Molekuldrné biologické techniky pro
mikrobiologickou diagnostiku - éast 9

MUDr. Emil Pavlik,

Univerzita Karlova, 1. LF UK, Ustav pro lékatskou mikrobiologii, Praha 2
a Oddéleni molekularné biologické diagnostiky Ustavu biochemie
a pathobiochemie Fakulini nemocnice Krdlovské Vinohrady, Praha 10

Od dobzy, kdly jsme se na zaldtku naseho seridlu (Labor aktuell CS 4/98 a 1/99)

vénova

i problematice hybridizacnich sond, doslo v jejich vyuziti k viznamné-

mu posunu, jenz znacné rozsiruje mognosti jejich diagnostického uplameéni. Rada

novyjch produkti se bposmpné dostdvad na trh rutinnich diazqnostz'k. Povazuji

tedy za prospésné, abychom se dnes k téro problematice vritil.

PNA - PEPTIDE NUCLEIC
ACID

PNA je chemicky analogon nukleo-
\?’Ich kyselin, jehoz pateti je artefici-
elnf acyklicky achiralni neutralni N-
(2-aminoethyl) glycinpolyamid.
Prestoze se tato patef vyrazné lisi od

entdzové patefe nukleovych kyse-

in (98,99), ma PNA zikladni Wat-

OH

CONH,

son-Crickovské hybridiza¢ni vlast-
nosti (100). Navic parovani purino-
vych a pyrimidinovych bazi podle
Watson-Crickova schématu ma
u PNA ve srovnani s DNA vyssi afi-
nitu a specificitu (101). Proto jsou
oligomery PNA pfimo idealné vyu-
zitelné jako hybridiza¢ni sondy v celé
skale molekularné biologickych la-
boratornich technik, at jiz jde o blo-
ty (Southern, Northern;, hybridiza-

cl in situ, zichytnou hybridizaci (cap-
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Obr. 1: Struktura PNA a DNA. Pirovini bazi mezi PNA a DNA.

We Innovate Healthcare

ture probes) nebo amplifikaéni me-
tody (101,102), ale i pro fadu dal-
sich aplikaci.

Primarni chemicka struktura PNA
v porovnani s primarni strukturou
DNA je patrna ze vzorcii na obrazku
¢ L

Objev Nielsenovy skupiny z roku
1991 byl pro odbornou vefejnost
dosti prekvapujici, nebot je znamo,
ze pomérné malé zmény ve strukeu-
fe oligonukleotidt jako napt. nahra-
zeni atomu kysliku sirou (fosfothio-
naty) nebo neutrdlni methylovou
skupinou (methylfosfonaty) vede ke
snizeni vazebné afinity (103). Da-
sledkem drastickych zmén ve struk-
tufe je naopak zvysena vazebna afi-
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nita PNA ke komplementirni DNA
nebo RNA v porovnani s nemodifi-
kovanymi oligonukleotidy.
Vys$i vazebna afinita vSak neni jedi-
nou vyhodou PNA. Ta je ve srovna-
ni s nukleovymi kyselinami chemic-
ky stabilnéjsi a odolna viici nukles-
zam. Rovnéz nevaze proteiny. Lze ji
snadno modifikovat a znadit. Jeji
rozpustnost pii pH 1 je v rozsahu
100 uM az 5 mM, pri pH 7 v rozsa-
hu 1-100 pM. U DNA je schopna
nahradit ¢ast ptivodniho fetézce
(Strand Displacement). Je schopna
vazby jak v paralelni, tak v antipara-
lelni orientaci. Tendenci k precipita-
cia agregaci jevi sekvence s vysoﬁ}'rm
obsahem purint a autokomplemen-
tarni. Agregaty PNA lze vsak opét
rozpustit pri teploté 50°C. PNAlize
skladovat pfi pokojové teploté a ne-
oskodi ji ani nékolikanasobny cyk-
Fus zmrazeni a rozmrazeni. Na dru-
hé strané v§ak ma horsi pranik do
bunék a neslouzi jako substrat pro
enzymy zprostfedkovavajici syntézu
DNA nebo RNA. Samotna PNA tak
muze slouzit pouze jako hybridiza¢-
ni sonda, nikoli jako primer. Na této
skute¢nosti je zalozena technika tzv.
clampingu, pouzivana napft. k pra-
kazu bodovych mutaci u Eereditér—
nich onemocnéni (104).
Z komplementarnich komplext je
nejstabilnéjsi dvouretézcova PNA,
komplex PNA/DNA je vsak stabil-
néjsi nez dvoufetézcova DNA (105).
Stabilitu Ize posoudit z Gdaji uve-
denych v tabulce ¢. 2.
Duplexy PNA-DNA nejsou substra-
tem pro RNasu H.
Pranik PNA do bunék lze zajistit
riznymi postupy: mikroinjektazi,
elektroporaci, pomoci streptolyzinu
O, konjugaci PNA s peptidovymi
nosi¢i, pomoci protilatek konjugo-
vanych se streptavidinem.

PNA-DNA CHIMERY

Pokud by fakt, Ze PNA neni substra-
tem pro enzymy podilejici se na syn-
téze nukleOV}'ICK kyselin, byl na za-
vadu, lze tento ,,nedostatek” odstra-
nit pouzitim tzv. PNA-DNA chimer.
Kombinace PNA a DNA v jedné
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Obr.4: PNA-(2°5 " )tetraadenyldt (Ublmann et. al. - 106)

Tab. 3: Piiklady riznych typit PNA/DNA chimer (106)
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molekule (presnéji v jednom fetéz-
ci) pfinasi fadu novych vlastnosti.
Tyto chimery se v porovnani s ¢is-
tou PNA vyznacuji vyssi rozpustnos-
ti ve vodé a zvySenym prostupem do
bunék. Navic se za fyziologickych
podminek vazou ke komplementar-
ni DNA nebo RNA vyluéné antipa-
ralelné. Nejvyznamnéjsi viak je, ze
fada enzymi Gcastnicich se syntézy
nukleovych kyselin rozeznava tyto
chimery jako substrat. Proto mohou
plnit rizné biologické funkce - naFf.
slouzit jako primer pro DNA-poly-

merasy.

DNA-PNA chimery obsahujici vice
nez 4 nukleotidy jsou rovnéz schop-
ny stimulovat $tépeni (cleavage)
RNA RNasou H pii tvorbé duplexu
RNA s chimerou (1006).

Uhlmann a spol. syntetizovali rov-
néz PNA-(275")tetraadenylat. Tato
chimera se PNA-sekvenci vaze ke
komplementarnimu tseku RNA,
zatimco (2°5")tetraadenylat induku-
je buné¢nou RNasu L schopnou ka-
talysovat Stépeni RNA od specifické
sekvence (106) (Obr. 4).

Priklady rtznych typtt PNA-DNA
chimer uvadi tabulka ¢. 3. Jejich syn-
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(Thomson et al.; Bergmann et al.)
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(Will et al.; van der Laan et al.)

Obr. 5: T#i zpiisoby syntézy PNA/DNA chimér (podle Ublmanna)

téza probiha v automatizovanych syn-
tetizérech rozdilnym chemismem, jak
je patrné ze schématu na obrézku ¢.5.
Na vazebnou afinitu PNA-DNA
chimer k RNA ma vliv vzijemny po-
mér PNA: DNA - viz obrazek ¢. 6.
Pfi elongaci chimerovych primeri se
ze 13 zkouSenych polymeraz nejlépe
osvédcily tyto tii:

KF E. coli, Tth Thermus thermo-
philus a Pwo Pyrococcus woseii (106).
PNA-DNA chimery mohou byt
rovnéz ligovany do dsDNA, musi
viak obsaiovat na 3 konci vétsi po-
et nukleotidit. Jeden nukleotid na
3’konci PNA neni pro zajisténi liga-
ce dostacujici.

FISH - FLUORESCENCE IN
SITU HYBRIDIZATION
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Obr. 6: Viiv vadjemného poméru PNA:DNA v chimérich na vazebnou afinitu viici RNA
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Technika FISH je hybridiza¢ni tech-
nika nejcastéji pouzivana pii studiu
telomer sav¢ich chromosomit (107,
108, 109). PNA hybridiza¢ni sondy
znacené fluorochromem zavedli do
FISH napt. Chen a spol. (110) a Ta-
neja (111). Mezi prvni aplikace v 1é-
karské mikrobiologii patfi vyuziti
této techniky k diferenciaci tuberku-
loznich a netuberkuloznich myko-
bakterii Rasmussenem a spol. (112).
Dalsi PNA-sondy byly pouzity k de-
tekei ribosoméalni RNA Pseudomo-
nas aeruginosa a nékterych dalsich
bakeerii.

Rasmussenova assay byla ovéfovana
na 350 natérech vysetfovanych para-
lelné barvenim podle Ziehl-Neelse-
na s naslednou mikroskopii a FISH-
assayl VyuiiVﬁjici 2 rtizné PNA son-
dy znadené fluoresceinem, z nichz
jedna se vazala na sekvenci specific-
kou pro Mycobacterium tuberculo-
sis complex a druha na sekvenci spo-
le¢nou pro 12 nejcastéji se vyskytu-
jicich druht netuberkuloznich my-
kobakterii MOTT) véetné M. avi-
um, M. intracellulare, M.gordonae
a M. kansasii. Ke kultivaci myko-
bakterii bylo pouzito systému MB-
Bact (Organon-Teknika), druhové
uréenti b}ﬁo provedeno klasickymi
biochemickymi testy.

Specificita kazdé z PNA-sond byla
100 %, sensitivita u MTBC 100 %
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Obr. 7: Priikaz rRNA bakterii FISH s PNA sondou. Vievo pouzit zeleny, vpravo dudlni filtr.

a MOTT sondy 94%, coz bylo zpu-
sobeno neschopnosti sondy deteko-
vat M. xenopi.
Cilovou strukturou pro PNA-son-
dy byla ribosomalni RNA. Neb])(/lo
Eouiito 7adné oSetfeni stény myko-
akterii pro zajisténi penetrace sond.
Ty pronikaly skrze bakterialni sténu
diky své hydrofobni povaze. Assay
probihala pfimo na sﬁliéku, jediné
pfistrojové vybaveni pfedstavoval flu-
orescen¢ni mikroskop s dudlnim cer-
veno-zelenym filtrem. Doba potieb-
na pro cely pribéh vysetfeni ¢inila
210 minut. Vyhodou FISH assaye
kromé jednoduchosti provedeni je
i vysoka pozitivni precﬁktivni hod-
nota.

Tuto techniku vyvinuli Kyger, Kre-
volin a Powell v roce 1998 k detekci
genovych mutaci u hereditarni he-
mochromatédzy (104). Je vlastné spo-
jenim 3 technologii: PCR v rapid-
cykleru, PNA-sond a vyuziti nové-
ho fluorescen¢niho barviva selektiv-
niho pro dsDNA - Sybr Green L.

Technika vyuziva LighCycler a je
schopna odlisit nemocné Kereditér—
ni hemochromatézou, nosice gene-
tické informace a zdravé jedince.
Princip metody je patrny z obrazku
¢. 8. Spociva v tom, ze jeden z dvoji-
ce primer( pro ampliffkaci DNA je
komplementarni k aseku, ve kterém
se vyskytuje pfislusna mutace. Neni-
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li mutace pfitomna, nasedne DNA
Erimer a probih4 normalné amplifii-

ace, coz se v LightCycleru projevi
fluorescenénim signalem uvolnénym
Sybr Green 1. V pripadé existence
mutace, nasedne na misto primeru
pro mutaci komplementarni PNA-
sonda. JelikoZ PNA neni substratem

ro polymerasu, amplifikace nepro-
Eéhne a fluorescen¢ni signal neni vy-
slan.
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