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Uvod

Konfirma¢ni analyzy hraji v molekularni biologii
nezastupitelnou ulohu. Ovéfuji uspéSnost provedenych
experimentll (napf. pfi cilené mutagenezi, molekularnim
klonovani, konstrukci rekombinantnich vird ¢i syntetic-
kych chromosomi), dopliiuji a potvrzuji vysledky analyz
DNA ziskané jinymi vySetfovacimi postupy (diagnostika
infekénich nebo geneticky podminénych chorob) a uplat-
fuji se také pii piipravé referen¢nich materiald urcenych
pro mezilaboratorni porovnavaci zkousky'?.

Zakladem konfirmacnich molekuldrné biologickych
analyz jsou sekvenacni metody v mnoha podobach, od
klasického Sangerova sekvenovani’, pies multikapilarni
sekvenovani s fluorofory®, klasické pyrosekvenovéni
v mikrotitraéni desti¢ce’, minisekvenovani® az po sekveno-
véani nové generace (next generation sequencing, NGS)'.

Nezbytnou podminkou konfirmaéniho sekvenovani je
znalost referencni sekvence ziskané bud’ z prislusné data-
baze, nebo vysetfenim zdravych jedincl ze sledované po-
pulacni skupiny. Pro dosazeni jednoznacnych zavéru je pii
konfirmaci nutno pracovat s nejvy$si dosazitelnou spoleh-
livosti. Metody zalozené na Sangerové sekvenovani maji
spolehlivost 90-98 % podle délky sekvenovaného useku®,
NGS mohou podle nékterych pramenti dosahovat spolehli-
vosti blizké 99,9 % (cit.”).

Pti konfirmaci se zpravidla sekvenuji obé vlakna
DNA — zejména pfi analyze dlouhych a komplikovanych
useku, pfi nalezu nové mutace nebo fidce se vyskytujicich
alelickych variant. U obousmémého sekvenovéni je tak
nezbytné provést dvé rizné sekvenaéni reakce s primery
specifickymi pro ob¢ vldkna daného amplikonu.

Nase ptedeslé experimenty se tykaly moznosti dideo-
xynukleotidového sekvenovani v multiplexnim usporadani
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zaloZeném na hyperadenylovaném chvostu pfipojeném
k 5'-konci jednoho ze sekvenacnich primeri. Adenylace
primeru zpozd’'ovala migracni casy pfislusnych produkti
sekvenacni reakce a pii elektroforéze tak bylo mozno zis-
kat oddélend sekvenacni data pro oba sledované ampli-
kony'’. Cilem této navazujici studie bylo vyzkouset zming-
ny piistup u obousmérného konfirma¢niho sekvenovani, tj.
provést syntézu sekvenacnich fragment obou vldken am-
plikonu v jedné reakéni smési, a poté kapilarni elektroforé-
zou analyzovat ziskané fragmenty v jediné kapilare.

Pro modelovy experiment byl zvolen tsek promotoru
genu TGFpI (lokalizace 19q13.1). Geneticky polymorfis-
mus -1552delAGG (rs11466313), jenz se nachdzi v této
¢asti genu, ovliviiyje expresi transformujiciho rastového
faktoru B1 (TGFB1)'" a mize prispét k vyssi radiosenziti-
vité nositelli této delece. ZvySenou radiosenzitivitu lze
pozorovat naptiklad po absolvované radioterapii karcino-
mu d&lozniho &ipku'Z. Zavazné pozdni komplikace radio-
terapie postihuji 10-15 % takto 1éCenych Zen.

Experimentalni ¢ast
Charakteristika vySetfovanych vzorkt

Ve studii bylo vySetfeno 148 vzorkit DNA. Experi-
mentalni skupinu tvofily vzorky DNA od 46 pacientek
Kliniky onkologie a radioterapie FN Hradec Kréalové
(median veéku 55 rokt, v€kovy rozsah souboru 33 az
76 rokl) s diagndzou karcinom délozniho ¢ipku, u nichz se
v obdobi po radioterapii vyskytovaly nezadouci uGcinky
v oblasti zazivaciho traktu, moCového méchyfe, délohy
nebo vpanevni kosti. Kontrolni skupinu tvorilo
102 zdravych Zen, jejichz DNA byla ziskéana s jejich infor-
movanym souhlasem (median véku 26 roki, rozsah 22-56
rokt). DNA byla izolovdna zperiferni krve
(experimentalni skupina) a z bun€k bukalni sliznice
(kontrolni skupina) pomoci mikrokolonkového systému
QIAamp Mini Blood Kit, Qiagen, SRN. Geneticky poly-
morfismus -1552delAGG byl vySetfen metodou fragmen-
tacni analyzy a poté nasledovalo obousmérné konfirmacni
sekvenovani.

Fragmentacni analyza

Amplifika¢ni smé€s o objemu 25 pl obsahovala 2,5 pl
10x koncentrovaného PCR pufru s chloridem hofe¢natym
o koncentraci 15 mmol "' (Takara, Japonsko), deoxynuk-
leotidy (finalni koncentrace ve smési 200 pmol 1", Takara,
Japonsko), amplifikaéni primery (0,4 pmol I', Generi
Biotech, CR), 1,5 U Tag HS DNA polymerasy (Takara,
Japonsko) a 20 ng DNA. Ptimy (forward) primer byl na
5'-konci  oznacen  6-karboxyfluoresceinem  (FAM):
5'- FAM - CCA GGT GGA AGG TGG ATT AG -3'; sek-
vence reverzniho primeru byla: 5'- CTC CAG TCC CCA
GGT AAC CAT C-3. Teplotni podminky pro PCR
v termocykléru T3000 (Biometra, SRN) zahrnovaly poca-



Chem. Listy /07, 880884 (2013)

teéni denaturaci 5 min pii 95 °C a 30 amplifikacnich cykld
(denaturace 30 s pii 95 °C, hybridizace 30 s pii 60 °C,
elongace 30 s pti 72 °C). Délka specifické sekvence ampli-
konu byla 131 bp v ptipad¢ ,,wild-type” alely a 128 bp
u varianty -1552delAGG.

Smés k provedeni fragmentacni analyzy se skladala
z 3 ul amplikonu (stokrat predfedéného), 0,3 ul velikostni-
ho standardu LIZ 500 (Applied Biosystems, USA)
a 26,7 ul formamidu. Po pétiminutové tepelné denaturaci
smési pti 95 °C byl proveden elektrokineticky nastiik
vzorku (16 s pii 1,2kV) do 50cm kapilary genetického
analyzatoru ABI 3130 (separacni gel POP7, Applied Bio-
systems, USA). Kapilarni elektroforéza probihala 30 min
pii 15kV a 60 °C. Pro hodnoceni migrace fragmentt byl
pouzit program Gene Mapper, verze 3.2 (Applied Biosys-
tems, USA).

Konfirmacéni sekvenovani s primery opatienymi CA
adaptéry

Amplikony, ziskané za podminek obdobnych jako pfi
fragmentacni analyze a s nezna¢enymi primery, byly puri-
fikovany soupravou QIAquick Gel Purification System
(Qiagen, SRN). Sekvenaéni reakce obsahovala 8 ul ko-
mercni reakéni smési s pufrem a optimalizovanym mnoz-
stvim chloridu hofecnatého, deoxynukleotidd, dideoxy-
nukleotidi a termostabilni DNA polymerasy (,,BigDye
XTerminator Kit“ verze 3.1, Applied Biosystems, USA),
dale 5 pl purifikovaného amplikonu, 4 pl demineralizova-
né vody, 2 pl pfimého sekvenacniho primeru fedéného na
koncentraci 10 umol I"" a 1 pl reverzniho primeru o téze
koncentraci. Oba sekvenacni primery obsahovaly na
5'-konci adaptérovy chvost slozeny z CA repetic, jenz byl
ke specifické ¢asti primeru pfipojen spojnikem (spacer C3,
IDT, USA). Slozeni pfimého sekvenac¢niho primeru bylo
nasledujici: 5'- (CA)ss - C3 - CCA GGT GGA AGG TGG
ATT AGA GAG GGG CAA GAA AG -3, slozeni reverz-
niho primeru: 5'- (CA),o- C3 - ACC ATC ATG GGC CTT
GTC AG -3' (IDT, USA). Reverzni primer hybridizoval
k vnitini ¢asti sekvenovaného amplikonu.

Dvouteplotni profil sekvenacni reakce se skladal
z denaturace 20 s pii 95 °C a hybridizace/elongace 4 min
pti 50 °C (35 reak¢nich cykli). Produkty reakce byly pte-
¢iStény soupravou ,,BigDye XTerminator Purification
Kit“, Applied Biosystems, USA). Sekvenacni fragmenty
(bez delece) mély diky pfitomnosti dideoxynukleotidi, CA
adaptér a struktufe specifické ¢asti primert tyto délky:
pfimé vlakno 146226 nukleotiddl, reverzni vldkno 41-137
nukleotidi (véetné posledniho nukleotidu s adeninem pfi-
davaného Tag polymerasou). Pro kapilarni elektroforézu
byl pouzit elektrokineticky nastfik fragmentd pti 1,6 kV po
dobu 10 s; separace fragmentl probihala pfi 8,5 kV a tep-
loté 60 °C po dobu 40 min.

Statistické hodnoceni dat

Pro porovnani frekvenci alelickych variant a genoty-
pu ve sledovanych souborech a pro hodnoceni rozlozeni
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alel podle Hardy-Weinbergovy rovnovahy byl pouzit chi-
kvadratovy test. Za statisticky vyznamnou byla povazova-
na hodnota P < 0,05.

Vysledky

Frekvence alelické varianty -1552delAGG zjisténa ve
vySetfovaném souboru fragmentacni analyzou byla 29 %
a v kontrolni skupin€ 33 %. V souboru pacientek bylo
prokazano  Sest  homozygotnich  nosi¢ek  delece
-1552delAGG (13,0 %), 15 heterozygotek (32,6 %) a 25
zen bylo bez delece (54,4 %). Kontrolni skupina zahrnova-
la 7 homozygotnich nosicek -1552delAGG (6,9 %),
54 heterozygotek (52,9 %) a u 41 Zen nebyla delece proka-
zana (40,2 %). Rozdily ve frekvencich alel a genotypt
v obou sledovanych souborech nedosdhly statistické vy-
znamnosti. Rozlozeni alel do genotypd v obou souborech
odpovidalo Hardy-Weinbergove rovnovaze.

Na obr. 1 je prezentovan vysledek fragmentacni ana-
lyzy amplikontt genu 7GFp! znafenych na 5'-konci
6-karboxyfluoresceinem. Horni elektroforeogram obsahuje
fragment o délce 131 nukleotidd typicky pro ,,wild-type*
alelu (tedy bez delece). Ve stiedni ¢asti je elektroforeo-
gram heterozygota s fragmenty o délkach 131
a 128 nukleotidd. Dolni elektroforeogram homozygota
pro -1552delAGG obsahuje jeden fragment o délce
128 nukleotidi.

Vsechny vysledky fragmentacni analyzy byly nasled-
né potvrzeny provedenim dideoxynukleotidového sekve-
novani. Obousmérny zaznam sekvenaCnich fragmentl
pfimého a reverzniho vlakna je patrny na obr. 2. Vzhledem
k délce CA adaptéru pouzitého ureverzniho primeru
(20 nukleotidl) maji fragmenty reverzniho vladkna kratsi
migracni ¢as nez fragmenty vldkna pfimého, kde CA adap-
tér obsahoval 110 nukleotida.

2000 o

100 139 150 160
F 131
1000 }h
2000 1 459 139 150 160
1000 -
128 131
2000 7 400 139 150 160
128
1000 l

Obr. 1. Zaznam vysledku fragmenta¢ni analyzy genetického
polymorfismu -1552delAGG v TGFfI genu
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Obr. 2. Elektroforeogram ziskany p¥i obousmérném dideoxy-
nukleotidovém sekvenovani v jedné kapilaie

Obr. 3 obsahuje trojice segmentil elektroforeogrami
ziskanych pfi sekvenovéani genu TGF /I u osoby bez dele-
ce -1552delAGG (horni c¢ast), heterozygota (stiedni cast)
a homozygota pro -1552delAGG (dolni ¢ast). Prvni (levy)
segment ukazuje ¢ast sekvence reverzniho vldkna
s vyznacenim mista tfinukleotidové delece (podtrZzena
sekvence CCT). Druhy segment znazorniuje mezeru mezi
obéma vlakny sekvenovaného amplikonu (vyznaena pte-
rusovanou c¢arou) s okrajovymi sekvencemi 3'-konce re-
verzniho vldkna a 5'-konce vlakna pfimého. Tieti (pravy)

1000

ttccctectca cotgga
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segment zahrnuje cast sekvence piimého vlakna s mistem
tiinukleotidové delece -1552delAGG (podtrzena cast).
Znaceni bazi nukleotidi je uvedeno nad pfislusnymi sek-
vencemi, v pfipad¢ heterozygota dvoufadkovym zpiso-
bem. Na poslednim elektroforeogramu (homozygot pro
-1552delAGG) je patrna zfetelné Sir§i mezera mezi sek-
vencemi obou vlédken diky tfinukleotidové deleci pfitomné
na obou alelach genu TGFfI.

Diskuse

Nekolik dosud publikovanych praci prokézalo vliv
genetického polymorfismu -1552delAGG na expresi TGFp1,
multifunkéniho cytokinu dulezitého pro regulaci bunécné-
ho cyklu'""*'*. Misto delece v promotoru genu TGFpI
ovliviiyje transkripci tohoto cytokinu patrné jako distalni
kontrolni element'. Sou¢asn& bylo zjisténo, e se alelicka
varianta -1552delAGG vyskytuje v tésné vazbé s alelou
-509C>T (cit.'?), jejiz nosi¢i mivaji vyssi koncentrace TGFB
1 v krevnim séru'”.

NaSe studie nepotvrdila zvySeny vyskyt varian-
ty -1552delAGG ve sledovaném souboru. Navzdory nizké-
mu poctu provedenych vySetfeni se zdd, Ze pifitomnost
delece sama o sobé nepodminuje rozvoj pozdnich kompli-

- - - aaggc ggagggaag

1000 +
ttccctcatgt gga

1990 7 tteccteatgt gga

ttccctectea cetgga
----- aaggc gggaaggct

et iyl

- - - aaggc ggagggaag

----- aaggc gggaaggct

Poradi nukleotidt

Obr. 3. Segmenty elektroforeogrami z jednokapilarového dideoxynukleotidového sekvenovani homozygota bez mutace (horni
cast), heterozygota (stfedni ¢ast) a homozygota pro deleci -1552delAGG (spodni ¢ast)
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kaci po radioterapii karcinomu dé€lozniho Cipku.
S ohledem na variantu -509C>T a dalsi polymorfni mista
v promotorové oblasti genu (-1960C>T, -1886G>A,
-1571A>G, -1349insC, -1146C>G, -800G>A, -448C>T)
bude pfi hledani pii€in zvySené exprese TGFf1 a radiosen-
zitivity nezbytna haplotypova analyza a hodnoceni vétsiho
poctu osob.

Prevazna vétSina polymorfnich mist v promotoru
i v koédujici oblasti TGFI ma charakter jednonukleotido-
vych polymorfisml (napt. L10P, R25P, T263I). Jedno-
smérnou konfirmaci vysledkd dosazenych jinou vySetiova-
ci metodou (analyzou restrikénich fragmenti'®, analyzou
teploty tani'’, alelickou diskriminaci'®), véetn& nami pou-
zité fragmentacni analyzy, 1ze tudiz povazovat za dostatec-
nou. V piipadé¢ tiinukleotidové delece -1552delAGG vSak
pfi jednosmérné konfirmacni analyze nelze stoprocentné
odlisit sekvenacni zdznam heterozygota od kontaminace
smési jinou sekvenci (obr. 3, prostfedni elektroforeogram).
U delecnich a inser¢nich mutaci pfi jednosmérném sekve-
mutace. Obousmérné sekvenovani je zde proto nezbytnou
podminkou spravné provedené konfirmacni analyzy.

Spole¢nym jmenovatelem metod pouzivanych pro
konfirmacni sekvenovani jsou bezesporu sekvenaéni reak-
ce. Probihaji ve zkumavce, jamce mikrotitracni desticky,
kapilafe, na podloznim skle anebo v kapce emulze. Na
rozdil od PCR kazda reakce obsahuje vzdy jen jeden typ
sekvenacniho primeru; pfitomnost jiného primeru komple-
mentarniho k vySettovanému amplikonu by zpusobila
vznik smiSené sekvence a necitelnost ziskaného zdznamu.
Pii cyklickém usporadani klasické sekvenacni reakce (30
az 40 reakénich cykli) dochéazi ztoho divodu k nartstu
sekvenacnich fragmentt aritmetickou fadou. Nase studie
jednokapilarového obousmérného sekvenovani zamezila
vzniku smisené sekvence pfipojenim dlouhého CA adapté-
ru na 5'-konec jednoho z primerti, ¢imz bylo dosazeno
rozdilnych migracnich c¢asti pro fragmenty obou vlaken
amplikonu.

Nejdelsi sekvenacni fragmenty mohou pii obousmér-
ném uspoiadani reakce slouzit v nésledujicich cyklech
jako templaty pro syntézu fragmentl vlakna opacného.
Podminkou je, Ze templaty tohoto typu musi svym
3'-koncem hybridizovat s opa¢né orientovanym primerem.
Fragmentd dosahujicich béhem polymerace této pozadova-
né délky vznika v reakéni smési jen 5—-10 % v zavislosti na
délce sekvenovanych usekti, mistu hybridizace primeru,
poméru koncentraci deoxynukleotidli a dideoxynukleotidl
ve smési, a také na teplotnim profilu sekvenacni reakce.
Prestoze pti obousmérném sekvenovani neni mozné oce-
kévat amplifikaéni G¢innost srovnatelnou s PCR, dosaho-
valy fluorescence naSich sekvenaénich fragmenti pétina-
sobnych vysek v porovnani se standardni jednosmérnou
syntézou. Tento fakt umoziuje pti obousmérném uspora-
dani experimentu analyzovat az né€kolikanasobné nizsi
pocty amplikont.

Oproti na§i predeslé praci'® jsme k modifikaci
5’-konce pfimého sekvenacniho primeru nepouzili poly-
adenylacni chvost, nybrz adaptér slozeny z 55 CA repetic.
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Divodem byly technické problémy pii kontrole Eistoty
vyrobenych ultramert. Zptsobovala je zfejmé depurinace
polyadenyla¢niho  chvostu  pii  ionizaci  molekul
v hmotnostnim spektrometru. Pro dosazeni kompletni ci-
telnosti sekvenacnich fragmentl reverzniho vldkna jsme
kratkym adaptérem opatfili také 5’-konec reverzniho pri-
meru, jak jsme popsali jiz diive'”?.

Oba pouzité adaptéry byly k 5'-konctiim sekvenacnich
primert pripojeny pies spojniky (C3 spacery), jejichz
struktura je zaloZena na tfiuhlikovém skeletu”. VloZeni
spojnikil zastavilo béhem cyklovani sekvenacni reakci
tésné pred mistem napojeni CA adaptéru. Tim pii obou-
smémé syntéze zustaly zachovéany rozdilné délky sekve-
nacnich fragmenti obou vlaken amplikonu a nasledné
ijejich rozdilné migracni Casy pii kapilarni elektroforéze.

Zavér

NaSe studie ukdzala, Ze pfipojeni dlouhého CA adap-
téru na 5'-konec sekvenacniho primeru umoziuje provede-
ni obousmérné sekvenacni reakce pro amplikony genu
TGFpI a separaci ziskanych fragmentl v jediné kapilare.
Piekonali jsme tak obecné pfijimané dogma, ze
v sekvenacni reakci musi byt pfitomen pouze jeden typ
sekvenac¢niho primeru. Touto metodou jsme potvrdili vy-
sledky fragmentacni analyzy, kterd nezjistila zvySeny vy-
skyt alelické varianty -1552delAGG u Zen s pozdnimi
komplikacemi po radioterapii karcinomu dé€lozniho ¢ipku.
Fluorescence sekvenacnich fragmentli byly pii obousmér-
né analyze vyssi nez pfi klasické sekvenaéni reakcei, vySet-
feni bylo rychlejsi a pfineslo Usporu znacné ¢asti vynalo-
zenych prostedkii.

Tato prdce byla financné podporena grantovym pro-
Jjektem Interni grantové agentury MZ CR ¢ NTI1334-
4/2010 a instituciondlni podporou MZ CR — RVO (FNHK,
00179906).
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M. Beranek®, M. Drastikova?, I. Sirak®, S. Pauliko-
va®, M. Vosmik®, and J. Petera® (“ Institute of Clinical
Biochemistry and Diagnostics, " Department of Oncology
and Radiotherapy, Faculty of Medicine and Faculty Hos-
pital, Hradec Kralové): Using a Single-Capillary Bidi-
rectional Sequencing for Genotyping the TGFB1 Gene

A novel single-capillary method of verification of
both-strand analysis of the -1552delAGG genetic polymor-
phism in the TGF B1 gene is presented. For the verifica-
tion we used the single-tube sequencing reaction with for-
ward and reverse primers modified at the 5'-end by adap-
ters composed of 55 (forward primer) and 10 (reverse pri-
mer) repetitive units of cytosine and adenine (CA adap-
ters). The CA adapters made it possible to get complete
readings (of both strands of the amplicons) and to deter-
mine different migration times for forward and reverse
sequencing fragments in single-capillary electrophoresis.
The frequencies of the -1552delAGG variant in experi-
mental (46 women) and control (102 women) groups were
29 % and 33 %, respectively. Our study showed that the
attachment of the CA adapters to the primers made it pos-
sible to perform sequencing of both strands in one PCR
tube as well as to separate forward and reverse sequencing
fragments in one capillary.



