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Uvod

Polyadenylace je fyziologicky proces, ktery slouzi
k uvolnéni molekul mRNA z bunééného jadra do cytoplaz-
my a k jejich spravnému umisténi v ribosomu. Pfipojeni
nékolika set adenosinovych zbytkt na 3' konec pre-mRNA
katalyzuje v buiice polynukleotidadenylyltransferasa (poly
(A) polymerasa, EC 2.7.7.19, cit."). Polyadenylaci lze tim-
to zptisobem provést i v laboratornich podminkach?.

Na rozdil od molekul mRNA, polyadenylace DNA se
provadi pouze in vitro. Polyadenylacni chvost, dale poly
(A) chvost, pripojeny na 3' konec ,,tupych® (blunt) konci
produkti polymerasové fetézové reakce (PCR) zvySuje
ucinnost klonovani do TA klonovacich vektord (pDrive,
Topo TA, pTZ57R, pLUG, apod.). Modifikace signalnich
fetézeti pomoci poly(A) chvostu je zdkladem metody am-
plifikace DNA vytéstiovanim fetézce (strand displacement
assay — SDA)’, je vyuzivana pii mikro¢ipové analyze® a
pfi  hybridizaci amplikond  k pevnému  podkladu
(sekvenacni systém HeliScope, Helicos, USA).

Polyadenylaci 3' konce nukleovych kyselin lze pro-
vést u¢inkem poly(A) polymerasy” nebo pomoci terminél-
ni deoxyribonukleotidyltransferasy (EC 2.7.7.31) a poly-
nukleotidfosforylasy (EC 2.7.7.8)°. K dal$im moznostem
adenylace patfi pripojeni hotového poly(A) chvostu
k 3'konci DNA ligasou (EC 6.5.1.1) nebo piima chemic-
ka syntéza adenylovanych polynukleotidovych fetézct
s délkou od desitek (oligomery) do dvou set nukleotidd
(ultramery)>. Posledn& zmin&ny postup umoziiuje adeny-
lovat jak 3' konce, tak 5' konce DNA molekul.

V nasi predeslé praci jsme se zabyvali vlastnostmi
sekvenacnich primerd modifikovanych na 5' konci poly(A)
chvostem pii dideoxynukleotidovém sekvenovani®. Kromé
vyznamného zlepSeni Citelnosti kratkych amplikont jsme
pii kapilarni elektroforéze zaznamenali také prodlouzeni

62

Laboratorni pfistroje a postupy

migraéniho Casu adenylovanych sekvenacnich produkti,
které bylo timérné délce poly(A) chvostu. Z tohoto poznat-
ku jsme vyvodili hypotézu, ze pti dostate¢né dlouhém
chvostu by pfi dideoxynukleotidovém sekvenovani bylo
mozno pracovat v multiplexnim uspofadani, aniz by vza-
jemn¢ interferovaly elektroforetické zdznamy pro jednotli-
vé typy amplikond. K potvrzeni nasi hypotézy jsme timto
postupem analyzovali lidsky gen HFE (lokalizace 6p21.3).
V tomto genu se nachdzi nékolik populacné rozSifenych
mutaci podminujicich fenotypové projevy vrozené he-
mochromat6zy. Nejdulezitéj$i z nich jsou mutace H63D
(rs1799945, transverze c¢.187C>G) a S65C (rs1800730,
transverze ¢.193A>T) vexonu 2 a mutace C282Y
(rs1800562, tranzice ¢.845G>A) v exonu 4. Cilem nasi
prace bylo provést u série vzorkit DNA multiplexni PCR,
purifikaci ziskanych amplikond, multiplexni sekvenacni
reakci, separaci ziskanych fragmentli kapilarni elektroforé-
zou, a poté ur€it pritomné genotypy HFE genu.
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Experimentalni ¢ast
Charakteristika vySetfovanych vzorku

V experimentu bylo pouzito 40 vzorkit DNA ziska-
nych od pacientli s podezfenim na vrozenou formu he-
mochromatdzy (median véku 39 roki, rozmezi 18—69 ro-
ki) se zndmym genotypem HFE genu. Toto vySetfeni pro-
behlo v ramci diagnostického procesu analyzou restrikc-
nich fragmentt (PCR-RFLP)’. DNA byla izolovana pomo-
ci komercnich mikrokolonek (QIAamp Blood Mini Kit,
Qiagen, SRN).

Multiplexni polymerasova fetézové reakce

Amplifikacni smés pro PCR (objem 25 pl) obsahova-
la 2,5 ul 10x koncentrovaného PCR pufru s chloridem
hotec¢natym o koncentraci 15 mmol I (Takara, Japonsko),
deoxynukleotidy (finalni koncentrace ve smési 200 pmol I”',
Takara), amplifikacni primery pro exony 2 a 4 genu HFE
(Takara) a 50 ng DNA. Amplifikacni primery pokryvajici
oblast mutaci H63D a S65C v exonu 2 mély nasledujici
slozeni: ptimy (forward) primer: 5'-ACA TGG TTA AGG
CCT GTT GC-3', reverzni primer: 5'-GCC ACA TCT
GGC TTG AAA TT-3'; primery pro identifikaci mutace
C282Y v exonu 4 byly: ptimy primer: 5'-CTG GAT AAC
CTT GGC TGT ACC CCC-3', reverzni primer: 5'-CAG
ATC CTC ATC TCA CTG-3'". Teplotni podminky PCR
v termocykléru ABI 2720 (Applied Biosystems, USA)
zahrnovaly inicidlni denaturaci Smin pfi  95°C
a 30 amplifikacnich cykld (denaturace 30 s pii 95 °C, hyb-
ridizace 30 s pii 57 °C, elongace 30s pfi 72 °C). Usp&s-
nost amplifikace PCR produkti pro exon2 (208 bp)
aexon4 (189 bp) byla kontrolovana na 3% agarosovém
gelu s ethidiumbromidem (100 V, 90 min). Poté byly am-
plikony obsazené v reakéni smési purifikovany soupravou
»QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) a pouZity pro
sekvenovani.
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Multiplexni dideoxynukleotidové sekvenovéani
s adenylovanymi primery

Sekvenacni reakce (20 pul) obsahovala 8 pl komer¢ni
reakéni smési s pufrem a optimalizovanym mnoZstvim
chloridu hotec¢natého, deoxynukleotidt, dideoxynukleotidd
a termostabilni DNA polymerasy (,,BigDye XTerminator
Kit*“ verze 3.1, Applied Biosystems), dale 5 pl smési obou
purifikovanych amplikond a sekvenaéni primery pro oba
exony ve finalni koncentraci 500 nmol I"". K sekvenaéni
reakei v exonu 2 byl pouzit hyperadenylovany reverzni
primer 5'- (polyA),os -GCC ACA TCT GGC TTG AAA
TT-3' (IDT, USA). Pro exon 4 byl navrzen adenylovany
reverzni primer 5'- (polyA)y -CAC ATA CCC CAG ATC
ACA AT-3' (Generi Biotech, CR) nasedajici na vnitini ast
amplikonu. Reakce zacinala minutovou denaturaci pii 96 °©
C, po které nasledovalo 35 amplifikacnich cykla
(denaturace 20s pii 96 °C, hybridizace 20 s pti 50 °C
a elongace 4 min pfi 60 °C). Produkty reakce byly precis-
tény gelovou filtraci (souprava ,,BigDye XTerminator
Purification Kit“, Applied Biosystems) dle pokynil vyrob-
ce. Délky ziskanych fragment zakon¢enych dideoxynuk-
leotidy byly vzhledem k rozdilné velikosti poly(A) chvostl
obou primerd 41-124 nukleotidii pro exon4 a 126-314
nukleotidi pro exon 2 genu HFE. Do vypoctu byly kromeé
délek poly(A) chvostl zahrnuty také délky sekvenacnich
primert, sekvenovanych usekii amplikonti a pficten jeden
nukleotid s adeninem pfidavany na 3' konec amplikont
terminalni transferasovou aktivitou Tag polymerasy. Elek-
troforetické podminky pii sekvenovani byly: délka kapila-
ry 36 cm, polymer POP7 (obé polozky Applied Biosys-
tems), elektrokineticky nasttik vzorki 8 s pfi 1,2 kV; sepa-
race fragmentd 30 min pfi 8,5 kV a teploté 60 °C. Hodno-
ceni sekvenci bylo provedeno v programu Sequencing
Analysis Software, verze 5.3.1. (Applied Biosystems).

Pro znaceni genotyptit HFE genu jsme pouzili zkratky
C, H a S podle pritomného typu mutace (C282Y, H63D
nebo S65C); jako wt (wild-type) byla oznafena nemutova-
na alela genu HFE. Celkovy pocet moznych genotypu byl
deset (homozygotni genotypy C/C, H/H, S/S a wt/wt; hete-
rozygotni formy C/wt, H/wt a S/wt a smiSené heterozygot-
ni formy C/H, C/S a H/S). Vyskyt mutaci v genu HFE
ve vzajemné pozici cis (tedy obé na tomtéz chromosomu) je
raritnim jevem'” a nebyl proto v nasi studii predpokladan.

Vysledky

Horizontalni elektroforézou jsme potvrdili amplifika-
ci PCR produkti obou exoni genu HFE ve vsech
40 vzorcich. Intenzita obou typt amplikoni (189 bp
a 208 bp) na 3% agarosovém gelu byla pfiblizn¢ stejna.
Nasledna sekvenacni analyza identifikovala ve vySetfova-
ném souboru pfitomnost dvou postizenych homozygoti C/
C (5 %), jednoho homozygota H/H (2,5 %), dvou smiSe-
nych heterozygoti C/H (5 %), jednoho smiSeného hetero-
zygota H/S (2,5 %), ¢ty heterozygott C/wt (10 %),
15 heterozygott H/wt (37,5 %) a 15 homozygoti wt/wt
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(37,5 %). Riziko fenotypovych projevli vrozené he-
mochromat6zy bylo prokazano u 6 osob (15 %). Frekven-
ce jednotlivych alel v souboru byly 0,62 pro alelu wt, 0,25
pro alelu H, 0,12 pro alelu C a 0,01 pro alelu S. Urcené
genotypy byly v souladu s vysledky analyzy PCR-RFLP.

Diskuse

Vrozend hemochromatéza patfi v Evropé mezi nej-
frekventovanéjsi geneticky podminéné choroby
s autosomaln¢ recesivnim prenosem. Populacni studie
ukazaly, 7e kazdy patnacty obyvatel CR je nositelem mu-
tace C282Y, ktera je povazovana z hlediska hemochroma-
tozy za mutaci nejrizikovéjsi''. Nicméné projevy he-
mochromatézy mohou podmifiovat i obé dalsi zminéné
mutace. Souc¢asnym trendem v diagnostice mutaci v genu
HFE jsou multiplexni reakce zalozené na principu extenze
primert'? nebo analyzy teploty tani s pouzitim interkalad-
nich latek". Sekvenovani p¥islusnych exont genu HFE je
u téchto piistupl povaZzovano za metodu konfirmacni.

Nase prace ukazala, ze diky polyadenyla¢nim chvos-
tim pfipojenym na 5' konec sekvenacnich primerd lze také
proces dideoxynukleotidového sekvenovani zefektivnit do
multiplexniho uspofédéani. Informaci o pfitomnosti mutaci
C282Y, H63D a S65C tak lze ziskat z jediné analyzy. Na-
vrzeny multiplexni, resp. duplexni charakter vysetfeni
obou exont je vzhledem k nizkému vyskytu (hluboko pod
0,1 %) dalSich typli mutaci v genu HFE (G168T, G169A,
G93R, 1105T, atd.)"* dostate&ny.

Dideoxynukleotidové sekvenovani v multiplexnim
uspofadani zalozené na pouziti ultramerd prodluzujicich
pfi  kapilarni elektroforéze C¢as migrace jednoho
z amplikond je svym provedenim unikatni. NaSe feSeni
tykajici se zejména kratSich amplikoni (do 200 bp) pracu-
je se Ctyfmi standardnimi typy znacenych dideoxynukleo-
tidd. Nebylo nutné pridavat jakékoliv dalsi fluorofory
s odliSnymi emisnimi maximy (coz muze byt problém
zejména u pfistrojlii s argonovym laserem), validovat nové
smési deoxynukleotidii a dideoxynukleotidd, definovat
nové matrice pro optickou kalibraci systému ani nijak
upravovat pouzivané vyhodnocovaci algoritmy. Cena ul-
trameru byla vzhledem k cené ostatnich sekvenacnich rea-
gencii zanedbatelnd a odpovidala asi trojndsobku ceny
bézného primeru.

Délka ultrameru pro dideoxynukleotidové sekvenova-
ni by méla byt maximalné 125 nukleotidd, véetné specific-
ké sekvence vlastniho primeru. Delsi ultramery (testovali
jsme ultramery o délce 135 a 145 nukleotidl) vykazovaly
nizkou efektivitu sekvenacni reakce, ziskané fragmenty
byly pii kapilari elektroforéze méné uniformni a vySetfeni
bylo zatizeno vEtsi nejistotou pii interpretaci ziskanych dat.

Jak je patrno z experimentalni Casti prace, kratkym
polyadenyla¢nim chvostem jsme opatfili také sekvenacni
primer navrzeny pro exon 4. Jeho pfipojenim jsme dosahli
sekvenadni reakce, jak jsme popsali jiz diive®, aniz by doglo
k vyraznému posunu migra¢niho ¢asu téchto amplikond.
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Obr. 1. Elektroforeogram ziskany p¥i multiplexnim sekvenovani s polyadenylovanymi primery v exonech 2 a 4 genu HFE. Kodony

s identifikovanou mutaci jsou podtrzeny pferusovanou ¢arou

Dolni ¢ast obr. 1 ukazuje podstatnou ¢ast elektrofore-
ogramu  ziskaného  sekvenovanim  obou  exonl
v multiplexnim uspofadani. Ptislusné oblasti exoni 2 a 4
s oznaCenymi misty mutaci jsou znazornény v levé a pravé
horni ¢asti obrazku. Stfedni horni ¢ast obrazku prezentuje
oblast elektroforeogramu, kde kon¢i sekvence exonu 2
anavazuje oblast exonu 4 s patrnou (a predpokladanou,
viz experimentalni ¢ast prace) dvounukleotidovou meze-
rou. Vzhledem k tomu, Ze pro oba exony byly pouZzity
reverzni sekvenacni primery, byly z interpretacnich divo-
dii sekvence softwarové konvertovany na komplementarni
pfima (forward) vlédkna. Dusledkem je: a) umisténi sek-
vence exonu 2 v levé ¢asti elektroforeogramu, piestoze zde
byl pouzit hyperadenylovany sekvenacni primer, b) pfi-
tomnost prvniho nukleotidu amplikonu exonu 4 oznacené-
ho na obr. 1 jako ,,t*“ dokladajici terminalni transferasovou
aktivitu pouZité Taq polymerasy pii syntéze reverzniho
vlakna. Genotyp pacienta demonstrovaného na obr. 1 byl:
C/H, tedy smiSeny heterozygot pro mutace C282Y (na
obrazku oznaCeno podtrzenym pismenem Y) a H63D
(podtrzené pismeno X) s rizikem vrozené hemochromatdzy.

Zavér

Polyadenylace sekvenacnich primerti umoznila v nasi
studii provést dideoxynukleotidové sekvenovani exonti 2
a4 genu HFE v multiplexnim uspofddani. Na ziklade¢
tohoto pfistupu jsme byli schopni u 40 vzorki DNA vzdy
z jediného nastfiku identifikovat tfi nejcast&jSi mutace
(C282Y, H63D a S65C) vtomto genu souvisejici

s vyskytem vrozené hemochromatézy v Ceské republice.
Ve studovaném souboru pacientll s podezienim na vroze-
nou formu hemochromatézy jsme prokazali rizikovy geno-
typ HFE genu u $esti osob.

Tato prace byla financné podporena grantovym pro-
jektem Interni grantové agentury MZ CR ¢ NTI11334-
4/2010.

LITERATURA

1. Calvo O., Manley J. L.: Genes Dev. 17, 1321 (2003).

2. Bernstein P., Peltz S. W., Ross J.: Mol. Cell. Biol. 9,
659 (1989).

3. Vary C. P. H., McMahon F. J., Barbone F. P., Dia-
mond S. E.: Clin. Chem. 32, 1696 (1986).

4. Smith L. K., Gomez M. J., Shatalin K. Y., Lee H.,
Neyfakh A. A.: Genome Biol. 8§, R87 (2007).

5. Dower K., Kuperwasser N., Merrikh H., Rosbash M.:
RNA 10, 1888 (2004).

6. Gibson D. G.: Nucleic Acids Res. 37, 6984 (2009).

7. Yang G., Wang S., Wei H., Ping J,, Liu J., Xu L.,
Zhang W.: Biotechnol. Lett. 34, 721 (2012).

8. Beranek M., Drastikova M., Buchta V., Kestianek J.,
Spagek J., Petera J.: Chem. Listy 106, 783 (2012).

9. Drastikova M., Beranek M., Hegerova J., Putzova D.:
Cas. Lék. Ces. 151,431 (2012).

10. Spriggs E. L., Harris P. E., Best L. G.: Am. J. Hum.
Genet. 65, A492 (1999).
11. Cimburova M., Pitova 1., Provaznikova H., Pintérova,

D., Horak J.: Folia Biol. 51, 172 (2005).



Chem. Listy 107, 62—-65 (2013)

12. Cardoso S. P., Patel R., Brown C., Navarrete C.: Tis-
sue Antigens 78, 171 (2011).

13. Santos P. C., Soares R. A., Krieger J. E., Guerra-
Shinohara E. M., Pereira A. C.: Clin. Chem. Lab.
Med. 49, 1633 (2011).

14. Lyon E., Frank E. L.: Clin. Chem. 47, 71147 (2001).

M. Beranek?, M. Drastikova®, and J. Petera®
(“ Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics,
b Department of Oncology, Faculty of Medicine and Facul-
ty Hospital, Hradec Kradlové): Multiplex Dideoxynucleo-
tide Sequencing Using Polyadenylated Sequencing Pri-
mers

The title method is applied to one of the analyzed
amplicons. The new approach is used for identification of
C282Y (C), H63D (H), and S65C (S) mutations in the
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HFE gene. In a group of DNA samples from 40 patients
with suspected hereditary hemochromatosis we amplified
specific parts of HFE exon 2 (208 bp) and exon 4 (189 bp)
by multiplex PCR. Purified amplicons were subsequently
used in a multiplex cycle sequencing reaction containing a
hyperadenylated reverse primer for exon 2. Adenylation
with a 105-nucleotide polyadenylated tail attached to the 5'
end of the primer significantly prolonged the migration
time of the exon 2 amplicons in the electrophoretic capil-
lary. This enabled us to obtain separated sequencing data
for both the studied amplicons. The numbers of identified
zygotes and allelic frequencies in the patients are given.
We found six subjects with the risk of hereditary hemo-
chromatosis (15 %). The new method is a faster and cheap
alternative to dideoxynucleotide sequencing using standard
sequencing primers. Hyperadenylation makes it possible to
obtain complete information about the presence or absence
of C282Y, H63D and S65C mutations in the HFE gene
from one-capillary electrophoretic analysis.



