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Kdo za to muze ?

DANCIND NAKeD
intie MIND FI€LD

WINNEE OF TBE NOBEL PRIZE IN CHEMISIRY

KdRY MULLIS

*Kary Mults, perhaps the welrdest human ever to win the Nobel Prize in Chemistry,
[has written] 2 chatty, mmbliag, funny, icosociastic tosr through the wanderiasd

that & [bis] mind: —THE WASHINGTON POST




The origin of PCR by Kary Mullis

* “Sometimes a good idea comes to you
when you are not looking for it. Through
an improbable combination of
coincidences, nalveté, and luck mistakes,
such a revelation came to me one Friday
night in April, 1983, as | gripped the
steering wheel of my car and snaked
along a moonlit mountain road into
northern California’s redwood country.”
Sci. Am. 1990 262:56-61, 64-5. 3
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Princip PCR

Polymerazova retézova reakce
(polymerase chain reaction — PCR)
umoznuje selektivni zmnozeni (amplifikaci)
urcité oblasti DNA v podminkach in vitro;

a to procesem, ktery pripomina replikaci

DNA primer

DNA templat

DNA in vivo

nove syntetizovany retéz



Princip PCR

- Zasadni predpoklady spravné polymerace -

Princi v ,
i Pfitomnost templatu
Polymerace je mozna pouze podle znamé matrice
l - templatu -
Parametry Pritomnost primeru
nelze zacit z nuly

l Komplementarita
Technicke K polymeraci nukleotidd dochazi vzdy podle
provedeni PCR Ly . . ;
komplementarni dvojice primer/templat

|

Varianty PCR o Smer_ poo_lyr‘r"erace 3 ] ]
vV praxi Pripojovani nukleotidu je vzdy ve smeru 5" -> 3




Princip PCR

- Cyklické zmeény teplot reakcni smesi -

Denaturace

G

Annealing Extenze




Princip PCR

- komponenty in vitro reakce -

Thermus aquaticus, Thermococcus, Thermophilus,
Pyrococcus

T o

St

? umela syntéza

SSDNA

AN

Denaturace 92-96°C




Prubéh polymerace
- 1. PCR cyKklus -

1. denaturace (92-96°C)

dsDNA

2. annealing (45-72:(3)\

primarni produkty

3. extenze (72°C) /



Prubéh polymerace
- 2. PCR cyklus -

sekundarni
produkty



Prubéh polymerace
- 3. PCR cyklus -
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amplikony



Prubéh polymerace
- Dalsi cykly -
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Pocet amplikont vzrista geometricky



PCR - cycles

The first 4 cycles of PCR in detail

wanted gene . i N

template DNA

Ist cycle 2nd cycle 3th cycle 4th cycle

number of double strands
with the right length : 0 0 2 8

(Andy Vierstracte 2001

/ /
Primarni Sekundarni m 12

produkt produkt




Prubéh polymerace

- Narist mnozstvi a typu produktu polymerace-

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

5 2 8 22 32
Obecné 2X x(2n-2) (2M)x

X = pocet matric na pocatku, n = pocet cykll




Prubéh polymerace

- Vytézek reakce versus pocet cyklu -

Cyklus ¢. Primarni | Sekundarni | Amplikony Celkem
10 2 18 1 004 1024
20 2 38 10485438 | 10242
30 2 58 ~1.1x 10° 10243
40 2 78 ~11x1012| 10244
50 2 08 ~11x10° |  1024°




Princip PCR

- Zaver -

PP > Kazdy amplikon je slozen ze dvou fetézcu
= dve matrice, které se v dalsim cyklu zase

l zdvoji

Parametry
PCR >

Pocet amplikonl extrémné vzrusta oproti

poctu primarnich a sekundarnich produktu

|

rochmicks » Po nékolika cyklech uz amplikony v
provedeni PCR reakcnich produktech naprosto dominuji

l » Primarni a sekundarni produkty tvori jen

varianty PCR minoritni slozku ve vyslednych
v praxi produktech PCR




Parametry PCR

Princip . o - .
PCR Kvalita prubéhu a vysledek PCR
l je ovlivhén sadou v zasadé
predikovatelnych

Parametry
PCR
l Chemickych parametr(

Technické

provedeni PCR

l Fyzikalnich parametru

Varianty PCR
VvV praxi




Chemicke parametry PCR

Princip
= 1) Mnozstvi Taq polymerazy
l 2) Reakcni pufr
Crer 3) Mnozstvi dNTP
l 4) Primery
sovesenircr | 5) Objem PCR reakce
j 6) Kvalita DNA

Varianty PCR
VvV praxi




Mnozstvi Taqg polymerazy

Princip
PCR
l » 0,5-2,5 jednotky, coz odpovida 25-125 fmol
Parametry en Zym u .
PCR
» Vv soucasne dobe je k dispozici rada
l ruznych Taq polymeraz a jejich smési
przflzggﬁklfm » vysoka termostabilita a presnost
zaclenéni spravného nukleotidu do
l struktury DNA (tzv. fidelity)

Varianty PCR
VvV praxi
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>
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Reakcni pufr

Obsahuje kofaktor Taq polymeraz = ionty
Mg?* ve formé MgCl, nebo MgSO,

Koncentrace Mg?* se pohybuje v rozmezi
0,5-5,0 mM (1,5 mM)

lonty ovliviuji aktivitu enzymu, zvysuji Ta
dvousroubovicové DNA a tvori rozpustné
komplexy s nukleotidy, coz je proces nutny
k inkorporaci nukleotidu do DNA



Influence of Mg#* ions on PCR

1 mM Z mM 3 mM 4 mM
M 1.5mM 25 mM 35 mM M

http://www.thermoscientificbio.com/ 20



Mnozstvi dNTP

Princip » Do struktury DNA jsou v podminkach
PeR In vitro uc€inné zaclenovany pfri
l koncentracich kolem 10 yM, coz jsou
ale hodnoty nizsi, nez ty, které se
Parametry pouzivaji pri PCR (100-200 uM)
l Nastaveni vhodné koncentrace (mnozstvi)
zavisi na:

Technické

provedeni PCR délce amplifikaCnich produktu

|

koncentraci Mg?*

Varianty PCR koncentraci primeru

VvV praxi

VvV VYV Y VY

nastaveni teplotniho profilu reakce
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V. V VYV VY

Primery

zodpovédne za specificnost PCR
délky 14 az 40 nukleotidu
obsah G+C od 40% do 75%

3°- konce jednoho primeru by mely
obsahovat takové sekvence nukleotidu, které
nejsou komplementarni k sekvencim druhého
primeru — vznik dimeru

homogenni rozlozeni doméen bohatych na
G/C aAlT

5°- konec primeru je méné citlivy k mutacim
pritomnym na templatové DNA

koncentrace v rozsahu 0,1 - 1,0 uM



Primery

Délka a specifichost PCR produktu je dana pozici
primeru na cilovych sekvencich DNA-matrice

., —
forward 3 5

reverse




Navrh primeru - priklad

Napiste sekvenci primeru, které by mohly amplifikovat
vyznacenou cast daného useku dsDNA

- znate sekvenci jen jednoho z fetézcu
- primery piste ve smeru 5°- 3°

5°- TGA TGC AAA GTT CGC TCA GGT ACG ATT CcCC

AAA TGT
TCT GTG
AAA TGC
GCT GGT
ACG TGC
GCT CGT

GGA
ATT
CGT
ACG
TGC
CGG

GCT TAG TCG ATG ATG GGC AAA
ATC CGA CGT CCC ATG TGC GTC
AGG ACC CTA TTT TGA CGT CCT
CAT CAT CCC TGG TGA CGT CCT
GCT CGC ACG ATG CGT ACG AAC
- 37

Jak dlouhy bude vznikly amplikon ?



Navrh primeru — feSeni prikladu

Primer forward

5°- AAA GTT CGC TCA GGT ACG - 3°

Primer reverse

5°- CGT ACG CAT CGT GCG AGC - 3°

Amplikon bude mit délku 171bp



Objem PCR reakce

Princip
PCR
l » ovlivauje vysledek v mife mensi nez faktory
Parametry uvedeneé doposud
PCR
l » muze mit vliv na citlivost reakce
» objemy reakcnich smési 20 az 100 ul

Technické

provedenipck | » PCR v kapilarach - reakéni objemy az 10 pl

|

Varianty PCR
VvV praxi




Kvalita DNA

Princip
PCR
l » jednim 2z rozhodujicich faktoru kvalitniho
prubéhu PCR
Parametry .
PCR » Cistota a kvalita DNA ovlivhuje zejmeéna
l citlivost reakce

» PCR je kompletné inhibovana Ilatkami jako

provedoni PCR jsou heparin, porfyriny a jim podobné
sloucCeniny a ionty H,PO,".

|

Varianty PCR
VvV praxi




Fyzikalni parametry PCR

"ooR

l q) Pocatecni denaturace A
Paramety 2) Pripojeni primeru

l \3) Syntéza nukleotidovych retézcu !

recrmice 4) Pocet cyklu
provedeni PCR

5) Zaverecna extenze

|

Varianty PCR
VvV praxi




Pocatecni denaturace

Princip
PCR

» jednorazove zahrati PCR smeési na teplotu 94-
l 96°C po dobu pfriblizné 3-5 minut

Parametry » dokonala denaturace genomove DNA a
odbourani vSech struktur, ktere by branily

l pfipojeni primeru k cilovym sekvencim

» nasledné pfipojeni primeru je velmi efektivni

Technické
provedeni PCR

» nesmi byt pfili§ dlouha - poskozeni fetézcu
l DNA a niCeni Taq polymerazy

Varianty PCR
VvV praxi




Teplota pripojeni primeru

Princip
PCR
parametry » rozhodujici pro specificitu PCR
PCR
» vysoka teplota = primery se nepfripoji
l > nizka teplota = vznikaji nespecificke
Technické prOdUKty

provedeni PCR

|

Varianty PCR
VvV praxi




Viiv T, na PCR

teplota -

Optimalni teplota



Teplota pripojeni primeru

=y Tm (melting temperature)
l teplota, pri které se bude zhruba 50% primeru
v reakci vazat k templatu
Parametry
T Tm = (pocCet G+C) x 4 + (poCet A+T ) x 2
Technické Ta (annealing temperature)

provedeni PCR

teplota, pri které bude dochazek k vazbe
l vétSiny primerd v reakci k templatu

e Ta=Tm - (3-5°C)
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Vypocet Ta — priklad

Jakou Tm a Ta maji tyto primery?

Primer forward

Primer reverse

5°- AAA GTT CGC TCA GGT ACG - 3°

5°- CGT ACG CAT CGT GCG AGC - 3°
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Vypocet Ta - priklad

Primer forward 5°- AAA GTT CGC TCA GGT ACG - 3°
Tm = 54°C, Ta = 50°C

Primer reverse 5°- CGT ACG CAT CGT GCG AGC - 3°

Tm = 60°C, Ta = 56°C

Idealni annealingova teplota této dvojice
oligonukleotidil v experimentu bude 50°C



Syntéza nukleotidovych retézcu
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probiha pri 72°C

pro fragmenty o velikosti do 500bp se
doporucuje ne delSi nez 20s

pro fragmenty do 1,2 kbp asi 40s

rychlost Taq polymerazy Cini 150 pripojenych
nukleotidu/sekundu



Pocet cyklu

Princip
PCR . v ’ v
» analyticka PCR — ne vice nez 40
l > nejCastéji 25-35 cyklu
Parametry > VvySSi pocCet cyklu vznik nespecifickych
artefaktu
l » vycerpavani komponent reakce
Technické A I
Sroveden PCR » degradace polymerazy i DNA
l Napriklad pri vy€erpani primera se zbyvajici nukleotidy

ucastni syntézy nespecifickych produktu, které vznikaji po

Varianty PCR . , . - A . o
vzajemném annealingu jiz vzniklych amplikonu a

VvV praxi

vysledkem jsou delSi amplifikaéni produkty vytvarejici
,Smouhy* na elektroforetickém gelu



"Plateau Effect” in PCR Amplification

log 2 [product]

Cycle number

theoretical yield

al yield

0 20

30

cycle number

http://www.mcb.uct.ac.za/

40

37
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Zaverecna extenze

slouzi k dokonalemu dosyntetizovani vsech
produktu

probiha po dobu 5-15 min. pfi 72°C

poté je mozné produkty amplifikace uschovat
a nasledne analyzovat



Technické provedeni PCR
- termocyklery -

Princip
PCR

Mikroprocesorem kontrolované
l zarizeni, které obsahuje kovové
reakéni bloky vyhrivané a chlazené

polovodici (Peltierova pumpa),
Parametry . .
PCR vodou, vzduchem nebo mikrovinami
Technické

provedeni PCR

Termocyklery dokazi

automaticky rychle ménit
teplotu v reakénich blocich
mezi tremi zakladnimi teplotami

|

Varianty PCR PCR Cyklu

VvV praxi




Thermocycler evolution
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Far far ago...

"Baby Blue", a 1986

prototype machine for doing
PCR

40
http://en.wikipedia.org/



Varianty PCR v praxi

Princip
PCR

PCR-REA, PRA, PCR-RFLP

|

nested PCR

Parametry
PCR

multiplex PCR

|

kompetitivhi PCR
RT-PCR

Technické
provedeni PCR

V.V VYV V V V

real-time PCR

|

Varianty PCR
V praxi




PCR-REA, PRA, PCR-RFLP

l amplifikace
/ l \ restrik¢ni stépeni

I_I_I_I_I_I_I_I.I_I_I_I_II_I_I_I_I_I_I_I_II_I_I_I_I_I_I_I_I
LLLL LI LLJ




PCR-REA, PRA, PCR-RFLP - example

a2 & & &2 2 & & 1 Uncut

Detection of
polymorphism G908R
In NOD2 gene

Cut by restriction
endonuclease

Heterozygot Homozygot 2
Homozygot 1



Nested PCR

>

|

I |
<

!

I [ —
s
S —

citlivost

]
]
]
] specificnost
]
]



Usporadani nested PCR

primer 2

primer 3

—

AN

double tube

one tube



One tube nested PCR

Tm = 65°C
>

s |
<

o Tm = 65°C 20 cykla PCR
Tm = 58°C Ta = 62°C
I [ —
s
¢ 30 cykla PCR
Tm = 58°C
Ta = 52°C

I
I
I Y
citlivost
I specifiénost
I
I



Nested PCR/PCR

IVP gag HTLV-2 PCR System Titration

Dilution of Positive HTLY-2 DNA Control
First 10% 105 107 108 109 1017 1011 1012 1012
Primers

800 bp
600 bp
468 bp
400 bp
200 bp
Second 10 10° 10710 10° 100 10-'1 1012 1013
Primers
{Nested)
800 bp
600 bp
400 bp
206 bp 200 bp

Wisconsin Viral Research Group, Ltd.
The Lab: Nested PCR
Testing for HHV-6 and EBV



Multiplex PCR

Amplifikace nékolika lokusu soucasné v jedné

PCR reakci
I

- HEEN
I
- A 4
[
)
- ]
'R
<
>
= ]
[ S
<



Multiplex PCR

Strategy for the detection and differentiation of Mycobacterium avium species in isolates and heavily infected tissues
Moravkova M, Hlozek P, Beran V, Pavlik I, Preziuso S, Cuteri V, Bartos M



Kompetitivhi PCR

] Cilova DNA -
\ /
Primerl ~ Primer2

O




Kompetitivhi PCR

Pozitivni
[ I
[ I
[ I
[ I

Negativni

Inhibice

Amplifikace
cilové DNA

Amplifikace
Interniho
standardu



Kompetitivhi PCR

negative positive Inhibition

GeneProof

Mycobacterium tuberculosis

PCR Kit



Reverzne transkripcni PCR

Virova ssRNA

3-5’ _

Hybrid cDNA/virova ssRNA

5 3’
3’ 5
cDNA
Denaturace
5 3°
cDNA

3’-5'

DNA dependentni DNA
polymeraza

Amplifikace




