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Kdo za to muze ?




Princip PCR

Polymerazova retézova reakce (polymerase chain
reaction — PCR) umoznuje ..................

PCR probiha v ...........

=)

denaturace annealing

extenze



Amplifikace znamena, ze ...

Z kazdé molekuly amplikonu vznikaji v kazdém
cyklu ............... nove



Mnozeni amplikonu

Cyklus €. Primarni | Sekundarni | Amplikony Celkem
(pro X =1)

0 0 0 0 1

1 2 0 0 2

2 2 2 0 4

3 2 4 2 8

4 2 6 8 16

) 2 3 22 32
Obecné 2X x(2n-2) 2222727 (2M)x

X = pocet matric na pocatku, n = pocéet cyklu




Vytézek PCR

Cyklus ¢. Primarni | Sekundarni | Amplikony Celkem
10 2 18 1 004 1024
20 2 38 10485438 | 10242
30 2 58 ~11x10° | 10243
40 2 78 ~11x 1012 | 10244
50 2 08 ~11x10° | 1024°




Primer forward a reverse

Pozice primeru na cilové molekule DNA
Urcuje ..........c..... - R amplikonu




,oyntéza DNA probiha jen ve
smeéru ...=» ...“. Tak to priroda
stvorila!

Tedy primery musi zacinat
..... - koncem a konc it .... -
koncem. Na ... - konci je OH
skupina, ke které se pripojuje

vstupujici dNTP




Primer forward

» musi svym 3°- koncem smerovat ,,dovnitr
budouciho amplikonu

> je komplementarni ke ,,spodnimu“ retéezci
> ale ma sekvenci ,,horniho* retézce

TGATGCGTTCGTATCATT AATCGATGGTTTCGTATC

forward )
5" —— 3

ACTACGCAAGCATAGTAA TTAGCTACCAAAGCATAG




Primer reverse

» musi svym 3°- koncem smerovat ,,dovnitr
budouciho amplikonu

> je komplementarni k ,,hornimu* retézci
> ale ma sekvenci ,,dolniho‘ retéezce

TGATGCGTTCGTATCATT

forward 3 5°
5 e— 3 reverse

ACTACGCAAGCATAGTAA




POZOR !

Primery se zapisuji ve smeéru
5’3", tedy 5°- konec nalevo a
3°- konec napravo

Plati to jak pro primer forward (kde
je to jednoduché), tak pro primer
reverse — podivejte se na dalsi
snimek, jak to dopadne !!!



Jak zapsat primery ,,na papir‘

Ackoli na schéematu lezi primery takto:

Napsat ,,na papir® je musite takto:

forward  5°- TGATGCGTTCGTATCATT - 3~
reverse ~ 5°- GATACGAACCATCGATT - 3~
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Podivejte se




Kdyz napisete primer reverse takto

reverse 5’ AATCGATGGTTTCGTATC — 3

» syntéza z obou primeru bude probihat ve
stejném smeru

> nebude dochazet k amplifikaci




Kdyz napisete primer reverse takto

reverse  5’- CTATGCTTTGGTAGCTAA - 3

> polymerace z takového primeru nemuze
probihat, retézce nejsou antiparalelni




Technicke provedeni PCR

Termocyklery

»mikroprocesorem kontrolované
zarizeni, které obsahuje kovové
reakéni bloky vyhrivané a chlazené
polovodici (Peltierova pumpa), vodou,
vzduchem nebo mikrovinami

Termocyklery dokazi automaticky
rychle meénit teplotu v reakcénich
blocich mezi tremi zakladnimi
teplotami PCR cyklu




Pocet amplikonu

Co se déje uvnitr termocykleru ?

Konec reakce
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Vysledek PCR

zaznam z elektroforezy v agarézovem gelu

100 bp ladder
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Zopakujte si faktory ovlivnujici PCR

Faktory chemicke

1)
2)
3)
4)
S)
6)

Faktory fyzikalni

1) PocatecCni denaturace

2) Pripojeni primeru

3) Syntéza nukleotidovych retézcu
4) Pocet cyklu

5) Zaverecna extenze

Mnozstvi Tag polymerazy

Reakcni pufr
Mnozstvi dNTP
Primery

Objem PCR reakce
Kvalita DNA



A Jak byste naamplikovali virus HIV?

Jaky genom ma virus HIV?

RNA, proto pouzijeme tzv. RT-PCR




RT - PCR

virova RNA

— ) qu—

1 zpétna
transkripce

1 PCR

I
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SSDNA



Vyuziti PCR pro detekci
mikroorganismu

Specificita
» schopnost reakce amplifikovat pouze
cilovy produkt

» schopnost primeru vazat se pouze na
cilovou sekvenci

Senzitivita
> limitni detekéni mez

» pocet kopii cilové sekvence, kterou je
reakce jesté schopna amplifikovat do
viditeIného produktu



Detekce a ldentifikace

Primarni detekce

» zachyt patogenu v primarnich odbérech vzorku
(krev, tkaneé, telni tekutiny, potraviny, stery, ..)

» pozadavek na specificitu i senzitivitu PCR

Sekundarni detekce

» zachyt cilové sekvence v narostlé bakterialni
kulture

» pozadavek na specificitu PCR

ldentifikace
> rozliSeni genu, kmenu, druhu, toxinu, apod.



Evaluace PCR systemu
Prevzate z literatury Nove vyvijeneé
Panely pozitivhich a negativnich kontrol

Test specificity PCR reakce
» primarne teoreticky pri navrhovani systému
» panel znamych zdroju (bakterialnich druht)

Detekcni limit PCR reakce

» na rekombinantnich plasmidech

» na vzorcich se znamym obsahem
detekovanych sekvenci



Postup vysetreni

Zpusob odbéru vzorku

» kontaminace pri odbéru
» mnozstvi materialu

Manipulace se vzorkem
> teplota skladovani

Uskladnéni vzorku
> teplota skladovani
» doba do izolace DNA
» doba od izolace DNA do provedeni PCR

Viastni PCR



System PCR kontrol

Vyloucit
» falesnou negativitu — kontrola inhibice PCR reakce
» falesnou pozitivitu — negativni izola€ni kontrola

Zajistit
» funkénost vSech komponent a spravny prubéh
» reakce - pozitivni kontrola
» spravny prubéh izolace — pozitivni izolacni
kontrola



Amplifikacni systemy
zalozene na transkripci



Transkripcne amplifikacni systemy

Vyuziva transkripci in vitro a nikoli replikaci
s Taq polymerazou

» nejbéezneéjsi varianta je znama pod
nazvem NASBA (Nucleic Acid Sequence
Based Amplification) nebo 3SR (Self-
sustained Sequence Replication)

» je vhodnejsi pro detekci molekul RNA
> vyuziva RNA polymerazu
> je to isotermicky proces

Je to kontinualni série zpétnych transkripci
matrice RNA a transkripci vzniklych DNA



Prubéh NASBA
RNA matrice
S——""T"T 777 1T/ 3

DNA primer A s

promotorem pro T7 e T
RNA-polymerazu




Prubeh NASBA

RNA matrice
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Zpetna transkriptaza



Prubeh NASBA

RNA matrice

§yF 711717 3
17

RNaza H — degradace RNA



Prubéeh NASBA

Vznikla dsDNA s promotorem pro T7 RNA polymerazu

5° 0 L L L L L L I DO
17

DNA primer B



Prubeh NASBA

Vznikla dsDNA s promotorem pro T7 RNA polymerazu
5’ 8 L L L L I O
7

Transkripce T7 RNA polymerazou ’

A tim skoncil prvni ,,cyklus*



Prubeh NASBA

Produkty RNA z 1. cyklu
. 3
> TTTTT
BIb 5’

DNA primer B



Prubeh NASBA

Produkty RNA z 1. cyklu

5 R B e = 3
BIb 5’

zpétna transkriptaza



Prubeh NASBA

=) S o O O 3
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RNaza H



Prubeh NASBA

Vznikla dsDNA s promotorem pro T7 RNA polymerazu

> T
|7

primer A
Transkripce T7 RNA polymerazou

3 LL1l] 5
G S
N

A vracime se zase na zacatek ...



Vylepsené pristupy

Amplicon RNA
SRV AV V VoV Vb




Prakticke vyuziti?
» Molekularni diagnostika lidskeho
papilomaviru
» Detekce rezistence k azidotyminu u viru HIV-1

» Detekce obtizne kutivovatelnych bakterii
(Chlamydia trachomatis, Mycobacterium
tuberculosis)



Metoda SDA

strand displacement amplification
amplifikace vytesnovanim retéezce

» Metoda vyuziva schopnosti DNA polymerazy
Iniciovat syntézu DNA v misté jedno-
retezcoveho zlomu v cilové molekule a
vytésnovat retézec se zlomem béhem noveé
syntézy

» Vytésnené retézce jsou substratem pro dalsi
cyklus SDA

Jedna se o izotermickou reakci



Prubéeh SDA

denaturace dsDNA

FMMTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T TTI Tl
UL L L L L L L L L L L L L L L)



Prubéh SDA
pripojeni primeru

FMMTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T TTI Tl
LU LLIILL

Primery obsahuji restrikcni misto na 5°-konci



Prubéeh SDA
Polymerizace s dNTP a dNTPaS

FTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T I TT I I ]
L LU L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L]

dNTPaS = thio substituovany NTP, nestéepitelny



Prubéeh SDA

Vytvoreni jednoretéezcového zlomu

0

Extevigts Soh piiyymesazou




A vsechno se opakuje
pripojeni primeru

FMMTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T TTI Tl
LU LLIILL



Vyuziti SDA

Detekce obtizneé kultivovatelnych
mykobakterii

Detekce Chlamydia trachomatis a Neisseria
gonorrhoeae (Becton Dickinson ProbeTec
ET assay)

Detekce Herpes Simplex Virus la ll (BD
ProbeTec)

Diferenciace Saccharomyces cerevisiae
metodou AFLP provedenou technikou SDA



Dalsi informace k detekcnim
systémum na bazi SDA se doctete
na komercnich strankach firmy

Becton Dickinson

http://www.bd.com/ds/




SDA na cCipu

Lab Chip, kveten 2012, DOI:10.1039/C2L. C40384F

> Elektrochemické bezkontaktni méereni
vodivosti v reakéni komurce v realném case

» S rostoucim poctem produktu roste vodivost
» Citlivost 0,1 pg/pl, minimalni pozadi
> Zadné znaéeni DNA



http://dx.doi.org/10.1039/C2LC40384F

Jaky jiny postup byste pouzili?

1) Ozivte své znalosti o restriktazach

2) Na strankach www.neb.com najdete
termin ,,nicking endonuclease”

3) Najdete néjakou restriktazu, ktera by
byla pouzitelna i bez
thiosubstituovanych dNTP



Amplifikace sondy a signalu
neseného sondou



Temito metodami amplifikujeme
sekvence, ktereé jsou pak pouzity
jako sonda pri hybridizaci a
umozni tak zesileni signalu nebo
selektivni detekci amplikonu




Amplifikace replikazou Qf

replikaza Q@3 je RNA dependentni RNA
polymeraza

pochazi z RNA bakteriofaga QB (Lentiviridae)

rozpoznava specifickou sekundarni RNA
strukturu, ale toleruje i vlozené sekvence

sonda nese rozpoznavaci sekvenci pro
polymerazu + misto pro pripojeni k cilove
sekvenci

volna sonda se odstrani RNazou Ili



Jak reakce probiha

substrat pro specificka sonda
replikazu . Aybridization

odmyti nespecifickych
sekvenci

Capture, Wash

Release uvolnéni prvni pomocné
sondy

Hybridization

odmyti zbylych
nespecifickych sekvenci

uvolnéni druhé pomocné
sondy

Amplification amp lifikace

%
FREH

(878,22 8t




Jak reakce probiha

Vsechno pri teplote 37°C

Jediny enzym

Za 30 minut detekovatelné mnozstvi produktu
Musi se pipetovat z jedné reakcni jamky do
druhé

K promyvani se vyuziva separace
magnetickych kulicek, ke kterym jsou
pripojeny pomocné sondy



Vyuziti metody amplifikace
replikazou Qf3
» Detekce obtizneé kultivovatelnych

mikroorganismu, napi. Chlamydia trachomatis,
Nelsseria gonorrhoeae

» Detekce Mycobacterium tuberculosis
» Kvantifikace molekul RNA viru HIV-1

» Detekce cytomegaloviru



Ligazova retezova reakce

» Ligace oligonukleotidovych sond, pokud
dojde k jejich vazbé na cilovou sekvenci
DNA

» Vyzaduje 4 oligonukleotidy (LCR-primery)

» Dva oligonukleotidy specificky hybridizuji k
jednomu a dva k protilehlému retézci

Ligace termostabilni DNA-ligazou
(z Thermus aquaticus)



Zopakujme si, co je to ligace

@9‘ T4 DNA ligaza (E. coli infikované bakteriofagem T4)

P Z 772
g ~
1//‘,
=

+ 2 X ATP



Mechanismus ligace

OH
5° GA
3°... CTTA
P
5°... GA ATTC ...
4
3°... CTTA AG ...

spojeni ligazou
+ 2 X ATP

P

ATTC ...

OH

AG ...

samovolné pripojeni

3"
5 -

5°... GAATTC ...

3°... CTTAAG ...



LCR probiha v cyklech

-

denaturace hybridizace

\./

ligace




Prubéh ligazoveé retézové reakce

Ly T

denaturace
hybridizace

ligace

v-r-r-r-r-r-r-l@-n-m-m



Prubéh ligazoveé retézové reakce

T I

denaturace

hybridizace

ligace

o IO



Dusledky obdobné jako u PCR

Z kazdé molekuly vznikaji v kazdem cyklu dve
nove

Pl
~

Pocet produktu LCR vzrusta geometricky



Formaty ligazove retezove reakce

vV V VYV VY

Vetsinou kvalitativni

Lze aplikovat i kvantitativhée

Standardni detekce na gelu

Sonda muze byt znac¢ena napr. biotinem,+
fluorescecni znackou nebo digoxigeninem
nebo alkalickou fosfatazou

Detekce po zachyceni na streptavidin
fluorescencneé, barevnou reakci nebo
enzymaticky



Priklady vyuziti LCR

» Jiz v roce 1993 pouzita k vysoce specifické
detekci Chlamydia trachomatis (Dille et al.
(1993): J Clin Microbiol. 31(3):729-31)

> Detekce kmenu Lactococcus lactis
exprimujicich nisinA a nisinZ (bakteriociny,
E234) - hledani strukturnich variant genu,
rok 2006

» Borrelia burgdorferi (1991), Neisseria gonorrhoeae (1992),
Mycobacterium tuberculosis (1993),

» Lidsky papillomavirus (1990), HSV (1991, HIV (DNA, 1991)



Vice o aplikacich LCR

Wiedmann et al. (1994): Ligase chain
reaction (LCR)-overview and applications.
Genome Res. 3: S51-564
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