PCR

Polyvmerase chain reaction

Polvmerdzova retezovd rekce
In vitro replikace DNA




Opjey PC12

- vyvinuta v laboratofich spolecnosti Cetus
Corporation v Kalifornit KARY MULLISEM

a jeho spolupracovniky

- popsali in vitro amplifikaci jedné kopie savcich
gentl pomoci fragmentu DNA polymerazy I.
Escherchia coli

- 1. 1993 mu byla za objev PCR ud¢lena
Nobelova cena




Princip o
- podstatou je syntéza jednoho ¢i vice useku
DNA o pfedem znamé nukleotidové
sekvenci.
- po hybridizaci kratkych syntetickych
oligonukleotidu (primert) ke komplementarnim
usektim na DNA fetézci, dojde za katalytického

pusobeni DNA dependentni polymerazy k
syntéze nového retézce nukleové kyseliny

- reakce probiha v opakovanych reakénich cyklech




1. Denaturace dvouretéezcové DNA

N

Hybridizace primert - annealing

5. Syntéza nového fetezce DNA — elongace

- opakovanim téchto cyklt - bezné 30x — dojde k
namnozeni DNA fragmentt v milionech kopii




- optimalni denaturacni teplota je 90 — 95 °C pri
pouziti Taq DNA polymerazy

- v prvinim cyklu PCR doba denaturace
prodlouzena az na 8-9 min. (Uplné oddelent

feté¢zcl dlouhé molekuly DNA), v dalsich
cyklech 15 — 30 sekund
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tzv. annealing = hybridizace primert k jednotlivym

fretézcum

urceni tep!
nejoptimé:

prilis vysol

DNA templatu.

oty hybridizace je klicové — reakce probiha
néji pft teplote 60 — 65 °C

ka teplota brani napojeni primert k cilové

sekvenct na DNA
prilis nizka teplota hybridizace vede ke snizeni specifity
reakce a k amplifikaci nezadoucich fragmenta DNA

pripojeni primert trva 15 - 30 sekund




= elongace
- katalytickym ptisobenim Taq polymerazy se
prodluzuji pfipojené primery, optimalni je

zahtati na teplotu 68 — 72 °C po dobu 30 — 60 s.

- zaverecna elongace prodlouzena na 6 min. —
zaruceni kompletace vsech amplikont
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Exponential amplification

-------- 3= 35th cvele

A
2 =68 billion copies

{Andy Vierstracte 199%9)
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

¢ w.m 4“» w‘m % | Step 1 : denaturation|

1 minut 94 °C

! ¥ Step 2 : annealing I

45 seconds 54 °C

* My 3 )
3 I ) forward and reverse
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Region to be amplified
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Cycle 4
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voda

pufr pro Taq polymerazu

dvojmocné kationty — Mg?*

smés nukleotidt — 3-deoxynukleosid-5-trifosfatt — stavebni
kameny pro syntézu nového ret¢zce DNA

primery A a B — chemicky syntetizovana sekvence 15 -20
nukleotidd odpovidajici sekvencim na koncich DNA segmentd,
které maji byt namnozeny

Taq polymeraza — katalyzuje syntézu DNA ve sméru 5° — 3°
podle sekvence nukleotidd v komplementarnim fetézci DNA od
mista primert navazaného na templat az po jeho konec
(izolovana z termofilni bakterie Thermus aquticus)

smeés vzorki DNA a vody — DNA templat slouzi jako matrice
pro syntézu novych DNA fetézct




- pfistroj slouzici k namnozeni DNA a zajistén{
optimalnich teplotnich podminek reakce




- kontrola mnozstvi namnozené DNA pomoci
elektrotorézy na agar6zovém poli




- zakladni molekularné geneticka metoda — slouzi k ziskani dostatecného mnozstvi
spectfického useku DNA pro dalsi analyzy

VyuZziti:

- zakladn{ vyzkum v molekularni genetice

- diagnostické pouziti pro detekci infekéniho agens

- prenatalni diagnostika

- amplifikace DNA z paleontologickych nalezt

- kriminalistika

- klinicka praxe - hematologicka, onkologicka nebo mikrobiologicka diagnostika

Vyhody:

- vysoka specificnost, citlivost, moznosti standardizovaného pfistrojového provedeni s
minimalnim mnozstvim biologického materialu potfebného k vysetfeni

Nevyhody:

- metoda je nakladna, proto se bézné neprovadi — nyni jen v Narodni referencni
laboratofi v Praze




9 a -




//go. Ffuapic.hu

0
D
]
A




