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Uvod

Amplifikacni primery, jednofetézcové oligomery
o délce kolem 20 nukleotidti, jsou nezbytnou soucasti po-
lymerasové fetézové reakce (PCR). Modifikace jejich
struktury na 5' konci zvyS$ily ucinnost inzerce produkti
PCR do klonovacich vektord' a pfipojenim nukleotidi
obsahujicich guaninové a cytosinové baze (tzv. GC clam-
py) byly zdokonaleny metody denaturacéni gradientové
gelové elektroforézy (DGGE)’, alelové specifické amplifi-
kace® a real-time PCR (sondy Scorpions)*’. Znaceni 5'
konctl primeri se vyuziva u hybridizaénich metod®, pii
Sangerové sekvenovani’, fragmentaéni analyze® a pyrosek-
venovani’. Nové sekvenatni metody, oznatované jako
,,hext generation sequencing®, napojuji k 5' koncim prime-
ri tzv. adaptery nezbytné pro provedeni emulzni PCR
a pro identifikaci jednotlivych amplikond'.

Prevazna vétsina diagnostickych laboratofi pracuje pfi
sekvenovani s klasickymi nemodifikovanymi primery
a znacenymi dideoxynukleotidy, k separaci fragmentl se
pouzivd multikapilarni elektroforéza. Délky sekvenova-
nych tsekd se pohybuji mezi 400 az 700 nukleotidy. Pfi
tzv. konfirmaénim sekvenovéni, kdy se u daného pacienta
ovetuje vysledek analyzy DNA dosazeny jinou vySetfova-
ci metodou, byvaji obvyklé délky PCR produkti 200 az
400 bp; v ptipad¢ real-time PCR dokonce jen 100-200 bp.

Citelnost sekvence pfi dideoxynukleotidovém sekve-
novani zacinad obvykle 25-50 nukleotidi za 3' koncem
pouzitého primeru. Pfi¢inou ztraty této inicialni sekvence
je jednak purifikacni proces, jehoz tcelem je eliminace
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nukleotidd, soli, primerQ a dalSich latek nespotifebovanych
pfi sekvenacni reakci, a jednak nizkd separacni G¢innost
kapilarni elektroforézy pro kratké produkty sekvenacni
reakce. V piipadé velmi kratkych amplikont miiZe necitel-
nost této oblasti vést k nejistym vysledkim konfirmac¢niho
sekvenovani. Zpravidla je proto nutné provadét obousmer-
né sekvenovani, zaklonovani produktu do vektoru nebo
reamplifikaci daného tiseku genu s primery, které vymezu-
ji rozsahlejsi cast DNA. VSechny tyto procedury navysuji
naklady na vySetfeni a prodluzuji ¢as laboratorni odezvy.

Pfi reamplifikaci rozsahlejsiho tseku DNA muze
dochazet k celé fad¢ komplikaci. Analyzovany usek mize
leZet v blizkosti oblasti bohat¢é na GC nukleotidy nebo
repetitivni sekvence. Amplifikace delSich usekt byva také
vé kyseliny (analyza DNA z parafinovych blockli nebo
analyza RNA v biologickém materidlu bez stabilizace).
Treti komplikaci mize byt nedostatek DNA k provedeni
reamplifikace jako takové (analyza DNA z krevni plasmy,
likvoru, plodové vody, slin, vlasovych kofinkl, nehti,
apod.) a k obousmérnému konfirmaénimu sekvenovani je
nutno pouzit pivodni amplikony.

Cilem této prace je prezentovat na piikladu analyzy
genu MBL2 (lokalizace 10q11.2 — g21) u pacientek
s chronickym vulvovagindlnim  dyskomfortem jednu
z moznosti, jak pfi jednosmérném dideoxynukleotidovém
sekvenovani zlepsit Citelnost pfislusSného amplikonu, a to
polyadenylaci 5' konce pouzitého sekvenac¢niho primeru.
MBL (mannose-binding lectin) je sérovy protein, ktery
vazbou na sacharidové zbytky na povrchu mikroorganismu
zahajuje aktivaci komplementu lektinovou cestou. Nizké
sérové koncentrace MBL maji souvislost s polymorfismy
v promotorové sekvenci MBL2 genu, ve 4. pozici nepie-
kladané oblasti na 5' konci a v prvnim exonu genu (kodony
52, 54 a 57)"". Vysetteni MBL2 genu pomoci dideoxynuk-
leotidového sekvenovani umoziuje oproti jinym metodam
(analyza restrikénich fragmentii, hybridizace®, alelové
specificka amplifikace'?, heteroduplexova analyza', real-
time PCR'™, multiplexni PCR!', atd.) ziskat spolehlivé
informace o vSech zminénych polymorfnich mistech
a identifikovat pritomné mutace na zakladé velmi malého
poctu provedenych analyz.
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Experimentalni ¢ast
Charakteristika vysetfovanych vzorku

S informovanym souhlasem byly vySetieny 24 vzorky
DNA pacientek s diagnézou rekurentni vulvovaginalni
kandidéza (median véku 33 rokl, rozmezi 18—47 roku)
a 24 vzorky zdravych Zen (medidn 31 rokii, rozmezi 25-54
roki). Z deseti nahodné vybranych vzorkt bylo do plasto-
vé zkumavky odebrano po 10 pl DNA a vytvofeny smésny
vzorek byl pouzit pro optimalizaci délky chvostu a pro
porovnani délky citelné sekvence.
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Optimalizace délky polyadenyla¢niho chvostu

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 umol 1!,
Takara), amplifikani primery purifikované metodou
HPLC (300 nmol I"'; IDT, USA), 1 U Tag DNA polymera-
sy (Takara) a 50 ng smé&né DNA. Amplifika¢ni primery
pokryvajici oblast polymorfnich mist v prvnim exonu a ve
4. pozici nepiekladané oblasti genu mély nasledujici sloZe-
ni: ptimy (forward) primer: 5'-GCC TGC ACC CAG ATT
GTA G-3' (primer A); reverzni primer 5'-ATT GCA GAG
ACA GAA CAG CCC-3' (primer B). Teplotni podminky
PCR v termocykléru ABI 2720 (Applied Biosystems,
USA) zahrnovaly inicidlni denaturaci 5 min pti 95 °C
a 30 amplifikacnich cykla (denaturace 30 s pti 95 °C, hyb-
ridizace 30 s pti 60 °C, elongace 30 s pti 72 °C). Ampliko-
ny dlouhé 317 bp byly 90 min elektroforeticky separovany
na 2% agarosovém gelu s ethidiumbromidem pti 100 V.

Amplikony byly purifikovany soupravou ,,QIAquick
Gel Extraction Kit“ (Qiagen) a pouzity pro sekvenovani.
Sekvenacéni reakce (20 pl) obsahovala 6 pl komer¢ni re-
akéni smési s pufrem, optimalizovanou koncentraci chlori-
du hofecnatého, deoxynukleotidli, dideoxynukleotidi
a s termostabilni DNA polymerasou (,,BigDye XTermina-
tor Kit“ verze 3.1, Applied Biosystems), 5 pul purifikova-
ného amplikonu a sekvenacni primer ve finalni koncentra-
¢i 500 nmol I™". Pro reakci byly pouZity tyto primery: pri-
mer A (popsany vyse), 5'-(polyA);-GCC TGC ACC CAG
ATT GTA G-3' (primer C, celkova délka primeru
50 nukleotidit); 5'-(polyA)s;-GCC TGC ACC CAG ATT
GTA G-3' (primer D, 100 nukleotidd); 5'-(polyA);3;-GCC
TGC ACC CAG ATT GTA G-3' (primer E,
150 nukleotidi); 5'-(polyA);s-GCC TGC ACC CAG ATT
GTA G-3' (primer F, 200 nukleotid).

Vlastni reakce zacinala minutovou denaturaci pii 96 °C,
po které nasledovalo 35 amplifika¢nich cyklt (denaturace
20 s pti 96 °C, hybridizace 20 s pii 50 °C a elongace 4 min
pfi 60 °C). Precisténi produkti reakce bylo provedeno
gelovou filtraci (souprava ,,BigDye XTerminator Purifica-
tion Kit“, Applied Biosystems) dle pokynii vyrobce
s délkou inkubace 20 min za neustalého tfepani; poté na-
sledovala dvouminutovéa centrifugace pii 1000 g, tepelna
denaturace oddéleného supernatantu a jeho analyza na
genetickém analyzatoru ABI 3130 (Applied Biosystems).
Elektroforetické podminky pii sekvenovani byly: délka
kapilary 36 cm, polymer POP7 (obé¢ polozky Applied Bio-
systems), elektrokineticky nastfik vzorku 8 s pii 1,2 kV;
separace fragmentti 30 min pfi 8,5 kV a teploté 60 °C. Pro
vyhodnoceni sekvenci byl pouzit program Sequencing
Analysis Software, verze 5.3.1 (Applied Biosystems).

Porovnani délky citelné sekvence
Pomoci primert 4 a B byly amplifikovany produkty

o délce 317 bp dle podminek uvedenych vyse. Templatem
pro PCR byla smésnd DNA. Sledovana polymorfni mista
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v nepiekladané a v kodujici oblasti MBL2 genu lezely
v blizkosti opa¢nych koncl vznikajicich produktt. Ampli-
kony byly po piecisténi pouzity pro sekvenacni reakce
s primery A4 a C. Purifikace produktt reakce byla provede-
na tfemi riznymi postupy: ethanolovou precipitaci, mikro-
kolonkovym systémem zalozenym na adsorpci produktt
k modifikovanému silikagelu (souprava ,,innuPREP DYE-
pure Kit“, Analytik Jena, SRN) a soupravou ,,BigDye
XTerminator Purification Kit*“. U posledné zminéné purifi-
kace byly vyzkouSeny tfi rizné inkubacni casy: 10, 20
a 30 min. Podminky pfi sekvenovani na genetickém analy-
zatoru ABI 3130 byly obdobné jako pfi optimalizaci délky
chvostu.  VSechny experimenty byly provedeny
v triplikatech.

Vysetfeni klinickych vzorka

Pro PCR byly pouzity opét primery 4 a B. Sekvenacni
reakce zahrnovala primer C. Purifikace produktd reakce
byla provedena soupravou ,,BigDye XTerminator Purifica-
tion Kit“ s dobou inkubace 20 min. Vysledky vySetfeni
dosazené sekvenovanim s polyadenylovanym primerem C
byly u vsech testovanych vzorkil konfirmovany sekveno-
vanim opacného vlakna s primerem B. Identifikované alely
byly oznaceny dle pouzivané nomenklatury: alela 4 (wild-
type); B (54Asp); C (57Glu); D (52Cys); P (ve 4. pozici
nepiekladané oblasti MBL2 genu se nachazi cytosin); Q
(v téze pozici je namisto cytosinu thymin). Populacni stu-
die definovaly pro ndmi sledované oblasti téchto pét moz-
nych haplotypti: PA, QA, PB, PD a QC". Pro hodnoceni
vyskytu jednotlivych alel, haplotypii a genotypi v obou
vySetifovanych souborech byl pouzit chi-kvadratovy test.
Za statisticky vyznamné byly povaZovany hodnoty P <
0,05.

Vysledky
Optimalizace délky polyadenyla¢niho chvostu

Sekvenacni primery pouZité pro optimalizaci se vza-
jemné liSily velikosti polyadenylacniho chvostu. Neadeny-
lovany primer A4 obsahoval 19 nukleotid, primer C
s nejkrat§im  chvostem 50 nukleotidd a primer F
s nejdel§im chvostem byl dlouhy 200 nukleotidi. Maxi-
malni délka primeru pouzitelného pro uéinnou sekvenacni
reakci byla 100 nukleotidii. U delSich primerd byla citel-
nost ziskanych nukleotidovych sekvenci velmi kratka.
Primérnd intenzita fluorescence pika v produktech sekve-
naéni reakce byla v pfipadé pouziti primerd £ a F méné
nez polovi¢ni oproti produktiim reakce s primery 4, C a D.

Porovnani délky citelné sekvence

Jak je patrné z tab. I, Citelnost fetézce zacinala v pii-
padé neadenylovaného sekvenaéniho primeru 24-26 nuk-
leotidti od 3' konce primeru. Ve vzorcich s adenylovanym
primerem C byl ve vétSiné ptipadl pocatek ¢teni posunut
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Tabulka I
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Délka citelné sekvence amplikonu v zavislosti na pouzité purifikaci sekvenacnich produktii

Purifikac¢ni Fluorescence produktti Délka citelné sekvence Potadi prvniho ¢itelného
procedura™ sekvenacni reakce (prumér) (pocet nukleotidit) nukleotidu
Primer 4 Primer B Primer 4 Primer B Primer 4 Primer B
BigDye X (10 min) 803 1266 274 298 25. 1.
BigDye X (20 min) 1023 1004 275 298 24. 1.
BigDye X (30 min) 1319 1183 258 287 41. 12.
Ethanolova precipitace 925 556 275 298 24, 1.
innuPREP 1031 1152 273 298 26. 1.

“BigDye X = komeréni souprava BigDye XTerminator Purification Kit; " innuPREP = souprava innuPREP DY Epure (viz

Experimentalni ¢ast)

tésné za 3' konec primeru. Vyjimkou byla purifikace po-
moci soupravy ,,BigDye XTerminator Purification Kit“
s dobou inkubace 30 min, kde Citelnost zacinala az od
12. nukleotidu.

Vysetieni klinickych vzork

Vysledky jednosmérného sekvenovéni s polyadenylo-
vanym primerem byly shodné s vysledky obousmérného
sekvenovani sneadenylovanymi primery 4 a B. Ani
vjedné ze sledovanych proménnych (frekvence alel, ha-
plotypli a genotypt) nebyl shledan statisticky vyznamny
rozdil mezi obéma soubory. Nejvyssi zastoupeni mély
alely 4 (exon 1; 83 % u obou souborll) a P (nepiekladana
oblast genu; 79 % u vySetifovaného a 73 % u kontrolniho
souboru), které neovliviiuji hladinu MBL proteinu. Alelu
C jsme ani v jedné ze skupin nezaznamenali. V obou sku-
pinach jsme zachytili étyfi z péti haplotypu, jez se vysky-
tuji v bézné populaci: PA, PB, PD a QA. Nejvyssi zastou-
peni mél haplotyp PA (62 % ve vySetfované skupiné
a 56 % u kontrol).

Diskuse

Modifikace primerd pouZzivanych pii sekvenacni reak-
ci se znaenymi dideoxynukleotidy skytd nové moznosti
pro molekularni diagnostiku. NaSe studie prokazala, Ze
polyadenylace primeru na 5' konci umoziuje piecist pfi
jednosmérném sekvenovani celou sekvenci vySetfovanych
PCR produktt. V pfipadé kratkych amplikonti mize pro-
dlouzeni citelnosti o 20 az 30 nukleotidi zvysit pravdépo-
dobnost zachytu mutace souvisejici s danym onemocné-
nim, rozsifit pocet vySetfitelnych polymorfnich mist
v jednom amplikonu (pfipad na$i analyzy genu MBL2)
nebo zabezpecit spolehlivéjsi identifikaci nukleové kyseli-
ny infek&niho mikroorganismu.

Nezbytnou podminkou pouzivani adenylovanych
primerQ pro Gcely sekvenovani je jejich kompletni syntéza
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a purifikace metodou HPLC. Dulezité je také uréeni sprav-
né délky jejich chvostu. Délka se odvozuje ze ztraty krat-
kych sekvenaénich produkti b&éhem purifikace a je pro
kazdou reakci individualni. Tab. I ukazuje, Ze v naSem
pripadé purifikace zptisobila ztratu prvnich 25 nukleotidt
za 3' koncem neadenylovaného primeru, viz obr. 1 (levy
horni elektroforeogram; osa X znazornuje poradi nukleoti-
dd, osa Y fluorescenci sekvenac¢nich produktt, F; Citelnost
zacina od 25. nukleotidu za 3' koncem primeru a neobsa-
huje zadné polymorfni misto). Z tohoto divodu nebylo
mozné urcit alely P a O v nepieklddané oblasti genu a
nasledovalo sekvenovani opa¢ného vlédkna. Pravy horni
elektroforeogram v obr. 1 ukazuje pokracujici sekvenci
s neadenylovanym primerem A, kde se v oblasti mezi 235.
a 252. nukleotidem nachézeji tfi sledovand polymorfni
mista (podtrZzend) v 52., 54. a 57. kodonu (CGT, GGC,
GGA, zleva doprava), sledovand osoba je homozygot
s alelou 4 na obou homolognich chromosomech.

Zlepseni Citelnosti bylo dosaZeno pfipojenim chvostu
o délce 31 nukleotidl na 5' konec primeru C (obr. 1, levy
dolni elektroforeogram). Citeln4 oblast za¢ina diky adeny-
laci od 1.nukleotidu za 3' koncem primeru a obsahuje
sledované polymorfni misto z neptekladané oblasti genu
(podtrzené pismeno N), vySetifovana osoba je heterozygot
salelami P a Q. Na pravém dolnim elektroforeogramu je
patrna pokracujici sekvence s adenylovanym primerem C;
vySetiovana osoba je heterozygot salelami 4 a B
(podtrzeny triplet GXC uprostied elektroforeogramu).
Diky adenylaci primeru bylo mozno z dolnich elektrofore-
ogrami urcit vysledny genotyp vysetifované osoby PB/QA.

Délky navrzenych adenylacnich chvosti odpovidaji
obvyklym délkam GC clampt u DGGE? a délkam adapte-
rt uréenych pro sekvenatory nové generace'’.

Pti purifikaci produktd soupravou ,,BigDye XTermi-
nator Purification Kit“ s dobou inkubace 30 min nebylo
dosazeno pozadované délky Citelné sekvence u adenylova-
ného ani u neadenylované¢ho primeru (tab. I). Prestoze je
tato doba inkubace doporucovana vyrobcem soupravy,
dochazi pti ni k vyznamné vyssi afinité kratkych produkti
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25.

38.

TGTGTTCATTAACTG

1.

17.

GACAG AGGGCATGCTNG

Obr. 1. Vysledky sekvenovani amplikonu genu MBL2

k purifika¢nimu médiu a k jejich absenci v supernatantu.
Resenim je zde zkraceni doporugeného inkubaéniho ¢asu
na 20 min nebo prodlouzeni adenylac¢niho chvostu na 40
az 45 nukleotidd.

Prodluzovani chvostu ma viak své limity. Uginnost
sekvenacni reakce s adenylovanymi primery o délce 100
az 200 nukleotidi byla nepfimo meérna délce chvostu.
Pri¢inou nizké efektivity ,.hyperadenylovanych® primera
mohou byt stérické divody zptisobené samotnym chvos-
tem.

Primarnim cilem této studie nebylo vzhledem k poctu
vySetifenych osob hledani kausalniho vztahu mezi genetic-
kymi polymorfismy a vyskytem rekurentnich kandidoz.
Toto infekéni onemocnéni postihuje nezanedbatelnou Cast
zenské populace (1-3 %) a je vzhledem k jeho multifakto-
rialni povaze obtizné diagnostikovatelné a 1é¢itelné'®. Ana-
Iyza polymorfismu v genu MBL2 by tak mohla napomoci
pfi vyhledavani rizikovych pacientek, k upfesnéni diagnos-
tiky, a tim i nasledné terapie. Z naSich prvnich vysledka se
zda, Ze mezi vySetfenymi pacientkami a kontrolami nejsou
vyrazné rozdily ve vyskytu rizikovych alel B, C, D, pfi-
padné Q, které podminuji nizsi koncentrace sérového pro-
teinu MBL. Frekvence alel v obou skupinach se vyznamné
nelisily od vysledki dosud provedenych studii ''"'®. De-
finitivni zavéry z hlediska vztahu mezi vyskytem vulvova-
ginalnich kandidéz a genetickymi polymorfismy v genu
MBL?2 v§ak bude mozno ucinit az po analyze vétSiho poctu
vzorkl paletou vysetfeni zahrnujicich kromé sledovanych
polymorfismi také polymorfni mista v promotorové oblas-

ti genu'®.
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235. 252.

CGTGATGGCACCAAGGGAG

T T
poradi nukleotidl
235. 252,
CGTGATGXCACCAAGGGAG
poradi nukleotidl
Zavér

Ptipojeni polyadenylacniho chvostu na 5' konec sek-
venacnich primerd prodluzuje délku Citelné sekvence am-
plikond. V pfipadé genetického polymorfismu v genu
MBL2 umoznila adenylace primeru pii jednosmérném
sekvenovani vysetfit vSechna polymorfni mista v jediném
amplikonu. Pro dosazeni dostatecné ucinnosti sekvenacni
reakce je nezbytné pouZzivat adenylované primery o délce
desitek nukleotidi purifikované metodou HPLC a navrze-
né tak, aby netvofily sekundarni struktury. Pfi splnéni
téchto podminek je polyadenylace sekvenacniho primeru
univerzalnim, rychlym a levnym zpiisobem, jak dospét ke
kompletni ¢itelnosti kratkych amplikond.

Seznam zkratek

bp pocet parti bazi
DGGE denaturacni gradientova gelova elektroforéza
GC clampy oligonukleotidové fetézce bohaté
na nukleotidy s guaninem a cytosinem
MBL proteinovy produkt genu MBL2
MBL2 nazev genu (z angl. mannose-binding lectin)
PCR polymerasova fet€zova reakce
Taq bakterie Thermus aquaticus

Tato prace byla financné podporena prostredky Cen-
tra zdkladniho vyzkumu & LCS531 MSMT a grantovym
projektem Interni grantové agentury MZ CR & NTI1334-
4/2010.
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Laboratorni pfistroje a postupy

M. Beranek®, M. Drastikova®, V. Buchta®, J. Kes-
tianek", J. Spacek®, and J. Petera® (“ Institute of Clinical
Biochemistry and Diagnostics, © Institute of Clinical Mi-
crobiology, “ Department of Obstetrics and Gynaecology,
! Department of Oncology, Faculty of Medicine and Facul-
ty Hospital Hradec Krdlové): Single-Strand Sequencing
of PCR Products of the MBL2 Gene with a Polyadenyl-
ated Sequencing Primer

Standard dideoxynucleotide sequencing is not able to
provide complete sequences of analysed amplicons. First
25-50 nucleotides after the 3' end of sequencing primers
are usually lost because of cleaning procedures performed
to remove excess of primers, nucleotides, salts, and other
contaminants. A new possibility is described of increasing
readability of the initial part of short PCR amplicons using
a sequencing primer modified by a polyadenylated tail
attached to its 5' end. In a group of 24 patients with recur-
rent vulvovaginal candidiasis and 24 healthy subjects we
analysed polymorphic sites in the 5' untranslated region
(5' UTR) and codons 52, 54, and 57 of the MBL2 gene.
Using PCR we amplified 317 bp MBL2 products covering
all the polymorphisms. The examined sites lie near both
ends of the products. Purified amplicons were used in cy-
cle sequencing reactions containing either conventional or
polyadenylated forward primers. The data obtained by the
former approach did not contain the initial 25-nucleotide
segment with 5' UTR, and double-strand sequencing was
necessary. In contrast, the polyadenylated primers enabled
complete and reliable readability of the amplicons. Both
the approaches provided the same results. Our preliminary
data showed that the distribution of MBL2 alleles, haplo-
types, and genotypes in the patients and healthy subjects
was very similar and the differences were not statistically
significant. A broader study is needed to confirm our pre-
liminary results. We revealed that the polyadenylated pri-
mer used in the cycle sequencing extends the readable
range of MBL2 amplicons without necessity of double-
strand sequencing, subcloning or reamplification with oth-
er pair of primers.



