Diagnosticke amplifikacni
metody nevyuzivajici PCR

Amplifikacni metody umoznuji detekovat
jedinou kopii cilove DNA, zatimco pri
hybridizacnich metodach musi byt
k dispozici minimalné 104 -10° kopii DNA,
aby bylo mozne pri detekci ziskat signal.




Prehled metod pouzivanych pro
amplifikaci nukleovych kyselin

Amplifika¢ni metoda Pouzivané enzymy Rok
publikace
Amplifikace specifické sekvence
e PCR (polymerazova fetézova |termofilni DNA 1986
reakce) a jeji modifikace polymeraza (Tagq, Tth,
Tma)
e TAS (amplifikace pomoci zpétna transkriptaza, 1989
transkripce) RNA polymeraza
e 3SR (amplifikace pomoci zpétna transkriptaza, 1990
transkripce) RNaza H,
RNA polymeraza
e SDA (amplifikace restrikéni endonukleéza, 1992
vytésnovanim fetézce) DNA polymeraza (bez
3—=5°¢ exonukledzove aktivity)
Amplifikace sondy
e LAR (ligazova amplifika¢ni |DNA ligaza 1989
reakce)
e LCR (ligazova tetézova termofilni DNA ligaza 1991
reakce)
» reakce s QP-replikazou QP-replikaza 1988




Amplifikacni systemy 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 casti:

— syntéeza molekuly DNA, ktera je komplementarni k
cilové nukleové kyseline (RNA nebo ssDNA)

— transkripce nove syntetizovane cDNA, ktera slouzi jako
iIntermediat a templat pro RNA polymerazu in vitro.
« Syntéza cDNA je umoznéna pfipojenim specialné
navrzenych primeru:

— oblast primeru smerem ke 3'-konci je komplementarni k
cilove DNA

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




Amplifikacni systemy zalozené na
transkripci (TAS a 3SR)

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

Syntéza druheho retezce vyzaduje tepelnou

denaturaci
*RNA-DNA nebo DNA-DNA hybridnich molekul.

Po pridani druhého primeru a opét zpétnée
transkriptazy, probiha syntéza druhého retézce.
Vysledna kopie dsDNA obsahuje funkcni T7
promotor na jednom nebo obou koncich cDNA.
Po pridani T7 RNA polymerazy dochazi k
transkripci cDNA a z kazdeho templatu vznika az
40 molekul RNA (toto je amplifikacni krok).




TAS a 3SR

Nove molekuly RNA tvofi substrat pro
dalsi cyklus TAS. Po nékolikandsobném
opakovani cyklu ziskame nékolik miliont
kopii.

* proces tepelne denaturace RNA-DNA
duplextt miize byt nahrazen enzymatickym
odstranénim RNA pomoci RNazy H. Takto
modifikovana amplifikacni technika je
1sotermni (nevyzaduje zmény inkubacni
teploty a pfidavani zpétné transkriptazy pri

dalsim cyklu). Proces se nazyva Self-
Sustaining Sequence Replication (3SR)
nebo Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification (NASBA).

Aplikace a pouziti:
* detekce lidskeho papilomaviru

* detekce rezistence k azidotymidinu
u HIV

 detekce Chlamydia trachomatis

» detekce Mycobacterium tuberculosis
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Amplifikace DNA vytesnovanim retezce
(Strand Displacement Amplification - SDA)

« SDA je zalozena na schopnosti DNA polymerazy iniciovat syntézu
DNA v misté jednoretézcového zlomu uvnitr cilové molekuly a vytésnit
retézec se zlomem behem syntezy noveho retéezce DNA.

« Takto vzniklé jednoretezce slouzi jako substrat prodalsi SDA-reakci a
isotermni akumulaci dvou- a jednoretezcovych kopii cilové molekuly.

« Klicem technologie je vytvoreni mistné specifickych jednoretézcovych
zlomu pomoci restrikéni endonukleazy. Za normalnich podminek
restrikCni endonukleazy Stépi oba retézce, coz neni pro SDA vhodné.

* P¥i syntéze DNA je proto pouzit jeden z nukleotidl a-thio-subtituovany
(napr. deoxyadenosin-5°-a-thio-trifosfat, dGTP, dCTP a dTTP). Jeden z
retézcu syntetizované DNA potom obsahuje modifikované nukleotidy.

« RestrikCni endonukleaza v takto modifikovaném rozpoznavacim miste
stépi pouze jeden retézec a vytvori mistné specificky jednoretézcovy
zlom.

« Pro SDA se pouziva dvojice primeru s dvéma funkénimi oblastmi:

— oblast smérem k 3'-konci obsahuje 15 az 20 bp dlouhou sekvenci
komplementarni k cilové molekule DNA

— oblast smérem k 5'-konci obsahuje rozpoznavaci sekvenci pro restrikCni
endonukleazu.




Strand Displacement Amplification -
Reakce zahrnuje SD A
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* Pouziti a aplikace SDA:

— detekce ruznych mykobakterii na zakladé amplifikace 1S6110

* Nevyhody:
— Cenové narocna metoda.
— Je potreba vhodna restrikCni endonukleaza.

— DalSi rozpoznavaci misto pro restrikCni endonukleazu se nesmi
nachazet v amplifikovane sekvenci.




Skupina metod pro amplifikaci
molekuly navazané sondy

Alternativni metody pro detekci
nizkého poctu molekul cilove
sekvence vyuzivajici amplifikaci
samotne sondy po vazbe na
cilovou sekvenci.




Amplifikace RNA-sondy pomoci
Q[B-replikazy

QP-replikaza je RNA-dependentni RNA polymeraza, ktera replikuje
genomovou RNA bakteriofaga Q3 (Leviviridae). Enzym rozpoznava
specifickou sekundarni strukturu RNA tvorenou parovanim bazi uvnitr

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 strukture
v genomu bakteriofaga

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

Po provedeni hybridizace se volna sonda se odstrani RNazou Il (u

navazané sondy chybi rozpoznavaci misto pro RNazu Il v dusledku

zmeény sekundarni struktury po vazbé na cil).

Systém s Q[(-replikazou byl vyvinut za ucelem zesileni hybridizacnich

signalt amplifikaci samotné sondy.

Vyuziva se pro detekci obtizné kultivovatelnych mikroorganizmu, napfr.

Chlamydia trachomatis.




Amplifikace sondy QB-replikazou

: ; % Wash away |
unbound probe
-

Treat with

Release probe,
RNAse lli )
RNAse .../’% S ? C add QB replicase
sensitive site \

Target-specific
region




Ligazova retezova reakce
(Ligase chain reaction - LCR)

Amplifikace cilové sekvence pomoci ligazy je alternativni metoda pro
amplifikaci oligonukleotidové sondy navazané na cilovou sekvenci
vyuzivajici DNA ligazu.

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

Metoda vyuziva DNA ligazu ke spojeni dvou paru komplementarnich
oligonukleotidovych sond po jejich pripojeni na cilovou sekvenci.

— Uspésna ligace prob&hne pouze pfi dokonalém parovani 3‘ a 5° koncti obou

oligonukleotidovych sond k cilové molekule.

Po probehnuti prvni uspésneé ligace vznika produkt, ktery napodobuje
puvodni molekulu a slouzi jako templat pro pfipojeni zbyvajici dvojice
oligonukleotidu a jejich ligaci.

Nevyhodou ligazovée amplifikacni reakce (LAR) je teplotni nestabilita
DNA ligazy a nutnost pridavat ligazu po kazde denaturaci.

— V soucasnosti sepouziva ternostabilni DNA ligaza z Thermus aquaticus,
ktera je stabilni po mnoha cyklech denaturace (LCR).




Ligazova retezova reakce (LCR)
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Pouziti LCR
« pro detekci obtizné kultivovatelnych patogenu
— Neisseria gonorrhoae

— Borrelia burgdorferi
— Mycobacterium sp.

» pro detekci mutaci v lidskych genech (dediCna
nemocneni)




Oligonukleotidove ligacni stanoveni (OLA)

Modifikace LCR vyuzivajici pouze jedné dvojice sousedicich
oligonukleotidu muze byt kvantitativnhi metodou

— ligazova detekéni reakce (LDR)

— oligonukleotidové ligacni stanoveni (OLA)

Linearni kinetika amplifikace

Ve spojeni s analyzou produktu PCR, kde se da oCekavat dostatecné
mnozstvi templatu, je OLA pouzivano jako uc€inny detekCni systém
bodovych mutaci (PCR-OLA).

Tento pristup nevyzaduje prukaz amplifikovaného produktu na
elektroforéze

— vyuziva 5'-koncoveho znaceni prvni oligonukleotidoveé sondy afinitni
znackou - biotinem a opacneho konce druhé sondy reportérskou
znackou (napr. fluorescencni latka, digoxigenin nebo alkalicka fosfataza).

— Pouze po ligaci jsou obe znacky neseny jednou molekulou.

— Po ligazoveé reakci jsou produkty zachyceny na afinitni matrici se
streptavidinem a nezligované reporterské sondy jsou odmyty.
— Navazany material je méren na zakladé
» fluorescence,
* barevné reakce
* enzymaticke aktivity
« FRET

— muze se stat v budoucnu rozsifenou automatizovanou metodou vyuzivajici DNA-
Cipy pro detekci nizkokopiovych cili a zmén v nukleotidovych bazich




Amplifikace otacCivou kruznici -
RCA (Rolling Circle Amplification)

« Metoda amplifikace sondy navrzena pro detekci jednonukleotidovych polymorfizmu
primo v genomove DNA.

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

— Fosforylovany 5'-konec sondy nese pfiblizné 20 nukleotidl, které hybridizuji k oblasti
bezprostfedné vedle 5' polymorfniho mista.

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

« Pouzivané alelove-specifické sondy jsou identické s vyjimkou baze na 3'-konci, ktera
se liSi tak aby byla komplementarni k polymorfnimu mistu.
* Prvni krok RCA zahrnuje
— spole¢nou hybridizaci obou koncl sondy s cilovou sekvenci (vytvofeni oteviené kruznice
— diskriminacni ligaci sondy termostabilni ligazou, jejimz vysledkem je kruznicova ssDNA.
— Ligacni krok probéhne pouze v pfipadé, ze se 3'-konec sondy paruje s polymorfnim
mistem.
« Mezi koncovymi rameny sondy, ktera jsou cilové specificka pro detekovanou sekvenci
jsou vtésnana vazebna mista pro RCA-primery.
Druhy krok RCA zahrnuje
hybridizaci RCA-primeru, pfipadné nahodnych hexanukleotidu na cirkularizovanou sondu
— izotermni replikaci otaCivou kruznici v pfitomnosti DNA-polymerazy vytésnujici fetézce
(napf. DNA-polymeraza faga 29)

— Prodluzujici se fetézce jsou vytésniovany a tvori jednofetézcové konkatemery pavodni
cenndv na ktard ce mohnii vazat dalei RC.A-nrimerv a vwwhunrit clazitd ranlikativni <triiktiirg

N




RCA v homogennim roztoku

» Ligaza katalyzuje ligaci sondy ve forme
otevzene kruznice, ktera presne svymi
3'- a 5'-konci hybridizuje k mistu se SNP

» Hybridizace nahodnych hexanukleotidu

* Replikace otacCivou kruznici pomoci k
DNA-polymerazy faga 29 12}
« Vznikme az 10° kopii sekvence




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu
a RCA

M_eto_da pracu_j_e na Alelové specificky oligo 2
principu amplifikace a kruznice 2 e

: , - Alelove specificky oligo 1
signalu na DNA-Cipu a kruznice 1
Studovana cilova s DNA-polymeraza g
molekula DNA je
denaturovana SNP

Pfi hybridizaci k i’ Matricova DNA

, A Cre Ligace E",éG
cilové sekvenci ligaza 0 L3 W
! .Y Imobilizovany
katalyzuje spojeni dvou

: i , Oligonukleotid
oligonukleotidovych
sond z nichz jedna je
imobilizovana na pevnem podkladu Cipu

Ligace nastane pouze tehdy jestlize je 5° baze v misté SNP prfesné
komplementarni k cilové DNA (je 500x efektivnéjSi nez pfi nehomologickem
paru)

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

¢29 DNA-polymeraza katalyzuje izotermni replikaci formou otacive
Kruznice, inkorporuje znacené nukleotidy a rostouci retézec je vytesnovan




Technologie cirkulujici sondy —
Cycling Probe Technology (CPT)

CPT vyuziva hybridizaci cilové sekvence DNA (muze byt pouzit i
amplifikovany produkt PCR) s chimérickou na obou koncich
fluorescencné znacenou DNA-RNA-DNA sondou

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

Reakce probiha za specifické konstantni teploty, ktera umoznuje jak
hybridizaci sondy, tak zachovani templatové DNA v jednoretézcovem
stavu.

Vytvoreny duplex chimerickeé sondy a cilove sekvence je rozpoznan
RNazou H a RNA-sekvence sondy je degradovana.

Rozstépené fragmenty sondy nemaji v cilovem misté pri reakcni teploté
stabilni vazbu a disociuji do prostredi.

Uvolnena fluorescencné znacena Cast sondy emituje fluorescenci, jejiz
Intenzita je merena.

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 sobé neni
amplifikovana a tim se minimalizuje riziko prenosu kontaminace.
Soucasnou snahou je optimalizace reakce CPT tak, aby bylo mozné
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Amplifikace signalu

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

Zesileni signalu vytvofeného navazanou sondou muze

byt dosazeno

— vetsi reportérskou 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 nespecifické signaly

Detekcni citlivost metod pro amplifikaci signalu je vyssi

nez
u klasickych hybridizacnich metod s autoradiografickou
barevnou nebo chemiluminiscencni detekci.




Amplifikace signalu pomoci
slozene sondy
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