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Predhovor

Genetika prekonala v poslednych deegiach obrovsky pokrok. Zsatok
predstavoval zavedenie cytogenetickych metdd, gdokanie v podobe osekvenovania
celého 'udského gendmugo viedlo v sdasnosti k moznosti masivneho paralelného
sekvenovania jednotlivcov metédou sekvenovania jn@emeracie veduceho k ziskaniu
radovo tisicov az milionov sekvencii naraz. ICa&ko aj sposob spracovania predloZzeného
textu je zamerany na potreby pregradualneho a maktglneho Studia medicinskej komunity.
Nové laboratorne metddy, pristrojové vybavenie adpvSetkym molekularno-geneticky
pokrok sa preniesol do medicinskej praxe s prefikasio takmer vSetkych medicinskych
Specializacii. Preto je nevyhnutné, aby si Studantekari tieto nové poznatky a trendy
osvojili a nasledne ich dokazali vyuzivaklinickej praxi. Publikacia sumarizuje a vyskge
molekularno-genetické metody, ktoré su véasnosti vyuzZivané zacélom genetickej
diagnostiky.

Autori



1. I1zolacia nukleovych kyselin

1.1 Izolacia DNA

Prvu izolaciu DNA uskuténil v roku 1869 Svajiarsky vedec Friedrich Miescher. lzolacia
DNA je kracovym krokom pre mnozstvo naslednych aplikacii v askil molekulovej biol6gie
a lekarskej genetiky. NégstejSim a najdostupnejSim materidlom vhodnym mdédu ludskej
gendémovej DNA su leukocyty krvi. DNA je mozné ziskq z inych tkaniv a telesnych tekutin, ako su
napriklad svaly, koZa, kosti, zuby, sperma, slimg¢, plodova voda dt. Metdd izolacie gendmovej
DNA je viacero. Vyber zavisi od technického vybaeeiaboratériagasovych a finatnych moznosti
ako aj od materialu, z ktorého sa DNA izoluje, oddmienok jej uskladnenia a od mnoZstva
potrebného na analyzu. Najviac vyuZivanym zdrofoNA je periférna krv, preto sa zameriame na
extrakiné protokoly z tohto materidlu. Existuju viacerétody na izolaciu DNA, ktoré maju vSak
spola@né kroky:

1) rozruSenie bunkovej membrany a lyza buniek;
2) denaturacia nukleoproteinového komplexu;

3) inaktivacia nukleaz dalSich bunkovych enzymoyv;
4) DNA precipitacia.

Lyza buniek sa dosahuje pouZzitim detergentov a enzyi®ouna sb dodecylsulfatu (SDS),
Triton™X-100 st priklady beZnych detergentov solubilizighic bunkovii membranu. Spolu
k detergentom sé&asto pridavaju enzymy, a to zé&elom Stiepenia glykoproteinov a inaktivacie DNaz.
BunkovéDNéazy su enzymy, ktoré Stiepia DNA atym znehodnocugniduju vytazok a kvalitu
nukleovych kyselin.

Precipitacia DNA zroztoku prebieha pridanim vysokej koncentracidi $napr. octan
amonny) aza pritomnosti rozpasliel (napr. etanol v koweej koncentracii 70-80%; alebo
izopropanol v konénej koncentracii 40-50%).

Niektoré protokoly pokréuju premytim DNA precipitatu 70% etanolongim dbéjde
k zbaveniu sa nadbyioych soli. Nakoniec sa DNA rozpusti vo vode alebpufri napr. TE
(pozostavajucom z 10mM Tris, 1ImM EDTA-kyselina étydiamintetraoctova). TE pufor sa pouZiva
pre dlhodobé uskladnenie DNA, pretoZze zabja degradacii DNA nukleazami, nevhodnym pH,
tazkymi kovmi a oxidaciou Jmymi radikalmi; Tris udrZiava vhodné pH 7-8 a EDTVaZe
dvojmocné iény (ako Mg a C&', ktoré st potrebné pre funkciu DN4&z), ako aj brxidainému
poskodeniwazkymi kovmi.

Postupov izolacie DNAje viacero, vyber zavisi od nasledného pouzitapkov na kvantitu a
kvalitu, technického vybavenia laboratéria a pograbkladnenia pre budice pouzitie. SU to najma:

1) Priprava a pouZzitie hrubého lyzéatu, kde je pritomnd DNA. Tato ,rychla a Spinava“ metod
pozostava z lyzy buniek pri vysokej teplote (90°Qminhut) alebo je uskutmena proteinazou K.
Lyzat sa pouzije priamo dalSich aplikaciach. Pritomnogontaminantov v lyzate obmedzuje jeho
pouZzitie, ako aj skladovanie DNA.

2) Vysd’ovacie metddyzainaju pripravou hrubého lyzatu, pokugtl tzv. vysdovanim, kedy sa
proteiny a iné kontaminanty precipituju pri vysokencentracii soli (octan draselny; octan amonny),
precipitdt je eliminovany centrifugaciou a DNA s#@skava z roztoku naslednou alkoholovou
precipitaciou. V§aZzok DNA a jejéistota variruje pokh pouZzitej metodiky.

3) Organick& extrakcia vyuZiva organické rozpt@iddla na odstranenie kontaminantov z bunkového
lyzatu. Bunky su lyzované pouZzitim detergentov,atysa zmieSa so zmesou fenolu, chloroformu
a izoamylalkoholu. Centrifugaciou zmesi sa doadeldelenie dvoch vrstiev organickej vrstvy (fazy)
obsahujucej kontaminanty a vodnej vrstvy (fazy) NAD Zo ziskanej vodnej fazy sa DNA izoluje
najcastejSie alkoholovou precipitaciou. Organicka ekdia bola vémi vyuZivana v laboratoriach

v minulosti, v sdasnosti je malo pouZivana na rutinnl diagnostiédngk pretoZe jéasovo naréna,



DNA mézZe obsahovafenol/chloroform, ktoré inhibuja enzymatické remk@ tdto metdda nie je
vhodna ani na izolaciu v automatoch.

4) Centrifugacia v gradiente chloridu cézneho (CsQlumoziuje zisk@ gendmovi DNA vysokej
kvality, av3ak tato metdda f@sovo naréna, pracna, draha (potrebna ultracentrifiga) aungfaina

v automatoch, nie je rutinne vyuzivana. Bunkovyalyge precipitovany alkoholom, DNA roztok je
zmieSany s CsCl a etidiumbromidom, nasleduje filedwodinova centrifugacia v ultracentrifage.
DNA je vidite’rnd v podobe prazku, po jej odobrati sa extrahu@prizpanolom, aby doslo
k odstraneniu etidiumbromidu a precipituje sa @tam.

5) Minikolénova (kol6nkova) purifikacia vyuZiva schopnas materialu v minikoléne (matrix,
matrica) adsorbo¥aDNA za ugitych konkrétnych podmienok pH a koncentracie qolbor. 1).
Existuju viaceré typy materidlov viazucich DNA, kkosu na &ely izolacie DNA umiestnené
v minikoléne: hydrofilné matrice viaZzuce vodik \temnosti chaotropnychéinidiel, matrice
vyuZivajuce vymenu ionov (ibnomenivé), matrice s witou afinitou a vékostnou selekciou.

VaeSina minikolénovych metdd ma podobny postup: ngatlku prebehne lyza buniek, potom
nasleduje DNA adsorbcia na matricu centrifugok@geh minikolon, premytie nukleovej kyseliny
adsorbovanej na matricu v minikolon&m doéjde k zbaveniu sa kontaminantov a finalna iaeltc
(uvarnenie) DNA.

Kremicitanové (SiQ, Silika) matrice maju vynikajucu schopmriogiaza® DNA, pretoZze su
kladne nabité a maja vysoku afinitu k negativneiteplDNA. V prostredi vysokej koncentracie
chaotropnych soli déjde k adsorpcii DNA na kré&tanovi matricu (silica gél), zatiato bunkové
proteiny a iné metabolity zostanu v roztoku a mise sG vymyté z kolony. DNA vhodna na
diagnostické pouZitie je ziskand ellciou zo silkatrice pouzitim pufra s nizkou koncentraciou soli
(TE, destilovana voda). Existuje mnoZstvo ko¥ner pristupnych kitov (suprav), ktoré obsahuju
v3etky potrebné chemikéalie a minikolony. lzolacidld prostrednictvom kitu zaloZzenom na silika
materidli trva od 40-60minut, @om sa ziska vysokokvalitnA DNA vo vysokomtayku. Dnes su k
dISpOZICII kity vhodné na poloautomatizovanu alpbmautomatizovanu izolaciu DNA (obr. 3).

DalSou moZzna®u je poui DNA izolagny kit vyuZivajaci magnetické gacky, ktoré su
pokryté materialom viazucim DNA (polyméry, silikaydroxyapatit). DNA sa naviaZze na magnetické
gurécky a prostrednictvom magnetickej sily magnetu jeznéopremyvé naviazani DNA. V tomto
pripade nie je potrebné potizientrifugaciu.

adsorbéna 1]
matrica
DNA
aplikdcie

pripl'«l"-a vzorky nawzaame DI\‘LA na
aljza premytie ehiciaDNA
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zberna
mikroskamavka

Obr. 1. Minikoléna a postup izolacie DNA

1.2 Izolacia RNA

Ziskanie RNA vysokej kvality je prvym &sto najkritickejSim krokom pre molekularne
techniky typu kvantifikacie expresie dteho génu metddou real-time PCR (RT-qPCR), analyzy
transkriptdmu sekvenovanovanifalsej generacie (NGS), analyzy RNA profilu mi&ipmi, northern
analyzy a konStrukcie cDNA kniznice. Pre dosialmutéo najcitlivejSich  a biologicky



najrelevantnejSich vysledkov je potrebné dotiggacovné postupy pred, s a po RNA purifikacii.
Pre optimalizaciu RNA izolacie a analyzy su dé&niasledovné kroky:

1) manipulacia so vzorkamitenymi na RNA izol&ciu;
2) vyber metody izolacie RNA,;
3) uskladnenie RNA.

Klasicka izolacia RNA prebieha & inou v pritomnosti inhibitorov ribonukleaz.
Ribonukledzy (RNazy) st bunkové enzymy degradul@id@. Inhibitory RN&z su silné denaturanty,
ktoré vo vzorke znizuju riziko RNA degradacie (naguanidinové soli, dodecylsufat sodny - SDS,
chemikalie obsahujuce fenol).

Pred vlastnou izolaciou RNA je potrebné sterilizbwé&etok material (skamavky, $gi,
pipety, vodu, laboratorny priestor) (obr. 2), ktdsyde v kontakte so vzorkoudenou na izoléciu
RNA. Kym sa vzorka zZme spracovava udrZiava sa v tekutom dusiku, na suchi@de alebo je
vloZen& do Specialnych stabil&zgich roztokov (napr. RNAlater®), alebo Specialngtiimaviek so
stabiliza&nym roztokom napr. PAXgene® Blood RNA Tube.

Existuje niekdko spdsobov izolacie RNA

1) Organicka extrakéna metddaje zlatym Standardom izolacie RNA. Naiizdku izolacie sa vzorka
homogenizuje v roztoku obsahujacom fenol (TRIzdR®&Azol® RT), nasledne sa centrifuguje.cBs
centrifugécie dochadza vo vzorke k separécii tractiev: spodnej organickej fazy strednej fazy
obsahujucej denaturované proteiny a gendmovl DN#clanej vodnej fazy s RNA. Po odobrati
vrchnej fazy sa RNA z nej precipituje (vyzrdza)akklom a nasledne sa rehydratuje.

2) Minikolbnova metdda (filtra¢nd) vyuziva membrany (zo sklenych vlakien, silikieba
ibnomentové membrany) vioZzené do minikolén. Vzorka je lyao& v pufri obsahujicom RNazové
inhibitory, nukleové kyseliny sa naviazu na membrake! lyzat prechadza membranou ¢pe
centrifugacie. Membrana s naviazanou RNA je viacgrémyvana. RNA sa ziska centrifugaciou do
novej skimavky po eldcii vhodnym €lwym roztokom.

3) Metdda vyuzivajuca magnetické partikulyobsahujlice paramagnetické vnutro obklopené obalom
modifikovanym tak, aby viazal Ziaduci objekt, tedBA. Vzorka lyzovana v roztoku obsahujicom
RN&zové inhibitory sa zmieSa s magnetickymi paldiku, kedy dojde k naviazaniu RNA na povrch
magnetickych partikdl. Opakovanym pouZitim exteméhagnetického ga je mozné vychyta
magnetické partikuly s naviazanou nukleovou kyseljrodstrdnenim magnetického 'ao zase
uvalnit' a resupendovav premyvacich roztokoch. Na zaver sa RNA linfodo elgéného roztoku

a magnetické partikuly sa odstrania.

4) Priama lyza sa pouziva na pripravu vzorky pouzitim agch roztokov, ktoré lyzuja vzorku,
stabilizuju nukleové kyseliny a takto pripravend RiozZe by pouzitd nadalSie analyzy. Priama
lyza teda nie je purifikena metdda v pravom zmysle slova.

Ziskanu RNA je potrebnévantifikova t’. Ide o délezity a nevyhnutny krok, ktory predcheidz
RNA analyzu. Existuju viaceré moznosti kvantifikdcnukleovych kyselin, ktorym je venovana
samostatnéag’.

Skladovanie RNA - RNA musi by resuspendovand resp. eluovana v roztoku bez Ri¢az,
tento &el su komefne dostupné viaceré roztoky na skladovanie RNAgzadujice maximalnu
ochranu pred RNazami. RNA sa odpta(skladova pri teplote — 80°C v alikvétoch (rozpipetovana
v menSich mnoZzstvach v mikroskimavkéckeaych na jedno pouZitie.



Obr. 3. Automaticky pipetovaci robot, napr. na izolaciuv@®riek DNA.



2. Stanovenie kvantity a kvality nukleovych kyselin

Dolezité je utenie koncentrécie &istoty izolovanej DNA a RNA, pretoZe analyzy, ktoré
nasleduju po izolacii nukleovych kyseliasto vyZzaduju presné mnozstvsistotu nukleovych kyselin
(NK bez primesi). Metéd kvantifikacie NK je nidikm, najpouZzivanejSie su spektrofotometricka
kvantifikacia a kvantifikacia UV fluorescenciou getomnosti farbiky.

2.1 Spektrofotometricka kvantifikacia nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny Specificky absorbuju ultrafialosdetlo. Vzorka s NK je v spektrofotometri
(obr. 6) vystavena ultrafialovému svetlu o vinodjke 260nm, fotodetektor nasledne zmeria svetlo,
ktoré prejde vzorkowim viac svetla vzorka pohlti (absorbuje), tym j&3i koncentracia nukleovej
kyseliny vo vzorke. Vypeéet koncentracie NK zavisi od tohoi ide o DNA alebo RNA.GI je
jednovlaknové alebo dvojvlaknova.

dsDNA: ¢ = Ax/0.02 [ug/ml]
SSDNA: ¢ = Axg/0.027 [ug/mil]
RNA: ¢ = Age/0.025 [g/ml]

Teda, ak absorbancia dsDNA je 1, koncentracia DNAzorke je 50 ug/ml (pozn. v pripade,
ak je draha Iga 1cm).

Pokid® pozndme sekvenciu napr. pri syntéze primeru (ssPM#b6Zzeme z nej vygdta’
molekulovl hmotnasa ukit’ priamo molarnu koncentraciu nukleovej kyseliny @bipl)

C = Aveo J(100/[1.5*A + 0.71C + 1.21G + 0.84T]) [pmol/ul]
A je paiet adeninov (v skutmosti dATP), C je pe&et cytozinov (dCTP), G je pet guaninov (dGTP)
a T paet tyminov (dTTP).

Predpokladom pre spravnetanie koncentracie na zéklade absorbancie je sajmezéestota
nukleovej kyseliny vo vzorkeCistota NK sa utuje poda absorbnej krivky, popripade zjednodusene
na zéaklade pomeru absorbancii pri 260 a 280 nnmipfeeproteiny absorbuju svetlo vinovegkly
280nm.Cista DNA méa pomer absorbancii 260/28Q4#s) pohybujtice sa okolo 1,8istd RNA ma
pomer absorbancii Ao»sopriblizne 2.

Vzorku nukleovych kyselin mézu okrem proteinov teoninova’ aj d’alSie latky ako je fenol,
ktory sacasto vyuziva pri izolacii NK. Takto izolované vzgrkukleovych kyselin nekontaminované
fenolom by mali mé A,so2500kolo 2. DalSie kontaminanty sa #igiti absorbciou svetla pri 230 nm
a 330 nm.

2.2 Kvantifikacia s pouzitim fluorescerénych farbiv

Daldou moznatou ako zmernd koncentraciu nukleovych kyselin je zmeranie flsoencie
farbiva (napr. etidiumbromid), ktoré sa viaze n&leavu kyselinu a selektivne svieti v pripade, €e |
naviazané na NK. Metdda vyuZitia fluoreséedho farbiva naviazaného na NK sa pouZiva v pripade
ak je koncentracia NK prilis nizka na kvantifikA@pektrofotometrom, ako aj v pripade Ze je NK
kontaminovana latkou (kontaminantom) absorbujucigtle vinovej dzky 260nm.

2.2.1 Vyuzitie migracie nukleovej kyseliny v géli g naslednou fluorescesnou
detekciou

Ak predpokladame nizku koncentrdciu NK, na jej erig pouZzijeme elektroforeticka
migraciu NK v géli (mbZe sa pouZagardzovy alebo polyakrylamidovy gél), fluorestrenfarbivo je
bud’ primieSané do vzorky NK alebo priamo do gélu. 8psb vzorkou NK nezndmej koncentracie
migruje v géli vo vethjSej drdhe vzorka NK so znamou koncentraciou. Bldade porovnania
fluorescencie (po vystaveni gélu s NK svetlu o kétej vinovej dFke) vzorky so znamou



koncentraciu a vzorky nezndmej koncentracie saiudiad, resp. sa vysledok kalkulujeaiovym
softvérom denzitometricky (obr. 4).

2.2.2 Vyuzitie kvantifikacie mnozstva nukleovych kgelin pouzitim real-time PCR
metody

V pripade vémi malého mnozZstva NK, ktoré nie je mozné kvantifi ani gélovou
elektroforézou, resp. potrebujeme zidkoncentraciu NK vami presne u malého mnozstva NK (napr.
pre kriminalistiku), pouZije sa metdda absolutnepriifikacie prostrednictvomeal-time PCR
(kvantifika ¢nej PCR, gqPCR). Princip metddy spidva v porovnani amplifikacie &itého Useku
nukleovej kyseliny vo vzorke neznamej koncentr&camplifikdciou tej istej sekvencie vo vzorke
presne definovanej koncentracie (obr. 5). qPCRgené kvantifikové koncentraciu radovo v pg/ul.

2.2.3 Kvantifikacia fluorospektrofotometrom (fluori metrom)

Ak mame dostattné mnoZstvo vzorky, je mozné na kvantifikaciu péuzi
fluorospektrofotometer, v tomto pripade je vzorkaieSana s fluorescémym farbivom a je merana
emitovana fluorescencia, z ktorej sa i@ koncentracia.

Moderné spektrofotometre a fluorimetre su konStamévtak, aby na meranie bolo pouzité
minimalne mnoZzstvo vzorky NK (napr. pre pristrojardDrop je potrebny len 0,5-1 pl vzorky). Pre
porovnanie NanoDrop spektrofotometer (NanoDrop 2D@® schopny zmetaoncentracie od 0.4 to
15 000 ng/uL dsDNA, NanoDrop fluorospektrometer50do 2000 pg/uL. Spektrofotometre a
fluorofotometre st po merani schopriaka softvérovému vybaveniu vyitet’ nielen koncentraciu
ale ajcistotu vzorky (http://www.nanodrop.com).

70/7000
50/5000
30/3000
20/2000
15/1500
100/1000
70/700
50/500
30/300
20/200
10/100

Drahy: 1 PCR produkt - 503bp

2 PCR produkt - 481bp

3 PCR produkt - 1020bp

4 standard molekulovych hmotnosti
odhad DNA v 3. drahe cca 100ng

ERNDT, Andrea Pastorakova, PhD, BNDr. Robert Petrovii, BhD, 2016

Obr. 4. Kvantifikdcia nukleovej kyseliny porovnanim s fragntom podobnej idky a znamej
koncentracie (po migracii v agar6zovom géli v jesimernom elektrickom prade a naslednej
fluorescerinej detekcii) - odhad DNA v 3. drdhe cca 100ng poamim s 1000bp fragmentom
Standardu molekulovych hmotnosti (Smh).
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Obr. 5. Absolatna kvantifikacia DNA pristrojom real-timeCR cyklérom porovnanim amplifikacie
useku DNA v skumanej vzorke s amplifikaciou vzodty znamou kvantitou. Okrem amplifikacie
skimanej vzorky je treba urabstandardna krivku amplifikacie vzorky znamej komicécie, z ktorej
sa koncentracia skimanej vzorky¢td. V kriminalistike sa beZzne pouZiva pridanie temdej
kontroly ku vzorke na weniecistoty vzorky (v pritomnosti inhibitorov neddjdeaknplifikacii ziadnej
DNA). Vnutorna kontrola je uz pritomna v kit&ize sa automaticky pridava pri priprave vzoriek na
gPCR amplifikaciu, slizi na zistenie pritomnostiibitorov v skimanej vzorke, teda v pripade, Ze
neddjde k amplifikacii vo vzorke, slUzi na rozliferi je koncentracia DNA prilis nizka alebo su vo
vzorke pritomné inhibitory. BezZna medicinska muolékno-geneticka diagnostika nevyzaduje
pritomnos vnuatornej kontroly, kéZe nukleové kyseliny su prevazne izolované kitrking, ¢ize je
zabezp&end vysoka kvalita &stota naizolovanej NK

5

Obr. 6. Spektrofotometer (NanoPhotometer) a ukdzka vysledknerania koncentracie RNA
izolovanej minikolonovou metédou

10



3. PCR (polymerazova r€azova reakcia)

Je metdda vyvinuta v roku 1983 Karym Mullisom, aeed v roku 1993 Nobelovou cenou za
chémiu. Polymerazova tr@zova reakcia je zaloZzena na schopnosti DNA polgmesyntetizové
nové viakno DNA poth templatového viakna na zaklade principu kompleangy. DNA
polymeréza je schopna pripéjaukleotidy len k vénej 3"'OH skupine, preto potrebuje primeitg|
prajmer), ku ktorému je schopna pridavanukleotidy. Primery su kratke jednovlaknové
oligonukleotidy, ktoré umatuju jednak DNA polymeraze &a& so syntézou nového vlakna, na druhej
strane ohrawiuju Specifickl oblag ktord chceme amplifikowa(hamno#f). Vysledkom PCR reakcie
je obrovsky poet kopii Specifickej sekvencie (obr. 7). PCR v gatis napodatuje replikdciu DNA
vin vitro podmienkach s rozdielom, Ze nedochadza k repiikéeiej DNA ale len vybraného
primermi ohranieného miesta.

3.1 NajddlezitejSie PCR komponenty

Templatova DNA je vzorka DNA obsahujuca dievi sekvenciu. Na zZ@tku reakcie dojde
pri vysokej teplote k denaturacii a separacii jetivych vidkien dvojvlaknovej DNA.

Enzym DNA polymeraza syntetizuje nové DNA vldkno komplementarne Koiej
sekvencii. NajastejSie pouzivanou a prvou DNA polymerazoligg DNA polymeraza (z termofilnej
baktérieThermus aquaticus), zatid ¢o Pfu DNA polymeraza (z Pyrococcus furiosus) je prefarav
kvoli tzv. vysokej fidelite, ¢o je schopnas inkorporovad spravnu bazu do novosyntetizovaného
vlakna DNA. DNA polymerazy musia mave vlastnosti: schopnosyntetizovad nové vlakno DNA
pod’a templatovej DNA a ki termostabilné ¢ize rezistentné na vysoké teploty (cca 100°C). V
slitasnosti sa Vv laboratoridcitasto pouZivajid rekombinantné polymerdzy s pozadowan
vlastnosami. Napriklad pre PCR, ktorej produkt bude klormguaje dolezZité poufi polymerazu,
ktora je schopna opravivlastni chybu v pripade inkorporacie nespravnejy h@i syntéze nového
retazca. Schopndsopravova nespravne inkorporované bazycpe syntézy nového viakna DNA sa
nazyva tzv.proofreading aktivita, ktora je zabezgena 3—5" exonukleazovou aktivitou takejto
polymerazy. Pred vlasthou molekularno-genetickmgmbstikou je treba optimalizot/gpodmienky
PCR reakcie pre konkrétnu DNA polymerazu a pre ifipké primery; treba zisti optimalnu teplotu
annealingu (hybridiz&cie) primerov, koncentracnjgtlivych zloZziek PCR reakcie (napr. Mgg|

Primery su kratke jednovidknové DNA sekvencie komplemergék ci€ovej sekvencii.
DNA polymeraza zé&na syntetizova nové vlakno z 3’konca primeru. DéleZitou charagtiiou
primerov je teplota topenia (Tm), t. j. teplotaj ktorej polovica DNA duplexov je disociovana na
jednovlaknové molekuly.

Nukleotidy (ANTP, deoxyribonukleotidtrifosfaty) su stavebné prvky pre novosyntetizovanu
DNA molekulu.

Velmi praktickym rieSenim pre molekularno-genetickéagdiostické laboratéria je tzv.
mastermix, to je roztok, v ktorom uZ je pritomné vSetko pbtié pre priebeh PCR reakcie,
samozrejme okrem primerov atemplatovej DNA sekien®CR Master Mix (2X) od firmy
ThermoFisher Scientific je jednym z takychto mixobsahuje Taq DNA polymerazu, timivy roztok
(pufor), MgCl a vSetky deoxyribonukleotidy trifosfaty.

Tabuka ¢. 1 uvadza ako sa PCR reakcia z mastermixu pripggme jednu vzorku. K&ze
v laboratoriu sa zriedka robi PCR reakcia s jedvarkou, treba si priprawitzv. premix (t.j. PCR
reakcie pre Wi paet vzoriek, ale bez templatovej DNA), ktory sa reizddo mikroskimaviek a az
potom sa k nim prida DNA resp. cDNA.
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Tab. 1. Priprava PCR premixu.
Celkovy objem jednej PCR reakcie| 1Qul Pocet vzoriek | 8

2x PCR master mix b 40
primer sense (1M) 0,5 4
primer antisense (101) 0,5 4
H,O 3,5 28

rozpipetova premix po 9,hl do mikroskimaviek
az potom pridédo kazdej mikroskimavky zvias
DNA, cDNA 0,5| DNA, cDNA

spolu objem 10

\l

6

PCR amplifikacia je cyklicky proces pozostavajuci z troch krokobr(o7):

1) denaturaciadvojvliaknovej DNA pri vysokej teplote (95°C);

2) hybridizacia (annealing) primerov k Specifickej sekvencii DNA feplote vhodnej pre konkrétne
primery;

3) polymerizacia(syntéza) novych vidkien DNA (72°C).

denaturdcia annealing primerov polymerizacia
(95°C) (Tm-5°C) e
-»> o T EE——
antisense
primer
5 —
cielova sense
sekvencia primer
. — _p CE—
3. cyklus
2. cyklus e
——,
1. cyklus / e T —  C—
—
I N
T CE—— —_—
i nova DNA —
/ primer \— g e
f—
_—51
i . —
cielova aEEE—— ) S ). GE—
sekvencia / W, " G e
———
-— - CE——
—
\— e —+_
©RNDr. Andrea Pastordkavé, PhD., RNDr. Robert Petrovit, PhD,, 2016 R
22 = 4 képie 22 = 8 kdpii 2* = 16 kopii

Obr. 7. Princip PCR

Tieto tri kroky sa opakuju 25 — 40 krat, gwin pri kazdom cykle sa pet molekul
zdvojnasobi (vysledny et cidovej sekvencie je™", ak na z&iatku bola jedna dvojvliaknova DNA
a paet cyklov je n). PCR prebieha v termalnom cykléep{otnom cyklovai), je to pristroj (obr. 8),
kde je mozné vykonmaa naprogramovacely termalny priebeh PCR reakcie. TBa¢. 2 je
prikladom termalneho programu pre konkrétnu PCRaiea

Po PCR reakcii je vysledny produkt mozné vizualaroelektroforeticky resp. pouZina
d’alSiu analyzu.
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Tab. 2. Priklad klasického teplotnéha:asového profilu PCR.

PCR Teplota| Cas Opakovanie
95°C | 2 minGty
95°C | 15 sekdnd
66°C | 60 sekdnd 30x
72°C | 60 sekund
72°C | 5 minit

Obr. 8. Termalny cyklér v procese a otvoreny s mikroskUikaavi
3.2 Variacie PCR

Hot-start PCR vyuziva DNA polymerazu, ktoru je treba aktivévaysokou teplotou (napr.
95°C 10 minat). Vyhodou pouzivania hot-start polyazeje moznas pracovd pri laboratornej
teplote, kdZe polymerdza je pri beZznej teplote neaktivna, natiiemoze doéjs k vzniku
nespecifickych produktov.

Touchdown PCR ma v paiatotnych cykloch vySSiu teplotu annealingwéiom je zvy&
Specificitu PCR produktov na &atku PCR), neskér sa teplota annealingu zgiZima za nésledok
vySSi virazok PCR produktu

Nested PCRma dva kroky a potrebuje dva pary primerov. V prniawku sa prostrednictvom
prvej sady primerov amplifikuje dih§i DNA fragmerten sa pouzije ako templat v druhom kroku
s druhou sadou primerov s vyslednym krat§Sim DNAdpkbom. Nested PCR zvySuje Specifickos
a citlivog’ diagnostickych PCR.

Multiplex PCR je vlastne viac PCR reakcii prebiehajucich v jedskjimavke stasne.

V reakénej zmesi je viac parov primerov,éaisne prebehne amplifikacia viacerych dsekov DNKktpta
dochadza k Setreniu vzorky, reéakj zmesi a pracovnékiasu.
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Real-time PCRje venovana Specialnag’ v skriptach. SlUzi na kvantifikaciu PCR produktu
v redlnomc¢ase na zaklade merania fluorescencie, okrem kilatié je vyuZivana aj na tenie
genotypov.

RT-PCR je varidcia PCR umaitijuca amplifikaciu DNA sekvencie z vychodiskovej RN
sekvencie. Najskér musi prebelkimrepis RNA do jednovidknovej cDNA prostrednictvoenerznej
transkriptazy, nasledne sa cDNA pouZije pre PCRek8gnym pouZitim primerov pri reverznej
transkripcii mdéZzeme delovo prepisé bud’ celkovd RNA (primery - random hexaméry) alebo len
MRNA (primery - oligoT).

Alelovo-Specifickh PCR (AS-PCR) (obr. 9) sluZzi na detekciu konkrétnych mutacii
a jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP). Pou&gsada 3 primerov v dvoch kombinaciach PCR
reakcii, dva primery maju odliSnu sekvenciu na &och, jeden na detekciu wt (wild type) a druhy
primer na detekciu mutantnej alely, reakcia negrabeak miesto na templatovej DNA nie je
komplementarne k 3"-koncu primeru, pretoZze DNA pwyaza vyZzaduje Uplnu hybridizaciu primera
na 3’-konci. Takto je mozné roztigpritomnog Standardnej (wildtype — wt) a mutantnej alely resp
SNP (obr. 9). AS-PCR je znama aj pdidiSimi nazvamiASO-PCR (allele-specific oligonucleotide
PCR),ARMS (amplification-refractory mutation system).

3 5'

1.reakcia

« a2

2.reakcia

5N\ X
3I
Obr. 9. Alelovo-Specificka PCR (AS-PCR)

Mutagenéza prostrednictvom PCR (site directed mutagnesis)sa pouziva, ké je potrebné
vytvorit mutaciu v Specifickom mieste génu, primer/primergju modifikovanu sekvenciu tak, Ze
obsahuju mutaciu v stredn&gsti, ¢o neovplyvni hybridizaciu primerov s templatovou ANori¢om
vysledkom je PCR produkt s cielene mutovanou DNKveaciou.

Asymetricka PCR sa pouziva na syntézu koépii jedného vliakna z teioydg DNA ato
pouzitim vé&mi nizkej koncentracie jedného primeru.

Sekvend&na PCR je PCR, v ktorej je pouZity len jeden primer aeakinej zmesi su okrem
vSetkych dNTP pritomné dideoxynukleotidtrifosfatgdiNTP) zn&ené radioaktivne, dnes vSak
prevazne fluorescéne, kazdy typ ddNTP inou fluores@mou farbékou. Zaradenie niektorého zo
Styroch ddNTP sp6sobi terminaciu (zastavenie) poedinia DNA r&azca, fluorescemé oznéenie
ddNTP umozZni detekciuitky fragmentu a wenie sekvencie posledného nukleotidu. Vysledny
produkt sekvenmej PCR slUZi na sekvenovanie. Sekvenovaniu sgeesamostatnéas’.

MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) — multiplexna amplifikacia préb
zavisla od ligécie, je variacia multiplexnej PCRa#tujuca namnoZenie viacerych usekov DNA za
pouZzitia iba jedného paru primerov, avSak s podkua vytvorenia sekvene Specifickej proby
ligaciou sekvedne Specifickych oligonukleotidov. MLPA je metdda aiitujuca detekciu ptiu kopii



az 50 nukleotidovych sekvencii v jednej reakciim®oou MLPA je moZné rychlo identifikova
amplifikcie a delécie V&€ho pd@tu génov i uz z DNA alebo mRNA, okrem toho MLPA méZetby
pouZzitd na analyzu CpG-metylacie (MS-MLPA). Viatoimacii v samostatneégsti.

SNaPshot® Multiplex, nazyvané aminisekvenovanie je multiplexna reakcia, v ktorej je
kazdy primer preldeny iba o jeden nukleotid (obr. 10). V réak&j zmesi nie sG pritomné
deoxyribonukleotidtrifosfaty ale len dideoxyribonegtidtrifosfaty (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP),
kazdy ozn&eny inou fluorescemou farbtkou. Po integracii ddNTP do DNA vidkna je polyméiia
ukontena. Jednovldknové fragmenty (primery) piedé presne ojeden ddNTP su separované
kapilarnou elektroforézou v genetickom analyzatgri&om je detegovana ich fluorescenciaizkd
(obr. 11). Z vysledného elektroforetogramu (obr) 12 mozné uiit' v jednej reakcii sekvenciu vo
viac ako v 10 lokalitach dgitého fragmentu DNA. SNaPshot Multiplex sa v molékno-genetickom
laboratériu vyuZiva na rychlu detekciu viacerycitastejSie sa vyskytujacich mutacii/SNP génu.
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ERNDr.Andrea Pastorgékova, PhD ., RNDr. Robert Petrovic, PhD., 2016

Obr. 10. Priklad vyuZitia metody SnaPshot s pouZitim saBypfimerov, ktoré sa prétia len o 1
znateny dideoxynukleotid. SNaPshot tegtejSich mutacii génu pre 21-hydroxylaZLiyR21A2),
ktoré spbsobuju kongenitalnu adrenalnu hyperplazjul, G a C predstavuju fluorescer zngené
dideoxynukleotidy.
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Obr. 11. Vysledok analyzy DNA pacienta metdédou minisekvemoa SnaPshot, konkrétne pouZzitim
sady 13 primerov rozliSujucich rajstejSie bodové mutacie génu pre 21-hydroxyl&2dPR1A2),
analyzou sa zistila mutacia V281L v heterozygotrstave (dva fragmenty modrycarveny).
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Obr. 12. SNaPshot analyza géntiyP21A2 u DNA izolovanej z plodovej vody, metdda deteguje
najiastejSie bodové mutacie génu pre 21-hydroxylazsledpk prenatalnej analyzy = pritomtios
mutacie In2G v hemizygotnom stave e qPCR metddou bola u plodu zistena pritomiries
jednej kopie génCYP21A2).

3.3 Kvantitativna PCR (qPCR)

Polymerdzovou t@zovou reakciou (PCR) docielime namnoZenie (ankgliu) ugitého
DNA Useku (templatu). PCR je katalyzovana DNA podyazou za pritomnosti primerov, dNTPs,
dvojmocnych kationov (ako Mg+2) a pufrovacieho odzt.

Real-time PCR ktora je nazyvana dvantitativna PCR (qPCR) umoziuje vizualizaciu
a kvantifikaciu amplifikdcie DNA v realnortiase, to je tak, ako to bezZigas PCR. gPCR vyuZiva
fluorescekiné chemikdlie (farbivd), ktorych emitovanu fluoresciu zaznamenava opticky systém
pocas kazdého PCR cyklu, zaznamenana fluorescencianggedne softvérovo spracovana
a vyhodnotena.

V slBasnosti sa vyuZivaju dva typy gPCR chémie atoivarbviazuce sa na DNA
a fluorescedne zngené préby (obr. 13).

Farbivéa viaZzuce sa na DNA emituju fluorescenciuipade, ak st naviazané na dvojvlaknovu
DNA; proby fluoreskuju, v pripade, #emolekula zhaSaa (angl. quencher Q) sa nenachadza
v blizkosti molekulyreportéra (R), napr. hydrolyzujuce préby fluoreskuju,d&ee molekula reportéra
(R) prostrednictvom 5 exonukledzovej aktivity DNAlymerdzy odstranena z blizkosti molekuly
zhasaa (Q).

Graficky priebeh real — time PCR znazoiiuje amplifika ¢n& krivka (angl. amplification
plot) (obr. 14)majiuca 4 fazy:

1) Faza | — dochadza k zdvojnasobeniu mnoZstva amplikdnu kpddom cykle, ale narast

fluorescencie je pod det&skym limitom; zaznamenavana fluorescencia (baselinejipoveda
zakladnej fluorescencii pozadia tzv. Sumu;
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2) Faza Il nazyvana ajexponencialna faza v ktorej sa fluorescencia zvysi na Grtveptickej
detekcie, bod, resp. cyklus, kedyiren exponencialna faza jékovy na utenie kvantity vstupného
mnozstva templatovej DNA, nazyva peahovy cyklus, ozn&uje saCt (angl. treshold cycle) alebo
Cq (quantification).Cim niz3ie je Ct (Cq), tym \&i paet kopii templatovej DNA bolo v reakcii. Ct
hodnota je teda hlavny Udaj, s ktorym sa pracujeppmitoch, fluorescencia v tomto mieste sa nazyva
prahova, resp.treshold;

3) Faza lll - linearna faza — charakterizuje ju postupné spotrebovavanie koraptov reakcie na
narastajuce mnozstvo amplikonu;

4) Faza IV - plateau (¢itaj platd) — mnoZstvo amplikénu sa v désledkderpania zloziek gPCR uz
nezvysuje.

na dsDNA viazuce sa farbiva  Hydrolyzujuce préby

annealing annealing

® s

® e -ﬂ\_/@
@ .

) ) N

® <+ —

\ R-reportér

polymerizacia polymerizécia Q-quencher

(zhasag)

0 ¥
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Obr. 13. Princip real-time PCR.
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Obr. 14. Fazy real-time PCR.

Ako Standardna PCR aj qPCR imiézakladné kroky :
1) Denaturaciadvojvliaknovej DNA na jednoviaknova DNA pri vysokigjplote (obyajne 95°C);
2) Hybridizacia primerov (annealing) — komplementarne sekvencipséu hybridizuju;

3) Polymeriz4cia pri 70-72°C, kedy v dosledku optimalnej aktivityNB polymerazy dochadza
k predZeniu primeru aZ o 100 baz za sekundu.
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Real-time PCR (obr. 15) sa vyuziva na kvantifikaekpresie génov, tenie pd&tu kopii
génov, uéenie genotypu (genotypovanie) alelovou diskrimin@calebo analyzou krivky topenia tzv.
high resolution melt a multiplexnt real time PCR@Znosou detekcie viacerych diev/génov.

Multiplexna real-time PCR sa vyuZiva na detekciu viacerychlae/génov v jednej reakcii
s&asne. Vyhodou multiplexovania je jednak Uspora kyoako aj ziskanie wdieho mnoZstva
informacii z rovhakého mnoZstva materialu. Nevyhogtou multiplexnej gPCR su proby zfemé
roznymi fluorescegnymi farbivami.

NajdoleZitejSie zloZzky gPCRdal-time PCR komponenty) s DNA polymeraza, (reverzna
transkriptdza v pripade jednokrokovej kvantitatjyR&-PCT), dNTPs, primery, resp. primery/proby,
dvojmocné Mg, templat. Nalahienie gPCR suU v gasnosti uz komeéne dostupné také reaié
zmesi, ku ktorym sta prida’ uz len templat (napr. kity vyuZivajuce TagManPnohjebo kity s
fluorescenymi farbami viaZzucimi sa na dvojvlaknova DNA, ktokym sa do reatej zmesi okrem
templatu pridaju primery.

Obr. 15. Real-time PCR cyklér

3.3.1 Kvantifikdcia pomocou qPCR

Na kvantifikdciu DNA pomocou qPCR sa poZivaju dwékladné metddy -absolatna
kvantifikacia arelativna kvantifikacia.

Absolutna kvantifikdcia vychadza zo Standardnej krivky (obr. 16), ktor&iska po gPCR
série riedeni DNA znadmej koncentracie. Kvantifilkhaiezndmej vzorky sa zisti interpolaciou
(odkitanim) Ct nezndmej vzorky zo Standardnej krivkgr(d.6, 17). VyuZivané napr. v kriminalistike
na stanovenie koncentracie DNA vo vzorke.

Relativna kvantifikcia (obr. 18, 19) porovnava Uraveexpresie ufittho génu vo vzorke
k expresii toho istého génurgferenénej (kontrolnej) vzorke alebo mnoZstvo ditého génu (peet
koépii) vo vzorke porovnanim s mnozstvom génu v kainych vzorkach. V ramci kazdej vzorky musi
pred relativhou kvantifikdciou déjk tzv. normalizécii, t. j. porovnanie expresie sledovaného génu
k expresii refereéného génu (nagstejSie nim byva tzv. ,housekeeping” gén n&APDH, aktin,
tubulin).

V pripade kvantifikacie expresie diteho génu metddou real-time PCR (RT-gPCR), pred
samotnou kvantifikdciou cDNA, musi Hyato cDNA nasyntetizovana prostrednictvom revgrzne
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transkripcie za pouZitia enzymu reverznej transédp. Kvantitativna PCR s reverznou
transkripciou, RT-gPCR, mb6Ze by dvojkrokova alebo jednokrokova. Pri dvojkrokove]-BPCR
treba pred gPCR syntetizava@DNA vlakno z RNA pomocou reverznej transkriptéazyl. krok;
druhym krokom je samotna real-time PCR. JednokrdkBW-gPCR umaiuje uskuténit’ obidve
reakcie: reverznu transkripciu a kvantitativnu P@Rednej skimavkego zjednoduSuje gPCR
a redukuje mozn@kontaminécie.

1 képia Slope: -3,32
30 Efektivita: 100%
R2: =0,299
25 100 képi{'
.
1000 képi
20
10000 képif
i5

0 1 2 3 4
Log pociatonej kvantity/templatu
©RNDr, Andrea Pastordkovd, PhD., RNDr. Robert Petrovi, PhD., 2016

Obr. 16. 5-bodova Standardna krivka (amplifikacia piaticimcentracii jednej vzorky konkrétne ide o
10-tkové riedenie).

Standard Curve

AR

Wt " Sp—— mp—
©RNDr. Andrea Pastorkovs, PhD., RNDr. Robert Petravié, PhD., 2016 e A o e

Obr. 17. Ukazka amplifikanych kriviek riedenia a z nich ziskanej Standardnieky poukazuje na
vysokU presnasmetody RT-PCR.
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Obr. 18. Relativna kvantifikacia - denie pétu képii génuCYP21A2 vo vzorke DNA izolovanej z
periférnej krvi pacientgvmutécie v géne&CYP21A2 spbsobuju kongenitalnu adrendlnu hyperplaziu
(CAH). Vysledok analyzy: vSetci pacienti maju dvigpie génu.
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Obr. 19. Relativna kvantifikacia - denie pétu képii génuCYP21A2 vo vzorke DNA izolovanej z
plodovej vody mutacie v géneCYP21A2 spbsobuji kongenitadlnu adrenalnu hyperplaziu (CAH).
Prenéatalnou diagnostikou (QPCR) sa zistila pritoshjexinej kopieCYP21A2 génu.

3.3.2 Urkenie genotypu metddou alelovej diskriminacie a angtou krivky topenia (HRM)
Urcenie genotypumetddou alelovej diskriminacie (obr. 20) sa uskut@iuje pouZzitim

hydrolyzujucich préb (sond), je vdmi rychla a senzitivna (presna) metoda frekventevamuzivana
v laboratériach. Dva varianty/alely su vySetren&astie v jednej vzorke avjednej réadj
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skimavke. V reakcii sU pouZité dve préby amv@ rozdielnymi fluorescénymi farbickami
emitujacimi svetlo o rdznej vinovejitke (nafastejSie jedna oztiana FAM farbikou a druha préba
oznaenda VIC farbikou). P@&as amplifikacie amplikonu dochadza k odstranen@saia z blizkosti
farbicky, ktora potom emituje svetlo prisludnej vinovezky. Vzorky so signalom len jedne;
fluorescetinej farbtky (FAM) a bez signalu druhej fartky (VIC) si homozygoti pre alelu 1, vzorky
so signélom len druhej fadthky (VIC) a bez signélu prvej (FAM) st homozygotiepalelu 2, v
pripade ak vySetrovana vzorka ,svieti“ obidvomgbéami jedna sa o heterozygota.

A

WT mutant heterozygot

EIRNDr Armdma Pastordkowd, P, BMOr Roben Petmwic, PhDu, 2006

4 | C Cipa)
v -

WT heterozygoti

wt/wt homozygoti

mut/mut homozygoti

.
Lt

T

wt/mut heterozygoti

negativna
kontrola mutanti

Obr. 20. Ur¢enie genotypu metdédou alelovej diskriminacie — dfikpkna krivka vzoriek DNA
majucich tri rdbzne genotypy: A — jednotlivé vzorKplna ciara predstavuje Standardnu alelu,
gulickovana mutovana alelu), B — 72 vzoriek, C — scaet 72 vzoriek.

Urcenie genotypuanalyzou krivky topenia tzv. high resolution melt HRM) (obr. 21)
umo#iuje detekciu takmer vSetkych genetickych varid8SiNR, mutécii). KéZe tato metdda okrem
Standardnych podmienok reakcie vyZaduje len pringefgrbéku (nie préby), je vimi jednoducha
a lacnejSia. Po amplifikacii treba amplikon pomabhrieva, az kym nedbjde k denaturacii. Teplota
topenia amplikonu vo vzorke zavisi od DNA sekvenéeumoiiuje detegova pritomnos mutacie
resp. SNP. Tvar vyslednych kriviek topeniguje teda genotyp.
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Obr. 21. Ur¢enie genotypu analyzou krivky topenia tzv. metoHdimi resolution melting (HRM),
A — krivka topenia vzoriek DNA majucich tri rozgenotypy, B — graf rozdielnosti krivky topenia
vzoriek DNA majdcich tri rdzne genotypy.
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4. Elektroforeticka separacia nukleovych kyselin

Separéacianukleovych kyselin predstavuje rozdelenie moldBMIA alebo RNA na zaklade
velkosti, zloZenia a poradia baz. Podobnymi metédamigzné separovaj proteiny.

Elektroforéza (ELFO) je technika pouZivand na separdciu niekedy aj ipadi
makromolekul, ako su nukleové kyseliny a proteiayzédklade ich rozdielnej fieosti, ndboja alebo
konformacie. Je to metddalvei ¢asto vyuzivana nielen v molekulovej genetike aldiachémii.
Elektroforéza vyuZiva schoprtbsiabitych molekdl migroua v jednosmernom elektrickom poli
k opanému pélu. Nukleové kyseliny majld’aka svojej fosfatovej zlozke negativny naboj, preto
v jednosmernom elektrickom poli migruju ku kladnémadiu, ¢ize k andde. Elektroforéza prebieha
v elektroforetickej aparature géloch (v nosti) so si€ovitou Struktirou, ktora umdéije separaciu
molekul. Vzorka nukleovej kyseliny zmieSana s tmanaSacim timivym roztokom s fatkhou sa
nanesie do jamky vgeéli, ktory je umiestneny v gilafloretickej aparatire v pritomnosti
elektroforetického pufra (TAE alebo TBE) (obr. 2R)anéSaci timivy roztok/nanéSacia farbtka
umo#iuje na zaklade migracie fatly vidiet' migraciu vzorky v géli; a fiasne zvySenim hustoty vo
vzorke umozni klesnivzorke do jamky a tak zabr@njej vyplaveniu z gélu. Draha j&ag gélu,
ktorym putuje jedna vzorka od katddy k andde. \hdraa nachadzaju oddelené jednotlivé fragmenty
nukleovych kyselin witych ve’kosti viditdné vo forme pruzkov (angl. bands). Intenzita prazku
zavisi od mnoZstva molekdl danejlkesti, je ekvivalentna hmotnosti. Na ¢enie vékosti
fragmentov NK sa do jednej jamky naneSiandard molekulovych hmotnosti(angl. ladder), ktory
ma presne definované [kesti fragmentovgéo umoiuje odhadntl velkos' aj hmotnosg neznamych
separovanych fragmentov.

gél so vzorkami

+

Smh —n,

60/10000

60/8000

140/6000

60/5000

60/4000

60/3500

140/3000

50/2500

50/2000

50/1500

120/1000

50/750

50/500

50/250

Drdhy: 1 standard molekulovych hmotnosti
ll\ 2 gendmova DNA
§tandard molekulovych hmotnosti 3 RNA (288,188, 55 a tRNA)

Drahy: 1 a 5 negativna kontrola (bez DNA) 3 4 ¢cDNA —
2, 3,4— PCR produkt 481bp - 5 PCR produkt - 503bp

6, 7,8 — PCR produkt 1020bp
9 —Standard molekulovych hmotnosti

Obr. 22. Elektroforetick&d separacia nukleovych kyselingarézovom géli (A) a vizualizacia UV
svetlom a GelRed™ (B, C).
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Nukleové kyseliny je mozZné elektroforeticky sepatov

1) v géloch: agar6zovom (horizontalna elektroforéza) (obr. 223 polyakrylamidovom (vertikalna
elektroforéza);

2) v S3pecialnych linearnych polyméroch kapilarnou kektroforézou pouzitim genetického
analyzatora (obr. 23).

Agar6za je polysacharid ziskany z morskej riasy, pouziwanatastejSie v koncentracii 0,5-
2%, ¢im vySSia koncentracia, tym je gél pevnejsi a sob§b rozli&f mensie fragmenty NK. Priprava
je jednoduché: odvazi sa potrebné mnozstvo agakiagh sa zmieSa s timivym roztokom (pufrom),
rozvari sa v mikrovinnej rire a naleje sa do Spreejdadoby na vytvaranie gélov, kym je gél tekuty,
vloZi sa do neho tzv. hrefo@ma vytvorenie jamiek. Agardza je netoxicka. V tmbnagarézovom géli
v zavislosti od jeho koncentracie je mozné separ®MA fragmenty dzky 200-50 000 bp. Dnes sU
dostupné aj Specidlne agaro6zy napr. MetaPhor® Agarschopné oddélfragment DNA dzky 20-
800bp. Separécia v agar6zovom géli prebieha v tatdinej aparatire, preto sa hazyva aj
horizontélna elektroforéza

Polyakrylamidovy gél (PAGE) vznika polymerizaciou akrylamidu v pritonsticSpecialnych
chemickych latok (peroxodisiran amonny, TEMED, kigkamid). Jeho priprava je preto odliSna a aj
nara:nejSia. Polyakrylamidové gély maju vysoku rozlidcivaschopnos (1bp), preto su PAGE gély
vhodné aj na sekvenovanie DNA klasickymi metédaRAGE gél nie je vhodny na separaciu
fragmentov dlhSich ako 2kb. PouZiva sa v koncemt8ds -20% s rozliSenim fragmentov od 10bp-
2000bp. Akrylamid je neurotoxin, musi sa s nim pvat vel'mi opatrne. PAGE elektroforéza bezi vo
vertikalnej aparatdre, preto sa volavagrtikalna elektroforéza, pouZiva satasto aj na separaciu
proteinov.

Rychlos’ pohybu nukleovych kyselin (mobilitg uriuje viacero faktorov:

1) vd’kost® NK — paiet bazovych péarov resp. baz, qgmin menSie molekuly prechadzaju gélom
rychlejSie, pretoze dah3ie pohybuju v géli;

2) konformécia nukleovej kyseliny napr. urovnako J&ych plazmidov kondenzované
superSpiralizované plazmidy migruju najrychlejSieynako vé&ké linearne molekuly (toho istého
plazmidu) beZia pomalSie a najpomalSie putuju m@laré kruhové molekuly plazmidu;

3) koncentréacia géluurcuje jeho rozliSovaciu schopngkoncentrovanejsi gél je schopny sepafova
kratSie fragmenty NK, redSie gély su vhodné préigenie vé&Sich fragmentov;

4) zloZenie géluje dolezité pri analyze sekundarnych Struktur NKr@einov v nedenaturovanom
stave; sekundarna Struktara spdéuoja migraciu NK a proteinov. Tento fakt vyuZivajiektoré
diagnostické techniky (napSSCP - Single Strand ConformationPolymorphism - polymorfismus
konformacie jednovlaknovej DNA) umnidjace detekciu zdmeny jedinej bazy, ktora spbsdb§me
vnatromolekulové parovanie a vyslednu konformaciolekuly. Gély mézu teda lfydenaturaéné
anedenaturatné (nativne)

5) napétie zdroja - ¢im vySSie je napatie, ktoré vytvara elektrické polelektroforetickej aparature,
tym rychlejSie fragmenty NK migruju;

6) zloZenie roztokov a teploty.

Elektroforeticky timivy roztok (pufor - elektrolyt) zabezpé&uje stabilné elektroforetické
podmienky poas separdcie, gél jeieam ponoreny. Obsahuje i6r$g umoziuje vedenie elektrického
prudu.

Standard molekulovych hmotnosti (v laboratériach nayvany ladder alebo marker) je
zmes fragmentov DNA alebo RNA s presne definovaweiikos’ou, ktory slizi na odhad Vkeosti
vySetrovanych fragmentov NK (obr. 22). Pomocou &begch Standardov molekulovych hmotnosti,
ktorych fragmenty NK maju definovanu aj hmottiofe mozné odhadmimnoZstvo (hmotna's-
koncentraciu) neznameho fragmentu.
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4.1 Vizualizacia DNA

Samotna nukleova kyselina jedas elektroforetickej separacie nevitlité. Vizualizaciu NK
umo#uju interkal&nécinidla, ktoré su schopné navid@zsa na molekuly NK tym, Ze s&lenia medzi
susediace bazy. Po oziareni UV svetlom intetka&inidla naviazané na NK fluoreskuju, tak sa
vizualizuje NK,¢im intenzivnejSie fluoreskuje, tym viac NK je vigéluzku pritomné. Interkataé
¢inidlo sa b’ primieSa do gélu pri jeho priprav& umoZzni sledowamigraciu fragmentov NK pias
elektroforézy ato po vybrati z ELFO aparatiry aqgiareni UV svetlom, alebo sa gél farbi po
elektroforetickej separacii. V minulosti bol na die’nenie NK najastejSie pouzivany
etidiumbromid, kvoli jeho mutagénnym vlastnostiaen \ssitasnosti nahradza menej mutagénnymi
a netoxickymiinidlami, ako su napr. koméme dostupné SYBR®Safe, GelRed™, GelGreen™.

Kapilarna elektroforéza NK prebieha v Specidlnom pristroji, genetickom anatyza(obr.
23), ktory musi m@ zakladné komponenty, ako su elektrédy, kapiladrpjzvysokého napétia,
detektor, prepojenie s pilacom a softvérové vybavenie, priestor na vloZenmriek at’. Geneticky
analyzator predstavuje automatizovany systém tmazi sekvenovanie utovanie dzky DNA
fragmentov —fragmentaént analyzu a kvantifikaciu nukleovych kyselin. V novSich typoch
genetického analyzatora je proces analyzy od viaAeroriek do stojana automatizovany.

Vzorka ugena na analyzu je elektrokineticky injektovand @okej kapilary naplnenej
linearnym polymérom. Vplyvom vysokého napétia sgativne nabité fragmenty DNA pohybuju
v polyméri k pozitivhe nabitej elektrode. Kapilarrelektroforéza je tak citliva, Ze je schopna
detegovd jednobazovy rozdiel DNA fragmentov. DNA fragmentyusia by pred kapilarnou
elektroforézou fluorescéne ozna&ené, v kapilare su separované na zaklad&osti. Kratko pred
dosiahnutim kladne nabitej elektrody déjde po ediit laserovym Ziarenim k emisii Ziarenia
fluoroformi (farbickami) tak, Ze opticky detéky systém zaznamena fluorescenciu, ktora je nasledn
softvérovo spracovana a vyhodnotena.

Obr. 23. Geneticky analyzator

4.2 RFLP

Metdda polymorfizmu dizky restrik énych fragmentov (angl. RestrictionFragmentL ength
Polymorfism) bola prvou metdédou vyuZivanou na deitekbNA variacii rdbznych biologickych
vzoriek. Princip metody spiva v pritomnosti polymorfizmov v DNA sekvencii mdzch ludi, ktoré
zaprtinia rozdielny profil (obrazec) DNA fragmentov patiepeni jednou alebo viacerymi
restrikknymi endonukleazami. Restrikéné endonukleadzy (RE) st enzymy, ktoré Stiepia DNA
molekulu v oblasti Specifickej nukleotidovej sekeannazyvanejestrik éné miesto RE nafastejSie
rozpoznavaju a Stiepia miestol'ké 4-6 baz. RE su pritomné u prokaryotov (bakigrdechebaktérie),
kde su stiag’ou restrik éno-modifikaéného systémuy akoby prokaryotickéj vrodenej imunity, slGZia
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na ochranu pred cudzou DNA (napr. virusovou), kipourozpoznani Specifickej sekvencie Stiepia.
Restrikéno-modifikaény systémma dve zlozky:

1) modifikaéné enzymy - metylazy ktoré procesom metylacie modifikujiu¢ité bazy svojej DNA,
¢im ich ozndia za vlastni DNA, takZe takato DNA je potom rezha véi Stiepeniu restrignymi
endonukledzami. Né&jstejSim spésobom metylacie u baktérii je metylécianinu na N6, pfdom
vznikne metyladenin, alebo cytozinu na C5, metgiziyt;
2) restrikéné endonukleazy Stiepia Specifické miesto dvojvlaknovej DNA, ktojé tvorené
symetrickou sekvenciou zrkadlovo sa opakujucichlentidov — tzv.palindréom. Restrikné enzymy
sa pouZivaju na Stiepenie DNA sekvencie na migmeifickom pre ta ktoru restrikl endonukledzu
napr. pri analyze polymorfizmov {iky restriknych fragmentov (RFLP), analyze
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP), mutaciikoaaj pri klonovani DNA do vhodnych
vektorovych DNA molekul.

Po Stiepeni dvojvlaknovej DNA resttitou endonukledzou mézu vznikhtii typy koncov -
5’-preinievajuce konce (lepivé), -precnievajuce konce (lepivé) a tupé konce (obr. 24).

restrikéné miesto
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Obr. 24.Restrikkné Stiepenie zanechavajuce rézne konce: tupé\glepi

Restrikkné Stiepenie jetasto pouzivanou metddou génovych manipulécii nastkekciu
hybridnych molekdl DNA s naslednym klonovanim.

Priebeh RFLP analyzy je nasledovny: resmik endonukleaza sa pridd k DNA a zmes sa vo
vhodnych reaknych podmienkach (pufor, teplota) inkubuje niB{® hodin. Pdas inkubacie déjde
k Stiepeniu DNA na Specifickych miestach. DNA jetgo elektroforeticky separovana v géli a
nasledne vizualizovana. V minulosti po gélovej elgforéze nasledovaouthern blot (¢ize prenos
separovanych fragmentov DNA z gélu na Specidlnu lbnénu) (obr. 35), po ktorom nastala
vizualizacia radioaktivne ztianou probou. V siasnosti sa kvoli pracnosti a zdravotnym rizikdm od
Southern blotu updi& a prechadza sa nha rychlejSie, menej pracne watdea SetrnejSie metddy
priatd’skejSie aj k Zivotnému prostrediu.

RFLP bola prvou metédou pouzivanou na zistenie DprAfilu (DNA fingerprinting),
mapovanie génov zagrhujuce genetické ochorenia a testovanie otcovstéaSia RFLP markerov
je vysoko lokusovo Specifickych a kodominantnychidee alely su detekované u heterozygota).

PCR-RFLP je laboratorne pristupnejSia metdoda molekularnmegekej diagnostiky, kéze
PCR umo#uje amplifikaciu vémi malych mnoZstiev DNA. Alternativny nazov poudiya literatire
je CAPS z anglCleaved Amplified Polymorphic Sequence assay. Pouzitim Specifickych primerov
déjde PCR metodou k amplifikacii poZzadovaného UsBRUA, ten sa potom Stiepi restéou
endonukledzou vo vhodnych podmienkach, nasledn&ispne produkty elektroforeticky separuju
a vizualizuju pouzitim interkaémych farbiv a UV svetla (obr. 25).
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Obr. 25. Princip metddy PCR-RFLP

4.3 VNTR a STR

V génome su pritomné dva typy tandemovych (za sebsledujicich) opakovani:
1) minisatelity — nazyvané variabilny get tandemovych opakovaMNTR (variable number of
tandenrepeats);
2) mikrosatelity tiez kratke tandemové repeti@@R (shorttandenrepeats).

Obidva tieto typy satelitnej DNA s rozmiestnenégetom gendéme, su vyuzivané hlavne vo
forenznej genetike na identifikaciu oséb &amie otcovstva popripade materstva, ale aj v meslica
detekciu chromozémovych aneuploidii. Struktira vbah je podobna. Rozdiel medzi jednotlivymi
alelami je spbsobeny rozdielnym gom opakovani opakujucej sa sekvencie (moti¢o)sposobi
roznu dzku alel sréznym pom tandemovych opakovani, nazyvani polymorfizmuzkyd
fragmentov.

VNTR - variabilny péet tandemovych opakovani, gwm opakujlca sa sekvencia midkt
od 6 do 100 baz, gom sa mbZze opakovaj tisice kréat, alely tak m6zu mad 500do 30 000 baz.
VNTR boli vkombinacii s RFLP OINA fingerprinting ) prvym polymorfizmom pouZivanym na
zistenie DNA profilov a identifikAciu os6b v krimalistickej praxi. V sasnosti jeho vyuZitie
v kriminalistike je kvoli potrebe relativne Kleho mnozZstva DNA nahradené vyuZzitim STR.

STR - kratke tandemové repeticie su v kriminalistike casjejSie pouzivanym
polymorfizmom. STR lokusy sU rozmiestnené po cetndéme, repeticia obsahuje jednu a¥ &z,
pricom jej opakovanim vznikne STR v rozsahu od 50 d@gbBOV naSom gendéme su tisice STR, ktoré
moOZu by pouZzité pre forenznd analyzu. V kriminalistikevssitasnosti na identifikaciu 0sd6b pouziva
13 STR locusov, ktoré patria k medzinarodne uznavestandardom. Z iniciativy FBI bola vytvorena
databaza CODISQombinedDNA Index System), kazd4 krajina ma svoju databazu CODIS, j&de
mozné vloA' a archivové DNA profily jednotlivcov, ako aj profily DNA ziskaych z miest
kriminalnehodinu, v databaze je ich mozné navzajom pordvadak zisti pévodcu trestnéhsinu.
Medzinarodna jednotnésv pouzivani CODIS STR lokusov uniaie v pripade potreby vzajomné
porovnanie DNA profilov zistenych na Uzemi rézny&tatov. CODIS STR lokusov je 13 asu to
CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, DA{8D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51 a D21S11. Zistenie DNA profilu sa uskaiomultiplexnou PCR reakciou s fluoreséea
znaenymi primermi Specifickymi pre konkrétny STR. Ng&he si PCR produkty analyzované
kapilarnou elektroforézou genetickym analyzatordaory rozliSi amplifikované fragmenty na
zéklade fluorescencie @7ty (fragmentana analyza) (obr. 26, Tab. 3). DNA profil kaZdéfoveka
je jedingny, rovnaky profil méZu malen jednovajéné dvogata.
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Obr. 26. Uk&Zka DNA profilu¢loveka: 15 STR lokusov s ¢enim pohlavia pomocou lokusu pre
amelogenin (Zenské pohlavie - XX); malé oranzovky ppredstavuju fragmenty Vkostného
Standardu

TabuPka ¢. 3: Zapis DNA profilu¢loveka z obrazka. 26. : 15 STR lokusov s ¢&nim pohlavia
pomocou lokusu pre amelogenin

D351358 16 17
THO1 9 9.3
D21S11 28 28
D18S51 15 18
Penta E 7 14
D5S818 9 12
D13S317 8 11
D75820 8 11
D16S539 11 12
CSF1PO 10 11
Penta D 11 12
VWA 15 18
D8S1179 13 16
TPOX 8 9
FGA 20 21
amel X X

28



5. MLPA

Multiplexna amplifikcia préb zavisla od ligacie gmgl. multiplex ligation-dependenprobe
amplification) je metdéda schopna v jednej reakciijédnej skimavke a vzorke) detegdvameny
v paite az 50 nukleotidovych sekvencii. Metédou MLPAezZné rychlo identifikovaamplifikacie
(duplikacie) a delécie Vkého p@tu génovgi uz pouzitim DNA alebo mRNA, krvnych vzoriek alebo
vzoriek z nadorov.

Princip MLPA spoiva v multiplexnej amplifikacii 50 Specifickych nigotidovych sekvencii
pouzitim jedného paru primerov, gom jeden primer je fluorescé&me oznéeny. Vysledné PCR
produkty st analyzované kapilarnou elektroforézdragmentana analyza). [Fka kazdého
namnozeného produktu je jedémd, narasta postupne o 6 alebo 9 nukleotidoopriprodukty PCR
st 120 — 500 nukleotidov dihé. Tentd’kestny rozsah PCR fragmentoviXka 120-500 nukleotidov
s narastom postupne o0 6 alebo 9 nukleotidov) jem@ity pre kapilarnu elektroforézu. MLPA
multiplexnd PCR prebieha za pouZitia iba jedinéldoupprimerov, ktoré amplifikuju Specifické
sekvencie. Trik spfiva v tom, Ze nedochadza k amplifikacii DNA sekverale MLPA proéb, ktoré su
pridané k vzorkdm. Kazdd MLPA proba pozostava zbwigonukleotidov (dve hemiproby), poim
kazdy oligonukleotid obsahuje jednu zo sekvencepoanidvand PCR primermi. Proba vznikne jedine
za predpokladu hybridizacie dvoch oligonukleotidgwemipréb) k ci€ovej sekvencii (génu) a po
ligacii enzymom ligdzou. Iba ligované proby su exgacialne amplifikované pomocou jedného paru
primerov. MnoZstvo zligovanych préb teda zavisi mdoZstva cibovych sekvencii (génov) vo
vzorke.

Postup MLPA analyzy je nasledovny (obr.27):

K vzorke nukleovej kyseliny (DNA resp. mRNA) sddé zmes 50 jedirmych préb, kazda
préba je komplementarna kditej cielovej sekvencii NK vzorky. Kazda préba v3ak pozostav
z dvoch oligonukleotidov hybridizujucich vEal seba, zarowe kazdy oligonukleotid (hemiproba)
obsahuje pridant sekvenciu rozpoznavanu parom P@Remv. Po hybridizacii oligonukleotidov
(hemipréb) dochadza kich ligécii ligazou. Ligé reakcia je tak Specificka, Ze je schopna razlisi
sekvenciu liSiacu sa vjednom nukleotide. Vysledigacny produkt (proba) obsahuje obidve
sekvencie pre PCR primery na jednom fragmetike, m6ze dojs k namnoZeniu takéhoto fragmentu
PCR reakciou. V pripade, ak neddjde k ligacii p8elych hemipréb, pretoZze hemiproby nenajdu
cielovi sekvenciu na DNA, kazda takato nezligovand pesbha méa len jednu sekvenciu
rozpoznavanu len jednym PCR primerom, v désletituo nemdze prebehtijej PCR amplifikacia
a pdias fragmenténej analyzy nie je detegovana, pretoZze negendugeskceniny signal.

MLPA:

1. DNA denaturacia a hybridizacia s MLPA prébami (hemipréby)
2. Ligacia (vytvorenie kompletnych prdéb)

3. PCR amplifikacia préob parom primerov

4. Kapilarna elektroforeticka separacia PCR produktov

5. Analyza dat

Pri. MLPA analyze je dblezité okrem MLPA amplifikécivzorky urobi aj MLPA
amplifikaciu referetinej vzorky, ku ktorej sa bude porovnévaxet génov (citovych sekvencii). Po
kapilarnej elektroforéze MLPA referémej a skimanej vzorky, porovnanim obsahu nameranych
hodnét tzv. pikov prisludnych préb s&iwelativny péet kdpii v skimanej vzorke.
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1. Denaturacia

sekvencia PCR primeru X sekvencia PCR pri;i%
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2. Hybridizacia hemipréb

|
3. Ligacia

~ proba 1 / _ proba 2

4. PCR s univerzalnymi primermi X a Y, amplifikacia iba zligovanych prob
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5. Fragmentacna analyza, kvantifikacia amplifikovanych sekvencii

| ”' Ll l|_|. AU U )

Obr. 27. Princip MLPA

Firma MRC-Holland v stasnosti ponuka stovky MLPA setov prob, ktoré sudrtéona:
1) diagnostiku kongenitalnych a dedinych ochorent;
2) zig’ovanie profilu nadorov;
3) zi'ovanie metylaného profilu.

MLPA je metéda vhodnd na detekciu malych prestaviebcCE®R BRCA2, MSH2, at.),
velkych chromozomovych prestavieb (Williamsov syndrétrader-Willi/Angelman syndrém at2),
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detekciu zmien v pite képii génov (obr. 28, 29), ako aj zistenigtpokompletnych chromozémov
(chromozém 13, 18, 21, X,Y; tieZ aj z amniovej tiky), diagnostiku nadorov (zmeny ¢a pri
ALL, CLL atd’.), kvantifikaciu metylacie (Prader-Willi/Angelmansyndrém, Fragilny X, inaktivacia
nadorovych supresorovych génovddt mRNA analyzu génov zastujucich sa apoptozy
alebo zapalov.

MS-MLPA (MethylationSpecific MLPA) je varianta MLPA ufena Specidlne na analyzu
aberantnych metylacii imprintovanych oblasti, akaletekciu metyl&nych zmien CpG ostré@ekov
lokalizovanych blizko prométora. Rozdiel oproti ridardnej MLPA spéiva v pouziti metyléne
senzitivneho restriného enzymu Hhal, ktory Stiepi MS-MLPA préby hybridizované
k nemetylovanej sekvencii. Kazdd DNA vzorkacemd pre MS-MLPA analyzu prejde dvoma
reakciami: v jednej mikroskimavke Standardnou MLRalyzou (bez Stiepenia metite
senzitivnym enzymom) av druhej mikroskimavke dojokrem ligacie préb aj k metylae
senzitivnemu Stiepeniu hybridizovanych préb s nglneanou DNA. Amplifikuju sa len ligované
proby, po PCR amplifikacii sa fragmetiteu analyzou porovnanim oboch reakcii zistia mlydi
v metyla&nom profile vzorky k referaimej vzorke.

RT-MLPA (Reverse Transkriptase MLPA) je varidcia MLPACema pre zistenie mRNA
profilu vzorky, je alternativou kreal-time PCR &mcipom. RT-MLPA nedeteguje mRNA
mnoZstvo priamo, pretoZe pouzivana ligaza nie feomea ligovd DNA oligonukleotidy, kd' su
hybridizované s RNA. Preto RT-MLPA &aa reverznou transkripciou so Specialne navrhnuBim
primermi, tak aby vytvorili kratke oligonukleotidgDNA). Potom reakcia poktaje ako Standardna
MLPA.
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Obr. 28. MLPA analyza genibMD (kodujuceho dystrofin), mutacie ktorého spésobujctiznnovu
svalovl dystrofiu, u pacienta je pritomna delécianel 45 v porovnani s referarou vzorkou —
kontrolou
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Obr. 29. MLPA analyza génu DMD (kodujuceho dystrofin), mugagtorého spésobuji Duchennovu
svalovu dystrofiu, u pacienta st pritomné dupligaekénov 41, 42, 43, 44, 45 (piky vo vzorke
pacienta sa porovnaju s pikmi v kontrole — ref&nepvzorke)
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6. Sekvenovanie

Sekvenovanim rozumiemedenie primarnej Struktiry DNA, tedadenie poradia nukleotidov
v retazci DNA. Z&iatky moderného sekvenovania siahaju do roku 18@dy boli objavené dve
metody sekvenovania:
1) chemicka metéda Maxama a Gilberta;
2) enzymaticka metdda SangeraNicklena a Coulsona.

Princip obidvoch met6d sekvenovania &pa vtom, Ze sa vytvori subor DNA molekdl
sroznou vekosou, ktoré su zakamné konkrétnym nukleotidom, tieto DNA  molekuly sa
elektroforeticky separuju v géloch s rozliSovacolagpnogou 1 nukleotid.

6.1 Chemicka metdda

DNA molekuly sa na 5konci radioaktivne ozriga radioaktivnym fosforom a nasledne sa
chemicky modifikuja Specificky pre kazdu badzu. DA potom v modifikovanych miestach Stiepi,
¢im vzniknu rézne dihé fragmenty, goim podmienky sU nastavené tak, aby sa DNA na kazdom
mieste Stiepila len raz. Modifikhcia DNA a Stiepenprebehne v Styroch separatnych reakciach
(skimavkach), takZze po elektroforetickej separaddkto opracovanej DNA v Styroch
drdhach polyakrylamidového gélu a naslednej autogaafii (podobne ako pri Southernovej
hybridizécii) je mozné atdtat’ nukleotidovi sekvenciu priblizne 100 nukleotida¥ kdioaktivneho
ozn&enia (v¢ase objavu Maxama a Gilberta).

6.2 Sangerova metéda

Zaklady metody boli popisané uz vroku 1975 (metptles a minus), ale az vylepSenie
pouzitimdideoxynukleotidov (ddNTP) v roku 1977 doslo k zjednoduSeniu sekvan@ Principom
enzymového sekvenovania je terminacia (zastavemelymerizacie inkorporaciou ‘2 3'-
dideoxynukleotidov do novosyntetizujiceho sa viakiNA. KedZze ddNTP neobsahuju hydroxylova
skupinu na 3uhliku rib6zy, nemdZzu sa ggistnt’ na tvorbe fosfodiesterovej vazby, nemdéze sa pripoj
k nim dalSi nukleotid, ¢ize musi déjg k terminacii polymeracie. Reakcia prebieha v &tlro
skimavkach s radioaktivne zemym primerom. V kaZzdej skiumavke su pritomné vSedkyri
deoxynukleotidtrifosfaty (dNTP), ale pre kazdu slavku je Specificky pridavok malého mnoZstva
jedného z dideoxynukleotidtrifosfatov (v prvej skavke je ddATP, v druhej ddCTP, v tretej ddTTP
a vo Stvrtej ddGTP). Malé mnoZstvo ddNTP spbsabipiz polymerizacii dochadza k prednostnému
zaradeniu Standardnych dNTP do narastajucefarce a len alas sa inkorporuje ddNTRjm sa
zastavi syntéza tazca. V kazdej skimavke tak vznikne subor DNA fragtav réznych viékosti
zakortenych prislusnym ddNTP (v prvej skimavke ddATRiruhej ddCTP, v tretej ddTTP a vo
Stvrtej ddGTP). Po elektroforetickej separacii drdhach polyakrylamidového gélu a autoradiografii
sa z autoradiogramu &ida sekvencia.

V sasnosti je sekvenovanie do #nej miery automatizované, pom vyuzZiva princip
Sangerovej enzymovej metddy scitymi obmenami. Usek DNA, ktory treba sekventvaa
prostrednictvom termostabilnych DNA polymeraz nahainoPCR metddou, po ktorej nasleduje
sekvenana reakcia (asymetricka PCR) s fluorestenzngenymi ddNTP (kazdy druh ozéeny inym
fluoresceinym farbivom). Sekverdma reakcia prebieha v jednej skimavke s jednym gyom,
vznikne tak subor jednoviaknovych DNA roézndky, ktoré st na Bonci ozngené ddNTP so
Specifickym fluorescamym farbivom. Tato metdda sekvenovania sa tieZ veaz{lye-terminator
cycle sequencing”(obr. 30). Po kapilarnej elektréf® vzorky v genetickom analyzatore,
zaznamenavani fluorescencie jednotlivych fragme@@D kamerou a softvérovom spracovani sa
ziska sekvencia DNA (obr. 31).
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Obr. 31. Ur¢enie genotypu plodu a ragiv sekverinou analyzou DNA ziskanej z plodovej vody
(prenatélna diagnostika) a periférnej krvi, sekvenanalyza génASPA, vysledok: u plodu pritomna
mutacia c. 914C>A v homozygotnom stave (AA), saliheterozygoti (AC). Uvedena mutacia je v
homozygotnom stave kauzalnougmmbu Canavanovej choroby

Automatizované sekvenovanie prinaSa viaceré vyhmuyti klasickej Sangerovej metéde:

vySS8iu presndasa rychlos, v jednej sekverime]j reakcii moznasosekvenovaaz 1200 nukleotidovy
fragment, malé mnoZstvo templatu potrebné na aunalyz
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6.3 Next Generation Sequencing (NGS)

NGS (sekvenovanie novej generacie) ma obrovskyngakyv analyze genémov, pam toto
oznaenie zalna viaceré technologické metddy reprezentované tigka firmami. Principom je
masivne paralelné sekvenovarien sa ziskaju radovo tisice az milibny sekvenadiana

6.3.1 Sekvenovanie druhej generacie

Na za&iatku sa analyzovana DNA vo &&ine pripadovfragmentuje (vznikne tak DNA
kniznica), na fragmenty sa pripoja kratke sekvencedaptéry, nasledne sa tieto fragmenty réznymi
pristupmi amplifikujd a uki sa ich sekvencia Vdaka ciastainym prekryvom je zo ziskanych
sekvencii mozné poskladalynulti sekvenciu zodpovedajucu pévodnej nefragmemej DNA.

Pyrosekvenovanie je podobne ako Sangerova metéda zaloZzend na peinsyntézy
komplementarneho vidkna DNA, avSak rozdiel je v,tde sa na detekciu inkorporacie nukleotidu
vyuZiva iny systém tvorby luminiscémého signalu v priebehu reakcie. Pyrosekvenovarie |
umoznené &aka aktivite 4 enzymov - DNA polymerazy, ATP sufidzy, luciferazy a apyrazy.
Reaknd zmes obsahuje diplSie komponenty - enzymatické substraty: adenogfo$ulfat (APS), d-
luciferin, sekvenovany templat a cyklicky postupmejednom type priddvané nukleotidtrifosfaty. Po
zabudovani nukleotidu do novovznikajuceh@dama dbdjde k uMimeniu pyrofosfatu, nésledne je
vyuzity ATP sulfuryldzou na syntézu ATP z APS,¢ae dalSej reakcie dbjde k vyuZzitiu ATP
luciferazou na premenu luciferinu na oxylucifertim, spdsobi svetelny signal a ten zaznamena
detekny systém. Poslednou enzymatickou reakciou je fieakapyrazy, ktora odstrani
nezainkorporované nukleotidy a nevyuZzité ATP, ahycsly proces mohol zopakava reaknou
zmesou obsahujucadialdi nukleotidtrifosfat (iny ako v predchadzajucegkcii). Po kazdej reakcii
detektor zaznamenava emisiu svetla, na zakladeztyesvetla je mozné @i, ¢i bol vradeny
prislusny nukleotidtrifosfati bol inkorporovany jeden, pripadne viac rovnakyctikleotidtrifosfatov.

Zvysenie vykonupyrosekvenovania umoznila tzv.emulznd PCR v mikrotasticiach a
pouZzitie platniky PicoTiterPlate®, toto sekvenovanie zaviedla &rrfRoche pod pojmom 454
pyrosekvenovanie vroku 2005. Naciedku sa DNA fragmentuje na useky dlhé 400-600 baz,
dvojvlidknova fragmentovand DNA sa liguje s adapigrprostrednictvom nich sa naviaze na
mikrocastice, dvojvliaknové fragmenty sa oddelia, miksiice s naviazanymi jednovlaknovymi
fragmentami sa premieSaju so zmesou oleja a rozta&ry obsahuje vietky komponenty na tUspeSnu
PCR. Tymto sp6sobom sa okolo kaZzdej milastice vytvori vlastny mikroreaktor, v ktorom prbhe
amplifikcia fragmentu. Po PCR reakcii sa miastice prenesu do platkiy PicoTiterPlate, v ktorej
sa do jamky zmesti akurat jedna miasetica a realné komponenty pyrosekvetrej reakcie.
PicoTiterPlate® ma 1 600 000 jamiek, kazda jamkama&imalny objem 75 picolitra. Platiia s
mikro¢asticami sa vloZi do sekvefmgho systému — pristroja, v ktorom sa celé pyrcmabwvanie
uskut@ni. Chemiluminisceiné signdly, ktorych pfas sekvenovania vznikaju miliobny v priebehu
hodiny, su zachytené CCD kamerou a analyzovanéésofh.

Firma lllumina predstavila inG technol6giu. PCRpdifikacia a sekvenovanie sa uskéiiaje
na skltku (flow cell). Fragmentacia DNA a pripojenie adapt/ prebieha zacasti transpozémov
v procese nazvanom tagmentacia. Po hybridizadjnfentov DNA na skéko prebehne v klastroch
PCR amplifikacia (tzv. mostikova amplifikacia), sekacia prebieha za ¢asti rozdielne
fluorescetine zngenych a chemicky modifikovanych nukleotidov,éprn kazdy nukleotid emituje
fluorescenciu s inou vinovoudikou. Na skiku prebieha paralelne az 6 miliard sekvenacii (8BJ.

Dalsimi moZnogami sekvenovania druhej generacie je sys®@Lid (vyvinuty firmou
Applied Biosystem, dnes pod Thermo Fisher Scientifalon Semiconductor Sequencing—
polovoditoveé iGnové sekvenovanie (od firmy lon Semicondu@equencing v s@asnosti Thermo
Fisher Scientific).
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skladanie poZadovanej sekvencie vyuZivajuc prekryvajtice sa sekvencie

Obr. 32. Princip sekvenovania novej generacie od firmyniia, PCR amplifikacia a sekvenovanie
sa uskutéiuje na skiéku (flow cell), paralelne prebieha az 6 miliardhanacii

6.3.2 Sekvenovanie tretej generacie
Pred sekvenovanim netreba amplifikbtvBNA PCR metodou ale sekvencia sa ziskava

zachytenim signalu v realnorase. Medzi sekvenovanie tretej generacie patri SMRBihgle
Molecule Real-Time Sequencing) a Nanopore Sequgncin
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7. Fragmentana analyza DNA

Je metdda pouzivana nasemie vékosti fragmentov DNA ziskanych PCR reakciouziz
amplifikovanych DNA fragmentov sa zisti ich poromia svePkostnym Standardom (obr. 33),
ktory je tvoreny DNA fragmentami znamejizély. Vefkostny Standard je pred kapilarnou
elektroforézou zmieSany so vzorkou. DNA fragmengtkestného Standardu su fluorestes
oznaené, préom pouzité fluorescemé farbivo je iné ako fluorescémé farbivo pouzité na ozdenie
DNA fragmentov vo vySetrovanej vzorke.
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340
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490

Andrea Pastordkovd, PhD, RMOr. Robert Petrovid, PhD., 2016
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Obr. 33. Elektroforetogram u&ostného Standardu pouZivaného naenie vékosti fragmentov
analyzovanych kapilarnou elektroforézou v genetickamalyzatore (GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size
Standard), lkka fragmentov v nukleotidoch (napr. 50 nukleotidov

Fragmentaéna analyza pozostava z viacerych krokov. Prvym iglacia DNA, nasleduje
PCR amplifikacia, patas ktorej sa novosyntetizované DNA fragmenty ¢indluorescertnymi
farbivami. Vzorka sPCR produktom sa pripravi na kapilarnu elektroforézu, tak Ze sa zmieSa
s ve’kostnym Standardom (sliZi nacanie vékosti fragmentov) a denatuirgou latkou (formamid),
nasleduje denaturacia. Pripravené vzorky su inyekté do pristrojageneticky analyzéato), kde
v kapilare naplnenej polymérom v elektrickom poilgraju fluorescetine zn&ené fragmenty DNA na
zaklade vEkosti (kapilarna elektroforéza). Paias elektroforézy geneticky analyzator zaznamenava
fluorescenciu fragmentov.Analyzou dat prostrednictvom Specidlnych softvérov sa ziskaju
elektroforetogramy, z ktorych je mozné zistivelkos’ fragmentov, ako aj typ fluorescencie (dolezité
ak su genetické varianty rozligite® r6znou fluorescenciou napr. SNaPshot).

Fragmentaéna analyzaje sitag’ou mnozstva molekularno-genetickych metdd (pozri @B,
26, 28, 29, 34) ako su napr.: STR analyza (Shorid@m Repeat), AFLP analyza (Amplified
Fragment Lenght Polymorfism), RFLP/T-RFLP analyza&edtriction Fragment Lenght
Polymorfism/Terminal Restricted Fragment LenghtyRarfism), SSCP (Single Strand Conformation
Polymorfism), VNTR (Variable Number of Tandem Repeanalyza straty heterozygotnosti (LOH,
loss of heterozygozity), MLPA (Multiplex Ligationdpendent Probe Amplification), MSMSA
(Methylation-Sensitive Mobility Shift Assay), SNPemptypovanie (SNaPshot®), HICEP (High-
Coverage Expression Profiling).
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Obr. 34. Kvantitativhna fragmentamd PCR analyza (QF-PCR) DNA izolovanej z plodovegy
vysledok prenatalnej analyzy = pritomtidsoch pikov pre chromozém 18 (u vSetkych fragmento
detegujucich chromozom 18 je pomer vySetrovanyctkenav aberantny 2:1 resp. 1:1:&9, znamena
trizGmiu chromozému 18, Edwardsov syndrém
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8. Metody zalozené na principe hybridizacie

Nukleové kyseliny maja schopnbsvytvara’ dvojvlaknové réazce z jednovliaknovych
molekul na z&klade komplementarity baz. Komplemdatabdz umoi#tuje replikaciu DNA,
transkripciu RNA, komplementarita baz zabezje teda reprodukovdieos’ Zivej hmoty.

Hybridizacia je proces, v ktorom na zaklade komplementarity dédzhadza k vytvoreniu
dvojvlaknovej nukleovej kyseliny z dvoch jednoviékiych molekil DNA alebo RNA alebo ich
kombinaciou DNA, RNA, ptiom kratSia jednovlaknova nukleova kyselina vystapako sonda
(préba). Hybridizacia nukleovych kyselin je jeden z najpivanejSich nastrojov v molekularnej
bioldgii a genetike (hybridizacia primerov alebdlprsa vyuZiva v takmer kazdej metéde - v PCR,
RT-PCR, gPCR, RT-gPCR, MLPA, sekvenovani, fragmampanalyze, FISH, DNA mikkdpoch
atd’.).

Denaturacia nukleovych kyselinje proces, pri ktorom doch&dza k poruSeniu vodjkhv
vazieb medzi vlaknami nukleovych kyselin (stratBuselarnej a tercialnej Struktury), tak Ze déjde
kich Uplnému oddeleniu, vzniknl jednovldknovd’amee. Denaturacia NK mdZe tbygpbsobena
vplyvom vysokych teplét, pH alebo chemickych latolenaturané ¢inidla). Renaturacia je op&ny
proces, v ktorom na zaklade komplementarity doch&dxorbe dvojviaknovych NK.

Hybridiza &na sonda (préba)je jednovlaknova nukleova kyselinaditej znamej éky a
sekvencie (népstejSie DNA pretoZe je stabilnejSia ako RNA), &tgg zndena a slizi na detekciu
komplementarnych molekal DNA alebo RNA v proceséridizacie. V zavislosti od podmienok
hybridizacie (stringencia) mbze tydetegovana sekvencia Uplne komplementarna alemenej
prisnych podmienkach méze thaekvewné odchylky. Proba slUZi na viddanie a zvidittnenie
cielovych NK. Zviditdnenie sa deje prostrednictvom oZwia proby esSte pred hybridizaciou.
Znaenie proby mozZe hyradioaktivne a nerddioaktivne (naicastejSifluorescertné).

Radioaktivne zn#né proby pomocou izotopov®?®) sa vyuZivali viac v minulosti,
v sttasnosti st kvéli zdravotnym rizikam, Raduplnosti k Zivotnému prostrediu, ako aj kvéli
jednoduch$ej manipulacii pouzivané fluoresoenzngené proby. Radioaktivne ztené sondy boli
pouzivané hlavne metod&pouthernovej hybridizacie (Southern blotting, Southern blot). Citlivbs
radioaktivne zngnych prob je vyssia, dosahuje schoprzachyt 10 fg (femtogram 1) cielovej
DNA sekvencie.

8.1 Southern blot

Metodu objavil v roku 1975 britsky biolég Edwin Sbarn (preto Southern). Pri Southernovej
hybridizacii sa restrisne Stiepené fragmenty DNA elektroforeticky sepasrugéli, potom sa metddou
blottingu prenesd na nylonovld alebo nitrocelulézawémbranu, kde su nasledne hybridizované
v roztoku obsahujucom radioaktivne Zeal sondu. PriloZenim fotografického filmu k menmera
a vyvolanim filmu, autoradiografiou, déjde k zviditéneniu lokalit, kde doslo k hybridizacii
radioaktivne zngnej sondy s fragmentom DNA (autoradiograr8puthern blot bol K'a¢ovou
a prvou metodou na identifikaciu osdb (DNA fingénging, DNA pofiling) (obr. 35).

Okrem Southern blotu existuj”orthern blot na analyzu RNA (génovej expresief\e@stern
blot na analyzu proteinov, postup je obdobny ako pritisarn blote s obmenami Specifickymi pre
konkrétny blot. Pri Northern blote sa pouzivaju tigizacné proby, ale pre vizualizaciu proteinov
western blotom je potrebné potiZirotilatky s naslednou vizualizaciou. Pomenovdeizhnik je hra
so slovékami (kel’ze pan Northern ani Western neobjavili takto nagvachniky).

Neradioaktivne znaenie préb pouzivanych v molekularnej genetike mb¥e nepriame
(pouzitie haptenu) alebo priame. Koné vizualizicia je naéastejSie zabezpena fluoreskujucimi
farebnymi znékami, farbivami,fluorochrémami (fluoroférami) . Pri priamom zné&eni je farbika
kovalentne naviazana na nukleotid a na zachytdo@refscencie su potrebné Speciélne pristroje
umoZiujlce excitaciu farldky, ktora potom emituje Ziarenieditej vinovej dzky (emisné Ziarenie), a
to zachyti detedny systém pristroja. Vyuzitiluorochromov v molekularnej genetike je masivne
napr. na vizualizaciu NK elektroforeticky separoyem v géli, kvantifikaciu produktov PCR reakcie
v pristroji real-time PCR cyklér, sekvenovani, fremt&nej analyze, FISH, DNA mikkgpoch atl’.
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Obr. 35. Princip Southern blotu

8.2 FISH (fluorescernain situ hybridizacia)

FISH (fluorescenin situ hybridization, fluorescemain situ hybridizacia) metoda patri medzi
molekulovo-cytogenetické techniky. Princip FISH éubt je zaloZeny na hybridizacii fluores¢an
znaenych préb ku komplementarnym uUsekom vySetrovare¢p va podloZznom skle (priamo na
mieste -in situ). K denaturéacii dsSDNA dochadzadwplyvom denaturénych ¢inidiel alebo zvySenou
teplotou a naslednou renaturaciou dochadza k reviazsondy na komplementarny Usek DNA.
Vysledok hybridizacie sa vizualizuje fluores¢eyim mikroskopom vybavenym vhodnymi
fluorescerinymi filtrami a vizualne zhodnoti skisenym odboomk Fluorescencia sa v niektorych
pripadoch méze zaznaméreahodnoti aj pomocou softvéru (obr. 36).

Pomocou FISH detegujeme numerické aberacie - zmemoite chromozémov (napr.
trizdmia, monozémia chromozdémov) alebo Strukturrimeracie a prestavby (napr. translokacie,
inverzie, delécie, duplikacie, amplifikacie). FIShktoda umaoiuje identifikaciu a detekciu kazdého
ludského chromozomu, jeho zaradenie do karyotyplhaledie malych submikroskopickych
chromozémovych zmien a tieZ map6éymzicie jednotlivych génov na chromozéme.
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Obr. 36 Princip Standardnej FISH a FISH foaania celého chromozému

Velkou vyhodou FISH metddy je moznoanalyzy buniek v metafaze aj v interfaze, kedy nie
je nutna kultivacia buniek a tiez rychle analyzaeamed’kého pdtu buniek (stovky az tisice). K
dalSim vyhodadm patri bezpeod’, vysoka citlivog, dostaténa stabilita, relativne kratk¢as
hybridizacie a moZndsrychleho vyhodnotenia. Hybridizacia prid&ne sdasne dodavanych sond
trvd 10-12 hodin (na trhu su uz dostupné aj sondsksatenyntasom hybridizacie na 2-3 hodiny). Po
hybridizacii nasleduje odmyvanie, kedy pri priskjSteplote dochadza k odmytiu nenaviazanych a
nespravne hybridizovanych sond. Preparat sa naslgubdfarbi a vysledok sa zhodnoti vo
fluorescedinom mikroskope. Na podfarbenie chromozémov aleti®jssa pouziva modré kontrastné
farbivo DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol), ktoré an silné fluorescamé vlastnosti, dokéze
prechadzéjadrovou membranou a viazaa na DNA. Vysledkom je modré zafarbenie, ktororfie
kontrastuje so signalmi jednotlivych sond.

Limitujacim faktorom FISH je moZndsidentifikacie len tych Usekov DNA, ku ktorym su
pouZité sondy. V jednej analyze je mozné pouzijviac 3 odliSne zané sondy, a tak zistpripadné
abnormality len na 1 alebo na par lokusoch. NavesltnU detekciu je potrebné theo vzorke 1-5%
aberantnych interfazovych jadier.

FISH je mozZzné uskutmit’ na Sirokej Skale biologického materidlu: na vzaotkderiférnej
krvi, kostnej drene, nateroch, choriovych klkoclgdovej vode, réznych druhov tkaniv nativnych
alebo zaliatych v parafine, na 1 bunke (predimptard geneticka diagnostika, PGD) (obr. 37).

VyuZiva sa na detekciu aberacii pri mnohych onkolggh ochoreniach (napr. pri diagnéze
mnohopdetny myeldém sa v $asnosti po separacii CD138+ buniek robi FISH srigdlami pre gény
IGH, TP53, RB1, oblas1p32/1g21 a stanovuje sa hyperploidia chromozé6109 a 15) a tiez k
spresneniu, doplneniu a k overeniu bezného cytdg&gao vySetrenia.

Pod’a miesta na chromozome, na ktorom dochadza k hiyédid sondy, rozliSujeme 4 typy
DNA sond:
* centromérové sondy— sa viaZzu na stredri@s’ chromozému — centroméru, sliZia k diagnostike
zmien v p@te chromozémov, k detekcii chromozémov neznameheogd, umo#uju interfaznu
FISH na nedeliacich sa bunkach (obr. 38-41);

41



T
3
o
I
a
=
o
ar
=

)
=

]
o
£

=
=
o
o
=
o
fa
3=
o
@

5
=

m
o

™

=
=

=
=

@RNDr.

Obr. 37. Interfazna FISH, preimplarttay geneticky skrining aneuploidii — blastoméraeBitho
Tudského embrya s normalnymgpam chromozémov 13, 18, 21, pohlavie XY, pouZzit¥chond pre
chromozémy 13 — orange, 18 — aqua, 21 — greenbiie-a Y — yellow (poskytnuté RNDr. Ivetou
Cernékovou, PhD., Reprogen)

Obr. 38. Interfazne jadro po hybridizacii s centromérovoudou pre chromozém 8 (Vysis, Abbott).
V pravom jadre je pritomnd trizomia chromozému 8sfytnuté RNDr. Andreou Blahovou, Medirex)

& PhD, RMNDr. Robert Petrowvig, PhD, 2016
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Obr. 39. Metafazna (A) ainterfazna FISH (B), pouzitd cemtérova sonda CEPX spectrum
orange/CEPY spectrum green (Vysis, Abbott). Sonddritlizuje k centromérovej oblasti
chromozémov X derveny signal) a Y (zeleny signal) (poskytnuté RNDBndreou Blahovou,

Medirex)
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Obr. 40. Interfazna FISH, vySetrenie spermii, pouzité so@HBPX green/CEPY orange (Aneuscore
Metasystems). Sondy hybridizujd k centromérovejasth chromozomov X (zeleny signal), Y
(¢erveny signal); Yavo — dve haploidné spermie (majuce jedna sperXjadruhd Y chromozém),
vpravo — dve patologické spermie obsahujuce gonoggnkomplement XY (poskytnuté RNDr.
IvetouCernakovou, PhD., Reprogen)
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Obr. 41. Interfazna FISH, vySetrenie spermii, pouzité soB&PX green/CEPY orange a CEP18 aqua
(Aneuscore Metasystems). Sondy hybridizuji k cenémvej oblasti chromozomov X (zeleny
signdl), Y €erveny signal) a 18 (modry signal)favo — normalne haploidnidské spermie - 1x
chromozém X alebo Y ajedenkrat chromozém 18; edstr — patologicka spermia obsahujuca
gonozémovy komplement XY ajeden chromozém 18, wpra patologickd diploidna spermia
s chromozémami X, Y a dvoma chromozémami 18 (paskg¢t RNDr. IvetouCernakovou, PhD.,
Reprogen).

» lokusovo Specifické sondy- hybridizacia prebehne na konkrétnom mieste diehuse) (obr. 42-
44), pouZivaju sa k vySetreniu mikrodelécii (stratglych ¢asti chromozému pri mikrodeleych
syndromoch), k zisteniu amplifikacie onkogénov aktorych Specifickych translokacii, prestavby
génov, umo#uju interfaznu FISH na nedeliacich sa bunkach;
* subtelomerové- vazba na koncowvgasti chromozému — teloméry;
» celochromozémové alebo celoméovacie sondy — sondy hybridizujd s mnohégtoymi
chromozémovymi sekvenciami, pom sa fluorescaeme tak ,vymduje” cely chromozém (Obr. 45).
PouZivaju sa na vySetrenie chromozémovych prestakienalyze translokécii a k detekcii pdvodu
tzv. marker chromozomov (malych nadpthych chromozomov neznameho poévodu). K pouZitiu
sondy su potrebné metafazne chromozémy, nepouZeagpue interfaznu FISH.

Pri konvernej chromozomovej FISH st homogénne DNA proby Hibované s fixovanym
metafdznym alebo prometafaznym chromozémom/chromand na skifku (Obr. 36a). Maximalna
rozliSovacia schopnésmetafaznej FISH je niekdko megabaz (Obr. 39a, 45), vyuZitim viac
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natiahnutych prometafdznych chromozémov sa dosidhrdb rozliSenie. Prostrednictvofiber
FISH, konkrétne artificialne deproteinizovanej natiataj) DNA pripravenejn situ z celych buniek
na mikroskopickom skiku, je mozné vizualizovaindividudlne gény, malé DNA elementy na
chromozdéme s rozliSenim okolo 1000 bp.
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Obr. 42. Interfazne jadro po hybridizacii s lokusovo-Spegibu sondou LSI 5931 Spectrum
Orange/5p12 Spectrum Green (Vysis, Abbott).Il@om obrazku su pritomné dvarvené (5931) a
dva zelené signaly (5pl12), v pravom jadre je pritandelécia 5931 oblasti, chyba jed&rveny
signal (poskytnuté RNDr. Andreou Blahovou, Medirex)
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Obr. 43. Interfazna FISH, pouZita lokusovo-Specifickd sordansiokana - XL BCR/ABL1 plus
(Metasystems), dvojfarebna dvojfizna, keevena oznéuje lokus ABL1 na chromozéme 9 a zelena
oblag’ BCR na chromozéme 22. Sonda deteguje fluziu préatmggmnu ABL1 (9934) a génBCR
(22911) v pripade, Z&erveny a zeleny signal su pri sebe (poskytnuté RMIdreou Blahovou,
Medirex)
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Obr. 44. Interfazna FISH, PouZit4 lokusovo-Specificka sengyg "break apart” préeGH gén. V
doésledku translokécie doslo k rozgkaiu génu, ptiom translokaného partnera nepozname, vieme
urCit' len percento v Kikych jadrach je gén prestavany (poskytnuté RNDrdraou Blahovou,
Medirex)

D., RNDr. Robert Petrovié PhD., 2016
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Obr. 45. Pouzité celochromozémové sondy WCP ZX&r¢eny chromozém) a WCP 17 (zeleny
chromozém). Na metafaze je potvrdend reciprokéstoiacia t(15;17)(q22;21) (poskytnuté RNDr.
Andreou Blahovou, Medirex)

FISH vizualizacia celého chromozémmalovanie chromozému anglicky chromosome
painting, je Specidlnou aplikaciou chromozémovej FISH, prgé koktail vékého pétu réznych
fluorescetine zngenych DNA fragmentov hybridizujicich pdZdcelého konkrétneho chromozému
(obr. 36b, 45). ,Chromosomepainting” analyzuje rféetae chromozémy. V minulosti bola FISH
vizualizacia celych chromozomov limitovana malymabstvom rdézne sfarbenych fluorochrémov.

V slasnosti je mozné detegavannozstvo ciBovych sekvencii narazio sa vyuZiva pri
celogenémovej chromozémovej vizualizacii (wholeashbsomepainting - WCP) metddowltiplex
FISH (M-FISH, multicolor FISH, o br. 46§ alebospektralnej karyotypizéacie (SKY), kedy mozno
rozlisit vSetkyludské chromozémy — teda 24 réznych chromozémov.I8HFa SKY patria medzi
metafazne formy FISH diagnostiky, ktoré unioffi simultannu vizualizaciu vSetkycfudskych
chromozémov v rbéznych farbachio predstavuje liahtenie analyzy karyotypu, hlavne pri
komplexnych zmendch a markeroch nezndmeho povode t@©chniky vychadzaju z pouZzitia
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celochromozémovych sond afemych kombinéciou viacerych fluorochrémov. Rozdiedzi M-
FISH a SKY spéiva v technike ziskania ko&r@ého obrazu.

©RNDr. Andrea Pastorakova, PhD., RNDr. Robert Petrovic, PhD., 2016
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Obr. 46. Multicolor FISH - kazdy chromozémovy par je zafamy inou farbou, pé&iom na ich
zafarbenie postaje kombinacia 5 fluorochrémov. Na vyhodnocovargepptrebna Specialna sada
fluoresceinych filtrov pre jednotlivé fluorochromy a Speciglaoftwér. \Pavo-Standardny karyotyp,
vpravo karyotyp s mutaciami (poskytnuté RNDr. Arardlahovou, Medirex)

V molekulovej cytogenetike su kondee dostupné sety M-FISH prob umojice
viacfarebné prazkovanie chromozémov (banding) ®ky rozliSenim (multicolor-banding,
mBAND FISH, MCB), ¢o umo#uje identifikaciu intrachromozémovych prestaviebbfO47).
Nevyhnutnosou mBAND-u je m& chromozomy v metafaze. Tato metdda bola prvyks&uignena
na chromozéme 5 v roku 1999. mBAND FISH uifg rozlist Specifické oblasti chromozémov na
arovni prizku - bandu a sub-bandu, s detekciout®®B@lov haploidného karyotypu.
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Obr. 47. A - mBAND chromozému 11 - inverzia duplikovanej atilal1g22.3-g25; B - mBAND
chromozému 3 - na kruhovom chromozéme delécia 0l8p26.3; C - mBAND chromozému 2 -
potvrdenie inverzie duplikovan&gasti chromozomu (poskytnuté RNDr. Dagmar Landlowadirex)

FISH metoda a jej varianty (M-FISH, mBAND, SKY) miay s&asnosti Siroké vyuZitie v
klinickej genetike: v onkologickej genetike na defi@ aberacii Wase diagnézy, gas li€by, po
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liecbe, monitorovanie po transplantécii kostnej drengyrenatalnej a postnatalnej diagnostike pri
detekcii submikroskopickych delécii (napr. DiGeosymdrom - 22q11.2 daley syndrom, Prader—
Willi syndrom- chromozom 15q11-13), prostrednictvBiBH je mozna detekcia numerickych zmien
chromozémov (trizémia chromozému 21 pri Downovonmdsyme, trizomia chromozému 15 pri
Patauovom syndréme, trizémia chromozomu 18 pri Eds@vom syndrome), r6zne zmeny &
pohlavnych chromozomov (monozomia X pri Turneroveymdrome, Klinefelterov syndrém s X
chromozémom naviac - XXY), podobne v predimpl&ntg diagnostike.

8.3 DNA Microarray (DNA mikro ¢€ip, biocip)

DNA mikro¢ipovanie je technika vyuZivajuca hybridizaciu skaejanukleovej kyseliny
(cielova vzorka) s vikym mnoZstvom oligonukleotidovych prob (dédssic az milién), ktoré su
prichytené na pevny podklad tastejSie skleny, silikonovy alebo nylonovy (do&4, ¢ip). Skimana
nukleova kyselina je pred hybridizaciou fragment@aoznéena fluoroférom a denaturovana. Po
kontakte ¢ipu s cidovou vzorkou, ktora je vlastne zmes osraych oligonukleotidov, zrané
oligonukleotidy hybridizuju s oligonukleotidovymikvenciami prichytenymi néipe. Potom su na
zaklade fluorescencie detekované miesta, kde do8lgbridizacii, ¢éize vzorka obsahovala takato
nukleotidovu sekvenciu. Z jedného mikipu sa ziska obrovské mnozZstvo dat, ktoré je vaayé
softvérovo spracovaV dnesnej dobe existuje nidiko firiem poskytujacich komeéne mikraipy na
objednéavku, alebo si ich laboratéria produkuju sami

Mikrocipovanie prebieha nasledovne:
1) Vytvorenie DNA ¢&ipu — tisice réznych jednovlaknovych DNA oligonukletmy znamych
sekvencii sa kovalentne naviazu na povrch dkgtivzdy v utitej lokalite je niekdko rovnakych
oligonukleotidov, vékog takejto lokality je<200 pum. Prébami mdZe by DNA, cDNA alebo
syntetizované oligonukleotidy. UZ hotové mikimy ponudkaju viaceré firmy (Affymetrix, Agilent
Technologies, Eppendorf, lllumina) alebo si ichnetlivé laboratéria vyrdbaja sami pomocou
robotickych zariadeni. DNA&ip sa vytvara bdi nanaSanim kvapiek oligonukleotidovna podklad
alebosyntézou oligonukleotidovin situ nacipe;
2) Priprava vzorky — nukleova kyselina (mMRNA, DNA) sa purifikuje,éursa jej kvantita a kvalita
(spektrofotometericky), fragmentuje, resp. v priwawlRNA sa syntetizuje cDNA, v pripade potreby
sa mbéze DNA amplifikovdPCR reakciou, Stiepirestrikinymi endonukledzami;
3) Fluorescerné ozndenie (zriedkavejSie radioaktivne) fragmentov DNA prélzsigp@as reverznej
transkripcie alebo PCR amplifikécie zaadti fluorescetne zngenych nukleotidov. K& sa
analyzuja dve r6zne vzorky napr. zdravé tkaniva@damové tkanivo, ozrianie nukleovych kyselin
v tychto tkanivach byva rozdielne, a to pouZzitinodv roznych fluorescénych farbiv (napr. zelené
acervené). Pred hybridizaciou je potrebné vzorku tenaa’, ¢im sa vytvori zmes jednovidknovych
DNA oznaenych znakou;
4) Hybridizacia s mikro¢ipom — v Specialnom hybridizaom roztoku hybridizuju komplementarne
sekvencie zo vzorky s prislusnymi oligonukleotidawysondami naviazanymi nape. Potom s&ip
obmyje, aby doslo k odstraneriiastaine hybridizovanych nukleovych kyselin;
5) Skenovanie mikrd@ipu — skeneroméipov ddjde k oZiareniwipu laserom, ptiom v mieste
hybridizacie fluoresceme zngenych DNA fragmentov s probou dojde k emisii sveiigtej vinovej
dizky, ktort skener zaznamena;
6) Analyza datprebieha metdédami bioinformatiky, spracovanim&mi sa zisti, ktoré lokalityipu
navzajom hybridizovali, v pripade pouZitia dvoclorek kontrolnej a skimanej je mozné analyzova
ich relativnu intenzitu hybridizacie (expresi€itého génu).

Existuju Styri typy mikrgipov:
1) Cipy uré&ené na analyzu expresigobsahuji cDNA proby), pre tzv. dvojkanalovy espent,
kedy je vzorka ufena k hybridizacii natipe ziskana zmieSanim DNA fragmentov kontrolnej
a skumanej vzorky, pfom fragmenty su rozdielne fluores¢ar ozndené (napr. zeleny fluorofor pre
kontrolna vzorku &erveny pre skimanu). Na zaklade intenzity a typwriscencie sa deteguje
expresia génov typicka pre kontrolnt vzorku (naetend fluorescencia), pre skimanu vzorku (napr.
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cervena fluorescencia) a expresia podobna u oboahekz(ZIta fluorescencia), neexprimované gény
(¢ierna fluorescencia), rozne odtiene (v zavislodtpevazujlcej hybridizacie) (obr 48);

2) Cipy uré&ené na analyzu mutacii pouZije sa genémova DNA ozfema jednou fluoresceénou
farbickou na uéenie jednonukleotidovej zmen@N P — Single NukleotidePolymorphism);

3) Cipy na komparativnu genémovu hybridizaciu  (aCGH array Comparative Genomic
Hybridization) — pouzivané na zistenie zvySenia @letniZzenia mnoZstva chromozomovych
fragmentov obsahujucich gény zodpovedné zaitéurochorenie. Na analyzu sa pouzije skimana
gDNA a referetina (kontrolnd) DNA, kazda sa zZtianou fluorescetnou farbékou (princip ako pri
analyze expresie) (obr. 49, 50);

4) Cipy CGH - SNP, kombinované¢ipy uré&ené na analyzu aj mutécii SNP aj na komparativnu
gendémovu hybridizaciu CGH.

Mikrocipy maju rozsiahle vyuZitie napriklad v identifikhoovych génov, vo vyskume ich
funkcii, expresie v roznych podmienkach, pri diagiik@ mnohych ochoreni, vo farmakogenomike,
Vo vyskume vplyvu toxinov.

BRNDr. Andrea Pastordkovs, PhD., RNDr. Robert Petrovic, PhD., 2016
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Obr. 48. Heatmapa génovej expresie vybranych génov (mRN#krocip obsahuje 46000 cDNA
préb (poskytnuté Ing. Helenou Gbelcovou, PhD., Whtkarskej bioldgie, genetiky a klinickej
genetiky LF UK a UNB)
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s probami na mikrocipe

skenovanie mikrocipu l
anaI\’/za dat ziskanie DNA v testovanej vzorke

(amplifikacia)
" < \/.
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strata DNA v testovanej vzorke (delécia)

Obr. 49. Princip komparativnej gendémovej hybridizacie (aCGtfray comparative genomic
hybridization)
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Obr. 50. A) Vysledok komparativnej genomovej hybridizace&CGH - array comparative genomic
hybridization) vzorky DNA izolovanej plodovej vodyl plodu s abnormalnym ultrasonografickym
vySetrenim bola identifikovana duplikacia oblast28.1g29 (modry pas) a delécia oblasti
5p15.33p15.1gerveny pas). Pre porovnanie chromozém 1 bez aleeridriTen isty pacient ale iné
softvérové spracovanie. (poskytnuté RNDr. Mirostavbomkom, PhD., Medirex)
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