnich oblasti zplsobuje vznik nddorovych onemocnéni nebo
urychluje pribéh nddorového onemocnéni. Druhou jmenovanou moznost dokladaji
vysledky nasi pfedchozi prace, které ukazuji, Ze v mysim modelu s kombinovanou
homozygotni deleci oblasti URE a nadorového supresoru Tp53 (genotyp URE-/- p53
-/-) se pokles hladiny SPI1 dale prohlubuje a vyvyji se agresivné probihajici AML
(Basova et al., 2013). Dale jsme u mysi s timto genotypem identifikovali regulaéni
drahu p53/Myb/miR-155/Spi-1. Ztrata p53 aktivuje expresi onkogennich molekul
Myb a miR-155, které snizuji expresi Spi-1. Takto snizena hladina Spi-1 zkracuje
dobu vzniku AML a zhorsuje pribéh AML u mysi s kombinovanou mutaci gen( Spi-1
a Tp53. U mysi s timto genotypem jsme pozorovali rychle se rozvijejici a mnozici se
blasty, téZkou anémii, trombocytopénii souvisejici s megakaryocytarni dysplazii
v kostni dreni a sleziné, rychly metabolicky rozvrat spojeny s hubnutim a vyrazné
kratSi prezivani. Zjistili jsme, Ze agresivni rysy AML souvisi s extrémné zvySenou
expresi onkogend Myb a mir-155. Nové identifikovanou regula¢ni drahu
p53/Myb/miR-155/SPI1 jsme pozorovali rovnéZ u pacientd s AML s mutacemi

lokusu 17p13, jenZ nese genTP53 (Basova et al., 2013).

U pacient s MDS a sekundarni AML dosud nebyly pozorovany mutace genu
SPI1, avsak na rozdil od normalnich hematopoetickych progenitor(i a de novo AML
je jejich genom asociovan s rozsahlymi zménami v metylaci DNA (Figueroa et al.,
2009). Metylace DNA hraje dllezitou roli vregulaci rozlicnych fyziologickych a
patologickych procesu v lidskych burikdch. Patologicky zvySend metylace DNA muze
vést ktiSeni tumor supresorovych genu, ztraté homeostazy DNA a celkové
genomické nestabilité vedouci krozvoji nador(. Z tohoto dlvodu duleZitost
metylace DNA v biologickych procesech predstavuje zajimavy diagnosticky a

terapeuticky cil u pacienti s MDS a sekundarni AML.
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Vysoce metylované oblasti DNA vedou u MDS a AML k utlumeni klicovych
genul pro bunécnou diferenciaci a tumor supresorovych gen( (Bejar et al., 2011a),
mezi které patfi SPI1. Nizka hladina SPI1 byla detekovdna u modelové bunééné linie
OCI-M2 a u pacientd s MDS s vysokym rizikem prechodu do AML (Curik et al., 2012).
U téchto pacientl se pfiterapii pouZivaji hypometylacni latky 5-azacytidin (AZA,
komercni nazev Vidaza) a decitabin (komeréni nazev Dacogen). Plisobeni AZA a
decitabinu vsak neni zcela identické (Hollenbach et al., 2010). Pro nase studium je
zajimavé, Ze hypometylacni latka AZA pusobi proti abnormdlné vysoké metylaci
DNA v oblasti genu SPI/1, kde demetyluje regulacni oblast URE a zvySuje expresi SPI1.
Jelikoz exprese SPI1 se zvySuje po pUsobeni AZA i v burikdch s homozygotni deleci
URE, je pravdépodobné, Zze AZA pusobi v dalSich nespecifikovanych regulacnich

oblastech genu SPI1 (Curik et al., 2012).

Vysledky nasi prace potvrdily tento predpoklad. Ukazali jsme, Ze se oblast
enhanceru v pozici -14,4 kb od transkripéniho pocatku SPI1 v burikdch MDS a AML
oproti normalné vyzravajicim bunkam vyznacduje zvySenou metylaci DNA. A pravé
v této oblasti enhanceru -14,4 hypometylacni latka AZA snizuje metylacni stav DNA
(Obrazek 13, Obrazek 19). Oblast enhanceru -14,4 je jediné konzistentné (ikdyz
v rlizném rozsahu) demetylované misto napfti¢ pouzitymi burikami. Soucasné v této
oblasti efektivita demetylace DNA pozitivné korelovala s poéateéni urovni metylace,
podobné jak bylo ukdzano v préci (Klco et al., 2013). Avsak v dalSich oblastech -15,6
a -11 jsme pozorovali, Ze vychodiskovda hypermetylace DNA nemusi nutné vést
k efektivni demetylaci, v nékterych pfipadech dinukleotidd CG jsme dokonce
pozorovali zvySeni metylace. Taktéz prace (Grovdal et al., 2013) pozorovala, zZe AZA
mUzZe vyznamné hypermetylovat DNA (ve 4 % vSech sledovanych pfipadd CG) a Ze
plUsobeni AZA zplsobuje zménu exprese i bez prokazané demetylace DNA, coz
nasvédcuje o dalSich pochodech (napf. zménach histonovych variant), které mohou

ridit expresi genll po pusobeni AZA.

NaSe data ddle ukazuji, Ze CTCF, SMARCA5 a zastupci kohezinového
komplexu se vdZzou na gen SPI1 béhem plsobeni AZA (Obrdzek 11, 12). Z lokalizace

kohezinového komplexu na DNA, ktery se v urcitych amplikonech prekryva s vazbou
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CTCF a SMARCAS, usuzujeme, Ze kohezin zde pfispiva k funkci CTCF podobnym
zplisobem (tj. upevriovanim chromatinové smycky) jako v oblasti ICR H19/Igf2

(Nativio et al., 2009).

V blastovych bunkach AML se na metylovany gen SPI/1 vaze pouze SMARCAS
a to vyhradné do oblasti URE. Po demetylaci DNA se CTCF a SMARCAS nové vazou
na enhancer -14,4 bez ptitomnosti kohezinu, na element -11 se CTCF a SMARCA5
vazou spolecné s kohezinem (Obrdzek 11,12). Na URE se po pUsobeni AZA vaze
SMARCA5 a kohezin vtakové urovni, kterou jsme pozorovali u normalné
diferencujicich myeloidnich bunék, zatimco CTCF jsme po pUsobeni AZA na URE
nepozorovali. Zajimavé je, Zze kohezin, jehoZ vazba na DNA vyzaduje demetylaci DNA
a vazbu SMARCAS5 (Hakimi et al., 2002), se vaze do oblasti -11, na které nedoslo
k tak efektivni demetylaci jako v oblasti -14,4, kde se naopak kohezin po pusobeni
AZA nevazie. Domnivdme se, Ze kohezin pro svou vazbu na DNA vyZaduje
komplexnéjsi skladbu chromatinu. Pravdépodobné jde kromé pritomnosti
SMARCAS5, CTCF také o specifickou sekvenci DNA, na niz probéhne i jen ¢aste¢na

demetylace DNA.

Ziskana data naznacuji, ze 1) v oblasti -11 dochazi k obnové vazby CTCF,
SMARCAS a kohezinu, kterou pozorujeme v normalné diferencujicich bunkach; 2)
v oblasti -14,4 dochazi k nové vazbé CTCF a SMARCAS (bez kohezinu), kterou
v normalné diferencujicich bunkach nepozorujeme. Je pravdépodobné, Zze komplex
CTCF/SMARCA5/kohezin spolu interaguji v oblasti -11, jeZ byla dfive definovana jako
slabsi enhancer komunikujici s URE a promotorem SP/1 (Leddin et al., 2011), aby
prispivali k aktivaci exprese SPI1. Podobny vliv CTCF/SMARCAS5 jsme odekavali i
v druhém pfipadé, proteinova analyza vSak ukazala, ze CTCF a SMARCAS5 expresi
SPI1 inhibuji. Jakym mechanismem interakce CTCF/SMARCAS s enhancerem -14,4,
kniz dosSlo po plsobeni AZA, ovliviiuje transkripci genu SPI1 neni doposud
objasnéno. MliZeme uvaZovat o moznosti, Ze vazba CTCF neni dostatec¢né silna pro
zajisténi normalni stimulace transkripce SPI1, ktera probiha pomoci interakce URE a
dalSich pozitivnich regulaénich oblasti s promotorem SPI1 (Leddin et al., 2011).

Avsak vzhledem k slabé vazbé CTCF na enhanceru -14,4 kb v normalné vyzravajicich
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bunkach, je pro nas pravdépodobnéjsi vysvétleni, Zze CTCF a SMARCAS interaguji na
enhanceru -14,4, aby zde mechanismem blokovani enhanceru blokovali transkripci
genu SPI1. Také muUZeme uvazZovat o moznosti, Ze SMARCAS v oblasti -14,4
umoznuje vazbu nejen CTCF ale také jinym faktor(m, inhibitorm SPI1, jejichz vliv je

dominantné;jsi nez CTCF.

Na otazku, k ¢emu muze slouzit mechanismus blokovani enhanceru na genu
SPI1 béhem hypometylacni terapie u MDS/AML, nemUzZeme v tento okamZik presné
odpovédét. Domnivame se, Ze inhibice SPI1 je stejné tak dllezita jako jeho aktivace
a Ze muUze byt vyuzZivdna béhem casné faze diferenciacniho rozhodovani krevnich
bunék, ke které dochazi po predchozi demetylaci DNA (Hu et al., 2010). Znamym
prikladem, kdy dochazi k tlumeni exprese SPI1, je vyzravani erytroidni krevni rady.
Odborné prace ukdazaly, Ze k termindlni diferenciaci erytroleukemickych bunék
dochazi po dramatickém poklesu exprese SPI1 (az na 5% puvodni hladiny) a Ze pravé
pokles hladiny SPI1 je poc¢atecnim regulaénim bodem v procesu diferenciace (Rao et
al., 1997; Rosenbauer et al., 2004). Nasi domnénku podporuje zjiSténi, ze k
diferenciaci erytroleukemickych bunék ptispiva zvyseni hladiny CTCF (Torrano et al.,
2005). Dalsim moznym vysvétlenim muze byt, Ze vazba CTCF/SMARCAS na enhancer
-14,4 je aberantni a specifickad pro buriky AML podstupujici DNA demetylacéni terapii

AZA a v normalni fyziologii vyzravajicich bunék neexistuje.

Mechanismus, jakym probiha aktivace transkripce genu SPI1, byl jiz dfive
popsan. Silnd aktivace transkripce SPI1 v myeloidnich burnkach probiha po vzniku
dvou regulacnich chromatinovych smycek spojujici oblast URE, enhancer -14,4 kb (-
12 kb v mySim genomu) a promotor SPI/1 za soucasné vazby specifickych
transkripénich faktor C/EBPa, EGR2 a SPI1 v téchto regulacnich oblastech (Leddin
et al., 2011). Naopak mechanismus, jakym probiha inhibice genu SP/1, nebyl timto

zpusobem doposud popsan.

NasSe prace popisuje inhibici transkripce SPI1, jez probihd pod vlivem
metylace DNA. Na zdkladé naSich pozorovani zde predstavujeme model, ktery
zahrnuje metylaci DNA rozezndvajici faktor CTCF, ktery spolupracuje na DNA

s chromatin remodelaénim faktorem SMARCAS. Vysoka metylace DNA v burikach
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MDS a AML brani vazbé transkripcnich faktor(i a vede ke strukturnim zménam
chromatinu, které jsou charakteristické pro represi genu SPI1. Podle naSich dat
ziskanych metodou ChIP se CTCF vaZe na DNA predevsim v misté enhanceru -14,4
po pusobeni demetylacni terapie AZA (Obrazek 11). Vazba CTCF na enhancer -14,4
koreluje se snizenou metylaci DNA po pUlsobeni AZA (Obrazek 19) a pfitomnosti
SMARCAS. Podle dat ziskanych na genovém lokusu H19/Igf2 usuzujeme, Ze
SMARCAS zde zastava dUlezitou ulohu jako chromatin remodelaéni faktor, ktery
umoZfuje vazbu CTCF na DNA (Obrazek 8C). Clenové kohezinového komplexu se
vazou podobné jako SMARCAS na URE a element -11 kb a pravdépodobné také
ovliviuji strukturu genu SPI1 v diferencujicich myeloidnich burikdch. Ddle z naSich
vysledkd usuzujeme, Ze pouZitim demetylacni terapie u MDS/AML vznika aberantni
vazba CTCF/SMARCAGS v regulacni oblasti genu SPI1, kde pfitomnost CTCF/SMARCA5
brani Uplnému obnoveni exprese SPI1. Ztoho vyplyva, Ze pUsobeni AZA méni
v leukemickych burikdch vazebny profil transkripénich a jinych epigenetickych
faktord, které dale ovliviiuji expresi hematopoetického faktoru SPI1 takovym
zpusobem, ktery neni dostacujici pro obnoveni transkripce genu SPI1 na takovou
hladinu, jeZ je pozorovdna u bunék s normalné probihajici myeloidni diferenciaci

(Obrazek 21).
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Model of CTCF/SMARCAS5 in SPI1 aene reaulation
Model regulace genu SPI1 faktory CTCF a SMARCA5S
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Obrazek 21. Model epigenetické regulace genu SPI1 prostiednictvim
proteint CTCF a SMARCAS5. Vazebné misto CTCF (-14,4kb) v burikdch AML je
obsazeno proteinem CTCF a SMARCAS5 po navozeni demetylace DNA zplsobené
AZA. Vazba ¢lenl kohezinového komplexu se c¢aste¢né shoduje svazbou
CTCF/SMARCAS a navic se sifi pres element -11,0 kb a URE v genovém lokusu
SPI1.Rozptylena vazba jak CTCF tak SMARCAS na genu SPI1 pozorovana ve vzorku
smisenych myeloidnich bunék nebyla uréena v blastovych burikdch AML. Prestoze
pUsobeni AZA v blastovych bunkach AML navodilo castenou obnovu vazby
CTCF/SMARCAS5 na genu SPI1, pritomnost CTCF/SMARCAS nedokazala umocnit
derepresi genu SPI1 a na misto toho inhibovala transkripci SPI1 pravdépodobné

skrze jejich enhancer blokujici aktivitu na enhanceru -14,4 kb.
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6. SHRNUT{ ZAVERU DIZERTACNI PRACE

Na pocdatku prace jsme si stanovili pracovni hypotézu predpokladajici, Ze
abnormalni metylace DNA regulacni oblasti SPI1 je pfi¢inou nizké hladiny SPI1, jez
se projevuje zablokovanim diferenciace progenitorovych krevnich bunék a vznikem
MDS a AML, a Ze CTCF je v pfitomnosti SMARCAS zapojen v regulaci transkripce
genu SPI1 v nadorovych burikdch MDS/AML béhem hypometylacéni terapie AZA.

Nase prace ukazala, Ze CTCF a SMARCAS spolu interaguji na DNA v regulacnich
oblastech genu SPI1 a spolupracuji na regulaci exprese SPI1 béhem hypometylacéni
terapie MDS a AML a potvrdili jsme tim nasi hypotézu. Identifikovali jsme druhou
zesilujici regulacni oblast genu SPI1, ktera je hypermetylovana u bunék MDS/AML a
na které dochazi k hypometylaci DNA béhem pusobeni AZA. Ukazali jsme, Ze
pUsobeni AZA méni vazebny profil transkripéniho faktoru CTCF a chromatin
remodelac¢niho faktoru SMARCAS v oblasti SPI1 v leukemickych burikach. Zvysena
aktivita CTCF a SMARCAS na regulacnich oblastech genu SPI1 blokuje obnoveni jeho

exprese.
Na konkrétni cile navazujici na hypotézu jsme odpovédéli takto:

1. Ctcf a Smarca5 vzajemné interaguji na DNA v krevnich burikach. Interakce Ctcf a
Smarca5 byla dokazana na ICR genového lokusu H19/Igf2. Vazba Ctcf na cilové
sekvence probihd pouze v pfitomnosti Smarca5. Naopak vazba Smarca5 na DNA

probiha nezavisle na pfitomnosti Ctcf.

2. Ctcf a Smarca5 spolupracuji v regulaci genové exprese.Ctcf a Smarca5 spole¢né
reguluji genovou expresi cilovych gend H19/Igf2 v krevnich burikach.Ctcf a Smarca5
spolecné zvysuji expresi genu H19 a snizuji expresi genu Igf2. Vazba Smarca5 na ICR

H19/Igf2 je nezbytna pro enhancer blokujici aktivitu CTCF.

3. CTCF a SMARCAS interaguji na DNA v regulacnich oblastech genu SPI/1.V oblasti
genu SPI1 byla v bunikach normalniho jedince byla pozorovana jak vazba CTCF tak
SMARCAS. Vazba CTCF a SMARCAGS se prekryvala v urcitych studovanych lokusech,

coz nasvédcuje o vzdjemné interakci téchto proteinli na genu SPI1. RozloZeni vazby
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SMARCAGS v burikdch MSD/AML je podobné rozloZzené jako v burikdch normalniho
jedince. Vazba CTCF v burikich MDS/AML byla pozorovdna na rozdil od bunék

normalniho jedince pouze v oblasti promotoru.

4. AZA hypometyluje zesilujici regulacni oblast (enhancer) -14,4 genu SPI1.
Vsechna sledovana predikovana vazebnda mista CTCF -15,6, -14,4, -11 se vyznacuji
hypermetylovanou DNA v modelové bunécné linii MDS/AML. V ostatnich vzorcich
pacientd s MDS/AML byly hypermetylované oblasti -14,4 a -11. Jedina oblast
enhanceru -14,4 se vyznacuje zvySenou metylaci DNA v bunkdch MDS/AML oproti
normalnim jedincim. PUsobeni AZA demetyluje DNA v misté enhanceru -14,4 jak
v bunécné linii MDS/AML, tak v primarnich vzorcich pacientd s MDS. Efektivita

demetylace DNA v oblasti -14,4 pozitivné korelovala s po¢atec¢ni urovni metylace.

5. AZA demetyluje vazebné misto CTCF a SMARCAS.V bunécéné linii MSD/AML se do
oblasti enhanceru -14,4 nevdaze ani CTCF ani SMARCAS, v oblasti -11 se vaze (slabéji
nez v normalné diferencujicich bunikach) pouze SMARCAS. Po demetylaci dochazi
voblasti -11 k obnové vazby CTCF, SMARCAS5 a kohezinu, kterou pozorujeme
v normalné diferencujicich bunkach. V oblasti -14,4 dochazi k nové vazbé CTCF a

SMARCADS bez kohezinu, kterou v normalné diferencujicich burikdch nepozorujeme.

6. CTCF a SMARCA5 blokuji expresi SPI1.CTCF a SMARCAS spolupracuji v regulaci
exprese genu SPI1 v bunééné linii MDS/AML. Manipulace proteinové hladiny CTCF a
SMARCAS odhalila, Ze oba proteiny snizuji expresi SPI1.

Z uvedenych zavérua vyplyva, Ze regulacni oblasti tumor supresorového genu
SPI1 jsou u MDS/AML hypermetylovany. PGsobeni hypometylaéni latky azacytidinu
zpusobuje pokles metyla¢ni drovné DNA na urcitych dinukleotidech CG a umoziuje
vazbu nové identifikovanych reguldtor( exprese SPI1, transkripéniho faktoru CTCF a
chromatin remodela¢niho faktoru SMARCAS5. ZvySenda aktivita CTCF a SMARCAS
tlumi expresi SPI1. Domnivame se, Ze CTCF/SMARCAS jsou zapojeny v procesu
blokovani aktivovanych zesilujicich regulac¢nich oblasti tv. smyckovanim chromatinu
a brani tak znovuobnoveni exprese SPI1 a myeloidni diferenciace po pUlsobeni

hypometylacni terapie. Timto predstavujeme duikaz, ktery by mohl vést k objasnéni

126



otazky proc je hypometylacni terapie pacientli s MDS a AML ucinna jen kratkodobé

nebo u nékterych pacient( zcela neucinna.
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