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PRUKAZ NUKLEOVE KYSELINY

Lékarska mikrobiologie — cviceni, jarni semestr 2017
Mikrobiologicky ustav LF MU
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Osnova

» Nukleoveé kyseliny, izolace NK

» Metody prukazu nukleové kyseliny
» Vyuziti prukazu nukleové kyseliny
» PCR reakce a jeji modifikace

» Moznosti detekce specifickych sekvenci
nukleove kyseliny



Nukleoveé kyseliny
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Prukaz nukleové kyseliny

» Metoda velice presna a citliva (nekdy az prilis -
falesné vysledky).

» Pomoci detekce nukleovych kyselin |ze
detekovat stopy mikroorganismu i v historickych
preparatech.

» Pouziti:

Jiné metody jsou prilis nespolehlive.
Jiné metody jsou prilis obtizne.



Praktické vyuziti prukazu NK

» Diagnostika:

Bakterie: Mycobacterium tuberculosis (kultivace je prilis
dlouha — tydny), Borrelia burhdorferi (kultivace je pfilis
dlouha a slozita)

Viry: virus vztekliny, hepatitidy B, enteroviry, chripkove viry,
viry parainfluenzy, adenoviry, RS-virus, HSV, virus pfiusnic,
viry zpusobuijici prajmy
Nehodi se na detekci Siroce rozSifenych patogenu
pravé kvuli prilisné citlivosti.
» Nehodi se pro detekci bézné rozsirenych
patogenu (pfiliSna citlivost).



Metody prukaz NK — prehled

» Metody bez amplifikace:
Genetické sondy

» Amplifikacni metody:
Polymerase chain reaction = PCR

Ligase chain reaction = LCR
NASBA



Genetickeé (genové) sondy

» Metoda, pri niz je proces hybridizace
vizualizovan pomoci znaéenych molekul sondy
(napr. biotin, digoxigenin,..
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kamplementarity

» Hybridizace = proces, pfi némz jsou spojovana dve komplementarni
vlakna DNA v souladu s pravidly o parovani bazi.

www.mmp.vfu.vz



PCR- slozky

» Polymerazova retezova reakce: Karry Mullis —
vyvinuta1983, 1993 Nobelova cena.
» Pro reakci je treba:
Templatova DNA
Specifické primery oznacuijici cilovou sekvenci
Termostabilni polymeraza
Deoxynukleotidy
Pufr obsahujici ionty horcCiku



PCR - priibéh

» Probiha v cyklech.
» 1 cyklus:

Denaturace — oddéleni dvou viaken DNA od sebe (rozpad
vodikovych mustku, z dsDNA vznika ssDNA).
Annealing (=zacileni) — primery hybridizuji ke
komplementarni sekvenci DNA. Teplota, pfi niz jednotlivé

primery nasedaji, je kriticka a charakteristicka pro kazdou
PCR reakci.

Elongace (=prodluzovani) — pomoci DNA polymerazy je
retéezec DNA prodluzovan. Prodluzovani probiha od 3
konce.



Polymerazova retézova reakce
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PCR — modifikace (1)

» ,,Klasicka“ PCR — po skoncCeni je treba
analyzovat produkty pomoci gelové
elektroforézy.

» Real-time PCR — moznost sledovat pfirtstek
produktu v realném Case po kazde probehlem
cyklu. NejCasteji se pouziva kvantitativne
(QPCR).

» Reverzné transkripcni PCR (RT-PCR) — k
analyze RNA.




PCR — modifikace (2)

» Nested PCR — pouzivaji se dve sady primeru ve
dvou po sobe jdoucich PCR reakcich. Omezuje
se tak vznik nespecifickych produktu.

» Multiplex PCR — v jedné reakci je pritomno
nekolik cilovych mist.

» Specificka PCR — specificka pro urcite geny
kodujici enzymy, faktory patogenity atd.

» Univerzalni PCR — cilovou sekvenci je usek
DNA spoleCny vsem bakteriim, nejCastéji 16S
rRNA.



PCR - vysledek ,klasické” PCR
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PCR - vysledek qPCR

Fig. 2. Real-time PCR Amplification using HotStart-IT™ Probe qPCR Master Mix with UDG (PN 75764).
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PCR - interni kontrola (1)

» Velice senzitivni reakce, takze muze byt velice
snadno inhibovana pritomnosti riznych
interferujicich latek.

» K detekci techto latek se pouziva smes, ktera
obsahuje krom vzorku takove kontrolni DNA a
druhou sadu primeru.



PCR - interni kontrola (2)

» Pozitivita interni kontroly - nedoslo k inhibici
reakce.

» Pozor! U velice silné pozitivni vzorku muze byt
interni kontrola negativni!

» Interpretace s PCR:

Pozitivni vzorek i pozitivni interni kontrola = pozitivni
vysledek.

Pozitivni vzorek a negativni interni kontrola = muze se
jednat po silne pozitivni vysledek.

Negativni vzorek i negativni interni kontrola = negativni
vysledek.

Negativni vzorek a pozitivni interni kontrola = negativni
vysledek.



DNA mikrocipy (1)

» Oligonukleotidy (kratke useky DNA) znameé
sekvence (=sondy) jsou prichyceny k podkladu na
znamych mistech (=spotech).

» Nasleduje izolace prislusné NK a jeji amplifikace
(DNA — PCR, RNA jako CDNA — RT-PCR).

» Amplifikovana NK je oznadena fluorescencnim
barvivem (Cy3, Cy5).

» Poslednim krokem je hybridizace znaceného
vzorku se sondami na Cipul.

» VSe, co se nenazavalo je odmyto pri promyvani.

» Je zachycovana mira eliminace fluorescence a
vyhodnocovana bioinformaticky.



DNA mikrocipy (2)

DNA microarray making
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LCR

» Obdoba PCR - jde o amplifikaci DNA pomoci
dvou tesne sousedicich sond a ligazy.

» Tyto dveé sondy a ligaza tvori specifictéjsi primer
pro naslednou PCR.

» Pouziva se k detekci SNP (single nucleotide
polymorphism).



NASBA

» Nucleic acid sequence based amplification

» Amplifikace RNA — pouziva se napr. pro
diagnostiku a kvantifikaci HIV v seru.

» Reakce izotermicka, pri 41 °C.
» Slozky:
Templatova RNA

2 primery (1 z nich obsahuje promotor pro T7 RNA
polymerazu)

Reverzni transkriptazu

Rnazu H (v hybridech DNA/RNA odbourava RNA)
T7 RNA polymerazu



NASBA
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Sekvenovani DNA

» biochemické metody zjistujici poradi nukleotidovych bazi
v sekvenci DNA

» Maxam-Gilbertova metoda (chemicke sekvenovani,
radioaktivni znacCky, dnes témer nepouzivana)

» Sangerova metoda (souCasna modifikace: fluorescencni
barviva navazana na jednotlivé dideoxynukleotidy)

» Pyrosekvenovani (uvolnéni pyrofosfatu z nove
zacleneného nukleotidu dalsimi reakcemi je energie v -
pyrofosfatu (difosfat) vyuzita na vznik ATP vyuzito -
luciferazou k oxidaci luciferinu a emise svételného
kvanta)

» Next-generation sequencing (NGS)



Pyrosekvenovani

— |terative additions ———————

» dATP * dCTP » dGTP = dTTP
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Sangerova metoda (1)

» Soucasna modifikace: fluorescencni barviva
navazana na jednotlive dideoxynukleotidy.

» Proces ,pfipomina“ PCR:
Misto dvou primeru pouze jeden primer
Krom deoxynukleotidu jesté dideoxynukleotidy

» Detekce elektroforézou (gelova nebo kapilarni)



Sangerova metoda (2)

PCR in presence of fluorescent, chain-terminating nucleotides
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Vzorek pro sekvenovani

» Vzorek do laboratore - izolace DNA -
amplifikace DNA - vizualizace gelovou
elektroforézou - vyriznuti vzorku z gelu -
precisteni - sekvenace




Analyza vysledku sekvenace

» Bioinformaticke pristupy
BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (NCBI)

» Vyhledavani podobnosti v databazi.



Ukol 1: Izolace DNA (1)

» Video!

» Promichani lyzatu bunek s roztokem fenolu
(nebo smési fenol/chloroform).

» Fenol se pouziva k oddéleni proteinu od NK.
Proteiny (hydrofobnéjsi) zustanou v organické

fazi, zatimco NK jsou vysoce nabité a prejdou do
faze vodné.

» Chloroform v reakci denaturuje proteiny,
rozpousti tuky a pomaha oddeleni jednotlivych
fazi ziskanych pri centrifugaci.



Ukol 1: Izolace DNA (2)

» Centrifugace — oddeéleni fazi:

Spodni faze = organicka — tvofena fenolem (smeési
fenol/chloroform)

Mezifaze — denaturovaneé proteiny a zbytky bunek
Horni faze = vodna — v ni jsou rozpusteny NK
» Odebereme horni fazi a NK vysrazime pomoci
etanolu.

» Shromazdime precipitat NK — centrifugaci a
naslednym rozpustenim sedimentu ve vhodnem
roztoku.



Ukol 2: Amplifikace specifickych tisekti NK

» Prohlédnete si video, prectete text, zodpovezte
otazky.



Ukol 3: Detekce PCR produktu gelovou
elektroforézou

» Pro detekci se pridava barvivo (Ethidium bromid,
SYBR Green)

InterkalacCni barviva: vmezeruji se mezi baze v malem
zlabku DNA

Ozareni gelu UV
Navazané barvivo emituj svetlo

» Produkty putuji od katody smerem k anode (NK
je zaporne nabita)
» Nutna pritomnost interni kontroly a ladderu.



Ukol 3a: Detekce PCR produktu

— IC

vlastni
reakce

Pacienti P3 a P4 — pozitivni, pacient P2 — negativni,
pacient P1 — inhibice reakce. IK = kontrola, PK = pozitivni
kontrola, NK = negativni kontrola; zcela vievo ladder



Ukol 3b: Specificka detekce PCR produktu
pomoci gelové elektroforézy

Fem
MecA

Podobné jako predchozi, ale paralelni detekce tfi fragmentd
DNA. Interni kontrola neni zafazena, nelze tedy odlisit
negativitu od inhibice reakce.



Ukol 4: Srovnani vysledkti priakazu DNA s
vysledky prukazu protilatek

» Nemuzeme se spoléhat na vysledek jedné jediné
reakce.

» Nutno kombinovat znalosti vysledku z ruznych
reakci.

» K dispozici: vysledek PCR (pfimy prukaz),
vysledek reakce ELISA (neprimy prukaz)



Ukol 4a: PCR NK u lymeské borreliozy

viastni
reakce




Ukol 4b: Prukaz protilatek proti ptivodci
lymeské borreliozy

» A1 — negativni kontrola
» B1 — cut off C. 1

» C1 —cutoff C. 2

» D1 — pozitivni kontrola
» E1 — pacient P1

» F1 — pacient P2

» G1 — pacient P3

» Cutoff=(B1+C1)/2

\

» Interpretace plati pro IgM i IgG



Ukol 4c: Zavér ukolt1 4a a 4b

PCR | ELISA | ELISA Zaver
IgM Ils]€

+ Aktualné
nakazen
2 — — + Prodélal
infekci
3 - - - Nikdy se

hesetkal s i.



Ukol 5: Prikaz DNA pomoci PCR s detekci
produktu pomoci ELISA (1)

» Viz. Praktikum JO8 — ELISA k prukazu protilatek
byla také pouzita jako soucCast predchoziho
ukolu.

» V tomto ukolu nejde o sérologicke pouziti této
reakce.

» Detekce produktu PCR pomoci ELISA.

» Vedle dulku vzorku také dulek patfici interni
kontrole.



Ukol 5: Priikaz DNA pomoci PCR s detekci
produktu pomoci ELISA (2)

<
<
<
<

v vV VvV v

4

A1 = pozitivni kontrola,

D1 = negativni kontrola

B1 a C1 = dulky cut off (cut off = jejich prumér)
hodnoty nad ,cut off* (referencni hodnota) jsou
povazovany za pozitivni hodnoty.

E1, F1, G1, H1 = pacienti 1, 2, 3, 4

E2, F2, G2, H2 = interni kontroly k 1, 2, 3, 4
pozitivni reakce = pozitivni vysledek

negativni reakce, positivni IC = negativni
vysledek

negativni reakce, negativni IC = inhibice reakce



Ukol 6: Real-time PCR

» vyhodnotte pozitivni a negativni kontroly a Ctyri obrazky
Real-time PCR, které mate na pracovnim stole

» osa x ukazuje pocet cyklu
» osa Yy vyjadruje mnozstvi produktu

» pozitivni krivka by méla dosahnout limitni linie
(,threshold®) pred 42. cyklem

» plna Ccara oznacuje produkt vlastni reakce, Cerchovana
cara ukazuje interni kontrolu



Ukol 7: Real-time PCR: kvantifikace

» Nedetekujeme pouze pozitivitu, ale take
kvantifikujeme virovou naloz.

» Spocitejte virovou naloz u Ctyrf pripadu podle
vzorce Vv protokolu.

pocet kopii | pocet kopii
viru na pul viru ha 1 mli
piné krve

P1 14,75 1,5.10°
P2 2.3 230
P3 1589 1,6.10°

P4 0,5 <100



Ukol 8: spravné odpovédi

Jaky je rozdil mezi ddNTPs a dNTPs a pro¢ nestaci pfidat do reakce pouze jeden typ?:

ddNTPs maji na 3° uhliku navazany -H misto -OH. NedokaZzi vytvofit fosfodiesterovou vazbu s dalsim

nukleotidem. Pokud bychom do reakce pfidali jen ddNTPs, tak by se syntéza zastavila hned pfi prvnim

nukleotidu a nedoslo by k sekvenaci celého fetézce. Pokud bychom piidali jen dNTPs, doslo by sice

k syntéze celého fetézce, ale nedochazelo by k emitaci svétla a nebyli bychom schopni sekvenci pieéist.

Zkuste se zamyslet, pro¢ jsou nejdiive éteny nejkratsi fragmenty DNA (napovéda: fragmenty putuji
gelem)?: Kratsi fragmenty DNA putuyi gelem rychle)i.

Jak by vypadala naSe sekvence, kdybychom do jedné reakce pfidali oba primery (forward i reverse)
(napovéda: kazdy primer naseda na jiné vlakno dsDNA): Syntetizovala by se obé vlakna DNA zaroven
a doslo by k piekryvu sekvenci. Sekvence by byla ne¢itelna.



Po tomto cviceni byste méli umeét

» Znat a popsat vyuziti metod zalozenych na
prukazu NK.

» Uveést priklady vyuziti teto detekce v
mikrobiologii.
» Vysvetlit postup izolace DNA a PCR.



