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Přehled

Nové metody studia metylace DNA –   
MS-HRM analýza a elektrochemie

Novel Approaches in DNA Methylation Studies –   
MS-HRM Analysis and Electrochemistry

Bartošík M., Ondroušková E.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Metylace cytozinů v DNA je jedním z epigenetických mechanizmů regulujících expresi genů, 
a hraje tak důležitou roli v diferenciaci nebo proliferaci buněk. V nádorových buňkách často do-
chází ke změnám v metylaci DNA, kupříkladu nadměrnou metylací (hypermetylací) promotorů 
tumor supresorových genů. Proto jsou vyvíjeny nové metody analýzy, které by byly schopny 
určit rozsah metylace konkrétní sekvence DNA. K  těmto metodám se řadí i  relativně levné 
a  rychlé techniky MS-HRM (methylation-specific high resolution melting) a elektrochemie. 
Ve srovnání s jinými používanými metodami jsou vhodné pro screening většího počtu vzorků či 
více cílových oblastí DNA. MS-HRM svou citlivostí a relativní nenáročností konkuruje ostatním 
zavedeným metodám, jako jsou metylačně-specifická PCR nebo přímá bisulfitová sekvenace. 
Elektrochemie nabízí nenáročné přístrojové vybavení a při použití vhodných elektroaktivních 
molekul a elektrodových povrchů i několik zajímavých strategií rozlišení cytozinů a metylcyto-
zinů. Obě techniky byly již úspěšně použity při stanovení metylace DNA promotorů důležitých 
tumor supresorových genů a mohly by tak v budoucnu přispět ke zpřesnění diagnostiky a pro-
gnostiky onkologických onemocnění. Aberantní metylace promotorů byla popsána již u stovek 
genů se vztahem k nádorovým onemocněním a s rozvojem metod, jež by umožňovaly jejich 
detekci i v klinické praxi, by se řada z nich mohla stát novými důležitými biomarkery.
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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.

Key words
DNA methylation –  5-methylcytosine –  HRM analysis –  melting temperature –  DNA duplex –  
electrochemistry –  nucleic acid hybridization

Práce byla podpořena grantem MŠMT –  
NPU I – LO1413.

This work was supported by MEYS – NPS I – 
LO1413.

Autoři deklarují, že v souvislosti s předmětem 
studie nemají žádné komerční zájmy.

The authors declare they have no potential 
conflicts of interest concerning drugs, products, 
or services used in the study.

Redakční rada potvrzuje, že rukopis práce 
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasílané do 
bi omedicínských časopisů.

The Editorial Board declares that the manuscript 
met the ICMJE recommendation for biomedical 
papers.

��
Mgr. Martin Bartošík, Ph.D.
Regionální centrum aplikované 
molekulární onkologie
Masarykův onkologický ústav
Žlutý kopec 7
656 53 Brno
e-mail: martin.bartosik@mou.cz

Obdrženo/Submitted: 6. 5. 2016
Přijato/Accepted: 16. 5. 2016

http://dx.doi.org/10.14735/amko20164S64



Nové metody studia metylace DNA –  MS-HRM analýza a elektrochemie 

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S64–4S71 4S65

Úvod
Epigenetické mechanizmy hrají klíčo-
vou roli v normálním vývoji jedince i při 
vzniku různých onemocnění. Regulují 
expresi genů reverzibilní kovalentní mo-
difikací DNA, RNA nebo proteinů (bez 
změny pořadí nukleotidů anebo ami-
nokyselin), které jsou ovšem dědičné, 
a  ovlivňují tak fenotyp, aniž by měnily 
genotyp. Epigenetické mechanizmy se 
uplatňují na celé řadě úrovní (před tran-
skripcí, post-transkripční i  post-trans-
lační), a  jsou tak důležité např. v  mor-
fogenezi, při diferenciaci buněk anebo 
při jejich proliferaci. Mezi epigenetické 
mechanizmy se řadí např. metylace 
DNA, acetylace histonů nebo fosfory-
lace, sumoylace či ubikvitinace různých 
proteinů.

V případě metylace DNA zde máme 
na mysli reakci katalyzovanou DNA 
metyltransferázou (DNMT), která pře-
náší metylovou skupinu (-CH3) ze sub-
strátu S-adenozyl-methioninu (SAM) na 
uhlík cytozinu v pozici 5’, nacházejícího 
se v dinukleotidu CpG, za vzniku 5-me-
tylcytozinu (obr.  1). Metylace cytozinů 
v DNA „tlumí“ expresi genů, přičemž se 
předpokládají dva hlavní mechanizmy –  
přímá interference vazby transkripč-
ních faktorů na DNA a  aktivace histo-
nových deacetyláz (které snižují expresi 
genů ovlivněním kompaktnosti DNA). 

Distribuce CpG dinukleotidů je v rámci 
genomu značně asymetrická, jsou ob-
vykle seskupeny do krátkých úseků, tzv. 
CpG „ostrůvků“, nacházejících se nejčas-
těji v promotorech genů. Ve většině pří-
padů jsou tyto cytoziny nemetylované, 
výjimky tvoří plně metylované ostrůvky 
např. v  některých genech u  ženských 
chromozomů X nebo u imprintovaných 
genů na jedné parentální alele [1].

Abnormální metylace DNA byla dete-
kována i v nádorových buňkách. Ty pa-
radoxně vykazují jednak zvýšenou me-
tylaci (hypermetylaci) promotorů tumor 
supresorových genů [1] blokující expresi 
proteinů důležitých např. při opravě po-
škození DNA nebo apoptóze, na druhé 
straně však i  globálně sníženou me-
tylaci (hypometylaci) genomu vedoucí 
k  vyšší expresi původně utlumených, 
potenciálně nebezpečných genů (např. 
virových nebo imprintovaných genů, 
repetitivních sekvencí atd.)  [2], popří-
padě k chromozomální destabilizaci [3].  
Hypermetylace promotorů byla pro-
kázána např. v  genu kódujícím pro-
tein p16 u různých typů nádorů (karci-
nom mléčné žlázy, žaludku, plic atd.) [4], 
BRCA1 (karcinom mléčné žlázy a vaječ-
níků)  [5], v  genu kódujícím O6-metyl-
guanin DNA metyltransferázu (MGMT) 
v glioblastomech [6], glutation-S-trans-
ferázu [7] nebo VHL (karcinom ledvin) [8]. 

Objevují se důkazy, že metylace DNA 
ovlivňuje i expresi mikroRNA, důležitých 
posttranskripčních regulátorů genové 
exprese [9].

Globální hypometylace DNA byla na-
opak nalezena např. u nádorů prostaty, 
hepatocelulárních karcinomů nebo kar-
cinomu děložního hrdla  [10]. Snížená 
metylace nebo až demetylace může po-
stihnout i  promotory onkogenů. Naše 
skupina prokázala, že demetylace onko-
genu E6 v genomu lidského papiloma-
viru 16 (HPV-16) způsobujícího rakovinu 
děložního hrdla vede k jeho zvýšené ex-
presi, a může tak sloužit jako prediktivní 
biomarker transformace prekanceróz-
ních lézí na karcinom [11]. Analýza me-
tylace DNA proto skýtá obrovský po-
tenciál využitelný např. pro včasnou 
diagnostiku nádorů a případné určení je-
jich invazivity, progrese, metastatického 
potenciálu nebo chemosenzitivity [12].

Současné metody studia  
metylace DNA
Existují metody, které sice dokážou 
kvantifikovat globální metylaci DNA, 
např. HPLC  [13], ovšem neposkytují in-
formace o  konkrétních metylovaných 
pozicích v rámci genomu, a nejsou tak 
vhodné pro funkční analýzy. Budeme 
se proto věnovat pouze těm přístupům, 
které umožňují určit míru metylace kon-
krétního místa v  DNA, tj. obvykle sek-
vence genu nebo jeho promotoru. Velká 
většina z  těchto metod je založena na  
1. použití metyl senzitivních restrikč-
ních endonukleáz, 2. reakci DNA s hyd-
rogensiřičitanem sodným (tzv. bisulfi-
tové konverzi) anebo 3. chromatinové 
imunoprecipitaci s  využitím protilátek 
vůči metylcytozinu. Všechny tyto pří-
stupy byly vyvinuty v  70. a  80. letech  
20. století a  od té doby zaznamenaly 
značný rozvoj.

Restrikční analýza
Metyl senzitivní restrikční endonuk-
leázy (restriktázy) jsou speciální enzymy, 
které rozeznávají a  štěpí konkrétní re-
strikční místa v DNA v závislosti na pří-
tomnosti metylcytozinu. Obvykle jde 
o enzymy štěpící pouze nemetylovanou 
DNA, např. HpaII (rozeznávající a  ště-
pící sekvenci CCGG), BstUI (CGCG) nebo 
HhaI (GCGC), přičemž přítomnost me-

Obr. 1. Metylace cytozinu.
A. DNA metyltransferáza (DNMT) katalyzuje přeměnu cytozinu na 5-metylcytozin. Zdroj 
metylových skupin je S-adenozyl-methionin (SAM), který je konvertován na S-adenozyl-
-homocystein (SAH). B. Metylace cytozinu nastává pouze u CpG dinukleotidů.

A cytozin 5-metylcytozin

B
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thyLight  [19] kombinující MSP (tj. kon-
verzi bisulfitem s následnou amplifikací 
pomocí metyl-specifických primerů) 
a fluorescenční detekci pomocí Taqman 
sondy (DNA oligonukleotid značený 
na jednom konci fluoroforem a na dru-
hém konci zhášedlem). Během PCR Taq
man sonda hybridizuje s  templátovou 
DNA v  rámci amplifikované sekvence, 
přičemž DNA polymeráza během repli-
kace sondu rozštěpí, fluorofor je tím od 
zhášedla oddělen, což vede k  nárůstu 
fluorescence. I když se jedná o metodu 

fikuje bisulfitem konvertovanou DNA 
pomocí metyl-specifických primerů, při-
čemž tyto primery jsou navrženy zvlášť 
pro konvertovanou nemetylovanou 
DNA (která obsahuje uracily, a proto má 
primer více adeninů) a  zvlášť pro kon-
vertovanou metylovanou DNA (pri-
mer obsahuje více guaninů). Amplikony 
jsou následně vizualizovány pomocí ge-
lové elektroforézy. Jedná se o  rychlou 
a citlivou metodu bez nutnosti speciál-
ního příslušenství, není však dostatečně 
kvantitativní. Tou je naopak metoda Me-

tylcytozinu v rozeznávané sekvenci ště-
pení DNA blokuje. Naproti tomu exis-
tují i endonukleázy, které naopak štěpí 
pouze metylovanou DNA, např. McrBC 
rozeznávající a štěpící dvě (G/ A)mC místa 
vzdálená od sebe až 3 kb  [11,14]. Zřej-
mou nevýhodou restrikčních analýz je 
nutná přítomnost daného restrikčního 
místa v analyzovaném genu nebo pro-
motoru. Původní časově i  materiálně 
náročnější Southernovu analýzu štěpe-
ných fragmentů [15] nahradila restrikční 
analýza v kombinaci s kvantitativní PCR 
(qPCR). DNA je nejdřív štěpena vhod-
nou endonukleázou a  následně pouze 
nefragmentovaná DNA (tudíž pouze 
metylovaná anebo nemetylovaná DNA, 
v závislosti na použité restriktáze) je am-
plifikována a  současně kvantifikována 
pomocí qPCR [16].

Další metodou je tzv. MS-MLPA (me-
thylation-sensitive multiplex ligation-
-dependent probe amplification) čili 
kombinace restrikce, ligace a  amplifi-
kace [17]. MLPA test je založen na apli-
kaci dvou oligonukleotidů, které hyb-
ridizují k  přilehlým cílovým sekvencím 
ve zkoumané DNA a pomocí ligázy jsou 
spojeny do jedné sondy. Současně se 
přidává i restriktáza, která štěpí nemety-
lovanou ligovanou DNA. V průběhu ná-
sledné PCR reakce jsou amplifikovány 
pouze neštěpené sondy (obsahující pri-
mer sekvence), které hybridizovaly s me-
tylovanou DNA. Metoda je sice semi-
-kvantitativní, ale umožňuje analýzu 
až 60 různých fragmentů DNA v jediné 
multiplexní PCR reakci pomocí následné 
kapilární elektroforézy, a  to na základě 
různých délek oligonukleotidů (obr. 2).

Bisulfitová konverze
Hydrogensiřičitan sodný (sodium bisul-
fite) deaminuje v sérii kroků cytozin na 
uracil, zatímco metylcytozin je chemicky 
chráněn a zůstává nezměněn. Takto mo-
difikovaná DNA je následně použita jako 
templát pro PCR reakci, přičemž uracil 
je amplifikován jako tymin a metylcyto-
zin jako cytozin (obr. 3). Tím jsou získány 
dvě různé sekvence DNA v závislosti na 
původní metylaci. Tato specifická kon-
verze je základem mnoha technik ana-
lýzy DNA metylace.

Mezi nejpoužívanější patří metylačně-
-specifická PCR (MSP) [18], která ampli-

Obr. 2. Schéma MS-MLPA.
Stanovení metylace restrikčního místa kombinací ligace, štěpení, PCR reakce a kapi-
lární elektroforézy. Základem je vhodný design DNA sond, z níž jedna obsahuje primer X 
a druhá primer Y. U metylované DNA po ligaci proběhne PCR reakce, generující amplikony 
o různých délkách v závislosti na délce původní DNA sondy, které jsou rozlišeny kapilární 
elektroforézou. Nemetylovaná DNA je po ligaci štěpena a amplifikace neprobíhá. 

DNA sondy: fialově – sekvence primerů, červeně – sekvence hybridizující s cílovou DNA, 
zeleně – nehybridizující sekvence o různých délkách pro usnadnění analýzy kapilární 
elektroforézou

nemetylovaná DNA

neamplifikováno

metylovaná DNA

denaturace a hybridizace se sondami

simultánní ligace a štěpení endonukleázami

PCR reakce a analýza fragmentů pomocí kapilární elektroforézy
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Metylovaná DNA je tak zachycena a ne-
metylovaná DNA je následně odmyta. 
Získaná DNA je sekvenována nebo ana-
lyzována pomocí DNA microarrays [22].

HRM analýza
Jednou z poměrně citlivých a nepříliš ná-
kladných metod analýzy metylace DNA 
je MS-HRM (methylation-specific high re-
solution melting) využívající rozdílných 
teplot tání dvouřetězcových DNA v  zá-
vislosti na jejich sekvenci. Podíl párů cy-
tozin-guanin (C-G) a tymin-adenin (T-A) 
obecně určuje pevnost vazby mezi 
dvěma řetězci DNA. Pár C-G je spojen 
třemi vodíkovými vazbami, zatímco T-A 
jen dvěma. Čím vyšší je tedy podíl C-G 
párů v analyzovaném řetězci, tím je vazba 
dvouřetězce silnější a tím vyšší je teplota 
tání, Tm, které je potřeba dosáhnout, aby 
dvouřetězcová DNA disociovala na jed-
notlivé řetězce. Pokud je k detekci DNA 
použito fluorescenční interkalační bar-
vivo, pak je možné srovnat Tm jednotli-
vých dvouřetězců stanovením teploty, 
při které dochází k poklesu fluorescence 

tzv. COBRA analýza (combined bisulfite 
restriction analysis). Po bisulfitové kon-
verzi a  PCR amplifikaci jsou amplikony 
štěpeny restriktázou, která specificky 
štěpí restrikční místo ovlivněné konverzí. 
Elektroforézou v denaturujícím gelu lze 
z poměru štěpených a neštěpených PCR 
produktů zjistit stupeň metylace [21].

Proteiny vázající metylcytozin
Metylcytoziny v DNA mohou být speci-
ficky zachyceny pomocí protilátek vůči 
metylcytozinu, popřípadě s  využitím 
proteinů vázajících metylovou skupinu 
(methyl-binding proteins). V  obou pří-
padech se v  podstatě jedná o  oboha-
cení vzorku o  metylovanou DNA a  její 
následnou analýzu pomocí různých 
metod. Imunoprecipitace metylované 
DNA (methylated DNA immunopreci-
pitation  –  MeDIP) představuje metodu 
globální analýzy metylace. DNA je frag-
mentována ultrazvukem, po denaturaci 
inkubována s protilátkou proti metylcy-
tozinu a následně se sekundární protilát-
kou navázanou na magnetickou kuličku. 

dražší, Taqman sondy zabezpečují vyšší 
specificitu amplifikace.

Bisulfitové pyrosekvenování poskytuje 
relativně přesná data o metylaci jednot-
livých cytozinů, i když pouze u krátkých 
sekvencí do délky cca 250 bází. Po bisulfi-
tové konverzi DNA následuje PCR, u které 
je jeden z primerů biotinylován, a může 
tak být imobilizován na streptavidinových 
kuličkách. Do reakční směsi jsou postupně 
přidávány jednotlivé deoxynukleotidtri-
fosfáty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), přičemž 
v reakční směsi je v daný okamžik příto-
men pouze jeden z  těchto nukleotidů.  
Po inkorporaci komplementárního nuk-
leotidu se uvolní pyrofosfát (PPi), který je 
enzymem ATP sulfurylázou konvertován 
na ATP. ATP je následně využito luciferá-
zou k  oxidaci luciferinu na oxyluciferin, 
čímž dochází k  uvolnění světla, které je 
snímáno kamerou. Nespotřebované nuk-
leotidy jsou na závěr degradovány apy-
rázou a z kuliček odmyty, aby do reakční 
směsi mohly vstoupit jiné nukleotidy [20].

Kombinaci bisulfitové konverze s  re-
strikčními endonukleázami představuje 

Obr. 3. Základy bisulfitové konverze.
A. Cytozin je při reakci s bisulfitem (hydrogensiřičitanem sodným) sulfonován, deaminován, a nakonec při zvýšeném pH desulfonován až 
na uracil, zatímco metylcytozin je nezměněn. B. Stejná primární sekvence DNA se po bisulfitové konverzi a PCR amplifikaci liší v závislosti 
na tom, zda byla původně metylována či nikoliv. Metylcytozin se amplifikuje jako cytozin, zatímco uracil jako tymin.

A B
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pak byla využita k  detekci metylova-
ného virového genu L1 u HPV-16, čímž by 
mohla přispět k přesnější prognostice to-
hoto onemocnění [34,35]. dMS-HRM byla 
využita při detailní analýze metylace pro-
motoru genu kódujícího BRCA1  nebo 
CDKN2B [27,36].

Elektrochemie
Elektrochemie se na rozdíl od výše po-
psaných optických metod zabývá přeno-
sem elektronů mezi studovanou látkou 
a  elektrodou, a  to v  prostředí elektro-
lytu (tj. vodivého roztoku). Studovaná 
látka může elektrodě elektrony ode-
vzdávat (oxidovat se), nebo od elektrody 
elektrony přijímat (redukovat se), při-
čemž se tento přenos elektronů projeví 
změnou sledovaného signálu (obr.  5).  
Výhodou elektrochemie je jednoduchá 
a relativně levná instrumentace, rychlé 
měření a  možnost miniaturizace sys-
tému s paralelní detekcí vzorků. I proto 
je čím dál častěji aplikována v  oblasti 
molekulární onkologie, kde se obvykle 
používá při detekci různých biomarkerů 
(proteinů  [37], DNA  [38,39] nebo mi-
kroRNA  [40]), studiu interakcí DNA 
s proteiny [41] a poškození DNA nízko-
molekulárními látkami [38], ale i při tes-
tování potenciálních protinádorových 
léčiv [42].

metylovaných/ nemetylovaných alel i ve 
vzorku s  nízkým obsahem CpG umož-
ňuje modifikace MS-HRM využívající di-
gitální PCR (dMS-HRM), při níž je vzo-
rek před amplifikací naředěn tak, že je 
následně amplifikována vždy jen jedna 
molekula DNA. Tím se zároveň vyřeší 
i  nerovnoměrná efektivita amplifikace 
metylovaných vs. nemetylovaných DNA  
sekvencí [27].

Od dob těchto pilotních studií se vyu-
žití metodiky MS-HRM postupně rozšiřuje 
a přibývá prací, ve kterých byla úspěšně 
aplikována na detekci metylace promo-
torů genů spojených většinou s  nádo-
rovými onemocněními. Konkrétně byla 
takto popsána metylace promotoru 
genu AKAP12 u karcinomu prostaty [28], 
u pacientek s karcinomem prsu pak byla 
touto metodou detekována např. me-
tylace promotoru genu CST6  [29] nebo 
SOX17  [30]. Yang et al provedli MS-HRM 
analýzu metylace promotorů několika 
genů s funkcí nádorových supresorů, při-
čemž získali zajímavé výsledky, které by 
mohly být využity při včasné detekci kar-
cinomů nosohltanu  [31]. Citlivost me-
tody potvrzuje i  její využití u  pacientů 
s  kolorektálním karcinomem při ana-
lýze metylací cirkulující nádorové DNA 
v periferní krvi [32] nebo ze stolice [33]. 
U pacientek s rakovinou děložního hrdla 

danému rozpadem dvouřetězce a uvol-
něním interkalačního barviva.

Vývoj interkalačních barviv, která ne-
inhibují průběh PCR, a přístrojů s dosta-
tečnou citlivostí zachycujících i  jemné 
změny fluorescence vedl k  využití me-
tody HRM pro detekci jednonukleotido-
vých polymorfizmů v  genotypizačních 
studiích [23,24]. Stejný princip lze využít 
i pro rozlišení mezi metylovanou a ne-
metylovanou alelou, přičemž MS-HRM 
poprvé využili k detekci metylace MGMT 
promotoru Wojdacz et al [25]. V této va-
riantě metody HRM je DNA nejprve 
podrobena bisulfitové konverzi a  poté 
je v  přítomnosti fluorescenčního inter-
kalačního barviva amplifikován analy-
zovaný úsek. Po ukončení amplifikace 
je sledován pokles fluorescence jednot-
livých vzorků při zvyšující se teplotě.  
Ke stanovení procenta metylace vzorku 
je vždy jako standard použita plně mety-
lovaná a plně demetylovaná DNA, které 
jsou smíchány v určitých poměrech a od 
nichž lze stupeň metylace vzorku odečíst 
(obr. 4). Výhodou MS-HRM jsou poměrně 
nízké náklady a  dostatečná citlivost 
pro detekci 0,1% metylace templátu.  
Nevýhodou je, že touto metodou lze zjis-
tit pouze procento metylace dané sek-
vence, ale nikoliv, které konkrétní CpG 
dinukleotidy jsou metylované a  které 
ne. Dále, stejně jako u ostatních metod 
založených na PCR dochází k nerovno-
měrné efektivitě amplifikace metylo-
vané a  nemetylované DNA sekvence, 
kdy nemetylovaná DNA je obecně am-
plifikována s vyšší účinností. Tento pro-
blém je řešitelný upraveným designem 
primerů tak, aby obsahovaly jeden až 
dva CpG dinukleotidy u 5’-konce, čímž 
se stanou o něco specifičtější pro mety-
lovanou alelu. Takto navržené primery 
spolu s optimalizací teploty renaturace 
pak umožní vyrovnání účinnosti PCR 
u metylované a nemetylované DNA [26]. 
MS-HRM lze nejlépe využít pro kvantifi-
kaci metylace u DNA sekvencí bohatých 
na CpG dinukleotidy, které tvoří pouze 
homoduplexy, a  mohou tak být srov-
nány s plně metylovanou/ demetylova-
nou DNA. V případě sekvencí s nízkým 
obsahem CpG (méně než tři) se mohou 
tvořit i heteroduplexy a křivky tání jsou 
potom komplexnější a  obtížněji inter-
pretovatelné. Přesnější stanovení počtu 

Obr. 4. Typický normalizovaný výsledek MS-HRM. 
Fluorescenční profily, získané při zvyšující se teplotě, se liší v závislosti na původním stupni 
metylace amplifikovaného úseku DNA. Křivky tání kontrolních vzorků (metylovaná a de-
metylovaná DNA smíchané v různých poměrech) umožní určit stupeň metylace analyzo-
vaného vzorku.
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nucleic acid) sondu. Tato PNA sonda byla 
komplementární k metylované DNA po 
konverzi bisulfitem (naopak nemetylo-
vaná DNA se po konverzi lišila ve dvou 
nukleotidech, a tudíž nebyla plně kom-
plementární k  PNA sondě). Následně 
aplikovali kladně nabitou elektroak-
tivní značku, která se elektrostaticky vá-
zala na záporně nabitou metylovanou 
DNA daleko více než na nemetylovanou 
DNA (ta s PNA sondou totiž hybridizo-
vala v  mnohem menší míře). Výhodou 
PNA sondy je její elektroneutralita  –  
proto se na ni kladně nabitá značka ne-
vázala, což vedlo ke snížení falešně ne-
gativních výsledků. Metoda ovšem 
nebyla testována na biologických vzor-
cích, a proto zůstává otázkou, jestli bude 
efektivní nejenom u  nádorových linií, 
ale zejména v  klinickém materiálu od  
pacientů.

Naše laboratoř rovněž aplikovala bi
sulfitovou konverzi bez nutnosti použití 
PCR [54]. Metoda spočívá v tom, že me-
tylcytozin je na rtuťových elektrodách 
redukovatelný, zatímco uracil po bisul-
fitové konverzi nikoliv. Metylovaná DNA 
tak po konverzi poskytovala vyšší signál 
než nemetylovaná DNA, přičemž množ-
ství metylcytozinů v  DNA korelovalo 
s velikostí signálu. I tuto metodu je po-
třeba optimalizovat pro její použití v bio
logických vzorcích.

Závěr a výhled do budoucnosti
Studium metylace DNA jakožto epigene-
tické modifikace regulující genovou ex-
presi je nejen zajímavou, ale i  nesmírně 
důležitou oblastí současného onkologic-
kého výzkumu. Čím dál tím více vědec-
kých prací potvrzuje vliv abnormální me-
tylace na expresi důležitých nádorových 
supresorů nebo onkoproteinů, a vývoj no-
vých metod pro analýzu metylace DNA tak 
může vést k efektivnější diagnostice nádo-
rových onemocnění anebo k lepší predikci 
odpovědí na jejich léčbu. Prozatím však 
chybí dostatečně ověřené testy použitelné 
v klinické praxi. Jedním z mála je Epi pro-
Colon –  diagnostický krevní test nedávno 
schválený americkým Úřadem pro kont-
rolu potravin a léčiv pro detekci metylace 
promotoru genu pro Septin 9 u pacientů 
s kolorektálním karcinomem [55].

Protože důležitým faktorem těchto testů 
bude i jejich finální cena, vyvíjejí se i me-

mické značky. Skupina J. Bartonové apli-
kovala popsanou strategii pro studium 
hyperaktivity DNMT1  přímo v  buněč-
ných lyzátech kolorektálního karcinomu, 
přičemž zjistili výrazně vyšší aktivitu 
DNMT1 v nádorové tkáni oproti přilehlé 
zdravé tkáni [45]. qPCR ani Western blot
ting analýza ovšem tuto hyperaktivitu 
nepotvrdily, což autoři vysvětlují vyšší 
senzitivitou elektrochemické metody.

eMethylsorb je nedávno navržený test 
pro rozlišení metylované a  nemetylo-
vané DNA na základě jejich rozdílných 
adsorpčních vlastností. Obě DNA jsou 
modifikovány bisulfitem a následně am-
plifikovány asymetrickou PCR, která vy-
generuje jednořetězcové amplikony 
obohacené buď o guanin (pro metylo-
vanou DNA), anebo adenin (pro neme-
tylovanou DNA). Rozdílné afinity těchto 
amplikonů ke zlatému povrchu elekt-
rody vedou k  větší adsorpci „adenino-
vých“ amplikonů (od nemetylované 
DNA), a tudíž k větší elektrostatické re-
pulzi se záporně nabitou elektroaktivní 
značkou (tj. k  poklesu signálu). Proza-
tím byla metoda testována na DNA z ná-
dorových buněk MCF-7, u které rozlišila 
0%, 10%, 25%, 50%, 75% a 100% stupeň 
metylace [51,52].

Bisulfitová konverze byla použita i pro 
analýzu metylace genu TP53  [53], a  to 
bez použití PCR amplifikace. Autoři ne-
použili DNA sondu, ale její strukturní 
analog složený z  peptidové kostry 
a  DNA nukleotidů, tzv. PNA (peptide 

Bylo rovněž publikováno několik stra-
tegií využívajících elektrochemickou 
analýzu metylace DNA. Nejjednodušší 
je přímé rozlišení cytozinu a  metylcy-
tozinu na povrchu určitých elektrod na 
bázi uhlíku, a  to díky rozdílnému po-
tenciálu jejich oxidace  [43]. Výsledná 
voltametrická křivka (křivka závislosti 
proudu na potenciálu) pak obsahuje 
dva oddělené píky, jeden od cytozinu 
a  druhý od metylcytozinu. Tento pří-
stup, který jako jeden z  mála nevyža-
duje hybridizaci s komplementární DNA, 
ovšem vyžaduje vysoké vstupní kon-
centrace DNA a  neumožňuje lokalizaci 
CpG dinukleotidů v rámci analyzované  
sekvence.

Velice častou strategií je elektroche-
mické sledování aktivity a inhibice me-
tyltransferáz  [44– 50]. Povrch elektrody, 
popřípadě magnetických kuliček je mo-
difikován nemetylovaným duplexem 
DNA obsahujícím restrikční místo pro 
vybranou restriktázu, přičemž jedno 
z  vláken DNA je obvykle elektroche-
micky značeno. V přítomnosti DNMT na-
stává metylace cytozinů v CpG místech 
a následná inkubace s restriktázou vede 
k tomu, že nemetylovaný duplex je ště-
pen, zatímco metylovaný ne. Promytím 
elektrody/ kuliček je odstraněna značená 
část nemetylované DNA, což vede v po-
rovnání s metylovaným vzorkem k po-
klesu signálu. Jednotlivé práce se pak 
liší typem studovaného genu, zvolené 
restriktázy nebo použité elektroche-

Obr. 5. Elektrodový děj.
Příklad elektrodového děje, znázorňující elektrooxidaci železnatého kationtu na povrchu 
elektrody (A). Pomocí cyklické voltametrie (B) se dá sledovat nejenom oxidace (horní pík), 
ale i zpětná redukce třímocného kationtu na dvoumocný (dolní pík). Šipky ukazují směr 
změny potenciálu v čase, monitoruje se proudová odezva. Z velikosti píků se dá stanovit 
koncentrace studované molekuly, např. DNA nebo proteinu.
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tody relativně časově a  laboratorně ne-
náročné, a  tudíž celkově levnější. Mezi 
tyto metody patří jednak MS-HRM, sle-
dující rozdílné teploty tání duplexů DNA 
v závislosti na metylaci konkrétních CpG 
míst, a  různé elektrochemické techniky. 
I  navzdory značnému pokroku ve vý-
voji těchto metod však bude potřeba je-
jich přísná validace v klinickém materiálu.  
Dá se očekávat, že ruku v ruce s dalším po-
krokem ve výzkumu metylace DNA a  je-
jího vlivu na karcinogenezi dojde k  dal-
šímu rozvoji a  využití těchto metod 
v diagnostice a prognostice onkologických  
onemocnění.
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