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Harmonogram

e 1. den —lzolace DNA

e 2.den — Meéreni koncentrace DNA
spektrofotometricky, real-time PCR

e 3. den — Elektroforéza



Molekularni biologicka diagnostika

(70 & C AN\

VZ.

Standard molekulovych hmotnosti

Obr. Schéma elektroforetickej separacie (vfavo) a gél pod UV svetlom (vpravo)



Metody molekularni biologické
diagnostiky
Prima diagnostika
Detekce Casti bunécné struktury - NK

Metodika - vyuziva komplementarity vlaken NK a je

zalozena na procesu hybridizace NK

Objev metody PCR - metoda pro zvyseni citlivosti a

specificity stanoveni

V klinické praxi jiz pres 20 let



Klinické aplikace metod molekularni mikrobiologicke
diagnostiky - vyhody metody



Klinické aplikace metod molekularni mikrobiologicke
diagnostiky - vyhody metody

Kultivacné nezavislé - detekce a identifikace
nekultivovatelnych a obtizné kultivovatelnych, usmrcenych
a poskozenych mikroorganismt (M.tbc., chlamydie, borelie,
viry)

Vysoka citlivost (HCV, HBV, gonokoky, M.tbc)

Rychla detekce (M.tbc, meningitidy, sepse,..)

Moznost vysetrit jakékoliv klinické vzorky i bez ohledu na

transportni podminky

Moznost kvantitativniho provedeni (HCV, HIV, HBV, CMV)



Klinické aplikace metod molekularni
mikrobiologické diagnostiky — limity metody

* Problém standardizace metod
* rozdilné pristupy laboratori v in-house technikach
e Pouziti standardizovanych komercnich kit (CE-IVD)

* Klinicka interpretace
e Neékteri klinici metodu stale neznaji a neumi pouzivat
* metody jsou ve stadiu ziskdvani poznatku k interpretaci vysledk

* nové vlastnosti metod (citlivost, nezavislost na kultivaci), méni pohled na
infekci nékterymi patogeny - borelie, ,mrtvé patogeny”,....

« Casto neni interpretaéni rdmec napt. pro vysokou citlivost metody
* Cena - pfinespravné indikaci vysoka

* Nizka informovanost kliniku

— neznalost prinosu metody nebo az prehnana ocekavani ,,poskozuji dobrou
povést” téchto novych metod



Vhodny klinicky material

* Telni tekutiny — periferni krev, likvor, BAL, slzy,
sputum, sérum, plazma, sperma, moc

* Tkane, biopsie kuze, vytéry a stery, vzorky z
katetru, implantatu

e Nesrazliva krev v roztoku EDTA



Odbeér vzorku a transport do
laboratore

Zvyseneé riziko kontaminace
Spravny odbér vzorku
Neni treba zachovat organismy zivotaschopné

RozliSovat vzorky pro detekci DNA a detekci
RNA

Cilené vysetrovani konkrétnich
mikroorganismu



ZL;J Ostrava, Partyzanskeé nam. 7, Centrum klinickych laboratofi, tel :596 200 266, 225
Zadanka o laboratorni vysetieni PCR virovych hepatitid
i

Pacient: y w w y
—— | adanka k vysetreni
Ffijmeni: | | Kod pojiEtovny: . we . e ,
mén. | .o [ (Laboratorni diagnostické programy pro samoplatce)

Odesilatel: piesna ad 27 odb PCR Chlamydia trachomatis PCR Chlamydia trachomatis 850,-
esilatel: pfesna adresa, ICZ, odbo
P Bez uvedeni nelze vySet__| ©CR Mycoplasma sp. PCR Mycoplasma sp. 850,-
PCR Ureaplasma sp. PCR Ureaplasma sp. 850,-
PCR Neisseria gonorrhoeae PCR Neisseria gonorrhoeae 850,-
Datum odbaru: Fomit v _I"I‘FlC_RTrlchomonas vaginalis PCR Trichomonas vaginalis 850,-
pozitivni +
negativni -
nevyietfeno 0

PoZadovana vysetieni: Lécéba: Viysledek posledniho vy3etieni: (z jinych laboratof)

RNA HCV - kvalita 0 inferferon 3 Laboratof molekularni biologie (PCR), tel.: 485 313 005

RNA HCV -kvanfita O fbaviin O O Morbilli (RNA) (O Borrelia burgdorferi sensu lato (DNA)

HCV genotyp — zadna D () Parotitis (RNA) () Chlamydia trachomatis (DNA)

Polymorfizmus L2800 O

O Enterovirus (RNA) O Mycobacterium tuberculosis (DNA)

DMNA HBVY - kvalita O lamivudin O (O | Cytomegalovirus (DNA) (O Bordetella pertussis, parapertussis (DNA)

DOMA HBV - kvantita O adefovir [ . . e o

HBV genotyp = entecavir O O Epstein-Barrové virus (DNA) O Respiraéni infekce bakterialni (DNA)

Mutanty HBV- interferon O O Varicella zoster (DNA) (O Meningitidy bakteridini (DNA)

PreCore O jina O (O Hepatitis B virus (DNA) (O |Lidskeé papilomaviry (DNA)

Lekove rezistence L zdna O O | Hepatitis C virus (RNA) O |Urogenitalni infekce (DNA)

O Herpes simplex 1, 2 (DNA)
. — O Herpes simplex, Varicella zoster (DNA)

RNA HGV - kvalta - O Respiracni infekce virové (RNA)

O Influenza - typizace (RNA)
(O | Gastroenteritidy virové (RNA)




Izolace nukleovych kyselin



Izolace nukleovych kyselin (NK)
Obecny postup izolace




Lyze bunék a tkani
Uvolnéni vnitrniho obsahu bunék

* Biologicka lyze
predevsim vyuziti degradacnich
enzymU (lysozym, proteinaza K,
celuldza...)

e Chemicka lyze

vyuziti detergentl (napfr.
laurylsiran sodny), chelatacnich
Cinidel (napf. EDTA),
guanidiovych soli

e  Fyzikdlni lyze

pouziti varu, mrazeni,
sonikace, drceni

VétsSinou kombinace vice pristupli




Stav materialu po lyzi bunéek

Komplexni smés

DNA, RNA, lipidu, proteind,
sacharidu, uhlovodiku
a dalsich nizkomolekularnich latek

Dalsi postup:
oddéelit DNA, pripadné RNA
od ostatnich slozek smési




Extrakce nukleovych kyselin

e Extrakce je Cistici a délici
operace, pri které
prechazi slozka ze smesi
latek v kapalné Ci tuhé
fazi do jiné kapalné faze -

rozpoustedla.




Extrakce smeési fenol-chloroform

* Separace proteinu a NK zaloZzena na lehké

vV vV /

organické faze
e V praxi se uz hepouziva

— ’ \ — DNA a RNA
- s J \ :: proteiny
v ' ¢ fenol




Dalsi metody extrakce NK

e Alkalicka denaturace — pouziti na oddéleni
plazmidu od chromozomové DNA




Purifikace NK precipitaci

* Srazeni (precipitace), jedna ze zakladnich metod
izolace a koncentrace biologickych makromolekul.

* Do roztoku, obsahujiciho pozadovanou
makromolekulu, se prida urcité mnozstvi
precipitacniho Cinidla (siran amonny, ethanol,
aceton apod.); makromolekularni sloucenina se
vysrazi, aniz obvykle dojde k denaturaci.

 Muze se proto nasledné znovu rozpustit a pouzit
ve své nativni, biologicky aktivni podobé.




Precipitovana nukleova kyselina

Izolace DNA vazbou na Izolace pomoci
kifemikovou membranu magnetickych kulicek



|lzolace NK vazbou na kremikovou
membranu (silikat)
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e KomercniizolaCni soupravy

* NK se zachytava na kolonkach na vrstve SiO,, je
proplachovana a Cista NK je pak uvolnéna eluci
do roztoku o nizké iontové sile.




Lysis of the
starting material

|lzolace NK vazbou na silikat !
-

Adjustment of binding

! conditions

Binding of DNA

Washing
Removal of ethanol

Elution of
genomic DNA



|zolace pomoci magnetickych
kulicek
* vazba NK na magnetické kulicky pokryté
specifickymi anti-NK protilatkami nebo jinymi
materialy vazajicimi NK
e Kulicky jsou proplachnuty v proplachovacich

roztocich s vyuzitim magnetu a NK je eluovana
specifickymi roztoky. =« : c

._:,/' n 3 . _
c 8 c 8o
8" B o
2 ©
Addition of Specific Supernatant Wash and

magnetic beads binding removal elution

Figure 1: The basic principle of viral isolation by magnetic
beads.



Charakterizace izolatu NK

* Dulezitou charakteristikou izolované NK je:

Cistota koncentrace




Charakterizace NK spektrofotometrii

e Spektrofotometrie je stanovovani vlastnosti vzorku,
napfr. Koncentrace urcité latky v roztoku, na zakladé
pohlcovani svétla v ruznych vinovych spektrech.

 NK absorbuji UV zareni s maximem v oblasti 260 nm

* Proteiny maji maximum absorbance pri 280 nm




Stanoveni koncentrace NK
spektrofotometrii

* roztok dvouretézcové DNA o koncentraci 50 pg/ml
ma absorbanci 1

* A=1,0
e dsDNA ~ 50 pg/ml
 ssDNA ~ 33 ug/ml
* ssRNA ~ 40 pg/ml

e Zavislost absorbance na koncentraci je linearni pri
A260 =0,1a3z0,3




Cistota NK

e Stupen Cistoty NK stanovujeme z pomeéru
absorbance pri 260 a 280 nm.

* A,60/280= 0d 1,8 do 2,0 (bliz 1,8) = OK!
< 1,8 =kontaminace proteiny

e >1,8=kontaminace RNA

* Ajy60/230 > 2,0

e < 2,0 = kontaminace latkami, které jsou soucasti izolacnich
souprav (absorbance pri 230 nm)



Charakterizace NK fluorimetrii

e K meéreni nizsich koncentraci NK nez lze
spektrofotometricky

e Obarveni fluorescencnim barvivem (Hoechst
nebo ethidium bromid)

 Méreni intenzity fluorescence barviva 5
spektrofluorometrem




Vysledek izolace

e Cista DNA nebo RNA o pozadované koncenraci




Gratuluji, pravé jste zvladli jeden z

nejdulezitéjsich kroku v molekularni
biologii

Izolaci nukleovych kyselin




