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Voorwoord

Met moleculaire diagnostiek worden laboratoriumtechnieken
aangeduid waarmee op het niveau van DNA of RNA ziekten bij
mens, plant en dier worden gekarakteriseerd. Pathogenen en af-
wijkingen in het erfelijk materiaal zijn doelwit van de moleculaire
analyses.

In 2001 kwam de eerste druk van Moleculaire Diagnostiek uit.
Moleculaire diagnostiek als subdiscipline in het diagnostisch on-
derzoek was toen net begonnen aan een explosieve groei. De au-
teurs kozen voor een indeling in theoretische hoofdstukken die de
gemeenschappelijk achtergronden bevatten en een aantal hoofd-
stukken met destijds geimplementeerde toepassingen, geschreven
door deskundigen in de betreffende vakgebieden.

In de tweede druk is deze indeling gehandhaafd. Wel is het boek
inhoudelijk volledig vernieuwd en sterk uitgebreid. Dit geldt zo-
wel voor de theoretische hoofdstukken als voor de toepassingen
die door specialisten uit hun vakgebied zijn ingevuld. Nieuwe on-
derwerpen van toepassingen zijn microbiéle voedselveiligheid en
bio-informatica; enkele theoretische hoofdstukken gaan over
nieuwe sequencing-technieken, micro-arrays en DNA-chips. Ook
deze laatste techniek vormt een onderdeel in de diagnostische
laboratoria, zij het voor zeer specifieke vragen. Intermezzo’s bin-
nen het betreffende hoofdstuk diepen bepaalde aspecten verder
uit.

Sinds de uitgave van de eerste druk in 2001 zijn de beschikbare
technieken explosief gegroeid en op veel terreinen goedkoper en
gevoeliger geworden. Waren in het begin van deze eeuw PCR en
hybridisatie zeer belangrijk, nu zijn sequencen (hoofdstuk 8), mi-
croarrays, DNA-chips (hoofdstuk 9), en zelfs spectroscopische
technieken (hoofdstuk 10) toegevoegd aan het diagnostisch arse-
naal. Steeds meer aandacht voor kwaliteitszorg en -borging
maakt de moleculaire diagnostiek veel betrouwbaarder dan voor-
heen. Een zeer uitgebreid hoofdstuk over optimalisatie, validatie
en kwaliteitszorg geeft richting aan de implementatie van nieuwe
moleculair diagnostische technieken.

Technieken blijken naar elkaar toegegroeid en hebben andere ac-
centen gekregen. Zo is hybridisatie een basistechniek geworden
bij PCR, microarray en DNA-chips, sequencing-technieken en
moderne multiplextechnieken zoals de Luminex assays. Bio-in-
formatica wordt niet alleen ingezet bij grootschalige analyse van




Voorwoord

(sequence)-data en annotatie van genen die worden verkregen
met ‘next generation sequencing’ (hoofdstuk 8), maar is ook een
onmisbaar onderdeel geworden bij primer- en probe-design. De
real-time PCR is niet meer weg te denken uit de diagnostische
laboratoria, die hiermee een groot probleem m.b.t. contaminatie
van monsters aanzienlijk hebben kunnen oplossen. Ook de me-
thoden om real-time PCR-resultaten beter te kunnen analyseren
zijn geimplementeerd op de apparatuur of als free ware beschik-
baar. Speciaal hiervoor is een addendum opgenomen.

De auteurs, deskundigen vanuit het Lectoraat innovatieve mole-
culaire diagnostiek en het Centrum bioscience en diagnostiek van
Hogeschool Leiden met veel ervaring in het onderwijs aan HLO-
studenten en laboratoriummedewerkers uit het beroepenveld be-
spreken de achtergronden van de technieken grondig en uitge-
breid en staan borg voor een volledige herziening van Moleculaire
Diagnostiek, samen met gastschrijvers uit het complete molecu-
lair diagnostisch werkveld.

In 2001 stond E. van Pelt-Verkuil samen met M.F. van Berlo,
A. Van Belkum en H.G.M. Niesters aan de wieg van dit boek.
Voor de tweede druk is een nieuw schrijf- en redactieteam ge-
vormd, bestaande uit W.B. Van Leeuwen en E. van Pelt-Verkuil.

Wij bedanken alle medeauteurs voor hun professionele inzet bij
de totstandkoming van dit handboek.

Tot slot wensen wij de lezers veel leesplezier en een vruchtbaar
gebruik van dit boek.

Dr. Bep van Pelt-Verkuil
Dr. Willem van Leeuwen

Leiden, mei 2013
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Afbeelding 2.12

Affiniteitschromatografie (poly-A

capture) voor eukaryotisch mRNA:

1) monster opnemen in lysisbuffer;
nucleinezuren (0.a. RNA) komen
in oplossing;

2) biotine gelabelde oligodT(dT),,
mengen met gelyseerd monster;
poly dA)RNA hybridiseert met
oligodT probe;

3) voeg 50 pl van deze mix toe aan
streptavidine (SA) gecoat welletje,
reactievaatje; biotine bindt met
hoge affiniteit aan streptavidine
(CSA);

4) was 3X met buffer; monster is nu
gereed voor PCR.

Achtergronden en analyse van nucleinezuren

Men kan kiezen voor de isolatie van totaal RNA of zich beperken
tot het mRNA. Uit 10° zoogdiercellen is ongeveer 1 mg totaal
RNA te isoleren. Er is dan ook voldoende van de laag tot expres-
sie komende mRNA’s beschikbaar. Eukaryotisch mRNA is te
isoleren uit een ruw extract door hybridisatie van poly-dA-staar-
ten aan met poly-dT beladen magnetische bolletjes of membra-
nen. Na wegwassen van alle andere stoffen wordt de mRNA-frac-
tie van het oligo-dT gedissocieerd in R Nase-vrij water.

2.6.3 Kwaliteitscriteria voor DNA- en RNA-isolaten

Voor de moleculaire diagnostiek dienen de nucleinezuren van zo
hoog mogelijke kwaliteit en zo zuiver mogelijk te zijn. Onvol-
doende verwijdering van contaminanten tijdens de zuivering en
beschadiging van de targets vormen de grootste risico’s. Vooral
hydrolyse van 3'-5'-suiker-fosfaatbruggen waardoor enkel- en
dubbelstrengsbreuken ontstaan (fragmentatie) en verlies of modi-
ficatie van stikstofbasen treden gemakkelijk op. Deze problemen
kunnen voor, tijdens en na de isolatie (en eventueel concentratie)
ontstaan. Direct na monsterafname en tijdens transport treden
vooral enzymatische processen (RNase, DNase) op de voor-
grond. Fragmentatie tijdens isolatie en opslag door chemische
hydrolyse geeft grote kans op fout-negativiteit. Vooral herhaal-
delijk vriezen/dooien is een (vermijdbaar) risico.

Kwaliteit, zuiverheid (na afloop van isolatie/extractieprocedures)
en concentratie van nucleinezuren zijn met diverse methoden te
bepalen (intermezzo’s 2.2 en 2.3). Dit laatste hangt sterk af van de
vraagstelling. Zo is de concentratie van positief controlemateriaal
vaak bekend, maar in klinisch materiaal met onbekende pathoge-
nen heeft concentratiebepaling geen zin. Bij forensisch materiaal
daarentegen wordt de concentratie juist weer wel vastgesteld (zie
hoofdstuk 18, afb. 18.3). De meest gebruikte methoden zijn UV-
absorptie (OD), elektroforese en soms fluorescentiemeting m.b.v.
DNA/RNA-intercalerende kleurstoffen. Hiervan is meting van
UV-absorptie het meest eenvoudig. Deze laatste geeft deze ook
informatie over de mate waarin het monster ontdaan is van con-
taminerende eiwitten. Het zegt helaas vaak weinig over de hoe-
veelheid target. Een bekend probleem is bijvoorbeeld een kleine
hoeveelheid prokaryotisch target DNA of RNA in een grote hoe-
veelheid eukaryotisch DNA.




2.6 Nucleinezuur-isolatie en kwaliteitscontrole

van geisoleerd DNA en/of RNA

Intermezzo 2
J.W.J. Hinrichs

Integriteit nucleinezuren in paraffine-ingebed archiefmateriaal

Bij de disciplines pathologie, histologie en celbiologie worden
de meeste weefsels chemisch gefixeerd. Deze worden zo be-
schermd tegen afbraak door autolytische processen en bederf
alsook tegen schadelijke stappen tijdens het verwerken van de
weefsels tot paraffineblokjes. Bovendien zorgt het voor stabi-
lisatie van structuren, zodat er in het lichtmicroscopisch beeld
een zo minimaal mogelijke verandering ten opzichte van de
werkelijkheid optreedt. In essentic komt dat met chemische
fixatieven meestal neer op het onoplosbaar maken van struc-
turele componenten, zoals eiwitten, nucleinezuur-eiwitcom-
plexen en lipide-eiwitcomplexen. In de pathologie is (neutra-
le, gebufferde) formaline het meest gebruikte fixatief dat via
methyleenbruggen tussen bovengenoemde componenten het
weefsel fixeert. Het gefixeerde materiaal wordt vervolgens in-
gebed in paraffine voor het verwerken tot microscopie-cou-
pes en archivering voor toekomstig gebruik. Behalve voor
(immuno-) histologische doeleinden wordt hieruit ook DNA
en RNA geisoleerd voor moleculaire diagnostiek. Dit bete-
kent dat voorafgaand aan de DNA/RNA-isolatie eerst het
paraffinemateriaal dient te worden verwijderd (afb. 4.12).
Voor de daadwerkelijke DNA/RNA-isolatie wordt het weef-
sel eerst gelyseerd en vervolgens gecentrifugeerd, waarna het
ongezuiverde DNA zich in het supernatans bevindt. Hoewel
dit ruwe isolaat in principe al bruikbaar is voor veel molecu-
laire analyses wordt het meestal nog gezuiverd (door bijvoor-
beeld een kolomzuivering) van eiwit en membraanresten.
Gezuiverd DNA geeft meestal een betere kwaliteit van de
analyse en verhoogt de duurzaamheid van het DNA, omdat
enzymen die het DNA afbreken zijn verwijderd.

Een groot nadeel van formaline-fixatie is dat het geisoleerde
DNA/RNA sterk is gefragmenteerd. De mate van fragmenta-
tie hangt direct samen met de fixatieduur en de fixatiesnel-
heid, die athangt van de grootte van het te fixeren materiaal.
Dit heeft gevolgen voor de bruikbaarheid van moleculaire
technieken, zoals PCR en sequentieanalyse. In de praktijk be-
tekent dit dat er redelijkerwijs amplimeren tot maximaal 400
basenparen kunnen worden gesynthetiseerd. Voor mutatie-
analyse van genen waarvan de mutaties willekeurig kunnen
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Afbeelding 3.6

Probe labeling tijdens PCR. De PCR-gesynthetiseerde amplimeren zijn te gebruiken als
probe. Ze kunnen tijdens de PCR worden gelabeld door gebruik te maken van gelabelde
primers (a), of gelabelde dNTP’s te gebruiken (bijv. DIG-dUTP of biotine-dUTP; afb. 3.5).
Na afloop van de PCR worden de probes d.m.v. preparatieve elekiroforese gezuiverd.
Men kan ook op gezuiverde amplimeren een eindlabelingsprocedure toepassen.

3.3.3 Kloneren m.b.v. recombinant-DNA-technieken

De recombinant-DNA-techniek wordt gebruikt bij het aantonen
van grote targets en in situaties waarbij m.b.v. PCR bereide pro-
bes of mengsels van oligoprobes niet bruikbaar zijn. Er worden
specifieke vectoren gebruikt waar de toekomstige probe als
DNA-fragment wordt ingebouwd. Meestal is dit een plasmide of
het DNA van een bacteriofaag. Deze constructen worden tot
grote hoeveelheden in een bacterie vermeerderd. Na afloop wordt
het dubbelstrengs DNA-fragment met behulp van moleculaire
extractie-technieken weer uit de vector teruggewonnen. Een veel-
heid aan vectoren en bijbehorende gastheren zijn inmiddels com-
mercieel beschikbaar. Met recombinant-DNA-technieken zijn
kunstmatige chromosomen gebouwd die in bacterién (BAC) of
gisten (YAC) worden vermeerderd.’

Enkelstrengs RNA- of riboprobes met een gewenste polariteit
(sense of antisense) zijn met speciale plasmiden te bereiden. Vanaf
een promotor voor DNA-afhankelijke RNA-polymerasen (uit
bacteriofaag SP6 of T7) synthetiseert een DNA-afhankelijk
RNA-polymerase enkelstrengs de RNA-probes. Ook deze tech-
niek wordt alleen toegepast wanneer oligo- en of PCR-probes
niet geschikt zijn.
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Afbeelding 3.7

Beeld van een hybridisatie met geno-
misch DNA, verkregen m.b.v. trans-
missie elektronenmicroscopie (TEM)
en een schaduwtechniek (a). Deze
techniek maakt op basis van dikte
onderscheid tussen enkel en dubbel-
strengs DNA zichtbaar.

In (b) is de interpretatie van het TEM-
beeld weergegeven. Duidelijk zicht-
baar is, dat de probe de natieve DNA-
streng heeft verdrongen en dat deze
als ‘lus’ ernaast ligt.

3.4 Labels, inbouw en detectie van gelabelde

nucleotiden in primers en probes

3.4 Labels, inbouw en detectie van gelabelde
nucleotiden in primers en probes

3.4.1 Labels: het herkennen en detecteren van
hybridisatie en PCR-producten

Klassieke transmissie-elektronenmicroscopie heeft hybridisatie ge-
visualiseerd (afb. 3.7). Het is duidelijk te zien hoe de oorspronke-
lijke complementaire streng is verdrongen door de probe. Momen-
teel wordt hybridisatie altijd zichtbaar gemaakt door middel van
labels en eventuele vervolgstappen met reportermoleculen (afb.
3.1). Er zijn diverse typen labels die via een spacer-arm vooral aan
uracil worden gekoppeld.® Proefondervindelijk is vastgesteld dat
de optimale lengte van de spacer varieert tussen 11 en 16 atomen.

reverse primer

?AL
;

unieke sequentie

amplimeer
detectie via
—
@ probe; DNA
enkelstrengs

unieke sequentie

\H\HHHH\HHHH\HH

amplimeer
streptavidine
(label is biotine)
detectie via
probe met
reporter vaste fase
Afbeelding 3.8

Twee methoden om een gelabeld amplimeer weg te vangen uit de PCR-mix.

a) Gelabeld amplimeer wordt door een probe, gehecht aan een vaste fase (bijv. glas of een
nylon membraan) weggevangen op basis van een unieke sequentie. Tenzij het label een
fluorochroom is, volgt detectie via een reporter.

b) Gebiotinyleerd PCR-product met de gelabelde primer streng-specifiek scheiden op vaste
fase (bijv. ELISA-plaat) gecoat met streptavidine. Na de capture kan met een specifiek
probe (met reporter) de unieke sequentie worden gedetecteerd.



Principes van de PCR

Sleutelmomenten uit de eerste tien jaar PCR

1976 beschrijving DNA-afhankelijk DNA-polymerase uit de hitte-
stabiele Archae Thermus aquaticus door Chien

1985 eerste publicatie over de PCR in 1985 door Saiki

1985 eerste patent m.b.t. PCR van Cetus

1987 eerste commerciéle systeem voor PCR: Perkin-Elmer Cetus
DNA Thermal Cycler

1988 hittestabiel Tag-DNA-polymerase is toepasbaar in de PCR

1988 eerste commerciéle gezuiverde Tag-DNA-polymerase

1989 prijsdalingen voor Tag-DNA-polymerase en het beschikbaar
komen van recombinante enzymen; Cetus verkoopt patent
voor in vitro-diagnose van humane monsters aan Hoffman-
LaRoche

1989 Tag-DNA-polymerase is molecuul van het jaar

1991 eerste publicatie over 5’-nucleasechemie (voorloper van real-
time PCR)

1992 eerste commerciéle HIV-test

1993 eerste real-time PCR-machine

1993 fluorogene hydrolyse-probes bij allel-specifieke analyse bij
cystic fibrosis

1993 Mullis krijgt Nobelprijs voor de uitvinding van de PCR

1996 real-time PCR komt commercieel als techniek beschikbaar

1996 hitte-labiele enzymen

1997 eerste smeltcurve-analyse van FV Leiden

PCR kan worden ingezet als ‘eindpunttechniek’, waarbij de PCR
op een geschikt punt wordt gestopt t.b.v. nadere analyse en ver-
volgstappen. Dit wordt ook wel conventionele PCR genoemd.
Met de real-time PCR is het mogelijk om het gehele PCR-proces
te vervolgen d.m.v. fluorescentiemetingen, zonder dat vervolg-
stappen nodig zijn. Veel diagnostische methoden berusten tegen-
woordig op het real-time PCR-principe.

PCR is dus niet de enige nucleinezuur-detectietechniek; ook wel
aangeduid met de algemene naam NAT (‘Nucleic acid Amplifica-
tion Techniques’). Signaalamplificatie (bDNA, hybrid capture)
en isotherme amplificatie (NASBA, LAMP, SDA, TMA) zijn
geimplementeerd in commerciéle testen die worden beschreven in
hoofdstuk 7.

Op dit moment is een minimale hoeveelheid DNA of RNA in het
monstermateriaal geen beperking meer in moleculaire diagnos-
tiek.

In dit hoofdstuk worden de theoretische achtergronden en impli-
caties voor de laboratoriumpraktijk van de PCR besproken.
Daarna komen voor de diagnostiek belangrijke varianten van
specifieke PCR-technieken aan de orde.




5.2 Het principe van de PCR

5.2 Het principe van de PCR

Met de PCR wordt een specifiek nucleinezuurfragment vanaf een
DNA-matrijs in grote hoeveelheden in vitro gedupliceerd m.b.v.
DNA-afhankelijk hittestabiel DNA-polymerase uit Thermus
aquaticus. Het proces verloopt cyclisch, waarbij per cyclus drie
stappen zijn te onderscheiden: denaturatie, hybridisatie van pri-
mers en verlenging (elongatie) van de primers d.m.v. DNA-syn-
these (afb. 5.1). In totaal zijn twintig tot veertig cycli nodig.

(b)
T 100+ denaturatie
o denaturatie denaturatie b
5 (10-30")
=2
g elongatie
Q
§ 80
! |
i
hybridi- !
satie !
50 (2"tot 2} | b
U hybridisatie
‘ramp time’
l volledige cyclus : 0 10 tid 20 80
tiid (min) —» iid (sec.)

Afbeelding 5.1

Weergave van de incubatietemperaturen tijdens een volledige PCR-cyclus. Elke cyclus begint met een denaturatie waarbij dsDNA bij
94 °C wordt uitgesmolten tot enkelstrengs DNA-moleculen. Terwijl de temperatuur omlaag wordt gebracht tot 45-60 °C hybridiseren
primers (annealen). Tot slot vindt DNA-synthese (elongatie/extensie) plaats waarbij de temperatuur wordt verhoogd naar 72 °C.

Bij a) is de zogenaamde ‘evenwichtscyclus’ weergegeven. Naarmate volumina kleiner worden en de temperatuuroverdracht sneller
wordt, zal het temperatuurverloop meer vioeiend worden. Bij real-time PCR op kleine fragmenten (maximaal 120 bp), in kleine volumi-
na en snelle temperatuurwisselingen zal steeds meer sprake zijn van een ‘kinetische PCR’ (b).

Sleutel bij dit proces zijn twee oligonucleotide primers (zie ook
hoofdstuk 3).2 Bij de juiste T, hybridiseren (annealen) de primers
op de geselecteerde posities aan twee gedenatureerde, enkel-
strengs DNA-moleculen, met dien verstande dat zij, elk op een
complementaire streng binden en hiermee het target-nucleinezuur
begrenzen. De primers worden van het 3’-OH-uiteinde verlengd
tot nieuwe, complementaire DNA-strengen door het DNA-poly-
merase (afb. 5.2). Essentieel hierbij is volledige complementariteit
tussen primer en target aan de 3'-OH kant. De bouwstenen van
het DNA in de vorm van dATP, dGTP, dCTP en dTTP dienen in
overmaat in oplossing aanwezig te zijn. Na afloop van de syn-
these zijn twee nieuwe dubbelstrengsmoleculen DNA gevormd en
is €én synthesecyclus afgerond. De tweede cyclus begint met de-
naturatie, waarna het proces van primer-annealing en DNA-syn-
these opnieuw plaatsvindt De producten van deze DNA-duplica-
tie (amplimeren of amplicons) fungeren bij een volgende hybridi-
satie met de primers ook als matrijzen voor een nieuwe replicatie-
ronde. Hierbij ontstaan steeds meer amplimeren van de gewenste
lengte (het target) (afb. 5.3).



Informatie in de amplificatiecurve

gelijk aan 3,32. Tussen vier datapunten zitten dan driemaal 3,32
cycli (~10 cycli) verschil of wel een 2719 (= 103) verschil in initiéle
targetconcentratie. Daalt de efficiéntie dan wordt AC, groter. In
afbeelding A.9 zijn de AC, ’s ongelijk; dit zou kunnen wijzen op
verschillen in concentratie als gevolg van een verdunningsfout of
het uitverdunnen van een PCR-remmer.
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Afbeelding A.9

Kwaliteitseisen aan de standaardcurve. Resultaten van een PCR-experiment met een ver-
dunningsrij t/m 107 waarbij de C,-waarden worden bepaald met de ‘threshold’-methode
(getrokken oranije lijn). Elke afzonderlijke amplificatiecurve is log-lineair weergegeven met
daarbij de ‘rechte’ (raaklijn) die de werkelijke exponentiéle fase weergeeft. Het snijpunt met
de ‘threshold’ geeft de C, voor een individuele curve. Duidelijk is te zien dat ondanks ver-
schillen in initiéle targetconcentratie de amplimeren tijdens de exponentiéle fase met een
gelijke efficiéntie toenemen. In het ideale geval verschilt ook de afstand tussen de opeen-
volgende Cq’s (ACQ) niet. In dit experiment is dit niet het geval tussen de verdunningen 10
en10°.

De ‘threshold’ kan op meerdere posities in het log-lineaire gedeel-
te worden gepositioneerd (gestippelde oranje lijnen). Let op: dit
mag alleen binnen één PCR-run worden gedaan. Bij extreem
hoog (groene stippellijn) en laag (blauwe stippellijn) geconcen-
treerde monsters worden vaak afwijkende amplificatiecurven ge-
zien. Bij extreem hoge concentratie kan de curve samenvallen met
de volgende curve (groen) (ongunstiger synthesecondities) of een
afwijkende vorm laten zien. Bij extreem lage concentratie wordt
de curve vaak vlakker (blauw) en wordt de maximale fluorescen-
tie niet meer bereikt. De C-waarden van de afzonderlijke PCR-
bepalingen met de concentraties 10! t/m 10”7 worden gebruikt om
de standaardcurve op te bouwen.

3.2 Deindividuele amplificatie curven

Aan de vorm van de individuele amplificatiecurven kunnen ver-
schillende kwaliteitskenmerken worden afgelezen. Omdat de
standaardcurve is afgeleid van de amplificatiecurven voor de ge-
bruikte verdunningsreeks moeten de eisen die gesteld worden aan
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de amplificatiecurven ook gesteld worden aan de curven die voor
de standaardcurve worden gebruikt.

Achtergrond

De achtergrond mag niet hoger zijn dan 10% van de plateau-
waarde. Verlaging van de primerconcentratie en van de DNA-
of cDNA-input kan helpen de achtergrond te verlagen.

Plateaufase

De plateaufase moet vlak zijn (dalend of stijgend kan duiden
op een verkeerd bepaalde achtergrond-fluorescentie).

De plateaufase van de amplificatiecurven moet per amplimeer
even hoog zijn. Het plateau wordt bereikt wanneer amplime-
ren en primers met elkaar gaan competeren of wanneer er te
weinig fluorochroom is om alle amplimeren te laten fluoresce-
ren. Verschillen in plateauhoogte duiden dus op fouten in de
input van reactieccomponenten, verkeerd gekozen reactiecondi-
ties of aanmaak van nevenproducten. Op gel brengen van het
eindproduct kan inzicht geven in het ontstaan van nevenpro-
ducten.

Exponentiéle fase (bekijken op log-schaal)

De exponentiéle fase moet recht zijn. Systematische bochten
duiden op een foutieve instelling van de achtergrondcorrectie
(afb. A.3B). Nevenproducten, met afwijkende efficiéntie, ver-
vormen de curve ook.

Hij mag niet te steil zijn. De efficiéntiewaarde kan niet boven
de 2 zijn, wat overeenkomt met een helling van 0,301 (op een
logaritmische fluorescentie-as). Een te hoge efficiéntie duidt op
een overschatting van de achtergrondwaarde. Ook nevenpro-
ducten worden genoemd als mogelijke reden voor een schijn-
bare efficiéntie van hoger dan 2.

Hij mag niet te vlak zijn. Een te flauwe helling duidt op PCR-
remmers of suboptimale reactiecondities. Hoewel dit de ana-
lyse van de curven niet hoeft te verhinderen moet gecontro-
leerd worden of deze afwijkende efficiéntie niet incidenteel is.
Hij moet lang zijn, om voldoende punten in de exponentiéle
fase te kunnen onderscheiden. Voor een goed geoptimaliseerde
kwantitatieve PCR-assay is een exponentiéle fase van tien cycli
haalbaar. Dit geeft dan een plateau achtergrond-ratio van on-
geveer drie log-schalen. Verlaging van de primer-concentratie
kan helpen om de achtergrond te verlagen en zo meer bruik-
bare punten te krijgen.

Die gedeelten van de amplificatiecurven die het exponentiéle
gedeelte representeren, moeten parallel lopen. Dit geldt wan-
neer de PCR-efficiéntie per amplimeer constant is. Sterk afwij-
kende monsters moeten worden uitgesloten van berekening
van de gemiddelde PCR-efficiéntie of van de gehele analyse
(afb. A.9).



Kwantitatieve isotherme moleculaire technieken

Hierdoor ontstaat een cyclisch proces dat vele kopieén RNA op-

levert.
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Afbeelding 7.5

Schematische weergave van de TMA-techniek.

De detectie vindt plaats d.m.v. HPA (hybridisatie beschermings-
assay), een techniek die in veel isotherm amplificatiemethoden
wordt toegepast (afb. 7.6).Er wordt gebruikgemaakt van een AE-
gelabelde probe (AE: acridine ester) die hybridiseert aan het es-
RNA amplicon. Direct hierna wordt de AE van de niet-gehybri-
diseerde probe door hydrolyse afgekoppeld. Als laatste stap
wordt een luminescentiesignaal gegenereerd door behandeling
met een alkalische oplossing van H,O, die de ester afsplitst onder
afgifte van licht.

De TMA-technologie wordt gebruikt voor onder andere de de-
tectie van HIV-1, HCV, Mycobacterium tuberculosis en een aan-
tal seksueel overdraagbare pathogenen, zoals Chlamydia tracho-
matis, Neisseria gonorrhoeae en Trichomonas vaginalis. Dit zijn
wel kwalitatieve testen, maar de verwachting is dat ook kwantita-
tieve testen in de toekomst in de markt worden gezet.
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Afbeelding 7.6

Hybridization protection assay.
a) chemiluminescentie-reactie van een acridine ester;
b) detectie van een acridine ester-gelabelde probe met een hybridisatie-protectie assay.

7.3.3 SDA (Strand Displacement Amplification)

De SDA-techniek is een isotherme DNA -amplificatietechniek die
voor het eerst in 1992 door Walker en medewerkers is beschreven,
als een van de vele alternatieve methoden voor de gepatenteerde
PCR-techniek. Deze methode is gebaseerd op de eigenschap van
DNA-polymerases om DNA-synthese te starten op een breuk-
punt van enkelstrengs DNA en dan vervolgens de rest van het
DNA weg te duwen. Dit gebeurt door een speciaal DNA-polyme-
rase, namelijk (exo)Bst DNA-polymerase dat geen exonuclease-
activiteit meer bezit; dus een exonuclease deficiént Klenow-frag-
ment (afb. 7.7). Een primer wordt verlengd door dit enzym in

Primer met
BsoB1 restrictieplaats

CTC GGG Target nucleinezuur

i exo” Bst polymerase

dUTP, dGTPR, dATP, dCTPaS

CTC GGG
GAGCCCr

} Nickmet BsoBt

v
CTC GGG
GAGC*C*Cr
6 exo” Bst polymerase
—_ —_

CTC GGG
GAGC*C*Cr

Afbeelding 7.7

De initiéle stappen van de SDA-amplificatietechniek.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (None)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Average
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /NLD (Instellingen met automatisch \(JPEG\) compressie om kleinere bestanden te creeeren.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




