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STRESZCZENIE

enaturacja DNA z wysoka rozdzielczoscia - HRM (ang. High Resolution Melting) jest me-

toda oparta na identyfikacji r6znic w denaturacji produktéw reakcji PCR w obecnosci
barwnikoéw fluorescencyjnych. Stosowana jest do wykrywania zmiennosci genetycznej w
sekwencjach kwasow nukleinowych, w wielu galteziach nauki, medycyny i przemystu. Ar-
tykul ten stanowi przeglad literatury dotyczacej metodyki, zastosowan oraz rozwoju analizy
HRM, ktora dzieki zaletom takim jak szybkosé, niski koszt, elastycznosé i prostota znalazla
wiele zastosowan, ktorych spektrum wciaz sie powieksza.

WPROWADZENIE

Identyfikacja gatunkéw jest wymagana w réznych dziedzinach, takich jak
systematyka, ekologia, ochrona srodowiska, ewolucja, rolnictwo, kryminalisty-
ka, farmakologia, nauki o zywnosci, a nawet przemyst. Jednak liczba taksonéw,
ktére mozna identyfikowac na podstawie cech morfologicznych jest ograniczo-
na, co prowadzi do trudnosci w ich identyfikacji. Do pomocy w identyfikacji
gatunkéw szeroko wykorzystywane sa metody oparte na analizie kwaséw nu-
kleinowych, a wérdéd nich szczegdlne znaczenie ma denaturacja DNA z wysoka
rozdzielczoscia - HRM (ang. High Resolution Melting), Ryc. 1.

OPIS METODY HRM-PCR

HRM-PCR to metoda opracowana przez Witter i in., 1997 [1], stosowana do
identyfikacji zmiennosci genetycznej w sekwencjach kwaséw nukleinowych.
Ta prosta i szybka metoda oparta jest na denaturacji produktéw reakcji PCR w
obecnosci ulepszonych barwnikéw fluorescencyjnych wigzacych sie z dwuni-
ciowym DNA (dsDNA). Metoda wymaga oprzyrzadowania i oprogramowania
do PCR w czasie rzeczywistym [2]. Temperatury topnienia amplikonu (Tm) i
specyficzne ksztalty krzywych topnienia zaleza od komplementarnosci DNA,
kolejnosci zasad DNA, zawartosci G-C i dlugosci amplikonu. Analiza HRM
rozpoczyna si¢ od reakcji PCR, w ktérej nastepuje amplifikacja zdefiniowanego
regionu DNA, bedacego przedmiotem zainteresowania, w obecnosci barwnika
wiazacego sie z dsDNA. Barwnik ten wykazuje niski poziom fluorescencji w
stanie niezwigzanym i wysoki poziom fluorescencji po zwigzaniu z dsDNA.
Kiedy dsDNA ulega denaturacji (topi si¢) do pojedynczych nici, barwnik jest
uwalniany, co powoduje zmiane poziomu fluorescencji. Rezultatem jest krzywa
topnienia charakterystyczna dla danego amplikonu. Krzywa topnienia jest ge-
nerowana przez powolng denaturacje (topienie) dsDNA. Fluorescencja jest wy-
soka, gdy barwnik jest w stanie zwigzanym z dsDNA, w stanie niezwigzanym
przechodzi do roztworu, zmienia konformacje, a fluorescencja spada. W niskich
temperaturach DNA bedzie dwuniciowe, a barwnik bedzie silnie fluoryzowac.
Spadek fluorescencji zaczyna si¢ powoli, ale kiedy dwuniciowy DNA ulegnie
calkowitej denaturacji do formy jednoniciowej, wykrywa sie gwaltowny spadek
fluorescencji (Ryc. 2A). Tempo spadku fluorescencji jest najwieksze w poblizu
temperatury topnienia (Tm) produktu PCR. Tm definiuje si¢ jako punkt na krzy-
wej topnienia, gdzie 50% DNA jest dwuniciowe i 50% jest jednoniciowe (zdena-
turowane). Oprogramowanie do analizy HRM definiuje Tm produktu PCR jako
punkt przegiecia krzywej denaturacji. Aby zwizualizowa¢ Tm, czesto wykresla-
ne sa ujemne pierwsze pochodne, dzigki czemu Tm produktéw PCR pojawiaja
sie jako piki, jak wida¢ na Ryc. 2B i 2C. HRM przykladowych produktéw PCR
jest pokazany na Ryc. 2D. Na krzywej pochodnej moga réwniez pojawic sie nie-
specyficzne produkty, jednak maja one zwykle nizsza intensywnos¢ i reprezen-
tuja produkty o mniejszej diugosci, pojawiaja sie one w nizszej temperaturze niz
wlasciwy produkt PCR. Na krzywych mozna réwniez zobaczy¢ dimery starte-
réw i inne niespecyficzne produkty reakcji PCR, moze to by¢ przydatng miara
oceny czystosci produktu PCR.
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Ryc. 1. Etapy HRM-PCR.

W reakcjach HRM-PCR stosuje sie barwniki fluorescen-
cyjne interkalujace z DNA, ktore sg komercyjnie dostepne:

* SYTO Dye - wykazuje duze wzmocnienie poziomu flu-
orescencji, podczas wigzania si¢ z dwuniciowym DNA,

e Chromofy - jest monomerycznym asymetrycznym barw-
nikiem cyjaninowym. Kiedy chromofy wiaze sie z dwu-
niciowym DNA, wykazuje bardzo silny wzrost fluore-
scencji. Chromofy moze by¢ uzywany do analizy HRM
pod katem SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism),

* LC Green sa specjalnie zaprojektowane do analizy HRM
w celu wykrywania réznych wariantéw sekwencji DNA,

* EvaGreen, zielony fluorescencyjny barwnik szeroko sto-
sowany do analizy HRM.

ZASTOSOWANIE HRM-PCR

Metoda HRM jest obecnie stosowana gitéwnie do wy-
krywania SNP, mozaicyzmu genetycznego, potwierdzania
wariantu liczby kopii oraz jako alternatywa dla elektrofo-
rezy zelowej [3]. Ponadto HRM jest szeroko stosowany do
identyfikacji podgatunkéw i pokrewnych gatunkéw roslin
[4], grzybéw [5], Phytophthora spp. - glony [6], nicieni [7,8],
Cyjanobakterii [9], bakterii [10-12].

GENOTYPOWANIE SNP, MAPOWANIE
DNA ORAZ SKANOWANIE MUTAC]I

Genotypowanie SNP, jak réwniez skanowanie mutacji
z wykorzystaniem techniki HRM-PCR opiera si¢ na réz-
nicach w temperaturze topnienia. Zawartos¢ par GC oraz
dlugosé fragmentu wplywaja na zmiane tej temperatury.
Kroétkie amplikony pozwalajg na lepsze rozréznienie nie-
wielkich zmian w sekwengji, takich jak ré6znice w pojedyn-
czych nukleotydach. Fragmenty te powinny zawiera¢ od
38 do 50 par zasad (pz), co zapewnia prawidlowe rézni-
cowanie genotypéw. Wykorzystanie krétkich ampliko-
néw do genotypowania pozwala na lepsze projektowanie
starteréw, gdyz znajduja sie one bardzo blisko miejsca za-
wierajacego SNP. Podczas gdy dlugosé produktéw reak-
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cji PCR jest mniejsza, r6znica pomiedzy temperatura top-
nienia wzgledem genotypéw jest zwiekszona, pozwalajac
na doktadniejsze réznicowanie badanych prébek. Konse-
kwencja tego jest mozliwos¢ skrdécenia czasu trwania reak-
qji, ze wzgledu na nizsza temperature topnienia stosowang
podczas denaturacji.

Genotypowanie SNP z wykorzystaniem techniki HRM-
-PCR mozna réwniez stosowaé dla dtuzszych ampliko-
néw (zawierajacych od 160 do 218 pz). Takie podejscie
zostalo wykorzystane do analizy ludzkich antygenéw.
Homozygota typu dzikiego oraz homozygota zawieraja-
ca mutacje podlegaty zréznicowaniu w zakresie tempera-
tur od 0,3 do 1°C, podczas gdy heterozygoty byly tatwo
rozpoznawalne na podstawie ksztaltu krzywej topnienia
[3,13].

Wykorzystanie nieznakowanych sond w reakcji HRM-
-PCR pozwala na wykonanie jednocze$nie w tej samej
reakcji genotypowania oraz mapowania DNA. Zaréw-
no temperatury topnienia produktéw reakcji PCR jak i
sond analizowane sa w obecnosci nasycajacego barwnika
DNA. Oprécz badan przesiewowych pod katem dowol-
nych wariancji sekwencji, mozna bada¢ polimorfizm, czy
wystepujace mutacje. Ponadto, obiektywne, hierarchicz-
ne grupowanie moze dokiadnie grupowaé krzywe top-
nienia w genotypy. Jedna, dwie lub wiecej nieznakowa-
nych sond moze by¢ uzytych w pojedynczej reakcji PCR
[14,15].

Mozliwos¢ skanowania genéw za pomoca HRM stano-
wi atrakcyjna technike dla laboratoriéw z ograniczeniami
czasowymi i zasobowymi. Staranne projektowanie i opty-
malizacja umozliwiaja wykonanie skanowania genéw w
mniej niz 8 godzin, a wiekszoé¢ sekwencjonowania zo-
staje wyeliminowana poprzez identyfikacje sekwencji i
regionow kodujacych réznych sekwencji. Poniewaz do-
kladnos¢ skanowania zalezy od wysokiej jakosé reakcji
PCR, optymalizacja reakcji jest punktem krytycznym.
Sukces optymalizacji czesto zalezy od dobrego zaprojek-
towaniu do$wiadczenia, jak réwniez znajomosci sekwen-
cji samego genu poddanego analizie [16].
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IDENTYFIKACJA GATUNKU, BAR-HRM

Bar-HRM (ang. Barcode DNA-HRM, Kod Kreskowy Dna
W Polaczeniu z HRM), ktéry zostat opracowany okoto de-
kady temu, opiera sie na krétkich, standaryzowanych re-
gionach genomu, w celu identyfikacji gatunkéw rodlin i
zwierzat [17]. Metode te mozna wykorzysta¢ nie tylko do
identyfikacji znanych gatunkéw, ale takze do odkrywania
nowych. Liczne sekwencje sa przechowywane w interneto-
wych bazach danych na calym $wiecie. Jednym ze sposo-
boéw zaoszczedzenia kosztéw i czasu (poprzez pominiecie
etapu sekwencjonowania) w identyfikacji gatunkéw jest
wykorzystanie dostepnych danych z kodu kreskowego do
zaprojektowania zoptymalizowanych starteréw do dalszej
analizy, takiej jak analiza HRM. Metoda Bar-HRM znalazta
zastosowanie do identyfikacji gatunkéw, ktére maja po-
dobne zewnetrzne cechy morfologiczne, zamiast przepro-
wadzania tradycyjnej identyfikacji taksonomicznej, ktéra
wymaga gléwnych organéw (np. liscie, kwiaty, owoce).
W przypadku roslin mozna wykorzysta¢ pary starteréw
pochodzace z regionéw chloroplastéw (matK, psbA-trnH,
rbeL i trnL). Niektére z tych par starteréw okazaly sie po-
mocne w identyfikacji osobnikéw na poziomie gatunku, np.
para starterow psbA-trnH okazala sie przydatna do rozréz-
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nienia Uvaria longipes i Uvaria wrayias, roslin okrytonasien-
nych z rzedu magnoliowcéw [18].

WYKRYWANIE METYLACJI DNA Z
WYKORZYSTANIEM METODY MS-HRM

MS-HRM (ang. Methylation-Sensitive High Resolution Mel-
ting) jest czula i specyficzng metodq wykrywania metyla-
¢ji. Metylowany i niemetylowany DNA uzyskuje rézne se-
kwencje po potraktowaniu wodorosiarczynem, w wyniku
czego powstaja produkty PCR o wyraznie réznych profi-
lach topnienia. Startery do testow MS-HRM sa zaprojek-
towane tak, aby byly komplementarne do metylowanego
allelu, a specyficzna temperatura hybrydyzacji umozliwia
tym starterom hybrydyzacje zar6wno z metylowanymi, jak
i niemetylowanymi allelami, zwigkszajac tym samym czu-
tos¢ testow. MS-HRM umozliwia oszacowanie poziomu
metylacji poprzez poréwnanie profili topnienia nieznanych
produktéw PCR z profilami topnienia produktéw PCR po-
chodzacych ze wzorcéw o znanym stosunku matrycy nie-
metylowanej do metylowanej. Metoda pozwala wykry¢
metylacje z duza czuloscig, umozliwia wykrycie nawet 0,1
- 1% metylowanych alleli na niemetylowanym tle. Wysoka
czuloé¢ MS-HRM jest przydatna w wykrywaniu biomarke-
réw nowotworowych w sposéb nieinwazyjny, np. w moczu
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czy w blonie §luzowej pacjentéw. Zdolnos¢ do wykrywania
kilku kopii metylowanego DNA sprawia, ze MS-HRM jest
kluczowa metoda stosowana w poszukiwaniu powiazan
wplywu srodowiska na zmiany epigenetyczne i powstawa-
nie choréb [19].

MOLEKULARNY ODCISK PALCA,
MFIN-HRM (ang. FINGERPRINTING-HRM)

Charakterystyka struktury spotecznosci drobnoustrojéw
przy uzyciu technik molekularnych staje sie popularnym
podejéciem w badaniach prébek srodowiskowych. Do sku-
tecznego monitorowania i kontroli spolecznosci drobno-
ustrojow w prébkach opracowano metode molekularnego
odcisku palca w polaczeniu z HRM, MFin-HRM, opartg na
analizie topnienia w wysokiej rozdzielczosci [20].

W analizie wykorzystano markery polimorfizmu se-
kwencji miedzymikrosatelitarnych - ISSR (ang. Inter Simple
Sequence Repeat). Metoda daje poréwnywalne wyniki gru-
powania spolecznosci drobnoustrojéow, poréwnywalne z
wynikami uzyskiwanymi w powszechnie stosowanej me-
todzie elektroforezy w gradiencie czynnika denaturujacego
(ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; DGGE). Meto-
da ta przeksztalca wykresy pikéw topnienia (ang. Melting
Points; MP) probek DNA spolecznosci drobnoustrojow
wygenerowanych w wyniku analizy HRM w molekularne
odciski palcéw i szacuje relacje miedzy spolecznosciami na
ich podstawie. Metoda MFin-HRM oparta na MP stanowi
dobra alternatywe dla monitorowania zmian w strukturze
spolecznosci drobnoustrojow, zwlaszcza w przypadku ana-
lizy duzych iloéci probek, ze wzgledu na duza przepusto-
wos¢ i krotki czas analizy HRM.

Tabela 1. Zastosowanie modyfikacji reakcji HRM-PCR

Modyfikacje
reakcji Zastosowanie
HRM-PCR

Uwierzytelnianie zywnosci i

produktéw ziotowych [19,20]
Bar-HRM

Kontrola jakosci warzyw, rozréznienie

roslin jadalnych i trujacych [21,33]

MFin-HRM

Identyfikacja i uwierzytelnianie gatunkéw [23,38]
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PODSUMOWANIE

Analiza topnienia DNA z wysoka rozdzielczoscia jest
wielofunkcyjna technologia (Tab. 1) i standardowym narze-
dziem, ktére powinno by¢ obecne w kazdym laboratorium
badajacym kwasy nukleinowe. Metody topienia w wysokiej
rozdzielczosci sa szybkie, niedrogie, elastyczne i proste.
HRM znajduje coraz wieksze zastosowanie zaré6wno w dia-
gnostyce jak i laboratoriach badawczych. Analizy HRM ze
wzgledu na niski koszt i zastosowanie dostepnego oprzy-
rzadowania prawdopodobnie wypelnig nisze w regionach i
laboratoriach o mniejszych zasobach, ale takze beda uzupet-
nieniem technologii sekwencjonowania.
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ABSTRACT

DNA denaturation with High Resolution Melting PCR-HRM is a method based on the identification of differences in the denaturation of
PCR reaction products in the presence of fluorescent dyes. It is used to detect genetic variation in nucleic acid sequences in many branches of
science, medicine and industry. This article is a review of the current literature of the methodology, applications and development of HRM
analysis, which, thanks to its advantages such as speed, low cost, flexibility and simplicity, has found many applications, and its spectrum is

still expanding,.
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