2. DNA sondy

Definice, znaceni sond a detekce



DNA sonda

* je sonda hybridisacni (hybridisation probe,
probe)

* Definice:Radioaktivhé nebo neradioaktivhé
znacena sekvence nukleove kyseliny
(DNA nebo RNA) pouzivana k vyhledavani
nukleove kyseliny s komplementarni
sekvenci



Sonda chemicka

» Latka vazajici se specificky na urcité baze
nebo na urcité lokalni struktury v
nukleovych kyselinach (napr. OsO4,
glyoxal, chloracetylaldehyd,
diethylpyrokarbonat, hydroxylamin)



DNA sonda pro prukaz
entorotoxigenni E. coli

 pripravena z bakterialni DNA

» predstavovala prvni praktickou aplikaci
technologie rekombinantni DNA
(hybridizace kolonii)

* Pfi prukazu infekCniho agens v klinickém
materialu

* (Moseley et al. J. Infect. Dis. 142, 892-
898, 1980)



Priklady komercnée dostupnych
sond

e Obr.



Hybridizace nukleovych kyselin

* Proces vytvareni dvouretezcovych molekul
z jednoretezcu DNA nebo RNA

« Za predpokladu, ze se jejich sekvence
vyznacuji uplnou nebo castecnou
komplementaritou bazi

* (na rozdil od renaturace nedochazi ke
spojovani jednoretézcu, které puvodné
byly soucasti teze molekuly)



Denaturace a
renaturace/hybridisace DNA

e Obr.



Stringence (tesnost, prisnost)
hybridizace
 Ma vztah k poctu nekomplementarnich

bazi, které mohou byt behem opetného
vzniku dvousroubovice tolerovany

» Je ovlivhovana prostredim, v nemz
probiha hybridizace



Faktory ovliviujici hybridizaci

* Teplota, koncentrace soli a pH

» Specificita hybridizace se zvysuje v pufru
0 nizke koncentraci soli, vyssim pH a pri
vyssi teplote

« Specifitu hybridizace Ize zvysit
chemickymi latkami (napr. formamidem —

snizuje hydrofobni interakce mezi basemi
a jejich nespecifické parovani)



Dalsi faktory ovlivaujici stabilitu
hybridu
« Stupen vzajemne komplementarity bazi

« Zastoupeni GC a AT paru

* Pritomnost latek destabilizujicich vodikove
vazby mezi retezci (napr. denaturacni
cinidla — formamid, mocovina)



Tm

Je teplota, pri které jsou sonda a cilova
sekvence z 50% denaturovany

Tm =81,5°C + 16,6 logM + 0,41 (%GC)
M... iontova sila pufru v molech/l

Priblizné Tm
Tm = 4x (pocet GC) + 2 (pocCet AT)



Srovnani hybridizace za ruzné
stringentnich podminek

e Obr.



Za podminek nizké stringence

Se sonda specificka pro 16S r RNA sekvenci
Staphylococcus aureus

Muze vazat na pribuzné sekvence jinych druhu
Staphylococcus, jsou-li v analyzovanem vzorku
pritomny

To vede k falesné pozitivhim vysledkim

I Podminkam hybridizace musi byt venovana
mimoradna pozornost

Na druhou stranu za podminek nizké stringence
muzeme vyhledavat pribuzné sekvence genu



Hybridizace je vyuzivano

K vyhledavani a charakterizaci
specifickych nukleotidovych sekvenci

V genovych/genomovych knihovnach
V cytologickych preparatech

Pri mapovani genomu atd.

DNA/DNA hybridizace

DNA/RNA hybridisace

RNA/RNA hybridisace




Priprava sondy

* Tj. priprava jednoretezcové znacené
nukleotidoveé sekvence DNA nebo RNA
« Ktera se vaze na cilovou sekvenci

* A kterou Ize podle znacCky sondy
identifikovat



Jako sondu lze pouzit

o Jakoukoliv vhodné oznacenou molekulu
DNA nebo RNA



Velikost sondy

* Muze byt ruzna
* Obvykle byva 100 — 1000 bp
| mnohem vetsi



Pro pripravu sond se pouzivaji

Celkova DNA
Plasmidova DNA

Sekvence genomové DNA nebo cDNA klonované ve
vektoru

Nebo amplifikované v PCR

Umeéle syntetizované nukleotidy o délce 15-70 bazi
(jejich sekvence muze byt odvozena ze sekvence AK
proteinu, jehoz kodujici oblast na DNA vyhledavame)

Sekvence genu pribuznych organismu, u nichz existuje
vysoka pravdepodobnost, ze pripravena sonda rozezna
sekvenci homolognich genu



Priklady komercne dostupnych
sond
* Pro primy prukaz patogennich
mikroorganismu a viru Ci pro konfirmacni
testy

e Obr.



Znaceni sond

« Radioaktivni znaceni
 Neradioaktivni znaceni



Pri radioaktivhim znaceni

» Jsou do sekvence sondy zacCleneny
nukleotidy (dATP), obsahujici radioaktivni
izotop (3H, 32P, 3°S)

* Signalem sondy je radioaktivni zareni,
ktere Ize detekovat pomoci scintilacniho
stanoveni radioaktivity v roztoku nebo
autoradiograficky



Autoradiografie

Detekce a lokalizace radioaktivni znacCky
zabudované na pevnem nosici

Vyuziva zmen fotografické emulse (ionty Ag),
které jsou vyvolany zareni, emitovanym
izotopem ([3- Castice 3H, 14 C, 35S, 32 P, y-
castice 1251)

Po vyvolani fotografické emulse se ziska negativ
s cernymi skvrnami v miste, kam doletely
emitované paprsky

Snizeni teploty na -70°C zvysuje stabilitu atomu
Ag a tim se prodlouzi doba pro zachyceni
druhého fotonu.



Dva typy autoradiografie

* Prima — vzorek se umisti primo na film

* Neprima — zareni je prevedeno na svetlo
pomoci scintilatoru, jimz je napustena
specialni deska. Radioaktivni zareni
prenasi energii na molekuly scintilatoru, ty
emituji fotony, které ozaruji fotografickou
emulsi.

» (Ukazka desek)



Pri neradioaktivhim zpusobu
znaceni

» Jsou do sekvence sondy zabudovany
chemicky modifikované nukleotidy nesouci
reporterskou molekulu, ktera umoznuje
primou nebo neprimou detekci sondy



Enzymové znaceni sond a jejich
detekce

 Enzymove znaceni sond — enzymy alkalicka
fosfataza AP, kfenova peroxidaza POD,
luciferaza — detekce s vyuzitim specifického
substratu

* po pridani substratu katalyzuje prislusny enzym
reakci, jejichz vysledkem je podle povahy
substratu zmena jeho barvy - kolorimetricka
detekce — nebo zmena rozpustnosti, nebo emise
svetla

e (Substratem pro AP je BCIP-NBT (5-bromo-
4chloro-3-indolylfosfat-NitroBlue Tetrazolium))



Vyuziti afinitnich znacek

* biotin, digoxigenin navazané na nukleotid
(dUTP) a inkorporovany do sond

* detekce s vyuzitim streptavidinu nebo
avidinu nebo protilatky s prikonjugovanym
enzymem AP, POD

* (fJ. neprima generace signalu)



Vysvetleni chemické podstaty
znacek
Biotin — vitamin H (radi se do skupiny
vitaminu B, je pfitomen ve vsech b.)
Digoxigenin — rostlinny steroid (Naprstnik)
Avidin- bilkovina ve vajecném bilku

Streptavidin — bakterialni protein izolovany
ze Streptomyces avidinii



Obr.

* Hybridizace s vyuzitim biotinylovanée
sondy a detekce



Vyuziti chemiluministentnich
molekul

* chemiluminiscentni molekuly (napr. estery
akridinu, ktere emituji svetlo po vystaveni
urcCitym substratum - detekce pomoci
specifickeho filmu nebo luminometru)



Vyuziti fluorescencnich molekul

* Fluorescencni molekuly (napr. fluorescein,
rhodamin)

» fluorescen€ni znaCky ruzné barvy lze
detekovat ve fluorescencnim mikroskopu



Vyhody neradioaktivne znacCenych
sond

* Vyhody: bezpecnost prace

* delSi zivotnost sondy (stabilni nekolik
meésicu az rok) (radioaktivné znacené
sondy maji kratkou zivotnost — dle
pouzitého izotopu a jeho polocasu
rozpadu)

* Rychlejsi vysledek



Nevyhody neradioaktivhe
Zznacenych sond
* Nevyhody: nizsi citlivost (vysledky ziskanée

s radioaktivnimi sondami jsou povazovany
za standardy maximalni citlivosti)

 Obtizna kvantifikace



Vyhody afinitnich sond s neprimou
generaci signalu

* Velkou vyhodou afinitnich znacek je, ze pro
stejnou znaCku mohou byt pouzity ruzné
systemy generujici signal (napr. u sondy
znacené biotinem muze byt pouzit avidin s

pripojenou fluorescencni skupinou nebo s
enzymem (AP, POD)

« Specificka aktivita sondy (tj. pocCet
iInkorporovanych afinitnich skupin/1 sondu) neni

tak vyznamna jako dostupnost techto afinitnich
skupin pro nasledujici detekci po hybridizaci



Metody znacCeni sond

* Bud po celé délce fragmentu NK
* Nebo na jejim konci (koncove znaceni)

» S vyuzitim znacenych nukleotidu, které se
pridavaji do reakcni smesi



Znaceni nukleotidu

« Radioaktivni — napr. na fosfatoveé skupiné
dNTP je zabudovan radioaktivni isotop —
Obr.

* Neradioaktivni znaCka (napr. digoxigenin)
byva prisyntetizovana na bazi pres
mustek (spacer), aby nebyla ovlivhéna
hybridizace — Obr.



Metoda posunu jednoretezcového

zlomu (,nick translation®)

Vnitrni znaceni, pro fragmenty vetsi

Na ds DNA se vytvori DNazoul nahodne ss
Zlomy

Ty jsou substratem pro pusobeni DNA-
polymerazyl

odstranuje svou exonukleazovou aktivitou
nukleotidy od mista zlomu ve smeru 5°-3°
a soucasne ve stejnem smeru pripojuje
nukleotidy k 3 konci zlomu

Znacka musi byt u dNTP na fosfatové skupiné
alfa



Metoda prodluzovani primeru

S vyuzitim nahodnych oligonukleotidi (hexamery), u
fragmentu kratSich

Vychozi molekula je denaturovana

K ss molekulam se prida smeés synteticky pripravenych
hexameru s nahodnou sekvenci (random priming)

Tyto oligonukleotidy se pfihybridizuji k rtznym mistum
DNA a slouzi jako primery pro syntezu
komplementarniho retézce Klenowovym fragmentem
DNA polymerazyl,

ktera postrada 5°-3 exonukleazovou aktivitu (aby se
zabranilo odbouravani primeru)

Lze vyuzit rovneéz zpétnou transkriptazu
Obr.



Znaceni pomoci PCR s vyuzitim primeru o
Zname sekvenci

e Jako matrice slouzi naklonované

fragmenty DNA nebo celkova genomova
DNA

 Pomoci PCR a znacenych dNTP lze ziskat
sondu z presne definovaného useku DNA,
vymezeného mistem pfipojeni primeru

« K polymerazi se pouziva Taq DNA
polymeraza



Znaceni transkripci in vitro

« Kdyz je DNA naklonovana za promotor

« Jako sonda se pouzije RNA transkript
dané sekvence DNA vznikly za pritomnosti
ribonukleotidu — RNA sonda

* S vyuzitim reverzni transkriptazy Ize ziskat
cDNA sondy



Koncové znaceni retézcu na
5koncl

Pro znaceni synteticky pripravenych
oligonukleotidu nebo restrikCnich
fragmentu

Znaceni na 5’koncich nejcasteji
radioaktivnim fosfatem pomoci
polynukleotidkinazy (v ATP radioaktivne
znacena fosfatova skupina gama)

Lze znacCit ss | ds DNA molekuly
Obr.



Koncové znaceni retézcu na
3'koncl

« 3’konce Ize znalit metodou doplnéni koncu — k
presahujicim jednoretézcum na koncich
restrikCnich fragmentu jsou dosyntetizovany
komplementarne oznacené nukleotidy enzymem
DNA polymerazou

« K 3’koncum lze pripojit znacené nukleotidy
pusobenim terminalni transferazy

* Nukleotidy nesou znaCku na fosfatove skupine
alfa



Pro pripravu hybridisacnich sond

Muze byt pouzita peptidova nukleova
kyselina (PNA)

Molekula analogicka DNA

jeji kostru tvori opakujici se N-(2-
aminoetyl)-glycinove jednotky spojenée
peptidovou vazbou

Baze se na kostru vazou metylen-
karbonylovymi skupinami

PNA napodobuje chovani DNA



PNA sondy

Jsou vysoce afinitni k DNA a prabéh hybridizace je velmi
rychly

Interakce PNA:DNA je vysoce selektivni, muze probihat
pfi laboratorni teploté a muze ji destabilizovat pouhy 1
chybny par bazi

Sondy tohoto typu jsou vhodné pro detekci
jednonukleotidovych polymorfismu.

Jsou znaceny barvivem, které po vazbé sondy na DNA
fluoreskuje az 50x intenzivneji nez u nenavazane sondy
a signal je proto viditelny i pouhym okem.
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