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Uvod
Methylace DNA

epigeneticky proces (nemendelovska dédi¢nost)
hlavni funkce je kontrola genové exprese pomoci inhibice

chemicka modifikace DNA zejména
v 5°- regulacnich oblastech genu

hraje dulezitou roli v biologii nadorovych onemocnéni, virovych
onemocneni, inaktivaci X chromozomu, aj.
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Methylace DNA

- navazani CH; skupiny na cytozin, ktery sousedi s guaninem (CpG
dinukleotid) za pusobeni DNA metyltransferaz

H: DN methyl -
Iﬁ transferases
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- v lidském genomu je frekvence CpG nizka, vétSina methylovana
- vyjimkou jsou CpG ostruvky

oblasti 300 — 3000 bp, vetsina z nich nemethylovana
zahrnuji zhruba 1 % genomu
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Hypermethylace CpG ostruvku

- CpG ostruvky se nachazeji zejména v promotorech genu, tedy
oblastech, na které se vazou transkripCni faktory (TF) aktivujici
jejich expresi a naslednou syntézu proteinu

- hypermethylace CpG ostruvku znemoziuje vazbu TF a dochazi
tak k inhibici exprese prislusného genu

bez hypermethylace s hypermethylaci
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Hypermethylace a nadorova onemocnéni

- zmeny v methylaci DNA mohou byt rozhodujici pro vznik
nadorovych onemocneni

- hypermetylace CpG ostruvku v promotorech tumor
supresorovych genu — inhibice jejich transkripce —
nekontrolovany rust a déleni bunék — nadorové bujeni
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Hypermethylace a nadorova onemocnéni

hypermethylace promotoru v nadorech pozorovana u Sirokého
spektra tumor supresorovych genu regulujicich

bunécny cyklus — CDKN2A/p16
reparaci DNA — BRCA1, MGMT
apoptozu — DAPK, TMS

a dalsi

nékteré geny methylovany v ruznych nadorovych tkanich
(RASSF1A, CDKN2A/p16), jiné jsou specifické pro konkrétni nadory
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Hypermethylace u nadoru plic

- popsano vice nez 40 hypermethylovanych genu,
nejCasteji studovaneé jsou:

CDKN2A/p16, RASSF1A, DAPK, RARb, MGMT, FHIT,
APC, CDH1 a CDH13

- souvislost s typem nadoru, prognozou, odpovedi na
|é¢bu, kuractvim/nekuractvim
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Hypermethylace u nadoru plic

vyuziti detekce hypermethylace v periferni krvi jako markeru pro
casny zachyt karcinomu nebo jeho recidivy

odhad prognézy onemocnéni/rizika recidivy

zvySeni efektivity chemoterapie po podavani inhibitord methylace
(Decitabin, Hydralazin)
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Detekce methylace

Analyza konvertované DNA
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Detekce methylace
Analyza konvertované DNA

Sekvenacni analyzou

detekce metylovanych Cytozint jako Cytoziny / nemetylované
Cytoziny jako Tyminy

Sekvencné specifickou PCR
tzv. MSP (methylacne specificka PCR)

methylovana DNA

U‘Amhﬂl

nemethylovana DNA
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Detekce methylace

Analyza konvertované DNA

Sekvenacni analyza

pfima detekce, moznost analyzy jednotlivych CpG dinukleotidu v
amplifikovaném useku

vysoké naroky na mnozstvi a kvalitu DNA

MSP (methylacné specificka PCR)

dva pary primeru specifickych pro methylovanou/nemethylovanou
DNA

levna a rychla metoda
mensi naroky na kvalitu a mnozstvi DNA
detekce CpG pouze v oblasti primeru
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Detekce methylace

Vyuziti methylacné senzitivni restriktazy

pouziti enzymu, ktery specificky rozeznava sekvence obsahuijici
CpG dinukleotidy,

restriktaza rozeznava pouze nemethylovanou DNA

GCG C GCG + C
cTozicTon clodicTon

neni nutna konverze DNA
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Detekce methylace

Vyuziti methylacné senzitivni restriktazy

- detekce methylace metodou MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification)

Methylated Target Unmethylated Target
M

nemethylovana DNA

Denaturation and Hybridization
vl

Ligation and Digestion
Wl r'l'-ltl[r'lg'lillil:ill-:i-l.hl'l-'.i‘ilil-‘lh endonuchoaso
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FCR with universal primers X and Y
axponential amplificalion of ligaled, wndigested probes only
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Detekce methylace

Nase zkusenosti s metodikou

pri konverzi DNA dochazi k jejim velkym ztratam a degradaci
U

sekvenovani Casto neuspésné z duvodu vysokych naroku na
kvalitu a mnozstvi DNA

MSP je sice pomerné levna, rychla a nenaroCna na mnozstvi a
kvalitu vstupni DNA, vysledky jsou ale nereprodukovatelné

analyza metodou MLPA s restrikCnim stépenim je dobre fungujici
metoda, ktera neni prilis narocha na mnozstvi vstupni DNA
(= 5 ng) a jeji vysledky jsou zcela reprodukovatelné
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Vysledky

Prehled vzorku a genu

celkem vySetfenych vzorkd: 156

typy vzorku: cytologicka sklicka (126)
parafinoveé blocky (30)

uspesnych analyz: 120

analyzovane geny: APC, CDKN2A/p16, RASSF1A,
CDH13, MGMT, CHFR, RARB

pouzita metoda: MLPA
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Vysledky
Prehled vysledku

methylace v Zadném ze sledovanych genu:

methylace v jednom Ci vice sledovanych genech:

vyskyt methylaci:

vV jednom:
ve dvou:
ve trech:

Gen

CDH13
RASSF1A
APC

MGMT
CHFR
RARB
CDKN2A/p16

35 vzorku (29 %)

85 vzorku (71 %)

47 vzorkU
21 vzorkU
17 vzorkdU

Pocet vzorkud/
% z analyzovanych vzorku

50
35
32
11
I
S
1

(41%)

(29%)

(26%)

(9%)

(5%)

(4%)

(0,01%)
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Vysledky
Prehled vysledku

Methylace v jednom sledovaném genu: celkem 47 vzorku (55 %)
CDH13 21 vzorku

RASSF1A 15
APC 5
CHFR 4
MGMT 2
CDKNZ2A/p16 1
RARB 1

Methylace ve dvou sledovanych genech: celkem 21 vzorku (25 %)

APC + CDH13 10 vzorku
RASSF1A + CDH13 3
RASSF1A + APC 3

Methylace ve tfech sledovanych genech: celkem 17 vzorkd (20 %)

APC + RASSF1A + CDH13 7 vzorku

RASSF1A + CDH13 + MGMT 3

Ostatni kombinace 1/Zadny (3enomac



Vysledky

Priklady vysledku analyz

bez methylace
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Zaver

oD el

zpracovani, mnozstvi a kvalitu DNA, nereprodukovatelné vysledky

pouziti methylacneé senzitivni restriktazy s naslednou MLPA cCasove
uspornejsi, nizké naroky na mnozstvi a kvalitu DNA,
reprodukovatelné vysledky

u vzorku plicnich nadoru v 71 % nalezena methylace v nékterém ze
sledovanych genu

u 45 % methylovanych vzorkd dokonce ve vice nez jednom genu

nejCasteji byla methylace nalezena u genu
CDH13, RASSF1A a APC
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Dékuji za pozornost
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