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Teoreticka éast

1. cviéeni - vyznam DNA diagnostiky v patogenezi
parodontitidy

2. cviCeni - molekuldrné genetické metody

Prakticka ¢ast

« Detekce polymorfismu v genu pro interleukin-1

1. cviCeni - polymerdzovd retézova reakce a restrikéni
Stépeni

2. cviCeni - elektroforéza na agarézovém gelu




Parodontitida

destruktivni zdnetlivé onemocnéni
postihujici podplrné tkdné zubl (ztrdta
zdvésného apardtu, alveoldrni kosti, zuba)
multifaktoridlni  choroba -  faktory
exogenni i endogenni

Etiologie

mikrobidlni povlak - anaerobni G- bakterie
(P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
T. forsythia. T. denticola, P. intermedia

aj.)
poskozeni parodonotu zplisobeno:
- produkty bakterii
(napr. toxiny, enzymy, LPS,...)
- latky vznikajici béhem zdnétu
(napr. prozanétlivy TNFa, IL-1 o, B, R)

Pathogenic
bacteria

Periodontitis
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Parodontitida

Kandidatni geny
« Geny pro imunoregulacni faktory - interleukiny (IL-1,
IL-4,IL-6, IL-8, IL-10, IL- 18 a dalsi)

« Metaloproteinasy (MMP1, MMP3, MMP9, MMP12 a dalsi)

* Produkty kostni remodelace (VDR, RAGE, SFTPD a
dalst)




Cytokiny

sirokd $kdla signdlnich peptidl, nékteré maji i
hormonalni G4¢inky
slouzi ke komunikaci nejen leu, ale i b. kostni drené

endotelu a dalsich..ridi proliferaci, diferenciaci a
funkci bunék IS

podili na procesech zdnétu a na neurondlnim,
krvetvorném a embryondlnim vyvoji organismu

nejsou uloZzeny v Zldazdach (oproti hormonim), jsou
rychle syntetizované a vylu¢ované rlznymi burikami
vetsinou po stimulaci

jsou pleiotropni

plsobeni jinych cytokinl aditivnim, synergickym nebo
protichtidnym zplsobem



Interleukin-1

prozdnétlivy medidtor - cytokin
uvoliovan monocyty, makrofdgy, fibroblasty a
dendritickymi burikami

stimuluje resorpci kosti a reqguluje, Fr;olife;aci
fibroblastu gingivdlniho i ligamentalniho puvodu

Biochemické parametry

Ge

hladiny IL-1a a IL-1p (prozdnétlivé cytokiny) a pomér
IL-1 s’antagonistou IL-receptory (protizanétlivy
cytokin) -17u chorob parodontalnich tkani

n pro IL-1
ha chromozomu 2q13-q21

recesivni alely IL-1A -889 a IL-1B +3953 - 1 genové
’rr&cilgnslgr('jlpce a produkce proteinu (1 prozanétliva
odpove

recesivni alely IL-1RN VNTR - | genové transkripce...



Komercné dostupné testy

testuji pritomnost:
mikrobidlnich patogend
specif. s parodontitidou asociovaného IL-1 genotypu
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Prakticke cvicent
 TIzolace DNA
« Polymerdzovad retézova reakce (PCR)

« Restrikéni analyza

« Elektroforéza (ELFO) na agarézovém gelu




Tzolace DNA

Vstupni materidl

« periferni krev (leu)

« burky bukalni sliznice (sliny, stéry)
« amniové buriky

« choriové klky

buriky vlasovych kor
* Spermie

« epitelidlni buriky pokozky

« uvolnéné bunky v télnich sekretech
* aj.

’ o

inku

Odbéry

«  bukdlni stéry - na kartacek, nechat vysusit 3 dny (kvasinky)

« sliny - 10 ml, hodinu pred odbérem nejist a nekourit, skladovat 1 - 3 dny
pri teploté 4°C

« periferni krev - odbér do chelataéniho roztoku EDTA (zabrdnéni

srdzeni krve a degradaci DNA Dndzami), skladovat 1 - 5 dni pri teploté
4°C, nebo dlouhodobé v zamraZzeném stavu




Tzolace DNA

Metody izolace DNA

* metody vyuZivajici rozdilnou rozpustnost biologického materidlu
— fenol-chloroformova extrakce
— ethanolova (isopropanolovd) precipitace

 adsorpce na pevny podklad

— vazba NK na kremicité sklo (silikat) v pritomnosti chaotropnich
soli (NaI, guanidin thiokyandt, guanidin hydrochlorid) - iontovd
sila, typ NA a pH

* vysolovdni - lyza ery NH,CI, b. membr. - proteindza K, lyza jad.
membr. a precipitace proteint - NaCl, ethanol - vysrdZeni NA

« v hustotnim gradientu ——
. ) | = Protein
— gradient CsCl °“” ‘ _
—a. - -, Genomic DNA
e, | |
density SEn— €777 ™. Nicked circular DNA
1 XXX supercoiled DNA
High
RNA

\&1_ ! v




Tzolace DNA

Princip

« lyze bunék (rozruseni bunéénych membradn) - tenzidy, lysozym, zména
osmotického tlaku, zména pH, zména t

 odstranéni membrdnovych lipidi a proteint

- chemicky (detergenty) - chemicky (napr. hydrolyzou
bilkovin pomoci proteolytickych
enzymi ..proteindza K, jejich
denaturaci apod.)

- vysolovdni (precipitace proteint -
NaCl)

- fyzikdlné (na zdkladé riizné afinity DNA a kontaminantt k rdznym
latkam...fenol-chloroformova extrakce)

« odstranéni RNA - precist'ovaci enzymy (RNAdzy)
« precipitace DNA - ethanol (isopropanol)

« purifikace DNA - 70% ethanol

« rozpusténi DNA - pufr (slabé alkalicky)




Tzolace DNA

Fenol-chloroformova extrakce

4

DNA
A
es a
interface ‘I':::grho'
Lyse cell :egg Add 7 Insert 1 Pick u Transfe
with lyso-iitd alcohol glass 9] DNA strands\} to
zyme or rod and ““* on glass rod “another
etergent gently twirl tube
Cell Lysed cells . Aqueous
suspen-  with DNA Cell debris solution
sion in solution of DNA

Cistota a koncentrace DNA
« spektrofotometricky (napr. na pristroji NanoDrop)

« NA absorbuji UV zdreni s maximem absorbance v oblasti vinové délky
okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm

« stupen Cistoty NA se stanovuje z poméru absorbance pri 260 a 280 nm
(idedlni pomér 260/280 = 1,8)




PCR

popsal v r. 1983 Kary B. Mullis, 1993 NP

A

princip: enzymatickd amplifikace DNA /n vitro syntézou
mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci
o trech teplotnich fazich (denaturace, annealing, extenze)

vysledek: pocCet kopii dané sekvence DNA- 2" (n-pocet
cyklu)

komponenty reakéni smési pro PCR:

— voda

— pufr

— dNTP (dATP+dTTP+dCTP+dGT)

— MgCl,

— termostabilni DNA polymerdza (napr. Taq z bakterie
Thermus aguaticus)

— oligonukleotidové sondy ("primery") - specifickd Ta

— templatova DNA




PCR

 teplotni rezim (v termocycleru):
1) 95°C 2'inicidlni denaturace
2) 96°C 30"denaturace
3) 40-72°C 20" annealing
4) 72°C 30" elongace

* kroky 2 - 4 celkem 30x

B) 72°C 5' zavérecna elongace
6) 4°C 10' zchlazeni

http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&featu
re=related
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PCR

Modifikace

« Reverzné transkripéni PCR
« Alelové specifickd PCR

« PCRRFLP

« PCR VNTR

« Real-time PCR

« Nested PCR

- nejprve amplifikace genomické DNA

- v dalsi PCR reakci je templatem produkt reakce
predchdzejici

- zvySovdni specifity

«  Multiplex PCR
- detekce nékolika gent soucastné v jedné reakci

- pr. detekce deletovanych exont u Duschenovy muskuldrni
dystrofie




PCR

Reverzné transkripcni PCR
« amplifikace RNA
« RNA-dependentni DNA-polymeraza

» eliminace intront - poskytuje informace o alternativnim
sestrihu

 analyza genové exprese (detekce infekcnich agens,
genetickych chorob)

Alelové specifickd PCR
« ve dvou nebo vice paralelnich reakcich
« detekce SNP

GCGCGCGZC




PCR

PCR RFLP = analyza délky restrikénich fragment
 analyza DNA pomoci specifického stépeni restrikénimi
endonukledazami (RE)

RE
« enzymy bakterii vyvinuté béhem evoluce k $tépeni cizi DNA
ndazev odvozen dle jejich plvodce - napt. EcoRI (£.coli)
* rozpozndvaci specif. oblast (palindrom)
5 -CCT GUAATTC AGG-3
3 -GGA CTTAANG TCC-5
- &tépi vnitrni fosfodiesterové vazby

 schopny rozpoznat a stépit JEN specifické sekvence
(zamezeni bakt. naruseni vlastni DNA)

« maji specifickou teplotu, pri které stépeni probihd optimalné

« vyuZiti - pri detekci uréité mutace (SNP)E




PCR

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

- minisatelitni sekvence, introny gentl a mezigenové oblasti
- vysoky stupen interindividudlni variability

- polymorfni Gsek DNA (lokus), ktery je vytvoren

tandemovym uspordddnim mnohocetnych kopii kratkych
sekvenci DNA

- lokus ma v populaci nékolik alel
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PCR

Real-time

DNA

« genotypizace (kvantifikace alel nebo SNP)

« urlovdni druhli, SNP, kvantifikace (HRM = analyza tdni s vysokym rozlienim)

R = Reporter |
Q = Quencher

RNA
« kvantifikace transkriptu

Polymerization

Forward
Primer Probe
s N 2
7

Interkalani fluorescencni barva (SybrGreen)

a wa

2

Taqman Sondy : Reverse 4
Primer
«  kromé primerl znaceny oligonukleotid - Strand Displacement
fluorescencni znacka (R) a tzv. zhdsecem . R Qg.
3 £ 5
Q > ;

fluorescencni latka v tésné blizkosti
zhasece - fluorescence potlacena —

«  DNA polymerdza pri syntéze narazi na ' ﬁg ¢ 9
3

znaceny nukleotid -vytésnéni z

a wa

5
templatového vldkna a Stépeni (Taq ' < :
polymerdza - 5'-exonukleasovad aktivita)

*  uvolnéni fluorescenéni sondy do roztoku it a% ®

) — \ 2

«  méreni fluorescence v pribéhu amplifikace -,

a
« intenzita fluorescence je imérnd mnozstvi 4
hasyntezovaného PCR produktu.

N




PCR

Zdkladni vyzkum

* izolace genl nebo jejich Cdsti
 sekvencovdni DNA

* mutageneza in vitro

-« modifkace koncli DNA

« analyza (selekce) klont z genovych knihoven
 priprava znacenych sond

Aplikovany geneticky vyzkum

 prenatdlni diaghostika (dédi¢nych chorob)
 detekce mutaci v genech

« studium polymorfizmu gent (napf. RAPD)
 populacni genetika

« farmakogenomika



PCR

Vyuziti v klinickych disciplindach
 detekce patogennich MO

. (baktérii, vird, prvoki, hub)
identifikace onkogent

typizace nddort

stanoveni pohlavi

Vyuziti v praxi

« archeologie

« soudnictvi

« kriminalistika - VNTR
« urcovani paternity



1)
2)

3)

4)
3)
6)
/)

Detekce polymorfismu v genu pro

interleukin-1
Detekce SNP rs1143634 IL-1p +3953C/T

PCR - postup

popsat mikrozkumavky

rozmrazit a promichat chemikdlie, Taq polymerazu
udrzovat v chladu

pripravit MasterMix (viz. rozpis), protrepat,
centrifugovat zkumavky, rozpipetovat MM do
mikrozkumavek

rozpipetovat DNA do mikrozkumavek
zakdpnout minerdlnim olejem

vlozit mikrozkumavky do termocykleru

nastavit program v termocykleru a zapnout béh



Detekce polymorfismu v genu pro
interleukin-1

PCR - reakéni smés

Master Mix (MM)

roztok MnoZstvi v ul na 1 vzorek MnoZzstvi v yl na  vzorkl
PCR voda 12,5

Pufr DYNEX 2,5

MgCl, (25 mM) 40

Primer forward IL-1p 1,25

Primer reverse IL-1p 1,25

dNTP 05

Taq polymerasa (1 Uplt) |1,0

23,0 yl MM + 2,0 pl templatové DNA (50 ngult) + 1 kapka minerdlniho oleje na 1 vzorek

Primery

IL-1BF CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A - forward (Ta =
58,79°C)

IL-1BR GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG - reverse (Ta = 58,80°C)




Detekce polymorfismu v genu pro
per g interleukin-1

PCR - pribéh
« v termocykleru Sensoquest labcycler (Schoeller)

1. 95°C 5 minut
2.95°C 1 minuta
3. 60°C 1 minuta
4.72°C 1 minuta krok 2.- 4. - cyklus 35x
5.72°C 7 minut

. 6.10°C 10 minut



| ;. Detekce polymorfismu v genu pro
e interleukin-1

RA - postup
+ 1) popsat mikrozkumavky
2) rozmrazit a promichat chemikalie

3) pripravit MasterMix (viz. rozpis), protrepat,
centrifugovat zkumavky, rozpipetovat MM do
mikrozkumavek

4) rozpipetovat amplikon do mikrozkumavek
.2 5) zakdpnout minerdlnim olejem

6) vlozit mikrozkumavky do termostatu na 65°C a
inkubovat min. 4 hodiny




,. Detekce polymorfismu v genu pro
el interleukin-1

RA - reakéni smés

Master Mix (MM)

roztok MnoZstvi v ul na 1 vzorek MnoZstviv yl na  vzorkd
RA voda 10
Pufr pro TaqI 17
Enzym TaqI 0,3

3,0 yl MM + 15,0 pyl amplikonu + 1 kapka minerdlniho oleje na 1 vzorek

* enzym Taql
5 -TUCGA- 3
3 -AGCNT-5
Velikost produkt
« CC99bp+77bp
« CT176bp+99bp+77bp
« TT176 bp




Sekvence

TAGTGGAAAC TATTCTTAAA GAAGATCTTG ATGGCTACTG ACATTTGCAA
CTCCCTCACT CTTTCTCAGG GGCCTTTCAC TTACATTGTC ACCAGAGGTT
CGTAACCTCC CTGTGGGCTA GTGTTATGAC CATCACCATT TTACCTAAGT
AGCTCTGTTG CTCGGCCACA GTGAGCAGTA ATAGACCTGA AGCTGGAACC
CATGTCTAAT AGTGTCAGGT CCAGTGTTCT TAGCCACCCC ACTCCCAGCT
TCATCCCTAC TGGTGTTETC ATCAGACTTT GACCGTATAT GCTCAGGTGT
CCTCCAAGAA ATCAAATTTT GCCGCCTCGC CTCACGAGGC CTGCCCTTCT
GATTTTATAC CTAAACAACA TGTGCTCCAC ATTTCAGAAC CTATCTTCTT
Y (C/T)

GACACATGGG ATAACGAGGC TTATGTGCAC GATGCACCTG TACGATCACT
GAACTGCACG CTCCGGGACT CACAGCAAAA AAGCTTGGTG ATGTCTGGETC
CATATGAACT GAAAGCTCTC CACCTCCAGG GACAGGATAT GGAGCAACAA
GGTAAATGGA AACATCCTGG TTTCCCTGCC TGGCCTCCTG GCAGCTTGCT
AATTCTCCAT GTTTTAAACA AAGTAGAAAG TTAATTTAAG GCAAATGATC
AACACAAGTG AAAAAAAATA TTAAAAAGGA ATATACAAAC TTTGGTCCTA
GAAATGGCAC ATTTGATTGC ACTGGCCAGT GCATTTGTTA ACAGGAGTGT
GACCCTGAGA AATTAGACGG CTCAAGCACT CCCAGGACCA TGETCCACCCA

IL-1BF CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A
IL-1BR GCTTTTTTG CTG TGA GTC CC6



Salivary biomarkers of existing periodontal
disease: a cross-sectional study.

J Am Dent Assoc. 2006 Mar;137(3):322-9.
Miller CS, King CP Jr, Langub MC, Kryscio RJ, Thomas MV.

BACKGROUND:

The authors conducted a study to determine if salivary biomarkers specific for three
aspects of periodontitis inflammation, collagen degradation and bone turnover correlate
with clinica features of periodontal disease.

METHODS:

The relationship between periodontal disease and the levels of interleukin-1 beta (IL-
1beta), matrix metalloproteinase (MMP)-8, and osTeopr'o‘rec?erin (OPG) in whole saliva of 57
adults (28 "case" subjects with moderate-to-severe periodontal disease and 29 healthy
control subjects) was examined in a case-control trial.

RESULTS:

Mean levels of IL-1beta and MMP-8 in saliva were significantly higher in case subjects
than in controls. Both analytes correlated with periodontal indexes, whereas, after
adjustment for confounders, OPG did not. Elevated salivary levels of MMP-8 or IL-1beta
(more than two standard deviations above the mean of the controls) significantly
increased the risk of periodontal disease godds ratios in the 11.3-15.4 range). Combined
elevated salivary levels of MMP-8 and IL-1beta increased the risk of experiencin
periodontal disease 45-fold, and elevations in all three biomarkers correlated wit
Individual clinical parameters indicative of periodontal disease.

CONCLUSION:
Salivary levels of MMP-8 and IL-1beta appear to serve as biomarkers of periodontitis.
CLINICAL IMPLICATIONS:

Qualitative changes in the composition of salivary biomarkers could have significance in
the diagnosis and treatment of periodontal disease.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/




