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diagnostiky




Molekularni diagnostika




Metody pro detekci
polymorfizmu v genomech

metody elektroforeticke a
hybridizacni




Metody studia sekvencniho polymorfizmu DNA

* 1. Prima metoda:
— Sangerovo sekvencovani
— Pyrosekvencovani
— Pomoci Cipu
« 2. Neprime metody: fingerprinting (otisky DNA)
— RFLP — polymorfizmus délek restrikénich fragmentu
— AFLP — polymorfizmus délek amplifikovanych fragmentu
— SSLP- polymorfizmus délek fragmentt s jednoduchou repetici
— CFLP- polymorfizmus délek fragmentt vytvorenych kleavazou
— SSCP - polymorfizmus konformace jednoretézcu
— DSCP - polymorfizmus konformace dvouretézcu

« 3. Metody pro specifickou detekci jednonukleotidovych
polymorfizmu




Slozky prokaryotickeho genomu a
jejich vyuziti pro subtypizaci

S
strukturni geny transpozony

.

chromozom

tRN NA
mezerniky




Klasifikace technik

[

pro fingerprinting DNA prokaryot

Plasmidova DNA

Chromosomova DNA

Geny nebo jejich Casti

Analyza obsahu a poctu plazmidi

Analyza poctu chromozomdi

restrikcni analyza REAP

RFLP (polymorfizmus délky restriké. fragm.)

AFLP plazmidi

PFGE, FIGE makrorestrikéni analyza (Smal)

analyza velkych fragment(

analyza malych fragmentti

— SRFH (hybridizace se sondou)

—rDNA (ribotypizace), M13, IS

SRFA (selektivni amplifikace restrik¢. 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 polymorfizmii v mezernikovych oblastech

I
I | |

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

DGGE analyza amplifikovaného genu

SSCP analyza amplifikovaného genu

RFLP analyza amplifikovanych gendi

rDNA-RFLP analyza

hsp65-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) gend

PCR - ribotypizace (rRNA-spacer LP)

genova AP-PCR

Dideoxyterminated SSCP analyza




Analyza celkové chromozomové DNA

1. Analyza poCtu chromozomu (kvasinky

Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida;
protozoa; Aspergillus)

2. Polymorfizmus délky restrikCnich fragmentu,
restrikcni analyza (RFLP)
— Analyza malych fragmentu
— Analyza velkych fragmentu
— MakrorestrikCni analyza (pulzni gelova elektroforéza)

3. Selektivni hybridizace se sondou (Southernuv

prenos restrikCnich fragmentu na membranu a
nasledna hybridizace)




RFLP vznika prestavbami sekvenci
inzercemi
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RestrikCni analyza chromozomalni DNA (REA)

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

* Rozdily mezi fragmenty se oznacuji jako polymorfizmus
délek restrikénich fragmentu (RFLP).

* Metoda restrikCni analyzy
zahrnuje nasledujici kroky:

DNA

Restricted DNA

— izolace chromozomarni DNA e
— vybeér vhodne RE. = 2
— stépeni RE, ktera rozpoznava D Electrophoresis — | £ £ 2

4 az 6 bp dlouhé sekvence

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

— vVizualizace barvenim v etidiumbromidu a densitometrické
vyhodnoceni




Analyza velkych nebo malych fragmentu

 Nevyhodou RE analyzy celkove

chromozomalni DNA je velké mnozstvi
vytvarenych restriktu s podobnou
pohyblivosti v tradiCnim agarozovem gelu.

* Vysledkem je spektrum pruhu vizualnée
obtizne odlisitelnych.

* Pro presne vyhodnoceni miry podobnosti
spekter je nutné pouzit
— densitometrické mereni
— korelacni srovnani densitometrickych krivek

* Analyzu zjednodusit hodnocenim pouze

* malych fragmentu 50 — 1000 bp (PAGE +
barveni stfibrem)

« velkych fragmentt 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 genomové DNA pri
pouziti restrikCnich
endonukleaz, které stepi
DNA na < 30 mistech.

 Vznikaji velké fragmenty - - = eSS .
chromozomalni DNA (10 - " PRI
1000 kbp), které jsou 190 — [ R *3
separovany pulzni gelovou us ARt 2- e 5
elektroforézou. S " ceeSiiiie

» Pro izolaci intaktni DNA neni ~r svs@-=i5,
vhodna konvencni metoda, .

ale pouziva se specificky
postup.

Priklad pulzni gelové elektroforézy DNA
ruznych kmenu Staphylococcus carnosus.




Priprava vzorku pro PFGE

Kultivace bunék do presnée stanovené hustoty
Smichani bunek s roztavenou agarozou
Naliti smesi do malé formicky

lyze bunek v agarézovych bloccich
deproteinace DNA

Stépeni ikeni ' T OTE] S
Stépeni restrikEni endonukleazou, * * Ag
ktera Stépi s nizkou frekvenci §  Lysis Solution
I 2 DNA Plugs with
(velikost fragmentt 50 - 10 000 kbp) OO0 cenomiesiia
’ ’ Restriction ‘
Pulzni elektroforéza Endonuciease

Barveni gelu v etidiumbromidu Pulsed Fleld Gl &




Vyber vhodnych restrikCnich enzymu
pro makrorestrikcni analyzu DNA

1. Vybér na zakladé délky rozpoznavaci sekvence RE

Délka rozpoznavaci sekvence by méla byt @6 bp

\Y/il 5' GGCCNINGGCC 3 priklad RE s 10 bp rozpoznavaci sekvenci

[-Scel 5" TAGGG!ATAA1tCAGGGTAAT 3' priklad intronem kodované endonukleazy s
18 bp dlouhou rozpoznavaci sekvenci

2. Vybér na zakladé obsahu GC

Bakterialni druhy se velice 1i$i v obsahu GC v jejich genomech.

Enzymy s GC-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodne pro AT-bohaté genomy

Smal 5'CCCL GGG 3' Notl 5' GCI GGCCGC 3'
a enzymy s AT-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodné pro GC-bohaté genomy.
Sspl 5' AATIATT 3' Swal 5'ATTTI AAAT 3

3. Vyskyvt urcitvch sekven¢nich motivii_v rozpoznavaci sekvenci

Ptitomnost sekvence odpovidajici terminac¢nimu kodonu v rozpoznavacim mist¢ RE muze
ovlivnit ftrekvenci St€peni.

Xbal 5'TICTAGA 3' amber

4. Restrikéni endonukleazy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA
Néktere enzymy neStépi DNA jestlize se v rozpozndvacim misté vyskytuje

5-metylcytozin.

Mlul 5'ALC'GC GT 3' tento enzym §tépi savéi DNA méné ¢asto neZ Sfil




Intrpretace vysledku PFGE pri
typizaci bakterii

Typ genetické Puvodni Vysledek v PFGE ve vztahu Vysledny
zmeény pocet k standardnimu kmeni pocet
fragment fragment
Bodova mutace 5 Ztrata 1 fragm. standardniho kmene, 6
, vznik 2 mensich fragm. (suma
tvorba RE-mista velikosti se rovna velikosti fragm.
st. kmene) 3 rozdily ve fragmentech
i Vznik nového véetsiho fragm.,
Bodova mutace 5 nepritomného u st. kmene a ztrata 4
ztrata RE-mista 2 malych fragm. 3 rozdily ve
fragmentech
Inzerce fragm. 5 Pocet fragm. stejny, vznik vétsiho 5
DNA bez RE- fragm. 2 rozdily ve fragmentech
mista
Delece fragm. bez 5 Pocéet fragm. stejny, vznik mensiho 5

RE-mista

fragm. 2 rozdily ve fragmentech




Analyza plazmidové DNA

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

Hybridizace se sondou - detekce specifickych genu pro
— virulenci
— rezistenci k antibiotikim a antimikrobialnim chemoterapeutikiim

isolate A B C A B C

Plasmid
DNA Plasmid Profiling
Plasmid-Based RFLP Analysis

©\ / " Southern ‘ Add
Restriction Enzyme Transfer Probe
Digestion; GE

A B C

Probe Hybridization
Specific Gene Detection

Prenos plazmidu mezi kmeny (i mezi ruznymi 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 plazmidu jsou netypovatelné

— interpretace plazmidovych profilu neni jednoznaéna (superhelicita)

— dlouhodoba stabilita plazmidu je diskutabilni




» Pfiklad analyzy plazmidu u Staphylococcus aureus z
epidemie na JIP v Olomoucké nemocnici.
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» V soucCasné 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 delky genomovych
segmentu u viru se segmentovanym
genomem

10% polyakrylamidovy gel s genomovou segmentovanou RNA
rotaviru




Selektivni hybridizace

restriknich fragmentu (SRFH)

* DNA hybridizacni diagnosticke metody vyuzivaji
Southernuv prenos (19795) pro detekci a lokalizaci
vybranych sekvenci, coz umozni zjednoduseni RFLP
analyzy snizenim poctu srovnavanych fragmentu.

« Zakladni metodické kroky pri SRFH

stepeni celkové chromozomalni DNA restrikCnim enzymem
separace fragmentu pomoci elektroforézy
prenos fragmentu z gelu na nitrocelulézovou nebo nylonovou
membranu
hybridizace DNA navazané na membrane s jednou nebo vice
znacenymi sondami homologickymi se zkoumanymi geny
detekce navazaneé 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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Prehled pouzivanych sond pro

SRFH u prokaryot

1. Nahodne klonovanée sondy

Relativné stabilni oblasti bakterialniho chromozdmu
Pouziti: Legionella, Brucella

2. Sondy specificke pro geny kodujici metabolicke faktory
nebo faktory virulence

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

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

Pouziti: Pseudomonas aeruginosa: gen pro exotoxin A
. Staphylococcus aureus: mec (determinant meticilinové
rezistence)
Genoveé specifické sondy je mozne vyuzit k hybridizaci s
makrorestrikCnimi fragmenty separovanymi pomoci PFGE




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

— Inzercni 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 behem evoluce.

— Hybridizace se sondami pfipravenymi z IS elementu vykazuji
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 obracene repetice, sonda se proto pripravuje z vnitrnich
sekvenci elementu.

— Vybeér restrikCni endonukleazy a vhodného elementu pro
pripravu sondy je nutné provést pro kazdy bakteralni druh.
. Pouziti: Mycobacterium tuberculosis 1S6110
. dalSi druhy mykobakterii
. Staphylococcus aureus 1S257/431




4. Sondy pripravené z dalsich repetitivnich sekvenci

— Pro stanoveni polymorfizmid metodou SRFH byly pouZzity nékteré
kratkeé repetitivhi sekvence obecné pritomné v genomech
organizmu.

— Pouze nektere repetice jsou obecné pouzitelne:

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

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

» repetitivni sekvence oznacovana 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
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* Ribotypizace je nejvsestrannejsi a nejvice vyuzivana
strategie pro ziskani informace o polymorfizmu
bakterialnino genomu.

« Historie:
— 1965 - bylo zjisteno, ze sekvence ribozomalni RNA mohou byt
vyuzitelné ke stanoveni pribuznosti organizmu
— 1980 - poprve byl pouzit termin ribotyp
— 1981 - byla potvrzena teorie, ze ribozomalni RNA vSech organizmu
pochazi ze spoleCného predka

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

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

— od 1990 - siroké vyuziti v oblasti Iékarske a veterinarni
epidemiologie, patologie, zjistovani kontaminace potravin atd.

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




Charakteristika bakterialniho rrn operonu

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

DNA

P 16S-rRNA |l tRNA |l 23S-rRNA [l 5s-rRNAJ tRNA B

1 P2 1 (T2
A

N NS

promotory terminatory

transkripce

pre-rRNA

v

posttranskrip€ni uprava
(vystépeni funkénich produktu)

l

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA 5S-rRNA  {RNA




Princip ribotypizace

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

* Hlavni vyhody ribotypizace:

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

— Jelikoz vetsina bakterii obsahuje nekolik ribozomalnich
operonu, ziskame po hybridizaci dostateCné mnozstvi
fragmentu umoznujicici mezidruhové i vnitrodruhove
odliSeni kmenu.




RiboPrinter™ System Work Flow

—— EXTERNAL TO RIBOPRINTER™ SYSTEM ———

Picking Samples Heat Treatment DNA Preparation

Automatizace
ribotypizace

Pattern Detection Membrane Processing Separation &Transfer
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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 smés (,kokteil“)
jednolokusovych sond
— Jsou citlivejSi a davaji jednodussi obraz nez multilokusove sondy

— Pro hybridizaci je treba min 10 ng DNA

 Mnoholokusoveé sondy
— Hybridizuji k repetitivnim sekvencim vyskytujicim se s Cetnosti

100 — 1000 v genomu
— P¥i Southernové hybridizaci se detekuje 20 — 30 prouzku

— U Clovéka se vyuziva minisatelitl, z nichz 60 ma
spolecnou konvencni sekvenci

— Délka repetici u kazdeé z alel je polymorfni

— Pravdépodobnost, ze 2 jedinci budou mit stejnou délku
1 repetice po Stépeni restriktazou Hinfl je 0,25.
Pokud uvazujeme 36 detekovatelnych lokusu (prouzku),
je pravdépodobnost vyskytu stejnéeho vzoru

0,25%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) tetranukleotidove
repetice analyzovane 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 urcitého klonalniho puvodu

— Vzorem se rozumi skladba urcitych znaku (kvantitativné
vyjadrenych) jimiz se vyznacCuje 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
je treba prevest do prezentovatelné formy urcenim tfid nebo
skupin.

« Ktomuto ucelu se vyuziva shlukova analyza

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

— redukuje pocet objektu jejich umisténim do skupin




1.

2.

Shlukova analyza

Metody nehierarchicke
— davaji jednoduché rozdeleni, které optimalizuje homogenitu
uvnitr skupiny
Metody hierarchicke
—  Clenové nize zarazenych shluku se stavaji ¢leny vétSich vySe
zarfazenych shluku, vysledkem je zobrazeni souhrnu jejich
hierarchie

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

— Algoritmus stepi 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 pfimé znazorneni pribuznosti mezi objekty

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




1.

Algoritmus hierarchickych aglomeracnich
metod shlukovani

Vytvoreni mnoziny dat.
« Soubor hodnot, které nabyvaji objekty na zakladé mnozstvi
znaku.

Transformace dat.
« Sjednoceni jednotek, vyfazeni kvalitativné rozdilnych znaku.

Sestaveni matice podobnosti nebo rozdilnosti.
* Na zakladé mereni podobnosti nebo rozdilnosti kazdeho paru
objektu.
Shlukovani.

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

Dendrogram.

« Znazornéni postupného shlukovani jednotlivych objektu
grafickou formou.
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Mereni podobnosti.

Pri urCovani podobnosti elektroforetického vzoru (dvou drah prouzku)
a tim i podobnosti mezi dvéma izolaty se vyuzivaji koeficienty
podobnosti zalozené na

— Pfitomnosti nebo absenci prouzku

— denzitometrickych hodnotach.

Koeficienty zalozené na prouzcich

— Jaccarduv koeficient:
— Diceho koeficient:

— Plosné citlivy koeficient:

= podobnost mezi i-tou a j~tou fadou prouzku

= pocCet prouzkul v i-té draze

= pocCet prouzku v j-té draze

= pocCet odpovidajicich si prouzku v i-té a j-té draze

= hodnota vychazejici z poctu odpovidajicich si prouzkl v i-té a j-té draze,
zohlednuijici rozdily v plochach odpovidajicich si prouzku

= konstanta

| Bik - Bj,k| = absolutni hodnota rozdilu ploch k-tych odpovidajicich si prouzku v i-té

a j-té draze




NejCasteji pouzivané metody pro

shlukovani
+ Metoda nevaZenych primérd parovych § 588 2 ; :
skupin (unweighted pair group average u u u
method, UPGMA).
— Shluky jsou spojovany na zakladé primérné i

vzdalenosti mezi vSemi Cleny ve dvou
skupinach.
— Tato metoda se vyuziva pfi vyhodnocovani
otiskll DNA (elektroforetickych vzor()
» Jednoduché spojovani
(neighbour joining, metoda nejblizSiho
souseda).

M.caseolyticus

-

— Shluky jsou spojovany na zakladé nejmensi §
vzdé!enogti (nejvetsi podobnosti) mezi dvémi 2 49 § : 2
skupinami. < %é 3 %

— Metoda ma pouziti pri sestavovani =55 |=2
fylogenetickych stromu odvozenych z g‘g

porovnavani castecnych sekvenci
konzervovanych genu, napf. 16S a 23S rRNA.




