RNA

savCi bunka:
e 10 - 30 pg celkové RNA

« rRNA (288,188, 5S) 80-85%
« tRNA, snRNA 15-20%
« mRNA 1-5%

360 000 mRNA molekul/bunku ,
t]. 12 000 rozdilnych transkripta
typicka délka 1 transkriptu cca 2kb

— Table 3 mRNA classification based on abundance

Andlysis of Total RNA

Figure 1. Formaldehyde agarose gel of
total RNA isolated from the indicated
saurces using RNeasy kits. 10 pg RNA
was loaded per lane

. * Number of different Abundance of
Abundance class Copies/cell messages/cell each message
Low 5-15 11,000 <0.004%
Intermediate 200-400 500 <0.1%
High 12,000 <10 3%




Nestabilita RNA

e pritomnost ribonukleaz (RNazy) v bunce

« RNazy

— velmi stabilni

— nevyzaduji kofaktory

— ucinné v nizkych koncentracich

— obtizna inaktivace

— kontaminace RNazami : lidska pokozka

prachové Castice (bakterie,plisn¢)

 izolace a analyza RNA : specialni pfistup 1 techniky




Stabilizace RNA a ulozeni

gene-expresni analyza: analyzovanad RNA musi reprezentovat in vivo expresi vzorku

komplikace béhem odbéru a zpracovani biologického vzorku:
— v okamziku odbéru RNA se stava extrémeé nestabilni
— dva hlavni typy artefakti:
1) redukce specifickych 1 nespecifickych druhit mRNA
(downregulace genu a enzymaticka degradace RNA)
2) indukce exprese urCitych genu

stabilizace RNA ve vzorku pfi odbéru :
— okamzité zmrazeni v tekutém dusiku a ulozit pi1 -80°C
— stabiliza¢ni roztoky: RNAlater (tkan¢), RNAprotect (bakterie),
PAXgene (krev, kostni dien)

kontaminace DNA
— PCR primery prekryvajici hranici intron/exon
— Stépeni DNazami
— cilena izolace mRNA
izolovana RNA muzZe byt ulozena pii -20 nebo -70°C (bez degradace RNA po 1 roce
ulozeni)




RNA v diagnostice

« prima RNA diagnostika - skrinovani celé kddujici oblasti prisluSného
genu
e gene - expresni analyza:
— diferencia¢ni diagnostika nékterych typt nadort (NB)
— detekce cirkulujicich nadorovych bunék v krvi, kostni difeni
pacienta
— monitorovani prubéhu 1éCby a detekce rezidualni choroby
— kontrola Stépu pied autologni transplantaci
— differential display, PTT test, funk¢ni testy....




RNA diagnostika NF1

Struktura NF1 genu

- 350 kb

- 60 exonu

- 11 - 13 kb mRNA

- protein neurofibromin

- 2818 aminokyselin
- zfejme tumor supresor
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Neurofibromatosis 1 (NF1)
(von Recklinghausen disease)
Autosomal dominant
Frequency 1 in 3000
Gene locus on 17¢
Café-au-lait spots

Lisch nodules in the iris
Multiple neurofibromas
Skeletal anomalies

Predisposition to tumors
of the nervous system

50% new mutations

2. Café-au-lait spot 3. Neurofibromas

A. Main manifestations of neurofibromatosis 1




Komplikace pri molekularni diagnostice NF1

- problematicka klinicka diagnostika

- az 50 % pripadli de novo

- vysoka mutacni rychlost

- velikost genu (350 kb, 60 exon()

- absence hot spot oblasti - nutnost vyhledavani v celem genu
- nejasna korelace mezi typem mutace a formou postizeni

- neurofibromin - znama funkce pouze jeho centralni domény

- rizné klinické projevy i u pacienti nesoucich stejnou mutaci




Neurofibromin a ras
regulace

(a) GAP ()
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Strategie molekularne-genetického testovani NF1
pacientu

DNA /RNA NF1 pacienta

N ;

Vazebna DNA analyza I Mutacéni analyza I Pfimé sekvenovani I

intragenovy DNA polymorfismus | DNA/RNA vyhledavaci metody

IVS27AAAT2.1, IVS27AC28.4 DGGE, SSCP
IVS38GT53.0 -i38 cDNA / SSCP




Vazebna DNA analyza v rodinach s vyskytem NF1
onemocheni

1 1 2 A
|:|l ‘ ABI - GeneScan®3.1 GeneScan™ Project-13/2/2002.2 Display-7 Page 10f 1
181 11 PRISM
179 179
210 240 270 300
3 7
131 135 135 131 ey 3
179 179 181 179 » 3
180C | 3 g
3 N\
120C |
135 131 135 131 135 135 GXAlu -i27b
187 179 181 179 181 185 IVS38GT -i38 60C |
C
GXAlu ( AAAT)n repeats intron 27b 118 : Sample13 / 79/02 MATKA, STR 50/ 11R : Sample13 / 65 TAMRA 500 /
& co3o M
M o= .s\=l S S
""“ 1) Mo 240C |
135 bp :
1310~ MMM 180C
! 120¢ | &
1000008 1 G 5% PAGE, 200V /20%C /2h. B
90bo- * : = barveno AgNO3 60 | AA
IVS38GT53.0 intron 38 CA- A J\
8B : Sample8 / 80/02 DITE, STR 50 / 8R : Sample8 / GS TAMRA 500 /
N
240C | 3
180C |
1200 |
e 60¢ |
6,5% denaturacni PAGE,
50W/ 507/ 25h. ¢ A
[EE  98:Sample9 / 81/02 20TEC, STR 50/ 9R : Sample9 / GS TAMRA 500 /




SSCP

genomic DNA

I

¥ —

PCR l
allele 1 allele 142 allele 2 standardni
A A c
i ' gt + DNAretézec
i — mt retézec
--DNA retéze
heal denaturation I
SRR
| |
G b L -thi_:.:-+sltand
ZJ pslrand | — ""- e
= slrand ] Obr. 1: SSCP analyza exonu 29 NF1 genu
| : 12% PAG(40:1), 150V/16hod/10° C

L et
non denalurating PAGE ggifwe% t1i: standardni DNA, drahy 2 -3 : NF1
draha 3: NF1 pacient (C5242T)




lektroforézy

smeér e
koncentrace denaturant

wi

mt

witmt

=

1 L

DGGE

heteroduplex]

>

X

[0}

o

>

'g homoduplexy
Q

()

i -

>

o

_g_ Obr. 4: DGGE analyza NF1 exonu 31

3 7.5% PAG(37,5:1), 10% - 40% denaturantd,
= 150V/ 3,5 hod / 60°C

®)

i -

draha 1 - 2: NF1 pacienti (C5839T), drahy 3-4: zdravi
Clenové NF1 rodiny




Sekvenace vzorku DNA s odlisnou elektroforetickou
mobilitou

GEN NF1 - exon 37

standard DNA
I5§D<] : '?ZCII it 76[:" 5 ﬁGIl.]l = S DI

p C v G A C A C T T A C| & A C A G e C A
| &) e D@
1

1200/01 mt 6789 delTTAC: Thr>Thr, delece Tyr, posun ct. ramce
SiE0; : 00, = A0, : == i T2

T TN C N N C A G G N oA
@

|




cDNA - SSCP analyza

celkova RNA

cDNA < @

NF1 cDNA ( 60
eXOHU)

P1 P3 P5 P7 P9
P2 P4 P6 P8 P10

SSCP {} (~ 1000 - 1200bp)

Sekvenacni analyza




cDNA SSCP

semi-nested PCR cDNA (segment P7)
P7 A (560bp) P7 B (614 bp)

mt C5242T

wit C62 wit C62

podminky elektroforetické separace : 12% PAGE (60:1) / 150V / 16 hod. / r.t.




Vyhody a nevyhody RNA dignhostiky genu NF1

- jednodussi a rychlejsi - slozitéjsi odbér krve pro
skrining multiexonického 1zolaci RNA
genu (10 segmentu
cDNA misto 60 exonu), - nizsi stabilita RNA

MRNA je bez intron(

- dlouhe useky genu NF1 -
- zachyt sestrinovych mutaci obtizn&jsi
v intronech elektroforeticka
separace a sekvenace
- zachyt delece celého
exonu na jedne alele - nejasny efekt mutace na
genu fenotypové urovni
(stejné u DNA
- niz8i ekonomické naklady diagnostiky!)




Dalsi kroky v diagnhostice neurofibromatoz

(a)
- zavedeni funk&ni analyzy proteinového produktu genu
NF1,
(rozliseni neutralniho polymorfismu od mutaci zpUsobujici
Zmeny) Active Inactive
- objasnéni souvislosti konkrétni mutace a formy postizeni CAAX
- genova terapie, cilena terapie: Membrane
.. o ) , localization
- blokovani enzymu zapojenych do farnesylace ras |
- blokovani dalsSich cilt aktivovanych proteinem ras S G
. . . , . , downstream
pro amplifikaci mitogenniho signalu targets

b b }*

VEGF MAPK Rac/Rho

- zavedeni diagnostiky neurofiboromatézy typu 2 na nasem

pracovisti




Zaver
Uzitim metod DNA-SSCP ( DNA single strand conformation polymorphism) a DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis) bylo skrinovano 8 exonl NF1 genu ( exon 6, 12b, 16,
28, 29, 30, 31 a 37) v souboru 80 NF1 pacientl a pomoci RNA diagnostiky (cDNA - SSCP)
byly v nedavné dobé identifikovany dvé delece celych exonu (exon 13 a 14), které by pomoci
DNA diagnostiky byly zfejmé nedetekovatelné (tab. 7).

Vétsina NF1 mutaci popsanych k dnesnimu dni dava vznik zkracenému proteinu
neurofibrominu (STOP mutace), avSak jen velmi malo studii se zabyva korelaci mezi mutaci
v DNA NF1 genu a jejim efektem na urovni mRNA. V nasi praci jsme zavedli rychlou a uc¢innou
strategii ke skrinovani celé kddujici oblasti NF1 genu: cDNA-SSCP analyzu, nasledovanou
DNA sekvenovanim. Identifikace mutaci v NF1 genu u nasich pacientd pomoci cDNA-SSCP
metody naznacuje vyznamny pfinos a vyuziti v molekularni diagnostice NF1, zvlasté pro
sporadické pripady ( Ars et al.;2000.). Pro potvrzeni patologického vlivu mutace na funkci
proteinu by bylo vhodné zavést funkéni analyzu neurofibrominu v kvasinkach.

exon DNA/segment cDNA mutace genet. material

6 919delCCT DNA

6 G801A DNA
12b 1889insG DNA
29 C5242T DNA
29 5233 5250delinsGATT DNA
29 5500delGCTCAATAT DNA

31 C5839T DNA
37 6789 6792delTTAC DNA
37 6791insA DNA
intron 36 3 ss, C>A DNA
P3 c2252 2325del RNA
P3 c2002 -2251del RNA

Tab.1: Mutace identifikované v NF1 genu v souboru pacientu




RNA diagnostika neuroblastomu

1) Detekce exprese TH genu
Tyrosinhydroxylaza

2) Detekegrexpreseger MAGE, GAGE

* katecholaminy - dulezité neurotransmitery a
hormony, reguluji vnitini funkce
a motorickou koordinaci
- Jsou sekretovany 98% NB
(NB je endokrinné¢ aktivni)
- jejich metabolity pouzivany pro
sledovani priubéhu onemocnéni
» exprese TH genu je regulovana tkanove specificky
béhem neonatalniho vyvoje a diferenciace




Biosynté€za katecholaminu
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Schéma TH mRNA

- lokalizace genu TH v oblasti 11p15.5

- struktura Ctyr typu lidské TH mRNA ( /isicich se
viivem alternativniho splicingu - inzerci/deleci
12pb a 81pb)

Gene 08 12 Bl _'T[E' [Ei;:lar_ ir]
Alnd

I"“HNI'-.SG. ;
Type | | L N |-
Type 2 |:ﬂ r"'m‘_'“"—' I
Type 3 I:“L«MVL__JI\ I
Typed [ 1 B Di \_ Ty
8 powyia)




Strategie detekce exprese TH genu

2 1zolace mRNA (PB, BM, tkan nadoru)
¥ RT-PCR = cDNA
IMPCR = syntéza useku DNA odpovidajiciho
mRNA pro TH
— syntéza DNA pro BuG (provozni gen)
- kontrola kvality RNA a RT

@ ELFO - 5% PAGE, barveni stfibrem
~ Fragmentacni analyza (ABI PRISM)

NStanoveni citlivostt = RNA i1zolovana z NB
bunécéné linie IMR-32




Citlivost detekce TH mRNA
- PAGE

BMG

TH
299bp




Citlivost detekce TH mRNA
- fragmentacni analyza

ABlA GeneScan® 3.1 GeneScan™ Project-26/3/2002 Display-2 Page1oft
PRISM
180 210 240 270 300 330 360
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Molekularni markery neuroblastomu

 Tkanové specificka exprese TH genu - bunky NB
— Detekce v KD, periferni krvi - cirkulujici bunky NB
— Vysoka citlivost detekce(~1b./1042)

* Nadorové specificka exprese bunéénych antigenu MAGE, GAGE

— kombinaci vice molekularnich markert je mozno postihnout
heterogenitu NB- zvysi se pravdépodobnost zachytu NB

— moznost zavedeni a aplikace DNA vakcin
e Klinicky vyznam:
N stanoveni diagnosy

W urceni prognosy

N sledovani pribéhu onemocnéni (MRD, relaps)

W detekci NB bunék v transplantatu pied
autologni transplantaci




/aver

e (Odr. 2001 bylo vySetieno 27 pacientu s neuroblastomem ,
t]. celkem 200 vySetreni exprese Th genu z ruznych
biologickych vzorku

* V mésici listopadu: zahajena detekce antigeni MAGE, GAGE
pro monitoring choroby u NB pacientti




