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1. Introduzione

Scopo di questa
nota

Strumenti per il
“design” della
sonda

In questa nota

Ladetezione di “amplicon” specific con sonde di ibridazione permette una
andis sequenza-specificadd prodotto amplificato. Questa metodologia
consante, durante lareezione di amplificazione, di rivelare sngole copie ndl
DNA genomico o identificare mutazioni puntiformi.

Questa nota tecnica fornisce e linee guida per la selezione di sequenze adette
come sonde di ibridazione (Sezione 3). Inoltre, una conoscenza piu
goprofondita de ruolo della sonda permettera maggiore Scurezzandla
sdezione ddle sequenze (Sezione 2).

Nota: Lasdezione delle sequenze per I gpplicazione LightCyder non e
affatto cos complessa come lalunghezza del presente fascicolo lascerebbe
intendere. Infatti, lamaggior parte delle sequenze determinate dara risulteti

soddisfacenti anche senza seguire particolari regole.

Come ulteriore auto per laricerca ddle sonde di ibridazione, vengono
riportati acuni software che forniscono supporto nella definizione della
sequenza (Sezione 4).

Usa questa nota tecnica per apprendere di pit sui seguenti argomenti:

Argomento Vedi pag.

Ruolo delle sonde oligonuclectidiche in analis sequenza-specifiche

Linee guida per disegnare sonde di ibridazione
Sceltadel bersagli adatti alle sonde
Caratteristiche ottimali per le sonde di ibridazione
Condsiderazioni specidi per la detezione di mutazioni
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Softwares per il “design” delle sonde di ibridazione
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2. Ruolo delle sonde di ibridazione in analisi sequenza-

specifiche

Generalita

Trasferimento
in risonanza di
energia

fluor escente
(FRET)
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Lametodologia ddle sonde LightCyder impiega due sonde
oligonudeatidiche che ibridano, dispogte in maniera testa-coda, su sequenze
adiacenti sul DNA bersaglio. Ciascuna sonda viene marcata con un diverso
fluorocromo. L’ interazione dei due fluorocromi puo avvenire solo nel

momento in cui le sonde 9 legano d bersaglio.

Ne momento in cui le sonde sono ibridate d bersaglio, i marcatori
fluorescenti 9 trovano nelle immediate vicinanze e S verificaun
trasferimento in risonanza di energia fluorescente (FRET) fraloro.

Il FRET e un trasferimento di energia dipendente ddla disanza fra due
fluorocromi adiacenti senzaemissone di un fotone. Condizioni essenzidi

perd"ne avwengail FRET sono:
la molecola accettore e donatore devono molto vicine,
lo spettro di eccitazione ddll’ accettore deve sovrgppors dlo pettro di
emissione dd donatore (vedi figura sotto).
I" orientamento de dipoli di trangzione ddl donatore e ddll’ accettore
devono esre gppross mativamente pardldi.

Donor Acceptor

Excitation/] /1

ﬂ H ||I ll'.lleibslur]
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2. Ruolo delle sonde di ibridazione in analisi sequenza- inerly
specifiche, continua

FRET con Lafigura descrive come due sonde oligonudl eotidiche adiacenti producano
sonde di una emissione fluorescente misurabile,
ibridazione
hv
-
-
F, F,
I LLEEEREETTRTTRRrTr
LTV

Durante il momento di "anneding” ddla PCR, due divers oligonudeotidi
ibridano, testarcoda, su regioni adiacenti del DNA bersaglio. | fluorocromi
coniugti ale sonde vengono atrovars molto vicino nella sruttura

del’ibrido. Il fluorocromo donatore “F1” (e.g. Huoresceing) viene eccitato da
una sorgente esternadi luce, trasferisce parte ddlla propriaenergiadi
attivazione d|’ adiacente accettore “F2” (e.g. LightCycler-Red 640 o 705)
mediante interazioni dipolo-dipolo (FRET). Il fluorocromo eccditato F2 emette
luce misurabile.




3. Linee guida per disegnare sonde di ibridazione

Introduzione

Lineeguidaper
disegnare
gualsiasi sonda
di ibridazione

Considerazioni
speciali per
["analig di
mutazione

Conggliamo di seguire le seguenti linee guida per una determinazione

ottimale delle vostre sonde/sequenze bersaglio.

Le linee guida vdide per tutte le sonde di ibridazione (Sa quelle per la
quantificazione, che quelle per I'andis di mutazione) sono riassunte nella

tabella seguente. Ogni indicazione viene discussa con maggiore dettaglio piu
avanti in questa nota tecnica

Consderando... tener e presente queste linee guida Per i
dettagli,
vedere

le sequenze - locdizzate verso I estremita 3’ dd DNA Section 3.1

bersglio campione

- gtuate in unaregione a s|quenza
“bilanciatd’ (con unadigtribuzione
gppross. ugude ddle quattro bas), non
essere auto-complementari, monotone o
ripetitive
le sonde - molto vicdne unadl’dtra(dal a5 bad) Section 3.2

. non contengano:

- Seguenze ripetitive, monotone o auto-

complementari

- Clugersdi G eC ad entrambele

estremita

- non dovrebbero ibridizzare con i primer
per PCR

- modificati in maniera da non poter essere
eongati durante laPCR

- avere temperature di meting superiori di
510°C aqudlede primers

- donatore, marcataa 3’ con Huoresceina
(HTC)

. accettore, marcataa 5’ con LightCycler-
Red 640 0 705

sequenze estremamente ricche in purine

Oltre a sopra menzionati accorgimenti, vaidi per tutte le sonde, 9 congglia
di osservarelelinee guidadiscusse nella Sezione 3.3
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3.1. Scelta dei bersagli adatti alle sonde

Introduzione S conggliano le seguenti linee guida per la scdta delle sequenze bersaglio

addte per sonde di ibridazione

L ocalizzazione || bersaglio della sonda dovrebbe esserevicino d 3 ddl DNA campione (il

del bersaglio  pjf lontano possibile dd sito di legame dd primer a5'). Raccomandiamo i

della sonda sdlezionare un bersaglio che Savicino manon sovrapposto d Sito di legame
del primer a3 (vedi schema seguente). Questa disposizione consente che
vengano effettuate le misurazioni ddlla fluorescenzaprimachei primers Sano
completamente etes e prima che le sonde vengano diminate ddla Tag

polimerad.
|Probe1 | |Probe2 |
—» — > —>
4_
Sequenze L e sequenze bersaglio dovrebbero presentare le seguenti caratteristiche:
adatte quali
bersaglio
Caratterigtica Spiegazione

Stuate in regioni a sequenza
“bilanciatd’ (circauguae

Le ssquenze “hilanciae’ ibridano
con le sonde.

digtribuzione ddlle quattro bas)

Non contengono seguenze monaotone Queste sequenze offrono gti di
oripditive legameingabili

Non sono auto-complementari Queste sequenze possono formare

loop €, per questo, essere meno
accessihili dl’ibridazione
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3.2. Caratteristiche ottimali per le sonde di ibridazione it

Introduzione Seguono dcuneindicazioni utili ndl disegnare sonde di ibridazione.

Linee guida Disegnando le sonde, occorre evitare sequenze che passono causare problemi
generali per la i ibridazione:
sequenza
Evitare queste Poiché possono causar e questi problemi
sequenze...
Saquenze ripetitive 0 Possono destabilizzare il legame ddlasonda
monotone
Sequenze auto- - Possono formare “loop”, riducendo la
complementari disponibilita di sonda e, quindi, di ssgnde.

- Selesondeibridano I'unadl’ dtra, possono
generare un segnale costante, indipendente ddla
quantita di pradotto amplificato generato.

Clugerdi GeCdle Lasonda puo legars troppo sabilmente d DNA

estremita della sonda bersaglio

Sonde maltoricchein Tendono aibridare scarsamente

purine (G eA)

Seguenze che possono Possono formare dei dimeri primer-sonda. *

ibridare con I'estremita | Nota: dd momento che le sonde sono presenti in

3 de primer di PCR quantita rdativante devate dl’inizio ddla

rezione, e eevato il rischio di questo problema

1 Per ulteriori informazioni su come evitare laformazione di dimeri primer-
sonda (e dimeri dei primer), vedere Roche Molecular Biochemicals
Technica Note No. 1/99.

Continua
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3.2. Caratteristiche ottimali per le sonde di ibridazione, it
Continua

Temperaturadi  Disegnando le sonde, consigliamo di seguire le seguenti linee guidadlo
meltingdella  scopo di ottenere temperature di mdting adate (Try).

sonda Note: Per informazioni sui software che effettuano questo cacolo, vedere la
Serione4.
Linee guida per le T, della Commento
sonda
L e Ty,,.delle sonde dovrebbero Questo concede dle sonde pitl tempo per legard primadi
essere dmeno 5°-10°C sopra essere Yiazzate ddla polimeras.
quelle da primer. Spiegazione: per generare il segnae, le due sonde devono

essere contemporaneamente legate d DNA bersaglio. Perché

Cio accada, |e sonde devono competere con i primer di

amplificazione per il legame. In questa competizione, ese

risultano decisamente svantaggiate, in quanto:

- Le sonde di ibridazione sono presenti ad una
concentrazione inferiore aqudlada primer

- Non gppenai primer 9 legano, vengono immediaiamente
elongati. La sequenza bersaglio dell’ ibridazione viene
rapidamente copertadd filamento neosintetizzato, anche a
temperature inferiori a 72°.

Nota: Per superare questo problema, la Ty, delle sonde deve

essere maggiore di qudlade primer.

Evitare di disegnare sonde Sonde troppo stabilmente legate possono interferire con la
troppo gabili (Tm >10°—20°C reezione di amplificazione e diminuire la senghilitadd
maggiore delle Ty, dei primer). sggio.

Impostala Ty, dellasonda - Per laquantificazione, le due sonde dovrebbero avere
secondo I gpplicazione per cui gppross mativamente la stessa Tp,.

sara usata (quantificazione o - Perl'andid di mutazioni, la Ty, dellasonda sensore
andis di mutazione). dovrebbe essre inferiore a quella ddla sonda ancora

(vedere la Sezione 3.3 per i dettagli).

Continua
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3.2. Caratteristiche ottimali per le sonde di ibridazione, Pt
Continua
Scelta dei Le estremita adiacenti delle sonde di ibridazione devono essere marcate con
marcatori fluorocromi. La seguente tabdllariporta gli gopropriati marcatori da scegliere.
fluor escenti
Per questa sonda Mar care questa Con gquesto fluorocromo
estremita
Sonda 1 3¢ Huoresceina (FITC, 3FL)
(“donatore’ 0 sonda 59
Sonda 2 5¢ - LightCycler-Red 640, o
(“accettore” or sonda 3) - LightCycler-Red 705

Awertenze sui marcatori delle sonde:

- Non invertire laposizione det marcatori fluorescenti sulle sonde. Per

esempio, non marcare lasonda 1 (5') conil LightCycler-Red e la sonda 2
(3") con Huoresceina

- A causaddle proprieta ddl’ unita ottica, solo i derivati FITC ddla
Huoresceina (contenenti un legame zolfo) producono i risultati desderdi

con LightCyder.
Evitare Poiché |le sonde presentano una Tm piti devatadi qudlade primer di
I’ estensione amplificazione, |e sonde stesse possono funzionare come primer per la
della sonda polimerizzazione. Per evitare I’ etensione delle sonde durante |laPCR, &

necessario fosforilare I’ estremita 3 ddlla sonda accettore (la sonda marcata
con LightCyder-Red a5'; vedi sopra).

Nota: L’estremita 3’ della sonda donatore viene marcata con FHuoresceina
(vedi sopra), quindi non pud essere estesa durante la PCR.

Lasciare un Uravadltalegete d bersaglio, le sonde di ibridazione devono collocars

intervallofrale  gfficientemente vicino da permettere dmeno il trasferimento del 50%

sondeibridate  gd|'energiafrai due fluorocromi. Idelmente, S permette un intervalodal a
5bed frail 3 ddlasonda 1 (donatore) ed il 5 dellasonda 2 (accettore).
Questo spazio e necessario per |'ingombro dei fluorocromi.
Raccomandazione: Per le prove prdiminari, 9 condgliadi lasciare un
intervalo di 1 basefraloro.
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3.3. Considerazioni speciali per la detezione di mutazioni it

Introduzione Quando le sonde di ibridazione sono impiegeate per la detezione di mutazioni,
ciascuna ha un ruolo particolare. La sonda sensore copre il Sito previsto per la
mutazione, mentre la sonda accettore producde il segnale fluorescente.
Conggliamo di seguire le linee guida discusse in questa sezione nel disegnare
sonde per ladetezione di mutazioni.

Sequenzadella  Lasequenzadi una sonda sensore per la detezione di mutazioni puod sa
sonda sensore  rjconosoere la sequenza “wild type’ (non mutata) oppure riconoscere |a
seguenza mutata. Ognuna viene impiegatain divers modi:

Negli esperimenti prliminari, § conggliadi utilizzare una sonda sensore
con sequenza esattamente complementare d “wild type’ per rilevare le
vaianti mutate della sequenzain esame.

Nota: Nellameggior partede cad, un sngolo “mismatch” frail bersaglio
mutato e la sonda sensore causa uno dittamneto di circa5°-8°C ddla Ty,
dell’ibrido sonda sensore-bersaglio mutato rispetto a quella ddl’ ibrido con

il “wild type’.

. S usa una sonda sensore che € complementare dla sequenza muteata per:
- confermare I’ esstenza di una mutazione identificata con sonda “wild
type’ (vedi sopra), e
- diminare lapossibilita che un’ dtra sequenza variante S presente nel
campione.
Nota: acune frequenti mutazioni possono essere inizidmente identificate
con un asonda mutazione-specifica In ogni caso, non tutti i bersagli che
portano una seconda meno frequente mutazione possono essere identificati
in questo modo.
Attenzione: Dissgnando una sonda sensore per riconoscere le mutazioni, S
puo posizionare la base mutata Sand centro Sa verso una ddle estremita
ddlasonda. Comunque, 9 scondgliadi posizionare la base mutata nelle
ultime due bas della sonda

Ottimizzazione Indcuni cad, I'ibridazione fraDNA mutato e sonda puod essere migliorati in
delle sondeper ynodd seguenti modii:
I"analisi di . Facendo riconoscere ala sonda la sequenza complementare d sito mutato.
mutazione . Slittando di qual che base la sequenza bersaglio riconosciuta dalla sonda.
- Aggiungendo arbitrariamente bes “errate’ (“mismatch”) ndlasonda, dlo
scopo di ridurre eventudi legami troppo forti nelle adiacenze ddlla
mutazione.

Continua

10



@

3.3. Considerazioni speciali per la detezione di mutazioni, it
Continua

Temperaturedi  Comeriportato in Sezione 3.2, la Ty, di quasias sondadi ibridezione

melting di dovrebbe essere maggiore della Tr, dei primer di PCR.

s’onde_p_er_ Inoltre, sele sonde vengono usate per I'andis di mutazione, lardlazaone fra
' arlallg di leTn dele due sonde di ibridazione deve essere la seguente;

mutazione

Tm Sonda sensore < T,,, sonda ancora

Spiegazione: Questo assicura che la sonda che copre il Sto mutato (sonda
sensore) controlli la generazione dd segnde fluorescente. Inoltre compensa
quasias erore nd cacolo dele T.

Nota: Per asscurars che la sonda sensore abbia una Ty, inferiore aquella
ddla sonda ancora, 9 condgliadi:

. disegnare una sonda ancora pitl lunga ddlla sonda sensore, 0

- far 9 chela sonda ancora abbia un maggiore contenuto in G e C.

Prevenirela Per evitare laformazione di dimeri primer-sonda, € necessario far si chela

formazionedi  sequenzadelasondadi ibridazione non complementi, anchein parte, la

dimeri primer-  geuenzadel primer. Comunaue, nel caso di sonde per I'andlisi di mutazione,

sondaalterando ¢ non essere possibile lterare le sequenze sodite per le sonde.

:ep;rr?i €NON | questi casi, conviene modificare la sequenza del primer piuttosto che quella
dellasonda. In molti cad, § puo evitare laformazione di dimeri primer-sonda
semplicemente aggiungendo una base o togliendo labase finde de primer di
PCR
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4, Software per il “design” delle sonde di ibridazione

Introduzione Sono diponibili dcune gpplicazioni come supporto per ladefinizione ddle
sequenze per le sonde di ibridazione. Questa sezione fornisce una breve
panoramicadi questi programmi.

Softwar e per - Vi sono malti software diponibili per ladefinizione di primer per PCR
selezionare le (louni riportati ndlla Sezione 2.3.2, Capitolo C ddl LightCycler Operator’s
sequenzedelle  Manual). Alcuni di ess possono essere impiegati anche per disegnare sonde
sonde dil ibridezione
- Sed conduce un'andis di sequenza senzal’aiuto di un ofidticato

pacchetto software, ¢i 9 puo accorgere che lafunzione“Trova’ di un

wordprocessor come Microsoft Word sagiaquacosadi utile In questo

cas0, 5 condgliadi cercarele ultime quattro bas della sequenza bersaglio

(o della sua complementare) dl’interno ddlla sequenza ddl’ arplificato o

della sonda.

Softwar e per Per il cdcolo dele Tm di primer e Sonde, condgliamo vivamente I'impiego di
calcolare le un programmain grado di eseguire agoritmi termodiinamidi, ad es un
temperaturedi  programma che tenga conto delle distribuzione delle bas e non solo del
melting delle  ytenito in G e C. Tre eccellenti programmi sono:
sonde . OLIGO, Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO, USA
(http://oligo.net), 0 MedProbe, Odo, Norway (www.medprobe.com)
- Il Programma (JAVA stript) disponibiledaTIB MOLBIOL, Berlino,
Germania (Wwww.TIB-MOLBIOL .de/dligo_ag.html)
- Ortline digonudeatide Ty, calculator
(http://dl ces med.umn.edw/rawtm.html)
Nota: S puo anche accedere a questo cacolatore di T, ddla paginaweb
del Virtud Genome Center (http://d cesmed.umn.edw/\VVGC.html).

Cautele sui | vdori di Ty, cdcolae con questi programmi Sono ragionevolmente accurati
valori delle T, (erore 1°-2°C). In ogni caso, come mostrato nella tabella seguente, bisogna
calcolate prestare attenzione a come applicarei dati d proprio sistema di sonde.
Operazione Potenziale problema Soluzione suggerita
Comparandoi Ciascun programma assume Comparare solo le T, ottenute con
vdori ddle Ty, d differenti paramentri di lo stesso programma
sonde e primer concentrazione di DNA e di.
Determinando le - Le Ty, cdcolaenon Per ottimizzare lareazione,
temperature di corrigpondono dle temperature di determinare le redi temperature di
anneding per anneding. anneding:
sonde e primer - Il legame dd primer 9 verifica - Per i primer, usare un “gradient
genera mente a temperature thermd cycler”.
moalto pit devate di quelle ddle - Per le sonde di ibridazione, usare
T cdcolae (poichéi primer il LightCyder Mdting Curve
S0NO0 iN eccessD). AndyssModule.
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