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Souhrn

Metylace cytozind v DNA je jednim z epigenetickych mechanizm regulujicich expresi gend,
a hraje tak dalezitou roli v diferenciaci nebo proliferaci bunék. V nddorovych burikach ¢asto do-
chézi ke zménam v metylaci DNA, kupiikladu nadmérnou metylaci (hypermetylaci) promotord
tumor supresorovych gend. Proto jsou vyvijeny nové metody analyzy, které by byly schopny
urcit rozsah metylace konkrétni sekvence DNA. K témto metodam se fadi i relativné levné
a rychlé techniky MS-HRM (methylation-specific high resolution melting) a elektrochemie.
Ve srovnani s jinymi pouzivanymi metodami jsou vhodné pro screening vétsiho poctu vzorkd ¢i
vice cilovych oblasti DNA. MS-HRM svou citlivosti a relativni nenaro¢nosti konkuruje ostatnim
zavedenym metodam, jako jsou metylacné-specifickd PCR nebo piima bisulfitova sekvenace.
Elektrochemie nabizi nenaro¢né pfistrojové vybaveni a pfi pouziti vhodnych elektroaktivnich
molekul a elektrodovych povrch( i nékolik zajimavych strategii rozliseni cytozin a metylcyto-
zin(l. Obé techniky byly jiz ispésné pouzity pfi stanoveni metylace DNA promotor( dllezitych
tumor supresorovych genl a mohly by tak v budoucnu pfispét ke zpfesnéni diagnostiky a pro-
gnostiky onkologickych onemocnéni. Aberantni metylace promotor(i byla popséna jiz u stovek
gend se vztahem k nddorovym onemocnénim a s rozvojem metod, jez by umoznovaly jejich
detekci i v klinické praxi, by se fada z nich mohla stat novymi dGlezitymi biomarkery.

Klicova slova
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hybridizace nukleovych kyselin

Summary

Cytosine methylation in DNA is an epigenetic mechanism regulating gene expression and plays
a vital role in cell differentiation or proliferation. Tumor cells often exhibit aberrant DNA me-
thylation, e.g. hypermethylation of tumor suppressor gene promoters. New methods, capa-
ble of determining methylation status of specific DNA sequences, are thus being developed.
Among them, MS-HRM (methylation-specific high resolution melting) and electrochemistry
offer relatively inexpensive instrumentation, fast assay times and possibility of screening mul-
tiple samples/DNA regions simultaneously. MS-HRM is due to its sensitivity and simplicity an
interesting alternative to already established techniques, including methylation-specific PCR or
bisulfite sequencing. Electrochemistry, when combined with suitable electroactive labels and
electrode surfaces, has been applied in several unique strategies for discrimination of cytosines
and methylcytosines. Both techniques were successfully tested in analysis of DNA methylation
within promoters of important tumor suppressor genes and could thus help in achieving more
precise diagnostics and prognostics of cancer. Aberrant methylation of promoters has already
been described in hundreds of genes associated with tumorigenesis and could serve as impor-
tant biomarker if new methods applicable into clinical practice are sufficiently advanced.
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Uvod

Epigenetické mechanizmy hraji kli¢o-
vou roli v normalnim vyvoji jedince i pfi
vzniku rlznych onemocnéni. Reguluji
expresi gen( reverzibilni kovalentni mo-
difikaci DNA, RNA nebo proteinl (bez
zmény pofadi nukleotid(i anebo ami-
nokyselin), které jsou oviem dédicné,
a ovliviuji tak fenotyp, aniz by ménily
genotyp. Epigenetické mechanizmy se
uplatiiuji na celé radé urovni (pfed tran-
skripci, post-transkrip¢ni i post-trans-
la¢ni), a jsou tak dUlezité napf. v mor-
fogenezi, pfi diferenciaci bunék anebo
pfi jejich proliferaci. Mezi epigenetické
mechanizmy se fadi napf. metylace
DNA, acetylace histon(i nebo fosfory-
lace, sumoylace ¢i ubikvitinace rdznych
protein(.

V pfipadé metylace DNA zde mame
na mysli reakci katalyzovanou DNA
metyltransferdzou (DNMT), ktera pre-
nasi metylovou skupinu (-CH,) ze sub-
stratu S-adenozyl-methioninu (SAM) na
uhlik cytozinu v pozici 5, nachazejiciho
se v dinukleotidu CpG, za vzniku 5-me-
tylcytozinu (obr. 1). Metylace cytozinl
v DNA ,tlumi” expresi gen(, pficemz se
predpokladaji dva hlavni mechanizmy -
pfimd interference vazby transkripc-
nich faktord na DNA a aktivace histo-
novych deacetylaz (které snizuji expresi
genl ovlivnénim kompaktnosti DNA).

A cytozin

NH,

DNMT

B
NH/k\O SAM CH, SAH

B CH,

CH,

Distribuce CpG dinukleotidi je v rdmci
genomu znacné asymetrickd, jsou ob-
vykle seskupeny do kratkych usekq, tzv.
CpG ,ostravkd’, nachézejicich se nejcas-
t&ji v promotorech gen(. Ve vétsiné pfi-
padl jsou tyto cytoziny nemetylované,
vyjimky tvofi plné metylované ostrivky
napf. v nékterych genech u Zenskych
chromozom X nebo u imprintovanych
genUl na jedné parentalni alele [1].
Abnormalni metylace DNA byla dete-
kovana i v nddorovych bunkach. Ty pa-
radoxné vykazuji jednak zvysenou me-
tylaci (hypermetylaci) promotord tumor
supresorovych gen0 [1] blokujici expresi
proteinll dulezZitych napt. pfi opravé po-
Skozeni DNA nebo apoptoze, na druhé
strané vsak i globdlné snizenou me-
tylaci (hypometylaci) genomu vedouci
k vyssi expresi pdvodné utlumenych,
potencidlné nebezpecnych gend (napf.
virovych nebo imprintovanych gend,
repetitivnich sekvenci atd.) [2], popti-
padé k chromozomalni destabilizaci [3].
Hypermetylace promotor( byla pro-
kdzdna napf. v genu kédujicim pro-
tein p16 u rliznych typl nadorl (karci-
nom mlécné zlazy, zaludku, plic atd.) [4],
BRCA1 (karcinom mléc¢né zlazy a vajec-
nikd) [5], v genu kodujicim O6-metyl-
guanin DNA metyltransferdzu (MGMT)
v glioblastomech [6], glutation-S-trans-
ferdzu [7] nebo VHL (karcinom ledvin) [8].

5-metylcytozin

NH,

B
NHJ%O

H3C

5-TGTGGCGCGAGCTTCT

ey

ey

ACACCGCGCTCGAAGA-¥%

CH,

Obr. 1. Metylace cytozinu.

CH,

A. DNA metyltransferdza (DNMT) katalyzuje pfeménu cytozinu na 5-metylcytozin. Zdroj
metylovych skupin je S-adenozyl-methionin (SAM), ktery je konvertovan na S-adenozyl-
-homocystein (SAH). B. Metylace cytozinu nastava pouze u CpG dinukleotid(.

Objevuji se dlikazy, Ze metylace DNA
ovliviiuje i expresi mikroRNA, dllezitych
posttranskripcnich reguldtorl genové
exprese [9].

Globalni hypometylace DNA byla na-
opak nalezena napt. u nddorl prostaty,
hepatoceluldrnich karcinom( nebo kar-
cinomu délozniho hrdla [10]. Snizena
metylace nebo az demetylace mize po-
stihnout i promotory onkogen(. Nase
skupina prokazala, ze demetylace onko-
genu E6 v genomu lidského papiloma-
viru 16 (HPV-16) zpUsobujiciho rakovinu
délozniho hrdla vede k jeho zvysené ex-
presi, a mize tak slouzit jako prediktivni
biomarker transformace prekanceréz-
nich lézi na karcinom [11]. Analyza me-
tylace DNA proto skytd obrovsky po-
tencial vyuzitelny napf. pro vcéasnou
diagnostiku nador( a pfipadné uréenije-
jich invazivity, progrese, metastatického
potencidlu nebo chemosenzitivity [12].

Soucasné metody studia

metylace DNA

Existuji metody, které sice dokazou
kvantifikovat globalni metylaci DNA,
napf. HPLC [13], ovSem neposkytuji in-
formace o konkrétnich metylovanych
pozicich v rdmci genomu, a nejsou tak
vhodné pro funkéni analyzy. Budeme
se proto vénovat pouze tém pfistupim,
které umoznuji urcit miru metylace kon-
krétniho mista v DNA, tj. obvykle sek-
vence genu nebo jeho promotoru. Velkd
vétdina z téchto metod je zaloZena na
1. pouziti metyl senzitivnich restrik¢-
nich endonukledz, 2. reakci DNA s hyd-
rogensifi¢citanem sodnym (tzv. bisulfi-
tové konverzi) anebo 3. chromatinové
imunoprecipitaci s vyuzitim protildtek
vic¢i metylcytozinu. Vsechny tyto pfi-
stupy byly vyvinuty v 70. a 80. letech
20. stoleti a od té doby zaznamenaly
znacny rozvoj.

Restrik¢ni analyza

Metyl senzitivni restrik¢ni endonuk-
ledzy (restriktazy) jsou specidlni enzymy,
které rozeznavaji a Stépi konkrétni re-
strik¢ni mista v DNA v zavislosti na pfi-
tomnosti metylcytozinu. Obvykle jde
0 enzymy S$tépici pouze nemetylovanou
DNA, napf. Hpall (rozeznavajici a Sté-
pici sekvenci CCGG), BstUl (CGCG) nebo
Hhal (GCGCQ), pficemz pFitomnost me-
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tylcytozinu v rozeznavané sekvenci 5té-
peni DNA blokuje. Naproti tomu exis-
tuji i endonukledzy, které naopak stépi
pouze metylovanou DNA, napf. McrBC
rozeznavajici a Stépici dvé (G/A)"C mista
vzdalend od sebe az 3 kb [11,14]. Ztej-
mou nevyhodou restrikénich analyz je
nutna pfitomnost daného restrikéniho
mista v analyzovaném genu nebo pro-
motoru. PGvodni casové i materialné
nych fragmentU [15] nahradila restrikéni
analyza v kombinaci s kvantitativni PCR
(qPCR). DNA je nejdfiv stépena vhod-
nou endonukledzou a nasledné pouze
nefragmentovana DNA (tudiz pouze
metylovana anebo nemetylovana DNA,
v zavislosti na pouzité restriktaze) je am-
plifikovana a soucasné kvantifikovana
pomoci qPCR [16].

Dalsi metodou je tzv. MS-MLPA (me-
thylation-sensitive multiplex ligation-
-dependent probe amplification) cili
kombinace restrikce, ligace a amplifi-
kace [17]. MLPA test je zaloZen na apli-
kaci dvou oligonukleotidd, které hyb-
ridizuji k pfilehlym cilovym sekvencim
ve zkoumané DNA a pomoci ligdzy jsou
spojeny do jedné sondy. Soucasné se
pridava i restriktaza, ktera Stépi nemety-
lovanou ligovanou DNA. V priibéhu na-
sledné PCR reakce jsou amplifikovany
pouze nestépené sondy (obsahujici pri-
mer sekvence), které hybridizovaly s me-
tylovanou DNA. Metoda je sice semi-
-kvantitativni, ale umoznuje analyzu
az 60 rGznych fragmentG DNA v jediné
multiplexni PCR reakci pomoci nasledné
kapiladrni elektroforézy, a to na zakladé
rliznych délek oligonukleotidd (obr. 2).

Bisulfitova konverze
fite) deaminuje v sérii krokd cytozin na
uracil, zatimco metylcytozin je chemicky
chranén a zdstava nezménén. Takto mo-
difikovana DNA je nasledné pouzita jako
templat pro PCR reakci, pficemz uracil
je amplifikovan jako tymin a metylcyto-
zin jako cytozin (obr. 3). Tim jsou ziskany
dvé rlizné sekvence DNA v zdvislosti na
pGvodni metylaci. Tato specifickd kon-
verze je zdkladem mnoha technik ana-
lyzy DNA metylace.

Mezi nejpouzivanéjsi patfi metyla¢né-
-specificka PCR (MSP) [18], ktera ampli-

nemetylovana DNA

CH, metylovana DNA

CH,

CH;

PCR reakce a analyza fragmentl pomoci kapilarni elektroforézy

neamplifikovano

Obr. 2. Schéma MS-MLPA.

Stanoveni metylace restrikéniho mista kombinaci ligace, $tépeni, PCR reakce a kapi-
larni elektroforézy. Zakladem je vhodny design DNA sond, z niZ jedna obsahuje primer X
adruhad primerY. U metylované DNA po ligaci probéhne PCR reakce, generujici amplikony
o raznych délkach v zavislosti na délce plivodni DNA sondy, které jsou rozliseny kapilarni
elektroforézou. Nemetylovana DNA je po ligaci $tépena a amplifikace neprobiha.

DNA sondy: fialové — sekvence primerd, ¢ervené — sekvence hybridizujici s cilovou DNA,
zelené - nehybridizujici sekvence o rlznych délkach pro usnadnéni analyzy kapilarni

elektroforézou

fikuje bisulfitem konvertovanou DNA
pomoci metyl-specifickych primerd, pfi-
¢emz tyto primery jsou navrzeny zvlast
pro konvertovanou nemetylovanou
DNA (ktera obsahuje uracily, a proto ma
primer vice adenint) a zvlast pro kon-
vertovanou metylovanou DNA (pri-
mer obsahuje vice guanin(). Amplikony
jsou nasledné vizualizovany pomoci ge-
lové elektroforézy. Jedna se o rychlou
a citlivou metodu bez nutnosti special-
niho pfislusenstvi, neni viak dostate¢né
kvantitativni. Tou je naopak metoda Me-

thyLight [19] kombinujici MSP (tj. kon-
verzi bisulfitem s naslednou amplifikaci
pomoci metyl-specifickych primer()
a fluorescenc¢ni detekci pomoci Tagman
sondy (DNA oligonukleotid znaceny
na jednom konci fluoroforem a na dru-
hém konci zhasedlem). Béhem PCR Tag-
man sonda hybridizuje s templatovou
DNA v rdmci amplifikované sekvence,
pficemz DNA polymeraza béhem repli-
kace sondu rozstépi, fluorofor je tim od
zhasedla oddélen, coz vede k narlstu
fluorescence. | kdyzZ se jedna o metodu

4566

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4564-4S71




NOVE METODY STUDIA METYLACE DNA — MS-HRM ANALYZA A ELEKTROCHEMIE

A cytozin S"IZ;;':Z";?‘"Y B nemetylovana DNA
NH, NH, G-T-G-G-C-G-C-G-A-G-C-T-T-C
| XNH' HSO; XNH* l bisulfitova konverze 1
'}'/&0 058 ﬁlAO G-T-G-G-U-G-U-G-A-G-U-T-T-U
-NH, l Hz0 1 PCR amplifikace l,
0 2 G-T-G-G-T-G-T-G-A-G-T-T-T-T
I|\)J\NH alkal NH
' tyl a DNA
N /&0 o557 AO metylovana
‘ G-T-G-G-  -G-'" -G-A-G-C-T-T-C
uracil sulfonovany uracil
1 bisulfitova konverze 1
NH
e, L. G-T-G-G-  -G- 1 -G-A-G-U-T-T-U
XN
y |N o bez konverze l PCR amplifikace l,
|
- G-T-G-G-_ -G-_ -G-A-G-T-T-T-T
5-metylcytozin

Obr. 3. Zaklady bisulfitové konverze.

na uracil, zatimco metylcytozin je nezménén. B. Stejna primdrni sekvence DNA se po bisulfitové konverzi a PCR amplifikaci li$i v zavislosti
na tom, zda byla plivodné metylovéna ¢i nikoliv. Metylcytozin se amplifikuje jako cytozin, zatimco uracil jako tymin.

drazsi, Tagman sondy zabezpecuji vyssi
specificitu amplifikace.

Bisulfitové pyrosekvenovani poskytuje
relativné pfesnd data o metylaci jednot-
livych cytozind, i kdyz pouze u kratkych
sekvenci do délky cca 250 bazi. Po bisulfi-
tové konverzi DNA nasleduje PCR, u které
je jeden z primerd biotinylovan, a mlize
tak byt imobilizovan na streptavidinovych
kulickach. Do reakéni smési jsou postupné
pfidavany jednotlivé deoxynukleotidtri-
fosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pficemz
v reakéni smési je v dany okamzik pfito-
men pouze jeden z téchto nukleotidd.
Po inkorporaci komplementérniho nuk-
leotidu se uvolni pyrofosfat (PPi), ktery je
enzymem ATP sulfurylazou konvertovan
na ATP. ATP je nasledné vyuZito lucifera-
zou k oxidaci luciferinu na oxyluciferin,
¢imz dochdzi k uvolnéni svétla, které je
snimano kamerou. Nespotiebované nuk-
leotidy jsou na zavér degradovany apy-
razou a z kulicek odmyty, aby do reakéni
smési mohly vstoupit jiné nukleotidy [20].

Kombinaci bisulfitové konverze s re-
strikénimi endonukledzami predstavuje

tzv. COBRA analyza (combined bisulfite
restriction analysis). Po bisulfitové kon-
verzi a PCR amplifikaci jsou amplikony
Stépeny restriktdzou, kterd specificky
stépi restrik¢ni misto ovlivnéné konverzi.
Elektroforézou v denaturujicim gelu Ize
z poméru Stépenych a nestépenych PCR
produktl zjistit stupen metylace [21].

Proteiny vazajici metylcytozin

Metylcytoziny v DNA mohou byt speci-
ficky zachyceny pomoci protilatek vici
metylcytozinu, popfipadé s vyuzitim
protein(l vazajicich metylovou skupinu
(methyl-binding proteins). V obou pfi-
padech se v podstaté jedna o oboha-
ceni vzorku o metylovanou DNA a jeji
naslednou analyzu pomoci rlznych
metod. Imunoprecipitace metylované
DNA (methylated DNA immunopreci-
pitation — MeDIP) pfedstavuje metodu
globalni analyzy metylace. DNA je frag-
mentovana ultrazvukem, po denaturaci
inkubovana s protilatkou proti metylcy-
tozinu a nasledné se sekundarni protilat-
kou navadzanou na magnetickou kuli¢ku.

Metylovana DNA je tak zachycena a ne-
metylovana DNA je nasledné odmyta.
Ziskana DNA je sekvenovana nebo ana-
lyzovana pomoci DNA microarrays [22].

HRM analyza

Jednou z pomérné citlivych a nepfilis na-
kladnych metod analyzy metylace DNA
je MS-HRM (methylation-specific high re-
solution melting) vyuzivajici rozdilnych
teplot téni dvouretézcovych DNA v z&-
vislosti na jejich sekvenci. Podil parl cy-
tozin-guanin (C-G) a tymin-adenin (T-A)
obecné urcuje pevnost vazby mezi
dvéma retézci DNA. Par C-G je spojen
tfemi vodikovymi vazbami, zatimco T-A
jen dvéma. Cim vyssi je tedy podil C-G
par( v analyzovaném fetézci, tim je vazba
dvouretézce silngjsi a tim vyssi je teplota
tani, T_, které je potfeba dosahnout, aby
dvouretézcova DNA disociovala na jed-
notlivé fetézce. Pokud je k detekci DNA
pouzito fluorescencni interkala¢ni bar-
vivo, pak je mozné srovnat T_ jednotli-
vych dvoufetézcli stanovenim teploty,
pfi které dochazi k poklesu fluorescence
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danému rozpadem dvouretézce a uvol-
nénim interkala¢niho barviva.

Vyvoj interkala¢nich barviv, ktera ne-
inhibuji prbéh PCR, a pfistroji s dosta-
te¢nou citlivosti zachycujicich i jemné
zmény fluorescence vedl k vyuziti me-
tody HRM pro detekci jednonukleotido-
vych polymorfizm( v genotypizac¢nich
studiich [23,24]. Stejny princip lze vyuzit
i pro rozliSeni mezi metylovanou a ne-
metylovanou alelou, pficemz MS-HRM
poprvé vyuzili k detekci metylace MGMT
promotoru Wojdacz et al [25]. V této va-
rianté metody HRM je DNA nejprve
podrobena bisulfitové konverzi a poté
je v pfitomnosti fluorescen¢niho inter-
kala¢niho barviva amplifikovan analy-
zovany Usek. Po ukonéeni amplifikace
je sledovan pokles fluorescence jednot-
livych vzork( pfi zvysujici se teploté.
Ke stanoveni procenta metylace vzorku
je vzdy jako standard pouzita plné mety-
lovana a pIné demetylovana DNA, které
jsou smichany v urcitych pomérech a od
nichz Ize stupen metylace vzorku odedist
(obr. 4).Vyhodou MS-HRM jsou pomérné
nizké naklady a dostate¢na citlivost
pro detekci 0,1% metylace templatu.
Nevyhodou je, ze touto metodou Ize zjis-
tit pouze procento metylace dané sek-
vence, ale nikoliv, které konkrétni CpG
dinukleotidy jsou metylované a které
ne. Déle, stejné jako u ostatnich metod
zalozenych na PCR dochazi k nerovno-
mérné efektivité amplifikace metylo-
vané a nemetylované DNA sekvence,
kdy nemetylovana DNA je obecné am-
plifikovana s vyssi ucinnosti. Tento pro-
blém je fesitelny upravenym designem
primerld tak, aby obsahovaly jeden az
dva CpG dinukleotidy u 5’-konce, ¢imz
se stanou o néco specifictéjsi pro mety-
lovanou alelu. Takto navrzené primery
spolu s optimalizaci teploty renaturace
pak umozni vyrovnani ucinnosti PCR
u metylované a nemetylované DNA [26].
MS-HRM lIze nejlépe vyuzit pro kvantifi-
kaci metylace u DNA sekvenci bohatych
na CpG dinukleotidy, které tvofi pouze
homoduplexy, a mohou tak byt srov-
nany s plné metylovanou/demetylova-
nou DNA. V pfipadé sekvenci s nizkym
obsahem CpG (méné nez tfi) se mohou
tvofit i heteroduplexy a kfivky tani jsou
potom komplexnéjsi a obtiznéji inter-
pretovatelné. Pfresnéjsi stanoveni poctu

normalizovana fluorescence

20 4

100% metylace
25% metylace

0% metylace
analyzovany vzorek

I  —

80 80,5 81

T 1 T T T 1 T

81,5 82 835 84 84,5 85 855 86 865 87 87,5

teplota (°C)

Obr. 4. Typicky normalizovany vysledek MS-HRM.

Fluorescen¢ni profily, ziskané pfi zvysujici se teploté, se lisi v zavislosti na plvodnim stupni
metylace amplifikovaného tseku DNA. Krivky tani kontrolnich vzorkd (metylovana a de-
metylovand DNA smichané v rliznych pomérech) umozni urcit stupern metylace analyzo-

vaného vzorku.

metylovanych/nemetylovanych alel i ve
vzorku s nizkym obsahem CpG umoz-
nuje modifikace MS-HRM vyuZivajici di-
gitalni PCR (dMS-HRM), pfi niz je vzo-
rek pred amplifikaci nafedén tak, Ze je
nasledné amplifikovana vzdy jen jedna
molekula DNA. Tim se zaroven vyfesi
i nerovhomérna efektivita amplifikace
metylovanych vs. nemetylovanych DNA
sekvenci [27].

Od dob téchto pilotnich studii se vyu-
ziti metodiky MS-HRM postupné rozsifuje
a pribyva praci, ve kterych byla Uspésné
aplikovana na detekci metylace promo-
tord genu spojenych vétsinou s nado-
rovymi onemocnénimi. Konkrétné byla
takto popsédna metylace promotoru
genu AKAP12 u karcinomu prostaty [28],
u pacientek s karcinomem prsu pak byla
touto metodou detekovadna napf. me-
tylace promotoru genu CST6 [29] nebo
SOX17 [30]. Yang et al provedli MS-HRM
analyzu metylace promotord nékolika
genu s funkci nadorovych supresord, pfi-
¢emz ziskali zajimavé vysledky, které by
mohly byt vyuZity pfi v€asné detekci kar-
cinom@ nosohltanu [31]. Citlivost me-
tody potvrzuje i jeji vyuziti u pacientd
s kolorektalnim karcinomem pfi ana-
lyze metylaci cirkulujici nddorové DNA
v periferni krvi [32] nebo ze stolice [33].
U pacientek s rakovinou délozniho hrdla

pak byla vyuzita k detekci metylova-
ného virového genu L7 u HPV-16, ¢imz by
mohla pfispét k presnéjsi prognostice to-
hoto onemocnéni [34,35]. dMS-HRM byla
vyuZzita pfi detailni analyze metylace pro-
motoru genu koédujictho BRCA1 nebo
CDKN2B [27,36].

Elektrochemie

Elektrochemie se na rozdil od vyse po-
psanych optickych metod zabyva pfeno-
sem elektrond mezi studovanou latkou
a elektrodou, a to v prostredi elektro-
lytu (tj. vodivého roztoku). Studovana
latka mlze elektrodé elektrony ode-
vzdavat (oxidovat se), nebo od elektrody
elektrony pfijimat (redukovat se), pfi-
¢emz se tento pienos elektronl projevi
zménou sledovaného signalu (obr. 5).
Vyhodou elektrochemie je jednoducha
a relativné levna instrumentace, rychlé
méfeni a moznost miniaturizace sys-
tému s paralelni detekci vzorkd. | proto
je ¢im dal castéji aplikovana v oblasti
molekuldrni onkologie, kde se obvykle
pouziva pfi detekci rGznych biomarkerd
(proteint [37], DNA [38,39] nebo mi-
kroRNA [40]), studiu interakci DNA
s proteiny [41] a poskozeni DNA nizko-
molekularnimi latkami [38], ale i pfi tes-
tovani potencialnich protinddorovych
[éciv [42].
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Obr. 5. Elektrodovy déj.

Priklad elektrodového déje, znadzornujici elektrooxidaci Zeleznatého kationtu na povrchu
elektrody (A). Pomoci cyklické voltametrie (B) se da sledovat nejenom oxidace (horni pik),
ale i zpétna redukce tfimocného kationtu na dvoumocny (dolni pik). Sipky ukazuji smér
zmény potencialu v ¢ase, monitoruje se proudova odezva. Z velikosti pikl se da stanovit
koncentrace studované molekuly, napf. DNA nebo proteinu.

Bylo rovnéz publikovéno nékolik stra-
teqgii vyuzivajicich elektrochemickou
analyzu metylace DNA. Nejjednodussi
je pfimé rozliseni cytozinu a metylcy-
tozinu na povrchu urcitych elektrod na
bazi uhliku, a to diky rozdilnému po-
tencialu jejich oxidace [43]. Vyslednd
voltametrickd kfivka (kfivka zavislosti
proudu na potencidlu) pak obsahuje
dva oddélené piky, jeden od cytozinu
a druhy od metylcytozinu. Tento pfi-
stup, ktery jako jeden z mala nevyza-
duje hybridizaci s komplementarni DNA,
ovsem vyzaduje vysoké vstupni kon-
centrace DNA a neumoznuje lokalizaci
CpG dinukleotidl v ramci analyzované
sekvence.

Velice Castou strategii je elektroche-
mické sledovani aktivity a inhibice me-
tyltransferaz [44-50]. Povrch elektrody,
poptipadé magnetickych kuli¢ek je mo-
difikovan nemetylovanym duplexem
DNA obsahujicim restrikéni misto pro
vybranou restriktdzu, pficemz jedno
z vlaken DNA je obvykle elektroche-
micky znaceno. V pfitomnosti DNMT na-
stava metylace cytozinl v CpG mistech
a nasledna inkubace s restriktdzou vede
k tomu, Ze nemetylovany duplex je $té-
pen, zatimco metylovany ne. Promytim
elektrody/kulicek je odstranéna znacena
¢ast nemetylované DNA, coz vede v po-
rovnani s metylovanym vzorkem k po-
klesu signalu. Jednotlivé prace se pak
lisi typem studovaného genu, zvolené
restriktdzy nebo pouzité elektroche-

mické znacky. Skupina J. Bartonové apli-
kovala popsanou strategii pro studium
hyperaktivity DNMT1 pfimo v bunéc-
nych lyzétech kolorektélniho karcinomu,
pficemz zjistili vyrazné vyssi aktivitu
DNMT1 v nadorové tkani oproti prilehlé
zdravé tkani [45]. gPCR ani Western blot-
ting analyza ovsem tuto hyperaktivitu
nepotvrdily, coz autofi vysvétluji vyssi
senzitivitou elektrochemické metody.

eMethylsorb je nedavno navrzeny test
pro rozliseni metylované a nemetylo-
vané DNA na zdkladé jejich rozdilnych
adsorpcnich vlastnosti. Obé DNA jsou
modifikovany bisulfitem a nasledné am-
plifikovany asymetrickou PCR, ktera vy-
generuje jednofetézcové amplikony
obohacené bud' o guanin (pro metylo-
vanou DNA), anebo adenin (pro neme-
tylovanou DNA). Rozdilné afinity téchto
amplikonU ke zlatému povrchu elekt-
rody vedou k vétsi adsorpci ,adenino-
vych” amplikond (od nemetylované
DNA), a tudiz k vétsi elektrostatické re-
pulzi se zaporné nabitou elektroaktivni
znackou (tj. k poklesu signalu). Proza-
tim byla metoda testovdna na DNA z né-
dorovych bunék MCF-7, u které rozlisila
0%, 10%, 25%, 50%, 75% a 100% stupen
metylace [51,52].

Bisulfitova konverze byla pouzita i pro
analyzu metylace genu TP53 [53], a to
bez pouziti PCR amplifikace. Autofi ne-
pouzili DNA sondu, ale jeji strukturni
analog slozeny z peptidové kostry
a DNA nukleotid(, tzv. PNA (peptide

nucleic acid) sondu. Tato PNA sonda byla
komplementarni k metylované DNA po
konverzi bisulfitem (naopak nemetylo-
vana DNA se po konverzi liSila ve dvou
nukleotidech, a tudiz nebyla plné kom-
plementarni k PNA sondé). Nasledné
aplikovali kladné nabitou elektroak-
tivni znacku, kterd se elektrostaticky va-
zala na zdporné nabitou metylovanou
DNA daleko vice nez na nemetylovanou
DNA (ta s PNA sondou totiz hybridizo-
vala v mnohem mensi mife). Vyhodou
PNA sondy je jeji elektroneutralita —
proto se na ni kladné nabita znacka ne-
vézala, coz vedlo ke snizeni faleSné ne-
gativnich vysledklG. Metoda ovsem
nebyla testovana na biologickych vzor-
cich, a proto zUstava otdzkou, jestli bude
efektivni nejenom u nadorovych linii,
ale zejména v klinickém materidlu od
pacientd.

Nase laboratof rovnéz aplikovala bi-
sulfitovou konverzi bez nutnosti pouziti
PCR [54]. Metoda spociva v tom, Ze me-
tylcytozin je na rtutovych elektrodach
redukovatelny, zatimco uracil po bisul-
fitové konverzi nikoliv. Metylovana DNA
tak po konverzi poskytovala vyssi signal
nez nemetylovand DNA, pficemz mnoz-
stvi metylcytozind v DNA korelovalo
s velikosti signdlu. | tuto metodu je po-
tfeba optimalizovat pro jeji poutziti v bio-
logickych vzorcich.

Zavér a vyhled do budoucnosti
Studium metylace DNA jakozto epigene-
tické modifikace regulujici genovou ex-
presi je nejen zajimavou, ale i nesmirné
dllezitou oblasti sou¢asného onkologic-
kého vyzkumu. Cim dal tim vice védec-
kych praci potvrzuje vliv abnormalni me-
tylace na expresi dllezitych nadorovych
supresord nebo onkoproteind, a vyvoj no-
vych metod pro analyzu metylace DNA tak
mUzZe vést k efektivnéjsi diagnostice nado-
rovych onemocnéni anebo k lepsi predikci
odpovédi na jejich l1é¢bu. Prozatim vsak
chybi dostate¢né ovérené testy pouzitelné
v klinické praxi. Jednim z mala je Epi pro-
Colon - diagnosticky krevni test neddvno
schvéleny americkym Ufadem pro kont-
rolu potravin a léciv pro detekci metylace
promotoru genu pro Septin 9 u pacientt
s kolorektalnim karcinomem [55].

Protoze dllezitym faktorem téchto test(
bude i jejich findlni cena, vyvijeji se i me-
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tody relativné ¢asové a laboratorné ne-
narocné, a tudiz celkové levnéjsi. Mezi
tyto metody patii jednak MS-HRM, sle-
dujici rozdilné teploty tani duplext DNA
v zavislosti na metylaci konkrétnich CpG
mist, a rdzné elektrochemické techniky.
| navzdory zna¢nému pokroku ve vy-
voji téchto metod v3ak bude potfeba je-
jich pfisna validace v klinickém materialu.
D4 se ocekdvat, ze ruku v ruce s dalsim po-
krokem ve vyzkumu metylace DNA a je-
jiho vlivu na karcinogenezi dojde k dal-
$imu rozvoji a vyuziti téchto metod
v diagnostice a prognostice onkologickych
onemocnéni.
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