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SOUHRN

Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) se nachazeji v lidském genomu s frekvenci jednoho polymorfniho mista na
1000 bp. Proto SNPs predstavuji nejbéznéjsi formy polymorfismU lidského genomu a jsou ¢asto vyuZzivany jako gene-
tické markery v populacnich studiich. Technologie LabMAP Luminex predstavuje univerzalni ¢ipovou platformu zalo-
zenou na vyuziti fluorescenéné znacenych polystyrenovych mikrosfér, kieré slouzi jako nosi¢e pro oligonukleotidové
sondy. Systém LabMAP Luminex umoznuje detekovat 100 rliznych genovych lokusd v ramci jednoho vzorku. Firma
Marligen vyvinula kit SNP-Y Identification System pro analyzu SNPs lokalizovanych na Y chromosomu s pouZzitim
pfistroje Luminex. Kit umozZiiuje detekovat 43 SNPs vcetné lokusu pro amelogenin, ktery je zahrnut jako marker pro
oveéreni pohlavi. Timto kitem jsme testovali 30 muzii z jiznich Cech a Moravy (15 muzu z Jindfichova Hradce a 15 muzu
z Trebice). Do souboru byli zafazeni nepribuzni muzi, jejichz otcové se narodili v pfislusSném regionu.

Genomicka DNA byla izolovana z periferni krve muzl. Sledované polymorfni lokusy byly amplifikovany multiplex PCR
a fluorescencné znaceny. Znac¢ené PCR produkty byly néasledné hybridizovany s alelicky specifickymi sondami imobi-
lizovanymi na povrchu mikrosfér. Smés hybridizovanych mikrosfér byla analyzovana pfistrojem Luminex 100 System,
ktery kvantifikuje integralni intenzitu fluorescence ve vzorku.

Cilem této studie byla optimalizace technologie Luminex pro analyzu SNPs polymorfismi a stanoveni haploskupin na
zékladé detekovanych SNPs u vybranych muzd. Tyto haploskupiny mohou vypovidat o pdvodu a stafi populace,
migracénich smérech, historickych udalostech atd. Z celkového poétu 42 SNPs byly zjistény rlzné alelické frekvence
u 10 polymorfismG. Pro SNPs M45, M207 byly pozorovany podobné ¢etnosti obou alel. V polymorfismech M42, M94,
M168 byla u v§ech muzi nalezena pouze odvozend alela. U ostatnich SNPs byla detekovana vzdy plvodni alela. Ve
vzorcich z TrebiCe bylo stanoveno 6 rliznych haploskupin, zatimco ve vzorcich z Jindfichova Hradce byly uréeny pouze
4 haploskupiny. V obou skupinach previadala haploskupina R, charakteristicka pro Evropu a severozapadni Asii.
Klicova slova: Luminex, mikrosféry, SNP, Y-chromosom, Trebi¢, Jindfichtv Hradec.

SUMMARY

Bruchova H., Kraémarova A., Cerny V., Brdi¢ka R.: Using LabMAP Luminex Technology for SNP Detection

One single nucleotide polymorphism (SNP) is estimated to occur approximately in every 1000 bp of the genome. So
SNPs are the most prevalent genetic variations in human genome and they may serve as markers in genetic studies of
human population. LabMAP Luminex technology represents a powerful array platform using fluorescent polystyrene
microspheres as a solid support for oligonucleotide probes. The LabMAP Luminex system is capable to detect 100
different analytes simultaneously in a single sample. Company Marligen has developed SNP-Y Identification System
for SNP profiling of the Y chromosome on Luminex instrument. The kit enables to determinate 43 SNPs including
amelogenin marker to verify gender. Using the kit we tested 30 males from Southern Bohemia and Moravia (15 males
from Jindfichdv Hradec and 15 males from Trebi€). The selected males were born in the region as well as their fathers.
Genomic DNA was isolated from peripheral blood of the males. Studied polymorphic loci were amplified by multiplexed
PCR and labelled with fluorescent tag. Labelled PCR products were hybridized to allele-specific probes immobilized on
beads. The bead mixes were analyzed by Luminex 100 System that measured integral intensity of sample fluorescence.
The aims of the study were an optimalization of Luminex technology for SNP detection and a determination of haplogroups
according to identified SNPs in males. The haplogroups may reflect origin and age of population, migration routes,
history events etc. Out of 42 tested SNPs we identified different allelic frequencies in 10 polymorphisms. SNPs M45,
M207 demonstrated similar frequencies of both alleles. In M42, M94, M168 we observed only derived allele. In the rest
of the SNPs in all Y-chromosomes ancestral alleles were detected. Although in the Trfebi¢ group we determinated 6
different haplogroups, in the JindfichGiv Hradec group only 4 haplogroups were observed. However in both groups the
predominant haplogroup was R that is typical for Europe and North-western Asia.

Key words: Luminex, bead array, SNP, Y-chromosome, Trebi¢, Jindfichlv Hradec.

Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)

Genomicka DNA kazdého jedince se lisi v drobnych
odchylkach, které jsou klasifikovany jako polymorfismy
¢i mutace. Pokud by byly nahodné vybrany dva lidské
genomy, mira jejich vzajemné shody v sekvenci DNA
bude dosahovat 99,9 %. Pravé zbyvajici 0,1 % zahrnu-
je polymorfismy, jejichZ nejjednodussi a nejbéznéjsi for-
ma jednonukleotidovych zamén je oznacovana jako

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (1). Tyto SNPs
jsou vhodné pro genetické studie, nebot jsou stabilni
a roztrouSeny po celém lidském genomu s frekvenci
jednoho polymorfniho mista na 1000 bp v nekédujicich
oblastech (v kodujicich oblastech pfipadne jednonukleo-
tidova diference na kazdych 1200 bp). Doposud bylo
v lidském genomu identifikovano vice néz 1,4 milion(
téchto jednonukleotidovych zameén. Ackoliv pred 20 le-
ty nebyl SNPs pfikladan zadny vyznam, dnes tyto po-



lymorfismy nachazeji uplatnéni pfi studiich v mnoha véd-
nich oborech. V oblasti mediciny slouzi SNPs jako ge-
netické markery pfi mapovani gend zodpovédnych za
rlizné patologie (napf. hypertenze, koronarni onemoc-
néni, diabetes, schizofrenie), intenzivné se také studu-
ji ve farmakogenomice. Pro evoluéni biologii predsta-
vuji vhodny nastroj pffi srovnavani lidského genomu s ge-
nomem lidoop (Simpanz, gorila), k posuzovani jejich
vzajemneé odliSnosti a shody.

Zvlastni vyznam maji bialelické SNPs na patrili-
nearné dédéném Y chromosomu, zvlasté v tzv. NRY
oblasti (Nonrecombinig Y Chromosome), nebot jejich
variabilita vykazuje vyraznou zavislost na geografické
poloze. Za jednu z pfi€in této korelace se povazuje tzv.
fenomén patrilokality, tedy skute¢nost, ze muzi zUsta-
vali po shatku vétSinou v misté svého rodisté, zatimco
jejich novomanzelky je nasledovaly, a své rodné més-
to tak opustily. Studie prokazaly az 8krat vySSi migraci
zen oproti muzdim (2).

Nelze opomenout vyraznéjsi plisobeni genetického
driftu, nebot efektivni velikost populace je ve srovnani
s kterymkoliv autosomem ¢tvrtinova. NRY oblast pred-
stavuje 95 % Y chromosomu, a proto neni mozné, aby
dochazelo k rekombinacim. Témér veSkeré zmény
Y chromosomalni DNA tedy vznikaji v dusledku mu-
taCnich udalosti. Téchto souvislosti a specifickych viast-
nosti'Y chromosomu vyuziva zvlasté populacéni geneti-
ka, ktera hleda ve spolupraci s historii, archeologii
a lingvistikou odpovédi na otazky tykajici se plvodu
a vzajemné piibuznosti jednotlivych populaci, pavodu
a obdobi osidleni kazdého z kontinentd, prlibéhu migra-
ci, jejich rozsahu a dopadu. Je znamo, ze nékteré alely
pfislusnych polymorfismud jsou kosmopolitné zastou-
peny, a tedy z evolu¢niho hlediska patfi k nejstarSim.
Jiné alely, jejichz vznik je datovan do mladSich obdo-
bich, byvaji ve svém vyskytu omezeny pouze na urci-
tou lokalitu, a proto mohou predstavovat specificky
marker pro populaci obyvajici pfislusné uzemi. Poly-
morfismy v NRY oblasti tedy nasly své uplatnéni nejen
v evoluéni biologii a populaéni genetice, ale také v kri-
minalistice. Pfestoze SNPs nemohou slouzit k indivi-
dualni identifikaci, jako je tomu v pfipadé STRs (Short
Tandem Repeats), jejich vyznam diky korelaci se ze-
meépisnou polohou spociva v predikci populacni, pfipad-
né narodnostni pfislusnosti (3).

Technologie LabMAP Luminex

Globalni studium genomu umozriuje fada modernich
technologii véetné tzv. bioCipl. V sou¢asné dobé jsou
na trhu k dispozici rdzné typy €ipt pro nejrliznéjsi apli-
kace v molekularni biologii. Univerzalni a velmi vykon-
nou Cipovou technologii pfedstavuje LabMAP Luminex
System (Luminex MultiAnalyte Profiling Technology),
ktery patfi mezi tzv. kulickové mikroCipy (bead arrays)
(4). Tento systém Ize vyuzit pro kvalitativni i kvantita-
tivni analyzy nejen nukleovych kyselin, ale i proteind.
Technologie Luminex je zajimava tim, ze jako nosice
sond zde slouzi polystyrenové mikrosféry o priméru
5,6 pm.
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Fig. 1. The LabMAP Luminex technology uses 5.6 micron polysty-
rene microspheres which are internally dyed with fluorophores.

Probes are bound to surface through carboxyl groups or avidin.

Na povrch mikrosfér modifikovany COOH- ¢i avidi-
nem jsou kovalentné ukotveny sondy (oligonukleotidy,
protilatky).V zavislosti na typu pouzitych mikrosfér jsou
navazované sondy na 5’-konci modifikovany aminosku-
pinou (u karboxylovanych mikrosfér) &i biotinem (u avi-
dinovych mikrosfér). Na doporuceni vyrobce by se dél-
ka navazovanych oligonukleotidovych sond méla po-
hybovat v rozmezi 18-24 nt. Sondy by samoziejmé me-
ly byt navrhovany tak, aby obsahovaly jedine¢né sek-
vence bez homologii a repetic, aby se minimalizovala
nespecificka hybridizace. Mnozstvi navazovanych sond
se mlze pohybovat od 1 do 20 nmol, ale pfevazna
¢ast protokoll pouziva 1 nmol. Délka hybridizovanych
fragmentl by neméla prfesahnout 300 bp a kv(li opti-
malni hybridizaci by mély byt sondy navrzeny tak, aby
byly komplementarni k Useku uprostfed fragment(.

Mikrosféry jsou interné fluorescenéné znaceny, pfi-
¢emz v Luminex systému je k dispozici sto setll (sad)
mikrosfér s odli$nou fluorescenci, a to diky smichani rliz-
nych pomérd dvou fluorescenénich barev. Kazdy set
mikrosfér ma tedy charakteristikou fluorescenci, na za-
kladé které je pfi prichodu lasery identifikovan. Tento
systém tak umoznuje v ramci jednoho vzorku deteko-
vat 100 rGznych gen ¢i proteinl. Pro znaceni testova-
nych vzorku jsou vyuzivany fluorescenc¢ni barvy s emisni
vinovou délkou 560-590 nm. Pfevazna ¢ast protokolll
pouziva fluorescencni barvu phycoerytrin, nebot posky-
tuje velmi silny signal, dalsi alternativou jsou barvy Ale-
xa €i Cy3. Vlastni analyza mikrosfér, resp. detekce fluo-
rescence, je dvoustupriova. Mikrosféry s navazanym
vzorkem protékaji detekénim kanalem, skrze ktery pro-
bihaji dva laserové paprsky, a je snimana fluorescence
uvnitf mikrosfér (identifikace mikrosfér) a na jejich povr-
chu (méfeni fluorescence navazaného vzorku).

Fig. 2. Microspheres pass through the detection chamber, the first
laser excites dyes in the microsphere for its classification, the
second one excites fluorescence associated with binding of
a sample on surface of the microsphere.
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V ramci kazdého setu mikrosfér nesoucich urcitou
sondu je méfeno nékolik desitek kuliek a vysledna
hodnota fluorescence je kalkulovana jako primérna hod-
nota vSech méreni v setu (MFI-Mean Fluorescence In-
tensity).

Hlavni prednosti Cipovych metodik je moznost tes-
tovani velkého poctu gent (lokust), av$ak u rady dia-
gnostickych testl staci detekovat niz$i pocet gend, kte-
ré vSak nemohou byt testovany, napf. v ramci jedné
multiplex PCR. Cipova technologie Luminex je v tomto
sméru velmi flexibilni, nebot pfi jednotlivych analyzach
umoznuje volny vybér setdl mikrosfér, a neni tedy nut-
né testovat vSech 100 setll. Navic u vétsiny ¢ipl jsou
genové jednotky (tzv. spoty) pfitomny pouze v duplika-
tech, zatimco u systému Luminex jsou v ramci jedno-
ho setu analyzovany desitky mikrosfér. Kazda mikrosfé-
ra v setu tedy predstavuje jednu jednotku na klasic-
kém Cipu a prdmérna hodnota uréena z vétsiho poctu
jednotek je samozfejmé presnéjSi, coz se odrazi ve
vysoké reprodukovatelnosti této metody.

Podle publikaci je technologie Luminex vyuzivana pre-
dev&im pro studium proteind, pficemz pfevazna céast
studii a diagnostickych testll je zaméfena na detekci cy-
tokin(, které hraji dulezitou roli v hematopoezi (5, 6, 7).
Kity pro analyzu cytokinu pfistrojem Luminex nabizi né-
kolik firem, napf. BioSource, Qiagen, Clontech. Kromé
cytokinl jsou samozrfejmeé touto technologii studovany
také dalSi proteiny, jako jsou riistové faktory, kinazy, hor-
mony, faktory pro angiogenezi, virové a bakterialni pro-
teiny atd. (6). V genomice je technologie LabMAP Lumi-
nex vyuzivana hlavné pro detekci SNP polymorfismu
(8, 9, 10). Kity pro tuto aplikaci vyrabi firma Marligen,
ktera nabizi sety pro detekci polymorfismd na Y chro-
mosomu a v mitochondrialni DNA. Technologie Luminex
je také vhodna pro charakterizaci velmi polymorfniho HLA
systemu (11, 12). V této oblasti Ize vyuzit kity od firmy
One Lambda a Orchid Diagnostics. Firma Luminex take
vypracovala protokoly pro detekci mutaci v genu pro
cystickou fibrozu a faktor V (13). Vyvojem detekénich
systému pro mutace se zabyva firma TmBiosciences
nabizejici v sou¢asné dobé sety pro detekci mutaci v ge-
nech pro faktory krevniho srazeni, pro cystickou fibrézu
a cytochrom P450. V neposledni fadé byl pfistroj Lumi-
nex vyuzit pro zjisténi pfitomnosti patogent, jakymi jsou
Salmonella, Campylobacter jejuni, HIV, hepatida C atd.
(14, 15).

Signet Y-Chromosome Identification
System

Firma Marligen vyvinula kit Signet Y-Chromosome
Identification System pro detekci 42 SNP polymorfism0
naY chromosomu, které definuji 38 haploskupin pred-
stavujicich hlavni vyvojové vétve YCC (Y Chromoso-
me Consortium) stromu (16). Polymorfismy jsou rozdé-
leny pfevazné podle svého vyskytu do péti skupin:

1. Prvni skupina zahrnuje polymorfismy urcujici zaklad-
ni vétveni YCC stromu.

2. Druha skupina sdruzuje SNPs typické zvlasté pro
africké populace.

3. Treti skupina — SNPs pfimo nevymezuji populace
konkrétniho kontinentu, ale definuji sedm velkych
haploskupin.

4. Ctvrta skupina polymorfismi charakterizuje obyva-
telstvo Euroasie.

5. Pata skupina ur€uje detailni vétveni v ramci haplo-
skupiny R, ktera je bohaté zastoupena v evropském
genofondu.

Obecny postup metodiky pfi vyuziti technologie Lu-
minex zahrnuje amplifikaci studovanych polymorfisma,
odstranéni nespotfebovanych primerl exonukleazou |,
fluorescenéni znaceni PCR produktl, hybridizaci a de-
tekci fluorescence. Hybridizace probiha pouze 30 mi-
nut a obecné, u experimentl vyuzivajicich Luminex, se
pohybuje v rozmezi 30—120 minut, coz je kratka doba
ve srovnani s ostatnimi €ipovymi metodami, pfi kte-
rych se vzorky vétSinou hybridizuji pfes noc. Taktéz
analyza mikrosfér je asové nenarocna, jeden vzorek
je zpracovan za 30 vtefin, takZze analyza 96 vzorku
v mikrotitrani desti¢ce vyzaduje necelou hodinu. Bé-
hem jednoho dne Ize tedy provést analyzu vice nez
2000 vzorkd.

mmrisphers doublcts

Dwublet discrominstor

Fig. 3. Example of a histogram that displays light-scattering pro-
perties of the microspheres. The highest peak is bounded by gate
lines eliminating particles smaller or larger than a microsphere.
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Fig. 4. Example of a dot plot that provides information how the
analyzed beads (multiplex 2) are hitting with respect to their region
(a designated area of fluorescence specific to a particular bead
set).
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Material a metodika

Vysetiené osoby

V rédmci studie bylo vySetfeno 30 muzi z jiznich
Cech a Moravy (15 muzl z Jindfichova Hradce a 15
muzU z Trebice). Do souboru byli zafazeni pouze ne-
pfibuzni muzi, jejichz otcové pochazeli z dané lokality
(neboli narodili se zde, nebyli ,pfistéhovalci®). Krevni
vzorky byly odebrany na mistnich transfuznich stani-
cich s informovanym souhlasem darcd a byly anony-
mizovany. Z periferni krve muzl byla izolovana geno-
micka DNA vysolovaci metodou podle Millera (17).

SignetY-SNP Identification System

Pro detekci SNP polymorfism byl pouzit kit Signet
Y-SNP Identification System (Marligen). SNP poly-
morfismy byly rozdéleny do 5 multiplex PCR. Kazda
reak¢ni smés obsahovala 10 pl Y-SNP PCR mixu (Marli-
gen), 2U Platinum Tag DNA polymerazy (Invitrogen),
1-8ng DNA a celkovy objem 20 ul byl doplnén destilo-
vanou vodu. Teplotni podminky pro PCR byly: 94 °C
5 min; 35 cykl(1/94 °C 30 sec, 58 °C 60 sec, 72 °C 60 sec;
72°C 3 min. Pro odstranéni primerQ byly PCR produkty
inkubovany s exonukleazou | (2U) 30 minut pfi 37 °C
a 20 minut pfi 80 °C. Nasledna PCR reakce zahrnovala
fluorescencéni znaceni, pro které bylo pouzito 5 pl fluo-
rescencniho mixu (Marligen), 2,5 U Platinum Tag DNA
polymerazy, 1 pl PCR produktt z pfedeslé PCR reak-
ce, a destilovana voda, tak aby vysledny objem byl
25 pl. Teplotni podminky této PCR se oproti prvni liSily
pouze ve dvou bodech: nasedani primer( probihalo
30 sec pfi 55 °C a extenze 30 sec pfi 72 °C. Pred hybri-
dizaci byly mikrosféry pro pfislusny multiplex soniko-
vany a vortexovany. Do 33,5 pl hybridizaéniho pufru
(Marligen) byly pfidany 2 pl mikrosfér a cela smés byla
opét vortexovana a sonikovana. 20 pl fluorescenéné
ozna¢enych PCR produktl bylo inkubovano
s 34,5 pl bloka¢niho roztoku (Marligen) 4 min pfi 55 °C;
nasledné byla tato smés pfidana do hybridizacniho pufru.
Hybridizace probihala 30 min pfi 55 °C. Pro analyzu
mikrosfér byl pouzit systém Luminex 100™ s paramet-
ry doporu¢enymi vyrobcem kitu (18).

Vysledky a diskuse

Z celkového poctu 42 testovanych SNPs (bez ame-
logeninového lokusu) byly zjistény odliSné frekvence
alel mezi vzorky z Jindfichova Hradce a vzorky z Tre-
bi¢e pouze u 10 SNPs (M45, M89, P25, M207, M35,
DYS391, M170, M172, M201, SRY10831). Pro SNP M45
a M207 bylo zastoupeni obou alel (plivodni i odvoze-
né) v relativné stejné frekvenci. Vysledky analyzy
v SNPs M42, M94 a M168 ve vSech vzorcich pouka-
zovaly vzdy na pfitomnost odvozené alely. Naopak ve
zbyvajicich polymorfnich lokusech byla detekovana alela
puvodni, tedy ta, ktera byla ve srovnavacich studiich
identifikovana v genomech lidoopu.

Podle zjisténych kombinaci alel jednotlivych SNPs
je mozné urcit pfislusné haploskupiny. Ve vzorcich
z Jindfichova Hradce byly detekovany 4 riizné haplosku-

piny: E3b, G, I a R. Y chromosomy z Tfebice byly na-
opak rozdéleny do 6 haploskupin: E3b, F* ¢i K* (ne-
jsme schopni na zakladé testovanych polymorfismu roz-
liSit tyto dvé haploskupiny), G, |, J2 a R.V obou sledo-
vanych skupinach byla vzdy dominantné zastoupena
haploskupina R.

Y SNP haplogroups — JindfichGiv Hradec

1
20 %

13%

Y SNP haplogroups — Trebi¢
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Fig. 5. Y-SNP haplogroup frequencies in 15 samples from Jindfi-
chiv Hradec and 15 samples from TrebiC.

Haploskupina E3b (uréena polymorfismem M35) ma
svUj pavod pravdépodobné na Blizkém vychodé, odkud
se prostfednictvim neolitické expanze rozsifila do ob-
lasti Stfedomofi. V soucasné dobé je zastoupena nejen
v jizni Evropé, ale také v severni a vychodni Africe.
Haploskupina G (definovana polymorfismem M201)
vznikla pravdépodobné v Indii &i Pakistanu pfed 30 000
lety, odtud se rozsifila do stfedni Asie, na Blizky vy-
chod a spole¢né se zemédélstvim také do Evropy. Vznik
haploskupiny | (vymezena polymorfismem M170) je da-
tovan do obdobi paleolitu okolo 22 000 let pf. n. I. v ob-
lasti Blizkého vychodu. Jeji disperze je davana do sou-
vislosti s rozSifenim gravettienské kultury do Evropy.
Haploskupina J2 (uréena polymorfismem M172) pocha-
zi z oblasti oznagované jako ,,Urodny ptimésic* (Gzemi
od Iranu po Jordansko), odtud expandovala do stfedni
Asie, Indie a do Stfedomofi. Haploskupina R (definova-
na polymorfismem M207) je typicka pro Evropu a seve-
rozapadni Asii, vétvi se dale na 2 hlavni linie: R1aa R1b.
Pravé druha jmenovana je nejvice zastoupena v evrop-
skych populacich, které ji do svého genofondu pfijaly
pravdépodobné v pribéhu rekolonizace po skonéeni po-
sledni doby ledové (tedy asi pfed 10-12 tisici lety).

Znama mutacni rychlost, rozsahlé studie SNPs
i STRs v NRY oblasti umoznily pro mnohé haploskupi-
ny ziskat informace o jejich stafi, matefske linii a dce-
finych liniich. Nazorné tyto vztahy vyjadfuje vyvojovy
YCC strom. Ziskana geneticka data byvaji posléze po-
rovnavana s historickymi a archeologickymi prameny.
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Vysledky obou obor( se nékdy presné shoduji, avSak
v nékterych pfipadech vnasi do zdanlivé vyreSenych
problému nové otazky.

Vzhledem k nizkému poctu nejsou ziskané vysled-
ky dostate¢né reprezentativni, a proto stavajici dva sou-
bory budou rozSifeny o dalsi jedince na celkovy pocet
50 a budou doplnény vzorky z dalSich ¢tyf lokalit — Kla-
tovy, Pisek, Hodonin, Vsetin. Ziskana data budou sta-
tisticky zpracovana a bude stanovena mira populaéni
variability studovanych SNPs, resp. jednotlivych
haploskupin.

Podékovani: Autofi dékuji transfuznim stanicim
v Jindfichové Hradci a Trebi€i za poskytnuti krevnich
vzorkd.
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