POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) 1983

Vyznam: PCR umoziuje ziskat poZzadovanou specifickou DNA

sekvenci bez klonovani.

» Princip standardni PCR: Po pfipojeni dvou primertd ke
komplementarnim sekvencim ssDNA fetézce probihd syntéza

specifického tseku DNA in vitro.

» PCR vyuziva zakladnich rysa replikace DNA:

e Jako templat slouzi ssDNA (pivodné dsDNA po piedchozi

denaturaci).

e Komplementarn€ navdzany primer vymezuje usek DNA, ktery

bude amplifikovan.
e Enzymatickd syntéza za katalytického ucinku DNA

polymerazy

> Teoreticky lze ziskat 21 fetézcu (kopii) amplifiko-vaného Gseku

DNA.



Polymerace

PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cwvcles of 3 steps
Step 1 : denaturation
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REAKCNI PODMINKY PCR

Denaturace vzorku DNA
Pro oddéleni jednoretézcii
(94 °C, 5 min)

. Pripojeni primeru
na fetézce DNA
(30 - 65 °C, 1 mm)\

Denaturace pro separaci
fetézc DNA 25 — 35 X
Syntéza novych fetézcu
DNA polymerazou
(72 °C, 45s - 2 min)

(94 °C, 30 s)



REAKCNI SLOZKY v PCR smési
O Templatova nukleova kyselina (DNA nebo RNA). MnozZstvi -
méné nez 1 pg, zavisi obvykle na jeji velikosti. Kvalita templéatu
ovliviiyje vysledek PCR.

= velké mnozstvi RNA mize vazat ionty Mg

= zneciStény templat muze obsahovat inhibitory PCR

Zdroj: mikroorganizmy, bunky ztkdnovych kultur, télni tekutiny,
bioptické vzorky, stéry, vlasy, atd...

O Primery. Syntetické oligonukleotidy (10 — 30 nt).

0 dANTP (dATP,dGTP,....) ve form& Na" (Li") soli

0 Mgt ionty tvoii rozpustny komplex s ANTP, ktery rozpoznava

DNA polymeraza. Mg ionty ovliviiuji aktivitu enzymu.

0 Termostabilni DNA polymeraza, rezistentni k 98 °C.
= Tag Thermus aquaticus
= Tth Thermus thermophilus

= Pwo  Pyrococcus woesei



REAKCNI PODMINKY V TERMOCYKLERU
standardni PCR

1. PoCate¢ni denaturace DNA: 95 °C/ 2 - 5 min.
rychla renaturace DNA,- nespecifické vazby primert
falesne¢ vysledky.

2. Denaturacni krok: 94 — 95 °C / 20 — 45 s (separace
fetézcll)
nedostate¢né denaturovand DNA brani pfistupu primerim,

dlouha doba denaturace sniZuje aktivitu DNA polymerazy
(stabilni cca 2 hod / 98 °C).

3. Pripojeni primeri (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota urcuje
specifi¢nost reakce. Pripojovaci teplota T, se optimalizuje
v teplotnim gradientu. (T, ~T,,)

Orientacné lze vypocitat T, podle vztahu:

T, = 2(A+T) + 4(G+C) —= 5°C =T, — 5 °C

4. Prodluzovani primeru probiha pii 72 °C /45 — 90 s. Taq
DNA polymeraza syntetizuje cca 60 bazi/s. Nové
syntetizované ftetézce slouzi jako templaty pro dalsi
cyklus. VétSinou se provadi 25 - 35 cyKkli.

5. Zavérecna extenze se provadi obvykle po poslednim cyklu
(72°C/5 min) a  slouzi  k dokonCeni  syntézy
a renaturaci jednofetézcovych produkta.



KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH SLOZEK
ve standardni PCR

O Mnozstvi DNA. doporudenti:
= Jidska genomova DNA: 100 - 500 ng
= bakterialni DNA: 1-10ng
* plazmidovd DNA: 0,1 — 1 ng

O Primery. Optimalni koncentrace je 0,1 a 0,6 pM.
U nékterych systémi muZze byt vysSsi koncentrace (az 1
nM). Nizsi koncentrace vede k predCasnému vycCerpani
primeru a snizeni vytézku.

O dANTP. Vysledna koncentrace 50 — 500 uM (pro kazdy
nukleotid) Median je 200 uM. Pf1 zvySeni koncentrace
dNTP je tieba zvysit koncentraci Mg*".

0 MgCl,. Pro dosazeni nejlepSiho vysledku vzdy
stanovujeme koncentraci Mg”' experimentalné. Optim.
konc. Se muze nachazet od 1 mM do 5 mM. Nejcasteji
pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro 200 uM dNTP).



O DNA polymeraza je 0,5- 2,5 jednotek / 50 ul.
O pH je dané reakénim pufrem, obvykle je pH 8,3 —9,0.

O Pridatné latky ovliviiujit iCinnost a specificnost PCR

0 Jejich vliv se obvykle urcuje experimentalné:

albumin z bovinniho séra (BSA) (100 ng/50 ul)

dimetylsulfoxid (DMSO) (2-10 % v/v) — redukce
nespecifické vazby primeru

detergenty (Triton X-100, Tween 20)
betain (0,5 -2 M)

Zelatina

glycerol (1 —5 % v/v)

spermidin

protein 32 genu faga T4

O Mineralni olej — zabranuje vyparovani béhem reakce

Optimalizace:

1. gradient T,

2. gradient koncentraci MgCl,
3. pocet cykli

4. pti multiplex PCR

nejdiive kazdy par zvlast’, pote¢ dohromady
upravit mnozstvi jednotlivych primera




DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

1. Stanoveni fyzikalni velikosti produktu gelovou elektroforézou
(agaroza, polyakrylamid). Detekce obarvenim
etidiumbromidem a pozorovani pod UV svétlem.

Priklad standardni gelové elektroforézy
s produkty PCR (amplikony)
v agarozovem gelu.

1 = hmotnostni standard
2 - 4 = produkty PCR

2. Stépeni produktu restrikénimi enzymy a posouzeni spektra
vznikajicich restrikénich fragmenti (PCR-RFLP)

3. Elektroforetickd separace produktu za specifickych podminek
pro detekci sekvencnich polymorfizmi

e DGGE — denaturacni gradientova gelova elektroforéza

e SSCP — analyza polymorfizmu konformace jednotetéz-
covych forem.

4. Detekce produktu hybridizaci se znafenou sondou (po
elektroforéze nebo in situ)



Modifikace PCR pouzivané v diagnostice

Multiplex PCR (mnohonasobna PCR)
Pti multiplex PCR je pouZito vice para specifickych primert.
Dochazi k amplifikaci vice cilovych sekvenci pii jedné reakei.
Pouziti a vyhody:

e Vyhledavani zmén na dlouhych tsecich DNA

e Testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA

e Amplifikace vnitinich kontrol soucasné se vzorky

e Niz§i cenové naklady neZ pti samostatnych amplifikacich
Pouzivan¢ aplikace:

e Detekce specifickych toxinli produkovanych nékterymi organizmy
(Clostridium difficile, Staphylococcus aureus) - mize byt
detekovano az 7 riznych genl kodujicich toxiny.

e Detekce vice genil kodujicich rezistenci k riznym antibiotikiim.
e Detekce vice druhové specifickych genit - identifikace organizmi

e ko-amplifikace vnitinich kontrol

Priklad detekce lyzogenie v genomu bakterie Staphylococcus aureus pomoci
multiplex PCR

profag serol. skupiny A —
profag serol. skupiny F — & é
profag serol. skupiny B — ARABRasss s .

vnitfni kontrola — m.“‘...““..




VYUZITI METOD PCR

1. Zakladni vyzkum
- izolace gentli nebo jejich ¢asti
- sekvencovani DNA
- mutageneza in vitro
- modifkace konci DNA
- analyza (selekce) klonil z genovych knihoven

- priprava znacenych sond

2. Aplikovany geneticky vyzkum
- prenatalni diagnostika (dédi¢nych chorob)
- detekce mutaci v genech
- studium polymorfizmu gent (napt. RAPD)
- populacni genetika

3. Vyuziti v klinickych disciplinach

- detekce patogennich mikroorganisma (baktérii, vird,
prvoki, hub)

- 1identifikace onkogenti
- typizace nadort

- stanoveni pohlavi

4. Vyuziti v praxi
- archeologie
- soudnictvi

- kriminalistika



RESENI PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR

Problém | Mozna pric¢ina Doporuéeni
Nevznika Nevyvazena reakce Kontrola koncentrace jednotlivych
produkt slozek

Teplotni podminky

Kontrola nastaveni cyklu

Nizka koncentrace
templatu

Zvysit koncentraci templatové DNA

Koncentrace primeru
nebo jeho sekvence

Optimalizovat koncentraci primeru

Navrhnout primer s novou
sekvenci

Ruzné faktory

Testovat reakci s pozitivni
kontrolou a funkénimi primery

Zacéit s novymi roztoky, H.O a
enzymem

Nizka kvalita templatu
(degradovany,
kontaminovany,
obsahuijici inhibitiry)

Pouzit primery, které amplifikuji
kratSi useky

Pridat pomocné latky (DMSO)
Optimalizovat koncentraci Mg?*
Pripravit novy templat

Zamezit Castému zmrazovani a
rozmrazovani templatu

Nizka ucinnost
polymerazy

Pouzivat pozitivni kontrolu
Zvysit pocet cyklt
Zvysit koncentraci enzymu

Pouzit jinou polymerazu

Produkt neni
Cisty

Vznika sekundarni
amplifika¢ni produkt

Kontrola koncentrace slozek
reakce

Optimalizovat koncentraci Mg?*
Optimalizovat koncentraci primert
Snizit pocet cykla

Smizit koncentraci templatu

Vznikaji ¢etné
nespecifické
produkty

Nespecificka vazba
primeru

Pouzit vyssi teplotu T,
Optimalizovat koncentraci primert
Pouzit ,,hot start“

Narhnout nové primery




Zasady pri pripravé PCR smési a detekci PCR produktii

. Pti pfipravé PCR smési nejlépe v PCR-boxu je nutno pouzivat ochranné
rukavice

poctu vzork, které trva déle namichat). Polymeraza musi byt vzdy na ledu,
ostatni reagencie se nechaji roztat a ptipadné po té se daji na led.

. Pipety a plasty k tomu urc¢ené jsou vyclenény pouze pro PCR.

. Prvni se pipetuje do zkumavky voda, jako posledni polymeraza

. Pouzivat deionizovanou vodu, ta je vysterilizovand v ¢isté sklenici a nasledné
rozpipetovana do ependorfek a uloZzena v mraznicce. Vodu po rozmrazeni
pouZzivat jednorazové — po pouziti zbytek vyhodit.

. Do reagencii a obzvlasté primert jit jen vhodnou sterilni Spickou, coz zarudi,
ze se pipeta nedotkne stény zkumavky.

. Jako kontrolu ¢istoty reagencii vzdy ptiddvat do jednoho vzorku vodu misto
DNA — negativni kontrola.

. Malé¢é objemy pipetovat pod hladinu, vizualné kontrolovat spravny objem

v pipete.

. Mistnost, ur¢ena pro PCR reakce, je pravidelné€ svicena UV zéafenim a
pracovni plochy se omyvaji dezinfekci. Zde nikdy nepracovat s PCR

produkty.

10.Detekce amplifikovanych sekvenci se provadi v jiné mistnosti, vybavené pro

elektroforézu.



Protokol pro standardni PCR

Nazev:
Program ¢.

Rezim PCR: (Tgen 94°C /60s; Ta=57°C/60s; Tex 72°C/ 60 sec;

Por. Slozky Zasobni coedna | Mnozuina [ MnoZstvi
Sloz. koncentrace jecen vzore K na .
v 25l (25p1 objem) vzorku
1. H,O (sterilni
deion.)
2. Pufr pro PCR 10x
3. MgCl, 50 mM (25 mM)
4. BSA 10 mg/ml
5. Primer F 100 pmol/ul
6. Primer R 100 pmol/ul
7. dNTP 10x (2mM
kazdy)
8. Taq polymeraza 5 U/ul
9. Matricova DNA rizna pg/ml
Velikost PCR produktu: 300 (bp)
ELFO: Gel 1,5% ELFO pufr: Rezim: 5 V/icm Velik. standard: 100 bp (BioLabs)
1xTAE 100 — 1500 bp

M1: H20, primery, dANTP
M2: H20, pufr, MgCl2, Taq DNA polymeraza

Templatova DNA se do zkumavky pridava naposledy:

Pro zavéreény protokol bude tireba znat koncentraci izolované DNA
plazmidu pUC18.



