POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE
(POLYMERASE CHAIN REACTION) PCR

PCR umozniuje ziskat specifickou DNA sekvenci

1983 — Kary Mullis (1993 — Nobelova cena)

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

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

Teoreticky lze ziskat 2" Fretézcu (kopii).
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PCR — Enzymaticka syntéza

1.Jako templat slouzi ssDNA, podle niz je
syntetizovan komplementarni retézec (PCR
produkt - amplikon).

2.K zahajeni reakce je zapotrebi primer, ktery

se pripojuje na komplementarni useky DNA.
Tim je zaroven vymezen usek DNA, ktery
bude amplifikovan.
K enzymatické syntéeze PCR produktu
dochazi po pfipojeni dvou primeru vazajicich
se na protilehlé retezce DNA tak, ze jejich 3'-
OH-konce smeruji proti sobe.

3. Jako templaty pro syntézu mohou slouzit
oba retéezce dsDNA, po predchozi
denaturaci.



PCR - Slozeni reakcni smeési

. Templatova nukleova kyselina (DNA).

Mnozstvi DNA jako vychoziho materialu je velmi nizke:
obvykle postaCcuje meéne nez 1 ug genomoveée DNA,

Kvalita templatu ovlivhuje vysledek PCR.

-znecistény templat muze obsahovat inhibitory PCR
Zdroj: mikroorganizmy, bunky z tkanovych kultur, telni
tekutiny, bioptické vzorky, stery, vlasy, atd...

. Primery. Syntetické oligonukleotidy o velikost 18 — 25 nt.
. ANTP ve formé Na* nebo Li* soli

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

. Termostabilni DNA polymeraza, ktera odolava teplotam
az 98 °C.

Tag Thermus aquaticus (5°-exonukleaza)

Tth  Thermus thermophilus (5 -exonukleaza) delSi useky
Pwo Pyrococcus woesei  (3'-exonukleaza)
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PCR - Podminky standardni PCR reakce

Pocateéni denaturace DNA. Dilezita je kompletni
denaturace templatu, obvykle postacuje zahrati smeési
na 2 — 5 min/ 95 °C. V pripadé, ze dojde pouze k
castecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle
renaturuji a to vede k nespecifické vazbé primeriu a
moznym faleSnym vysledkim.

. Denaturaéni krok (odd&leni fetézc(1):94 — 95 °C / 20 — 45 s.

NedostateCné denaturovana DNA neumoziuje pristup
primerim, naopak pfiliS dlouha denaturace snizuje aktivitu
DNA polymerazy (~ 2 hod / 98 °C).

. Pfipojeni primeru (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota urCuje

specificnost a zavisi na Tm primeru a templatu. Ta se
optimalizuje v teplotnim gradientu.

. Prodluzovani primeru (syntéza PCR produktu) probiha pfi

72 °C /45 — 90 s. Taq DNA polymeraza syntetizuje DNA pfri
této teploté rychlosti cca 60 bazi/s. Nové syntetizované
retezce slouzi jako templaty pro dalsi cyklus.

PCR se provadi se v termocyklerech, v 25 - 35 cyklech.

. Zaverecna extenze se provadi obvykle po poslednim

cyklu (72°C / 5 min) a slouzi k dokonceni syntézy a
renaturaci jednoretézcovych produktu.



Proces amplifikace

Denaturace vzorku DNA
Pro oddéleni jednoretézcu

(94 °C, 5 min)

Pfipojeni primerd
na retézce DNA

(30-65°C, 1
min)
R —
Denaturace pro Pocet cyklﬁ
separaci . ,
fetézcl DNA 25 _ 35 x Syntéza novych

(94°C.30'5) MM o070l DN
""""""""""" | polymerazou

(72°C, 45s - 2 min)




PCR - Optimalizace slozek PCR

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

Primery. Sekvence a koncentrace primeru vyznamné
ovliviiuje vysledek PCR.

Optimalni koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 uM.

NizSi koncentrace vede k pfedCasnemu vycCerpani
primeru a snizeni vytézku.

dNTP. Vysledna koncentrace se muze pohybovat
v rozmezi 50 — 500 uM (pro kazdy nukleotid)
Nejbéznejsi koncentrace dANTP je 200 uM. Pri zvyseni
koncentrace dNTP je tfeba zvysit koncentraci Mg?* iontd.



PCR - optimalizace koncentrace MgCl,

MgCl,
Volné Mg?* ionty ovliviuji aktivitu enzymu a zvysuiji
hodnotu Tm u dsDNA.
Pro dosazeni nejlepsiho vysledku vzdy stanovujeme
koncentraci Mg?* experimentalné.
Optimalni koncentrace muze kolisat od 1 mM do 5 mM.
NejCastéji pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro
200 mM dNTP).

optimalni koncentrace

0,5 mM MgCl,
1,0 mM MgCl,
1,5 mM MgCl,
2,0 mM MgCl,
2,5 mM MgCl,
3,0 mM MgCl,
3,5 mM MgCl,




PCR — optimalizace reakce

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

pH je dané reakénim pufrem, obvykle odpovida
pH 8,3 - 9,0.
Priklad slozeni pufru pro PCR:
10 mM Tris; pH 8.3
50 mM KCI

1,5 mM MgCl,

Pridatne latky mohou v nékterych pripadech ovlivnit
ucinnost a specificnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle
urcuje experimentalné:

albumin z bovinniho séra (BSA) (100 ng/50 pl)
dimetylsulfoxid (DMSO) (2- 10 % v/v) — redukce

nespecifické vazby primeru
detergenty (Triton X-100, Tween 20)

Mineralni olej — zabranuje vyparovani béhem reakce



PCR - optimalizace teploty

Teplota pro pripojeni primeru (annealing
temperature) zkr.Ta. Teplota pouzivana pro

teplotni hybridizaci molekul primeru a matricove
DNA in vitro.

Orientacné lze vypocitat Ta podle vztahu:
Ta=2(AT)+4(GC)-5°C=Tm-5°C

kde AT je pocCet AT-part a GC je pocCet GC paru v sekvenci

Ta = 0.3 x(Tm of primer) + 0.7 x(Tm of product) - 25



Navrh primeru

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range
From Ta

Forward primer & Cleas

Reverse primer
Or, upload FASTA file Soubar nevybran.
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Cpt Max Max T, difference

Primer melting temperatures |57 = 30 3 )
{Tro)

Specificity check Enahle search far primer pairs specific to the intended PCR template &)

Search mode Automatic a2

Database Fefseq mRMNA ~

Organism Homo sapiens

Enter an organism narne, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. &)

- netvori sekundarni struktury, nejsou komplementarni
navzajem, nemaji vice vazebnych mist na DNA, ...




Chybovost PCR

Taq polymeraza — chyba s frekvenci 2x104

problém pri klonovani DNA — mutace

bunka ma opravné mechanismy

In vitro - pouziti dvojice DNA polymeraz,
z nichz jedna ma schopnost proofreading

Incorporation of G
instead of A

Gvia3'—5'
exonuclease

Polymerase excises
mismatched

with incorporation of
correct base (A)

GA\ CTA
CAT 7

lSymhesis proceeds

THE CELL, Fourth Edition, Figure 6.11 © 2005 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Multiplex PCR (mnohonasobna PCR)

Pri pouziti vice paru specifickych primerui, dochazi
k amplifikaci vice cilovych sekvenci v jedné reakci.

- stanoveni nékolika mikroorganismu v jediné reakci
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PCR - vyuziti metod PCR

1. Zakladni vyzkum
izolace genu nebo jejich Casti
sekvencovani DNA
mutageneze in vitro
modifikace koncu DNA
analyza (selekce) klonu z genovych knihoven
priprava znacenych sond
2. Aplikovany geneticky vyzkum
prenatalni diagnostika (dédicnych chorob)
detekce mutaci v genech
studium polymorfizmu genu
populacni genetika
3. Vyuziti v klinickych disciplinach
detekce patogennich mikroorganizmu (baktérii, viru,
prvoku, hub)
identifikace onkogenu
typizace nadoru
stanoveni pohlavi
4. Vyuziti v praxi
archeologie
soudnictvi
Kriminalistika



Slozeni PCR reakce:

destilovana voda 16,5 ul
10x PCR pufr 2,5 ul
10mM smés dANTP 0,5 ul
20uM forward primer 2 ul
20uM reverse primer 2 ul

100 ng plazmidové DNA 1 ul
Taq polymeraza (SU/ul) 0,5 ul
celkem 25 ul




