Polymerazova retezova reakce

PCR (Polymerase Chain Reaction)




Princip PCR

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

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

K opakujici se enzymoveé syntéze komplementarnich
retézcu vybranych useku dvouretézcové DNA dochazi po
pripojeni dvou primeru vazajicich se na protilehlé retézce
DNA tak, ze jejich 3'-OH-konce smeruiji proti sobe.

PCR umoznuje ziskat pozadovanou zcela specifickou
sekvenci bez klonovani.




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

+ 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 syntézu mohou slouzit oba retezce
dsDNA, po predchozi denaturaci.

m Primery se vybiraji tak, aby se pripojovaly k mistum
ohraniCujicim z obou stran amplifikovany usek.

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




Pocet nove
syntetizovanych
molekul dsDNA pri
jednotlivych cyklech
PCR

2" -1

Pocet novych

Cyklus Cislo| dvoufetézcovych
molekul
1 1
2 3
3 7
4 15
5 31
6 63
7 127
8 255
9 511
10 1023
11 2 047
12 4 095
13 8 191
14 16 383
15 32 767
16 65 535
17 131 071
18 262 143
) 524 287
20 1 048 575
21 2 097 151
22 4 194 303
23 8 388 607
24 16 777 215
25 33 554 431
26 67 108 863
27 134 217 727
28 268 435 455
29 536 870 911

1073 741 823




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

m Reakc€ni smés obsahuje:
+ Templatovou nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA).

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

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

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

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

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




] Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
9 3,

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTUATAASTCGAGTATAT
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAAGRBRALCTAGCTCATATAC

¥ 5
Primy primer dNTPs 1

5° 3’ '

TTGAGAAAGGAATAAEPNAPOL .,

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAAGRBRARLCTAGCTCATATAC

3’ 5°

5, 39

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTUAIAAGTCGAGTATAT!
<——naroL - ICTTTAGCTCATATAC

/ 3 5

dNTPs Zpétny primer
5 3°
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTURIAASTCGAGTATAT!
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAAGRBARLTAGCTCATATAC

3 5
5, 39

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTG TIABIAAGT CGAGTATAT!
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAAGRBRLTAGCTCATATAC

3’ @




REAKCNI PODMINKY PCR

1. Pocatecni denaturace DNA. DulezZita je kompletni denaturace templatu,
obvykle postaCuje zahrati smésina 2 — 5 min/ 95 °C. V pripadée, ze dojde
pouze k castecne denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturuji a to vede
k nespecifické vazbé primeru (,self-priming“) a moznym faleSnym vysledkum.

Vlastni retéezova reakce:

2. Denaturaéni krok (separace fetézcu) : 94 — 95 °C / 20 — 45 s, zalezi
na objemu reakce, tloustce sten zkumavek. NedostateCne denaturovana
DNA neumozniuje pfistup primerum, naopak pfilis dlouha denaturace
snizuje aktivitu DNA polymerazy (stabilni cca 2 hod / 98 °C).

3. Pripojeni primeru (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota urduje specifiCnost a

30 x zavisi na Tm primeru a templatu. Pro oba primery by méla byt Tm
podobna. Ta se optimalizuje v teplotnim gradientu nebo se stanovuje
empiricky.

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

Cyklické stridani teplot jednou zalozené smési zajiStuje prubéh reakce PCR,
provadi se v termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 35 cyklu.

9. ZavérecCna extenze se provadi obvykle po poslednim cyklu (72°C / 5 min) a

slouzi k dokonCeni syntézy a renaturaci jednoretézcovych produktu.




REAKCNI PODMINKY PCR
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KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH SLOZEK
PRI STANDARNI PCR REAKCI

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

+ lidska genomova DNA: 100 - 500 ng
+ bakterialni DNA: 1 —-10 ng
¢ plazmidova DNA: 0,1 —1 ng
m Primery. Sekvence a koncentrace primeru vyznamné ovliviiuje vysledek
PCR.
¢ Optimalni koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 uM.
¢ U nékterych systému muze vySSi koncentrace (az 1 yM) zlepsit
vysledky.
¢ NizSi koncentrace vede k predCasnému vycerpani primeru a snizeni
vytézku.
m dNTP. Vysledna koncentrace se muze pohybovat v rozmezi 50 — 500 uM
(pro kazdy nukleotid)
+ Nejbeznejsi koncentrace dNTP je 200 uM. Pri zvyseni koncentrace
dNTP je tfreba zvysit koncentraci Mg?* iontd.

11




m MgCl,. Volné Mg2+ ionty ovlivnuji 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).
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= DNA polymeraza.

*

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

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

Pridatné latky mohou v nékterych pfripadech ovlivnit ucCinnost a
specificnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urcuje
experimentalne:

¢
4

® 6 6 6 o o

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

dimetylsulfoxid (DMSOQO) (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 — zabranuje vyparovani behem reakce
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Struktura Taq DNA polymerazy

5'-Exonukleaza




BEZCHYBNOST SYNTEZY

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

+ Bunka ma schopnost tyto baze odstranovat opravnymi
mechanizmy.

¢ In vitro Tag DNA-polymeraze tato vlastnost chybi.
Frekvence chbneho zaclenovani za podminek amplifikace in vitro je
asi 2x104.
Chybné zadlenovani je dulezité, pokud jsou PCR produkty
klonovany, nebot kazdy klon je odvozen z jedné molekuly DNA.
Chybne zaclenené baze

J  misincorporation of nucleotides J proofreading polymerase {Pwo)

(mutace) potom obsahuje by Taq DNA pol e e
celé potomstvo. e

ResSeni problému: pouziti

dvojice DNA polymeraz, 4 v

7 nlch i Jed na mé Opravné J leading to truncated PCR products J PCR products can be completed

mechanizmy (proofreading). @




Stanoveni teploty pro pripojeni primeru

m Teplota pro pripojeni primeru (annealing temperature) zkr. T..
Teplota pouzivana pro teplotni hybridizaci molekul primeru a
matricove DNA in vitro. Optimalni teplota pro pripojeni
primeru pri PCR se vypocita podle vztahu:

Ta — 033 X Tﬂfrimer + 097 X Tnfrodukt —25

kde T, Primer je hodnota T, nejméné stabilniho paru primer-
matrice a T,, Produkt je hodnota T,, amplifikacniho produktu.

m Orientacne Ize vypocitat T, podle vztahu:
T,=2(A+T) +4(G+C)-5°C=T,-5°C
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NAVRH PRIMERU PRO STANDARDNI PCR

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

¢ maji rovnhomernou 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 matricove DNA nemaji falesna vazebna mista
e maji T  teplotu 55 - 65 °C

17




Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software (nektery je volne
dostupny na internetu).

Length:

5" Position:
Tm:

AG (25 °C):
Degener acy :
| i

AG (25 °C):
Degeneracy :
PLE %

1/E:

Current 01
5° GATGAGCATTCATC AGGCGGE 3
P.E*: AG (25 *C):
= T 3 = Degeneracy :
wer Primer False Priming Sites = ] 1/E: PE®-

17E:
Lower Primer — M13MP1
P f the &

Optimal Annealing Temperature:

Upper Primer
Lower Primer

Product Ty — Upper Primer Ty
Primers T, difference : 7

| |Concentration

Upper Primer

Lower Primer m
Monovalent Cation m
Free Mgl2+] CE
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PRIKLADY STRUKTUR VYTVARENYCH PRIMERY,
KTERE JE NUTNE ZOHLEDNIT PRI JEJICH NAVRHU

m Chybné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari stabilni
duplex na 3’-konci:

BT TCOAL T CETTOL DD D ST 3
oo |.___.‘.|—|u|—|‘.|.___. |.___. | T |.___.‘.|—|u|—|u|—|‘.|.___.‘_|—|u|—|‘_ M LR NS N

3’ IZIE‘r TTCoEECCTACCTTTATTTOCTC R

® 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:

E!' /27 ||| T T T | 17 (0 | L T T O A
L B gy ‘.I—LI.___. ‘.I—LI_ T ‘HHHHI—LI_ T |.___. J

e F

m Chybne navrzeny primer, vytvarejici vlasenku:

BT T T AR

il
—d
111 [

=11 oy oy

4 4 = T
LT T T T ) -
— |—|‘|__-r‘_|—|‘|__-r‘_|—|‘

19




m Nespravne navrzeny primer s falesnymi vazebnymi misty
na templétové DNA:

R0EM AAGGUTAGAGAL A AT = |:"|II-]H|I'

g, - T T T Ao
EII“IEHII‘TTIJITI uuuuuuu i (1048)3

| I
311471 » acc (12105

mmmmmmm . PR
uuuuuuuuu ATiEE I1||'-1| I_

B Spravneé naereny primer, ktery nemé faleéné vazebna
mista na templatu:
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»HOT START" PCR

m ,Hot-start” PCR vyznamne ovlivhuje specificnost, citlivost
a vytezek reakce

m Princip:
¢ Pri ,hot-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
primert béhem doby nez je dosazena teplota T..

21




m Separace dulezitych slozek reakéni smési je dosazena
nékterym z nasledujicich zpusobu:
¢ Manualne

+ Neékteré slozky jako DNA polymeraza nebo Mg?* jsou vynechany v pavodni
reakCni smeési a pridany manualné po dosazeni teploty
> 70 °C. Nevyhodou je moznost kontaminace a mozna ztrata
reprodukovatelnosti.

+ Fyzikalni separace

+ Reakcni komponenty jsou rozdeleny do dvou smesi, které jsou oddéeleny
bariérou (voskova prepazka, nebo voskove 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
aminokyselinové zbytky blokuji enzym (ten je potom pri pokojové teploté
inaktivni). K aktivaci enzymu dochazi pfi poCatecni denaturaci (,FastStart
Taq DNA polymeraza®).

+ Dalsi inhibitory
+ napr. oligonukleotidy specificky se vazajici na polymerazu 22




DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

1. Stanoveni fyzikalni velikosti produktu Priklad standardni
i : gelove elektroforezy
gelovou elektroforéezou (agaroza, s produkty PCR
: ; 5zovém gelu.
polyakrylamid). Detekce obarvenim a v A9arozovem gel
o v 1 = hmotnostni st.
pozorovani pod UV svetlem. 2 - 4 = produkty PCR

2. Oveéreni specificnosti produktu

= St&peni produktu restrikénimi enzymy a
posouzeni spektra vznikajicich
restrikCnich fragmentu (PCR-RFLP)

m  Sekvencovani
3. Detekce kvantitativni — v realném case

=
—
—

—
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Kontaminace pri PCR

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

®  Pro minimalizaci faleSnych pozitivnich vysledku je doporuceno:
¢ pouzivani autoklavovanych roztoku

o 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 vnitfnich kontrol

m  Vylou€eni kontaminace je duleZité zejména tam, kde je potfeba pouzit
vysokého poctu amplifikanich cyklu, aby bylo dosazeno pozadovaného
produktu

¢ nizkokopiovych templatu DNA
¢ degradovanych vzorku.
m V pripade pochybnosti je nejlepSim pristupem opakovani experimentu
s uzkostlivou pozornosti k detailim a kontrolam.
m Jako zdroj kontaminace DNA je nejCastéji uvaden:
+ prenos kontaminujici DNA z dfive amplifikovanych produktu PCR,
¢ vzajemna kontaminace zdrojovych materialu,

+ kontaminace plazmidem z rekombinantniho klonu, ktery obsahuje cilovou

sekvenci. 24




Jako prevence pred prenosem kontaminujici DNA je v reak¢ni smési
rutinn¢€ pouzivana ndhrada dTTP za dUTP. Naslednym pusobenim
uracil-N-glykosylazy na reakCni smés pred zahajenim amplifikace.

g X amplifikovana nukleova kyselina
1 |

7/
+ dATP, dGTP, dCTP, dUTP

A G U
U ¢ A produkt PCR

hybridizace, klonovani nasledujici PCR

o
nebo sekvencovani ‘{v

—p—

C A U A U
u A U A
[l 1 1 b —-

l uracil-N-glykosylaza

A odstépeni uracilovych zbytku

b —
l denaturace (95 °C)

e F
I A G

A G
¢

1

A
1

rozstépeni retézcl
A
1

——

|
I

* nedochazi k amplifikaci



VYUZITi METODY PCR

Zakladni vyzkum

¢ izolace genu nebo jejich casti
sekvencovani DNA
mutageneza in vitro
modifkace koncu DNA

analyza (selekce) klonu z
genovych knihoven

¢ pfiprava znacenych sond

* & o o

Aplikovany geneticky vyzkum
¢ prenatalni diagnostika
(dédicnych chorob)
detekce mutaci v genech

studium polymorfizmu genu
(napf. RAPD)

¢ populacni genetika

Vyuziti v klinickych
disciplinach

*

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

identifikace onkogenu
typizace nadoru

stanoveni pohlavi

Vyuziti v praxi

¢

*

*

archeologie
soudnictvi
kriminalistika

26




PCR amplifikace se pouziva k detekci
bakterialnich a virovych infekci

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

¢ vyzaduje nékolik tydnu (mykobakterie)
+ nékdy metoda malo citliva (protilatky)
m Zvlastni vyznam ma PCR pfi diagnostice viru, napr. HIV.

¢ Cilem je detegovat infikovaneé bunky na pozadi mnohonasobné
pocCetngjSich neinfikovanych bunék.

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

m U tuberkulozy je pomoci PCR prokazovan néktery z vysoce
konzervativnich genu (sekvenci) mykobakterii pomoci primeru
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 bacilt v 10°
eukaryotickych bunek. 27




PCR je pouzivana k monitorovani terapie rakoviny

N_ekte re _fo rr,ny rako_ == Nepfipojuje se1k8tgr§u1tc chromozomu == Nepfipojuje sliziito chromozomu
viny vznikaji jako

vysledek chromozo-
movych translokaci
tykajicich se znamych
genu. Napfr. existuje
translokace mezi
chromozomy 14 a 18

u folikularniho lymfomu

Techniky PCR jsou
schopny detekovat
jedinou buriku z 10°
normalnich bunék, tedy
daleko citliveji nez

hybrldlzacnl metOdy' R —— PCR fragmentysd;efin;){}anou

. eden produkt variabilni velikosti a exponenciainé se Jeden PCR produkt variabilni
Dva PCR primery se velikosti v kazdém cyklu ol velikosti v kazdém cyklu
vyberou ze sekvenci

sousedicich s misty zlomu na kazdém chromozomu. Pak pouze v bunkach, kde
probehla 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, Zze mRNA predstavuje jiz amplifikacni produkt
daného genu genomové DNA.

;(:

=\
=
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PCR je pouzivana ke
stanoveni pohlavi u

prenatalnich bunék R P
» C) O
O O (

Kultivace do 6. - 10. bunééného déleni

m Sirokou oblasti vyuziti PCR je prenatalni
diagnostika obecne.

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

m Pri oplozeni in vitro se odebere jedna bunka Odebréni 1 bufiky z embrya
Z rane zygoty pomoci mikromanipulatoru,
vyizoluje se DNA a ta se popdorbi H u u
amplifikaci pomoci specifickych primeru.
Prokaze se amplifikacni fragment. Vysledku

Amplifikace Y-specifické sekvence

o 1 2 @BEE 5 & B
)

se pak vyuziva v genetickém poradenstvi pri ———————

vyberu samicich embryi pro implantaci. Saméi specificky

fragment

e ——

Elektroforéza PCR produktt




Analyza genoveé vazby

s vyuzitim jednotlivych spermii

a)

b)

d)

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

Jednotlivé spermie se prenesou do
zkumavek, amplifikace obou lokusu
probehne soucasné za pouziti dvou sad
primeru

Reakcni 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 lze odecist haplotypy
kazde ze spermii, z nich pak vypocitat
frekvenci rekombinace mezi obéma
lokusy a stanovit genetickou vzdalenost
mezi nimi.

(a)
HBG2 PTH

L

Chromosome 11

FACS (Fluorescence

// l \Wated Cell Sorter)

IR

PCR amplify both
PTH and HBG2
polymorphic

sequences

3

Spot products of PCRs

on nitrocellulose and
P test with allele-specific
= probes

Derive the haplotype
Sperm [ 4 5 of each sperm and
number calculate linkage
Haplotype Ab Ab ab  between PTH and
HBG2




Kvantitativhi PCR (qPCR)

Polymerazova retezova reakce
sledovana v realném Case (real-
time PCR, online PCR, kinetic
PCR, quantitative PCR, zkr. Q-
PCR).

Varianta PCR umoznuijici
primou kvantifikaci PCR-
produktu v realneém Case

provadi se prostrednictvim
detekce a kvantifikace
fluorescencniho signalu ve
specialnim pristrojovem
zarizeni, které umoznuje

¢ cyklicke stridani teplot
¢ detekci fluorescence

¢ monitorovani postupu PCR
v realnem Case bez nutnosti
detekovat PCR-produkty
elektroforeticky

Alr heating and cooling
for rapid temperature
ramping

Heating cod

Stepper motor
o position samples
oVEr apiics

Sealed 20 2l sample
capitlary with superkor
surface-to-volumse ratks

Canousel with

capacity for

32 samples
Stepper mator
to position
fluorimeter

Filters

i
Photohybrids ‘

Maintenance-free
LED Bght source Microvalume fluarimener with
Rodensiock quality aptics




Na DNA se vazajici interkalacni barviva

m Pro kvantifikaci amplikonu se bézne pouzivaji fluorescencéni
kyaninova barviva SYBR® Green, ktera fluoreskuji po vazbé na
dsDNA.

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

m Fluorescencéni signal se zvySuje se vzrustajicim mnozstvim PCR-
produktu.

m  Signal se méfi na konci elongace nebo kontinualné.

m Na DNA se vazajici barviva nemohou byt pouzita u mnohonasobnych
reakci

m Hlavnim omezenim je nemoznost odliSeni nespecifickych produktu.
m  Nespecifické signaly tvorené dimery primeru mohou byt zhaseny pfi
pouziti primeru znacenych specifickymi fluorofory. 32




Fluorescencni vymeény pri gPCR

m Pro znaceni primeru a hybridizaCnich sond se pouzivaji
specifické molekuly fluoroforu

+ emituji svetlo urcité vinoveé délky po predchozi absorpci svetla
odlisne vinoveé delky
¢ emitovana vinova delka svetla je vzdy vyssi nez absorbovana

m Dvojite fluorescencne znacené sondy obsahuji krome

fluoroforu také zhasec
¢ molekula, ktera prijima energii z fluoroforu ve forme svétla a
zpusobuje jeji rozptyleni
+ ve forme svetla s vyssi vinovou délkou
+ ve forme tepla
¢ k dosazeni optimalniho zhaseni je treba, aby se absorbcni
spektrum zhasece prekryvalo s emisnim spektrem fluoroforu.
m V soucCasné dobé existuje mnoho fluroforu uréenych pro
jednobarevné nebo vicebarevné mnohonasobnée detekce

polymorfnich sekvenci

33




m Jedna z nejCastéji pouzivanych dvojic fluoroforu pfi metodach
FRET
¢ donorovy fluorofor FAM (6-karboxyfluorescein)
¢ akceptorovy fluorofor TAMRA (5-karboxytetrametylrhodamin).
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TaqMan technologie

a
m Hybridizacni metoda, | g 0
kKterou vyuziva kvantita- %[I]]ﬁ]ﬂﬁ Q:D]]T]ﬂﬂi
tivni PCR napf. pro -
detekci bodovych mutaci 1Extenze prostfednictvim PCR

m Oligonukleotid s fluores-
cencni znackou
a zhaseCem se vaze
na vnitrni cast ampilifi-
kované sekvence

m Pokud primer vytvari homoduplex
(a), je rozlozen
5'-exonukleazovou aktivitou
DNA-polymerazy a vznikne
fluorescence

Polymeraza




Modifikace PCR pouzivane pri
analyze genomu
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Amplifikace sekvenci klonovanych ve vektorech

Transformované bakterie
s rekombinantnim vektorem

PCR je pouzita
pro amplifikaci
klonované DNA

s vyuzitim primert
pro vektorove
sekvence

Analyza PCR produktd na gelu
Metoda je vhodna pro skrining knihoven




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

Cilova sekvence 3

56

Denaturace l a pfipojeni primert 1 a 2 \'\

3? Crraacecea s
Primer 2

Primer 1
# 3
m Pridavané sekvence
¢ RE mista

Hl'ﬂdl” Target region ECO Rl * PromOtory

Al S o Terminatory
+ cocerrochs [ cadecose o Translagni

signaly
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Asymetricka PCR  ©

Podobné jako jiné DNA, Ize produkty — = PCR fragment
wes————  dvoufetézcové DNA
PCR sekvencovat. Primer neni l Denatur:c(;ua pfiFije\r:i primeru
z - s /

Templatem pro San_geroy,u metodu dﬁPOZ'Ci __ Dostupny primer
jsou ssDNA. Pro jejich pripravu se e
pouziva se technika oznaCovana jako * Ty
asymetricka PCR, pfi niz jsou tvoreny P S
preferencné ssDNA. B

, v , Denaturace a pfipojeni primer(
Standardni PCR se zaloZi s tim e e PrPAIETP
rozdilem, ze vychozi koncentrace S —
primeru se |iSi faktorem 100 (ij. jeden $ Syntéza noveho fetézce
z primeru je ve 100 x vySSi konectraci —
flez d‘ru h’y) ) /* Denaturace a pripojeni primeru
Dvouretézcové DNA fragemnty se —

e S — i

tvori az do doby, nez se jeden z
primeru nevycerpa.

Druhy primer pak dale syntetizuje =

pouze jeden z fetézcu - i kdyz se tento / | Denaturace a pfipojeni primert
tvori spise linearni nez exponencialni __

rychlosti, je jeho mnozstvi postacujici

pro sekvencovani.

& Syntéza nového fetézce

l atd.




Obracena PCR
(I-PCR)

PCR umoznujici
amplifikovat useky DNA
O heznameé sekvenci
ohranicené na obou
stranach DNA se znamou
sekvenci.

znama
sekvence

oblasti s neznamou

sekvenci
-’

Stépeni restriktazou J'
ve specifickych mistech ‘

C

cirkularizace a ligace '

mnoho |
kruznicovych molekul Primer 1 JCTn

O O primery se pfipojuji

Q ke znamé sekvenci

a sméfuji smérem ven
AnAAAAA]

analyza sekvence

pfiprava sond pro mapovani chromozomu
nebo primeru pro PCR




Zpétna (reverzni) PCR (RT-PCR)
detekce sekvenci na RNA

RNA nemuze slouzit jako templat pro PCR.

Produkty RT-PCR se tvori, jestlize je izolovana RNA nejdrive
prevedena na cDNA pomoci retrovirove zpetne 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 nefunkcni

nad 42°C. Navic v nékterych pripadech znemoznuje prevod RNA na
cDNA, zejmeéna 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 pritomnosti Mn?* iont0 pfi 72°C.

¢ Pomoci stejného enzymu je poté provadéna PCR reakce.
Pouziti:

¢+ mMRNA

¢ virové genomy (napr. hepatitis C virus, virus chfipky, pikornaviry)
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Princip RT-PCR

Reverse transcription:
M-MulV or AMV Reverse Tran-
scriptase or Tth DNA Polvmerase.

==

1 Primer: Oligo (dT),,.,, or hexamers
or site specific primer

cDNA

Primer: site specific primers

Amplified DNA




Navrh primeru pro RT-PCR
RT-PCR amplifikace mRNA vyzaduje dvojici specifickych primeru.

Primery muzeme navrhnout tak, abychom odlisSili produkty vznikaci pfi
RT-PCR a pfi standardni PCR s genomovou DNA.
Dva pfistupy pro navrh primeru:
o Primery, ktere se pfripojuji
k sekvenci 2 exonu na obou Genomic DNA
stranach urcitého intronu.
Amplifikacni produkt
z genomové DNA je vétSi nez l
produkt RT-PCR. RE-PERprOMmE

+ Primery komplementarni [
k sekvenci na spojeni [

PCR product

no PCR product

upstream primer downstream primer

exon/exon. Takové
primery neamplifikuji
genomovou DNA.

RT-PCR product




Usporadani RT-PCR reakce

m Jednokrokova RT-PCR = Dvoukrokova RT-PCR

¢ Tth DNA polymeraza ¢ Prvni krok: zpéetna
¢ dvojice primert transkriptaza + oligo(dT)
« syntéza cDNA za ¢ Druhy krok: Taq DNA
pfitomnosti Mn2* polymeraza + dvojice
= Vyhody: primeru
o rychlost - VyhOdy:” | .
« neni riziko kontaminace ¢ umoznuje optimalizovat

oo - zvlast zpetnou transkripci
¢ VvySsi citlivost (probiha pri 2 zvlast PCR
vySSi teploté) vy x .
¢ umoznuje syntezu
dlouhych produktu
(az 14 kb)
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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 zaklade zpetne Trp Asp Thr Ala Gly GIn Glu

HERSE Aol [l 5' TGG GA Y ACN GON GGl CAR GA 3
motivu

¢ Degenerace je zajistena
pri syntéze primeru. Neni
nutné objednavat zvlast

vsechny varianty Vysledkem je 256 variant primeru
m  Priklady vyuziti:
+ Vyhledani sekvence DNA na zakladé sekvence aa stanovené u proteinu
+ Vyhledani a klonovani homologickych genu napf. Clovéka a mysi
+ Hledani a studium genovych rodin s urcitou strukturni podobnosti
+ Fylogenetické a evoluéni studie: hledani a srovnavani ortolognich genu
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