Chem. Listy 110, 655-657 (2016)

TECHNOLOGIE DIGITALNI PCR
PRO VYSETRENI DELECNIHO
POLYMORFISMU V GENU GSTM1

MARTIN BERANEK™?, ZDENEK FIALA®, JAN
KREMLACEK®, VLADIMIR PALICKA®
a LENKA BORSKA"

“ Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Lékarskd fakulta
Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Hradec Kradlove,
Sokolskd 581, 500 05 Hradec Krilové, " Katedra bioche-
mickych ved, Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové,
¢ Ustav hygieny a preventivni mediciny, * Ustav patologic-
ké fyziologie, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, Univerzi-
ta Karlova v Praze

beranek@lfhk.cuni.cz

Doslo 12.5.16, ptijato 20.5.16.

Klicova slova: digitalni PCR, GSTM1, polymorfismus,
genotoxicita, delece, nulova alela

Uvod

Glutathion S-transferasa M1 (GSTM1; EC 2.5.1.18)
je cytosolicky enzym, ktery se katalyticky podili na bio-
transformaci xenobiotik v mnoha lidskych tkanich. Tento
konjugacéni enzym je kédovan genem GSTM]I lokalizova-
nym na 1. chromosomu v pozici 1p13.3. Gen je soucasti
genového klastru o velikosti 100 kb, jenz se sklada z péti
vzéjemné¢ homolognich gentt GSTMI-GSTMS5. Piiblizné
polovina lidské populace obsahuje rozsahlou deleci 20 kb
zahrnujici kompletni gen GSTM]I (cit."?). Tato delece pod-
minuje nulovou alelu, GSTM1*0; bézna populacni alela se
oznacuje GSTM1*].

Nulovy genotyp GSTM1*0/*0 zptsobuje diky absenci
funkéniho enzymu vyrazné€ pomalej§i eliminaci karcino-
gennich latek z organismu. Je proto povazovan za rizikovy
geneticky faktor pii rozvoji aplastické anémie’, malignich
nadort jater*, plic®, stiev®, hlavy a krku’. Zvysené riziko
malignich procesti souvisi zejména s vyS§imi koncentrace-
mi genotoxickych aduktl vznikajicich mezi derivaty poly-
cyklickych aromatickych uhlovodikti (PAU) a molekulami
DNA. Tvorba téchto aduktl je vystupiiovana u osob s nu-
lovym genotypem vystavenych dlouhodobé expozici PAU
(cit.*'%), véetng silnych kutaka''.

Prekvapivé malo studii se zabyva riziky PAU u hete-
rozygotnich nosici alely GSTM1*0, ptestoze i u nich byla
zaznamenana zvysend genotoxicita a mutagenita'>. Nedo-
statek t&chto studii je zplisoben predevS§im analytickymi
divody. Doposud pouzivané vySetfovaci metody zalozené
na polymerasové fetézové reakci (PCR) jsou schopny vel-
mi obtizné odliSit osoby s heterozygotnim genotypem
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GSTM1*0/*1 od jedinct GSTM1*1/*1. Vyjimkou je kvan-
titativni real-time PCR, pfi které lze niz§i pocet genovych
davek GSTM1 urcit z vyssiho poctu reakénich cyklu po-
ttebnych k prekonani meze detekce (Ct, cycle threshold).
Pro dostate¢nou spolehlivost této metody je vSak nutna
velmi dobra kvalita extrahované DNA, vysoka ucinnost
PCR, normalizace vysledku analyzy GSTMI vici genim
s konstantnim pocétem kopii v diploidnich bunkéach a sofis-
tikované matematické algoritmy k vyhodnoceni piisluSné-
ho genotypu. Piesto byvaji vysledky u 1-3 % analyzova-
nych vzorkd uzavirany jako nehodnotitelné'*'*,

Cilem nasi studie bylo navrhnout pracovni postup pro
jednoznacnou a spolehlivou genotypizaci GSTM1 pouZitel-
nou v molekularni diagnostice. Pro tento ucel byla vybrana
technologie digitdlni PCR (dPCR), pfi niZ se provadi abso-
lutni kvantifikace molekul templatové DNA. Pii dPCR je
kazdd molekula DNA individudln€ amplifikovdna
v prislusném reakénim segmentu — jamce, mikrokomdrce
¢i v kapicce vodné faze rozptylené v oleji (podle systému
a jeho vyrobce). Pokud v daném segmentu doslo
k amplifikaci, je diky pfitomnosti hydrolyza¢nich ¢i hybri-
dizacnich sond ve smési zachycen na detektoru pozitivni
fluorescencni signal, tento segment je v softwaru oznacen
Cislici 1. Neni-li v segmentu pfitomna molekula templatu
a nedoslo k jeji amplifikaci, je kazdy takovy segment hod-
nocen Cislici 0. Celkové mnozstvi pozitivné hodnocenych
segmentli odpovida absolutnimu poctu templatovych mo-
lekul DNA ve smési, ktery se nasledné vztahuje na prislus-
nou objemovou jednotku. V piipadé heterozygota
GSTM1*0/*¥1 by mnozstvi templatovych molekul DNA
obsahujicich jeden funkcni gen GSTM1 (tedy jednu geno-
vou davku) mélo byt poloviéni nez u homozygotl
GSTMI1*1/*] se dvéma genovymi davkami.

Experimentalni ¢ast

Vysetfovany soubor tvofilo 50 extraktdi genomové
DNA ziskanych od 25 muzii a 25 Zen s medianem véku
47 rokt (rozsah 2082 rokt). K extrakci DNA z krevnich
bun€k byla pouzita souprava QIAamp DNA Blood Mini
Kit, Qiagen, SRN. Studie byla schvalena Etickou komisi
Lékatské fakulty UK v Hradci Kralové a kazdy ucastnik
podepsal pred svym zafazenim informovany souhlas.

Ke genotypizaci bylo pouzito zatizeni QX100 Droplet
Digital PCR System, Bio-Rad, USA. Amplifika¢ni smés
(25 pl) obsahovala 12,5 pl 2x koncentrovaného ddPCR
Supermixu (Bio-Rad, USA), 100 ng genomové DNA, am-
plifika¢ni primery ve finalni koncentraci 900 nmol I
a hydrolyzaéni sondy o koncentraci 250 nmol 1", Pro hod-
noceni amplifikace byl pouzit program QuantaSoft verze
1.7.4 (Bio-Rad, USA). Absolutni mnozstvi GSTM1 bylo
nasledné normalizovéano vici f-globinovému referenénimu
genu, ktery v kazdé diploidni butice disponuje dvéma ge-
novymi davkami.

Sekvence primerti a sond byly nasledujici: pfimy (forward)
primer pro GSTM1 5’-CACCTGCATTCGTTCATGTGAC-3’,
reverzni primer pro GSTMI 5’-AAGCAAGAGCAGA-
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GAGGAGAC-3’, hydrolyza¢ni sonda pro GSTM1 5’-FAM-
TTCAGTCCTGCCATGAGCAGGCACABHQI1-3’, pfimy
primer pro f-globin 5’-GAGGGTTTGAAGTCCAA-
CTCCTAA-3’, reverzni primer pro f-globin 5’- CAGGG-
TGAGGTCTAAGTGATGACA-3’ a hydrolyzacni sonda
pro p-globin 5>-HEXCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGA-
CAGGT-BHQI-3".

K porovnani dat odpovidajicich jednotlivym genoty-
pum byl pouzit Studentlv ¢ test. Rozdily byly povazovany
za statisticky vyznamné pii hodnotach P<0,05.

Vysledky a diskuse

Digitalni PCR provedena ve vice nez desetitisici kapi-
¢ek vodné faze rozptylenych v oleji (droplet digital PCR)
umoznila uréeni genotypu v genu GSTM1 u vSech vySetre-
nych osob. Zaznam analyzy DNA pomoci dPCR
a hodnoceni podle poctu kapicek s probehlou amplifikaci
genu GSTM1 je zobrazen na obr. 1.

U péti osob s genotypem GSTMI*1/*] byl pomér
poctu kopii GSTM1 vici f-globinovému genu 1,01£0,02.
Tento vysledek odpovidal pfitomnosti dvou funk¢nich alel
genu GSTM1, resp. dvéma jeho genovym davkam v di-
ploidnich buiikdch. Heterozygotni jedinci s genotypem
GSTM1*0/*¥1 (n=23) méli v bunikach jen jednu funkéni
alelu GSTM1*1, proto byl u nich zjistén pomér genovych
davek GSTM1/B-globin 0,50+0,03 (P<0,001). A kone¢né,
jedinci s genotypem GSTMI*0/*0 (n=22), tedy s deleci
pfitomnou na obou parovych chromosomech, nevykazova-
li pfi digitdlni PCR Z4dné zndmky amplifikace genu
GSTM1.

Prevalence rizikové alely GSTMI*0 byla v naSem
souboru osob 67 % a korespondovala s vysledky zjistény-
mi v jinych studiich'>'. Frekvence jednotlivych genotypi
GSTMI1*1/*1 (10 %), *0/*1 (46 %) a *0/*0 (44 %) odpo-
vidaly Hardy-Weinbergové rovnovaze.
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Obr. 1. Zaznam analyzy DNA provedené pomoci dPCR pro
rizné genotypy GSTMI. G predstavuje pocet kapicek
s amplifikaci genu GSTM! a B pocet kapicek odpovidajici ampli-
fikaci f-globinového genu
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Digitalni PCR lze povazovat za techniku, ktera doka-
ze jednozna¢né urcit piislusSny genotyp v ramci dele¢niho
polymorfismu v genu GSTMI. Piedpokladame, ze jeji
unikatni schopnost selektivni amplifikace jednotlivych
molekul DNA bude v budoucnu vyuzitelnd i k analyze
dalsich rozsahlych deleci, napt. v genu GST71 pro nadoro-
vou diagnostiku'®, JAGI u Alagillova syndromu'®, FECH
u porfyrii'’, DSG4 u  hypotrichoz'®, HOILI
u imunodeficitt'®, PHI u primami hyperoxalurie®,
POLR3B u leukodystrofie’’ nebo ABCC2 u Dubin-
Johnsonova syndromu®’. Vysetfovaci piistup zaloZeny na
digitdlni PCR byl jiz Gspé€$né pouzit k diagnostice ztrat
heterozygosity v onkosupresorovych genech NF/
a BRCA2 (cit.>?%).

Zavéry

Digitalni PCR je vhodnou a spolehlivou technologii
pro urceni genotypu v ramci delecniho polymorfismu
v genu GSTM1, jenz koéduje cytosolicky enzym dilezity
pro biotransformaci xenobiotik.

Tato studie byla financné podporena prostredky pro-
jektii PRVOUK P37/09 a P37/11 Lékarské fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.
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Glutathione S-transferase M1 is a cytosolic enzyme
important for the biotransformation of xenobiotics in vari-
ous human tissues. The aim of this study was to perform
genetic analysis of deletion polymorphism in the GSTM1
gene by using the technology of digital PCR. For genotyp-
ing, the QX100 Droplet Digital PCR System was used.
The absolute quantity of GSTMI copies was normalized to
the f-globin reference gene. In our experimental group, the
prevalence of GSTM1I*0 null variant was 67 %. Frequen-
cies of GSTMI*1/*]1 (n=5), GSTMI1*0/*] (n=23), and
GSTM1*0/*0 (n=22) genotypes were 10 %, 46 %, and
44 %, respectively. Digital PCR seems to be an available
and reliable technology for GSTMI deletion polymor-
phism genotyping.



