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Abstrakt

CCCTC-vazajici faktor (CTCF) ma schopnost aktivovat a
tlumit transkripci genl mechanizmem vytvareni chromatinovych
smycek, jez spojuji regulacni oblasti s promotory, na nichi je
zahdjena transkripce RNA. Metylace DNA predstavuje modifikaci
cytosinovych nukleotidd, jez ma regulaéni viastnosti a je vytvarena
jadernym enzymatickym aparatem. Regula¢ni role CTCF tkvi ve
vazbé na nemetylovanou DNA a interakci s dalSimi
bilkovinami kohezinového  komplexu vedouci k ovlivnéni
transkripce sousedicich gen(; napfiklad genl pro H19 a Igf2. Role
CTCF v krvetvorbé je predpokladana a rada praci ukazuje i na
vyznam CTCF pro vznik leukemické transformace a nadumérné
produkci klonélnich myeloblast(, avSak pfesny mechanizmus téchto
procesli neni zndm. Imprinting je epigeneticky mechanizmus pro
regulaci transkripce skrze metylaci DNA a CTCF, jeZ je vyuzivana pfi
maternalnim a paternalnim prenosu genetické informace do zygoty.
Mezi molekuldrni mechanizmy CTCF patfi takzvany blokujici efekt,
kterym CTCF odstrani vliv regulacni zesilovaci (,enhancerové’)
sekvence na funkci promotoru. V nasi vyzkumné prdci jsme si
poloZili otazky 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 zrodiny 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.
Dale jsme identifikovali novy CTCF-regulovany lokus v oblasti
klicového hematopoetického reguldtoru SPI1 (PU.1) a prokazali, ze
vnormalné diferencujicich myeloidnich burikach jsou CTCF a
SMARCAS spolecné s cleny kohezinového komplexu vazany na
enhancer pro gen SPI/1. Vazba k SPI1 je zavisla na metylaci DNA a
v myeloblastech je znemoZnéna hypermetylaci, jez je reverzibilni po
plsobeni DNA demetylac¢niho Cinidla Azacytidinu.



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/lgf2 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.



Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemocnéni
pluripotentni kmenové bunky vedouci k poruse krvetvorby a
nasledné ke vzniku akutni myeloidni leukémie (AML). Nizkd hladina
tumor supresorovych genl v burikdch MDS a sekunddrni AML je
spojovana se zvySenou metylaci DNA v regulacnich oblastech
téchto genU a rozsah abnormdlni metylace pozitivné koreluje
s pravdépodobnosti transformace do AML (Jiang et al., 2009).

Pacienti s MDS svysokym a stfedné vysokym rizikem
prechodu do AML a pacienti s AML s dysplazii ve vice bunécnych
liniich (podle IPSS) jsou léceni hypometylacni latkou 5-azacytidin
(AZA) (Fenaux et al., 2010). AZA se zaclenuje do DNA a brani DNA
metyltransferazam v jejich funkci. AZA méni expresi az 1424 genl
v souvislosti se sniZzenim hladiny metylace DNA. Demetylace DNA
muze byt spojena jak s aktivaci (10,6% gena), tak s inhibici prepisu
DNA (8,3% gen0). Klinické studie ukazuji, Ze Ié¢ba AZA snizuje
nutnost transfuzi krve a krevnich desticek (Silverman et al., 2002) a
prodluZzuje dobu celkového preZiti pacientd a dobu progrese
onemocnéni do AML (Fenaux et al., 2009)(Fenaux et al., 2009).
Navzdory zminénym pozitivnim G¢inkim AZA z(stdva tato
hypometylacni terapie u pacientll s MDS z lékafského hlediska
neuspokojivd. VySe popsané pro-diferenciacni ucinky AZA na
leukemické bunky dobre funguji vinicidlni fazi terapie pacientd,
avsak v prObéhu casu AZA postupné selhdva a dochazi k
nekontrolované propagaci leukemického klonu a smrti pacienta.

Transkripéni faktor SPI1 zahajuje a fidi myeloidni
diferenciaci pluripotentni krvetvorné burky. Smér diferenciace je
zavisly na jeho presné bunécné koncentraci. Expresi SPI1 fidi nékolik
regulacnich oblasti: proximalni promotor, regulacni oblast URE a
dalSich méné znamé enhancery (Hoogenkamp et al., 2007; Leddin et
al.,, 2011), které spolu komunikuji a vytvari chromatinové smycky
(Ebralidze et al., 2008; Leddin et al., 2011; Staber et al., 2013).

SPI1 je gen, ktery potlacuje vznik nadord. Nizkd hladina
SPI1 je pozorovana v burikdch AML (Rosenbauer et al., 2004) a MDS
s vysokym rizikem prfechodu do AML (podle IPSS) a u modelové
bunécéné linie MDS/AML OCI-M2 (Curik et al., 2012). U AML je nizka
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hladina SPI1 spojovana s deleci nebo mutaci oblasti 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). Komplexni vztahy epigenetickych faktord urcujici
obnoveni transkripce SPI1 vlivem AZA terapie nejsou zcela
objasnény.

Multifunkéni transkripéni faktor CTCF mda ve spoluprdci
s kohezinovym komplexem schopnost vytvaret chromatinové
smycky, které rozdéluji chromatin na transkripéné aktivni a
neaktivni domény. To vysvétluje, Ze CTCF mulZe pUsobit jako
transkripcni represor i jako transkripéni aktivator (Filippova et al.,
1996; Splinter et al., 2006). CTCF je vyjimecCny svou vazbou na
sekvenci oznacovanou jako insulator, ktera blokuje pUsobeni
sekvenci DNA, které zesiluji nebo potlacuji transkripci vyjadfovanych
genl (Ohlsson et al., 2001).

Vazba CTCF na DNA je zpravidla mozna na nemetylované
vazebné misto, které se nachazi na vlakné DNA mezi pravidelné
rozmisténymi nukleozémy a v mistech s vyssim vyskytem histonové
varianty H2A.Z (Filippova et al., 2001; Kanduri et al., 2002)

Sestavovani a umistovani nukleozdmu zprostiedkovava
chromatin remodelaéni faktor SMARCAS, jehoz hydrolytickou
aktivitu stimuluje histonova varianta H2A.Z. SMARCAS5 je také
nezbytny pro interakci kohezinového komplexu s DNA, pficemz
vazbu SMARCAS spolecné s kohezinem negativné ovliviiuje
metylace DNA (Hakimi et al., 2002).



Hypotézy a cile prace

Hlavni hypotézou mé prace je, Ze chromatin remodelacni faktor
SMARCAS se ucastni vzniku leukemického klonu skrze spolupraci
s transkripénim faktorem CTCF. Leukemickd transformace je
umoznéna nizkou hladinou prodiferenciaéniho hematopoetického
proteinu SPI1, jez je zplisobena abnormalni metylaci regulaéni
oblasti genu SPI1. Pfedpokladame, ze CTCF mlize byt v pfitomnosti
spolupracujiciho partnera SMARCAS5 kandidatnim transkripénim
faktorem, ktery je zapojen vregulaci transkripce genu SPI1
v nadorovych burikich MDS/AML béhem hypometylacni terapie
AZA. CTCF mulZe ovliviiovat expresi SPI1 pfi terapii AZA bud
v pozitivnim, nebo negativnim smyslu, v zavislosti na funkci CTCF na
genovém lokusu SPI1. Cilem dizertacni prace je:

1. Urcit, zda CTCF a SMARCAS5 vzajemné interaguji na DNA
v krevnich burikach. Urcit v jakém sledu probiha jejich vazba na
DNA.

2. Ur¢it, jaky vyznam ma interakce CTCF a SMARCAS v regulaci
genové transkripce.

3. Ur¢it, zda CTCF a SMARCAS interaguji na DNA v oblasti genu SP/1
v burikach u normalnich jedinct a v bunikdch MDS a AML.

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

5. Ur¢it, zda k demetylaci DNA dochdzi na vazebnych mistech CTCF.
Zjistit, zda metylace DNA ovliviiuje vazbu CTCF a SMARCAS5 do
regulacnich oblasti genu SPI1.

6. Urcit jakym zplsobem CTCF a SMARCAS reguluji expresi SPI1 v
burikach MDS a AML.



Material a metodika
Material:
DNA plasmidy

Modelové DNA plasmidy pro studovani regulacnich vlastnosti -
Plasmidy obsahujici vazebné domény a gen pro luciferdzu: plHLE,
pIHLIE a pIHLME byly pouzZity v experimentech testujicich funkci
insuldtoru (Ishihara et al., 2006; Wendt and Peters, 2009). V nasi
praci byly tyto tzv.,reporterové” plasmidy pouZity pro testovani
funkcniho vztahu CTCF a SMARCAS v oblasti insulatoru genu H19.
Plasmidy byly vytvofeny a nam poskytnuty z laboratofe prof.
Mitsuyoshi Nakao.

Bunécné linie

MEL- Mysi  erytroleukemické bunky. Jednd se o erytroidni
prekurzory zablokované v pozdéjsim stadiu erytroidni diferenciace
(podle FAB klasifikace jde o transformovanou AML-M6b) (DSMZ,
Braunschweig, Némecko; ACC 501).

OCI-M2- Lidské buriky AML. Jednd se o buriky MDS transformované
do erytroleukémie (AML-M6). Bunky OCI-M2 mohou po indukci
diferencovat do erytroidni nebo megakaryocytdrné/monocytarni
vyvojové rady. Buriky OCI-M2 byly izolovany z leukemickych bunék
56-letého muze v roce 1984. (DSMZ, Braunschweig, Némecko; ACC
619)

Vzorky pacientti 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 shromaZzduji vzorky kostni drené (a
periferni krve) pacientd s MDS, AML a dalsimi hematologickymi
malignitami. Vzorky byly od pacientd ziskdny na zakladé
informovaného souhlasu (v souladu s poZadavky Helsinské
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deklarace). V tomto projektu jsme zkoumali dva pacienty
s pokroCilym stadiem MDS ve vysSim riziku a dva pacienty s AML
s myelodysplastickymi rysy. Soubor pacientl se skladd ze 3 muziia 1
Zeny. Median pacient( 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)(q21g26.2) nebo t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1)
(1 pacient). Vzorky pacientd byly odebrany v dobé diagndzy
onemocnéni a pred zapocetim |éCby AZA a nebo po terapii AZA.
Klinické parametry pacient( jsou popsany nize (Tabulka 12). Jako
kontroly byly pouzity CD34+ progenitorové burky jednoho darce
periferni krve a smés normalné vyzravajicich myeloidnich bunék
ziskanych z periferni krve (95% zastoupeni myeloidnich bunék)
jednoho darce v kompletni remisi po lymfomu, ktery byl v dobé
odbéru stimulovan terapii G-CSF.

Metody:

Pracovni postup pfi nakladani s modelovymi bunéénymi liniemi a
se vzorky pacientii s MDS, AML a zdravych jedinct.

Buriky bunéénych linii MEL-shSmarca5, K562, HelLa a OCI-M2 byly
kultivovany pti 37°C a 5% atmosféie CO, v médiu podle doporuceni
dodavatele.

Bunky MEL-shSmarca5 sintegrovanou Smarca5 shRNA byly
selektovany a kultivovany v médiu obsahujicim 0,5% puromycin a
2% G418. 24 hodin pred zahdjenim aktivace exprese shSmarca5 byly
buniky MEL-shSmarca5 promyty 1xPBS a déle kultivovany v médiu
bez puromycinu. Exprese Smarca5 shRNA a stim spjaty pokles
proteinové hladiny Smarca5 v bunécné kultufe MEL-shSmarca5 byl
navozen inkubaci bunék v médiu obsahujicim doxycyklin o konec¢né
koncentraci 1 pug/mL po dobu 96 hodin. Burikdm bylo kultivaéni
médium s doxycyklinem vyménovano v 24 hodinovych intervalech a
bunécnd koncentrace byla udrZovana na 5x10° bunék/mL. Ve
stejnych intervalech byly bunky odebirany pro analyzu RNA a
proteinové Urovné Smarca5.
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Bunécénd kultura OCI-M2 byla ovliviiovdna rlstovym
faktorem G-CSF o konec¢né koncentraci 50 ng/ml a AZA o
konecné koncentraci 5 uM jak bylo popsano v odborném c¢lanku
Cutik et al. 2012. Cerstvy roztok AZA byl pfipraven rozpusténim 25
mg prasku v 10 ml sterilniho 1xPBS a ndsledné ptidan v pfislusSném
objemu do 10 ml bunéclné kultury tak, aby jeho vyslednd
koncentrace v kultufe dosahla hodnoty 5 uM. Ristovy faktor G-CSF
byl ke kulture pfidan vzdy 6 hodin pred pridanim kazdé davky AZA.

CD34+ bunky pacientd s MDS, AML a zdravého darce byly

ziskany z kostni diené gradientovou centrifugaci pres vrstvu Biocoll
a magnetickou separaci na pfristroji AutoMACS pomoci protilatky
proti CD34 (klon 581/CD34) a proti CD11b (klon M1/70). Kvalita
separovanych vzorkd byla ovéfena pomoci pratokové cytometrie na
pfistroji BD FACS Aria llu s pouZzitim protildtky PE-anti-human-CD34
(klon 581).
Smés myeloidnich bunék byla od darce v kompletni remisi po
vyléceni  predchoziho Ilymfomu (s normalné  vyzravajicimi
myeloidnimi  burfikami) ziskana z periferni krve. Zastoupeni
myeloidnich bunék v periferni krvi bylo stanoveno metodou
diferencialniho krevniho rozpoctu. Periferni krev byla zbavena od
erytrocyt osmotickou lyzou vlyzacnim roztoku obsahujicim
amonium chlorid.

Transientni transfekce bunék MEL-shSmarca5, HeLa, OCI-M2
Izolace RNA a pfepis do cDNA

Kvantitativni PCR v redlném case (RT-qPCR) a vyhodnoceni mRNA
exprese

Pfenos proteinu a inkubace s protilatkou (Western Blott)
Ko-imunoprecipitace
Chromatinova imunoprecipitace (ChIP)

Stanoveni luciferazové aktivity (exprese reportérového genu)
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Analyza metylace DNA

Imunofluorescencni mikroskopie
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Vysledky a diskuze

1. Vazba Ctcf do oblasti ICR je v leukemickych burkach fizena
chromatin remodelacnim faktorem Smarca5.

Transkrip¢ni faktor Ctcf je zapojen v Fizeni exprese mnoha
genl duleZitych pro vyzravani krevnich bunék, avsak jeho
potencidlné patologicky vliv na expresi téchto genl pfi vzniku
leukémie neni prozatim zndm a pritom u 50% pripadl AML a také u
CML byla pozorovana aberantni exprese cilovych gend CTCF: H19 a
IGF2 (Randhawa et al., 1998; Wu et al., 1997). Dale na bunécném
modelu lidské erytroleukémie (bunécna linie K562) bylo ukazano, ze
zvySeni hladiny CTCF fidi diferenciaci leukemickych bunék do
erytroidni krevni fady (Torrano et al., 2005).

Pfi zahdjeni vyzkumu na téma vlivu CTCF u lidskych
leukémii jsme si poloZili otazku, zda se Ctcf vaZe do oblasti ICR a zda
Ctcf fidi expresi cilovych gent H19/Igf2 vleukemickych burikach.
Pro studium jsme si vybrali bunky 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 1gf2 je 1000 krat mensi nez mRNA H19. Tato data
ukazuji, Ze exprese H19 a Igf2 v pouZitych leukemickych burikach je
rozdilna.

Nasledné jsme v bufikdch MEL ur¢ili vazbu Ctcf v regulaéni

oblasti ICR lokusu H19/1gf2 na ¢tyfech mistech DNA (-3,7; -3,1; -2,6;
-2,2 kb vzdalenych od transkripéniho pocatku genu H19)., podobné
jak bylo urceno v drivéjsi praci (Bell and Felsenfeld, 2000).
Dale nékolik experimentalnich praci ukazuje, Ze vazba Ctcf na DNA
vyZzaduje vhodnou epigenetickou remodelaci chromatinu. Bylo
ukazano, Ze vazba Ctcf na ICR lokusu H19/Igf2 je fizena metylaci
DNA a pozici nukleozédml na vldkné DNA (Davey et al., 2003;
Kanduri et al.,, 2000). Ztéchto ddvodld jsme testovali, zda se
v oblasti ICR vyskytuje ATPaza sestavujici a posunujici nukleozomy -
Smarca5 z rodiny ISWI (Li et al., 2006; Strohner et al., 2001; Zhou et
al., 2002).

Pouzili jsme stabilné transfekované buriky MEL-shSmarca5,
u nichz jsme byli schopni uc¢inné snizit hladinu Smarca5 (pod 20 %
pavodni hladiny). V téchto burikach jsme zjistili pfitomnost Smarca5
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voblasti ICR vpozici -3,7; -3,1; -2,6; -2,2 kb vzdalenych od
transkripéniho pocatku H19. Ziskana data ukazuji, ze Ctcf a Smarca5
se vazou na spole¢na vazebnd mista v ICR lokusu H19/Igf2.

Zajimalo nas dale, zda Smarca5 mUze ovliviiovat vazbu Ctcf
na DNA nebo naopak, zda Ctcf mize ovliviiovat vazbu Smarca5 na
DNA v oblasti ICR H19/Igf2. K zodpovézeni zminénych otazek jsme
pouzili metodu ChIP v oblasti ICR po blokovani exprese Smarca5 a
po blokovani Ctcf. Pokles Smarca5 vedl ke sniZeni vazby Ctcf na DNA
v oblasti ICR. Po blokovani Ctcf byla vazba Smarca5 na DNA stabilni
nebo dokonce zvySena. Nase vysledky tedy nasvédCuji tomu, Ze
specificka vazba Ctcf v oblasti ICR H19/1gf2 je zavisla na pfitomnosti
Smarca5, a Ze Smarca5 se na DNA vdze nezdvisle na expresi Ctcf.

Nasledné jsme pomoci metody koimunoprecipitace ukdzali
proteinovou interakci mezi Ctcf a Smarca5 a to jak v bufikdch mysi
tak lidské erytroleukémie.

K nezadvislému ovéreni nové zjisténé interakce Ctcf a
Smarca5 na bunécné uUrovni jsme pouZili metodu konfokalni
mikroskopie. V jaderném chromatinu MEL bunék jsme pozorovali
Casteény prekryv imunofluorescenénich signald Ctcf a Smarca5s .

2. SMARCAS funkcné spolupracuje se CTCF

Dale jsme studovali vliv Smarca5 na regulaci transkripce
cilovych genl Ctcf. Na modelovém vektoru, ktery obsahuje klicové
regulacni oblasti genového lokusu H19/IGF2 jsme nejprve ukazali, Ze
transkripcni aktivita luciferazového genu na vektoru plHLIE je
v pfitomnosti CTCF trojnasobné inhibovana oproti vektoru pIHLME,
jehoz transkrip¢ni aktivita neni ovlivnéna pfitomnosti CTCF, cozZ je
v souladu s dfivéjsi praci (Ishihara et al., 2006; Wendt and Peters,
2009).

Zajimalo nas, zda blokovani modelového enhanceru, které
je fizeno proteinem CTCF, vyZaduje pfitomnost SMARCAS. Nejdfive
jsme ukazali zménu luciferdazové aktivity po samotném blokovani
CTCF. V bunikdch se sniZzenou hladinou CTCF jsme pozorovali
vyznamné zvySenou luciferazovou aktivitu ukazujici na negativni
efekt CTCF na aktivitu enhanceru (tzv. enhancer-blocking effect).
V bunkach se snizenou hladinou SMARCA5 jsme podobné jako
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v burikdch s blokovanym CTCF pozorovali vyznamné zvySenou
aktivitu luciferazového genu.

Ziskand data ukazuji, Ze pro fyziologicky fungujici
ICR/insulatorovou oblast, jez fidi expresi genl HI19/IGF2, je
nezbytna pritomnost proteinu CTCF a rovnéz pritomnost SMARCAS.

3. Smarca5 reguluje transkripci cilovych genti Ctcf

Nasim dalSim cilem bylo ovéfit data ziskana testovanim
transkripc¢ni aktivity v reportérovém systému na primarnich cilovych
genech proteinu Ctcf. Snizena hladina Ctcf vedla k pétinasobnému
poklesu exprese H19 a sedmindasobnému zvyseni exprese Igf2 .
Podobné vysledky jsme pozorovali po snizeni hladiny Smarca5,.
Exprese H19 se v bunkich snizkou hladinou Smarca5 snizila
trojnasobné, zatimco exprese Igf2 se desetinasobné zvysila.

Vysledky ukazuji, Ze Smarca5 umoznuje vazbu Ctcf na ICR a
prispiva ke stimulaci transkripce H19 a blokovani transkripce Igf2.
Vysledky také naznacuji, Ze nizkd hladina Ctcf a Smarca5 muze
v leukemickych bunkach aktivovat expresi Igf2, jehoZ vyssi hladina
stimuluje  bunécny rlst, ktery je u dospélého jedince
charakteristicky pro rozvoj nadorového onemocnéni, anebo byva
spojeny s progresi onemocnéni (Livingstone, 2013).

ProtoZe abnormalni exprese Igf2 v leukemickych burikdch
neni zavisla na metylaci DNA jeho regulacnich oblasti (Randhawa et
al., 1998), zajimalo nas, 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 bunkach je fizena zménou metylace
DNA, 3) a ktery je soucasné ovliviovan aktivitou Smarca5.

V ndvaznosti na data, jez popsala inhibujici vliv DNA
metylace na expresi genu pro hematopoeticky transkripéni faktor
SPI1 (Curik et al., 2012), jsme testovali, zda sniZeni hladiny Smarca5
bude mit vliv na expresi Spi-1 a jeho cilového genu Cebpa v bunkach
MEL. Po sniZeni hladiny Smarca5 jsme pozorovali zvySeni exprese
Spi-1 a Cebpa na uUrovni mRNA a proteinu. U bunék MEL je vsak
fyziologickda exprese Spi-1 navic narusena integrovanym
retrovirusem SFFV v jeho regulacni oblasti, jez neumoznuje zahajeni
diferenciace do myeloidni fady. Ztoho ddvodu jsme ve studiu
pokracovali na bunécném modelu lidské erytroleukémie.
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4. CTCF a SMARCAS se vazou na dalsi cil CTCF: gen SPI1

Nase prace jako prvni ukazuje vazbu CTCF a SMARCA5
v genové oblasti SP/1 v normalnich myeloidnich burikach. V 5 oblasti
genu SPI1 jsme pozorovali vyznamnou vazbu v fadé lokalizacich jak
CTCF tak i SMARCADS, pfi¢emz spolecné nasedaji na DNA v oblastech:
-15,6,-13,7,-12,4 a -11.

V leukemickych bunkach je vazba CTCF a SMARCAS
v oblasti genu SP/1 narusena. Vazbu CTCF a SMARCAS jsme testovali
v lidské bunécné linii OCI-M2, jez mlZe byt srovnavana se skupinou
pacientli s MDS s nizkou hladinou SPI1 v CD34+ burnkach, u nichzZ je
median preZiti pti Ié¢bé AZA vyznamné kratsi neZ u pacientd s MDS
se stfedni nebo vyssi hladinou SPI1 (Curik et al., 2012). V burikach
OCI-M2 s metylovanou DNA jsme zjistili vazbu CTCF pouze
v promotorové oblasti -0,15. RozloZeni vazby SMARCAS v bufkach
OCI-M2 jsme pozorovali podobné jako v normalnich burnkach. Vazbu
SMARCAS jsme urcili v amplikonech -17,2 az -15,6 (v URE a v oblasti
ve sméru 3" od URE) a -11.

Nasledné jsme zjistili, Ze plsobeni AZA umoziuje vazbu
CTCF a SMARCAS. Nové vzniklou specifickou vazbu CTCF jsme
lokalizovali pouze na enhanceru -14,4. Zvysené ,nabohaceni” CTCF,
které jsme urcili vamplikonech -15,6 a -11, se blizi specifické vazbé.
Specifickou vazbu SMARCAS jsme lokalizovali v amplikonech: -15,6,
-13,4, -11 a také na enhanceru -14,4.

Z toho vyplyva, Ze spoleénym vazebnym mistem pro CTCF a
SMARCAS v leukemickych bunikach ovlivnénych AZA je pouze
enhancer -14,4.

5. €lenové 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. V normalnich lidskych myeloidnich
burnikach jsme pozorovali ,nabohaceni” obou clen kohezinového
komplexu RAD21 a SMC1 v regulacnich oblastech genu SPI/1 velmi
podobné jako byla vazba CTCF a SMARCAS. Nejvyssi ,,nabohaceni”
RAD21 a SMC1 jsme pozorovali voblasti URE, konkrétné na
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amplikonech -17,5 aZz -15,6. Druhé nejvyssi ,nabohaceni“ RAD21 a
SMC1 jsme zaznamenali v amplikonech -11 a-9,7 .

V bunkach OCI-M2 bez AZA terapie jsme na genové oblasti
SPI1 pozorovali zanedbatelné ,nabohaceni” RAD21 a SMC1. Po
pGsobeni AZA byl RAD21 vazan do mista -15,9. Dale se RAD21
(spolecné se SMARCADS) sifil z pozice -15,9 smérem k URE. RAD21 se
také vézal 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 spolecné
s RAD21. Vazba CTCF a SMARCAS na enhanceru -14,4 se prekvapivé
neprekryvala s vazbou RAD21 ani SMC1.

Vysledky ukazuji, Ze plsobeni hypometylacni terapie
obnovuje vazbu RAD21 a SMC1, kterou jsme pozorovali v normdlné
diferencujicich myeloidnich burikach.

6.V burikach AML je vazebné misto CTCF a SMARCADS na genu SPI1
metylovano a AZA zplisobuje jeho demetylaci

Vazba SMARCAS 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.

Na vazebné sekvenci CTCF a v jejim okoli jsme ur¢ili
metylacni stav DNA v CD34+ burikich MDS/AML, normalnich CD34+
progenitorovych bunkach a smiSenych normalné vyzravajicich
myeloidnich burkach ziskanych z periferni krve po stimulaci G-CSF.
Na rozdil od normalnich jedinci, u kterych se procento
nemetylované DNA pohybovalo vrozmezi 70 — 100%, jsme u
progenitorovych bunék MDS/AML pozorovali nizkou hladinu
nemetylované DNA, u nichZ se procento nemetylované DNA
pohybovalo mezi 10 — 40%.

Dale jsme pozorovali ve vzorku DNA od pacienta Iéceného
AZA vyssi procento nemetylovanych CG na enhanceru -14,4 nez u
pacienta bez AZA terapie.

Stejny vliv AZA jsme pozorovali v MDS/AML bunécné linii
OCI-M2, kde AZA na vazebném misté CTCF (enhanceru -14,4)
plsobil pokles metylace az 0 22 %.
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V CD34+ burikach pacientt s MDS lééenych AZA jsme urcili
demetylaci enhanceru -14,4 na Sesti CG, mezi které patii i CG
demetylované v OCI-M2. V normalnich CD34+ burnkach jsme urcili
deset CG s nizsi metylaci DNA v enhanceru -14,4 oproti bunkam
pacientd s MDS/AML. Ve zbyvajicich sledovanych oblastech -15,6
ani -11 jsme mezi vzorky nepozorovali shodné ani podobné rozdily
v metylaci DNA.

V kazdé sledované oblasti -15,6; -14,4 a -11 pUsobil AZA
demetylaci DNA, nicméné Uroven demetylace neprobihala stejnou
silou na vsech dinukleotidech CG a taktéz plisobeni AZA neprobihalo
na vsech dostupnych mistech s dinukleotidy CG. V burnkach OCI-M2
jsme pozorovali, Ze ¢im vyssi je uroven metylace DNA, tim dochazi
k silnéjsi demetylaci DNA plsobenim AZA. Tato data jsou ve shodé
s drivéjsi praci (Klco et al., 2013).

Ze ziskanych dat mulZeme usuzovat, Ze metylace DNA
v leukemickych burikach brani vazbé proteini CTCF a SMARCAS.

7. Manipulovani hladiny CTCF nebo SMARCAS ovliviiuje transkripci
genu SPI1

CTCF a SMARCAS5 tlumi expresi SPI1 v leukemickych
burikdch.  Pfechodné zvy3ena exprese CTCF v OCI-M2, at uZ
v nepfitomnosti AZA nebo po predchozi inkubaci bunék v médiu
s AZA, vedla k poklesu exprese SPI1. Zatimco prechodné snizena
exprese SMARCAS, v nepfitomnosti AZA nebo po predchozi inkubaci
bunék s AZA, vedla ke zvyseni exprese SPI1.

Diskuze ke zjisténym vztahlm mezi Ctcf a Smarca5, jejich vazbou
na DNA a vlivu na genovou expresi v leukemickych bunkach

Zjistili jsme interakci protein Ctcf a Smarca5 na znamé
cilové regulaéni sekvenci ICR genového lokusu H19/Igf2. Pfitomnost
Smarca5 je zde nezbytna pro vazbu Ctcf na chromatin. Smarca5
se Ctcf spolecné stimuluji expresi genu H19 a spolecné tlumi expresi
Igf2. Prokazali jsme, Ze Smarca5 je kofaktorem Ctcf ve funkci
blokovani enhanceru v oblasti ICR H19/Igf2. Jind odborna studie
prokazala interakci CTCF sdalsim chromatin remodelacnim
faktorem CHD8 (Ishihara et al., 2006). Pfitomnost CHD8 je, podobné
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jako Smarca5, nutna pro enhancer-blokujici aktivitu Ctcf na ICR
H19/Igf2, aviak na rozdil od Smarca5 nema CHDS8 vliv na interakci
CTCF s DNA v oblasti ICR H19/Igf2 (Ishihara et al., 2006). Zda se
proto, Ze Smarca5 je prvnim v fadé remodelacnich faktor(, ktery je
nezbytny pro zahdjeni komplexni remodelace chromatinu a svou
pfitomnosti poskytuje signal pro dalSi proteiny, jez maji za ukol
podporovat CTCF v jeho aktivitach.

Smarca5 je znamy 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). Domnivame se, Ze zvySena hladina Smarca5
v leukemickych burikach mGze abnormalné zesilovat vazbu CTCF na
regulatnich oblastech a nevhodné tak blokovat expresi tumor
supresorovych gen.

Zjistili jsme, Ze SMARCA5 a CTCF spolecné se zastupci
kohezinového komplexu RAD21 a SMC1 interaguji a spolecné
ovliviiuji expresi  SPI1, jehoZ sniZzend hladina byla detekovana u
modelové bunécné linie OCI-M2 a u pacientd s MDS s vysokym
rizikem pfechodu do AML (Curik et al., 2012). RAD21 a SMC1 zde
pravdépodobné pfrispivaji k tvorbé regulacnich chromatinovych
smycek, které zde byly jiz dfive identifikovany (Leddin et al., 2011).

Identifikovali jsme oblast enhanceru v pozici -14,4 kb od
transkripéniho pocatku SPI/1, kterd se vyznacuje zvySenou metylaci
DNA v bunikach MDS a AML oproti normalné vyzravajicim bunkam, a
kde hypometylacni latka AZA sniZuje metylacni stav DNA, podobné
jak ukdzala drivéjsi prace v regulacni oblasti URE (Curik et al., 2012).
Zjistili jsme, Ze po pUlsobeni AZA dochazi v oblasti -11 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
bunikdch nepozorujeme. To je vsouladu svysledky jinych praci,
které ukazaly, Ze vazba SMARCA5 a CTCF na DNA je ovlivnéna
metylaci DNA (Bell and Felsenfeld, 2000; Hakimi et al., 2002).

CTCF a SMARCAS blokuji expresi SPI1 v leukemickych
bunikdch. Z nasich vysledk( usuzujeme, Ze zvySenad hladina CTCF
brani hypometylacni terapii v obnoveni exprese SPI1 a naopak,
snizeni hladiny SMARCAS5 podporuje hypometylacni terapii
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navozenou stimulaci exprese SPI1. Pfi¢inou je pravdépodobné
vazba CTCF/SMARCA5 na enhancer -14,4, kterou zprostfedkuje
pUsobeni AZA.

Domnivame se, Ze plsobeni AZA méni v leukemickych
bunkach vazebny profil transkripnich a jinych epigenetickych
faktor(, které dale ovliviiuji expresi SPI1 takovym zpUsobem, ktery
neni dostacujici pro obnoveni transkripce genu SPI1 na takovou
hladinu, jeZ je pozorovana u bunék s normalné probihajici myeloidni
diferenciaci. Komplex CTCF/SMARCAS je pravdépodobné zapojen
v procesu blokovani aktivovanych zesilujicich regulacnich oblasti tzv.
smyckovanim chromatinu a brani tak znovuobnoveni exprese SPI1
po plUsobeni hypometylacni terapie.

Nase data predstavuji dikaz, ktery by mohl vést
k objasnéni otazky proc¢ je hypometylaéni terapie pacientli s MDS a
AML Ucinnad jen kratkodobé nebo u nékterych pacientl zcela
neucinna. Domnivame se, Ze sledovani vazby a aktivity komplexu
CTCF-SMARCAS by mohlo byt diagnostickym ¢i terapeutickym cilem
na postiZzenych cilovych genech krvetvorby u pacientli s MDS a AML.
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Shrnuti zaveért dizertacni prace
Konkrétni cile dizertacni prace prinesly tyto zavéry:

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 pritomnosti Ctcf.

2. Ctcf a Smarca5 spolupracuji v regulaci genové exprese. Ctcf a
Smarca5 spoleéné reguluji genovou expresi cilovych gent H19/Igf2
v krevnich bunkach. 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 SPI1. V oblasti genu SPI1 byla v burikdch normalniho jedince
byla pozorovana jak vazba CTCF tak SMARCAS5. Vazba CTCF a
SMARCAS5 se prekryvala v urcitych studovanych lokusech, coz
nasvédcuje o vzajemné interakci téchto proteini na genu SPI1.
RozloZzeni vazby SMARCA5 v burikdich MSD/AML je podobné
rozlozené jako vbunkdch norméiniho jedince. Vazba CTCF
v burikich MDS/AML byla pozorovana na rozdil od bunék
normalniho jedince pouze v oblasti promotoru.

4. AZA hypometyluje zesilujici regulacni oblast (enhancer) -14,4
genu SPI1. Vsechna sledovana predikovana vazebna 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 vyznaluje zvySenou metylaci DNA v bunkich MDS/AML
oproti normalnim jedincim. PlGsobeni AZA demetyluje DNA v misté
enhanceru -14,4 jak vbunééné linii MDS/AML, tak v primarnich
vzorcich pacientl s MDS. Efektivita demetylace DNA v oblasti -14,4
pozitivné korelovala s poc¢atecni urovni metylace.

5. AZA demetyluje vazebné misto CTCF a SMARCADS. V bunécné linii
MSD/AML se do oblasti enhanceru -14,4 nevéaie ani CTCF ani
SMARCAS,v oblasti -11 se vaze (slabéji nez vnormalné
diferencujicich bunkach) pouze SMARCA5. Po demetylaci dochazi
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v oblasti -11 k obnové vazby CTCF, SMARCAS5 a kohezinu, kterou
pozorujeme v normalné diferencujicich burkach. V oblasti -14,4
dochazi k nové vazbé CTCF a SMARCAS5 bez kohezinu, kterou
v normalné diferencujicich burikach nepozorujeme.

6. CTCF a SMARCAS5 blokuji expresi SPI1. CTCF a SMARCA5
spolupracuji v regulaci exprese genu SPI1 v bunééné linii MDS/AML.
Manipulace proteinové hladiny CTCF a SMARCAS odhalila, Ze oba
proteiny snizuji expresi SPI1.
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