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Uvod

Piiprava rekombinantnich molekul DNA je technolo-
gicky proces pouzivany pres Ctyficet let v experimentalni
i klinické medicin€. Jednu z klinickych aplikaci téchto
molekul predstavuji referenéni materialy uréené k zajisténi
spolehlivé diagnostiky genetickych onemocnéni. Rekom-
binantni postupy jsou zalozeny na fragmentaci molekul
DNA, cilené mutagenezi, ligaci, amplifikaci a celé fad¢
dal3ich technik provadénych v podminkach in vitro'. Tyto
tradi¢ni pfistupy doplnila v roce 2009 technika syntézy
gend, ktera je schopna laboratorné vytvofit genové tseky
dlouhé a7 desitky kilobéazi’.

Podstatou zminéné syntézy genil je jednak piiprava
polynukleotidovych vldken, vyuZzivana pro tvorbu oligo-
nukleotidii a dlouhych ultramert™, a jednak metoda spojo-
véani dlouhych fragmenti DNA (enzymatic assembly)’. Na
obr. 1 je zndzornén princip tohoto analytického postupu.
Geneticka informace obsazend ve spojovanych fragmen-
tech DNA muze pochazet z jednoho nebo vice piirodnich
druhti. Pro jejich spojeni je nezbytna ptitomnost prekryva-
jicich se koncovych usekli o délce n€kolika desitek nukle-
otidi (obr. la, zminéné tseky jsou zndzornény tucné).
Katalytickym t¢inkem 5’-exonukleas nejprve na 3'-koncich
vlaken dojde ke vzniku jednofetézcovych presahd, které
jsou v ramci dvou sousedicich fragmentli vzajemné kom-
plementarni (obr. 1b). Po hybridizaci téchto fragmentl
umozni DNA polymerasa dostavéni chybé&jicich nukleoti-
da (obr. 1c) a poté nasleduje zkompletovani fetézci DNA
ligasou (obr. 1d). Cely proces je izotermicky, trva nékolik
minut a Ize béhem né&j spojit az n€kolik desitek ruznych
genovych segmentu.

Po zaklonovani syntetickych genti do vektoru je lze
pouzit napt. jako kalibracni standardy pro kvantitativni
PCR®. Kromé fragmenti vy$etiovaného genu mize vytvo-
feny klon obsahovat také sekvence nékterého z genti pro-
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Obr. 1. Schéma spojeni dlouhych fragmenti DNA pomoci
jednoretézcovych piesahi

voznich (house-keeping genes), jeZ jsou nezbytné pro nor-
malizaci mnoZstvi transkriptd RNA®".

Dalsi moznou diagnostickou aplikaci syntetickych
genll predstavuji referen¢ni materialy pouzivané pti analy-
ze genotypu, které zahrnuji sekvence homologni se zdra-
vou (wild-type) & mutovanou alelou®. Tyto materialy se
stavaji soucasti diagnostickych postupli pro vySetieni
vzécnych alelickych variant, jejichZz populacni vyskyt je
zpravidla hluboko pod 1 %.

Referencni materidly s heterozygotnim genotypem se
v soucasnosti pfipravuji smichanim klon obsahujicich
sekvence riiznych alel téhoz genu. Analytickym problé-
mem téchto heterozygotnich material je vSak jejich nizsi
komutabilita v porovnani s redlnymi vzorky DNA. Rozdily
jsou zpusobeny neptesnostmi pii odhadu mnozstvi mole-
kul pfislusnych vektord. Projevuji se zejména u metod
pracujicich na bazi alelické diskriminace provadéné pomo-
cireal-time PCR a hydrolyza¢nich sond.

Cilem nasi studie bylo vytvofit pomoci genové synté-
zy heterozygotni referenni materiél, ktery by obsahoval
fragmenty jak zdravé, tak mutované alely v jediném klonu.
Pro studii byly jako modelové vybrany dvé mutace souvi-
sejici s etiologii zilni trombodzy, a to mutace G20210A
v genu pro faktor II (protrombin) a mutace G1691A v ge-
nu pro faktor V krevniho srazeni’. Vysledny genotyp zis-
kaného klonu by tak mél mit charakter slozeného
(dvojitého) heterozygota.

Experimentalni ¢ast
Syntéza gent

NavrZzené fragmenty DNA obsahovaly ¢éast genu FII
s rozsahem 321 nukleotidi (pfistupovy kod v databazi
NCBI: NG _008953.1, nukleotidy 20153-20473; pozice
nukleotidu pro mutaci G20210A: 20313) a ¢ast genu FV
s rozsahem 429 nukleotidl (pfistupovy kod: NG_011806.1,
nukleotidy 36507-36935; pozice nukleotidu pro mutaci
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G1691A: 36721). Podle fazeni jednotlivych alel byly navr-
zeny tfi typy inzertd, resp. klont: KO, K1 a K2 (obr. 2a—c).
P11 ptipravé klonu KO bylo pouZito fazeni fragmentli podle
genové prislusnosti, u klonu K1 bylo pouzito stfidavé faze-
ni — nejprve byly syntetizovany sekvence obou alel typu
wild-type, a poté alely mutované. Také u klonu K2 bylo
pouzito stfidavé fazeni, ovSem s inverzn¢ orientovanymi
fragmenty obou mutovanych alel. Oblasti kodujicich sek-
venci jsou na obr. 2 zndzornény Sipkami sméfujicimi zleva
doprava, u reverznich vlaken je orientace Sipek opacna.
Syntéza inzerti byla podle naseho navrhu provedena spo-
le¢nosti IDT, USA.

Ptiprava klonu a referen¢niho materialu

Inzerty byly vlozeny do klonovaciho vektoru pIDT
SMART. Po genovém pienosu a kultivaci v kompetent-
nich bunkach E. coli byla izolovana plazmidova DNA,
provedena spektrofotometricka analyza a lyofilizace (IDT,
USA). Pro rozpusténi lyofilizované DNA a sériové fedéni
(10°~10" kopii/ul) byl pouzit AE pufr (Qiagen, SRN). Zis-
kany referen¢ni material alikvotovany po 20 ul do plasto-
vych zkumavek byl uchovavan pii —-80 °C.

PCR amplifikace

Amplifikacni smési objemu 25 pl obsahovaly 2,5 ul
10x koncentrovaného PCR pufru s chloridem hofe¢natym
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o koncentraci 15 mmol 1" (Takara, Japonsko), deoxynuk-
leotidy (finalni koncentrace ve smési 200 pmol "', Takara,
Japonsko), amplifikaéni primery (0,4 pmol 1™, Generi
Biotech, CR), 1,5 U Tag HS DNA polymerasy (Takara,
Japonsko) a 2 pul plazmidové DNA. Sekvence primert byly
nasledujici: pfimy (forward) primer pro FII 5'- CAG TTT
GGA GAG TAG GGG GC -3', reverzni primer pro FiII
5'- GGT GGT GGA TTC TTA AGT CTT CT -3/, pfimy
primer pro FV 5'- CAG TTC AAC CAG GGG AAA CCT
A -3', reverzni primer pro FV 5'- TCA CAC TGG TGC
TAA AAA GGA -3'. Teplotni podminky pro PCR
v termocykléru T3000 (Biometra, SRN) zahrnovaly poca-
te¢ni denaturaci 5 min pti 95 °C a 30 amplifikacnich cykla
(denaturace 30 s pti 95 °C, hybridizace 30 s pii 59 °C,
elongace 30 s pii 72 °C). Amplikony mély pii analyze
mutace G20210A délku 208 bp, u vysetieni mutace G1691
délku 332 bp. Detekce probihala na 2% horizontalnim
agarosovém gelu s ethidiumbromidem.

Sekvenovani DNA

Amplikony ziskané za podminek PCR popsanych
vySe byly purifikovany soupravou QIAquick Gel Purifica-
tion System (Qiagen, SRN). Sekvenac¢ni reakce obsahova-
la 8 pl komeréni reakéni smési ,,BigDye XTerminator Kit*
verze 3.1 (Applied Biosystems, USA), 5 ul purifikovaného
amplikonu, 5 pl demineralizované vody a 1 pl pfimého nebo
reverzniho primeru fedéného na koncentraci 10 pumol 1.
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Obr. 2. SloZeni inzertu syntetickych gent v klonovacich vektorech

~ klon K2
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Profil sekvenacni reakce se skladal z denaturace 20 s pfi
96 °C, hybridizace 20 s pfi 50 °C a elongace 4 min pfi 60 °
C (35 reakenich cyklil). Produkty reakce byly precistény
soupravou ,»BigDye XTerminator Purification
Kit*“ (Applied Biosystems, USA). Pro kapilarni elektrofo-
rézu byl pouzit elektrokineticky nastfik pii 1,6 kV po dobu
10 s; separace probihala v 50cm kapilate pii 8,5 kV a tep-
loté 60 °C.

Real-time PCR

Pro vySetieni mutaci G20210A a G1691A byly pouzi-
ty soupravy urcené pro in vitro diagnostiku (CE-IVD) od
spole¢nosti Generi Biotech, CR: gb HEMO FII Kit
a gb HEMO FV Kit. Analyza byla provedena na analyza-
toru Rotorgene 6000 (Corbett Research, Australia). Délky
amplikont byly 91 bp (FII) a 110 bp (FV).

Vysledky

Pomoci molekulového klonovani byly vytvotreny mo-
delové klony K1 a K2, které se liSily slozenim pouZitého
inzertu. Uspé&snost vlozeni fragmenti DNA do téchto vek-
torl potvrdil vyrobce sekvenacni analyzou s primery kom-
plementarnimi s useky M13 (obr. 2a). Inzert navrzeny pro
klon KO nespliioval strukturni pozadavky pro piipravu
syntetického genu (pfili§ vysoka homologie sousedicich frag-
mentl s toutéZ orientaci), a k jeho piiprave proto nedoslo.

Kontrola amplifikace syntetickych fragmenti obsaze-
nych v klonech K1 a K2 zahrnovala standardni PCR
a detekei produktl na agarosovém gelu. Z obr. 3 je patrné,
ze klon 1 pfi analyze mutace G20210A provedené na Cty-
fech koncentraénich hladinach (10°, 10°, 10° a 10° kopii/ul)
vykazoval zndmky nespecifické amplifikace. Stejna situace
nastala i u vySetfeni mutace G1691A. Naopak, u klonu 2
k tvorbé nespecifickych produktd nedoslo, a byl proto
pouzit pro dalsi testovani. Pismeno M oznacuje na elektro-
foretickém gelu velikostni marker XIII (Roche, SRN).

Oboustrannym sekvenovanim amplikond byl u klonu
2 potvrzen genotyp sloZzeného heterozygota pro mutace
G20210A a G1691A. Vysky pikt odpovidajici zdravé

M K1 K2 K1 K2 K1 K2 K1 K2
10(4)

10(3) 10(5) 10(6)

Obr. 3. PCR amplifikace ¢asti genu FII provedena u klonu K1
a K2 o riizné koncentraci DNA (10°-10° kopii/ul); délka ampliko-
ni byla 208 bp
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a mutované alele byly v obou sledovanych mistech pfibliz-
né stejné vysoké (obr. 4). Na obr. 5 je ukazan zaznam ana-
lyzy mutace G1691A v genu FV provedené metodou ale-
lické diskriminace. Plnymi Carami jsou zde znazornény
amplifika¢ni kiivky pro zdravou alelu G1691 a Carami
prerusovanymi kiivky pro mutovanou alelu 1691A. Ktivky
a a c byly ziskany testovanim referen¢niho materialu pfi-
praveného tradiénim zptisobem, tedy smichanim plazmi-
dové DNA z klont obsahujicich zdravou nebo mutovanou
alelu'™"'. Ktivky b a d pochazejici z analyzy klonu 2
(pouzita koncentrace 10° kopii/ul) vykazovaly mensi vza-
jemné rozdily ve srovnani s kfivkami tradi€né€ pfiprave-
nych heterozygotnich kontrol. Kfivka e pfestavuje mez
detekce (threshold) nastavenou pro obé vySetfeni na hod-
notu 0,05.

Diskuse

Analyza mutaci je na pracovistich molekularni geneti-
ky provadéna validovanymi metodami schvalenymi Ces-
kym institutem pro akreditaci (CIA). Sou&asti kazdé analy-
tické série jsou referencni kontrolni materidly, jejichz vy-
sledky potvrzuji spolehlivost pouzitého vySetfovaciho
postupu. V tadé pripadi vSak certifikované referencni
materialy nejsou komeréné dostupné a pro jejich pripravu
je nutno pouzit klonovaci techniky nebo o né pozadat jinou
akreditovanou laboratof.

V nasi studii jsme vyvinuli a ovéfili vlastnosti mode-
lového referen¢niho materidlu s genotypem slozeného
heterozygota pro mutace G20210A v genu FIl a G1691A
v genu FV. Jedinci s timto genotypem se v na$i populaci
vyskytuji s frekvenci nizsi nez 1 %. Struktura referencniho

G20210A

CAGCNAGCC

G1691A

AGGCNAGGA
Sekvence DNA

Obr. 4. Analyza sekvence DNA v genech FII (horni ¢ast) a FV
(dolni ¢ast) potvrzujici slozenou heterozygozitu klonu 2 pro
mutace G20210A a G1691A
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Obr. 5. Alelick4a diskriminace pro mutaci G1691A metodou
real-time PCR

materialu byla vytvofena pomoci technologie syntézy genti
a molekulového klonovani. K pfipravé inzertu byly pouzi-
ty fragmenty obou gend obsahujici sekvence zdravych
i mutovanych alel. Genotyp referen¢niho materialu zaloze-
ném na klonu 2 byl potvrzen sekvenacni analyzou.

Pro funkénost tohoto referencniho materialu byla
zcela zasadni orientace fragmentd DNA, zejména inverto-
vanad pozice mutovanych fragmentl vici fragmentim se
sekvenci wild-type. Stfidavé fazeni fragment obou genii
s délkou 300-500 bp a s 40-60% zastoupenim nukleotidl
s guaninem a cytosinem sniZily pravdépodobnost vzniku
sekundarnich struktur, jez negativné ovliviiuji ucinnost
PCR. Nami provedené experimenty ukazaly uspokojivou
amplifika¢ni G¢innost metody real-time PCR aplikované
pro vySetfeni obou testovanych mutaci. Pretrvavajici roz-
dily v amplifikacnich ucinnostech patrné u ktivek b a d na
obr. 5 nebyly zpisobeny vlastnostmi pouzitého kontrolni-
ho materialu, nybrz jinymi faktory — strukturou pouzitych
sond, teplotnim profilem PCR reakce, sekvencemi pouzi-
tych primert, stabilitou pouzitych reagencii, apod. Tyto
faktory 1ze eliminovat dalSi optimalizaci vySetfovaci sou-
pravy.

Piiprava syntetickych genli rizného biologického
pivodu v délce jednotek az desitek kilobazi je
v soucasnosti komer¢né dostupnd. Z tohoto pohledu je
nami navrzeny postup vytvoreni heterozygotniho referenc-
niho materidlu jednou z moznosti, jak ziskat kontrolni
vzorky pro vySetieni jakéhokoliv bialelického polymorfni-
ho mista s fidce se vyskytujicimi minoritnimi variantami.

Zavér

Pouzitim technologie genové syntézy a molekulového
klonovéni jsme pfipravili a ovéfili vlastnosti modelového
referencniho materidlu s genotypem slozeného heterozygo-
ta pro mutace G20210A v genu FII a G1691A v genu FV
uréeného pro molekularni diagnostiku Zilnich trombdz.
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M. Beranek, M. Drastikova, and V. Pali¢ka
(Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics, Facul-
ty of Medicine and Faculty Hospital, Hradec Kralové):
A New Concept in Preparation of Reference Materials
with Heterozygous Genotype for Molecular Diagnostic
Purposes

Using the technique of enzymatic gene assembly we
developed a compound heterozygous reference material
for analysis of G20210A mutation in the Factor II and
G1691A in the Factor V genes. The prepared clone con-
tained both wild-type and mutant fragments of the genes.
The DNA fragments carrying the mutations were inserted
into the cloning vector in the inverse orientation relative to
the wild-type ones. The clone performance was verified by
DNA sequencing and by the allele discrimination real-
time PCR methods. Our novel approach makes it possible
to prepare a compound heterozygous reference material
for any rare variants at biallelic polymorphic sites if ana-
lyzed by real-time PCR or other methods.



