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Varianty DNA rozdelujeme podla roznych kritérii jednak na zaklade ich typu ¢i klinického vyznamu, t. j. vplyvu na funkénost proteinu,
respektive vznik ochorenia, alebo podla lokalizacie v kodujucej sekvencii génu. Identifikacia variantov DNA predstavuje v ramci klinic-
kych laboratérnych postupov zdkladny sp6sob diagnostiky genetickych ochoreni, pricom za tymto uéelom bolo vyvinutych niekolko
réznych pristupov a metéd, ktoré sa historicky vyrazne menili a vyvijali. V naSom prispevku sa zameriavame na identifikaciu variantov
DNA z pohladu onkogenetickej DNA diagnostiky a onkologickych chorobnych jednotiek, najma pri hereditdirnom karcinéme prsnika
a ovarii (HBOC). Vseobecne mozno tieto postupy rozdelit na zakladné kroky: izolacia a purifikdcia DNA/RNA molekuly, zmnozenie, res-
pektive amplifikacia cielovych sekvencii analyzovanych génov a samotna analyza pritomnosti variantov DNA v tychto amplifikovanych
fragmentoch. Vysledky DNA diagnostiky maju nasledne za ciel identifikovat predispoziciu na nadorové ochorenie, t. j. rizikovych pa-
cientov ¢i zdravych jedincov. Nasledne zostavit Specifické dispenzarizacné preventivne programy, a teda snazit sa predchadzat vzniku
onkologického ochorenia. V pripade pacientov s nadorovym ochorenim pomaha DNA diagnostika k ich personalizovanej lie¢be alebo
vyuzitiu preventivnych profylaktickych vykonov.
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Hereditary oncological syndromes: DNA mutations and diagnostic techniques of genetic testing

DNA variants may be dissociated according to many criteria, based on the type, clinical effect - impact to the function of the protein
and onset of the disease, or according to its localization in coding sequence of the gene. Identification of DNA variants is basic method
in the clinical laboratory practice in diagnosis of genetic diseases, and for this reason there are number of different approaches and
methods that are historically significantly changed and evolved. In this paper, we focus on the identification of DNA variants in terms
of DNA diagnostics of oncology units, especially hereditary breast and ovarian cancer (HBOC). In general these procedures considered
of the following basic steps: DNA/RNA molecules isolation and purification, amplification of target sequences of analysed genes and
analysis of the presence of DNA variants in these amplified fragments. The results of DNA diagnostics are the naimed at identifying
predisposition to cancer of risk patients and healthy individuals. Then set up specific dispensarisation prevention programs, and thus
prevent the occurrence of cancer. In patients with cancer promotes DNA diagnostics on their personalized therapy or preventive pro-
phylactic surgery intervention.
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Zlozenie molekuly DNA
arozdelenie mutacii

James Watson, Francis Crick a Maurice
Wilkins v roku 1953 determinovali Struktdru
deoxyribonukleovej kyseliny — DNA. Molekula
DNA je zdklad dedi¢nosti a obsahuje infor-
mécie pre konstrukciu proteinov, respektive
roznych enzymov zahrnutych v bunkovych
procesoch, pricom kédujuci Usek sekvencie
DNA sa nazyva gén. Molekula DNA je zloZzend
z dvoch retazcoy, ktoré su viazané na zéklade
komplementarity medzi bazami (nukleotidmi),
t.j. medzi adeninom (A) a tyminom (T), respek-
tive guaninom (G) a cytozinom (C). Nukleotidy
predstavuju zékladné stavebné jednotky, pricom
vytvaraju dvojzavitnicovu Struktdru. Trojica nuk-
leotidov definuje kodon (triplet) a zéroven urcuje
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zaradenie konkrétnej aminokyseliny v sekvencii
proteinu (1).

DNA v bunke obsahuje velké zastUpenie
nekoédujucej sekvencie (98 %), pricom jednym
z prikladov su intrény génov, ktoré su v procese
transkripcie do mRNA vystiepené v presne de-
finovanych stiepnych miestach. Okrem intronic-
kych sekvencii sa v DNA nachadza aj junk
DNA (nekodujuca sekvencia), pri ktorej nie je
znédma jej funkcia alebo regulatorové oblasti
DNA, ktoré predstavuju najma promaétorové
sekvencie, sekvencie pre regula¢né miRNA
alebo sekvencie, ktoré mézu byt trankribované
do nekodujucej RNA (tRNA, rRNA). Micro RNA
predstavuju skupinu malych endogénnych
nekdédujucich RNA molekul, ktoré reguluju
génovu expresiu prostrednictvom degrada-

cie cielovych mRNA molekul alebo procesom
translacnej represie (2).

Molekula DNA moze obsahovat rézne
Strukturdlne zmeny nazyvané mutacie
(varianty), ktoré sa moézu nachéadzat v he-
terozygdtnej, t. j. mutdcia je pritomna v jed-
nej kopii alebo homozygodtnej forme, kedy
je pritomna v oboch képiach sledovaného
génu. V tejto praci sme sa zamerali na gene-
tické testovanie syndromu HBOC konkrétne
BRCAI1/2 génov, a to zddvodu, Ze analyza pre-
bieha v celej kddujucej sekvencii vzhladom
na nepritomnost typickych hot-spot miest so
zvysenym vyskytom mutacif. Dalsim dévodom
bola rovnomernd pritomnost réznych typov
DNA variantov, a to aj z hladiska klinického
efektu.



Pritomné DNA mutacie nemusia mat vplyv
na Struktdru a funkciu proteinu, pricom iné ju
moZu zdsadne menit. Varianty typu substitucif
sposobuju zdmenu jedného nukleotidu za iny, ¢o
moze spdsobit napriklad zmenu v kododne, ktory
nasledne kéduje ind aminokyselinu, ¢o vedie az
k zmene v protefnovom produkte. Tieto alterd-
cie sU oznacované ako varianty meniace zmysel,
tzv. missense mutdcie. Ak nedochadza kzdmene
koddnu, respektive aminokyseliny, funkcia pro-
tefnového produktu ostdva zvacsa nezmenend,
vtedy hovorime o tzv. tichych (silent) mutaciach.
Daldim typom variantu méze byt zamena, ktora
vedie k pred¢asnému zaradeniu termina¢ného
STOP koddnu, ¢o nésledne spdsobuje tvorbu
skratenej, pripadne nefunkénej formy proteinu.
Iné mutdcie typu inzercii/delécii vedu k zaradeniu
extra nukleotidu alebo, naopak, spdsobuju stratu
jedného ¢i viacerych nukleotidov v retazci DNA.
Oznacuju sa ako posunové (frameshift) mutécie
a spdsobuju posun ¢itacieho rdmca, a teda vedu
k zmene Struktury a funkcie proteinu, respektive
zaradeniu predcasnych terminacnych kodénov.
Standardne vedu STOP kodény k ukon¢eniu
translacie mRNA do proteinu, avsak v pripade
predc¢asne zaradenych terminacnych triple-
tov dochddza k naruseniu Struktdry proteinu,
kznizeniu alebo strate jeho funkcie ¢i jeho Uplnej
absencii v bunkovych procesoch (3).

Varianty DNA na zaklade ich klinického efek-
tu klasifikujeme na patologické varianty, varianty
s neznamym klinickym efektom (VUS) a benigne
varianty. Patologické mutdcie maju klinicky
dosah a koreluju so zvysenym rizikom vzniku
nadorového ochorenia, pricom su charakteris-
tické vysokou penetranciou. Vysledkom je vznik
skratenej, nefunkcnej formy proteinu. Varianty
s nezndmym klinickym efektom, pri ktorych
je potrebné objasnenie ich vyznamu na pre-
dikciu rizika vzniku karcindmu, a to na zaklade
viacerych pristupov, ako napriklad segrega¢nd
analyza v rodine, in silico predikcia pomocou
predikénych softvérov, detekcia variantu v popu-
lacii zdravych kontrol, identifikdcia LOH v tumore
v mieste lokalizécie variantu a iné. Tretiu skupinu
predstavuju benigne varianty, ktoré sa vysky-
tuju pomerne ¢asto. Niektoré z nich sa nazyvaju
polymorfizmy DNA, v pripade, ak sa vyskytuju
vo frekvencii viac ako 1 %. Benigne varianty sa
¢asto vyskytuju aj u zdravych jedincov a nemaju
klinicko-patologicky efekt (4).

Regiény niektorych génov obsahuju hustu
oblast repetitivnych DNA elementov, ktoré
mozu viest ku genetickej instabilite. Relativne
vysoka frekvencia vyskytu mutécif typu velkych
genomovych prestavieb (LGRs) napriklad v géne

BRCAT existuje prave v dosledku akumulécie
Alu sekvencii. Velké gendmové prestavby
vznikaju ako désledok homologickej rekom-
binécie napriklad s pseudogénom a taktiez
mechanizmom tzv. nehomologického spéjania
koncov (5).

Izolacia DNA z bunkovych struktur

Z diagnostikovanych vzoriek je primarne
dolezité ziskat molekulu DNA ako templat na
dalsie analyzac¢né postupy. Izolacia a purifikacia
DNA prebieha prostrednictvom réznych pristu-
pov, pricom historicky a principidine mézeme
izola¢né postupy rozdelit na vysolovacie
izolacné techniky, kolénkové metddy alebo
techniky vyuzivajuce magnetické partikuly.
Uvedené pristupy sa vyuzivaju na izoldciu DNA
z rbznych tkaniv, napriklad bunkovych kultudr,
plnej krvi, krvného séra ¢i plazmy, natfvnych
alebo fixovanych nadorovych tkaniv alebo inych
telovych tekutin, napriklad bunkové stery
z bukalnej sliznice.

Vysolovacia DNA izola¢nd metdda je zalo-
Zena na pouziti nasytenych roztokov anorga-
nickych soli (NaCl) do koncentrécie nasytenia,
pricom v prvom kroku dochadza k rozruseniu
bunkovych membran a Struktur, t. j. k lyze buniek
a az nasledne k samotnému vyzrazaniu DNA (6).
Historicky sa tieto postupy pouzivali ako prvé
a viedli kizolacii obrovského mnozstva, respekti-
ve koncentracie DNA, az 1 000 ng/ul, avsak ¢asto
s velmi nizkou cistotou (puritou), ¢o ndsledne
komplikovalo dalsie diagnostické postupy.

Koldnkové metddy su zalozené na purifikacii
DNA na zaklade vazby tejto molekuly na mem-
branu kolénky za poutzitia premyvacich roztokov
a opakujucej sa centrifugacie vzorky, pricom opét
v prvom kroku dochadza k lyze buniek. Tieto
metddy izoldcie maju v sucasnosti najvacsie
rozsirenie, pricom zabezpecuju relativne stabilné,
aj ked nizsie vytazky DNA, okolo 100 — 300 ng/ul
a pomerne kvalitnd puritu DNA (1,6 — 19).
V sUcasnosti sa vsak Coraz CastejSie dostavaju do
popredia metddy izoldcie vyuZvajlce magnetické
partikuly, a to najma z dévodov nepouzivania
centrifugdcie a moznosti automatizacie
pomocou izola¢nych robotickych stanic. Pri
magnetickej metdde izolacie je DNA viazana na
povrch magnetickych gulécok, pricom ostatné
zloZky sa nachddzaju v roztoku a su postupne
odstrariované. PouZitie tychto metdd je spravidla
pomerne naro¢né na kvalitu vstupného materialu,
pricom vytazky izolovanej DNA st pomerne nizke
50— 200 ng/ul, avsak postacujlice na dalsie analyzy.
Na druhej strane purita vyizolovanej DNA je vysoka
a pomerne uniformna.

Obrdzok 1. Vizualizécia PCR fragmentov pomo-
cou elektroforetickej separacie
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Vseobecne mozno povedat, ze DNA izolac-
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né metddy vychaddzaju zo zakladnych principoy,
ako je lyza bunkovych membran a partikul, stie-
penie a odburavanie nepotrebnych bunkovych
proteinov pomocou enzymov a naslednd ellcia
molekul DNA. Pre kontrolu kvality izola¢ného
procesu, ako aj pre nutnost dalsich analyz sa po
izolacii DNA kvantifikuje (koncentrécia, purita)
pomocou réznych pristupoy, ¢i uz fluorescenc-
nych alebo elektronickych (Nanodrop, Q-bit) (6).

Molekula RNA ma ulohu najmé pri syntéze
proteinov. Aj ked bolo navrhnutych mnozstvo
metdd na analyzu RNA, ich presnost a efekti-
vita je znacne limitovand. Jednou z nevyhod
RNA analyzy je jej nestabilita najma v désledku
pritomnosti RN&z, ktoré molekulu degraduju.
Viyuzivand je primdrne na analyzu génovej ex-
presie, detekciu Stiepnych miest pri zostriho-
vych mutdciach alebo RNA sekvenacnu analyzu
(RNA-Seq) pomocou pristrojov sekvenovania
novej generacie. RNA-Seq je pristup vhodny
na profilovanie a kvantifikdciu RNA trankriptov,
takisto na identifikdciu alternativnych zostriho-
vych miest, ur¢enie alelovo-Specifickej expresie
alebo detekciu vzacnych &i novych transkriptov.
RNA je analyzovana ihned po prepise do cDNA
a vyuziva sa napriklad pri technikdch RNA in-
terferencie, fluorescencnej in situ hybridizacii,
real-time PCR metdde, Northern blote alebo pri
pouziti DNA Cipov (7).

Zmnozenie cielovej casti génu

Na identifikdciu jednotlivych DNA varian-
tov sa nielen v onkogenetike, ale aj vieobecne
vyuzivaju rozne typy detekénych metdd. Prvym
krokom na zacatie detekcie DNA variantov je
vSak dostatocné namnozenie sledovaného
Useku génu pomocou PCR amplifikacie, tzv.
polymerdzovej retazovej reakcie. Amplifikacia
jednotlivych fragmentov prebieha s vyuzitim
Specifickych primerov, ktoré ndm ohranicuju
sledovany Usek DNA, termostabilnejTag DNA
polymerazy, a najma vyuzitim opakujucich sa
cyklov (30- az 40-krat) za réznych teplotnych
podmienok. Zakladna struktdra PCR pro-
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Tabulka. Porovnanie jednotlivych priamych a nepriamych detekénych metéd

Metéda Princip Vyhody Nevyhody
radioaktivne znacenie,
PTT analyza dizky PCR produktov vysoka citlivost, cena  detekcia iba delec¢nych
mutécif
Sscp mobilita ssDNA v nedenaturacnych  detekcia vietkych nizka citlivost, manudina
podmienkach typov mutacif, cena  pracnost
detekcia heteroduplexov na vysoka citlivost,
DHPLC chromatografickom nosici za detekcia $irokého naro¢nd validacia
Ciastocne denaturacnych podmienok  spektra mutécif, cena
topenie amplifikovaného PCR , . Standardizécia, pritomnost
3 ) ) rychlost, citlivost, ) , -
HRM templatu, rozdiely v priebehu cena viacerych typov mutéci
kriviek topenia PCR fragmentov v jednom fragmente
multiplexna hybridizacia Specifickych RS . . .
i P . rychlost, citlivost, manualna pracnost,
MLPA prob, amplifikécia sekvencie DNA, . , )
i ) cena naro¢nost na kvalitu DNA
kapildrna elektroforéza
" ) e . citlivost, kvalita, , , ,
Sekven¢na  inkorpordcia rézne znacenych B manualna pracnost,
. S . detekcia vsetkych ) ,
analyza ddNTP, kapildrna elektroforéza . hodnotenie analyz
typov mutdcif
SNaPshot nasadanie primerov pred miesto citlivost, cena, mutatne toecificka metéda
, DNA variantu, inkorporacia ddNTP,  hodnotenie, , P , ) !
analyza s . ) ) manuélna pracnost
termindcia reakcie multiplexovanie
NGS sekvenacné pristupy
zmena v emitdcii svetla
) . o kapacita, emulzna PCR,
NGS - GS multiplexnd PCR, ligacia N P ) )
. e, , robustnost, citlivost  homopolymérne sekvencie,
Junior Specifickych adaptorov, emulzna
; cena
PCR, pyrosekvenovanie
zmena pH signalu po inkorporacii homopolymérne sekvencie,
NGS - lon nukleotidu pri syntéze DNA, T emulznd PCR, ndro¢na
. . cena, citlivost N L .
Torrent emulzna PCR, modifikacia Standardizacia, nutné
pyrosekvenovania bioinformatické spracovanie
sekvenovanie na baze syntézy, na , )
o ) , yA Y ) , , GC bohaté DNA sekvencie,
NGS - platnicke s ligovanymi primermi, cena, rychlost, . o
. (e R e ) nutné bioinformatické
Hlumina ktoré viazu ssDNA, priddvanie citlivost, kapacita )
spracovanie
adaptorov
Nanopdrové  detekcia signalu v pore pocas cena, zacielenie na urcité

sekvenovanie enzymatickych reakcif

rychlost, kapacita P
typy mutacif

gramu vyuziva inicidlnu denaturdciu vzorky pri
92 - 95 °C. Nasleduje cyklus denaturacie (95 °Q),
nasadania, resp. annealinguprimerov (sekvencne
$pecifickd teplota 53 — 65 °C) a polymerizacie
sekvencie medzi primermi pomocou Tag DNA
polymerazy (72°C). Po ukonceni stanoveného
poctu cyklov nasleduje findlna polymerizacia
vzorky zvacsa pri 72 °C a schladenie, respektive
deaktivacia reakcie pri4 — 15 °C.

Primery su sekvencne $pecifické syntetické
oligonukleotidy s dizkou 18 — 25 bp, ktoré su
navrhnuté priblizne 50 bp od zaciatku a 50 bp
za koncom kodujlcej jednotky génu, tzv. exdnu.
Pritom do kazdej PCR reakcie sa priddva mi-
nimalne jeden par primerov, jeden primer sada
na DNA v smere forward (5-3") a druhy v smere
reverse (3-5°), a tak spolu ohranicuju analyzovany
usek. Pri dizajne primerov je potrebné dodrzat
niekolko zakladnych pravidiel: primery vyuzivané
v jednej reakcii by mali mat podobnu teplotu
topenia (@annealingu), ¢o najmensie zastupenie
GC pérov, nemali by tvorit sekundarne struktdry

Onkoldgia | 2015;10(2) | www.solen.sk

(hairpin a selfdimer), nedochadza medzi nimi
k parovaniu béz (seflcomplementarity). Tieto
neziaduce primerové struktdry totiz mézu mat
zanasledok zniZenie Ucinnosti PCR reakcie, respe-
ktive jej nefunkenost. Sekvencia primerov by mala
byt absolttne Specifickd k jednej oblasti v DNA,
aby nedochddzalo k tvorbe nespecifickych PCR
produktov. Na dosiahnutie tohto zakladného ciela
sa pri dizajne primerov vyuZiva porovnavanie
so sekvenciou jednotlivych génov v online
pristupnych databézach, respektive pomocou
réznych volne pristupnych softvérov (8).

Na overenie kvality namnoZzenia jednotlivych
PCR fragmentov sa vyuziva elektroforetické separa-
cia v agarézovom géle a elektrickom poli, ktora pre-
bieha na zaklade pohyblivosti zaporne nabitej DNA
molekuly kanéde. Na vizualizaciu PCRfragmentov
sa nasledne vyuzivaju rozne interkalacné farbicky
(napriklad EtBr, komercné fluorescencné farbicky),
Standard molekulovej hmotnosti a UV svetlo (ob-
razok 1). Fragmenty mézu byt analyzované aj kvan-
titativne, kedy sa porovnavaju s komerénym kvan-

tifikovanym Standardom molekulovej hmotnosti
(ladder), pricom intenzita jednotlivych prizkov
(bandov) je meratelnd pomocou 3$pecifickych
softvérov. Koncentracia PCR produktov zavisi od
ucinnosti PCR amplifikacie, respektive kvalitativne
posudenie moZe urcovat mieru degradacie DNA
alebo kontaminacie vzorky (9). VyuZitie réznych
detekenych elektroforetickych softvérov, samoz-
rejme, umozfiuje aj archivéciu jednotlivych PCR
amplifikacit.

Nepriama diagnostika DNA
variantov

Determindcia DNA alel (markerov), ktoré
vykazuju vézbu s ochorenim, sa nazyva aj ne-
priama diagnostika, a to najma vzhladom na
fakt, ze nedeterminuje DNA varianty priamo,
ale odhaduje ich pritomnost na zéklade vézby
sinym markerom, respektive na zaklade fyzikalnej
zmeny analyzovaného PCR fragmentu (poctu,
zmeny mobility). Nepriame diagnostické metody
najcastejsie vyuzivaju zmenu fyzikdlnych vlast-
nosti PCR produktov, respektive DNA v réznom
prostredi, napriklad denaturacné podmienky,
zmeny teploty, zmeny konforméacie ¢i poctu
bandov. Na nepriamu detekciu variantov DNA sa
vyuzivaju rézne typy metdd, avsak v sicasnosti sa
vacsina z nich prakticky pouziva uz len zriedkavo.

Vyhodou nepriamych diagnostickych
metdd bola najma ich finan¢na nendrocnost
a skriningovy charakter (dokaz akychkolvek
zmien v PCR produktoch pri viacerych vzorkéch),
naopak, nevyhodami boli pomerne velkd
manualna pracnost, problémova reproducibilita
a pomerne nizka Specificita a senzitivita.

Protein Truncation Test (PTT) je rychla
skriningovéd metdda na detekciu bodovych gé-
novych mutdcif, najma tych skracujucich protefn,
t.j. veducich k inkorpordcii pred¢asného STOP
kodénu, pricom metdda je zalozend na analyze
velkosti PCR produktov. Proteiny s nizsou mo-
lekulovou hmotnostou predstavuju produk-
ty, odvodené z mutdcii veducich k zaradeniu
STOP kodénu v analyzovanom fragmente génu.
Nevyhodou uvedenej metédy bola pomerne
nizka senzitivita (82 %) a vyuzivanie radioaktiv-
ne znac¢enych prvkov na znacenie proteinov.
Aktualna modifikacia PTT metddy vo forme vy-
uZitia fluorescencnych farbiciek alebo znacenych
epitopov umoznila jednoduchsiu nerddioak-
tivne detekciu mutdcii. Nevyhodou PTT viak
zostava fakt, Ze analyzou nemozno detegovat
vietky typy mutdcif (najma substitucie) a rovna-
ko, ze v niektorych pripadoch je nutné vyuzitie
nestabilnej molekuly RNA, ale takisto aj pomerne
velka finan¢nd, experimentélna a standardiza¢na



naro¢nost. Vyhodou PTT je vysoka senzitivita pri
detekcii mutécif veducich k zaradeniu predcas-
ného terminac¢ného kodénu (10).

Single-strand conformational polymor-
phism analysis (SSCP) predstavuje v si¢asnosti
velmi zriedkavo vyuzivanu, avsak v minulosti
v DNA diagnostike pomerne populdrnu metddu.
Principom SSCP techniky je fakt, Ze jednovldknova
ssDNA (single-stranded) ma odlisnu konformaciu
v pripade zdmeny, ¢o i len jednej bdzy a prejavuje
sa odlisnou mobilitou alebo poc¢tom fragmentov
v nedenaturacnych podmienkach gélovej elek-
troforézy. Vysledkom su odlisné elektroforetické
produkty pri nemutovanej (WT) a heterozygdtne,
¢ homozygdtne mutovanej vzorke. Samotna tech-
noldgia pozostava zo Styroch zakladnych krokov:
PCR amplifikacia, denaturacia dvojvldknovych ds-
DNA PCR fragmentov na ssDNA, prudké schladenie
denaturovanej DNA, respektive fixacia v jedno-
vldknovom stave a detekcia rozdielnej mobility
fragmentov v nedenaturacnych podmienkach, ¢o
je dolezité, pri zachovani nizkej teploty. Na vizua-
lizaciu fragmentov bolo vyvinutych niekolko tech-
nik zalozenych na vyuziti radioizotopoy, striebra
alebo fluorescencne znacenych PCR primerov
v kombinécii s kapildrnou elektroforézou. Celkovo
mozno povedat, Ze vyhodou SSCP metddy bola jej
finan¢na nendrocnost, relativna rychlost, ale hlavne
detekcia vietkych typov variantov (inzercie, delé-
Cie, substitucie). Nevyhodami viak boli relativne
nizka senzitivita, nutnost vyuzitia PCR fragmentov
do maximélnej dizky 250 bp, klesajica detekénd
schopnost v pripade pritomnosti viacerych va-
riantov v jednom PCR fragmente a pomerne velka
manualna pracnost (11).

Metéda DHPLC (Denaturation High
Performance Liquid Chromatography) je zalozena
na detekcii pritomnosti heteroduplexov, a to
na zéklade ich odlidnej prilnavosti na kvapal-
nom chromatografickom nosici za ¢iastocne
denatura¢nych podmienok. Jednonukleotidové
substitUcie, delécie a inzercie mézu byt Uspesne
detegované pomocou UV Ziarenia alebo moni-
torovanim fluorescencie vo fragmentoch velkych
az do 1,5 kb. Senzitivita a Specificita DHPLC sa
pohybuje vyrazne az okolo 96 % a spolu s niz-
kymi finan¢nymi nakladmi robi tuto metddu
jednou z najlepsich technik pouzivanych na
genotypizéciu fragmentov ludského gendému
a skrining variantov v DNA. Pri pouZitf Uplnych
denaturacnych podmienok méze byt metdda
VyUZitd aj na mutacne $pecifickll genotypizaciu
konkrétnych zndmych DNA polymorfizmov.
Nevyhodami uvedenej metddy je potreba
sirokého pristrojového vybavenia, neschopnost
urcit presnd poziciu mutdcie a narony proces

Obrdzok 2. \/ystupny elektroforetogram sekvencnej analyzy: A — priklad dele¢nej mutdcie; B - pri-

klad substitu¢nej (missense) mutacie
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Standardizécie pri vyuZiti na diagnostiku celych
alebo viacerych génov (12).

Na identifikdciu variantov sa aktudlne ¢asto
pouzivaju aj specifické metddy, ktoré su na roz-
hranf nepriamej a priamej detekcie mutacif,
pricom bezprostredne pocas PCR amplifikacie
deteguju prislusny variant a ¢asto vyuZivaju na
detekciu sekvencne $pecifické a fluorescen¢ne
znacené sondy. Na druhej strane vo vacsine
pripadov ide o mutacne specifické metddy, nie
o skriningové technolégie, identifikujlce iba
definované mutécie.

V su¢asnosti je velmi ¢asto vyuzivanym spo-
sobom kombindcia qPCR a tzv. interkala¢nych
fluorescencnych farbiv, ktoré su schopné vélenit
sa pocas PCR do dsDNA molekuly a emitovat
svetlo. Prikladom takejto metody je HRM (High
Resolution Melting) analyza, ktord pred-
stavuje post-PCR analyza¢nu metéddu, kedze

k detekcii signdlu dochddza az po PCR reakcii,
pocas topenia amplifikovaného PCR templatu.
K identifikacii variantov dochadza na zaklade
rozdielov v priebehu kriviek teploty topenia PCR
fragmentov. Vyhodami spominanej metédy je
malé mnozstvo vstupnych reagencif, jednodu-
chy pracovny postup, pomerne rychla optimali-
zacia, malé mnozstvo vstupného DNA templatu
a relativne nizke finan¢né naklady. Nevyhodou je
viak pomerne naroc¢na Standardizécia pri pouziti
roznych PCR fragmentov, respektive detekcii
variantov v celych génoch a aj nutnost pouzitia
kratkych PCR fragmentov, do 200 bp (13).
Medzi DNA varianty radime aj alteracie typu
velkych gendmovych prestavieb (LGR’s), ktoré
zapricinuju deléciu, amplifikdciu alebo inzer-
ciu jedného ¢&i viacerych exénov analyzovanych
génov. Tieto gendmové prestavby nie je
mozné identifikovat klasickymi PCR metédami,
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Obrdzok 3. \/ysledny elektroforetogram
SNaPshot analyzy: porovnanie WT vzorky
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a preto sa na ich detekciu vyuzivaju rézne typy

$pecidlnych analyz, ktoré v sebe kombinuju prvky
hybridizacnych a amplifikacnych metodik ako
napriklad MLPA (multiplexna amplifikacia ligo-
vanych préb) alebo MAPH (multiplexna ampilifika-
cia hybridizovanych prob). Multiplexnd metédda
MLPA v porovnani s inymi technikami ako DHPLC,
Southern blott poskytuje pri detekcii zmeny poctu
képif vyhodu schopnosti detegovat zmeny poctu
kopif, teda semi-kvantitativnost. Na druhej strane,
v porovnani s kvantitativnou metédou CGH je MLPA
podstatne menej finan¢ne ndro¢na. V sticasnosti sa
Standardne vyuziva na detekciu alterdcif pri réznych
syndrémoch, pri dedi¢nych onkologickych syn-
dromoch, pri Duchennovej muskularnej dystrofii,
DiGeorgovom syndréme, SMA a mnohych inych.
Metodicky je pre MLPA typické, Ze dochaddza k hy-
bridizacii sekvenc¢ne Specifickych préb s vyuzitim
Specifickych primerov a az nasledne k amplifikacii
cielovej sekvencie DNA, a to vietko v jedinej mul-
tiplexnej fluorescencnej PCR reakcii. Produkty
vyslednej amplifikicie st rézne dihé, fluorescencne
znacené a dalej analyzované kapildrnou elektro-
forézou. Néasledne su porovnavané plochy pikov pre
prislusné exony s plochami pikovexénov zdravych
kontrolnych vzoriek, ¢o indikuje pritomnost abe-
rantnych képif exdnov jednotlivych génov. Metoda
MLPA je relativne finan¢ne nendro¢nd, umoznuje
testovanie viacerych vzoriek, vyZaduje relativne
malé mnozstvo DNA a moznost pouzitia rovnakych
reagencii, ¢o ziednodusuje manudlnu pripravu
vzoriek. Nevyhodou metddy je jej vyuzitelnost
na detekciu neznamych bodovych variantoy,
ovplyvnitelnost vysledného signalu napriklad ty-
pom izolacie, kvalitou izolovanej DNA a kvalitou
amplifikacie (14).

Priama diagnostika DNA variantov

V rdmci metdd priamej detekcie identifi-
kujeme priamo alely, respektive mutdcie, ktoré
sUvisia s ochorenim. NajcastejSie vyuZzivana

Onkoldgia | 2015;10(2) | www.solen.sk

Obrdzok 4. Porovnanie jednotlivych NGS platforiem
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metdda v tomto smere je sekvencna analyza,
t. j. urcenie primarnej Struktury DNA, poradie
nukleotidov (obrdzok 2). V roku 1977 bola pub-
likovana najvyznamnejsia z metéd sekvenova-
nia, Sangerovadideoxy metdda, pricom v tom
istom roku publikovali enzymatickd metddu
sekvenovania Maxam a Gilbert. Sekvenovanie
DNA bolo spociatku zalozené na gélovej elek-
troforéze, ale postupne dochadzalo k vyraznym
vylepSeniam, ¢i uz na Urovni pouzivanych enzy-
mov, fluorescencne znac¢enych ddNTP (dideoxy-
nukleotidov), alebo elektroforetickej separacie.
V sucasnosti sa metdda uskutolhuje v jedinej
reakcii a je zna¢ne automatizovana. Spolo¢nost
Applied Biosystems v roku 1986 ako prvé uviedla
automatické sekvenovanie DNA, ale k Uplnej au-
tomatizécii dochadza az po zavedeni kapildrnej
elektroforézy, pricom aktudlne existuje na trhu
mnozstvo sekvendtorov od 8 az po 96 kapilarne.
Vyhodou sekvencnej analyzy je komplexné
¢ftanie cielového Useku a prehlad o vietkych
pritomnych zmenach v DNA, ako aj vysoka senzi-
tivita, v pripade zarodo¢nych mutécii az 99 %.
Vysledny elektroforetogram umozriuje na zéklade
porovnania s tzv. referencnou sekvenciou génu
determinovat zmeny sekvencie DNA (15).
Dalsou modifikovanou metodou je
minisekvenc¢nd reakcia alebo SNaPshot analy-
za, ktord moze byt multiplexnd, teda detegovat
viacero ciefovych variantov (obrazok 3). Primery
sU dizajnované priamo pred miesto DNA va-
riantu, nasledne po ich annealingu dochadza
k inkorporacii ddNTP, ktoré PCR reakciu termi-
nuju. Kazdy zo $tyroch ddNTP sa znadi inou
fluorescencnou farbickou a vysledkom st rézne
dlhé a zaroven farebne odlisené fragmenty,
ktoré zodpovedaju jednotlivym variantom DNA,
atov zavislosti od inkorporovanej bazy. Po kapi-
larnej elektroforéze a fluorescencnej detekcii sa

jednotlivé alely na elektroforetograme zobrazuju
ako rozne sfarbené piky. Vyhodou tejto metddy
je jej nendro¢nost, citlivost az 98 % a moznost
detekcie viacerych mutdcii v jednej reakcii (16).

Medzi najnovsie metddy vyuzivané v DNA
diagnostike jednoznacne patri sekvenovanie
novej generacie (NGS), ktoré sa v sucasnosti
vyuziva najma na masivne paralelné sekve-
novanie celych genémov, exémov ¢i panelov
viacerych génov, pripadne cielené resekve-
novanie. Finan¢né naklady na analyzu postupne
s technologickymi inovaciami vyrazne klesaju.
Velkost NGS pristrojov, finan¢na dostupnost a ro-
zmery jednotlivych platforiem (454 GS Junior,
MiSeq a lonTorrent) spristupnuju techniky NGS aj
klinickym pracoviskdm, a to za cielom lacnejsej,
rychlejsej a komplexnejsej analyzy DNA va-
riantov a diagnostickych jednotiek. Metéda
NGS je vyhodnda najmd pri ochoreniach, ktoré
vyzaduju testovanie viacerych génov sucasne,
BRCAT, BRCA2, CHEK2, TP53. Uvedené NGS plat-
formy su technicky menej ndro¢né a vyuzivaju
minimalne mnozstvo vstupnej DNA. Z hladiska
principov pouzitej detekcie pri NGS systémoch
pozname tri zakladné metddy: 454 sekvenovanie
vyuzivajlce svetelné zmeny, respektive 454 py-
rosekvenovanie (GS Junior), 454 sekvenovanie
vyuZivajuce detekciu zmien H*, respektive pH
(lonTorrent) a sekvenovanie na principe liga-
cie s vyuzitim cyklickej reverzibilnej terminacie,
respektive bridge PCR (MiSeq) (obrdzok 4).

V pripade technolégie GS Junior sa DNA
kniznica vytvori pomocou multiplexnej PCR
s naslednou ligaciou $pecifickych adaptorov
na DNA fragmenty. Pouzivané nanoguldcky
sU pokryté kovalentne naviazanymi primermi
komplementarnymi k adaptorovej sekvenciia na
kazdej guldcke prebieha sekvenovanie jedného
fragmentu DNA. Po prichyteni fragmentov na



nanoguldcku sa pripravi zmes PCR reagentov,
pricom reakcia prebieha v emulznom oleji na
zabezpecenie vysokej efektivity amplifikcie
DNA, tzv. emulznéd PCR (emPCR). Napokon sa
z naamplifikovanych gul6cok odmyva olej
a magnetickymi partikulami sa selektuju tie, na
ktorych sa nachadzaju ziadané fragmenty DNA.
Sekvenovanie na pristrojoch rady 454 prebieha
v pikotitra¢nych platni¢kach, kde velkost jed-
notlivych jamiek je prispdsobend prave velkosti
jednej nanoguldcky. Platnicka sa nasledne vklada
do pristroja, kde prebieha samotné sekvenovanie
metddou pyrosekvenovania a sledovanie
svetelnych zmien na platnicke, ktord je nasledne
skenovana citlivou CCD kamerou. Priinkorporacii
komplementarneho nukleotidu dochadza k vzni-
ku pyrofosfatu, ktory je pomocou enzymu ATP
sulfurylazy spotrebovany na tvorbu ATP z ade-
nozin 5-fosfosulfatu. Vzniknuté ATP je potrebné
na funkciu luciferdzy, ktord umozni transforméaciu
luciferinu na oxyluciferin, t. j. vysvieti sa a zazna-
menava sa viditelné svetlo emitované pri ob-
myvani konkrétnym nukleotidom (A, C, T, G) (17).

Analogicky technoldgia platformy lonTorrent
je zaloZend na emPCR, avéak zmena je v detekdii
signalu. Jemnd zmena pH je zaznamenavana ako
signdl, ktory je po inkorporacii nukleotidu pri
syntéze DNA vldkna emitovany vylic¢enim H*.
Zaradenie dvoch za sebou iducich rovnakych
nukleotidov v jednom cykle vedie k dvojna-
sobnému vyliceniu protdénov a zaznamenany
je dvojndsobne vysoky pik (18).

Na druhej strane platforma MiSeq vyuZiva
sekvenovanie na baze syntézy, ktoré vyuziva
metddu cyklickej reverzibilnej terminacie.
Priprava DNA kniznice spociva v sekvenovanf{
na sklenenej platnicke, v ramci ktorej sa
nachadzaju primery, ktoré viazu ssDNA mole-
kulu. Pocas pripravy je k DNA fragmentom
viazana aj adaptorova sekvencia. Po naviazani
DNA fragmentu dochadza k ohybu a pripoje-
niu volného konca s adaptorom k primeru na
platnicke (vytvorenie mostu, preto bridge PCR).
Nasledne prebehne amplifikdcia a denatura-
cia, po ktorej dochadza k rozpadu Struktury,
t. j. dve jednovldknové molekuly st uchytené
na platnicke, pricom postupne vznikne klaster,
t.j. niekolko 1 000 képif daného DNA fragmentu
v tesnej blizkosti. Jednotlivé nukleotidy DNA su
oznacené fluorescencne (kazdy inou farbickou)
a reakcia je terminovand skupinou ddNTP. Po
inkorporéacii komplementarneho nukleotidu
nasleduje termindcia, pricom nezaclenené
ddNTP su nasledne odmyté a inkorporovany
nukleotid je determinovany. V poslednom kroku
dochédza k Stiepeniu, pri ktorom je odstranena

terminacna skupina a fluorescenc¢na farbicka
a je zaznamendavany fluorescencny signal (19).
Aj sekvenovanie novej generacie pre-
chédza inovaciami a poskytuje nové vyhliadky
a moznosti. Tretia generacia sekvenovania ma
dve hlavné charakteristiky, prvou je nevyuzivanie
PCR amplifikacie, ¢o vyrazne skracuje pripravu

DNA vzoriek a druhou je detekcia signalu (oud

fluorescencného alebo vo forme elektrickému
pradu) v redlnom case. Signal je monitorovany
vo forme enzymatickych reakcii, ihned' po pridant
komplementarneho nukleotidu do vidkna DNA.
Jednu z takychto metdd predstavuje nanoporové
sekvenovanie. Nanopory su biopdry, ktoré sa
nachadzaju v proteinovom kanali lipidovej mem-
brany a umoznuju vymenu idnov. Zékladnym kon-
ceptom nanopodrového sekvenovania je umiest-
nenie jednovldknovej DNA do a-hemolyzinového
poru, ktory je poskladany do heptamerického
transmembranového kandla. Tento typ sekve-
novania mé niekolko zésadnych vyhod ako dizka
¢itanych fragmentov (viac ako 5 kbp s rychlostou
1 bp/ns), nevyuzivanie enzymatického Stiepenia ss-
DNA, mensia senzitivita na teplotu. Pri sekvenovanf
cez nanopory dochddza k vyraznému skrateniu
krokov pripravy, klonovania a ampilifikécie vzorky
DNA. Nevyhodou tejto metodiky je jej citlivost
na experimentalne podmienky (pH, teplota, kon-
centracia solf), finan¢na ndrocnost a urcité syste-
matické chyby pri ¢itani sekvencie (19).

Zaver

Molekuldrno-genetickd analyza DNA plni
v diagnostickej praxi dolezitu Ulohu pri ur¢eni ge-
netickych faktorov spoésobujucich vznik réznych
ochorent. V pripade onkologickych syndrémov
prebieha laboratérne genetické testovanie
az po absolvovani genetického poradenstva
a konzultacie v ambulancii klinického genetika.
Tu dochadza k presnému spracovaniu rodin-
nej anamnézy, pricom je pacient oboznameny
s podstatou genetického vysetrenia, jeho limitami
avyznamom.V pripade splnenfindikacnych krité-
rif, absolvovani genetickej konzultacie a podpisu
informovaného suhlasu na odber biologického
materidlu nasleduje samotnd laboratérna moleku-
larno-geneticka analyza. Po jej dokonceni genetik
interpretuje vysetrovanému probandovi vysledok
DNA analyzy. V pripade dokézania patologického
variantu v niektorom z génov je odportcand DNA
analyza vietkym pokrvnym pribuznym. Jedinci
s dokdzanymi mutéciami su nasledne zaradeni
do 3pecidlnych dispenzariza¢nych programov,
ktoré umoznuju preventivne sledovanie pri pravi-
delnych prehliadkach, vyuZitie profylaktickych
operacnych zékrokov pre pripadné v¢asné zachy-

tenie ochorenia (20). DNA diagnostika tak vyrazne
zefektiviiuje prevenciu vzniku mnohych vaznych
ochoren!.
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