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Amplifikacni metody



Amplifikacni techniky v molekularni diagnostice NK

e Lze rozlisit do 3 skupin:
* Podle toho, co se amplifikuje
* Podle toho, ktery enzym se vyuziva




1. Skupina metod

které vyuzivaji amplifikace cilové sekvence NK:
PCR — termmostabilni DNA polymeraza
transkripcni amplifikacni system (TAS) a jeho
modifikace — RNA polymeraza, RNaza H,
reverzni transkriptaza

amplifikace s vytesnovanim retezce (SDA) —
DNA polymeraza, restrikCni endonukleaza
amplifikace otacCivou kruznici (RCA) — DNA
polymeraza



2. Skupina metod

« Které vyuzivaji amplifikace molekul
detekcCni sondy

* ligazova amplifikacni reakce (LAR),

igazova retezova reakce (LCR) — T4

igaza, termostabilni T4 ligaza

« Amplifikace RNA sondy pomoci Q beta
replikazy — Q beta replikaza




3. Skupina metod

Ktere vyuzivaji amplifikace (zesileni)
signalu na detekcni sonde

Vetvena DNA (branched DNA, bDNA)
Amplifikace signalu s vyuzitim syntézy a
stepeni slozené sondy (NEESA, SISAR,
Invader)

Amplifikace signalu s vyuzitim DNA Cipu



Amplifikace cilové sekvence NK

« Amplifikacni systemy zalozené na replikaci
DNA

« Konvencni PCR a jeji modifikace

* Hnizdova (odstupnovana, nested) PCR
* Multiplexova PCR

* Reverzne transkripcni PCR

* In situ PCR

- EMA/PMA PCR



Metody urcene k detekci
polymorfismu — typisacni metody

Genotypizace zprostredkovana PCR

Reakce polymerazova retezova nahodna
(arbitrary primed AP-PCR, RAPD, DNA
amplified fingerprinting DAF)

Je pouzivan 1 kratky primer, ktery se vaze
na cilovou DNA na nahodnych mistech

Vysledkem je soubor amplikonu
charakteristicky pro dany organismus



Polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentu

 AFLP — amplified fragment length
polymorfism

* Typisacni metoda, ktera vyuziva selektivni
amplifikaci souboru fragmentu DNA
vytvareného stepenim restrikCnimi
endonukleazami.

» Vysledkem je soubor amplikonu
charakteristicky pro dany organismus



PCR-RFLP

* Diagnosticka a typisacni metoda
vyuzivajici kombinaci metod
polymerazove retezové reakce a analyzy
polymorfismu restrikénich fragmentu
amplifikovaneho useku DNA

 Metoda ARDRA — je amplifikovana a
nasledne stepena rDNA



PCR-ribotypizace

» Typisacni metoda vhodna pro
charakterizaci genomu vetsiny bakterii

» Je zalozena na amplifikaci intergenovyvh
mezerniku mezi geny pro 16SrRNA a
23SrRNA pomoci PCR



PCR interrepetitivni

* Rep-PCR
» Typisacni metoda, pri ktere se amplifikuji
sekvence oddeélujici v genomu ruzne typy

repetici (napr. REP elementy, ERIC, BOX,
IS elementy)



PCR v realném case

Real-time PCR, online PCR, gPCR
Diky detekci fluorescence

Varianta PCR, ktera umoznuje detekovat PCR
produkt on-line, v realnem Case, behem jeho
syntézy

Tento zpusob detekce umoznuje i kvantifikaci

Vyhodou je vetsi citlivost, rychlost a snadnost
provedeni a moznost zpracovat velké mnozstvi
vzorku soucasné



PCR v realném case

* vyuziva barviva, ktere fluoreskuje po
vazbeé na dsDNA (SYBRGREEN)

* Fluorescencni signal se zvysuje se
vzrustajicim mnozstvim PCR produktu

* Nevyhoda: vaze se na vsechny ds DNA,
i na dimery primeru



Analyza krivky tani

* je metoda, ktera se pouziva po ukonceni

real-time PCR reakce

ke zjisténi povahy produktt PCR
* k odliseni specifickych a nespecifickych

produktu PCR reakce.

* nespecifické produkty maji odlisnou

(obvykle nizsi) hodnotu
specificke.

m nez produkty
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PCR v realném cCase dale vyuziva

* luorescentne znacenych hybridisacnich
sond

» ktere se pomoci komplementarniho
parovani bazi vazou na vznikajici PCR
produkty (vnitrni cast amplikovane
sekvence)



Fluorescence vznika

* Pote, co se fluorofor vzdali od zhasece tj.
pote, co je odbouran DNA polymerazou

* Po navazani 2 znacenych sond tesne
vedle sebe — dochazi k prenosu energie
mezi fluorofory a 5°a 3 'koncich sond

* (metodu Ize pouzit i pro detekci bodovych
mutaci)



Pro on-line detekci se pouzivaji

 {ri systémy

* DNA sondy degradovane polymerazou
* Vlasenkoveé sondy

* Hybridisacni sondy



Sondy odbouravané polymerazou

* Oligonukleotidove sondy komplementarni
s vnitrni sekvenci PCR produktu

« Znacené fluorescencni znackou (fluorofor)
a fluorescencnim zhasecem (funkcni
skupina, ktera eliminuje fluorescenci)

* Pri syntéze PCR produktu se vyuziva 5°-3°
exonukleazové aktivity Taq polymerazy,



Taq polymeraza s 5'-3 aktivitou

* rozeznava hybridni strukturu sondy a
hydrolyzuje ji od 5°konce

* Tim se uvolnuje fluorofor a rusi se jeho
interakce se zhaseCem

* Fluorescence se zvysuje s pribyvajicim
poCtem amplifikacnich cyklU

« Stanovuje se fluorometrem



Sondy jsou navrhovany tak

Aby mely nizsi teplotu tani (Tm) nez je Tm
primeru

Aby dochazelo k maximalnimu vyvazani
sondy pred pfipojenim primeru

To je rozhodujici pro uspesne stepeni
sondy a uvolnovani fluoroforu

Komercni nazev sondy tohoto typu je
TagMan



Obr. Princip detekce pomoci sond odbourévanych polymerézou
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Vlasenkove sondy

Neboli molekulové majacky (beacon) jsou delSi a
Na svych koncich maji invertované repetitivhi sekvence
Diky nim vznika viasenkova struktura sondy

Na jednom konci je fluorofor, na druhém konci je zhasecC
a obé skupiny jsou tésné vedle sebe

Vnitrni sekvence vlasenky je komplementarni k Cast
cilové oblasti (PCR produktu)

Pri hybridizaci sondy k cilové oblaszi dochazi k oddéleni
zhasece a fluoroforu

A tim ke vzniku fluorescence, kterou lze méfrit



Vlasenkove sondy
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Vlasenkove sondy

Maji komercni nazvy Amplifluor, Scorpion
Soucasti sondy Scorpion je kratka
sekvence, ktera slouzi jako primer v pCR
reakci

Tato sonda zustava navazana na vznikly
PCR produkt

Princip detekce amplikonu pomoci
upravene vlasenkove sondy je uveden na
Obr.



Obr. Princip detekce pomoci upravené viasenkové sondy "Scorpion”

(a)
Heat to denature

Y

Rk B A Bk B 8 b & & 3 0 2 2 8
-

® .
Cool and
anneal primers

(© +
i Extension phase
s @@~
5
()
Heat to
denature
(e)
Cool and detect fluorescence
®*~— o " ¥

D/ . Fluorofor —>.- PCRprimery @ Zhaled

— Sekvence sondy —— Amplikony "~ PCR blocker =L Cilova DNA

Scorpion. (a) poc&atedni denaturace sondy a cilove sekvence. (b) pripojeni priméru.
(c) syntéza DNA (d) denaturace produktu (&) sniZeni teploty a detekce fluorescence.




Hybridisacni sondy

Vyuzivaji 2 specificky znacené oligonukleotidové
sekvence

Donorova a akceptorova sekvence,
Které vyuzivaji prenos fluorescencni rezonancni energie
3’konec donoroveé sondy byva znacen fluoresceinem

5’konec akceptorove sondy byva znacen LCRed 640
nebo LCRed 705

Obé sondy jsou navrzeny tak, aby hybridizovaly s
cilovou sekvenci v tesne blizkosti (1-5 bp od sebe)
zpUisobem ,hlava k paté*

Po hybridizaci dochazi k prenosu fluorescencni
rezonancni energie

Signal je detekovan fluorometrem
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Kvantifikace pomoci gPCR

* Tj. presné stanoveni vychoziho poctu kopii
templatove sekvence DNA

* Fluorescence je merena behem kazdeho
cyklu PCR a jeji intenzita je pfimo umerna
mnozstvi amplikonu v reakéni smeési.

« Kvantifikace se provadi prostrednictvim
matematicke analyzy amplifikacnich
krivek vzniklych vynesenim nameérene
fluorescence oproti cyklu PCR



Amplifikaéni kfivka

ma esovité zakriveny tvar
Ize ji rozdélit na 3 Casti:
1) pozadi daneé pfirozenou fluorescenci (,background,) .
fazi, kdy je PCR produktu tak malo, ze jejich
fluorescence jesté nedosahuje méritelnych hodnot;

2) exponencialni faze, kdy mnozstvi PCR produktu
exponencielné roste (tato faze trva asi 4-8 cyklu) a

3) fazi plato, kdy dochazi k saturaci, mnozstvi PCR
produktl se dale neméni a fluorescencni signal zustava
konstantni.
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Plati, ze

« ¢im drive amplifikacni krivka dosahne
exponencialni faze, popr. prekroci urcity
fluorescencni prah umistéeny do této faze,

+ tim vice molekul cilové DNA bylo pritomno
ve vzorku na pocatku reakce

 Pouzivané matematické modely pracuji s
hodnotou zvanou CT (,,threshold cycle"),
ktera se rovna cyklu, kdy amplifikacni krivka
prekroci zmineny fluorescencni prah
umisteny do exponencialni faze reakce..



Pouzivané matematicke modely

pracuji s hodnotou zvanou CT (,threshold
cycle”),

 ktera se rovna cyklu, kdy amplifikacni
kfivka prekroci fluorescencni prah
umisteny do exponencialni faze reakce.
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Kvantifikace

o Absolutni
e relativni



Absolutni kvantifikace

se pouziva napfr. pfi detekci specifickych
mikroorganismu

primo determinuje vychozi pocCet kopii cilovych molekul
DNA mikroorganismu

Vyuziva linearni vztahu mezi logaritmem poctu
templatovych kopii DNA ve vzorku a hodnotou CT
prislusné amplifikacni krivky.

Amplifikuje se vzorek o neznamé koncentraci spolecne
se standardy o znamé koncentraci

Pomoci standardu se ziska kalibacni kfivka, ze které Ize
odecist vychozi koncentraci neznamého vzorku.



Absolutni kvantifikace

* Regresni koeficient kalibracni krivky musi
byt R%>0.985

» Uginnost amplifikace M = -3.0 az — 3.5
« K amplifikaci dochazi v exponencialni fazi
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Relativni kvantifikace

ktera se pouziva ke stanoveni miry genove
exprese

zpravidla nevyzaduje sestrojeni kalibracni
primky.
Porovnava se relativnhi zména genove exprese

(relativni expresni pomer) v testovanem vzorku
oproti kontrolnimu vzorku

Hodnota CT amplifikaCni krivky daneho genu se
normalizuje oproti CT housekeeping genu.



Vyuziti PCR a jejich modifikaci

* ve vyzkumu a v praxi



Zakladni vyzkum

|zolace genu

Mutageneze in vitro

Analyza klonu a genovych knihoven
Priprava DNA sond



Aplikovany vyzkum

* Prenatalni diagnostika dedicnych chorob
* Detekce mutaci v genech
« Studium polymorfismu genu



Klinické aplikace

Detekce patogennich bakteérii, vird,
prvoku,hub

Typizace patogennich mikroorganismu
|dentifikace onkogenu

Typizace nadoru

Stanoveni pohlavi



Ostatni obory

Archeologie

Soudnictvi

Kriminalistika

Slechténi rostlin a zivogichi
potravinarstvi



