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Cesky?

e Polymerase Chain Reaction
holymerazova retézova reakce

¢ biochemicka reakce, ktera vyuziva enzym
DNA-polymerazu ke kopirovani DNA

e produkt se hromadi geometrickou radou




DNA - polymeraza

e DNA-polymerdza syntetizuje komplementarni
vlakno podle templatu jednovlaknové DNA
ve smeru 5' > 3'

TAGATGCTGAATGTG-3
3-ACGACTTACAC-5'
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Nasednuti primeru

e Staci kratky existujici usek druhého vlakna, |

primer, ktery mtizeme vyrobit uméle jako
oligonukleotid

® Primer vytvori vodikové mdstky s
komplementarni sekvenci v templatovem
vlakne - nasednuti primeru
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Elongace primeru

® Primer se pomoci DNA-polymerazy prodluzuje
= extenze primeru




Co vznikne?

¢ 7 jednoho templatového

vlakna vznikne 1 kopie -

2

e Retézové hromadéni
produktu?




Odpalena bomba

¢ Pouzijeme dva primery, které nasednou na
komplementarni sekvence ve dvou
templatovych vlaknech.

eTemplatova vlakna vznikaji denaturaci plvodné
dvouvlaknove DNA, Primery na tato vlakna
nasedaji v protismerné orientaci, takze po
opakovanych cyklech denaturace nasedani
primeru a extenze primeru DNA-ponmerazou
vznikaji produkty, ktere slouzi jako templaty pro
novy reakcni cyklus.




e Ze dvou templatovych
vlaken vzniknou dvé
kopie.

¢ Pro dalSi cyklus mame k
dispozici uz ctyri vlakna,
podle kterych vzniknou
ctyri kopie.

e Ze dvou vilaken ziskame
po 30 cyklech teoreticky
celkem cca. 107 milionU
kopii
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Matrice = 1 molécule au départ

[ s [ B
Amplifiat trop long Amplifiat cible
= 4 molécules = 11 molécules

LA P.C.R.: UNE AMPLIFICATION
SPECIFIQUE D'ADN

d'aprés Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989), modifié par E. Douzery.




Dulezité!

® Pro kazdou PCR, je potreba navrhnout
vhodny par primert. Musime zajistit, aby
oba primery nasedly pri stejné teploté na
spravne misto

e Kdyby nasedaly i jinde v templatove DNA,
nedosSlo by k efektivni amplifikaci
zvoleného Uuseku.




® Primery museji mit shodnou teplotou tani
- zavisi na poméru G-C part a A-T parl )
® Primery se nesmi vzajemne parovat
- dimery
- vlasenky

® Pro vybér primert se dnes obvykle vyuziva
PC s prislusnym softwarem




Problém?

¢ Na zacatku kazdeho cyklu musime
denaturovat templatovou DNA vysokou
teplotou.

¢ Potrebujeme termostabilni polymerazy.

¢ Nejcastejsi je Taq-polymeraza, nazvana
podle bakterie Thermus aquaticus




Thermus aguaticus zije
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Jak se PCR prakticky provadi?

e Cyklické zmény teplot reakcni smési Ize Fidit automatizované pomoci tzv.
termocykleru. Zkumavky s reakcni smesi jsou v termocykleru ulozeny v
kovovem bloku, jehoz teplota je rizena podle programu, nastaveneho
uzivatelem. Reakcni smes je podobne jako u jinych biochemickych reakci
sestavena v mikrozkumavce, odlisnost spoCiva v tom, ze mikrozkumavka
musi byt tenkosténna, aby umoznovala rychlé zmeny teplot vzorku. Obvykle
je take sestavovani reakcni smesi tzv. "na ledu”, tzn. ze mikrozkumavka je
stale chlazena na teplotu mirne nad 0 °C, aby se zabranilo predc¢asne
aktivité Tag-polymerazy. Pri laboratorni teplote totiz mohou prime
nespecificky nasednout na mista, ktera neodpovidaji zcela jejich sekvenci, a
Tag-polymeraza by mohla zahajit jejich extenzi. Reakcni smes by tak mohla
byt hned zpocatku obohacena o nespecificke produkty, ktere by v
pozdejsich krocich snizovaly ucinnost reakce, Fﬁp. by vedly ke vzniku zcela
chybnych produktd. Dokonale Ize toto riziko eliminovat jen tzv. horkym
startem reakce. ProtozZe Taqg-polymeraza nefunguje bezchybné a mize se
nekdy z templatoveho vlakna predcasne uvolnit, takze mohou vznikat
neupiné produkty, provadi se na zaver jeste tzv. koneCna extenze.




e V pribéhu PCR tak dochazi k uvolfiovani dalSich a
dalsich molekul fluorescencniho barviva, takze roste
fluorescence reakcni smesi. Tento nardist je primo
umernY mnozstvi produktu, ktery v reakci vznika.

Specialni termocyklery, urcene pro kvantitativni PCR v
realném Case, jsou Sc opny v pribéhu PCR ozarovat
vzorek excitacnim zarenim, ktere vybudi fluorescenci
uvolneneho barviva. Tuto fluorescenci _pristroj po
kazdem cyklu zmeri a vysledek preda ridicimu softwaru,
ktery zobrazuje pribézné - v realném Case - mnozstvi
uvolnene fluorescence, ktere odpovida mnozstvi
vzniklého produktu. Vys edek reakce tak zname cCasto
driv, nez probehnou vsechny cykly. Krome tohoto
urychlem a vypusteni zdlouhave etekce produktu na
gelu je tato technika hlayne vyhodna tam, kde
potfebujeme znat presneé mnozstvi vstupm templatove
DNA - zejména u sledovani exprese gend pomoci tzv.
Eecv%rzm transkripce-polymerazové retézove reakce (RT-




Kvantitativnhi PCR v realném case

¢ Mnozstvi produktu, vytvoreného amplifikaci, zavisi v
kazdé PCR na mnozstvi templatové DNA, ktera je

pridana do reakce. Reakce tedy probiha tzv.

Kvantitativneé. Hrubé urceni mnozstvi produktu je mozné

posouzenim intenzity pruhu, ktery se objevi po rozdeleni
vysledku PCR na gelu.

¢ Presné urceni tohoto mnozstvi je mozné pomoci sond

oznacené fluorescencnim barvivem. Tato sonda musiﬁyt
navrzena tak, aby hybridizovala s templatovou DNA za
stejnych podminek jako primery, a to tak, ze nasedne na
templatovou DNA v misté mezi misty nasednuti obou

rotismérné orientovanych primerll. DNA-polymeraza,

tera provadi extenzi jednoho ze dvou primer(, narazi
pri syntéze komplementarniho vlakna na nasedlou
sondu.




¢ Protoze DNA-polymeraza ma krome své schopnosti
syntetizovat komplementarni vlakno take tzv.
exonukleazovou aktivitu, odboura nasedlou sondu. Pri
odbouravani uvolni jednotlivé nukleotidy sondy, z nichz
nékteré jsou oznaceny fluorescencnim barvivem. Pro
tento typ sond se pritom pouziva fluorescencni barvivo,
které neni schopné fluorescence, dokud je vazano ve
strukture sondy. Jakmile se ale uvolni do roztoku, tak
schopnost fluorescence ziska.

e pribéhu PCR tak dochazi k uvolfiovani dalSich a dalSich
molekul fluorescencniho barviva, takze roste
fluorescence reakéni smési. Tento narlst je pfimo

Umeérny mnozstvi produktu, ktery v reakci vznika.




Nevyhody PCR

¢ Pouzivame-li klasickou Tag-polymerazu, ma PCR sva
omezeni - Tag-polymeraza nema tzv. korektorskou
aktivitu, takze pri syntéze nového vilakna déla chyby.

¢ Protoze v PCR je produkt predchoziho cyklu syntézy
templatem pro dalSi cykly syntézy, tyto chyby se
hromadi.

¢ Tag-polymeraza také nedokaze efektivneé syntetizovat
produkty delSi nez cca 3-15 tisic pard bazi (skute¢na
vykonnost zavisi na zdroji DNA - z malych genom{
probiha amplifikace urcitych Usekl snadné&ji nez z

velkych genom).




Vyhody PCR

e |ekarske diagnostika - pomnozeni urcité
sekvence velmi maleho mnozstvi DNA

e Jednodussi nez klonovani
¢ \/ysoka citlivost.

e Napr. detekce patogennich
mikroorganismd v krvi pacienta (neni-li
mozna kultivace nebo byla-li by moc
dlouha)




DNA Fingerprints

® The only difference between people (or any animal) is the order of
the base pairs. There are so many millions of base pairs in each
person's DNA that every person has a different sequence.

¢ Using these sequences, every person could be identified solely by
the sequence of their base pairs. However, because there are so
many millions of base pairs, the task would be very time-consuming.
Instead, scientists are able to use a shorter method, because of
repeating patterns in DNA.

® These patterns do not, however, give an individual "fingerprint," but
they are able to determine whether two DNA samples are from the
same person, related people, or non-related people. Scientists use a
small number of sequences of DNA that are known to vary among
individuals a great deal, and analyze those to get a certain
probability of a match.

http://protist.biology.washington.edu/fingerprint/dnaintro.html




PCR Fingerprints

Why use PCR Fingerprints? What good are they?

PCR Fingerprints are quick, simple and inexpensive ways to
assay DNA sequence differences. PCR fingerprinting of
genomes, unlike VNTR, will not require Southern blots

Uses of PCR fingerprinting:

Linkage mapping

Individual ID

Pedigree analysis

Determination of family relationships
Determination of population genetic parameters
Epidemiology

Taxonomy and Phylogeny




Dékujeme za pozornost




