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Molekularni diagnostika

Identifikace Typizace
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Metody pro detekci
polymorfizmu v genomech

metody elektroforeticke a
hybridizacni




Metody studia sekvencniho polymorfizmu DNA

* 1. Prima metoda:
— Sangerovo sekvencovani
— Pyrosekvencovani
— Pomoci ¢ipu
« 2. Neprimé metody: fingerprinting (otisky DNA)
— RFLP — polymorfizmus délek restrik&nich fragmentu
— AFLP - polymorfizmus délek amplifikovanych fragment
— SSLP- polymorfizmus délek fragmentu s jednoduchou repetici
— CFLP- polymorfizmus délek fragmentl vytvofenych kleavazou
— SSCP - polymorfizmus konformace jednoretézcu
— DSCP - polymorfizmus konformace dvouretézcl

« 3. Metody pro specifickou detekci jednonukleotidovych
polymorfizmu




Slozky prokaryotického genomu a
Jjejich vyuziti pro subtypizaci
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Klasifikace technik

Plasmidova DNA Chromosomova DNA

pro fingerprinting DNA prokaryot

Geny nebo jejich ¢asti

Analyza obsahu a poctu plazmidi — Analyza poctu chromozomu

|

I

restrikéni analyza REAP

RFLP (polymorfizmus délky restriké. fragm.)

AFLP plazmidu

PFGE, FIGE makrorestriktni analyza (Smal)

analyza velkych fragmenti

analyza malych fragmenti

SRFH (hybridizace se sondou)

—rDNA (ribotypizace), M13, IS

SRFA (selektivni amplifikace restriké. fragm.)

— amplifikace zavisla na primeru [AFLP]

— ligation-mediated PCR (IIS RE)

— mixed-linker PCR

— ligation-mediated PCR (partial ligation IS)

RFLP - DGGE (RE - DE)

Chromosomal DNA AFLP analysis

AP-PCR (RAPD)

analyza polymorfizmi v mezernikovych oblastech

|
| | |

ERIC-interrepeat-PCR  REP-interrepeat-PCR  tRNA-interrepeat-PCR

DGGE analyza amplifikovaného genu

SSCP analyza amplifikovaného genu

RFLP analyza amplifikovanych genu

- ONARFLP analjza

- hsp6S-RFLP analyza

~{ R-lactamase-RFLP analyza

-{ Single-strand conformation RFLP

— CFLP (cleavase)

Genova RFLP-SSCP analyza

Genova AFLP analyza

— polymorfizmus tandemovych repetic

polymorfizmus délky (velikosti) geni

— PCR - ribotypizace (rRNA-spacer LP)

genova AP-PCR

[

Dideoxyterminated SSCP analyza




Analyza celkove chromozomove DNA

1. Analyza poc¢tu chromozomu (kvasinky
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida;
protozoa; Aspergillus)

2. Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu,
restrikCni analyza (RFLP)
— Analyza malych fragmentu
— Analyza velkych fragmentu
— Makrorestrikéni analyza (pulzni gelova elektroforéza)

3. Selektivni hybridizace se sondou (Southernuv
prenos restrikénich fragmentu na membranu a
nasledna hybridizace)




Princip RFLP

RFLP vznika prestavbami sekvenci
inzercemi
delecemi
substitucemi bazi uvnitr restrik€nich misi
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RestrikCni analyza chromozomalni DNA (REA)

« Jedna z prvnich DNA typizacnich metod zahrnujici
analyzu poctu a velikosti restrikénich fragmentu
vznikajicich stepenim specifickou restrikcni
endonukleazou (RE).

» Rozdily mezi fragmenty se oznacuji jako polymorfizmus
délek restrik&nich fragmentu (RFLP). e

DCDC-‘D Cells
+ Metoda restrikéni analyzy ;-
zahrnuje nasledujici kroky: A
— izolace chromozomarni DNA R - el
_ vybér vhodné RE. ﬂ@i@ Eozz
— Stepeni RE, ktera rozpoznava \; cieoropnoresis — |2 2 8

4 az 6 bp dlouhé sekvence

— standardni elektroforéza DNA fragmentu o velikosti 20 000 -
1000 bp v agarézovem gelu

— vizualizace barvenim v etidiumbromidu a densitometrické
vyhodnoceni




Analyza velkych nebo malych fragmentu

Nevyhodou RE analyzy celkové
chromozomalni DNA je velké mnozstvi
vytvarenych restriktu s podobnou
pohyblivosti v tradiCnim agarézovem gelu.

Vysledkem je spektrum pruhu vizualné
obtizné odlisitelnych.

Pro presné vyhodnoceni miry podobnosti
spekter je nutne pouzit

— densitometrické méreni

— korelacni srovnani densitometrickych krivek

Analyzu zjednodusit hodnocenim pouze

« malych fragmentut 50 — 1000 bp (PAGE +
barveni stribrem)

 velkych fragmentu 5 - 15 kb (FIGE)

Pres uvedené obtize byla REA pouzita ke
studiu pribuznosti u rady bakterialnich
druht Campylobacter, Legionella,
Neisseria, Staphylococcus, streptokoky aj.




MakrorestrikCni analyza
chromozomalni DNA pomoci PFGE

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314

* Metoda slouzi pro stanoveni
RFLP genomove DNA pri
pouziti restrikCnich
endonukleaz, ktere stepi
DNA na < 30 mistech.

* Vznikaji velké fragmenty
chromozomalni DNA (10 -
1000 kbp), ktere jsou
separovany pulzni gelovou
elektroforéezou.

 Pro izolaci intaktni DNA neni
vhodna konvencni metoda,
ale pouziva se specificky
postup.

Priklad pulzni gelové elektroforézy DNA
riznych kmenua Staphylococcus carnosus.




Analyza plazmidove DNA

Analyza obsahu a poctu plazmid
RestrikCni analyza plazmidové DNA (REAP)

Hybridizace se sondou - detekce specifickych genu pro
— virulenci
— rezistenci k antibiotikim a antimikrobialnim chemoterapeutik(im
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Probe Hybridization
== Specific Gene Detection

Prenos plazmidu mezi kmeny (i mezi riznymi druhy a rody) se muze
uskutecnovat:
1. Konjugaci 2. Transdukci 3. Fagem zprostredkovanou konjugaci

Plazmidova analyza je rychla, jednoducha a levna metoda.

Ma nasledujici nevyhody:

— kmeny bez plazmidl jsou netypovatelné

— interpretace plazmidovych profill neni jednoznaéna (superhelicita)
— dlouhodoba stabilita plazmidu je diskutabilni




 PFiklad analyzy plazmidu u Staphylococcus aureus z
epidemie na JIP v Olomoucké nemocnici.

* V soucasne dobe se plazmidova analyza pouziva jako
doplnkova typizacni metoda u gramnegativnich
(Salmonella, Neisseria, Escherichia) | grampozitivnich
(Staphylococcus, Enterococcus, Helicobacter) bakterii.




Priklad detekce genu pro exfoliativni
toxin na plazmidech kmenu S. aureus
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Polymorfizmus délky genomovych
segmentu u viru se segmentovanym
genomem

D w» b —

N
Il L

10

11

10% polyakrylamidovy gel s genomovou segmentovanou RNA
rotavir(




Selektivni hybridizace

restrikénich fragmentu (SRFH)

* DNA hybridizacni diagnosticke metody vyuzivaji
Southernuv prenos (1975) pro detekci a lokalizaci
vybranych sekvenci, coz umozni zjednoduseni RFLP
analyzy snizenim poctu srovnhavanych fragmentu.

« Zakladni metodicke kroky pri SRFH

stepeni celkovée chromozomalni DNA restrikCnim enzymem
separace fragmentu pomoci elektroforézy

pfenos fragmentu z gelu na nitrocelulézovou nebo nylonovou
membranu

hybridizace DNA navazané na membrane s jednou nebo vice
znacenymi sondami homologickymi se zkoumanymi geny
detekce navazané sondy

« sondy znacené radioizotopy + autoradiografie

« sondy znaCené neradioaktivné (digoxigenin, biotin, fluorescein, atd.) a
nasledna detekce zahrnujici enzym (AP) a barvotvorny substrat nebo
enzym a chemiluminiscencni substrat

vyhodnoceni RFLP




Princip selektivni hybridizace
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1.

2.

Prehled pouzivanych sond pro

SRFH u prokaryot

Nahodné klonovane sondy

Relativné stabilni oblasti bakterialniho chromozému
« Pouziti: Legionella, Brucella

Sondy specifické pro geny kddujici metabolické faktory
nebo faktory virulence

Sondy je nutné prfipravit individualné pro urcité bakterialni
druhy, tzn. ze tento pristup neni pouzitelny obecne.

Sekvence nekterych genu jsou velice konzervativni a jsou proto
nevhodné k pripravé sond, naopak geny s urCitou sekvencni
variabilitou, pripadné geny vyskytujici se ve vice kopiich jsou
velice vhodné.

« Pouaziti: Pseudomonas aeruginosa. gen pro exotoxin A

. Staphylococcus aureus: mec (determinant meticilinove
rezistence)

Genove specifické sondy je mozné vyuzit k hybridizaci s
makrorestrikCnimi fragmenty separovanymi pomoci PFGE




3. Sondy odvozené z vicekopiovych elementu typu
inzerénich sekvenci a transpozonu

— Inzeréni sekvence (IS) jsou transponovatelné repetitivni DNA
elementy nachazejici se v genomu prokaryotickych
a eukaryotickych organizmu.

— Pritomnost elementu na urcCitych mistech chromozému je
odrazem chromozomalnich prestaveb béhem evoluce.

— Hybridizace se sondami pfipravenymi z IS elementlu vykazuiji
vysokou reprodukovatelnost a vysokou diskriminacni schopnost
souvisejici s pfitomnosti téchto elementu ve vice lokusech na
chromozomu.

— Bakterialni IS elementy maji na koncich obvykle 10-40 bp
dlouhé obracené repetice, sonda se proto pripravuje z vnitrnich
sekvenci elementu.

— Vyber restrikCni endonukleazy a vhodného elementu pro
pripravu sondy je nutné provest pro kazdy bakteralni druh.
Pouziti: Mycobacterium tuberculosis 156110
dalsi druhy mykobakterii
Staphylococcus aureus 1S257/431




4. Sondy pripravené z dalSich repetitivnhich sekvenci

— Pro stanoveni polymorfizmu metodou SRFH byly pouzity nékteré
kratke repetitivni sekvence obecné pritomné v genomech
organizmu.

— Pouze nekteré repetice jsou obecne pouzitelneé:

* 15-bp repetice z pozdniho genu coa z bakteriofaga M13
— Escherichia coli
— Staphylococcus

 polymorfni tandemova repetice z mykobakterii
— Mycobacterium tuberculosis (MPTR-SRFH)

 repetitivni sekvence oznac¢ovana BOX
— Streptococcus pneumoniae

« nahodné trinukleotidové repetice jako napr. (GTG)5
— Salmonella, Shigella a Mycobacterium.

5. Sondy pripravené z dalsich variabilnich genetickych
elementu integrovanych v chromozému

* Profagy
* Plazmidy




Priklad detekce profagu integrovanych v bakterialnim
genomu selektivni hybridizaci DNA se 3 sondami
specifickymi pro ruzné fagové serologické skupiny,
znacenymi biotinem, digoxigeninem a fluoresceinem

CCM 4750
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6. Ribotypizace - Sondy pripravené z 16S rRNA nebo 23S
rRNA (rDNA-SRFH, rDNA-RFLP)

* Ribotypizace je nejvsestrannejsi a nejvice vyuzivana
strategie pro ziskani informace o polymorfizmu
bakterialniho genomu.

* Historie:
— 1965 - bylo zjisténo, ze sekvence ribozomalni RNA mohou byt
vyuzitelné ke stanoveni pfibuznosti organizmu
— 1980 - poprveé byl pouzit termin ribotyp
— 1981 - byla potvrzena teorie, Ze ribozomalni RNA vS§ech organizmu
pochazi ze spolecného predka

— 1983 - byla patentovana metoda charakterizace organizmu na
zaklade ribozomalnich DNA sekvenci

— 1986 - ribotypizace byla pouzita pro srovnavaci studii 41 rtiznych
bakterialnich druhu

— od 1990 - Siroke vyuziti v oblasti Iekarske a veterinarni
epidemiologie, patologie, zjiStovani kontaminace potravin atd.

— 1995 - Bylo zavedeno automatizované zarizeni RiboPrinter pro
fingerprinting DNA bakterii.




Charakteristika bakterialniho rrn operonu

* rRNA-operon (rrn operon) se vyskytuje na
bakterialnim chromozému v nékolika kopiich.

geny tRNA
DNA =
JIF N 16s-rRNA B tRNA B 23S-rRNA [l 5S-rRNAJ tRNA BIEZTRE P
A
promotory terminatory
transkripce
pre-rRNA

v

posttranskripéni Uprava
(vystépeni funkénich produkti)

l

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA 5S-rRNA  tRNA




Princip ribotypizace

* Ribotypizace zahrnuje fingerprinting restrikCnich
fragmentu genomové DNA, které obsahuiji cely
nebo Cast genu kodujiciho 16S a 23S rRNA.

* Hlavni vyhody ribotypizace:

— Sekvence genu pro ribozomalni RNA jsou velice
konzervativni, proto pro ribotypizaci vsSech Eubakterii
muze byt pouzita jedina sonda.

— Jelikoz vetsina bakterii obsahuje nekolik ribozomalnich

operonu, ziskame po hybridizaci dostateéné mnozstvi
fragmentu umoznujicici mezidruhové i vnitrodruhové

odliSeni kmenu.




Automatizace
ribotypizace

RiboPrinter™ System Work Flow

—— EXTERNAL TO RIBOPRINTER™ SYSTEM —
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Sondy pouzivané pro SRFH u eukaryot

Jednolokusové sondy
— Hybridizuji k jedné hypervariabilni oblasti genomu a vytvareji vzor ®
o 1-2 prouzcich -
— Pro identifikaCni ucely se pouziva smeés (,kokteil®) -
jednolokusovych sond ™
— Jsou citlivejsi a davaji jednodussi obraz nez multilokusove sondy
— Pro hybridizaci je treba min 10 ng DNA

Mnoholokusové sondy
— Hybridizuji k repetitivnim sekvencim vyskytujicim se s Cetnosti
100 — 1000 v genomu
— P¥i Southernové hybridizaci se detekuje 20 — 30 prouzku

— U C&lovéka se vyuziva minisatelitu, z nichz 60 ma
spole¢nou konvencni sekvenci

— Délka repetici u kazdé z alel je polymorfni

— Pravdepodobnost, Ze 2 jedinci budou mit stejnou delku
1 repetice po Stépeni restriktazou Hinfl je 0,25.
Pokud uvazujeme 36 detekovatelnych lokusu (prouzkul),
je pravdepodobnost vyskytu stejneho vzoru

0,253%6=10-22
— Nevyhodou je vysoky narok na mnozstvi DNA (250 ng)

— Priklad hybridizace se sondou pripravenou z minisatelitu
v myoglobinovém genu s konvencni sekvenci
GGAGGTGGGCAGGANG
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Sondy z transponovatelnych sekvenci
— Transpozony
— Retrotranspozony

Sondy z dlouhych roztrousenych elementu (LINEs)
Sondy z kratkych roztrousenych elementu (SINEs)

STRs (short tandem repeats) tetranukleotidové
repetice analyzované pomoci multiplex PCR s
naslednym sekvencovanim ve 4 lokusech u Cloveka
nahradily od roku 1994 hybridizacni metody pro
identifikaCni ucely




Interpretace elektroforetickych vzoru
prouzku a konstrukce dendrogramu

« Otisk DNA je vysledkem vétsiny molekularnich metod.

« Ziskany vzor, ktery je viditelny na obarvenych
elektroforetickych gelech nebo vyvolanych hybridizacnich
membranach

— Je specificky pro izolaty uréitého klonalniho puvodu

— Vzorem se rozumi skladba ur¢itych znaku (kvantitativhé
vyjadrenych) jimiz se vyznacuje dany objekt.

— Znakem je fragment DNA urcité velikosti, u kterého se
hodnoti pritomnost nebo nepritomnost nebo jeho plocha.

« PFi DNA-typizaci jedincu ziskame velkou mnozinu dat, kterou
jektFe_ba preveést do prezentovatelné formy urCenim trid nebo
skupin.

« Ktomuto ucelu se vyuziva shlukova analyza

— vyuziva se k nalezeni hierarchickeho seskupovani mnozin dat s
mnoha promennymi

— redukuje pocet objektl jejich umisténim do skupin




Shlukova analyza

1. Metody nehierarchicke
— davaji jednoduché rozdeleni, které optimalizuje homogenitu
uvnitr skupiny
2. Metody hierarchicke

—  Clenové nize zafazenych shluku se stavaji ¢leny vétsich vyse
zafazenych shluku, vysledkem je zobrazeni souhrnu jejich
hierarchie

A. Délici
— Zacinaji s predpokladem, ze vSechny objekty jsou
casti jednoho shluku

— Algoritmus stépi tento velky shluk krok za krokem
dokud kazdy objekt netvori samostatny shluk

B. Aglomeracni
— Na zacatku kazdy shluk obsahuje jeden objekt
— Shluky jsou postupné spojovany
— cilem obdrzet primé znazornéni pribuznosti mezi objekty

« Vysledek hierarchickeho shlukovani je obvykle zobrazen jako
dendrogram, ve kterém jsou zobrazeny nasledné jednotky shluku
spolecne s hodnotami podobnosti vedoucim k témto jednotkam




Algoritmus hierarchickych aglomeracnich
metod shlukovani

1. Vytvoreni mnoziny dat.
« Soubor hodnot, které nabyvaji objekty na zakladé mnozstvi
znaku.
2. Transformace dat.
« Sjednoceni jednotek, vyfazeni kvalitativné rozdilnych znaku.

3. Sestaveni matice podobnosti nebo rozdilnosti.
* Na zaklade méreni podobnosti nebo rozdilnosti kazdéeho paru
objektu.
4. Shlukovani.

* VVybér vhodného algoritmu, coz je v podstate vztah pro
opakovany vypocet rozdilnosti nebo podobnosti nového
shluku s ostatnimi shluky.

5. Dendrogram.

« Znazornéni postupného shlukovani jednotlivych objektl
grafickou formou.




Mereni podobnosti.

« P¥i ur€ovani podobnosti elektroforetického vzoru (dvou drah prouzkl)
a tim i podobnosti mezi dvéma izolaty se vyuzivaji koeficienty
podobnosti zalozené na

— Prfitomnosti nebo absenci prouzku
— denzitometrickych hodnotach.

« Koeficienty zalozené na prouzcich

— Jaccarduv koeficient: o My
Y n+n-n,
— Diceho koeficient: s =20y
"+ n,
— Plosné citlivy koeficient: A, i a
ij_n'+nl+n'J A/_kz=:1(xf+|Bk_Bj,k|
Si,J = podobnost mezi i-tou a j-tou fadou prouzki
ni = pocet prouzkl v i-té draze
nj = pocet prouzku v j-té draze
ni,J = pocet odpovidajicich si prouzk( v i-té a j-té draze
AiJ = hodnota vychazejici z po¢tu odpovidajicich si prouzkl v i-té a j-té draze,
zohlednujici rozdily v plochach odpovidajicich si prouzki
o = konstanta

| Bik - Bj,k| = absolutni hodnota rozdilu ploch k-tych odpovidajicich si prouzkd v i-té
a j-té draze




NejCasteji pouzivané metody pro
shlukovani

Metoda nevazenych prumeéru parovych
skupin (unweighted pair group average
method, UPGMA).
— Shluky jsou spojovany na zakladé priimérné
vzdalenosti mezi vSemi Cleny ve dvou
skupinach.

— Tato metoda se vyuziva pfi vyhodnocovani
otisk(l DNA (elektroforetickych vzort)

Jednoduché spojovani
(neighbour joining, metoda nejblizsiho
souseda).

— Shluky jsou spojovany na zakladé nejmensi
vzdalenosti (nejvetsi podobnosti) mezi dvemi
skupinami.

— Metoda ma pouziti pri sestavovani
fylogenetickych stromu odvozenych z
porovnavani castecnych sekvenci
konzervovanych gend, napf. 16S a 23S rRNA.




Priklad jednonukleotidovych polymorfizmu

Krevni skupina

A CIG|T|G|G|IT|G|A|C|C|C|C|IT|T

B C|G|T|C|G|T|C|A|C|IC|G|C|ITI|A

0 CIG|T|G|G|T|-|A|C|C|C|C|IT|T

» Priklady béznych chorob detekovatelnych
pomoci SNPs
— Parkinsonova choroba
— Alzheimerova choroba
— Diabetes typu |l
— Crohnova choroba
— Obezita




Schematicke znazorneni metod s vysokou rozlisovaci
schopnosti pro identifikaci polymorfizmu v genomech
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Prehled zakladnich metod

* Enzymatické

— PCR-RFLP
— AS-PCR (ARMS)
— AFLP se specifickymi adaptory
— Ligazova retezova reakce
« PCR-OLA
— Ligace prostiednictvim RCA
— Sangerovo sekvencovani

— Pyrosekvencovani
— CFLP

Konformacdni

- SSCP
« PCR-SSCP
« ddF

— DGGE
— DSCP
- HMA

* Hybridizacni
— ASO
- FISH
— PNA-sondy
— Oligonukleotidové Cipy
» Hybridizace se sondami
« Minisekvencovani
« Sekvencovani hybridizaci
* Fluorescencni vymeny

— Kvantitativi PCR s
fluorescenénimi
hybridizacnimi sondami

— Molekularni ,majaky*
— FRET
— Fluorescencni polarizace

* Hmotnostni spektrometrie




Polymorfizmy detekované specialnimi

elektroforetickymi metodami
Odhaleni lokalnich polymorfizmu v DNA je zavislé na pouziti
specialnich elektroforetickych

— Kratké fragmenty DNA o konstantni délce
— Elektroforetické separace v zavislosti na jejich odlisné sekvenci

Metody jsou vhodne zejmena pro srovnani polymorfizmu na urovni
genu, aniz by bylo nutné stanovovat pfimo jejich sekvenci.

Useky DNA s vhodnou velikosti (100 - 2500 bp) se pro analyzy
pfipravuiji:

1. Klonovanim

2. RestrikCnim stepenim

3. Polymerazovou retézovou reakci (PCR)

Vysledky mohou byt ovlivheny
hustotou a sitovanim polyakrylamidoveho gelu
— teplotou gelu
— obsahem pridatnych chemickych latek v gelu
— délkou analyzovaného fragmentu
— lokalizaci rozdilnych sekvenci na analyzovanych fragmentech




Konformacni polymorfizmus jednoretézcu

(Single-Strand Conformation Polymorphism -
SSCP)

« SSCP analyza se obvykle pouziva pro detekci
sekvencnich rozdilu mezi ruznymi alelami tehoz
genu

* Metoda je vhodna pro sledovani zmen (mutaci)
na kratkych fragmentech DNA o velikosti 150 -
400 bp

« Metoda vyuziva vytvareni rozdilné sekvencne
specifickeé intramolekularni struktury ssDNA
ovlivaujici rychlost pohybu pri nedenaturujicich
elektroforetickych podminkach

» U delSich fragmentu se snizuje diskriminacni
ucinnost a reprodukovatelnost




Princip metody SSCP

ds DNA (stejnd velikost, odli¥n4 sekvence)

denaturace formamidem a teplem
A e
ssDNA
nedenaturaéni polyakrylamidova
gelovi elektroforéza

zvySeni ucinnosti SSCP se dosahuje
ruznymi modifikacemi:
— RFLP-SSCP
 pristup kombinujici stepeni DNA
restriktazami s naslednou SSCP

« vzdalenost polymorfizmu od konce
fragmentu

— Vazbou ruznych latek ovlivAujicich
elektroforetickou mobilitu ssDNA

— RNA-SSCP (je nutno pripravit ssRNA
transkripci pomoci T7- nebo SP6-RNA
polymerazy)

SSCP je vhodna pro analyzu mutaci v
prokaryotickych (rDNA), eukaryotickych a
virovych genomech

Homozygotni DNA vytvari 2
elektroforetické formy

Heterozygotni DNA obsahujici sekvence
dvou ruznych alel vytvari 4
elektroforetické formy




Dideoxy fingerprinting (ddF-SSCP)

Hybridni diagnosticka metoda vyuzivajici dva metodicke

pristupy:

— Sangerovo sekvencovani, reakce je na rozdil od
klasickeho sekvencovani provadena pouze s jednim

dideoxy terminatorem.
— SSCP

Pouziva se zejmena k detekci
mutaci u eukaryotickych genu.
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Mutace jsou detekovany jako vysledek ztraty nebo
ziskani dideoxy-terminacniho segmentu nebo na zaklade
rozdilné elektroforetické mobility u alespon jednoho z

dideoxy-terminaénich segmentu.
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Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
(Denaturating Gradient Gel Electrophoresis - DGGE)

Metoda vyuziva rozdilné elektroforetické mobility u castecné
denaturované DNA a DNA v nedenaturovaném stavu

Vzorky o velikosti 150 - 1200 bp se analyzuji v
polyakrylamidovem gelu s denaturacnim gradientem zajistenym
— postupné vzrustajici teplotou (TGGE)
— vzrUstajici koncentraci denaturaéniho Cinidla
« formamidu
* mocoviny
dsDNA se pohybuje béehem elektroforézy v zavislosti na jeji
velikosti a pozvolne denaturuje
— na zacatku elektroforézy neni patrny zadny rozdil v elektroforetické mobilité
— po urcité dobé denaturace ovlivni rychlost elektroforetické migrace (zpomaleni
vzhledem k dsDNA)
— elektroforéza sama umozni odliSit sekvencni polymorfizmus na zakladé odlisné
hodnoty Tm srovnavanych vzorku
Zvyseni rozlisovaci schopnosti dosahneme
— pfipojenim GC-svorek na konce analyzovanych fragment
« zamezime tim uplné denaturaci az do jednoretézcovych forem a zvySime
— provedenim 2-D (dvojrozmérné) DGGE




DGGE je vhodna pro

analyzu mutaci v eukaryotickych genech
diagnostiku dedicnych chorob

analyzu mutaci v prokaryotickych genech

— charakterizaci bakterialnich populaci na zakladé DGGE 16S
rDNA

|||||Am
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Time (hours) L
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Direction of electrophoresis
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Sekvencné specificka elektroforéza
zprostredkovana vmezereni barviv do DNA

« /Zridka pouzivana metoda ke stanoveni sekvencnich
rozdilu v dsDNA fragmentech do velikosti 1500 bp

e Vvyuziva vazbu bis-benzimidu (H33342) na AT pary

« Elektroforéza se provadi v agarézovych gelech s bis-
benzimid-polyetylen glykolem
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* Princip metody

— a) vazba bis-benzimidu na AT bohaté fragmenty DNA

— b) nasledné zpomaleni elektroforetické mobility dlouhymi
molekulami polyetylenglykolu u DNA fragmentu bohatych na AT




Analyza konformace dvouretézcove DNA
(Double Strand Conformation Analysis -

DSCA)

« Diagnosticka metoda, ktera vyuziva rozdilnych ohybu v
dsDNA (double strand conformation polymorphism - DSCP)
ovliviujicich elektroforetickou pohyblivost pfi nedenaturujicich
elektroforetickych podminkach v polyakrylamidovem gelu a
umoznuje tak rozlisit DNA-fetézce s ruznou sekvenci.

* Metoda vyuziva predpokladu, ze dsDNA ve vodnem roztoku
zaujima slozitou konformaci s vnitrnim zakrivenim, ktere
zavisi na nukleotidové sekvenci

« Zakfiveni DNA se muze pfimo vztahovat ke tfeni, které
fragment dsDNA prekonava pri elektroforéze v poréznich
gelech

* Substituce paru bazi v kritickém miste dsDNA fragmentu vede
ke zméné vinuti a muze zasadné ovlivnit elektroforetickou
mobilitu beéhem nedenaturacni polyakrylamidove gelove
elektroforezy s vysokou rozliSovaci schopnosti

* Vyuziva se k detekci bodovych mutaci v eukaryotickych
genech (fragmenty o delce 100-500 bp)




Heteroduplexni analyza,
analyza pohyblivosti heteroduplexu
(Heteroduplex Mobility Assay — HMA)

« Diagnosticka metoda, ktera vyuziva rozdilne
elektroforetické pohyblivosti heteroduplexu.
Pouziva se k lokalizaci a detekci bodovych
mutaci v eukaryotickych a virovych genomech.

 homoduplex (homoduplex). Hybridni molekula
DNA, jejiz retézce se vyznacuji uplnou
komplementaritou.

* heteroduplex (heteroduplex). Hybridni molekula
DNA vyznacujici se neuplnou komplementaritou.




Analyza elektroforetické pohyblivosti heteroduplexu

HIV Proviral DNA from: Patient A Patient B Patient C

PCR amplify using
the same primers
(0.5-1.0 kb amplicon)

PCR Products PCR Products PCR Products

Combine, denature and
reanneal the products A+B A+C

Analyze on 5% neutral
polyacrylamide gel

Heteroduplexes

“ Heteroduplexes

/ Homoduplex

Homoduplex
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Polymorfizmus délky fragmentu vytvorenych
stepenim enzymem Cleavase
(Cleavase Fragment Length Polymorphisms -
CFLP)

« Diagnosticka metoda, ktera vyuziva enzymu kleavazy k detekci
a lokalizaci polymorfizmu v jednofetézcové DNA

« Optimalni velikost fragmentu pro tuto analyzu je do 2700 bp.

« ssDNA vytvafi ruzné sekundarni struktury (vlasenky, vliasenky
se smyckou, krizovée struktury) v zavislosti na primarni
strukture.

« Cleavase je specificka endonukleaza, jejiz cilove misto se
nachazi vzdy u paty vytvorene viasenky na molekule ssDNA.

« Enzym nepusobi na vSechny vlasenky (pravdépodobné v
zavislosti na dalsich faktorech ovlivnenych strukturou ssDNA).

« Mutace (bodové, delece, inzerce) a modifikace v
nukleotidovych sekvencich ovlivhuji sekundarni strukturu
ssDNA a koneCnym vysledkem se vytvoreni rozdilnych mist
rozpoznavanych enzymem.




CFLP

Po stepeni enzymem Cleavase vznika spektrum
fragmentu charakteristické pro danou molekulu

Separaci fragmentu provadime na kratkém
denaturacnim polyakrylamidovem gelu

Metoda CFLP je metodou porovnavajici tvorbu
vlasenek v jednotlivych jednoretezcich, ale z
obecneho hlediska je polymorfizmus CFLP
analogicky s RFLP.

Metoda byla pouzita na

— odliSeni bakterialnich patogenu

— detekci mutaci u rychle mutujicich viru

— detekci mutaci v genech pro rezistenci u bakterii

— detekci mutaci v eukaryotickych genech
(napr. gen pro pd3)




Schematicky postup CFLP

standardni typ mutant
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1. Priprava koncove
znacene dsDNA (na S
obrazku je znazornéno *)

2. Teplotni denaturace DNA

3. Ochlazeni DNA a
vytvoreni viasenek

4. Casteéné Sté&peni
Cleavase | (na obrazku
znazornéno 1)

5. Elektroforéza v
denaturaénim
polyakrylamidovém gelu

* (pouze koncové znatené
DNA jsou detekovany)




Priklad polymorfizmu CFLP u
16S rDNA ruznych bakterialnich druhu
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Diagnostické amplifikacni
metody nevyuzivajici PCR

Amplifikacni metody umoznuji detekovat
jedinou kopii cilové DNA, zatimco pfi
hybridizaCnich metodach musi byt k dispozici
minimalné 10* -10° kopii DNA, aby bylo mozZzné
pi1 detekci ziskat signal.




Prehled metod pouzivanych pro
amplifikaci nukleovych kyselin




Amplifikacni systémy zalozené na
transkripci (TAS a 3SR)

» Transcription-based Amplification System: metoda
vyuziva pro amplifikaci nukleovych kyselin transkripci
in vitro.

« Kazdy cyklus TAS se sklada ze dvou cCasti:

— syntéza molekuly DNA, ktera je komplementarni k cilové
nukleové kyseliné (RNA nebo ssDNA)

— transkripce nové syntetizované cDNA, ktera slouzi jako
intermediat a templat pro RNA polymerazu in vitro.
* Syntéza cDNA je umoznéna pripojenim specialné
navrzenych primeru:
— oblast primeru smérem ke 3°-konci je komplementarni k
cilové DNA

— oblast primeru smérem k 5°-konci tvori specifickd sekvence
obsahujici promotor pro T7 RNA polymerazu.




Amplifikacni systémy zalozené na
transkripci (TAS a 3SR)

V prvnim kroku je po pfipojeni primeru pro kazdou
cilovou RNA nebo ssDNA syntetizovana molekula
ssDNA pomoci zpétné transkriptazy.

Syntéza druhého retézce vyzaduje tepelnou denaturaci
*RNA-DNA nebo DNA-DNA hybridnich molekul.

Po pridani druhého primeru a opét zpétné
transkriptazy, probiha syntéza druh€ho retézce.

Vysledna kopie dsDNA obsahuje funkéni T7 promotor
na jednom nebo obou koncich cDNA.

Po pridani T7 RNA polymerazy dochazi k transkripci
cDNA a z kazdého templatu vznika az 40 molekul
RNA (toto je amplifikacni krok).




TAS a 3SR

Nové molekuly RNA tvofi substrat pro
dalsi cyklus TAS. Po n€kolikandsobném
opakovani cyklu ziskame nékolik miliont
kopii.

* proces tepeln¢ denaturace RNA-DNA
duplext muize byt nahrazen enzymatickym
odstranénim RNA pomoci RNazy H.
Takto modifikovana amplifikacni technika
je isotermni (nevyzaduje zmény inkubaCni
teploty a pridavani zpétné transkriptdzy pri
dalsim cyklu). Proces se nazyva Self-
Sustaining Sequence Replication (3SR)
nebo Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification (NASBA).

Aplikace a pouziti:
* detekce lidského papilomaviru

« detekce rezistence k azidotymidinu
u HIV

» detekce Chlamydia trachomatis

 detekce Mycobacterium tuberculosis
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Skupina metod pro amplifikaci
molekuly navazané sondy

Alternativni metody pro detekci
nizkého poCtu molekul cilové
sekvence vyuzivajici amplifikaci
samotn€ sondy po vazbé na cilovou
sekvenci.




Amplifikace RNA-sondy pomoci
Qp-replikazy

Qp-replikaza je RNA-dependentni RNA polymeraza, ktera replikuje
genomovou RNA bakteriofaga QP (Leviviridae). Enzym rozpoznava
specifickou sekundarni strukturu RNA tvofenou parovanim bazi uvnitf
molekuly bakteriofagové RNA. Jiné sekundarni struktury RNA nejsou
enzymem rozpoznavany.

Sonda se pripravuje transkripci in vitro. Pro konstrukci sondy, ktera je schopna
replikace se vyuziva:
— predikce sekundarni struktury RNA podobné standardni struktufe v genomu
bakteriofaga

— sonda nese navic ve smycce s vlasenkou na 3¢ nebo 5° konci sekvenci specifickou
pro cilovou molekulu.

Po provedeni hybridizace se volna sonda se odstrani RNazou III (u navdzané
sondy chybi rozpoznavaci misto pro RNazu III v diasledku zmény sekundarni
struktury po vazbé na cil).

Systém s QB-replikazou byl vyvinut za ucelem zesileni hybridiza¢nich signali
amplifikaci samotné sondy.

Vyuziva se pro detekci obtizn¢ kultivovatelnych mikroorganizmi, napf.
Chlamydia trachomatis.




Amplifikace sondy Qf3-replikazou
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Ligazova retézova reakce
(Ligase chain reaction - LCR)

Amplifikace cilové sekvence pomoci ligazy je alternativni metoda pro

amplifikaci oligonukleotidové sondy navazané na cilovou sekvenci vyuZzivajici
DNA ligazu.

Pfi LCR se nevytvaii nové kopie cilové sekvence, proto se fadi do skupiny
metod pro amplifikaci sondy.

Metoda vyuzivda DNA ligdzu ke spojeni dvou pari komplementarnich
oligonukleotidovych sond po jejich pripojeni na cilovou sekvenci.
— Usp&$na ligace probshne pouze pii dokonalém parovani 3¢ a 5° koncti obou
oligonukleotidovych sond k cilové molekule.
Po probéhnuti prvni aspésné ligace vznika produkt, ktery napodobuje puvodni
molekulu a slouzi jako templat pro pfipojeni zbyvajici dvojice oligonukleotidii
a jejich ligaci.
Nevyhodou ligazové amplifikacni reakce (LAR) je teplotni nestabilita DNA
ligdzy a nutnost pridavat ligazu po kazd¢é denaturaci.
— V soucasnosti sepouziva ternostabilni DNA ligaza z Thermus aquaticus, ktera je
stabilni po mnoha cyklech denaturace (LCR).




Ligazova retézova reakce (LCR)

v

Primer mixture

'TEFTIITIIRIFIISL:

Target sequence

ssDNA

Etc. <———— B copies +———

Anneal
>
:nmmlmﬁ‘.
tllllllilllllll-’
: IIIHIIIIIHII’.
‘. |||n||||||m"

4 copies

it

HETIEIRIIIISIIIT

\

Target sequence

heat,

Ligate,
anneal

< .
oL
Ligate,
heat,
anneal
Ligate,
heat, 4 L 4
anriesl o LUV
B e —
< &
o LTI
2 copies




Pouziti LCR
» pro detekci obtizné kultivovatelnych patogenti
— Neisseria gonorrhoae

— Borrelia burgdorferi
— Mycobacterium sp.

» pro detekci mutaci v lidskych genech (dédi¢na nemocnéni)




Oligonukleotidové ligacni stanoveni (OLA)

Modifikace LCR vyuzivajici pouze jedné dvojice sousedicich
oligonukleotidii miize byt kvantitativni metodou

— ligazova detekcni reakce (LDR)
— oligonukleotidové ligacni stanoveni (OLA)
e Linearni kinetika amplifikace

* Ve spojeni s analyzou produkti PCR, kde se da o¢ekavat dostateCné
mnozstvi templatu, je OLA pouZivano jako ucinny detek¢ni systém
bodovych mutaci (PCR-OLA).

« Tento ptistup nevyzaduje prukaz amplifikovaného produktu na elektroforéze

— vyuziva 5'-koncového znaceni prvni oligonukleotidové sondy afinitni znackou -
biotinem a opa¢ného konce druhé sondy reportérskou znackou (napf.
fluorescenéni latka, digoxigenin nebo alkalicka fosfataza).

— Pouze po ligaci jsou ob€ znaCky neseny jednou molekulou.

— Po ligazové reakci jsou produkty zachyceny na afinitni matrici se streptavidinem
a nezligované reportérské sondy jsou odmyty.
— Navazany material je méfen na zakladé
* fluorescence,
» barevné reakce
» enzymatické aktivity
« FRET

— muze se stat v budoucnu roz§ifenou automatizovanou metodou vyuzivajici DNA-Cipy pro
detekci nizkokopiovych cilii a zmén v nukleotidovych bazich




Amplifikace otacivou kruznici -
RCA (Rolling Circle Amplification)

Metoda amplifikace sondy navrzena pro detekci jednonukleotidovych polymorfizmu
pfimo v genomoveé DNA.

Pro kazdy polymorfizmus je navrzena alelové specificka sonda, kterou tvori
oligonukleotid dlouhy 80 az 90 bazi.

— Fosforylovany 5'-konec sondy nese ptiblizné 20 nukleotidd, které hybridizuji k oblasti
bezprostiedné vedle 5' polymorfniho mista.

— 3'-konec sondy obsahuje 10 az 20 nukleotidi, komplementarnich k oblasti bezprostfedné
vedle 3' polymorfniho mista.

Pouzivané alelové-specifické sondy jsou identické s vyjimkou baze na 3'-konci, ktera se
1181 tak aby byla komplementarni k polymorfnimu mistu.

Prvni krok RCA zahrnuje

— spole¢nou hybridizaci obou koncti sondy s cilovou sekvenci (vytvoreni oteviené kruznice)

— diskriminac¢ni ligaci sondy termostabilni ligdzou, jejimz vysledkem je kruznicova ssDNA.

— Ligac¢ni krok probéhne pouze v pripad¢, Ze se 3'-konec sondy paruje s polymorfnim mistem.
Mezi koncovymi rameny sondy, kterd jsou cilové specificka pro detekovanou sekvenci
jsou vtésnana vazebna mista pro RCA-primery.

Druhy krok RCA zahrnuje
— hybridizact RCA-primer, ptipadn€é ndhodnych hexanukleotidil na cirkularizovanou sondu
— 1zotermni replikaci otacivou kruznici v ptitomnosti DNA-polymerdzy vytésiujici fetézce
(napt. DNA-polymeraza faga 29)

— Prodluzujici se fetézce jsou vytésiiovany a tvoti jednoteté€zcové konkatemery plivodni sondy,

na které se mohou vazat dalsi RCA-primery a vytvofit slozité replikativni struktury




RCA v homogennim roztoku

» Ligaza katalyzuje ligaci sondy ve formé otevzené
kruznice, ktera presne svymi
3¢- a 5°-konci hybridizuje k mistu se SNP

» Hybridizace nahodnych hexanukleotidu
» Replikace otacCivou kruznici pomoci
DNA-polymerazy faga 29

e Vznikme az 10° kopii sekvence
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Stanoveni SNP pomoci DNA cCipu
a RCA

M§t0da pracuj.e na Alelové specificky oligo 2
principu amplifikace a kruznice 2.
signalu na DNA-Cipu 7

Studovana cilova

Alelové specificky oligo 1
~akruznice 1
DNA-polymeraza 37
+ znacene dNTP

molekula DNA je
denaturovana '/SNP |
Pti hybridizaci k 5AT Matricova DNA

o 1 Ligace ] cG
cilové sekvenci ligaza - 3

. - 7 Imobilizovany
katalyzuje spojeni dvou

. . , Oligonukleotid
oligonukleotidovych
sond z nichz jedna je
imobilizovana na pevném podkladu Cipu

Ligace nastane pouze tehdy jestlize je 5 baze v mist€¢ SNP presn¢ komplementarni k
cilové DNA (je 500x efektivnéjsi nez pi1 nehomologickém paru)

Rozdily v sekvenci na 5°-konci poskytuji moznost specificky a simultanné
detekovat jednotlivé varianty SNP

029 DNA-polymeraza katalyzuje izotermni replikaci formou otac¢ivé kruZznice,
inkorporuje znacené nukleotidy a rostouci fetézec je vytésiovan




Technologie cirkulujici sondy — Cycling
Probe Technology (CPT)

CPT vyuziva hybridizaci cilové sekvence DNA (miize byt pouzit 1
amplifikovany produkt PCR) s chimérickou na obou koncich fluorescencné
znaCenou DNA-RNA-DNA sondou

Sonda po navazani na komplementarni sekvenci poskytuje vytvoreni
Stépitelného mista pro RNazu H.

Reakce probiha za specifickeé konstantni teploty, kterd umoznuje jak
hybridizaci sondy, tak zachovani templatové DNA v jednofetézcovém stavu.

Vytvoieny duplex chimérické sondy a cilové sekvence je rozpoznan RNazou H
a RNA-sekvence sondy je degradovana.

Rozstépené fragmenty sondy nemaji v cilovém misté pii reakéni teploté stabilni
vazbu a disociuji do prostiedi.

Uvolnéna fluorescencné znacena cast sondy emituje fluorescenci, jejiz intenzita
je méfena.

Cilové misto je potom volné, hybridizuje s dalsi sondou a cely cyklus se
opakuje

Fragmenty sondy se akumuluji linearni kinetikou a slouzi jako zaklad pro
detekci a kvantifikaci cilové sekvence.

Vyhodou oproti PCR je, Ze cilova sekvence sama o sob¢ neni amplifikovana a
tim se minimalizuje riziko pfenosu kontaminace. Soucasnou snahou je
optimalizace reakce CPT tak, aby bylo mozné detekovat jednonukleotidové
polymorfizmy.




CPT
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Amplifikace signalu

Pro zvySeni citlivosti hybridizacnich metod je mozné pouzit
alternativni techniky k technikim enzamatickym (zalozenym
na polymeraze nebo ligaze).

Zesileni signalu vytvoreného navazanou sondou miiZe byt
dosazeno
— vEétsi reportérovou molekulou

— skupinou vice molekul pripojenych na samotnou sondu (sloZené sondy)

Vysledkem metod pro amplifikaci signalu  nejsou
amplifikované sekvence DNA, proto jsou tyto metody vice
citlivé na kontaminaci a nespecificke signaly

Detekeni citlivost metod pro amplifikaci signalu je vyssi nez
u klasickych hybridiza¢nich metod s autoradiografickou
barevnou nebo chemiluminiscencni detekci.




Amplifikace signalu pomoci
slozené sondy
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