Polymerazova retézova reakce

Zakladni technika molekularni diagnostiky.
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Princip PCR

Polymerazova retézova reakce (polymerase

chain reaction — PCR) umoznuje selektivni

zmnozeni (amplifikaci) urcité oblasti DNA v
podminkach in vitro

a to procesem, ktery pripomina replikaci
DNA in vivo




Princip PCR
- Zasadni predpoklady spravné polymerace -

Pritomnost templatu: polymerace je mozna
pouze podle zhame matrice-templatu

Pritomnost primeru: nelze zacit od nuly

Komplementarita: k polymeraci nukleotidu
dochazi vzdy podle komplementarni dvojice
primer/templat

Smeér polymerace: pripojovani nukleotidu je
vzdy ve smeru 5°-3°



Primer

* Je retézec nukleové kyseliny, ktery se sklada ze
18 az 25 nukleotidu (oligonukleotid)

 Tm (melting teplota) alespon 50°C

e T.=4(G+C)+2(A+T)"°C

e zodpovedné za PRSP
specificnost PCR

GAT GGACTGATTACCGATGACTGGACTTTTCTG 4—Template
57 37

e obsah G+C od va =

TGACCT GAAAAGAC

aCh el e el e e e e WE—— : Q
40(y d 75(y GAT GGACTGATTACCGAT GACTGGACTTTTCTG Annealing
o dO 0 5 3



Princip PCR
- Zasadni predpoklady spravné polymerace -

DNA primer

™ TTT nové syntetizovany
retézec

5 3’




Princip PCR

- Cyklické zmény teplot reakcni smési -
Denaturace

G

Annealing Extenze




Princip PCR

- komponenty in vitro reakce -

Thermus aquaticus, Thermococcus, Thermophilus, Pyrococcus

\

uméla syntéza

SSDNA

N

Denaturace 92-96°C




Prubéh polymerace
- 1. PCR cyklus -

1. denaturace (92-96°C)

2. annealing (45-72:(:)\

primarni produkty

3. extenze (72°C) /

dsDNA




Prubéh polymerace
- 2. PCR cyklus -

sekundarni
produkty



Prubéh polymerace
- 3. PCR cyklus -
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amplikony



Prubéh polymerace
- Dalsi cykly -
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Pocet amplikont vzriista geometricky



Technické provedeni PCR
- termocyklery -

Mikroprocesorem kontrolované
zarizeni, které obsahuje kovové
reakéni bloky vyhrivané a chlazené
polovodici, vodou, vzduchem nebo
mikrovinami

Termocyklery dokazi
automaticky rychle ménit
teplotu v reakénich blocich
mezi tremi zakladnimi teplotami
PCR cyklu




Systém kontrol PCR

Izola€ni negativni kontrola
Interni kontrola

Negativni kontrola PCR
Pozitivni kontrola PCR



Vysledek PCR




Elektroforéza

* V molekularni biologii se pouziva k separaci
nukleovych kyselin a bilkovin

* Principem je pohyb nabitych molekul v
elektrickém poli

* Gelova, polyakrylamidova

tandard molekulovych hmotnosti
smer pohybu DNA
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Obr. Schéma elektroforetickej separacie (vfavo) a gél pod UV svetlom (vpravo)



Varianty PCR v praxi

PCR-RFLP

nested PCR
multiplex PCR
kompetitivnhi PCR
RT-PCR

real-time PCR



PCR-RFLP

Stanoveni polymorfismu délky restrikcnich
fragmentu

Amplifikace pomoci PCR a nasledné stépeni
restrikéni endonukleazou

Analyza elektroforézou
Pr. analyza prokaryotickych genu pro 16S rRNA



PCR-RFLP

l amplifikace
/ l \ restrikéni stépeni
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Nested PCR

e Odstupnovana PCR neboli PCR vyuzivajici
vnejsich a vnitrnich primeru
 Amplifikace ve dvou krocich:

1) Amplifikace jednim parem vnéjsich
primeru

2) Amplifikace vnitfnimi primery
* elektroforéza



One tube nested PCR

Ta = 652C
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RT-PCR

Reverzneé transkripcni PCR

Urcena pro amplifikaci molekul RNA
lzolovana RNA je prevedena do cDNA
Retrovirova zpétna transkriptaza



Reverzneé transkripcni PCR

Virova ssRNA
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Hybrid cDNA/virova ssRNA

5 : 3’
sSDNA 3 5cDN A
Denaturace
5 3’
cDNA

s s
DNA dependentni DNA
polymeraza

Amplifikace




Real-time PCR

Kvantitativni polymerazova retézova reakce v
realném case

Umoznuje kvantifikaci produktu v prubéhu
celé reakce

Kvantifikace je dulezita pri diagnostice
nékterych patogenu (HBV, HCV, CMV, VZV, BK,
JC, EBV, HSV)

Neni nutna elektroforéza



Princip real-time PCR

* Detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu

* Real-time PCR cyclery umoznuji nejen stridani
teplot, ale takeé cteni fluorescencniho signalu

Fluorescence (530)
w » .




3 metody kvantitativni detekce

* Pomoci interkalacniho barviva vazajiciho se
na DNA

* Pomoci fluorescencné znacenych primeru

 Pomoci fluorescenéné znacenych sond,
vazajicich se na stredni ¢ast amplikonu



SYBR Green

* Fluorescencni kyninové
barvivo, které fluoreskuje po

A\ A" 4

vazbé na mensi zlabek DNA
* Fluorescencni signal se

zvysSuje se vzrustajicim

poctem amplikonu

* Nemoznost odliseni
nespecifickych produktu




TagMan sondy

* Jsou oligonukleotidy delsi nez primery, s
hodnotou Tm o 10°C vyssi nez primery,
opatrené na 5 konci fluoroforem a na 3 konci
zhasecem

* Fluorofory-heterocyklické polyaromatické
uhlovodiky

* Zhasece-molekuly, které jsou schopny
absorbovat energii z excitovaného fluoroforu

- TTC ATG CTT GGA CCG AGT CTG ATT CCT - @

5 3




Linearni sondy
- Hydrolysis (TagMan®) Probes -
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LUX technologie

e Vyuziva 2 primery, z nichz jeden z nich je
fluorescencné znaceny

e Zhaseni primeru je zajistéeno sekundarni
strukturou vlasenky

* K emisi fluorescence dojde po prodlouzeni
primeru

.
°

W Extended Primer (dsDNA)

O_" Single-stranded Primer

Hairpin Primer

o
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Relative Fluorescence
o
Py

Primer Conformation



Postup kvantifikace pomoci Real Time PCR
s vyuzitim TagMan sondy

1. Stanoveni Ct (Treshold cyklus)
2. Vytvoreni kalibracni krivky

3. Kvantifikace neznamého vzorku pomoci
viozené kalibracni rady



Stanoveni Ct
- Treshold cyclus -

Ct — Ciselna hodnota
udavajici PCR cyklus ve
kterém je pristrojem
detekovana prvni zména
fluorescence v
amplifikovaném vzorku

Ciselnou hodnotu Ct uréuje
pristroj automaticky

Fluorescence

—e—\Vzorek — Ct
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Pocet PCR cyklu



Fluorescence

Vytvoreni kalibracni krivky

Treshold cyclus

24 -
22 -

o 38 -
36 -

—— 10exp4 34 -

—— 10exp3 32 +

—— 10exp2 30

—— 10expl 28 1

26 -
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Treshold cyclus
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Fluorescence

Kvantifikace neznameho vzorku pomoci

viozené kalibracni rady
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—— Standard 10exp4
-=— Standard 10exp3
—— Standard 10exp2
-=— Standard 10expl
——\Vzorek 1

-=—\/zorek 2

26 30 34
Pocet PCR cyklu

10expl

10exp2

Koncentrace

10exp3

10exp4

Vzorek
1

2

K1

K3

K3

K4

Typ vzorku Ct

Neznamy
Neznamy
Standard
Standard
Standard
Standard

Koncentrace (kopii/ul)

25,64
29,23
23,97
27,16
30,68
33,53

3,50E+03
2,50E+02
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01



Prakticke priklady



Virus hepatitidy typu C

Obaleny +ssRNA virus
Obsahuje jediny gen kédujici polyprotein
Vysoka heterogenita

Onemocneéni — hepatitida, hepatocelularni
karcinom, jaterni cirhoza

Lécba — interferon alfa, ribavirin



Diagnhostika HCV

e Zalozena na prukazu protilatek anti-HCV
metodou ELISA

* Prukaz RNA metodou reverzné transkripcni
PCR (kvalitativné-genotypizace a
kvantitativné)




2hr. 88: Algoritmus: Tesiavend protildtek anii HOV nebo combo testem antigen HCViprotilitka FIA.

Anti HCV nebo kombinace HCV antigen/profilatka EIA
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HCV PCR

Klinicky material — plazma, sérum
Kvalitativni stanoveni HCV - genotypizace je
prinosna pro optimalizaci terapie, jeji délky a
pri odhadu ucinnosti lécby

Kvantitativni stanoveni-u pacientu s
antivirovou lécbou

cil detekce: konzervativni Usek 5"UTR sekvence



Kvantitativni stanoveni HCV

ODPOVED V PRUBEHU TERAPIE

rychla virologicka odpovéd (RVR) — HCV RNA < 50
IU/ml ve 4. tydnu terapie

parcidlni ¢asna virologicka odpovéd (pEVR) — HCV
RNA ve 4. 12. tydnu terapie je >50 IU/ml, avsak s
poklesem nejméné o 2 log10 oproti vychozi virémii
kompletni €asna virologicka odpovéd (cEVR) — HCV
RNA ve 4. tydnu > 50 IU/ml, ve 12. tydnu negativni
rezistence na lécbu (non response, NR) — hladina HCV

RNA se snizi ve 12. tydnu o méné nez 2 log10 oproti
vychozi hodnoté




Odpoved na lécbu HCV

Graf 1. Hodnoceni Gispésnosti lé¢by chronické VHC v pribéhu a po ukonéeni terapie pegylovanym interferonem a ribavirinem

7 = RVR - rychl3 virologicka odpovéd

6 m— VR — Casnad kompletni virologicka odpovéd
& / / — pEVR - &asna parcidini virologickd odpovéd
5 \\\ / / BT - breakthrough, fenomén prilomu
N / NR — nulova rezistence na lécbu
Il EVR - ¢asna virologicka odpoved
\ \\\ / Il ETVR - virologickd odpovéd na konci lécby
2 Il S\R - setrvala virologicka odpoved
virérmie [Iogm)\ \\ /
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Vitous, A., Virova hepatitida typu C, diagnostika, terapie, prevence. Interni Med. 2010; 12(6): 339—-342



The search for ever more heat-stable
DNA polymerases continues.



