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Pro fadu obort je dtlezita identifikace:

= vird
= baktérii
= hub
= parazitu

v realnych vzorcich a v kratkem Case.




Molekularné diagnostické metody pouzivané pro
priukaz mikroorganismu :

nekultivacni
zalozeny na detekci specifickych molekul (antigeny,
proteiny, nukleove kyseliny, polysacharidy, lipidy)

Ize je pouzit pro identifikaci nekultivovatelnych
mikroorganismu



Molekularni diagnostika splnuje naroky kladené na
diagnostiku :

= Vvysokou specificitu
= vysokou citlivost

= jednoduchost

= robustnost




Prognoza vyvoje molekularni diagnostiky:

= dynamicky se rozvijejici
= jednim z kritérii hodnoceni rozvoje je objem prodeje
pripravku (Glick a spol. 2003)

Ptipravky Rok/10° USD

1999 2003 2008
Imunodiagnostické 7,7 8,5 9,3
DNA diagnostické 0,5 0,75 2,0




Nové trendy:

vyvoj novych postupu je zalozen na vyuziti znamych
principu: interakce antigen-protilatka, hybridizace NK,
PCR

automatizace (robotizace) postupu analyzy
miniaturizace

uplatnéni nachazeji imobilizované systémy s vyuzitim
magnetickych nosicu



Z.akladni kroky v pfiprave imobilizovanych
systemu:

vybér nosiCe a jeho matrice

volba afinitniho ligandu (funkcni skupiny) — dle povahy
molekuly, kterou chceme izolovat

imobilizace ligandu na nosic



Magnetické nosice:

tuhé Castice (nosiCe) s magnetickou komponentou
magnetické jadro (oxidy zeleza) je obaleno nosiCem
beéhem syntezy

castice jsou paramagnetické — magnetickeé vlastnosti se
projevuji pouze v pritomnosti vngjSiho magnetickeho
pole, v suspenzi nedochazi k jejich shlukovani

pouziti vsadkovym zpusobem



°y

Jako nosice se pouzivaji:

prirodni polymery

syntetické polymery

anorganicke nosice — sklo, silikagel, oxidy zeleza
porézni, neporézni

ruzné velikosti: um — rychlost sedimentace, pipetovani,
nm — nemusi se promichavat (Brownuv pohyb)



Magnetické polystyrenové nosice Dynabeads (Castice 4,5 ym a 2,8 um)



Magneticky poly(2-hydroxyethylmethakrylatovy) nosi¢ (Horak D. a spol. 2001)




EM fotografie maghemitu (Rittich Magneticky P(HEMA-co-GMA)
B. a spol. 2004) nosi¢ (Spanova A. a spol. 2004)
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Ligand urcuje charakter pouziti nosice:

musi obsahovat vhodnou skupinu, pomoci niz je
Imobilizovan na nosic

musi mit dostateCnou afinitu pro izolovanou latku (afinitni
konstanta K=10-4 — 10)

Nejcastéji se vyskytujici afinitni konstanty u nékterych afinitnich paru:

Vazebnd bilkovina Cilova molekula Ky (M)
Avidin Biotin 10-15

Streptavidin Biotin 10-15

Receptory Hormony, toxiny apod. 10-9-10-12
Protilatky Antigeny 10-7-10-11
Transportni proteiny Vitaminy, cukry apod. 10-%-10-8
Lektiny Sacharidy 10-3-10-°6

Enzymy Substraty 10-3-10-°



Afinitni ligandy v molekularni diagnostice:

celé bunky

protilatky

enzymy

oligonukleotidy

streptavidin, biotin

lektiny, sacharidy

barviva

nizkomolekularni latky (EDTA nebo IDA)



Z.pusoby imobilizace ligandu na nosic:

fyzikalni adsorbce (nekovalentni pripojeni) - snadna,
rychla, bez poskozeni ligandu, vymyvani
chemicka vazba (kovalentni) — umoznuje imobilizovat

ruzné makromolekuly — protilatky, proteiny, nukleové
kyseliny



Dulezita je stéricka pristupnost ligandu pro
izolovanou bunku (molekulu):

= pristupnost lze zvysit orientovanou imobilizaci (napf.
protilatky)

= pouzitim mezerniku

Rozdil mezi orientovanou a nahodnou imobilizaci protilatek.




SUBSTRATE

SUPPORT-ENZYME

SUBSTRATE

SUPPCRT-ENZYME

Stéricka prekazka u imobilizovaného
enzymu a jeji odstranéni

SUBSTRATE

A Y

SUPPORT ARM ENZYME

Odstranéni stévrické prekazky pouzitim
raménka (Safarik a spol. 1999)




Imobilizované systémy s magnetickymi nosici
nachazeji v molekularni diagnostice uplatnént:

= 1. pfi pfipravé vzorku k analyze
= 2. jako soucast detekCnich systému
= 3. jako nosicCe katalyzatoru




1.Ptiprava vzorku k analyze
Izolace mikrobialnich bunck:

= bunky bakterialni
= Salmonella

= E. coliO157
= Listeria monocytogenes




Imunomagneticka separace bunck (IMS)

IMS bunék ze vzorku obsahujiciho inhibitory PCR
pomoci protilatek navazanych na povrch nosice. IMS
umoznuje izolaci subletalné posSkozenych bunék a
nekultivovatelnych bunek.

I. Safarik, M. Safarikovd | J. Chromatogr. B 722 (1999) 33-53
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Pouziti magnetickych kulicek antiSalmonella pro izolaci bunék Salmonella



Vazba bunék na protilatku
imobilizovanou na nosic¢i (Horak D. a
spol. 2003, Spanova A. a spol. 2003)

Ukazka magnetického nosice,
separatoru a jeho pouziti




[zolace eukaryotnich bunck:

< L
Krevni leukocyty L &

T a B lymfocyty
granulocyty

monocyty

makrofagy Imunomagneticka separace
v eukaryontnich bunék (Dynal)

NK bunky

nediferencované bunky - hematopoeticke progenitorove
bunky

hybridomy

transfekované bunky



I1zolace makromolekul:

izolace MRNA z eukaryntnich bunek s vyuzitim
imobilizovaného oligo (dT)25

izolace cilovych sekvenci ssRNA a ssDNA s vyuzitim
oligonukleotidu specifické sekvence, nabohaceni

Pro izolaci rekombinantnich proteinu s His znackou Ize
pouzit magnetickeé nosiCe s imobilizovanymi chelaty
(komplexy) kovu (Co, Zn, Cu)
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Izolace DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR s magnetickymi
nosict pokrytymi karboxylovymi skupinami

v pfitomnosti NaCl a PEG
izolace genomové DNA z hrubych lyzatl bunék
purifikace PCR produktu (pfed sekvencovanim, RFLP)



Tab. MnoZstvi DNA eluované z 10 pl Obr. Gelova elektroforéza PCR produktul.
nosice - _ Béh C. 1 DNA standard, beh €. 2-10

Visledek | Pttt specifické PCR produkty
+ 25 345678 930111213
Hmotnosini ste?ndarld o 30
Salmonella typhimurium e 700
LBS000 = o
81/00 |+ +++ >200
82/00 |++++ =200
85/00 [+ ++ 100
91/00 |+ ++ 100
Lactobacilius | 92/0IN |+ ++ + =200
acidophilus | 98/01N |+ + 100
102/00 |+ + 100
109/00 {++ 100
63/00 |++ 100 u
|20 [++ | 100

|zolace bakterialni DNA z HL bunék z lyofilizatd pomoci FH46-
COOH nosice a jeji amplifikace v PCR (Petrova 2004,DP)



Obr. Gelova elektroforéza RAPD produktu riznych
kmenua hub. Béh €. 7 a 14 DNA standard.

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

100

Molekularni typizace genomove DNA separované s
vyuzitim nosiCe FH46-COOH (Spanova A. a spol. 2003)




Bajkalské sedimenty

Depth | Sample | Bacterial cells DNA PCR
{cm) No cfu/g (4 °C) isolation
{phenol
Posolsky | Selenga extraction)
Bank Delta i H
0Z-18A | OZ-19B
0-10 1 470 ++ +++
2 730 4 bt
10-20 | 3 195 +- +
4 420 ++ +4
20-30 | 5 32 + G
6 70 +/- 44
30-40 | 7 g + ++
8 0 +/- +
40-50 | 9 0 +- ++
10 49 + +
50-54 | 11 18 +/-

Characteristics of analysed
samples and the effect of
DNA isolation procedure

on PCR course

(i) - Soil DNA Isolation Kit,
(iiif) - Soil DNA Isolation Kit
with additional DNA
purification by carboxyl-
functionalised magnetic
P(HEMA-co-EDMA)
microspheres. DNA isolation
and PCR: +++, ++, +, +/-
denote bands of very high,
high, good, and weak
intensity; - no band.



Bajkalské sedimenty

= A scanning electron micrograph of magnetic nonporous
P(HEMA-co-EDMA) microspheres




Bajkalské sedimenty

Schéma oxidace magnetickych P(HEMA-co-EDMA)
mikrocastic

0
KMn(),
\/\D T
0 oxidation




Bajkalské sedimenty — PCR, univerzalni primery

|
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Agarose gel electrophoresis of PCR
products amplified from DNA
extracted using kit and carboxyl-
functionalised magnetic P(HEMA-co-
EDMA) microspheres.

Lanes 1-10: samples from different
locations and depths of Lake Baikal,

lane 11: DNA standard (100 bp
ladder),

lanes 12-14: DNA isolated using the
kit without the step of DNA
repurification with magnetic
microspheres,

lanes 15-19: amplicons amplified
from bacterial weight DNA standards
(5 ng, 500, 50, 5 pg, and 500 fg).




Bajkalské sedimenty — PCR, psychrotrofni

=  Agarose gel electrophoresis of PCR
products amplified from DNA isolated
using carboxyl-functionalised
magnetic P(HEMA-co-EDMA)
microspheres.

u Lanes 1-5: Selenga Delta samples
from 0-10, 10-20, 20-30, 30-40, and
40-50 cm depths, respectively;

= lanes 6 and 7: DNA standard (100 bp
ladder);

= lane 8: psychrotrophic Bacillus cereus
CCM145 control DNA (10 ng);

1000 1000 —i S H e - lane 9: mesophilic B. thuringiensis
- " CCM19T control DNA (10 ng);

= lanes 10 and 11: psychrotrophic B.
mycoides strains isolated from Baikal
Lake sediments at 0-10 and 20-30 cm
depth (10 ng);

= lane 12: negative control (water
instead of DNA);

C lanes 13 and 14: DNA from Baikal
Lake sediment samples (Selenga
Delta, 0-10 cm) isolated using the kit
or phenol extraction, respectively
(without the step with magnetic
microspheres).

T 8 9 10 11 12 13 14

1500 1500

500 500

—
g
=
-
el
Ll
-
il
. ¥

i

E

100 100




2. Magnetické nosice jako soucast detekcnich systémui —
jako ligand se pouziva streptavidin, na ktery se vaze:

= komplex bunky s biotinylovanou protilatkou
= biotinem znadena DNA




Ing. Jaroslava Turkova, DrSc., prof. M. Wilchek
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imobilizovanym streptavidinem (Dynal)



Biotinem znacena DNA navazana na nosic se
streptavidinem muze byt pouzita:

pro sekvencovani

pro pripravu sondy (znaceni ssDNA)

pro izolace proteinu vazajicich se na DNA
pro vyhledavani specifickych fragmentu DNA
pro pripravu syntetickeho genu
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3.Magnetické nosice jako nosice katalyzatora

Imobilizaci enzymu na nosi¢ vznikne heterogenni
katalyzator:

= snadno oddelitelny z reakCni smesi
= moznost okamziteho ukoncCeni reakce
= moznost opakovaneého pouziti




Ptiklady vyuziti imobilizovanych enzymu:

= Imobilizovana RNaza A

Obr. Gelova elektroforéza plasmidové DNA
1 2 3 4 5 6 7T 8 910

Crecle cell Lysates digested for 30 min (Tares 1-3), or 40 aonn {lanes G6-8)
|6 free RMase A 27 froe Risase A (DNase activity lost by bilmg), 3.8 BNase A e
mobilized oo MBC 1 4.5 blanks wathout BMase A; 5 lambda D AHiad H ssardard;

10 Eneansed pLICT? DA

Stépeni bakterialni RNA v
nepurifikovaném vzorku plazmidove

- DNA pomoci imobilizované RNazyA ———

(Rittich a spol. 2000)
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A) RNA nestépena
B) RNA stépena

Chromatograficka purifikace

plazmidové DNA pUC 19
(Rittich a spol. 2000)



Ptiklady vyuziti imobilizovanych enzymu:

Imobilizovana DNaza |
Graf Studium opakovaného pouZiti DNazy 1 imobilizované na magnetické perlové

celuloze pii degradaci vysokomolekularni DNA po aktivaci ionty Mn®*

[} ] 4 L] E 0 L] 114 ! 1 14 zln
pofadi opakovani

Aktivita imobilizované DNazy | pri stepeni vysokomolekularni DNA
(Rudolf I. 2001, DP)



Ptiklady vyuziti imobilizovanych enzymu:

Imobilizovana proteinaza K
Obr. Gelova elektroforéza PCR produktu

Béh | RedEoi DNA mutrice | Zpiisob eliminace inhibitoru PCR | Pritomnest PCE produlkta
A & A B A B A B
1 N N var 10 minut KL
2 10x 10x 1h / 55°C
3 N N var 2} minat K L H-
4 101 10z ON 7 85°C = TR
3 N N var H minut PR 1L ke T
3 W | 10z | 1h / 85°C = ==
T N N volnd PK | IFK IL += : +++
] 0 | dex imgml | ON{s5C E ¥
) N | N volnd PK | IPK L +- +
B ) Tk 10x Wmgml | 1h/SSC = ¥
11 N N volnd PE IFK M1 B +++
. o~ 7] x| 1ox 100 mg/ml ON / 58°C : g
- - 13 N N bez volnd PK | purifikovans = o
o P g 14 iz i =
i B g - -1 1= i
16 Sabmonaila Typhimurinm LB SN (22/3)

Pouziti imobilizované proteinazy K pfi Stépeni vnitrobunééného inhibitoru PCR v
hrubém lyzatu bunék terénniho kmene Salmonella (Prodélalova J. 2001, DP)



Priklad vyuziti imobilizovaného systému — IDA,
EDTA

Imobilizované komplexy lanthanoidu pfi $tépeni
plazmidovée DNA

Obr. Gelova elektroforéza plasmidové DNA pBR322 Béh €. 1-7 stépeni 0-180 min. pri
63 C, €.9-15 kontrola, ¢.8 DNA marker, ¢. 16 pBR322/EcoRlI

2 4 6 B 10 12 14 16

OoC

: ] lin
iy s TR e CCC

Stépeni plasmidové DNA imobilizovanym komplexem Nd3* (Rittich a spol. 2004)



/aver:

Magneticke nosiCe byvaji razeny mezi
tzv. inteligentni Castice, jelikoz meni
sveé vilastnosti zmenou vnejsich
podminek — magnetickeho pole. Pro
svou schopnost reagovat na zmenu
prostredi byvaji tyto Castice rovnez
nazyvany casticemi 3. tisicileti.




