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Polymerazova retézova reakce

Dnes nejrozsirenéjsi metoda

molekularni biologie




Kdo za to muze ?




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 in vivo

noveé syntetizovany
retéezec
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Komponenty PCR

Thermus aquaticus, Thermococcus,
Thermophilus, Pyrococcus
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Denaturace 92-96°C




PCR probiha v cyklech
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extenze



1. PCR cyklus

1. denaturace (92-96°C)

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

primarni produkty

3. extenze (72°C) /

dsDNA




Primarni produkty nas
nezajimaji !




2. PCR cyklus
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Jenze sekundarni
produkty nas taky
nezajimaji !




3. PCR cyklus
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A ted’ se podivejte, jak
rychle se amplikony
,mnozi“, tedy
amplifikuji.




Dalsi cykly
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Z kazdé molekuly amplikonu vznikaji dvé nové
Pocet amplikonl vzrusta geometricky



wZazrak®“ amplifikace

Kazdy amplikon je slozen ze dvou fetézcu = dvé
matrice, které se v dalsim cyklu zase zdvoji

Pocéet amplikont extrémné vzrista oproti pocétu
primarnich a sekundarnich produktu

Po nékolika cyklech uz amplikony v reak€nich
produktech naprosto dominuji

Primarni a sekundarni produkty tvori jen minoritni
slozku ve vyslednych produktech PCR



Mnozeni amplikonu

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

) 2 3 22 32
Obecné 2X x(2n-2) (2"-2n)x (2M)x

X = pocet matric na pocatku, n = pocéet cyklu




likonu — povést o
hové hry
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Vytézek PCR

Cyklus ¢. Primarni | Sekundarni | Amplikony Celkem
10 2 18 1 004 1024
20 2 38 10485438 | 10242
30 2 58 ~11x10° | 10243
40 2 78 ~11x 1012 | 10244
50 2 08 ~11x10° | 1024°




A ted” nas ceka Silené

pocitani! ®




Vytezek PCR - priklad

Kolik cykli PCR musite pouzit, aby bylo
mozno detekovat amplikony o velikosti 500
bp vzniklé z jedné kopie dsDNA ?

Zarizeni (transluminator) detekuje 5ng DNA.



Vytezek PCR - reseni

Musi probéhnout alespon 34 cyklu

Reseni je uvedeno v samostatném souboru
ve Wordu



Délka a specificnost amplikonu

je dana pozici primeru na cilovych
sekvencich DNA-matrice




,oyntéza DNA probiha jen ve
sméru 5= 3°“. Tak to priroda
stvorila!

Tedy primery musi zaCinat 5°-
koncem a koncit 3°- koncem.
Na 3°- konci je OH skupina, ke
které se pripojuje vstupujici

dNTP




Narustani nukleotidového retézce

5°-konec

q
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3", 5'-fosfodiesterova vazba
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Primer forward

» musi svym 3°- koncem smerovat ,,dovnitr
budouciho amplikonu

> je komplementarni ke ,,spodnimu“ retéezci
> ale ma sekvenci ,,horniho* retézce

TGATGCGTTCGTATCATT AATCGATGGTTTCGTATC

forward )
5" —— 3

ACTACGCAAGCATAGTAA TTAGCTACCAAAGCATAG




Primer reverse

» musi svym 3°- koncem smerovat ,,dovnitr
budouciho amplikonu

> je komplementarni k ,,hornimu* retézci
> ale ma sekvenci ,,dolniho‘ retéezce

TGATGCGTTCGTATCATT

forward 3 5°
5 e— 3 reverse

ACTACGCAAGCATAGTAA




POZOR !

Primery se zapisuji ve smeéru
5’3", tedy 5°- konec nalevo a
3°- konec napravo

Plati to jak pro primer forward (kde
je to jednoduché), tak pro primer
reverse — podivejte se na dalsi
snimek, jak to dopadne !!!



Jak zapsat primery ,,na papir‘

Ackoli na schéematu lezi primery takto:

Napsat ,,na papir® je musite takto:

forward  5°- TGATGCGTTCGTATCATT - 3~
reverse ~ 5°- GATACGAACCATCGATT - 3~



-
-
wiad
Q
Q
»n
<
»n
N
>
©
=
O
o
<

, CO se stane

Podivejte se




Kdyz napisete primer reverse takto

reverse 5’ AATCGATGGTTTCGTATC — 3

» syntéza z obou primeru bude probihat ve
stejném smeru

> nebude dochazet k amplifikaci




Kdyz napisete primer reverse takto

reverse  5’- CTATGCTTTGGTAGCTAA - 3

> polymerace z takového primeru nemuze
probihat, retézce nejsou antiparalelni




A ted” zase nejaka
otazka! ®




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

- znate sekvenci jen jednoho z rFetézcu
- primery piste ve sméru 5°- 3°

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

AAA TGT GGA GCT TAG TCG ATG ATG GGC AAA

TCT GTG ATT ATC CGA CGT CCC ATG TGC GTC

AAA TGC CGT AGG ACC CTA TTT TGA CGT CCT

GCT GGT ACG CAT CAT CCC TGG TGA CGT ccT

ACG TGC TGC GCT CGC ACG ATG CGT ACG AAC
GCT CGT CGG - 3°

Jak dlouhy bude vznikly amplikon ?



Navrh primeru — reseni
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



Viastnosti primeru |

» zodpoveédné za specifichost PCR
> délky 14 az 40 nukleotid
» obsah G+C od 40% do 75%

> primery by mély byt navrzeny tak, aby se jejich
cilové sekvence nachazely v konzervativnich
oblastech sledovaného genomu

» 3’- konce jednoho primeru by méely obsahovat
takové sekvence nukleotidu, které nejsou
komplementarni k sekvencim druhého primeru

» pokud z primeru vznikaji tzv. dimery, znesnadiuje
to annealing



Viastnosti primeru Il

zadné palindromy
zadné sekundarni struktury

ne nebalancované rozlozeni domén bohatych na G/C
aAlT

pouziti sekvenci oligo (dT) a poly (dC) ve strukture
primeru nema na jejich funkci vliv

5°- konec primeru je méne citlivy k modifikacim
»restrikEni mista, GC-svorky, sekvence promotoru

koncentrace v rozsahu 0,1 - 1,0 uM






Technicke provedeni PCR

Termocyklery

»mikroprocesorem kontrolované
zarizeni, které obsahuje kovové
reakéni bloky vyhrivané a chlazené
polovodici (Peltierova pumpa), vodou,
vzduchem nebo mikrovinami

Termocyklery dokazi automaticky
rychle meénit teplotu v reakcénich
blocich mezi tremi zakladnimi
teplotami PCR cyklu




Vlastnosti termocykleru

1) Vysoka presnost teploty v reakchim bloku,
uniformita a reprodukovatelnost teplotniho
profilu v reakénim bloku

2) Uniformita a srovnatelnost teplotnich profilu
mezi jednotlivymi reakénimi bloky

3) Minimalni ,,prestrelovani“ teplot pri zahrivani
a nebo chlazeni

4) Vysoka reprodukovatelnost jednotlivych
amplifikacnich cyklu



Pocet amplikonu

Co se déje uvnitr termocykleru ?

Konec reakce
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Vysledek PCR

zaznam z elektroforezy v agarézovem gelu

100 bp ladder
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Faktory ovlivnujici PCR

Faktory fyzikalni

iy
2)
3)
4)
S)

Pocatecni denaturace
Pripojeni primeru

Syntéza nukleotidovych retézcu

Pocet cyklu
Zaveérecna extenze

Faktory chemicke

1)
2)
3)
4)
S)
6)

Mnozstvi Tag polymerazy
Reakcni pufr

Mnozstvi dNTP

Primery

Objem PCR reakce
Kvalita DNA



Fyzikalni procesy ovlivnujici PCR

1) PocatecCni denaturace

2) Pripojeni primeru

3) Syntéza nukleotidovych retézcu
4) Pocet cyklu

5) Zaverecna extenze



Pocatecni denaturace

» jednorazoveé zahrati PCR smesi na teplotu
94-96°C po dobu priblizné 3-5 minut

» dokonala denaturace genomoveé DNA a
odbourani vSech struktur, které by branily
pripojeni primeru k cilovym sekvencim

» nasledné pripojeni primeru je velmi efektivni

> nesmi byt priliS dlouha - poskozeni retézcu
DNA a niCeni Tag polymerazy



Horky start

» denaturace po dobu 10-15min,
» termolabilni komplex s jinym proteinem
» rekombinantni pripojeni haptenu

» vosk na rozhrani PCR smesi a Tag
polymerazy

» Taq polymeraza zalita v agaroze ve vicku
PCR zkumavky



Pripojeni primeru - annealing

rozhodujici pro specifichost

pripojeni primeru zavisi na teploté, dobé
annealingu, koncentraci matrice,
koncentraci primeru

vysoka teplota = primery se nepripoji

nizka teplota = vznikaji nespecificke
produkty

Ta = (pocet G+C) x 4 + (pocet A+T ) x 2



Gradientovy termocykler

45°C Ta 65°C




Zaznam z gradientoveho termocykleru




Syntéza nukleotidovych retézcu

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 Tag polymerazy cini 150
pripojenych nukleotidu/sekundu



Pocet cyklu

» analyticka PCR — ne vice nez 40
> nejcastéji 25-35 cyklu
> VvysSsSi po€et cyklu vznik nespecifickych
artefaktu
» vyéerpavani komponent reakce
» degradace polymerazy i DNA

Napriklad pri vy¢erpani primeru se zbyvajici nukleotidy
ucastni syntézy nespecifickych produktu, které vznikaji
po vzajemném annealingu jiz vzniklych amplikonu a
vysledkem jsou delsi amplifikacni produkty vytvarejici
,Smouhy* na elektroforetickem gelu



Zaverecna extenze

slouzi k dokonalemu dosyntetizovani vsech
produktu

probiha po dobu 5-15 min. pri 72°C

poté je mozne produkty amplifikace
uschovat a nasledne analyzovat



Chemicke procesy ovlivnujici PCR

1) Mnozstvi Tag polymerazy
2) Reakcni pufr

3) Mnozstvi dNTP

4) Primery

5) Objem PCR reakce

6) Kvalita DNA



Mnozstvi Taq polymerazy

0,5-2,5 jednotky, coz odpovida 25-125 fmol enzymu

zvysena koncentrace Tag polymerazy v reakci
shizuje specificitu

v soucasné dobé je k dispozici fada ruznych Tag
polymeraz a jejich smeési

vysoka termostabilita a presnost zaClenéeni
spravného nukleotidu do struktury DNA (izv.
fidelity)

fidelity je zavisla na koncentraci volnych Mg?* a
nukleotidill, na spravném vybalancovani podilu
nukleotidu, na pH a podilu posSkozené DNA v reakci
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Reakcni pufr

kofaktor Tag polymeraz = ionty Mg?* ve
forme MgCl, nebo MgSO,

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

lonty ovlivnuji aktivitu enzymu, zvysuji
Tm dvousroubovicové DNA a tvori
rozpustné komplexy s nukleotidy, coz je
proces nutny k inkorporaci nukleotidl do
B]\JAY
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Mnozstvi dNTP

zavisi na délce amplifikacnich produktu
koncentraci Mg?*
koncentraci primeru

nastaveni teplotniho profilu reakce

Tim, ze se nukleotidy vazou na Mg+, snizuji
hodnotu Ta

Do struktury DNA jsou v podminkach in vitro ucinné
zaclenovany pri koncentracich kolem 10 uM, coz
jsou ale hodnoty nizsi, nez ty, které se pouzivaji pri
PCR (100-200 pM)



Objem PCR reakce

ovlivnuje vysledek v mire mensi nez
faktory uvedené doposud

objemy reakcnich smeési 20 az 100 pl

PCR v kapilarach - reak¢ni objemy az 10 pl
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Kvalita DNA

jednim z rozhodujicich faktoru
pritomnost rady latek, které ovliviauji prubéh PCR
Cistota DNA ovliviiuje zejména citlivost

V fadé pripadu pusobi jako negativni faktor uz
pouhé zmrazeni vzorku, pricemz zvlast’ negativni je
jeho opakované zamrazovani a rozmrazovani

PCR je kompletné inhibovana latkami jako jsou
neparin, EDTA, porfyriny a jim podobné slouceniny
aionty HxPO,"".

homogenita vzorku a mnozstvi DNA viozené do
reakce.
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Kde si muzu precist vice?

www.farmakogenomika.cz



A jeste neco pro ty, kteri radi
pocitaji




Priprava primeru - priklad

V jakém mnozstvi rozpustite lyofilizovany vzorek
primeru, aby jeho koncentrace byla 100uM ?

Vzorek obsahuje 138,6 ug primeru

Molekulova hmotnost tohoto primeru
(o délce 18 nukleotidu) je 5 119



Priprava primeru — reseni

ve 271ul



Pouziti primeru — priklad

Jaké mnozstvi primeru ze zasobniho roztoku
100uM napipetujete do PCR reakce o objemu

204l jestlize chcete do reakce dat 10pmol
primeru ?



Pouziti primeru — reseni

1M roztok ......... 1mol ¢éastic / litr (1pumol ¢astic / ul)
1mM roztok ...... 1nmol éastic / pl

1uM roztok ....... 1pmol castic / ul

100uM roztok ....... 100pmol castic /pl
10pmol €astic ..... 0,1pl



