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SOUHRN

vysledky ziskané pomoci klasickych metod spojit s citlivymi, molekularné patologickymi metodami. Metodou, ktera spliiuje pozadovana kritéria, je multiplexni
na ligaci zavisla PCR reakce (MLPA) zaloZena na multiplexni PCR reakci. Touto metodou jsou detekovany jak zmény v poctu kopii genu, tak i metylacni status
DNA ve specifickych oblastech a v neposledni fadé i bodové mutace. MLPA reakce je pouzitelna i na vysoce fragmentované DNA. Zaroven se jedna o metodu
robustni, kterou Ize provadét na standardnich termocyklerech, fluorescencni znaceni vyzaduje analyzu pomoci automatického sekvendtoru. V jedné reakci Ize
testovat az 50 genetickych markerd, coz je pocet, ktery umoznuje diagnosticky a prognosticky zavér. Vsechny tyto vlastnosti vedou k rutinnimu vyuziti MLPA
analyzy nejen pri diagnostice, ale i ve vyzkumu nadoru. Predkladany clanek si klade za cil popsat jednotlivé typy MLPA reakci, jeji vyhody, ale i potenciélni Gskali.
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Molecular pathological profiling of selected tumors of the central nervous system using the MLPA
method

SUMMARY

The current progress and increasing knowledge about the genetic causes of cancer opens up new possibilities for its treatment. However, it is necessary to
combine the results obtained using classical pathological methods with sensitive, multiplex molecular pathological methods. The method that meets the
required criteria is MLPA based on multiplex PCR reaction. This method detects both changes in gene copy number and DNA methylation and, last but not
least, point mutations. The MLPA reaction is applicable to even highly fragmented DNA. At the same time, it is a robust method that can be performed on
standard thermocyclers, the fluorescent tip label requires automatic sequencers. Up to 50 genetic markers can be tested in one reaction, a number that allows
a diagnostic and prognostic conclusion. All these features lead to the routine use of MLPA analysis not only in diagnosis but also in cancer research. The present
article aims to summarize the different types of MLPA reactions, its benefits, but also the potential pitfalls.
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Metoda multiplexni na ligaci zavislé PCR (MLPA) byla vyvinu- misténych po celém genomu, v zavislosti na konkrétnim panelu

ta firmou MRC-Holland a poprvé popsana v roce 2002 (1). PU-
vodnim zdmérem metody bylo sledovat zmény v poctu kopii
segmentl DNA, takzvanych CNV Copy Number Variation (CNV),
tedy delece nebo naopak duplikace v sekvenci DNA. Pozdé-
ji MLPA analyza umoznila, za pomoci metyla¢né senzitivniho
restrikéniho enzymu, charakterizovat miru metylace ve sledova-
nych oblastech. Pomoci MLPA reakce Ize také detekovat vybra-
né bodové mutace.

Metoda MLPA je zalozena na principu PCR. Amplifikovan ale
neni sledovany Usek DNA, nybrz sondy, které do cilovych sek-
venci hybridizuji. Specifita reakce je zajisténa pouzitim dvou
sond. V jedné reakci je mozné analyzovat signdl az 50 sond
najednou. Sondy hybridizuji do specifickych oblasti gent roz-
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vysetieni. Jednotlivé sondy detekuji oblasti 50-100 nukleotidd
dlouhé, coz umoziuje vyuziti této metody i na vysoce fragmen-
tovanou DNA. Zaroven tato vlastnost umoznuje detekci malych
deleci, které mohou ¢asto zasahovat jednotlivé exony vysetio-
vanych gen (1). Touto metodou Ize tedy vy3etfit celé spektrum
marker(, od genetickych predispozic k dédi¢nym onemocné-
nim az po profilovani nadord. Firma MRC-Holland nabizi vice
nez 400 panell pro specificka vysetieni genetickych zmén.

Predkladany clanek vychazi z review autord Homig-Holzel
a Savola z roku 2012 (2).

MLPA V PETI KROCIiCH

Pribéh MLPA reakce Ize rozdélit do péti samostatnych kroku.
Prvnim krokem je denaturace DNA pfi teploté 98 °C, pfi niz do-
chézi k rozvolnéni vodikovych vazeb dvousroubovice. Druhym
krokem je hybridizace neboli navdzani sond na specifické Useky
genl. Pfiddvané sondy jsou slozené z nékolika ¢asti. Vzdy obsa-
huji univerzalni PCR primer, jehoz sekvence se nevyskytuje v lid-
ském genomu. Druhou ¢asti sondy je sekvence specifickd ke sle-
dovanému genu. Posledni ¢asti sondy je ,stuffer” sekvence, jejiz
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