Polymerazova retézova reakce

PCR (Polymerase Chain Reaction)




Princip PCR

Zavedeni PCR v roce 1983 (Kary Mullis)
o Publikace
o Nobelova cena

Metoda pro mnohonasobné zmnozeni (amplifikaci)
specifického useku DNA in vitro zalozena na principu
replikace.

K opakujici se enzymove syntéze komplementarnich
fetézcl vybranych useku dvouretézcové DNA dochazi po
pfipojeni dvou primeru vazajicich se na protilehlé fetézce
DNA tak, ze jejich 3'-OH-konce smeruji proti sobe.

PCR umoznuje ziskat pozadovanou zcela specifickou
sekvenci bez klonovani.




m PCR vyuziva zakladnich rysu replikace (enzymatické
syntezy) DNA:
+ Jako templat slouzi ssDNA, podle niz je syntetizovan
komplementarni retezec.

+ K zahajeni reakce je zapotrebi primer, ktery se
pripojuje na komplementarni useky DNA. Tim je
zaroven vymezen usek DNA, ktery bude amplifikovan.

+ Jako templaty pro syntezu mohou slouzit oba retezce
dsDNA, po predchozi denaturaci.

m Primery se vybiraji tak, aby se pfipojovaly k mistum
ohranicCujicim z obou stran amplifikovany usek.

m Teoreticky Ize ziskat 2" fetézcu (kopii).
m Predpoklady pro zavedeni PCR
+ Syntéza oligonukleotidu
+ Vlastni myslenka (K. Mullis)
¢ Teplotne stabilni DNA polymeraza
+ Automaticke termocyklery




Replikace DNA in vivo vyzaduje
mnoho enzymu
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Replikace DNA in vitro vyzaduje pouze jeden enzym

m Reakcni smés obsahuje:
+ Templatovou nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA).

+ Mnozstvi DNA jako vychoziho materialu je velmi nizké: obvykle
postacuje meéne nez 1 ug genomove DNA, teoreticky postacuje jedna
molekula.

 Kvalita templatu ovliviiuje vysledek PCR.
« Velké mnozstvi RNA mulze vazat ionty Mg2+
« znecistény templat mize obsahovat inhibitory PCR
¢ Zdroj: mikroorganizmy, bunky z tkanovych kultur, télni tekutiny,
bioptické vzorky, stéry, viasy, atd...
m Primery. Chemicky syntetické ologonukleotidy o velikost 10 - 30 nukleotidu.
m dNTP ve formé Na* nebo Li* soli

Mg?2* ionty tvofi rozpustny komplex s dNTP a vytvareji substrat, ktery
rozpoznava DNA polymeraza.

m  Termostabilni DNA polymerazu, ktera odolava teplotam az 98 °C.

¢ Taq Thermus aquaticus
¢ Tth Thermus thermophilus
¢ Tma Thermotoga maritima
s Pfu Pyrococcus furiosus
¢ Pwo Pyrococcus woesei




5 Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
9 3,

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 e 5’
Primy primer dNTPs

5° 3 v

TTGAGAAAGGAATAAGC—“IIII"‘>

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 5
5, 3,
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGIITGCAGAAATCGAGTATATGC

TCTTTAGCTCATATACG
R X )
/ 5
dNTPs Zpétny primer
5, 3,
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
R X 5
5, 3,
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 $
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REAKCNI PODMINKY PCR

Pocatecni denaturace DNA. DUlezita je kompletni denaturace templatu,
obvykle postaCuje zahrati smésina 2 -5 min/ 95 °C. V pfipadé, ze dojde
pouze k Castecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturuji a to vede
k nespecifické vazbé primerl (,self-priming“) a moznym faleSnym vysledkum.
Vlastni retézova reakce:

2.

Denaturaéni krok (separace fetézcu) : 94 — 95 °C / 20 — 45 s, zalezi
na objemu reakce, tloustce stén zkumavek. Nedostatecné denaturovana
DNA neumoznuje pfistup primeriim, naopak pfili§ dlouha denaturace
snizuje aktivitu DNA polymerazy (stabilni cca 2 hod / 98 °C).

PFipojeni primeru (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota uréuje specifi¢nost a
zavisi na Tm primeru a templatu. Pro oba primery by méla byt Tm
podobna. Ta se optimalizuje v teplotnim gradientu nebo se stanovuje
empiricky.

Prodluzovani primeru (polymeracni reakce) pri standardni PCR probiha
pii 72 °C /45 — 90 s. Tag DNA polymeraza syntetizuje DNA pri této teploté
rychlosti cca 60 bazi/s. Nove syntetizované retézce slouzi jako templaty
pro dalsi cyklus.

Cyklické stfidani teplot jednou zalozené smési zajistuje pribéh reakce PCR,

provadi se v termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 35 cykld.

ZavéreCna extenze se provadi obvykle po poslednim cyklu (72°C / 5 min) a
slouzi k dokon&eni syntézy a renaturaci jednofetézcovych produktd.




REAKCNI PODMINKY PCR
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PocCet nove
syntetizovanych
molekul dsDNA pri
jednotlivych cyklech
PCR
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KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH SLOZEK
PRI STANDARNI PCR REAKCI

DNA. Pro standardni PCR se doporucuje nasledujici mnozstvi DNA
podle velikosti templatu:

¢ lidska genomova DNA: 100 - 500 ng
o bakterialni DNA: 1 -10ng
¢ plazmidova DNA:0,1 — 1 ng
Primery. Sekvence a koncentrace primeru vyznamné ovliviiuje vysledek
PCR.
+ Optimalni koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 uM.
+ U nékterych systému muze vys$si koncentrace (az 1 uM) zlepSit
vysledky.
+ Nizsi koncentrace vede k pfed€asnému vyCerpani primeru a snizeni
vytezku.
dNTP. Vysledna koncentrace se muze pohybovat v rozmezi 50 — 500 yM
(pro kazdy nukleotid)

+ Nejbeznejsi koncentrace dNTP je 200 uM. Pri zvyseni koncentrace
dNTP je tfeba zvySit koncentraci Mg?* iontu.

11




m MgClL,. Volné Mg2+ ionty ovliviuji aktivitu enzymu a zvySuji hodnotu
T, udsDNA.

+ Pro dosazeni nejlepsiho vysledku vzdy stanovujeme koncentraci
Mg?* experimentalné.

+ Optimalni koncentrace muze kolisat od 1 mM do 5 mM.

+ NejCasteji pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro 200 uM dNTP).

@) O
o) O
= =
= =
E =
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=} -

optimalni koncentrace

1,5 mM MgCl
2,0 mM MgCl,
2,5 mM MgCl,
3,0 mM MgCl,
3,5 mM MgCl,




m DNA polymeraza.

*

Obvykla koncentrace je 0,5 — 2,5 jednotek / 50 pl.

pH je dané reakénim pufrem, obvykle odpovida pH 8,3 — 9,0.

Pridatné latky mohou v nékterych pripadech ovlivnit u€innost a
specificnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urcuje
experimentalne:

*
*

® 6 6 6 o o

albumin z bovinniho séra (BSA) (100 ng/50 pl)

dimetylsulfoxid (DMSO) (2- 10 % v/v) — redukce nespecifické
vazby primeru

detergenty (Triton X-100, Tween 20)

betain (0,5 -2 M) optimalizace PCR pfidatnymi latkami:
zelatina

glycerol (1 — 5 % v/v)

spermidin

protein 32 genu faga T4

m  Mineralni olej — zabraruje vyparovani b€hem reakce

13




Struktura Taq DNA polymerazy

5'-Exonukleaza
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BEZCHYBNOST SYNTEZY

Replikace s Taqg DNA-polymerazou neprobiha bezchybne, DNA-
polymeraza pfilezitostné zarazuje do nové syntetizovanych retézcu
chybneé (nekomplementarni) nukleotidy.

+ Bunka ma schopnost tyto baze odstranovat opravnymi
mechanizmy.

¢ In vitro Tag DNA-polymeraze tato vlastnost chybi.

Frekvence chbného zaClenovani za podminek amplifikace in vitro je
asi 2x104.

Chybné zacdlenovani je dulezité, pokud jsou PCR produkty
klonovany, nebot kazdy klon je odvozen z jedne molekuly DNA.

Chybné zaClenené baze | |
. 4 misincorporation of nucleotides J proofreading polymerase (Pwo}
(mutace) potom obsahuje by Tag DNA pol car remove misincorporated

celé potomstvo.
Re&eni problému: pouZiti e :@
v v

dvojice DNA polymeraz,
7 nlch 2 Jedna mé Opravné J leading to truncated PCR products J PCR products can be completed
mechanizmy (proofreading). e

15




Zakladni optimalizace PCR

Nizsi stringence | Vyssi stringence

Teplota pro pripojeni
primeru

MgCl,

KCI

Enzym, Primer

Formamid

m /Zpravidla se optimalizuje

+ Teplota pro pripojeni primeru v termocykleru s teplotnim
gradientem

+ Koncentrace MgCl,

16




Stanoveni teploty pro pripojeni primeru

m Teplota pro pripojeni primeru (annealing temperature) zkr. 7.

Teplota pouzivana pro teplotni hybridizaci molekul primeru a
matricové DNA in vitro. Optimalni teplota pro pripojeni
primeru pri PCR se vypocita podle vztahu:

T,=03xT, "™ +0,7xT, """ -25

kde T, Pmer je hodnota T, nejméné stabilniho paru primer-
matrice a T,, Produkt je hodnota T,, amplifikaéniho produktu.

m Orientacne Ize vypocitat T, podle vztahu:
T,=2(A+T)+4(G+C)-5°C=T,-5°C
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Hodnota Tm

m [ _ zavisi na trech
zakladnich faktorech:
o Zastoupeni bazi
+ Slozeni roztoku
+ Koncentrace soli
s pH
¢ Déelka molekuly DNA

guanine + cytosine (mole percent)

100

60

70

90 100 110
T (°C)
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NAVRH PRIMERU PRO STANDARDNI PCR

¢ 18 — 25 bazi dlouhé
¢ heobsahuji vnitrni sekundarni struktury
¢ obsahuji 40 - 60 % G+C

+ maji rovnomernou distribuci oblasti bohatych na G/C a
A/T pary

¢ nejsou komplementarni navzajem na 3’-koncich, takze
nevytvareji navzajem nebo samy se sebou duplexy

+ na matricové DNA nemaji faleSna vazebna mista
¢ maji T, teplotu 55 - 65 °C

19




Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software (néktery je volné
dostupny na internetu).

Melting Temperalture [21-mer] S e
- Lid Il b ol 2 ] current Oligo i
Braph_goom. Options T pCBIu3 269021 Upper Primer
Tm [ [10 [20 5° CGGCGCCAGATCTGGTACCCA 3°
|Sequence Length: 1842 | Length: G
Current Oligo (+ strand) 5* Position: 263
5 CCCGCCTGATGAATGCTCATE 3° Tz 78 0C
Length- i &G (25 °C):  -46.1 keal/mol
5° Position: 1272 Degenerany:: 1
Ton 23 e PE*: 542/542
[TCGLGLET T LG5 T BT GRE &6 (25 °C):  -42.7 keal/mol 17E- 512 nmol/Azen
\UPFER ]} IreacooaTTTCAGTGATEACEGTGRRARRCCTC TOACACAT GLAGE T CCCAEABACEGTE) Daenet oo : 231 palAzen
G GCGCARRGCCACTACTGLCACTT T TGGAGACTGTG TAGG T COHGGGCETCTBOAG
@ TGTACGTCEACOECCTCTER feEs i pCBIuZ 817121 Lower Primer
B B U S Y nRTUYUKTS DTCSSBERRBS 17€: B S0 mmok, Aoso 5 TACCGEGTTGGACTCAAGACG 3
o o e M B iR L Length: 21-mer
Dt clisplay mode Bar graph modk: Current Olige (- strand) 3* Position: 217
5' GATGAGCATTCATCAGGCGGE 3 Tt s95°C
PE.®: sz7 4G (25 °C):  -41.4 keal/mol
5 IR = 4.80 nmolf Azan Degeneracy : 1
Lower Primer False Priming Sites 1/E: 317 el Asen PEZ: Sn2/502
HisMPIE Iy 429 nmolf hzen
Lower Primer - M13MP18:6310L192 (positive strand) i 32.0 pof Azen

Priming efficiency of the perfect rmatch is 423 (above the threshold)

Priming efficiency : 422 (above the threshold)

s T oo
F(6328) coooaagggtcagtgotge (6310)5°

Priming efficiency : 205 (above the thresheld) BLEMN.s¢q
5(6328) GGTTTTC??T?TCT??T?? (6310)3"
3"(626) ageoaatggto--tgotge (610)05°
Priming efficiency : 154 (sbove the threshald)
= L 3 £=] 5 o
S(6328) GGTTTTC??T?WTC?T?? (631003 Optimal Annealing Temperature: 58.3% (Max: 72.0%)
37(208) gtaatatagtcagicotoe (790)5° Eozttiar Jnd Tm [°6] | 6E [®] PE®
Length i
Priming efficiency : 185 (above the threshald) g
Product 1232 23.0 FEEr | e
5(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACG (6310)3" N
AR Upper Primer 7] 21 T2.2 47 5 452
F(5125) tctoagtggteagig-tge (S108)5° =
Lower Primer 1382 | 21 795 571 S0

Priming efficiency: 121
5"(6328) GETTTTC-CCAGTCACGACG (631003°

Product T, — Upper Primer T;: 132

ITTITIT T T Primers Ty difference: TE
3(5989) agoaaagtggtc-gototge (3971)5° - —
- > Concentration | | Terminal stability of the |-
Lower Primer - M13MP18:6310L19 (negative strand} Upper Primer 200.0 nH Loweer Primer is too high, [
Priming efficiency of the perfect match is 423 Cabove the threshold) =
_ ————— S - Lower Primer 2000 nM
Erming eTfabengi o HMoenovalent Cation |S0.0 mMH
S(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACG (631003 =
¢ ) 1T T ¢ } Free Mgl[2+] o7 mH v

Z(3744) ccooaaagegggaaactge (S762)S"

1]

Total Nal+] Equivalent: 1558
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PRIKLADY STRUKTUR VYTVARENYCH PRIMERY,
KTERE JE NUTNE ZOHLEDNIT PRI JEJICH NAVRHU

m Chybné navrzena dvojice primeru, ktera vytvafi stabilni
duplex na 3’-konci:
5 ATTCARCCGTTCRARCARGCCC 3
¥GTTCEGECCTACCTTTATTTCTC 5

m Spravné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari pouze
malo stabilni duplex na 5’-konci; na 3’-konci je G nebo C
zarucujici stabilni parovani s templatem:

5! CGMTH&GHCTHGTMGC i3
5 CCTTHCTCCHCGCCTETHCETCC 5!

m Chybné navrzeny primer, vytvarejici vilasenku:

3% TTT?TCEGGE
FAALDGAGAT
21




m Nespravné navrzeny primer s faleSnymi vazebnymi misty

na templatové DNA:
R1029) %G?CTH?H?WT%T?? (104833
194 tttottaccottttt—tace (966)5

5(1029) AAGGCTAGAGRARARTATGE (1045)3
e tttgtattgocattatatace (121005

B'(1029) %R?GCT%G%?WT%TGG (10453
13t e ca b BE E et E Ebatetl (b

m Spravné navrzeny primer, ktery nema falesna vazebna
mista na templatu:

B'2478) CCTI'AE?LCT—ILTJ?L}?.TI‘?CGCACCTCTT.TTCC (245213
AN Caddentattagittacadabaacc {H311s

B'2476) CCT%E}%TA&TCCGCRCLFTL?%TTCC (2452)3"
FEIesabttdtagetatgactbgegtate (32305

B'2476) ?CT%E}:AT%TCCGCRCCTCRTTC? (245213
M gtattgeattatatace tceg ttag (1218)5

B'2476) CCTA%E}:EIL'ITA%.TCC%?ACCTCRT"TCC (245213
J14e9) atattgta-—tatacgaactaaatct (1432)5

22




»HOT START“ PCR

m  Hot-start® PCR vyznamné ovlivhuje specificnhost, citlivost
a vytezek reakce
m Princip:

+ Pri jhot-start” PCR jsou urcité slozky reakCni smesi
oddeleny od ostatnich, dokud teplota ve zkumavce
neprekrocCi optimalni teplotu pro pripojeni primeru
(obvykle 55 °- 65 °C).

+ DNA polymeraza je v teto nekompletni reakcni smesi
nefunkcni.

+ Nedochazi k prodluzovani nespecificky navazanych
primeru b&hem doby nezZ je dosazena teplota T..
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Separace dulezitych slozek reakéni smési je dosazena
nékterym z nasledujicich zpusobu:
+ Manuailné

+ Nékteré slozky jako DNA polymeraza nebo Mg?* jsou vynechany v plvodni
reakcni smési a pridany manualné po dosazeni teploty
> 70 °C. Nevyhodou je moznost kontaminace a mozna ztrata
reprodukovatelnosti.

+ Fyzikalni separace

+ ReakCni komponenty jsou rozdéleny do dvou smesi, ktereé jsou oddeleny
bariérou (voskova prepazka, nebo voskové koralky obsahujici MgCl,).
Béhem pocatecni denaturace vosk roztaje a umozni smichani reakCnich
slozek.

+ Protilatky proti DNA polymeraze
+ Pridavek teplotné nestabilnich protilatek umozni pocatecni inaktivaci
polymerazy.
¢ Chemicka modifikace polymerazy

+ Pridavek teplotné nestabilnich latek, které se vazou na urcité
aminokyselinove zbytky blokuji enzym (ten je potom pfi pokojové teplote
inaktivni). K aktivaci enzymu dochazi pfi pocatecni denaturaci (,FastStart
Taq DNA polymeraza®).

+ Dalsi inhibitory
+ napf. oligonukleotidy specificky se vazajici na polymerazu

24




DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

1. Stanoveni fyzikalni velikosti produktu Priklad standardni
gelovou elektroforezou (agaroza, o orodukty PCR
polyakrylamid). Detekce obarvenim a v agarézovem gelu.
pozorovani pod UV svetlem. 1 = hmotnostni st.

X v , v s 2 - 4 = produkty PCR
2. Stepeni produktu restrikCnimi enzymy a L2 3 4

posouzeni spektra vznikajicich restrikCnich
fragmentu (PCR-RFLP)

3. Elektroforeticka separace produktu za
specifickych podminek pro detekci
sekvencnich polymorfizmu

¢ DGGE - denaturacni gradientova gelova
elektroforéza

¢ SSCP - analyza polymorfizmu konformace
jednoretézcovych forem

25




DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

4. hybridizaci s neradioaktivhé znacenou sondou
komplementarni k Casti sekvence
amplifikovaneho useku a detekci
enzymoimunoanalyzou v mikrotitracni desticce
(PCR-EIA/ELISA), hybridizacni sonda muze byt
nasledne amplifikovana (PCR-OLA)

5. imobilizaci PCR-produktu na membrané a
teckovou hybridizaci se znacenymi alelove-
specifickymi oligonukleotidy (ASO) nebo zpétnou
teCkovou hybridizaci s ruznymi ASO
imobilizovanymi na membrane,

6. hybridizaci na DNA-Cipech,

7. stanovenim sekvence DNA.
26




Kontaminace pri PCR

m Vynikajici citlivost PCR muze byt ovlivnéna kontaminaci i jedinou molekulou
exogenni nebo neznamé DNA.

m  Pro minimalizaci faleSnych pozitivnich vysledku je doporuéeno:

*
*

*

*
*
*

pouzivani autoklavovanych roztoku

fyzikalni separace pouzivanych PCR-reagencii od templatové DNA a
PCR-produktu

pfiprava reagencii i vzorku do alikvotnich ¢asti

pouzivani UV-svétla k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na
pracovni plose

pouzivani jednorazovych rukavic
pridavani DNA do reakce jako posledni
pecliva volba pozitivnich, negativnich a vnitrnich kontrol

m Vylou€eni kontaminace je dllezité zejména tam, kde je potfeba pouzit
vysokého poc¢tu amplifika&nich cykll, aby bylo dosazeno pozadovaného
produktu

*
*

nizkokopiovych templatu DNA
degradovanych vzorkd.

m V pripade pochybnosti je nejlepsSim pristupem opakovani experimentu
s uzkostlivou pozornosti k detailim a kontrolam.
m Jako zdroj kontaminace DNA je nejCastéji uvaden:

*
*
*

pfenos kontaminujici DNA z dfive amplifikovanych produktu PCR,
vzajemna kontaminace zdrojovych materialu,

kontaminace plazmidem z rekombinantniho klonu, ktery obsahuje cilovou -

sekvenci.




Jako prevence pred prenosem kontaminujici DNA je v reakéni smeési

rutinn€ pouzivana nahrada dTTP za dUTP. Naslednym plisobenim
uracil-N-glykosylazy na reak¢ni smés pred zahdjenim amplifikace.

/L

vy
C G A T A G T " : p—
// G ¢ T ‘I\ T ‘i A // amplifikovana nukleova kyselina
74 /77
PCR l + dATP, dGTP, dCTP, dUTP
T & A U A & U
U kt P
G ¢ U A U c A produkt PCR
1 1 1 f—

hybridizace, klonovani

- L
nebo sekvencovani r—’/ !
—

nasledujici PCR
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C G A uUu A G U C G A uUu A G i
¢ 1 2 7 G o ¢ ¢ 8% 4 % ¢ 3 .
l uracil-N-glykosylaza
—. T T LS T L L3
C G A . > G A ©dstépeni uracilovych zbytku
(1'; 9 L 1 1 (1; L —
l denaturace (95 °C)
—p—— T T I[ T LI =_
C G A A G
rozstépeni retézct

* nedochazi k amplifikaci

28




m Alternativhé Ize amplifikacni produkty PCR inaktivovat
fotochemicky pomoci derivatu psoralenu nebo
Isopsoralenu,

m Furokumarinové slouceniny interkalujici se mezi pary bazi
DNA.

m Pokud jsou tyto latky excitovany UV-svetlem o vinove
délce 320-400 nm, kovalentneé se vazou na nukleové
kyseliny a tvori cyklobutanove adukty s pyrimidinovymi
bazemi, ktere blokuji reakci s DNA-polymerazou




RESENI PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR

Problém

Mozna pric€ina

Doporuceni

Nevznika
produkt

Nevyvazena reakce

Kontrola koncentrace jednotlivych slozek

Teplotni podminky

Kontrola nastaveni cyklu

Nizka koncentrace
templatu

Zvysit koncentraci templatove DNA

Koncentrace primeru
nebo jeho sekvence

Optimalizovat koncentraci primeru
Navrhnout primer s novou sekvenci

Ruzné faktory

Testovat reakci s pozitivni kontrolou a
funk&nimi primery
Zacit s novymi roztoky, H,O a enzymem

Nizka kvalita templatu
(degradovany,
kontaminovany,
obsahujici inhibitiry)

Pouzit primery, které amplifikuji kratsi
useky

Pridat pomocné latky (DMSO)
Optimalizovat koncentraci Mg?*
Pripravit novy templat

Zamezit Castému zmrazovani a
rozmrazovani templatu




RESENI PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR

Problém Mozna pric€ina Doporuceni
Nevznika Nizka ucinnost Pouzivat pozitivni kontrolu
produkt polymerazy Zvysit pocet cykll

Zvysit koncentraci enzymu
Pouzit jinou polymerazu

Produkt neni
Cisty

Vznika sekundarni
amplifikaéni
produkt

Kontrola koncentrace slozek reakce
Optimalizovat koncentraci Mg2*
Optimalizovat koncentraci primer(
Snizit poc€et cyklu

Snizit koncentraci templatu

Vznikaji
cetné
nespecifické
produkty

Nespecificka vazba
primeru

Pouzit vyssi teplotu T,
Optimalizovat koncentraci primer(
Pouzit  hot start”

Narhnout nove primery
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VYUZITI METODY PCR

Zakladni vyzkum

L 2

* & o o

izolace genu nebo jejich ¢asti
sekvencovani DNA
mutageneza in vitro
modifkace konci DNA

analyza (selekce) klonu z
genovych knihoven

priprava znaCenych sond

Aplikovany geneticky vyzkum

*

prenatalni diagnostika
(dedicnych chorob)
detekce mutaci v genech
studium polymorfizmu gen
(napr. RAPD)

populacni genetika

Vyuziti v klinickych
disciplinach

*

detekce patogennich
mikroorganismu (baktérii, vird,
prvoku, hub)

identifikace onkogenu
typizace nador(i
stanoveni pohlavi

Vyuziti v praxi

*
*
*

archeologie
soudnictvi
kriminalistika
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PCR amplifikace se pouziva k detekci
bakterialnich a virovych infekci

m Konvencni diagnostické metody jsou zalozeny na schopnosti
vypestovat organismy v kulture nebo detekovat jejich pritomnost v
pacientu za pouziti protilatek.

¢ vyZaduje nékolik tydnu (mykobakterie)
+ nekdy metoda malo citliva (protilatky)

m Zvlastni vyznam ma PCR pfi diagnostice virl, napfi. HIV.

+ Cilem je detegovat infikkované bunky na pozadi mnohonasobné
pocCetnéjSich neinfikovanych bunék.

¢ Detekce odhali HIV inkorporované v bunkach. Pritomnost virové
RNA naznacuje aktivni infekci, a to Ize prokazat provedenim PCR
za pouziti cDNA jako templatu vytvofenych pomoci RT z RNA
infikovanych bunék.

m U tuberkulézy je pomoci PCR prokazovan néktery z vysoce
konzervativnich genu (sekvenci) mykobakterii pomoci primer
pripravenych k témto sekvencim. Amplifikovany fragment je pak
hybridizovan se sondami vysoce specifickymi pro dany kmen (druh).
Timto postupem je mozno detekovat i jen 10 bacilu v 108
eukaryotickych bunek.
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PCR je pouzivana k monitorovani terapie rakoviny

Né&které formy rako- ___Tage H14:18) _ 14q3

. k e . k == Nepfipojuje se k tomuto chromozomu == Nepripojuje se k tomuto chromozomu
viny vznikaji jako ’\ ’\
vysledek chromozo- - Remseeeli vy
movych translokaci ey
tykajicich se znamych rrarn —i X

Techniky PCR jsou

schopny detekovat

jedinou buriku z 106

normalnich bunék, tedy

daleko citliveji nez

hybridizacni metody.

Dva PCR primery se velikosti v kazdém cyklu
vyberou ze sekvenci

sousedicich s misty zlomu na kazdéem chromozomu. Pak pouze v bunkach, kde
probéhla translokace, dojde k amplifikaci a vznikne fragment konstatni délky.

Podobna strategie byla pouzita k detekci leukemii za pouziti mMRNA jako vychoziho
materialu. To ma vyhodu v tom, Ze mRNA predstavuje jiz amplifikaéni produkt
daneho genu genomove DNA.

genu. Napf. existuje R
translokace mezi -
chromozomy 14 a 18

u folikularniho lymfomu.

N PCR fragmenty_ s definovanou
Jeden PCR produkt variabilni velikosti a exponencialné se Jeden PCR produkt variabilni

zvysujicim poctem v kazdém cyklu velikosti v kazdém cyklu
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PCR je pouzivana ke QQO
stanoveni pohlavi u 000 ®,

Odebrani oocytl po ovulaci

prenatalnich bunék [ o

diagnostika obecne.

m Pro choroby dedené na X-chromozomum
které postihuji pouze samce, je stanoveni
pohlavi prvnim krokem. To je mozné proto,
Ze samci nesou pouze jeden X ajeden Y
chromozom, obsahujici jedinecné sekvence.

m Prioplozeni in vitro se odebere jedna bunka Odebréni 1 bufiky z embrya
Z rané zygoty pomoci mikromanipulatoru, |
vyizoluje se DNA a ta se popdorbi u Q u U u u
amplifikaci pomoci specifickych primeru. V2. 3. A S 4
Prokaze se amplifikacni fragment. Vysledku 20 . .o
se pak vyuziva v genetickem poradenstvi pri [

vybéru samicCich embryi pro implantaci. Saméi specificky

fragment

m Sirokou oblasti vyuziti PCR je prenatalni Q

®
O €

Amplifikace Y-specifické sekvence
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Analyza genové vazby

s vyuzitim jednotlivych spermii

a)

b)

d)

Polohy lokusu genu pro paratyroidni
hormon (PTH) a lokusu Gg-
globinového genu (HBG2) se nachazeji
na kratkem rameni lidského
chromozomu 11.

Jednotlivé spermie se prenesou do
zkumavek, amplifikace obou lokusu
probéhne souCasné za pouziti dvou sad
primeru

ReakcCni produkty se nanesou na
nitrocelulézovy filtr a jsou testovany
probami specifickymi pro kazdou ze
ctyr moznych alel, AaaproPTHa B a
b pro HBG2. Vysledek hybridizace je
vizualizovana autoradiograficky.

Z autoradiogramu lIze odecist haplotypy
kazdé ze spermii, z nich pak vypocitat
frekvenci rekombinace mezi obéma
lokusy a stanovit genetickou vzdalenost
mezi nimi.

(a)
HBG2 PTH

|
T T TDOIMITE T 1T 1D

Chromosome 11

(b) £

FACS (Fluorescence

/ / \Wated Cell Sorter)

O O 3 3 22
Take single sperm

PCR amplify both
PTH and HBG2

polymorphic

sequences

® Spot products of PCRs
on nitrocellulose and

test with allele-specific
- ® ® probes

(d)
Sperm 4 Al 8

number
Hoplotype Ab ~ AB  aB Ab ab

Derive the haplotype
of each sperm and
calculate linkage
between PTH and
HBG2
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Kvantitativhi PCR (gPCR)

Polymerazova retezova reakce

sledovana v realnem Case (real- (Seted 20,0 samte
time PCR, online PCR, kinetic Oy
PCR, quantitative PCR, zkr. Q- ; |
PCR). ;
Varianta PCR umozfiujici Ej‘

Abr heating and coolkng

pfimou kvantifikaci PCR- forrapi \emperature
produktu v realném Case

provadi se prostrednictvim
detekce a kvantifikace
fluorescencniho signalu ve
specialnim pristrojovem
zarizeni, které umoznuje
¢ cyklicke stridani teplot 5
[eeer Mooy
¢ detekci fluorescence aver opics

¢ monitorovani postupu PCR
v realném Case bez nutnosti j
detekovat PCR-produkty I

elektroforeticky

Heating codl

Stepper motor
o e
fluorimeter
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Metody kvantitativni detekce produktu

m Pro kvantitativni detekci produktu v prubéhu gPCR existuji nasleduijici
metody:

+ Na DNA se vazajici interkalacni barviva
+ SYBR green |
+ Na mensi zlabek dsDNA se vazajici barviva
+ BEBO
+ Technologie vyuzivajici fluorescencni vymény

+ dvakrat fluorescencne znacené sondy vazajici se na stredni
c¢ast amplifikovaného produktu

« TaqMan
« Molekularni majaky
« QZyme
¢+ jedenkrat fluorescencné znacené sondy nebo primery
 FRET
« LUX
 PNA
+ dvakrat fluorescencné znacené primery
 AmpliFluor
« Scorpions
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Na DNA se vazajici interkalacni barviva

PCR product

Pro kvantifikaci amplikonu se bézne pouzivaiji fluorescenéni
kyaninova barviva SYBR® Green, ktera fluoreskuji po vazbé na
dsDNA.

Fluorescence SYBR green | je po vazbé na DNA az 1000x vySSi

Fluorescencni signal se zvySuje se vzrustajicim mnozstvim PCR-
produktu.

Signal se mérfi na konci elongace nebo kontinualné.

Na DNA se vazajici barviva nemohou byt pouzita u mnohonasobnych
reakci

Hlavnim omezenim je nemoznost odliSeni nespecifickych produktu.
Nespecifické signaly tvofené dimery primeru mohou byt zhaseny pfi
pouziti primeru znacenych specifickymi fluorofory. 39




Fluorescencni vymeény pri gqPCR

m Pro znaéeni primeru a hybridizaénich sond se pouzivaji
specifické molekuly fluoroforu

+ emituji svetlo urcité vinove délky po predchozi absorpci svetla
odlisneé vinove delky
+ emitovana vinova deélka svétla je vzdy vyssi nez absorbovana

m Dvojité fluorescencne znaCené sondy obsahuji krome

fluoroforu take zhasec
+ molekula, ktera pfijima energii z fluoroforu ve formeé svétla a
zpusobuje jeji rozptyleni
+ ve formé svétla s vyssi vinovou délkou
+ ve formé tepla
+ k dosazeni optimalniho zhaseni je treba, aby se absorbcni
spektrum zhasece prekryvalo s emisnim spektrem fluoroforu.
m V soucCasné dobé existuje mnoho flurofort uréenych pro
jednobarevné nebo vicebarevne mnohonasobnée detekce

polymorfnich sekvenci
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Absorpc¢ni a emisni spektra fluoroforu

00 nm &30 nm SO0 nm 350 nm 500 nm 450 nm 400 nm

Oy 5 Oy

tJIragan Graan

|
TamasPad-X &FAM

Erlj I:TJ
.
J 00 nm G50 nm GO0 nm 550 nm 300 nm 450 nm 400 nm 41




m Jedna z nejCastéji pouzivanych dvoijic fluoroforu pfi metodach
FRET
+ donorovy fluorofor FAM (6-karboxyfluorescein)
+ akceptorovy fluorofor TAMRA (5-karboxytetrametylrhodamin).

TAMRA-AT

0
0
NWH
N
’

H
0]
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TagMan technologie

a
m Hybridizaéni metoda, : | )
9\ __A b 9\ . /-

A

kterou vyuziva kvantita-
tivni PCR napf. pro
detekci bOdOVYCh mutaci 1 Extenze prostiednictvim PCR
Oligonukleotid s fluores-

cencni znackou ", - ; -

a zhasecem se vaze {}{ d . T ﬂ ey
na vnitrni ¢ast amplifi- - ‘ L =
kované sekvence
Pokud primer vytvari homoduplex

(a), je rozlozen

S‘-exonukleazovou aktivitou

DNA-polymerazy a vznikne

fluorescence Teghanexe

A

Polymeraza
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Molekularni ,,majaky*
(Beacons ™)

m Oligonukleotidové sondy deteku-
jici pritomnost nukleove kyseliny
v homogennim roztoku

m Obsahuji vnitrne zhaseny fluorofor,
jehoz fluorescence je obnovena
po vazbe na cilovou sekvenci

m \ytvareji sekundarni strukturu
vlasenky se smyckou

¢ SmyCka ma komplementarni sekvenci k cilové molekule
+ Kratka stopka je tvorena obracenou repetici
+ Stopka neni homologicka s cilovou molekulou
+ Udrzuje v tesné blizkosti na koncich pripojeny fluorofor
a zhasecC
+ Hybridni forma s templatem je stabilnejsi nez volna formayg




m Pouziti
® Jeden z nejcitlivéjSich chemizm pro detekci SNP
€ Monitorovani kvantitativni PCR
& Detekce mRNA v Zivych burikach
m Vyhody
€ \ysoka specificita k cilové sekvenci
€ Muze byt levny pfi screeningu jednoho cilového mista
€ Moznost volby fluoroforu (i multiplex)

® Nevyhody

€ Obtizny design

@ Specifické pouze k jedinému cilovému mistu

& Drahé pfi testovani jednoho cile v malém poctu experiment
m Aplikace

o Detekce jednonukleotidovych mutaci v genech

¢ Detekce transgennich organizm

¢ Detekce viru (HIV aj.)
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B Priklad detekce SNP s vice variantami sondy
& system vyzaduje duplikaty sond
¢Jednobarevné
¢Vicebarevne
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Fluorescence
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BD QZymeT™™
Gene-Specific Primers

Q

BD QZyme™ Substrate

U

3' Primer
C
Irnact e Ra
5' Primer
Antlsensea strand of the DNAzZyme

substrate Recognition (RY and
CEI‘I:E|j"tII: () domalins

TITIT 58—
First-5trand cOMNA (target) \‘
R
e YN
. 5 . ¥
Big &> 5 primer
"Hih

Mix and begin thermal cycling

TTTIT &

R1 RZ l
5‘ .'I"Iﬂl:th'.- e al
'.‘.--_ e e e . g o SR, T S pl—
A R —

F'i", l Maner
| II - LI
F|1 Rz DhAzyme sense strand binds

substrate & catalyzes cleavage

(“ e

BD QTagq™
DNE Polymerase

Technologie
BD QZyme

U

dNTPRs, buffer, Mg+
DNA Polymerase

5' Primer primes synthesls of antlsense
strand contalning Inacthe DNAZyme

3' Primer primes synthesls
of serse strand contalning
actlve DNAzyme
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Technologie sond s prenosem energie
fluorescencni rezonanci (FRET, Fluorescent
Resonance Energy Transfer)

m FRET je excitovany stav il

.. Fluorescein
interakce dvou fluoroforu p e

zavisly na vzdalenosti, ve T .
kterém je emise energie z Amplification 4 TTATITN T S
jednoho fluoroforu (donoru) RTINS B S S SO
na 3'-konci prvni sondy
spojena s excitaci druného
(akceptoru) na 5'konci

druhé sondy

m Prenos energie mezi
ligandy se muze uskuteénit
na vzdalenost 10-100 A (1-
5 nukleotidu)

Oligo 2
B N @ il
i S0 LILEI B

m Citlivost FRET (zmény JJJHF
intenzity fluorescence) __ " Emission
muze detekovat zmény — . —

vzdalenosti 1-2 A







AmpliFluor™ Systém (univerzalni primery)

AmpliFluor je univerzalni detekCni systém umoznujici amplifikaci a detekci v
jedné reakCni smesi

Metoda je zaloZena na inkorporaci fluorecenéné znaceného primeru s
vlasenkovou smyckou

Primer je navrzen tak, Ze fluorescencni signal je tvofen pouze tehdy, kdyz je
porusena sekundarni struktura primeru béhem jeho inkorporace do PCR
produktu

Nezaclenéné primery vykazuji extrémné nizkou fluorescenci

+ Neni potieba purifikovat produkt pro kvantifikaci

o Ampli fluor primery jsou univerzalni, pracuji spolu s jinymi PCR primery
Vyuziti

¢ Q-PCR - vysoka pfesnost
In situ PCR
Detekce SNP Excitace
Studium exprese (RT-PCR) fluoroforu
Multiplex reakce 495 nm

Komeréni kity 1"14&

¢+ TRNA, bax, bcl-2, AB
fas (apoptdza), HPV-16, FAM

PSA, B-aktin, interferony, <100A Univerzalni cilovy
interleukiny primer 5

Prenos energie z FAM
zhasena DAB

* ¢ O o o




. Alela 1
Heterozygotni TITITTIIT

AmpliFluor vzorek DNA

1. 1 -2 cykly PCR amplifikace
s primerem 1 a alelove
specifickym primerem 2 s
pridatnou sekvenci (Z) na
5'-konci

2. 30 cyklu s univerzalnim

AmpliFluor primerem, ktery AmpliEIuot
je komplementarni k UniPrimer 1
sekvenci Z a s primerem 1
3. Béhem amplifikace druhy AmpliFluor ﬁ .
UniPrimer 2 # e

retezec vytlaci strukturu
AmpliFluor primeru a dojde

k separaci fluoroforu a " :
zhasece, coz umozni emisi T T

ﬂuorescence TIITTI11T 111 [TTTITT1







Technologie ,,Skorpionu“ (Scorpions™)

m Skorpiony jsou
bi-funkcni molekuly
obsahujici PCR primer
kovalentne vazany k
hybridizaCcni sonde
Molekula obsahuje na
5‘-konci fluorofor, ktery
iInteraguje se
zhasecem redukujicim
fluorescenci

Po probéhnuti PCR
dojde k
iIntramolekularnimu
preskupeni a fluorofor
a zhasec jsou
separovany, coz vede
ke vzniku svetelneho
signalu ve zkumavce

Zhaset na druhem
oligonukleotidu Zabrana
N PCR primer
: /

“= 'III ,f/ 3‘

Reportérovy fluorofor Sé‘kvence sondy

Krok 1: Primer $korpidnu je prodlouzen na matricové DNA

[ B
——>---

Krok 2: Prodlouzeny primer je denaturovan a zhasec diasociovan

@
—— -

aaaaaaaaaa

Krok 3: Po snizeni teploty se prodlouzeny Skorpion preskupi
a v cilovem miste se vytvofi fluorescence




Scorpions.ex




Vyuziti ,,Skorpionu*

m Skorpidny jsou vylepSenim TagMan a
molekularnich majaku
¢ Kombinuji sondu a primer v jedné sekvenci
+ \Vysoce specifické
¢ Zhasena sonda vykazuje nizké pozadi

¢ Sonda vidi prodlouzeni produktu jejiho
vlastniho primeru — konformachni preskupeni
uvnitr jedne molekuly

¢ Design sekvence je shazsi nez u
molekularnich majaku

¢ Vyuziti pri Q-PCR, genotypizaci a
haplotypizaci
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Technologie LUX™ (Light Upon eXtension)

m LUX vyuziva dva R
primery, znichz pouze > 3
jeden je znaceny

m Zhaseni primeru je 3
zajisteno sekundarni Ly Primy primer (znageny u 3-konce)
strukturou (vlasenkou) Y o— &
a pritomnosti parudG- 5 — 3
dC nebo dC-dG na 3‘- Reverzni primer (neznaceny) Em—
konci l

m Primery se snadno
navrhuji R

m 3'-konec znaceného S —

“
)

primeru detekuje SNP

o
W

m Moznost vyuzit ruzné D —
fluorescencni znacCky




Sondy Light-up
Slouzi pro specifickou detekci sekvenci nukleovych kyselin v homogennim roztoku.
Jsou pripraveny z
+ Analogu nukleovych kyselin — PNA (Peptide Nucleic Acid)

+ Asymetrickeho kyaninoveho barviva, ktere po vazbé na DNA 50x intenzivnegji
fluoreskuje

Fluorescence je pozorovatelna za optimalnich podminek pounhym okem

Peptidova nukleova kyselina (PNA) je analog nukleovych kyselin, ve kterem je
nahrazena cukr-fosfatova kostra pseudopeptidovym retézcem.

PNA se vaze komplementarné k DNA a RNA Watson-Crickovym parovanim bazi a
tvori vysoce stabilni duplexy.

Interakce PNA:DNA je vice selektivni nezZ DNA:DNA nebo RNA:RNA a muze ji
destabilizovat pouhy jeden chybny par bazi uz pfi 20°C, z toho dlivodu je vhodna pro
detekci SNP hybridizaci.

Light-up.exe

il
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\ Baze

Invazivni bis-PNA sondy
tvorici triplex s DNA

_I_
INRERIRRRENANERN

bis-PNA dsDNA

1{h+

_..

I,

prvni intermediat vznikhy
Hoogsteenowvym parovanim

PNA — peptidova nukleova kyselina

kl+

—..

.

LN

P-smycka
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Modifikace PCR pouzivané pri
analyze genomu
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Amplifikace sekvenci klonovanych ve vektorech

Transformované bakterie
s rekombinantnim vektorem

—~=—{] —~ ]
S T T " e — —
——— ———
PCR je pouzita

l ‘ pro amplifikaci
[ — e —— klonované DNA
[ — —r———rT—1 § Vyuzitim primeru
S —— - = pro vektorové
C

Analyza PCR produktt na gelu
| Metoda je vhodna pro skrining knihoven
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Modifikace koncu DNA,
expression cassete PCR (EC-PCR)
Pripojeni sekvenci prostifednictvim 5‘-koncu primertu

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
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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

* Syntéza nového fetézce

asymetricka PCR, pfi niz jsou tvofeny ——
preferenéné ssDNA. - )

; v/ ; Denaturace a pfipojeni primer(
Standardni PCR se zalozi s tim pd e PrIPOIETIP
rozdilem, ze vychozi koncentrace E——— —
primerd se ligi faktorem 100 (4j. jeden | Syntéza nového fetézce
z primeru je ve 100 x vyssi konectraci ——
nez dfu h,y) ] /l Denaturace a pfipojeni primert
Dvouretézcové DNA fragemnty se —

tvori az do doby, nez se jeden z

primeri nevyéerpa | Syntéza nového fetézce

Druhy primer pak dale syntetizuje ——
pouze jeden z fetézcul - i kdyz se tento / } Denaturace a pfipojeni primert
tvori spise linearni nez exponencialni —

rychlosti, je jeho mnozstvi postacujici

atd.
pro sekvencovani. l
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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.

‘l' znama
sekvence

oblasti s neznamou

sekvenci
-]

Stépeni restriktazou J'
ve specifickych mistech Jv

o

cirkularizace a ligace

mnoho "'

kruznicovych molekul Primer 1 A7 A
O O primery se pfipojuji

Q ke znamé sekvenci

a sméruji smérem ven
Anransnd

analyza sekvence
pfiprava sond pro mapovani chromozomu
nebo primeru pro PCR
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Vyuziti adaptoru pro PCR amplifikaci
nezname sekvence

znama sekvence

GATC wearses T T SR B B MR 2 1o 7 St S et |
e —————C T LT Ty
Q ! restrik&ni tépeni g ligace
AT W
GATC
CTAG
'ﬁ-N::l GATC s GATC o ocia ‘.{’/ﬂ_—“\:\\{‘; iy s
: . z=uwn CTAG = P OTAG T T———r 5

amplifikovany usek
neznameé sekvence
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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

¢ Vvirové genomy (napr. hepatitis C virus, virus chripky, pikornaviry)
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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

IR T R e Sey e tao] I
==

Primer: site specific primers

Amplified DNA
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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.

nez |

—

-

PCR product

Genomic DNA Exon 1

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2
mRNA Exon 1 Exon 2
=
RT-PCR product -
no PCR product
upstream primer downstream primer
2 N\a =/ ~_
Intron 1 Intron 2 -

l

mRNA Exon 1

l

RT-PCR product
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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 \yuziva vyhody prirozeneho poly(A)
konce na mRNA jako mista pro
zahajeni PCR amplifikace.

m  Prireverzni transkripci od 3’konce je
prvni retezec cDNA je inciovan u
poly(A) pomoci oligo-dT hybridniho
kotviciho primeru.

¢ 17 oligo-dT zbytkl navazanych na
17-mer adaptor

¢+ ma Tm vyssi nez samotny
oligo(dT17)

¢+ je vhodné, kdyz nese restrikCni
mista pro nasledné klonovani

m  Amplifikace je docilena bez dalSi
purifikace, za vyuziti PCR kotviciho
primeru a uzivatelem navrzeného
specifického primeru ve vnitfni ¢asti
MRNA, ktera je cilem dalsi analyzy.

mRNA WWWWWWWWWWWWWWAWAAAAAAAAAA

cDNA (-) strand [TTT l@

PCR Denature

Anneal primer [3' amp|
Extend

Yy [3 amp] (+) strand —
(-) strand [TTTTeeed

Denature

Anneal primerlEI
Extend

Y
[3' amp)| (+) strand |

«{ TR(-)strand |

Denature
Anneal primers:
|3 amp|and [sess|
Extend

Y

Upto-108  [3.amp|  (+) strand |
COPEES of CDNA' TR (-) strand I"“I 73




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:
+ 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

Vysledkem je 256 variant primeru
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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.

gen pro qprtrosy (~Looco &ép)
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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 84
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 rlznou délkou (max. 2000 bp). g




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
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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). 90




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 pritomné v 25 kopiich u G+ (Streptococcgs
pneumoniae). 1
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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
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Navrh pimeru (=) komplementarnich k ohranicujicim sekvencim

—
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Amplifikace repetici pomoci PCR
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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).




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 10 (Msel adapter + Msel restriction site + G) 1 01

Black box : mismatch of 3' end of primer




{(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)
103

¢ 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 104




