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Abstract

High Resolution Melt (HRM) analysis is a
novel, homogeneous, close-tube, post-PCR method,
allowing molecular biologists and genomic
researchers to analyze genetic variations (SNP,
mutations, methylations) in PCR amplicons. HRM
gives characteristics of nucleic acid based on their
disassociation (melting) behavior. Due to the ease
of use, simplicity, flexibility, low cost,
nondestructive nature, superb sensitivity, and
specificity, HRM analysis is quickly becoming the
tool of choice to screen patients for pathogenic
variants.
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UvVOoD

Vysoko-rozliSovacia  analyza  kriviek
topenia je nova metoda zavedena v roku 2003.
Vznikla pri spolupraci medzi Wittwer Laboratory
for DNA Analysis a University of Utah and Idaho
Technology, Inc. [1].

Topenie dvojvlaknovej DNA sa dalo
sledovat’ stanovenim absorbancie pomocou UV
spektrofotometra uz v 60-tych rokoch 20-teho
storo¢ia [2]. Tato analyza vSak si vyZadovala az
nickol’ko desiatok mikrogramov DNA, trvala
nieckol’ko hodin a vzorka DNA sa pritom pomaly
zohrievali v intervale od 0,1 do 1,0 °C/min [1].
Stcéasna analyza topenia vyuziva pristroje zalozené
na merani fluorescencie [3], ¢o predstavuje
citlivej§i sposob. Mnozstvo DNA potrebné na
analyzu predstavuje iba niekol’ko desiatok
nanogramov PCR produktu. Fluorescencna analyza
topenia DNA sa stava popularnou od roku 1997,
ked bol vyvinuty novy typ termocykléra: Real-
Time PCR Light Cycler. Vyuziva malé objemy
vzoriek, poskytuje lepSiu kontrolu teploty, topenie

prebieha rychlejsie pri 0,1 — 1,0 °C/s, tym sa
skracuje Cas samotnej analyzy na niekolko mintt
[1].

Vysoko-rozliSovacia  analyza  kriviek
topenia je jednoduché rieSenie pre sledovanie
mutacii v §truktare DNA a porovnavanie sekvencii.
profil tavenia produktu PCR (Polymerase Chain
Reaction — biochemicka technoldgia v molekulove;j
biologii, pri ktorej vznikd niekol'ko tisic aZ
milionov kopii urcitych tsekov DNA) zavisi od
pritomnosti nukleotidov GC (Guanin, Cytozin),
dizky skiimaného useku, sekvenéného usporiadania
a komplementarity. Zmeny v Struktire DNA je
mozné sledovat’ pomocou saturacnych farbiv, ktoré
fluoreskuji v pritomnosti dvojvldknovej DNA.
Struktiru DNA, pri vac8ine variantov, je mozné
stanovit  zteploty tavenia produktov PCR.
Skenovanie mutacii a zodpovedajuce sekvencie
zavisia od sekvenénych rozdielov v heteroduplexe
(Gtvar vzniknuty spojenim dvoch jednoret'azcovych
vlakien DNA, ktoré pochadzaji pévodne z dvoch
odlisnych molekul). Vysoko-rozliSovacia analyza
kriviek topenia ma oproti inym metédam niekol’ko
vyhod. Vd'aka svojej jednoduchosti a rychlosti je
vhodnd pre vyskumné laboratéria ako rychla
alacnd metdda na predpovedanie terapeutickej
odpovede [3].

Analyza kriviek topenia

Analyza kriviek topenia spoliva Vv
stanoveni disociacnych vlastnosti dvojvlaknovej
DNA pocas zahrievania. So zvySujicou sa teplotou
zacina dvojité vlakno disociovat, ¢o vedie k narastu
absorbancie - hyperchromicite.

Zhromazdené informéacie mozu indikovat
pritomnost a identitu  single-nukleotidovych
polymorfizmov (SNP). Kym GC parovani su
pritomné tri vodikové vidzby, pri AT (Adenin,
Tymin) parovani stipotrebné¢ iba dve vdzby. DNA s
vys$im obsahom GC, ¢i uz z dévodu jeho zdroja
alebo, ako uz bolo uvedené, v dosledku SNP, bude
mat’ vysSiu teplotu topenia ako DNA s vySSim
obsahom AT [3].

Analyza kriviek topenia poskytuje tiez
dolezité informacie tykajice sa interakcie DNA
s molekulami. Molekuly zname ako interkalatory
(napr. farbivo viaZzuce sa na DNA) sa moézu
nachadzat’” medzi parmi baz DNA a komunikovat
prostrednictvom ,,pi stacking-u“ (nekovalentné
interakcie). To ma pozitivny vplyv na stabilitu
Struktiry DNA, ¢o vedie k zvySeniu jej teploty
topenia (rovnako ako aj zvySena koncentracia soli).
Naopak, negativny vplyv na stabilitu DNA moze
mat pH, ¢o mdze viest k znizeniu jej teploty
topenia [2].
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Realizacia

Energia potrebna k preruSeniu interakcie
baza-baza - vodikovych vidzieb medzi dvoma
retazcami DNA - zavisi od ich dizky, GC obsahu a
ich komplementarity. Zahrievanim reak¢nej zmesi,
ktora obsahuje sekvencie dvojvldknovej DNA a
meranim disociacie oproti teplote, mézu byt tieto
atribtty odvodené [3].

Disociaciu dvoch DNA retazcov v
zavislosti od teploty je mozné stanovit’ s pomocou
interkala¢nych farbiv (vid’ obr. 1). Medzi najviac
pouzivané interkalacné farbiva patria SYBR green
(pouzivany od r. 1997 [1]), EvaGreen, Etidium
bromid (EtdBr), PicoGreen alebo farbivom znacené
DNA sondy (ide o fragment DNA s dizkou
niekol’ko 100-1000 baz suréitym sekvenénym
poradim nukleotidov, ktory je pouZivany v DNA
vzorkach na detekciu sekvenéného poradia
nukleotidov  DNA, priCom sa uplatiuje princip
komplementarity).  Disociacia ~DNA  pocas
zahrievania s pouzitim interkalacnych farbiv je
sprevadzana znizenim fluorescenie vzorky [3].

Obr. 1. Interkalécia indukujtca Strukturadlnu
deformaciu. Vlavo: DNA s normalnym retazcom.
Vpravo: retazec DNA s interkalacnym farbivom na
troch miestach (Cierne oblasti). Zdroj [4]

Pripadne sa na stanovenie sekvencného
poradia nukleotidov DNA pouziva
juxtapoziciovana sonda (farbivo a ,zhasac*
intenzity fluorescencie su tesne vedla seba).

V stcasnosti st na trhu dostupné farbiva
ako LCGreen I a LCGreen Plus, farbivo od firmy
ROCHE a SYTO 9, ktoré sa javia ako najcitlivejSie
(vid’ obr. 2) [5].
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Obr. 2. Porovnanie citlivosti roznych
interkala¢nych farbiv. Zdroj [5].

Z grafu reprezentujiceho prva negativnu
derivaciu krivky topenia moézeme [lahSie urcit
teplotny ,,pin-bod* (50% molekul je disociovanych)
na zaklade takto vzniknutych pikov (vid obr. 3) [3].
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Obr. 3. Graf reprezentujuci prvu negativnu
derivaciu krivky topenia a ,,pin body*. Os x: teplota
T, y: derivacia —dF/dT, F-fluorescencia. Pristroj:
Line-Gene K, Bioer Technology

Aplikacia

Koncom 90-tych rokov sa analyza
produktov s pomocou SYBR green a dalsich
$pecifickych fluoreskujiacich farbiv alebo sond
zaloZzenych na baze kriviek topenia stala takmer
vSadepritomna. Vyuzivanie tychto sond je rozsirené
pri detekcii jedno-nukeotidovych polymorfizmov
(SNP), pricom na =zaklade vzorovych kriviek
topenia vzniknutych disociaciou produktu mézeme
rozli§it  vzorky: homozygot - divoky typ,
heterozygot alebo homozygot - mutantny typ (vid’
obr. 4) [4].

Obr. 4. Vzorové krivky topenia pre rozliSenie SNP.
Zdroj [6].

V sucasnosti vd’aka novym pristrojom
s vysokym rozliSenim a s vyuzitim fluoreskujucich
farbiv je mozné vykonat’ rychlu a relativne lacnt
analyzu skumanych amplikonov (iseky DNA
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ohraniCené  presne  stanovenymi  primermi
(nevyhnutna cast DNA potrebna k replikacii
DNA)). Odporucané dostupné pristroje na trhu
vhodné na tGto analyzu si: Applied Biosystems
7500 Fast System a 7900HT Fast Real-Time PCR
System, Idaho Technology's LightScanner (prvy
platnickovy pristroj), Qiagen's Rotor-Gene a
Roche's LightCycler 480. Na trhu st pontkané aj
pristroje dalSich znaCiek ako napr. Line-Gene
K Fuorescence Quantitative PCR Detection System
od Bioer Technology [3].

ZAVER

Vysoko-rozliSovacia  analyza  kriviek
topenia detekuje malé rozdiely v sekvencii PCR
fragmentov len na =zaklade priameho tavenie.
Krivky topenia mozno pouzit pre skenovanie
mutacii, sekvencné priradovanie a mutliplex
genotypizacie — su to analyzy, ktoré predtym
vyzadovali spracovanie produktov PCR
elektroforézou alebo iné nehomogénne prostriedky.
Kvolitomu, aaj vdaka jej rychlosti a
jednoduchosti, popularita tejto metddy stale rastie.

V literature existuje vela vyskumnych a
klinickych prikladov [7], ktoré poukazuji na
vyuzitie vysoko-rozliSovacej analyzy kriviek
topenia. Ked’ze tato metdda je relativne ,,mlada“
stale sa odstranuji jej nedostatky a zaroven sa
poukazuje na nové moznosti jej vyuzitia.
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