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				Streszczenie

				Denaturacja DNA z wysoką rozdzielczością – HRM (ang. High Resolution Melting) jest me-todą opartą na identyfikacji różnic w denaturacji produktów reakcji PCR w obecności barwników fluorescencyjnych. Stosowana jest do wykrywania zmienności genetycznej w sekwencjach kwasów nukleinowych, w wielu gałęziach nauki, medycyny i przemysłu. Ar-tykuł ten stanowi przegląd literatury dotyczącej metodyki, zastosowań oraz rozwoju analizy HRM, która dzięki zaletom takim jak szybkość, niski koszt, elastyczność i prostota znalazła wiele zastosowań, których spektrum wciąż się powiększa.

				Wprowadzenie

				Identyfikacja gatunków jest wymagana w różnych dziedzinach, takich jak systematyka, ekologia, ochrona środowiska, ewolucja, rolnictwo, kryminalisty-ka, farmakologia, nauki o żywności, a nawet przemysł. Jednak liczba taksonów, które można identyfikować na podstawie cech morfologicznych jest ograniczo-na, co prowadzi do trudności w ich identyfikacji. Do pomocy w identyfikacji gatunków szeroko wykorzystywane są metody oparte na analizie kwasów nu-kleinowych, a wśród nich szczególne znaczenie ma denaturacja DNA z wysoką rozdzielczością – 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 zmienności genetycznej w sekwencjach kwasów nukleinowych. Ta prosta i szybka metoda oparta jest na denaturacji produktów reakcji PCR w obecności ulepszonych barwników fluorescencyjnych wiążących się z dwuni-ciowym DNA (dsDNA). Metoda wymaga oprzyrządowania i oprogramowania do PCR w czasie rzeczywistym [2]. Temperatury topnienia amplikonu (Tm) i specyficzne kształty krzywych topnienia zależą od komplementarności DNA, kolejności zasad DNA, zawartości G-C i długości amplikonu. Analiza HRM rozpoczyna się od reakcji PCR, w której następuje amplifikacja zdefiniowanego regionu DNA, będącego przedmiotem zainteresowania, w obecności barwnika wiążącego się z dsDNA. Barwnik ten wykazuje niski poziom fluorescencji w stanie niezwiązanym i wysoki poziom fluorescencji po związaniu z dsDNA. Kiedy dsDNA ulega denaturacji (topi się) do pojedynczych nici, barwnik jest uwalniany, co powoduje zmianę poziomu fluorescencji. Rezultatem jest krzywa topnienia charakterystyczna dla danego amplikonu. Krzywa topnienia jest ge-nerowana przez powolną denaturację (topienie) dsDNA. Fluorescencja jest wy-soka, gdy barwnik jest w stanie związanym z dsDNA, w stanie niezwiązanym przechodzi do roztworu, zmienia konformację, a fluorescencja spada. W niskich temperaturach DNA będzie dwuniciowe, a barwnik będzie silnie fluoryzować. Spadek fluorescencji zaczyna się powoli, ale kiedy dwuniciowy DNA ulegnie całkowitej denaturacji do formy jednoniciowej, wykrywa się gwałtowny spadek fluorescencji (Ryc. 2A). Tempo spadku fluorescencji jest największe w pobliżu temperatury topnienia (Tm) produktu PCR. Tm definiuje się 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 przegięcia krzywej denaturacji. Aby zwizualizować Tm, często wykreśla-ne są ujemne pierwsze pochodne, dzięki czemu Tm produktów PCR pojawiają się jako piki, jak widać na Ryc. 2B i 2C. HRM przykładowych produktów PCR jest pokazany na Ryc. 2D. Na krzywej pochodnej mogą również pojawić się nie-specyficzne produkty, jednak mają one zwykle niższą intensywność i reprezen-tują produkty o mniejszej długości, pojawiają się one w niższej temperaturze niż właściwy produkt PCR. Na krzywych można również zobaczyć dimery starte-rów i inne niespecyficzne produkty reakcji PCR, może to być przydatną miarą oceny czystości produktu PCR.
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				W reakcjach HRM-PCR stosuje się barwniki fluorescen-cyjne interkalujące z DNA, które są komercyjnie dostępne:

				SYTO Dye - wykazuje duże wzmocnienie poziomu flu-orescencji, podczas wiązania się z dwuniciowym DNA,

				Chromofy - jest monomerycznym asymetrycznym barw-nikiem cyjaninowym. Kiedy chromofy wiąże się z dwu-niciowym DNA, wykazuje bardzo silny wzrost fluore-scencji. Chromofy może być używany do analizy HRM pod kątem SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism),

				LC Green są specjalnie zaprojektowane do analizy HRM w celu wykrywania różnych wariantów sekwencji DNA,

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

				Zastosowanie HRM-PCR

				Metoda HRM jest obecnie stosowana głównie do wy-krywania SNP, mozaicyzmu genetycznego, potwierdzania wariantu liczby kopii oraz jako alternatywa dla elektrofo-rezy żelowej [3]. Ponadto HRM jest szeroko stosowany do identyfikacji podgatunków i pokrewnych gatunków roślin [4], grzybów [5], Phytophthora spp. – glony [6], nicieni [7,8], Cyjanobakterii [9], bakterii [10–12].

				Genotypowanie SNP, mapowanie DNA oraz skanowanie mutacji

				Genotypowanie SNP, jak również skanowanie mutacji z wykorzystaniem techniki HRM-PCR opiera się na róż-nicach w temperaturze topnienia. Zawartość par GC oraz długość fragmentu wpływają na zmianę tej temperatury. Krótkie amplikony pozwalają na lepsze rozróżnienie nie-wielkich zmian w sekwencji, takich jak różnice w pojedyn-czych nukleotydach. Fragmenty te powinny zawierać od 38 do 50 par zasad (pz), co zapewnia prawidłowe różni-cowanie genotypów. Wykorzystanie krótkich ampliko-nów do genotypowania pozwala na lepsze projektowanie starterów, gdyż znajdują się one bardzo blisko miejsca za-wierającego SNP. Podczas gdy długość produktów reak-

			

		

		
			
				cji PCR jest mniejsza, różnica pomiędzy temperaturą top-nienia względem genotypów jest zwiększona, pozwalając na dokładniejsze różnicowanie badanych próbek. Konse-kwencją tego jest możliwość skrócenia czasu trwania reak-cji, ze względu na niższą temperaturę topnienia stosowaną podczas denaturacji.

				Genotypowanie SNP z wykorzystaniem techniki HRM--PCR można również stosować dla dłuższych ampliko-nów (zawierających od 160 do 218 pz). Takie podejście zostało wykorzystane do analizy ludzkich antygenów. Homozygota typu dzikiego oraz homozygota zawierają-ca mutację podlegały zróżnicowaniu w zakresie tempera-tur od 0,3 do 1°C, podczas gdy heterozygoty były łatwo rozpoznawalne na podstawie kształtu krzywej topnienia [3,13].

				Wykorzystanie nieznakowanych sond w reakcji HRM--PCR pozwala na wykonanie jednocześnie w tej samej reakcji genotypowania oraz mapowania DNA. Zarów-no temperatury topnienia produktów reakcji PCR jak i sond analizowane są w obecności nasycającego barwnika DNA. Oprócz badań przesiewowych pod kątem dowol-nych wariancji sekwencji, można badać polimorfizm, czy występujące mutacje. Ponadto, obiektywne, hierarchicz-ne grupowanie może dokładnie grupować krzywe top-nienia w genotypy. Jedna, dwie lub więcej nieznakowa-nych sond może być użytych w pojedynczej reakcji PCR [14,15].

				Możliwość skanowania genów za pomocą HRM stano-wi atrakcyjną technikę dla laboratoriów z ograniczeniami czasowymi i zasobowymi. Staranne projektowanie i opty-malizacja umożliwiają wykonanie skanowania genów w mniej niż 8 godzin, a większość sekwencjonowania zo-staje wyeliminowana poprzez identyfikację sekwencji i regionów kodujących różnych sekwencji. Ponieważ do-kładność skanowania zależy od wysokiej jakość reakcji PCR, optymalizacja reakcji jest punktem krytycznym. Sukces optymalizacji często zależy od dobrego zaprojek-towaniu doświadczenia, jak również znajomości sekwen-cji samego genu poddanego analizie [16].
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				Ryc. 1. Etapy HRM-PCR.
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				Identyfikacja gatunku, Bar-HRM

				Bar-HRM (ang. Barcode DNA-HRM, Kod Kreskowy Dna W Połączeniu z HRM), który został opracowany około de-kady temu, opiera się na krótkich, standaryzowanych re-gionach genomu, w celu identyfikacji gatunków roślin i zwierząt [17]. Metodę tę można wykorzystać nie tylko do identyfikacji znanych gatunków, ale także do odkrywania nowych. Liczne sekwencje są przechowywane w interneto-wych bazach danych na całym świecie. Jednym ze sposo-bów zaoszczędzenia kosztów i czasu (poprzez pominięcie etapu sekwencjonowania) w identyfikacji gatunków jest wykorzystanie dostępnych danych z kodu kreskowego do zaprojektowania zoptymalizowanych starterów do dalszej analizy, takiej jak analiza HRM. Metoda Bar-HRM znalazła zastosowanie do identyfikacji gatunków, które mają po-dobne zewnętrzne cechy morfologiczne, zamiast przepro-wadzania tradycyjnej identyfikacji taksonomicznej, która wymaga głównych organów (np. liście, kwiaty, owoce). W przypadku roślin można wykorzystać pary starterów pochodzące z regionów chloroplastów (matK, psbA-trnH, rbcL i trnL). Niektóre z tych par starterów okazały się po-mocne w identyfikacji osobników na poziomie gatunku, np. para starterów psbA-trnH okazała się przydatna do rozróż-

			

		

		
			
				nienia Uvaria longipes i Uvaria wrayias, roślin okrytonasien-nych z rzędu magnoliowców [18].

				Wykrywanie metylacji DNA z wykorzystaniem metody MS-HRM

				MS-HRM (ang. Methylation-Sensitive High Resolution Mel-ting) jest czułą i specyficzną metodą wykrywania metyla-cji. Metylowany i niemetylowany DNA uzyskuje różne se-kwencje po potraktowaniu wodorosiarczynem, w wyniku czego powstają produkty PCR o wyraźnie różnych profi-lach topnienia. Startery do testów MS-HRM są zaprojek-towane tak, aby były komplementarne do metylowanego allelu, a specyficzna temperatura hybrydyzacji umożliwia tym starterom hybrydyzację zarówno z metylowanymi, jak i niemetylowanymi allelami, zwiększając tym samym czu-łość testów. MS-HRM umożliwia oszacowanie poziomu metylacji poprzez porównanie profili topnienia nieznanych produktów PCR z profilami topnienia produktów PCR po-chodzących ze wzorców o znanym stosunku matrycy nie-metylowanej do metylowanej. Metoda pozwala wykryć metylacje z dużą czułością, umożliwia wykrycie nawet 0,1 – 1% metylowanych alleli na niemetylowanym tle. Wysoka czułość MS-HRM jest przydatna w wykrywaniu biomarke-rów nowotworowych w sposób nieinwazyjny, np. w moczu 
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				Ryc. 2. Krzywe topnienia amplikonu DNA. A – Znormalizowana krzywa topnienia; B, C – Piki topnienia przykładowych produktów PCR; D – HRM przykładowych produktów PCR
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				czy w błonie śluzowej pacjentów. Zdolność do wykrywania kilku kopii metylowanego DNA sprawia, że MS-HRM jest kluczową metodą stosowaną w poszukiwaniu powiązań wpływu środowiska na zmiany epigenetyczne i powstawa-nie chorób [19].

				Molekularny odcisk palca, MFin-HRM (ang. Fingerprinting-HRM)

				Charakterystyka struktury społeczności drobnoustrojów przy użyciu technik molekularnych staje się popularnym podejściem w badaniach próbek środowiskowych. Do sku-tecznego monitorowania i kontroli społeczności drobno-ustrojów w próbkach opracowano metodę molekularnego odcisku palca w połączeniu z HRM, MFin-HRM, opartą na analizie topnienia w wysokiej rozdzielczości [20].

				W analizie wykorzystano markery polimorfizmu se-kwencji międzymikrosatelitarnych – ISSR (ang. Inter Simple Sequence Repeat). Metoda daje porównywalne wyniki gru-powania społeczności drobnoustrojów, porównywalne z wynikami uzyskiwanymi w powszechnie stosowanej me-todzie elektroforezy w gradiencie czynnika denaturującego (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; DGGE). Meto-da ta przekształca wykresy pików topnienia (ang. Melting Points; MP) próbek DNA społeczności drobnoustrojów wygenerowanych w wyniku analizy HRM w molekularne odciski palców i szacuje relacje między społecznościami na ich podstawie. Metoda MFin-HRM oparta na MP stanowi dobrą alternatywę dla monitorowania zmian w strukturze społeczności drobnoustrojów, zwłaszcza w przypadku ana-lizy dużych ilości próbek, ze względu na dużą przepusto-wość i krótki czas analizy HRM.

			

		

		
			
				Podsumowanie

				 Analiza topnienia DNA z wysoką rozdzielczością jest wielofunkcyjną technologią (Tab. 1) i standardowym narzę-dziem, które powinno być obecne w każdym laboratorium badającym kwasy nukleinowe. Metody topienia w wysokiej rozdzielczości są szybkie, niedrogie, elastyczne i proste. HRM znajduje coraz większe zastosowanie zarówno w dia-gnostyce jak i laboratoriach badawczych. Analizy HRM ze względu na niski koszt i zastosowanie dostępnego oprzy-rządowania prawdopodobnie wypełnią niszę w regionach i laboratoriach o mniejszych zasobach, ale także będą uzupeł-nieniem technologii sekwencjonowania.
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				Tabela 1. Zastosowanie modyfikacji reakcji HRM-PCR

				
					Modyfikacje reakcji

					HRM-PCR

				

				
					Zastosowanie

				

				
					SNP-HRM

				

				
					Genotypowanie gatunków roślin [24-29]

				

				
					Identyfikacja gatunkowa mikroorganizmów [30,31]

				

				
					Genotypowanie w obrębie gatunków drobnoustrojów [32]

				

				
					Bar-HRM

				

				
					Uwierzytelnianie żywności i produktów ziołowych [19,20]

				

				
					Kontrola jakości warzyw, rozróżnienie roślin jadalnych i trujących [21,33]

				

				
					MS-HRM

				

				
					Wykrywanie biomarkerów nowotworowych [34,35]

				

				
					Diagnozowanie chorób imprintowanych [35]

				

				
					Kliniczna weryfikacja wyników badań epigenomu [36]

				

				
					Ocena metylacji w zastosowaniach diagnostycznych i badawczych [22,37]

				

				
					MFin-HRM

				

				
					Identyfikacja i uwierzytelnianie gatunków [23,38]
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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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STRESZCZENIE

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

toda oparta na identyfikacji réznic w denaturacji produktéw reakcji PCR w obecnoéci
barwnikéw fluorescencyjnych. Stosowana jest do wykrywania zmiennoéci genetycznej w
sekwencjach kwaséw nukleinowych, w wielu galeziach nauki, medycyny i przemystu. Ar-
tykul ten stanowi przeglad literatury dotyczacej metodyki, zastosowa oraz rozwoju analizy
HRM, ktéra dzieki zaletom takim jak szybkos¢, niski koszt, elastycznos¢ i prostota znalazla
‘wiele zastosowas, ktérych spektrum weigz sie powigksza.

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 takson6w,
ktére mozna identyfikowaé 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 kwasow nu-
Kleinowych, a wérod nich szczegdlne znaczenie ma denaturacja DNA z wysoka
rozdzielezoscia - 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 wiazacych 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 sie od reakdji PCR, w ktérej nastepuje amplifikacja zdefiniowanego
regionu DNA, bedacego przedmiotem zainteresowania, w obecnosci barwnika
wiazacego sie z dsDNA. Barwnik ten wykazuje niski poziom fluorescendji w
stanie niezwiazanym i wysoki poziom fluorescendji po zwiazaniu z dsDNA.
Kiedy dsDNA ulega denaturadji (topi sie) do pojedynczych nici, barwnik jest
uwalniany, co powoduje zmiane poziomu fluorescendji. Rezultatem jest krzywa
topnienia charakterystyczna dla danego amplikonu. Krzywa topnienia jest ge-
nerowana przez powolna denaturacje (topienie) dsDNA. Fluorescencja jest wy-
soka, gdy barwnik jest w stanie zwiazanym z dsDNA, w stanie niezwigzanym
przechodzi do roztworu, zmienia konformadje, a fluorescencja spada. W niskich
temperaturach DNA bedzie dwuniciowe, a barwnik bedzie silnie fluoryzowaé.
Spadek fluorescendji zaczyna si¢ powoli, ale kiedy dwuniciowy DNA ulegnie
calkowitej denaturadji do formy jednoniciowej, wykrywa sie gwaltowny spadek
fluorescendji (Ryc. 2A). Tempo spadku fluorescendji jest najwicksze 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 denaturadji. Aby zwizualizowaé Tm, czesto wykresla-
e 53 ujemne pierwsze pochodne, dzieki czemu Tm produktéw PCR pojawiaja
sie jako piki, jak widac 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 intensywnosé i reprezen-
tuja produkty o mniejszej dtugosci, pojawiaja sie one w nizszej temperaturze niz
wlasciwy produkt PCR. Na krzywych mozna réwniez zobaczy¢ dimery starte-
16w i inne niespecyficzne produkty reakdji PCR, moze to by¢ przydatna miara
oceny czystosci produktu PCR.
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