Modifikace PCR pouzivané pri
analyze genomu




Amplifikace sekvenci klonovanych ve vektorech

Transformované bakterie
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Modifikace koncu DNA,
expression cassete PCR (EC-PCR)
Pripojeni sekvenci prostifednictvim 5‘-koncu primeru

Cilova sekvence

" " 5‘ 3c

3 5
Denaturace l a pfipojeni primert 1 a 2 7\

3 ]
o »Sticky foot*
3* TTAAGCCGG &'
Primer 2

Primer 1

; GCGC
: Mecrr ) 5

i 5 m Pridavané sekvence
l PCR + RE mista
Hindlll R EcoRl| + Promotory
5 GCGCAAGCTT GAATTCGGCC o Terminatory
3 ceceiab C%«CGGG + Translacni
signaly




Asymetricka PCR

Podobne jako jiné DNA, Ize produkty — == PCRfragment
PCR Sekvencovat PHMET FSH } dvouretezcove DNA
p Denaturace a pripojeni primeru
k / pripojeni p
Templatem pro Sangerovu metodu d'SPOZ'C' ___ Dostupny primer

jsou ssDNA. Pro jejich pripravu se
pouziva se technika oznacCovana jako
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Obracena PCR
(I-PCR)

PCR umoznuijici
amplifikovat useky DNA
O heznamé sekvenci
ohranic¢ené na obou
stranach DNA se znamou
sekvenci.
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Vyuziti adaptoru pro PCR amplifikaci
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Zpétna (reverzni) PCR (RT-PCR)
detekce sekvenci na RNA

RNA nemuze slouzit jako templat pro PCR.

Produkty RT-PCR se tvofri, jestlize je izolovana RNA nejdrive
prevedena na cDNA pomoci retrovirové zpétné transkriptazy

¢ M-MuLV = Moloney murine leukemia virus

+ AMV = avian myeloblastosis virus
a poté amplifikovana pomoci PCR se dvéma specifickymi primery.
Nevyhody: Zpétna transkriptaza je termolabilni a obvykle nefunkéni

nad 42°C. Navic v nékterych pripadech znemozriuje prevod RNA na
cDNA, zejména pri slozité sekundarni strukture RNA.

Soucasna technika:

o Termostabilni Tth DNA polymeraza z Thermus thermophilus je
schopna prevest RNA na DNA (RNA dependentni DNA
polymerazova aktivita) za pfitomnosti Mn2* iontu pfi 72°C.

¢ Pomoci stejného enzymu je poté provadéna PCR reakce.

Pouziti:
+ MRNA
¢ virové genomy (napf. hepatitis C virus, virus chfipky, pikornaviry)




Princip RT-PCR

RNA

Reverse transcription:
M-MuLV or AMV Reverse Tran-

scriptase or Tth DNA P 1 Primer: Oligo (dT);,_,0 OF hexamers
or site specific primer
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Navrh primeru pro RT-PCR

RT-PCR amplifikace mRNA vyZaduje dvojici specifickych primeru.
Primery muzeme navrhnout tak, abychom odlisili produkty vznikaci pfi
RT-PCR a pfi standardni PCR s genomovou DNA.

Dva pfistupy pro navrh primeru:

+ Primery, které se pripojuji

PCR product

!

k sekvenci 2 exonl na obou Genomic DNA

stranach urciteho intronu.
Amplifikaéni produkt

z genomove DNA je vetsi
produkt RT-PCR.

+ Primery komplementarni
k sekvenci na spojeni
exon/exon. Takove
primery neamplifikuji
genomovou DNA.
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Usporadani RT-PCR reakce

m Jednokrokova RT-PCR = Dvoukrokova RT-PCR

o Tth DNA polymeraza ¢ Prvni krok: zpetna
+ dvojice primeru transkriptaza + oligo(dT)
 syntéza cDNA za + Druhy krok: Tag DNA
pfitomnosti Mn2* polymeraza + dvojice
x Vyhody: primeru
o rychlost " Vyhody:” | o
« neni riziko kontaminace ¢+ umoznuje optimalizovat

e vr ey - zvlast zpétnou transkripci
¢ Vvyssi citlivost (probiha pri a2 7vlast PCR

vyssi teplote L ]
d plote) ¢ Umoznuje syntezu

dlouhych produktu
(az 14 kb)
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DD-PCR, Differential Display-PCR

V genomech obratlovcu existuje cca 100 000 strukturnich genu
V jednotlivych tkanich je exprimovano pouze malé procento z nich
DD-PCR slouzi pro studium urovné exprese genu

¢ Vv ruznych tkanich A C DE
+ pri patologickych procesech l- ' '
Princip: = = B
+ Vzorek RNA je preveden na cDNA pomoci =ER
RT-PCR . )

+ s oligo-dT primerem, ktery ma na
3‘-konci dvé degenerovane baze:
S TTTTTTTTTTTTMN 3’ , kde
M = A, G nebo C; N = jakykoli dNTP)
¢ druhy primer je smesny nahodny 8-10mer
tvoreny nahodnymi sekvencemi

+ Pro odhaleni co nejvétsiho poctu mRNA
mohou byt vyuzity rizné sady druhého

Do o oafiie ool
T - I o
-
-
-

nahodného primeru T

¢ RT-PCR se provadi s radioaktivhé znadenymi
oligonukleotidy

+ Rozdilné exprimované mRNA jsou detekovany na autoradiogramu
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RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

m Rychla amplifikace koncu cDNA (RACE) je
technika zalozena na PCR vyvinuta k usnadnéni
klonovani cDNA o uplneé delce s 5a 3°konci pote,
co byla stanovena cast sekvence cDNA jinymi
metodami.

m Syntéza cDNA z mRNA o uplné délce neni pomoci
reverzni transkripce snadna.

m Pomoci RACE se amplifikuje kratsi usek od
jednoho konce (3" nebo 5°) a ze stredni casti o
Zname sekvenci.

+ 3" RACE
¢+ 5" RACE
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3" RACE

m \Vyuziva vyhody pfirozeného poly(A) MANA WWAWWWWWWWMWAWWWWWWAAAAAAAAAA

konce na mRNA jako mista pro cDNA<] biswand TTTTT
zahajeni PCR amplifikace.
v- , . . , . PCR Denature
m Prireverzni transkripci od 3’konce je Anneal primer [37amp)
prvni retézec cDNA je inciovan u Extend
poly(A) pomoci oligo-dT hybridniho .
kotviciho primeru. v BEEE (jstand
¢ 17 oligo-dT zbytk( navazanych na Lt IR
17-mer adaptor Denature -
; v v v ’ A | pri
¢ ma Tm vy$si nez samotny et G
oligo(dT17)
¢ je vhodné, kdyZ nese restrikéni B s
mista pro nasledné klonovani < TR
m  Amplifikace je docilena bez dalsi Denature
purifikace, za vyuZziti PCR kotviciho lgp;;allpﬁr;eﬁ
primeru a uzivatelem navrzeného i

specifického primeru ve vnitfni ¢asti
MRNA, ktera je cilem dalsi analyzy.

Y

Upto-108  [3.amp|  (+) strand |
COPEES of CDNA' TR (-) strand I"“I 1 3




5 RACE

Prvni retezec cDNA je nasyntetiozovan
z celkové poly(A) RNA za pouziti
prvnino genové-specifického primeru
(SP1) pomoci AMV RT a
deoxynukleotidového mixu.

¢ Prvni retézec cDNA je purifikovan od
neinkorporovanych nukleotidu a
primeru SP1

ReakcCni produkt prvni reakce (cDNA) je
pak prodlouzen pomoci terminalni
transferazy, ktera prida homopolymerni
konec dA na 3’konec cDNA

cDNA s napojenym koncem je pak
amplifikovana PCR s pouzitim druhého
genove-specifického primeru SP2, oligo
dT-kotviciho primeru a Taq polymerazy
— stejnym systémem jako u 3" RACE.
Pokud je to tfeba, ziskana cDNA muze
byt dale amplifikovana s pouzitim druhé
PCR s vyuzitim nested (sousedniho)
primeru SP3 a PCR kotviciho primeru.

mRNA WWWAWWWWAWWWWWWWWAAARAAAAAA
cDNA_(-) strand _[5RT]

Remove excess 5RT primer
Tail cDNAs with dATP

AAAAAAAAAA| (-) strand  |5RT]
PCR Denature
Anneal primer

Extend

@l 17| (+) strand —

AAAAAAAAAA[ (O strand  |5AT)

Denature

Anneal primer[5_amp]
Extend

.

[ceeeTTTT] TR(+) strand h

<«{ TR()strand |5 amp)|
Denature

Anneal primer [5+4]
Extend

[ssss] TR(+)strand  }>»
| TR(-) strand  |5' amp

Denature
Anneal primers:
F;]and |5' amp |

Extend

Y
[Foed] TR(+) strand | Upto~108

| TR() strand [g amp| copies of cDNA
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Degenerovana PCR

m Vyuziva pro amplifikaci smési degenerovanych primeru
m Pouziva se, jestlize nevime, ktera z variant sekvence se muze
v genomu vyskytovat

+ Kolisavé sekvence
¢ Sekvence predpokladané

na zakladé zpétné Trp Asp Thr Ala Gly Gln Glu
translace z proteinového 5' TGG GAY ACN GCN GGN CAR GA 3'
motivu T G G G G

+ Degenerace je zajistena C A A A A
pri syntéze primeru. Neni T T T
nutné objednavat zvlast cC Cc cC

vsechny varianty
m Priklady vyuziti:

Vysledkem je 256 variant primeru

+ Vyhledani sekvence DNA na zaklade sekvence aa stanovene u proteinu

+ Vyhledani a klonovani homologickych genu napf. ¢lovéka a mysSi
+ Hledani a studium genovych rodin s urcitou strukturni podobnosti
+ Fylogenetické a evolucni studie: hledani a srovnavani ortolognich genu
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Overlap
extension
PCR
ma vyuziti
vV mutagenezi

Primer A Primer A’
------------------------ el Nma B B sl N v 5 i e o e e
N Fa
Slmmmvssssacsscionsnena g < R EEEEEE e P et
Primer B Primer C
cl TEEEEEPEELTPRERPERE A T e e L TP »3
l"'\_ +/\
smichani a denaturace
L] A L]
" 5 "A"—S' 3
>l
5 3
3 .,A 5
presah DNA polymeraza
“ dosyntetizuje
chybejici retezce
5 AN e »3
+
B TR —— —N
[ PCR s primery Ba C
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Modifikace PCR pouzivané v
diagnostice

m PCR metody nabizeji nasledujici vyhody:
¢ rychlost
¢ je potreba malé mnozstvi bunék
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PCR-RFLP

m Amplifikace znamé sekvence se dvema
specifickymi primery
+ Cilova sekvence (obvykle urcitého genu)
o délce 1 az 2 kb je amplifokovana pri
vysoce stringentnich podminkach.

+ Vysledkem amplifikace jsou amlikony (PCR

produkty o stejne délce) detekovane
elektroforeticky

m Amplikony jsou stepeny restrikcni
endonukleazou se 4 bp rozpoznavacim

mistem a poté opéet analyzovany pomoci
elektroforezy

m Separace fragmentu DNA v agarézovém nebo
polyakralamidovem gelu.

m Srovnani restrikénich fragmentu amplifikované
DNA u rtznych vzorku.
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PCR-RFLP
fingerprinting
ilustrovany na
prikladu genu
pro 16S rRNA
(rDNA-RFLP)

Chromozém A Chromozom B

> W s RSN
it Vi i 1

K {} \ Amplifikace / @ \

* 1500 bp + 1500 bp

{} Restrikce {}

2000 900 | 350 200, 1250
i i i &

Elektroforéza

T 1250

p— 900

-_—— 350

- | e 200

i— 50
A 8

-3 : Univerzalni primery komplementarni k vysoce konzervativhim

" oblastem na koncich genu pro 16S rRNA

Pozn.: V zavislosti na volbé primeru mize byt
provedena PCR-RFLP analyza jakéhokoli genu
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Prenatalni diagnodza
hemofilie pomoci
PCR-RFLP

m \ analyzované oblasti DNA
mohou byt az tri mista Bcll,
pricemz jedno z techto mist v
intronu 18 je polymorfni.

m Fragment DNA o délce 142 bp
obklopujici polymorfni misto
Bcll je nasyntetizovan s
pomoci oligonukleotidovych
primeru.

m  Normalni alela ma Bc/l misto a

proto je fragment $tépen na
99 + 43 bp fragmenty

m  Polymorfni misto muze

¢ chybeéet na obou
chromozomech (5),

¢ pritomneé na jednom a
chybét u druhého (2,4,7)

¢ nebo byt pritomneé na obou
(1,3,6).
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Mnohonasobna PCR (multiplex PCR)

m  Pfi multiplex PCR je pouzito vice parl specifickych primeru.
Dochazi k amplifikaci vice cilovych sekvenci pfi jedné reakci.

m Pouziti a vyhody:

+ Vyhledavani zmen na dlouhych usecich DNA

+ Testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA

o Amplifikace vnitfnich kontrol sou¢asné se vzorky

+ NizSi cenové naklady nez pfi samostatnych amplifikacich
m Pouzivané aplikace:

+ Detekce specifickych toxinl produkovanych nékterymi organizmy
(Clostridium difficile, Staphylococcus aureus) - muze byt detekovano az 7
riznych genl koédujicich toxiny.

+ Detekce vice genul kdédujicich rezistenci k riiznym antibiotikim.

+ Detekce vice druhové specifickych genu - identifikace organizmd

¢ Ko-amplifikace vnitfnich kontrol

Priklad detekce lyzogenie

v genomu bakterie profag serol. skupiny A — £
profag serol. skupiny F —

Staphylococcus aureus profag serol. skupiny B — |

pomoci multiplex PCR vnitfni kontrola —
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Priklad pouziti multiplex PCR pro analyzu
mutaci v jednom genu

Diagndza Duchennovy muskularni
dystrofie za pouziti

mnohonasobne PCR k detekci
deletovanych exonl

m V genu pro dystrofin o délce 2000 kbp
je navrzeno celkem 9 usekl uréenych
k amplifikaci.

m Tyto useky predstavuji Casti genu,
které byvaji nejCcastéji postizeny deleci.

m Vzorky DNA z pacienta jsou
amplifikovany za souc¢asného pouZiti
sady deviti primerl v jedné reakci a
produkty jsou separovany na
elektroforéze a barveny EB.

+ Pacient 1 ma 1 deleci, pacient 2
ma velkou deleci asi 1000 kbp.
Ostatni maji vice ruznych deleci.
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Odstupnovana PCR

m Pfi PCR pomoci vnéjsich a vnitinich primeru (,nested“ PCR) se
amplifikace provadi ve dvou krocich. Metoda ma oproti standardni
PCR velmi vysokou citlivost. Pouzivaji se 2 modifikace:

o Dvoukrokova
Open transfer of 1st product

+ Prvni kolo zahrnuje 15-30 cykll S i
amvp\l,lflkace. S Jegmm parem Aerosol contamination ”
vnéjsich primeru.

I r 1st amplification 2nd amplification
+ Potom je reakce prevedena do % eyaes e

druhe zkumavky a provadena o it 77777
amplifikace zahrnujici opét 15-30 Ving =
cykll s parem vnitfnich primeru. [2nd round product |
+ Jednokrokova
¢ Prvni kolo amplifikace s jednim .
parem primeru se provadi pfi e
nestringentnich podminkach 7N j
(nizsi teplota pro pripojeni primeru) fst ampliication 2nd amplification
s 10-15 Cykly Low annealing temp High annealing temp
A i ifi et 3%8%8%17 Lz GCGCCG CGCGEGC
+ Nasleduje reamplifikace zahrnujici - 71850858 88esci iz 8dscecs
15-30 cyklU pfi stringentnich 1 Predominant 2nd round product

podminkach s vnitrnimi primery,
pii které se ovérfi specifita
amplifikace z prvniho kola.

o A Lt
1st round products
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Alelove specificka PCR (AS-PCR)

Vyuziti

+ Pro detekci bodovych mutaci v genomech

+ detekce homozygotniho a heterozygotniho stavu v klinickych disciplinach
Je provadéna ve dvou nebo vice paralelnich reakcich

+ V prvni reakci je horni primer komplementarni ke standardni sekvenci

o V dal8i reakci k mutantni nebo polymorfni sekvenci

+ Spodni primer je v obou reakcich stejny

Predpoklada se, Ze k elongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou primer a cilova sekvence plné
komplementarni.

UvazZujeme-li homozygotni stav, k amplifikaci bude dochazet pouze v jedné reakci.
Metoda byla popsana nezavisle pod rliznymi oznacenimi a vyuziva dva odlisné pfistupy.

+ Prvni pfistup je zaloZen na chybéjici elongaci v disledku chybného parovani bazi na 3'-
konci primeru.

+ amplifikaci nedostupny mutaéni systém (ARMS),
+ PCR-amplifikace specifickych alel (PASA)
+ alelové specificka amplifikace (ASA).
+ Ve druhém pfistupu se chybné parovani nachazi ve stredni ¢asti sekvence primeru a brani
tak hybridizaci primeru k cilovému mistu v pfipadé, ze se v templatové DNA vyskytuje.
+ kompetitivni pfipojeni oligonukleotidu (COP).
Pro snazsSi odliSeni heterozygotniho stavu v jediné reakci je pouzivana varianta oznacena jako
PCR-amplifikace vice specifickych alel (PAMSA) nebo dvojity ARMS.

+ Jeden z alelove-specifickych primert obsahuje na 5'-konci pfidatny usek nékolika
nekomplementarnich nukleotidl, a tak mohou byt amplifikacni produkty obou alel rozliseny
na zakladé své délky.

Metoda je obecné velmi citliva na optimalizaci experimentalnich podminek reakce, zejména 24
koncentrace jednotlivych reagentl a templatové DNA.




oligonukleotidovymi primery (DOP-PCR)

PCR s degenerovanymi

Amplifikace DOP-

m DOP (degenerate oligonucleotide primer) PCR vede ke vzniku
PCR slouZzi pro uniformni nahodnou rtizné dlouhych DNA

amplifikaci DNA pokud je k dispozici pouze
malé mnozstvi vzorku.

fragmentl, které jsou

viditelné na
m Dalsi postupy (klonovani, znaceni, agarézovém gelu
hybridizace, nasledna PCR) mohou byt obarveném
potom provedeny ué€innéji. etidiumbromidem ve
m DOP-PCR se pouziva jako prvni krok pfi: formeé sSmouhy.

*
*
*

hybridizaci in situ
srovnavaci genomové hybridizaci (CGH)

pfipravé DNA fragmentl frakcionovanych
podle velikosti pro dalsi hybridizace

analyzu DNA ze Spatné kultivovatelnych
organizml

analyzu nebo klonovani stopovych mnozstvi
DNA
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DOP-PCR

DOP-PCR primery maji
definované sekvence na 5’- a
3’-koncich a nahodnou
hexamerovou sekvenci mezi
témito definovanymi konci.

Prvnich 5 cyklt DOP-PCR
probiha pri velmi nizke
stringenci.

DalSich 35 cyklu probiha pfi
vyssi teploté pro pripojeni
primeru.

Za stringentnéejsich podminek
je material vytvoreny pri
prvnich cyklech amplifikovan
preferenéné, protoze
obsahuje kompletni
primerovou sekvenci na obou
koncich. Na jinych mistech se
DOP-primer pfi stringentnich
podminkach nevaze.

5. DOP-PCR primer

- 3
e Template DNA

“
Taq Pol

l low stringency cycles

_ DOP-PCR primer T:EPol
.3'
S ) L
3- -§
l siringent cycles
5. 3 3
DOP-PCR primer < 3- L ‘5.]

-3

e "
LT T
3'_ ¢ .

DOP-PCR products 3- -5
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Nahodné amplifikovana DNA

Nahodna amplifikace vyuzivajici jeden nebo vice primert s neznamou
homologii k cilové sekvenci DNA

Vznika vice amplikonU s ruznou velikosti a rozdilngym molarnim mnozstvim,
nevyzaduje se proto stepeni restrikCnhimi endonukleazami

Uspésna, rychla a jednoducha technika pro DNA fingerprinting popsana
nezavisle pod riznymi oznacenimi:

¢ AP-PCR (arbitrarily primed PCR fingerprinting)
¢ RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
A DAF (DNA-amplified fingerprinting)

¢ MAAP (multiple arbitrary amplicon profiling)

A PCR-mediated genotyping

Princip metody:

¢
¢
¢

Metoda pouziva obvykle jeden kratky primer (8 - 10 bp nebo M13).
Teplota pro pripojeni primeru je mnohem nizsi nez teoreticka hodnota T..

Za téchto podminek dochazi k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti
na vice mistech na obou retézcich chromozomalni nebo plazmidove DNA.
Obvykle se vyskytne nékolik mist pro pripojeni primeru umoznujicich nasednuti
primeru 3‘ konci k sobé, ktera se vyskytuji na protilehlych fetézcich, a nejsou
od sebe prilis vzdalena.

Vysledkem je amplifikace mnoha fragmentu s rtznou délkou (max. 2000 bp). ,-




Nahodné amplifikovana DNA

m Pouziti:

*

* & ¢ o o

*

Rychla typizace vétsiny izolatu mikroorganizmu
Typizace genomové rostlinné DNA z rlznych kultivaru
Taxonomické studie a identifikaéni postupy

Analyza mikrosatelitl

AP-PCR muze byt kombinovana s DGGE nebo SSCP analyzou.

Produkty AP-PCR slouzi pro pfipravu hybridizacnich sond
pouzivanych pri binarni typizaci

Metoda ma vyssi diskriminacni schopnost nez PCR 16S-23S
mezernikovych oblasti, ale nizsi nez Rep-PCR.

m Nevyhody:

*
*

Nizka reprodukovatelnost mezi laboratoremi.

Césteéné zvyseni reprodukovatelnosti je mozné provedenim
reakce s ruznym fedénim DNA. Vysledek ovliviiuji plazmidy
pritomne v izolované DNA.
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Nahodne
amplifikovana
DNA (AP-PCR)

Priklad elektroforézy
s AP-PCR produkty

1 500 bp —

300 bp —>

Chromozém A Chromozém B Chromozém C

»
- € b
x o - v

N 1000 200 "o 1000 500

> 2 > d >
i € & . < -

—
~

A
1000 200

2
Iy

Amplifikace pfi nizké stringenci
(nizka teplota pro pfipojeni primeru)

v v {}

-]
|-l
=

|

Elektroforéza v agarézovem
nebo polyakralamidovém gelu

_:> -——_1000<;——_-—'

amme | 500
200

” |

. Primer (stejny primer pouZity jako pfimy i reverzni)
: Amplifikovana oblast

: Nedochazi k pfipojeni primeru v dusledku mutace
. Inzerce 300 bp

B*1 v

29




Analyza mezernikovych oblasti mezi
repeticemi (Interrepetitivnhi-PCR, Rep-PCR)

Technika pro analyzu celého chromozému vyuZzivajici pritomnosti repetitivnich
element(l v bakteridlnich nebo eukaryotickych genomech.
Princip metody:
o Amplifikace znamé sekvence, vyskytujici se v genomu ve vice kopiich (repetice, IS
elementy, mezerniky, VNTR)

+ Pro ziskani DNA fingerprintu je tfeba kompletni chromozomalni DNA podobné jako u AP-
PCR, ac¢koli jsou amplifikovany pouze malé ¢asti chromozému.

+ Primery jsou navrhovany tak, aby se pfipojovaly pfimo ke koncovym, konzervativhim
oblastem repetici.

+ vznika vice amplikonl o rtizné velikosti, nevyzaduje se proto §tépeni restrikénimi
endonukleazami
NejCastéji je interrepetitivni PCR pouzivaana u prokaryot:
Je treba navrhnou konsenzni sekvenci primeru a zvolit nizsi teplotu pro pripojeni.

3‘ konce primeru smeruji smerem k mezernikovym oblastem tak, aby se
neamplifikovala samotna repetice.

Jelikoz se mezernikové oblasti mezi repeticemi liSi svou délkou, pri amplifikaci
vznika smés rizné dlouhych amplikonu (fragmentt DNA), které davaiji jedineény
fingerprint

V zavislosti na zvolené repetici jemozné ziskat specificky fingerprint pro druhy
(tRNA-interrepetitivni PCR) nebo kmeny (ERIC, REP, BOX a IS6110 interrepetitivni
PCR). 30




A.

TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH GENOMECH

Polynukleotidové sekvence a tandemové repetice

. Trinukleotid TGG — nejcastéjsSi trinukleotid E. coli (sou¢ast penta nebo oktanukleotid().

. Nonamer AAGTGCGGT (uptake signal sequence —USS) H. influenzae - 1465 kopii.

. Tandemové opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n nebo (GCC)n - vysoce repetitivni
u E. coli, S. typhimurium a Shigella sp.

. Short tandemly repeated repetitive (STRR) sequences - heptanukleotidova opakovani u sinice
Calothrix.

. Major polymorphic tandem repeat (MPTR) - polymorfni 10-bp DR u Mycobacterium tuberculosis
a dalSich mykobakterii.

Kratké roztrousené repetitivni sekvence (kratSi nez 50 bp)

. REP (repetitivni extragenové palindromatické sekvence) 33-40 bp, obracené repetice typu
palindrom0; 500 - 1000 REP u E. coli.

. PU (palindromic units) u E. colia S. typhimurium.

. Mnohokopiovy 26-mer (hnGREP) u Neisseria sp.

. Mnohokopiovy 24-mer DR element u Mycobacterium bovis (38 kopii).

Dlouhé roztrousené repetitivni elementy (vétsi nez 50 bp)

. Intergenic repeat unit (IRU)

. Enterococcal repetitive intergenic consensus (ERIC) 124-127 bp nebo zkracené formy.
Chromozomova lokalizace se li§i u kmenu a druht. ERIC-like sekvence pfitomné v 30 — 150
kopiich v celé bakterialni Fisi.

. RLEP (545 - 1063 bp) u Mycoplasma leprae 28 (0,6% genomu).

. Mx-REP u Myxococcus xanthus - 87 pb jadrova sekvence.

. Dr-REP (SARK) u Deinocccus radidurans. Element o variabilni délce (150-192 bp).

. RepMP1-2, SDC1 (150 bp — 1 kb) u Mycplasma pneumoniae, v genomu 8-10 kopii.

. RepMP2-like u Staphylococcus

Mosaikové repetitivni elementy

. Bacterial Interspersed Mosaic Elements (BIME) — (kombinace REP a sedmi dalSich repetitivnich
motiv().

. REP MP - 1 300 bp element ohraniCeny kratSimi reeptitivnimi sekvencemi u M.pneumoniae.

. BOX elementy — 154 bp rozptylené repetitivni elementy pfitomné v 25 kopiich u G+ (Streptococcuys
pneumoniae). 31




Chromozém A Chromozém B

e d >

>
>
200 ¢ 100 T3 X AR *\“
WE o bp % K bp b (2

Interrepetitivni n P q
P C R Taq polymeraza

- m W
“- A e w o=

N 11
|- -l

Elektroforeza
1 500 bp
a_— 200
_.__._>"""" onee (| emme | 100 C___d
e 50
100 bp — A 5

- Konsenzni primery sméfujici 3' koncem z rep. oblasti
=2 Repetitivni element
#s Oblast mezi repeticemi (amplifikovana)
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Vyuziti interrepetitivni PCR u eukaryot

U eukaryotickych genomu se amplifikuji markery oznaéené jako
¢ inverzni sekvencné znacené repetice (ISTR)

+ primery komplementarni napr. k rozptylenym vysokokopiovym
retrotranspozonuim.

+ amplifikace mezi jednoduchymi repetitivnimi sekvencemi (ISSR)
+ amplifikacni reakce s jednim primerem (SPAR)
+ primery homologické k sekvencim SSR v rostlinnych genomech

Pro zahajeni amplifikace je navrzen primer odvozeny ze samotné repetitivni
sekvence a ten umoznuje amplifikaci jedine€nych sekvenci oddélujicich
jednotlivé SSR.

Pro zamezeni prekryvani primertu mohou byt prodlouzeny o jedine¢nou
genomovou sekvenci ohraniCujici repetici.

Primery navrzené z tetranukleotidovych repetici, napr. (GATA)4, davaji lepsi
vysledky nez dinukleotidoveé nebo trinukleotidové.

UrCitym vylepsenim metody interrepetitivni PCR je fluoroforem zdokonalena
interrepetitivni PCR (FERP), ktera pouZziva primeru znaéenych na 5'-konci
fluorescencni latkou, rozdéleni produktu PCR v nedenaturujicim
polyakrylamidovém gelu a digitalni zpracovani otisk(i DNA.

Dalsi obménou je automaticka laserova fluorescencni analyza (ALFA), pfi
které se rovnéz pouzivaji 5'-koncové fluorescenéné znacené PCR-primery a
produkty PCR jsou rozdéleny v denaturujicim polyakrylamidovém gelu na
automatizovaném sekvenatoru, coz znacne zlepsi rozliSeni a
reprodukovatelnost.
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Alul-PCR

PCR je pouzivana k amplifikaci DNA sekvenci specifickych pro
Cloveka, predstavuje velmi jednoduchy prostredek k charakterizaci a
amplifikaci pravé jen lidské DNA.

Metoda pouziva primery pro repetitivni sekvence, ktere jsou
inzertovany na mnoha mistech genomu. Z téchto elementu jsou Alu-
sekvence (opakovani) pritomny v mnozstvi 900 000 kopii v lidskem
genomu.

Tato 300-bp Alu-repetice je velmi variabilni, ale obsahuje sekvenci,
ktera je specificka pro ¢lovéka. Pripravi se dva primery, kazdy pro
jeden smér, pfricemz se vyuzije nejvice konzervativnich useku téchto
sekvenci.

Primery nelze pouzit spole¢né, nebot’ vzajemné hybridizuji. Sekvence
Alu vsak mohou byt pritomny na DNA v obou smérech, takze primery
se pouzivaji samostatne.

Lidské sekvence se budou amplifikovat, pokud lezi mezi sousednimi
Alu-repeticemi, které jsou umistény (orientovany) v opacnych
smérech. Tvofi se ruzny pocet fragmentu lidské DNA v zavislosti na
velikosti lidské DNA v bunécné linii. Tato technika je Casto pouzivana
pro "odhaleni"” lidské DNA od ostatnich DNA.
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Alul-PCR

Primer A 3’ AACGTCACTCGGCTCTA 5
Cast Alu sekvence 5 ... TTIGCAGTGAGCCGAGAT ...3
jedine¢na pro primaty 3'...AACGTCACTCGGCTCTA...5
Primer B 5 TTGCAGTGAGCCGAGAT 3’
amplifikace s primerem A
A A A A A
- - ] -—— —
Alu » 1 Alu 2 - Aly 3 Alu » 4 - Aly
= — = —_— e
B B B B

B
amplifikace s primerem B

B

5.. . TTGCAGTCGAGCCGAGAT ... 3

3...AACGTCACTCGGCTCTA...'5
5 TTGCAGTGAGCCGAGAT 3’
B

3 TAGAGCCGACTGACGTT 5"
5 .. JATCTCGGCTCACTCGAA. .. 3

3 ... TAGAGCCGAGTGACGTT ... 5
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Analyza mezernikovych oblasti v rDNA
(RS-PCR, PCR-ribotypizace)

m U prokaryot obsahuji rDNA Chromoz6m A Chromozém B
operony geny pro vsechny tri 25 L - s
typy rRNA (16S, 23S a 53). 225 RIE A o ip =

m Geny pro 16S a 23S rRNA S v o
Jjsou oddeleny mezernikovou {} Amplifikace @

oblasti, ktera se liSi délkou v
zavislosti na druhu (od 278
bp u mykobakterii do do 2 kb
u borrelii). Navic u vetsiny
Eubakterii se vyskytuje vice I |
kopii rDNA operonu, u nichz

|
I
I

|-

=

|
I

Elektroforéza

se vyskytuji mensi rozdily v ]
’ sy _o© b | G | 35
délce mezerniku. L e
e 150
A B

—> : Univerzaini primery komplementarni k vysoce konzervativnim
oblastem ohraniCujicim mezernik mezi 16S a 23S rDNA

mm ' 'RNAmezernikova oblast

U Staphylococcus aureus se nachazi v genomu 6 rrn operont,
vSech 6 mezerniki mezi 16S a 23S rRNA se muze lisit svou délkou.




Polymorfizmus délky jednoduchych
repetitivhich sekvenci (SSLP-PCR)

Jednoduché repetitivni sekvence (SSR) jsou tandemové repetice o
délce 2 az 10 bp (napr. mikrosatelity) pritomné v eukaryotickych
genomech s Cetnosti az 80.

V dusledku mutaci nebo rekombinace se pocet téchto repetici muze
zvysit nebo snizit.

Primery pro tuto metodu jsou navrhovany tak, aby se pripojovaly
oblastem ohraniCujicim SSR.

+ Tyto ohraniCujici sekvence byvaji konzervativni pouze v ramci
druhu a proto je nutné navrhovat pro kazdy druh novou sadu
primeru.

Jelikoz je mezi jedinci pocCet repetici znacné variabilni, vysledkem
amplifikace je vznik rtzné dlouhych PCR produktu, které jsou
separovany na polyakrylamidové nebo agar6ézove gelove
elektroforéze s vysokym rozliSenim.

Rozdilu v délce fragmentli genomové DNA podminéné pfitomnosti
SSR se pouziva k odliseni blizce pfibuznych jedincu a k detekci
vztahu mezi nimi zejména v genetice populaci.
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Priklad amplifikace mikrosatelitu

» Struktura Jedine¢né ohraniCujici oblasti <= = Repetice (napf. GA)

..................... —'/—|>—l>—l>—l>—|>—l>—l>—|>—|>—|>—|>—|>—|>—
..................... S Ll oo e PP TP

» Pocet repetici je velice variabilni mezi jedinci

............................. - DD D> DDD D SEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

.................. - -0 Db > D> D -—>—D>-D D —p-p TTTTTIIIIIL Ly

................................. —> >0 DD sEssssEssssEssEsEEEEsEEsEEEEEnEnEs

Navrh pimeru (=) komplementarnich k ohranicujicim sekvencim

—
..................... B > > e i o > >y >y >y >y >y EEmssssEmEsEEEEsEEEn

..................... <t <—<—<—<—<—<—<—<+—<—<—<— <— EEssEEEsEEREEEEEEEEEE

R —
. L4 14 14
Amplifikace repetici pomoci PCR
e e e S R i i s e e e S —_— DD DD D D> D o——
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— D> DD DD D DD D DD D D— —— DD DD DD D DD D —D—
— e L < < —_— G L L G L L L L <
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Multiplex PCR-SSLP

Fluorescencni
znaceni primeru
pro amplifikaci
mikrosatelitu
umoznuje
amplifikaci
nékolika lokusu
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AFLP - Polymorfizmus velikosti
amplifikovanych fragmentu (Amplified
Fragment Length Polymorphism)

Selektivni amplifikace uréitého souboru fragmentu DNA
vytvareného stepenim restrikCni endonukleazou.
Polymorfizmus je zalozen na ztraté nebo ziskani
restrikCnich mist.

Metoda vyuzivajici kroky restrikce jednou nebo dvema
restrikCnhimi endonukleazami a ligace genomové DNA se
specialné navrzenymi adaptory s naslednou amplifikaci
pomoci jednoho nebo dvou selektivnich primeru.

m Nevyzaduje znalost sekvence.

VD ad LAY 4

RAPD.

Dalsi pouzivana oznacCeni: SRFA (primer dependent
selective restriction fragment amplification), IRS-PCR
(infrequent restriction site amplification).
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Schema obvyklého postupu AFLP

1. Purifikace chromozomalni DNA

3
5

Gy L0

2. Stépeni chromozomalni DNA EcoRI a Msel

— —

- — — —— — —
- — — — — —
— — — S—
|ﬂ —  —  —

Soubor restrikénich fragmentd

GA mmmcerom GAAT

3. Ligace s adaptory

v

—AATTC'T cTfTa 1n.n.Tchv:: [¥ AATT rl A
Ll—r'ru(;.\ GAAT L [7 I L" L[ N L’

GIAAT] TTAR G,G AAAT]

4. Selektivni amplifikace se znacenymi primery

— TTAAGA —mml l rmal

—AATTCT C:TTA AATTC[S citfra H AATTC
L[—rruc:_.\ GIAAT| L’ Ll— TTARJGS GAAT] L‘ TTAAJGG wemeeremmm E‘

CTTA ——— CTTA

AMPUFICATION: + -— ——

5. Elektroforéza amplifikacnich produktt

* gs oligenucieotides with an L1 (3 p—
overhang complamentary to the TTAAS'

rastricion site overhangs. EcoRI adaptet Msel adapter

b EcoRl pnmer : complemeantary 1o (EcoRi adapter + EcoRl restriction site + T)
Msel primer :complementary to (Msal adapter + Msel rastriction site + G)

Black box : mismatch of 3' end of primer
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{(a) total genomic DNA
(genome size 5 Mbp)

double digest with
restriction enzymes

H H Bt
H T T T H—=————T H—0T
T—TH T T—T H T T—T
T—T H T H T
H T H T
H T T—T
=T r—1
ligation of
adaptors
Oo—— .
m——a /. L
-———— . e L=
- & o—
———m o—m.
C— [
-——

Types of fragments : O——3 co—w, | |

Frequency™ : <10 2400 >20 000

selective PCR

(b) amplification
HindIll (A/AGCTT) Taql (T/CGA)
NNNNNNNNNC TNNN NNNNT[CGGNNNNNNNNNNN
(NNNNNNNNNG TCGAJANNN NNNNAGC|CNNNNNNNNNNN
A
HO1- NNNNNNNNNCAGCTT. _
NNNNNNNNNGTCGAACINNN—
A
NNNNNNNNNCAGCTT
NNNNNNNNNGTCGAA@NNN——/ no amplification
A
NNNNNNNNNCAGCTT
NNNNNNNNNGTCGAAGINNN—
amplification
NNNNNNNNNCAGCTT [Ap———
3'—NNNNNNNNNGTCGAATA—/ CAGCCNNNNNNNNNNN-5*
S'-NNNNNNNNNCAGCTTA:

GITCGGNNNNNNNNNNN-3'
”‘_E];GCCNNNNNNNNNNN TO2




In situ PCR (PCR in situ, incell PCR)

m Hybridizace in situ (ISH) umoznuje lokalizaci urCité sekvence NK uvnitr
jednotlivych buenk, ale vykazuje nizkou detekcni aktivitu.

m Konvencni PCR vyzaduje nutnost tkané nebo buriky destruovat a izolovat
NK, nelze asociovat vysledek amplifikaceke specifickému histologickému
typu bunek.

m /n situ PCR kombinuje vysokou citlivost PCR s cytologickou

lokalizaci sekvenci poskytnutou ISH indirect in Situ PCR Direct In Situ PCR
¢ ECR in situ hybridization ookl i
¢+ incell PCR SRR nucleotides
+ PCR driven ISH (1or et direct dotection
¢ umoznuje asociovat vysledek
amplifikace ke specifickému PCR-product PCR-product
histologickému typu bunék ® .\
¢ umoznuje korelovat vysledek 5 G- Y 5 - PR \‘ 2.3
s histopatologickymi rysy nebo 3 - R T R ] -5 3 R -5
mnozstvim buné&k, obsahuijicich 5. [ ... o e
cilovou sekvenci labeled probe 3 labeled nicleotides
m Specifické sekvence jsou uvnitf bufiky amplifikovany, ¢imz se zvySi poCet
kopii natolik, ze je Ize snadno detekovat
¢+ pomoci ISH (nepfima in situ PCR)
43

¢ imunochemicky (pfima in situ PCR)




Priprava vzorku pro in situ PCR

Fixace bunék nebo tkané — # EQmECR o e Sl
zachovani morfologie X 'l
(paraformaldehyd) ‘e I I“ i ,/ - > /
Permeabilizace - pristup Sylompiie. tissge Bections fixation permeabilization
PCR reagentl k NK (detergenty,
proteazy) Py
o1 x ) L
¢ prubéh PCR ) < -
¢ V bUﬂééﬂYCh Suspenzich thermal cycling sealing of coverslip primers, nucleotides,
. v s DNA polymerase
+ Vv cytocentrifugacCnich
preparatech
+ pod mikroskopickym sklem | - 7~
Detekce intracelularnich produktu washing e detection
s ISH

¢ Imunochemicky (protilatky proti DIG-11-dUTP, fluorescein-dUTP, 3H-CTP)

In situ PCR ma aplikace jak ve vyzkumu, tak v diagnostice:
+ detekce virovych nebo provirovych NK (HIV, CMV, HBV, HSV-2)
¢ chromozomalni prfeskupeni, translokace, hledani jednokopiovych genu

¢ mapovani nizkokopiovych chromozomalnich sekvenci v metafazickych
chromozomech

«+ detekce nizkokopiovych mRNA a virovych RNA 44




