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Ovod Gen H19
Feochromocytomy a paragangliomy (PPGL) jsou vzdcné neuroendokrinni fumory, které Gen H19 je prepisovan, ale neni prevadén v protein. Produktem je 2,3 kb dlouha
vznikaji z chromafinnich bunék sympatiku. Vétsina techto nadoru je benignich, ale priblizné nekodujici molekula RNA. Tato RNA je silné exprimovdana béhem embryogeneze, ale
10% nddori je malignich. Se vznikem PPGL je nyni spojovdno nejmené 19 gent. jelikoz podléhd imprintingu, gen exprimuje pouze z materndlni alely, protoze paterndlni
cil: alela je metylovana.
Ve studii jsme se zamérili na zmény v chromosomdlnim po¢tu a metyla¢nim stavu gend Gen KCNQ1OT1 a COKNIC
IGF2, H19 a KCNQ1OTI (11p15), protoZe jejich zapojeni do vyvoje ruznych nddord bylo Gen KCNQIOTI je vlastneé antisensni transkript, ktery se nachdzi uvnitr 10. intronu genu
prokazano jiz drive. U PPGL byly zatim tyto geny zkoumany minimdlne a zmeény jejich KCNQ1. Gen KCNQ1OTI obsahuje CpG ostrivky, které jsou na materndlni alele
metylacniho stavu byly popsany pouze dvé a o delece materndlni alely a snizena metylace metylovany a exprimuje se tedy z alely paterndlni. Pricemz exprese genu KCNQ@! je na
genu KCNQIOT1. Obe tyto zmeny maji stejny ndsledek a to snizeni exprese genu CDKNIC. paterndlni alele uml&ena, tento gen je exprimovdn z alely materndint.
Nasim cilem bylo zjistit, zda se u PPGL nevyskytuji i jine zmeny této oblasti a zda vsechny KCNQ1OT1 RNA pomdhd regulovat geny, které jsou nezbytné pro normdlni riist a vyvoj
zmény maji stejny disledek. pred narozenim. Exprese genu KCNQIOTI ovliviiuje materndlné exprimovany gen
Material a metody: CDKNIC, coz je gen pro cyklin-dependentni kindsovy inhibitor, ktery negativné reguluje
Vysetrovanym materidlem byla DNA vyizolovand ze zamrazené nadorové tkané pacienti s bunécnou proliferaci. Exprese tohoto genu z paternalni alely je znemoznéna genem
diagnostikovanym PPGL. KENQIOTI a jeho interakci s chromatinem.
Zvolenou metodou byla metylacni MLPA probemix MEO30. Vybranou skupinu vzorkt jsme -» H1DMR
vysetrili pomoci digital droplet PCR (ddPCR). Paternal allele — " ()
Metylacni MLPA COKNIC | KCNO1 6F2 H1g
Béehem MS-MLPA reakce nejprve dochdzi k denaturaci vzorku. K denaturované L b & 5
DNA jsou poté pridany MLPA préby, které k této DNA hybridizuiji. Materal allel (O
Hybridizaéni sekvence prob musi hybridizovat na sousedici sekvence, aby mohlo (VDR
dojit k ligaci prob a nasledné k jejich amplifikaci. Soucasti methylacniho kitu je
nekolik methylace-specifickych prob. Vzorky jsou po hybridizaci rozdéleny na dvé Vysledky: ] ]
Cdsti. V jedné probihd béznd MLPA reakce detekujici numerické zmény chromosomu. Pomoci MS-MLPA techniky jsme vysetrili 132 vzorku DNA a nalezli jsme 7 ruznych zmen ve
V druhé casti jsou vzorky vystaveny trdveni methylace-sensitivhimu restrikénimu sledovcgné oblasti. NejpoCetnesi skupinou jsou vzorky beze zmen ve sledované oblasti t}. 81
enzymu HhaI a poskytuji informace o methyla¢nim stavu zkoumané sekvence. Pokud vzorku. N%jcv:as’réjéi zménou v dané oblasti je materndlni delece, kterou jsem zaznamenali
se methylace-specifické préby hybridizuji na nemethylovanou DNA, jsou ligovdny u 38 vzorku. Druhou nejpoCpocetne|si zmenou je paterndlni unioparentalni disomie (pUPD),
a zaroven trdveny enzymem HhaIl. Tyto préby pak nejsou amplifikovany a kterou jsem prokdzali u 5 vzorku. Dalsimi zaznamenanou zménou byla delece 11p beze zmény
nemohou poskytovat Zzadny konecny signdl. metylace - 3vzorky, gain paterndlni alely - 2vzorky, gain maternalni alely - 1vzorek, gain 11p
beze zmény metylace - 1vzorek a delece genti KCNQIa CDKNIC s hypometylaci KENQ!
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o EEﬁi@%iféﬁ?i?i?é%;£?§@§£§E§;«5Eg%§;?%il§iig? Pomoci metody ddPCR jsme urcili absolutni expresi 34 vzorku. Tato vysetrena skupina

£ oo osahovala 20 vzorku s maternalni deleci, 8 vzorku beze zmeén, 2 vzorky s pUPD, 2 vzorky

: . @ B s deleci 11p beze zmén metylace, 1 vzorek s gainem 11p beze zmén metylace a 1 vzorek

s deleci KCNQ1 a CDKNIC s hypometylaci KCENQIOTI. K porovnadni vzorku jsme pouzili vzdy
pomér sledovaného genu/kontrolnimu genu. Vysledni hodnoty jsou zndzornény v
ndsledujicich grafech.
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ddPCR
Digital droplet PCR je metoda pri niz se provadi velké mnozstvi PCR v dropletech z
vodo-olejové emulze. Vzorek je rozdélen do nékolika tisic téchto droplett a v
kazdé této kapce probiha individudlni PCR reakce. K detekci amplifikovanych ’
templatl se pouzivaji podobné metody jako pri klasické Q-PCR, tedy fluorescencni J
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detekce. Zasadnim rozdilem oproti klasicke Q-PCR je pravé rozdéleni na droplety 0 tol. KCON COKNLC: del 116 b . ik . Uip ol o
a koneny vystup reakce kdy vidime poéet kopii ndmi hledané sekvence. el KCQM, ) BIEEL Do sty G S B Sy e : marernaint delece
hypomet. KCQN metyl. metyl.
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4000 — 0 —a Sl — Pomoci MS-MLPA techniky jsme nalezli 7 druhli zmén ve sledované oblasti z nichz
o M g (8 Wil TR L - hejzajimavéjsi je pUPD, které v této oblasti neni s PPGL spojovadno. Pri stanoveni exprese gent
2000 T ——=giE e ke mlaaSba e e st IGF2 a COKNIC jsme zjistili, ze i v ramci jedné zmény jsou exprese mnohem ruznorodéjsi nez
e o o ' ' ' jsme ocekavali. Z tohoto dlvodu vysetrime pomoci Q-RT-PCR véechny vzorky a pokusime se
0 | | : | = zjistit co dalsiho muze expresi téchto gent ovliviiovat.
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