PCR - polymerazova retézova reakce (princip metody)

PCR umoziiuje ziskat pozadovanou sekvenci bez klonovani, navic zcela specifickou. PCR
vyuzivé zdkladnich rysi replikace DNA:

Jako templat slouzi ssDNA, podle niZ je syntetizovan komplementarni fetézec.

K zahijeni reakce je zapottebi primer, ktery se pfipojuje na komplementarni iseky DNA.
Tim je zaroven vymezen Usek DNA, ktery bude amplifikovan.

Jako templaty pro syntézu mohou slouzit oba fetézce dsDNA, po ptedchozi denaturaci.
Primery se vybiraji tak, aby se pfipojovaly k mistim ohrani¢ujicim z obou stran
amplifikovany usek. Teoreticky lze ziskat 2" fetézcu (kopii), coz vede k nesmirné rychlé
amplifikaci ptivodni molekuly.

Provedeni reakce

Vychozim materialem pro PCR je DNA obsahujici sekvenci uréenou k amplifikaci. Tuto

sekvenci neni nutné izolovat - vybér zajisti primery. Jako vzorek je mozné pouzit i

biologicky material (DNA neni nutné purifikovat).

Mnozstvi DNA jako vychoziho materidlu je velmi nizké: obvykle postacuje méné nez 1 mg

genomové DNA, teoreticky postacuje jedna molekula.

Reak¢ni smés obsahuje:

I. DNASOng-1pg
mikroorganismy, tkanové kultury, télni tekutiny, bioptické vzorky, stéry, vlasy,
atd.

2. Primery. Primery pro PCR mivaji velikost 10 - 40 bp s obsahem GC mezi 40%

- 70%. 3' konec primeru nesmi byt komplementarni k zddné casti sebe sama

(self-complementatity). Primer nesmi obsahovat palindromy a tvofit stabilni

sekundarni struktury. Oba primery by mély mit pfiblizn¢ stejny obsah GC a

podobnou teplotu annealingu (Ta). K navrhovani primerG se pouzivaji

pocitacové programy, z nichz nékteré jsou volné dostupné.

dNTP ve formé Na nebo Li soli, koncentrace v reakci je 0,1 - 0,2 mM.

4. Mg ionty. Pfitomnost Mg iontl v reakci je nezbytna, jejich mnoZstvi zavisi na
mnozstvi DNA a dNTP v reakci. V jejich nepfitomnosti se netvoii zadny
produkt, v nadbytku vznikaji nespecifické produkty. Optimalni koncentrace se
stanovuje experimentalné pro kazdy par primert zvIast.

5. DNA polymerazu
Taq Thermus aquaticus
Tth Thermus thermophilus
Tma Thermotoga maritima

(98]

Princip:

1. denaturace 95 °C (separace fetézcl)

2. pfipojeni primerd (30 - 65 °C) teplota urcije specifi¢nost a zavisi na sekvenci

primeru. T, =Ty, -5 °C

3. polymeracni reakce (65 - 75 °C)

4. nové syntetizované fetézce slouZzi jako templaty pro dalsi cyklus
Cyklickeé sttidani teplot jednou zalozené smési zajistuje pritb¢h reakce PCR, provadi se v
termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 60 cykli. Jako polymeraza se pouziva Taq DNA
polymeraza z Thermus aquaticus, ktera odolava teploté 94 °C.



Detekce genu pro: ..........

Rezim termocykleru:

Protokol PCR

y Xond coren Xerd Zasobni Vyslednd | MnozZstvi pfidané Mnozstvi
Slozky reakéni smési vy
koncentrace koncentrace do 25l ptidané
1 vzorek do ul
......... vzorkl
Deionizovana sterilni H,O
Pufr pro PCR bez MgCl, 10x Ix

Pufr pro PCR s 15mM MgCl,

MgCl, 25 mM /50 mM 1,5 mM
dNTP 10x /5 mM 1% /200 uM
BSA / Zelatina

Primer F 100 uM / 10 uM 0,4 uM
Primer R 100 uM / 10 uM 0,4 uM

Taq DNA-polymeraza

50 pl’! 1U

Templatova DNA

50 ng




RESENi PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR

Problém | Mozna pfri€ina Doporucéeni
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 funk€énimi primery

Zacit s novymi roztoky, H,0 a
enzymem

Nizka kvalita templatu
(degradovany,
kontaminovany,
obsahujici 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 cyklu
Zvysit koncentraci enzymu

Pouzit jinou polymerazu

Produkt neni
Cisty

Vznika sekundarni
amplifikaéni produkt

Kontrola koncentrace slozek
reakce

Optimalizovat koncentraci Mg?*
Optimalizovat koncentraci primerut
Snizit pocet cyklu

Smizit koncentraci templatu

Vznikaji etné
nespecifické
produkty

Nespecificka vazba
primeru

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

Narhnout nové primery




Princip PCR

Zavedeni PCR v roce 1983 (Kary Mullis)
+ Publikace

+ Nobelova cena

Po Iym erazova retézova reakce Metoda pro mnohonasobné zmnozeni (amplifikaci)
specifického Useku DNA in vitro zaloZen& na principu
replikace.

K opakujici se enzymové syntéze komplementarnich
PCR (Polymerase Chain Reaction) Fetézcu vybranych Usekll dvouretézcové DNA dochéazi po

pFipojeni dvou primeru vazajicich se na protilehlé rfetézce

DNA tak, ze jejich 3'-OH-konce sméfuji proti sobé.

PCR umozniuje ziskat pozadovanou zcela specifickou

sekvenci bez klonovani.

PCR vyuziva zakladnich rysu replikace (enzymatické Rep| ikace DNA in vivo Vyiad uje
syntézy) DNA: o
+ Jako templat slouzi ssDNA, podle niz je syntetizovan mnoho en Zymu
komplementarni fetézec. -
+ K zahdjeni reakce je zapotrebi primer, ktery se
pFipojuje na komplementarni iseky DNA. Tim je
zaroven vymezen usek DNA, ktery bude amplifikovan. sviraci  DNA-polymeréza

nové syntetizovany protein na vedoucim fetézci

+ Jako templaty pro syntézu mohou slouzit oba Fetézce Fétkaec W
dsDNA, po pfedchozi denaturaci. RETEZEC _—
rodicovs

Primery se vybiraji tak, aby se pfipojovaly k mistiim DNA
ohrani€ujicim z obou stran amplifikovany usek.
i i N fetézcu if VAZNOUCI
m Teoreticky Ize ziskat 2" Fetézcu (kopii). | JAZHOX b FEom
m Predpoklady pro zavedeni PCR RNA-primer
7 . . Jo y Okazakiho fi t
+ Syntéza oligonukleotidd R L s o
, 2 . ~yJ vaquny protein
+ Vlastni myslenka (K. Mullis) @\/ pro jednoduchy Fetézec
+ Teplotné stabilni DNA polymeraza Ig._\},\,' templét pro véznouci fetézec
* AUtOmatiCké tel’mocyklery DNA-polymeréza na véznoucim fetézci

(pravé dokonéuje )kazakiho fragmentu)

priméaza




Replikace DNA in vitro vyzaduje pouze jeden enzym

m Reakéni smés obsahuje:
+ Templatovou nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA).

+ MnozZstvi DNA jako vychoziho materialu je velmi nizké: obvykle
postacuje méné nez 1 ug genomové DNA, teoreticky postacuje jedna
molekula.

< Kvalita templatu ovliviiuje vysledek PCR.
» Velké mnozstvi RNA muze vazat ionty Mg2+
* znecistény templat mize obsahovat inhibitory PCR
¢ Zdroj: mikroorganizmy, buriky z tkanovych kultur, télni tekutiny,
bioptické vzorky, stéry, vlasy, atd...
Primery. Chemicky syntetické ologonukleotidy o velikost 10 - 30 nukleotidd.
dNTP ve formé Na* nebo Li* soli

Mg?2* ionty tvori rozpustny komplex s dNTP a vytvéreji substrat, ktery
rozpoznava DNA polymeréaza.

Termostabilni DNA polymerazu, ktera odolava teplotam az 98 °C.
¢ Tag Thermus aquaticus

Tth Thermus thermophilus

Tma Thermotoga maritima

Pfu Pyrococcus furiosus

Pwo Pyrococcus woesei

*
*
L 2
*

REAKCNIi PODMINKY PCR

Pocatec¢ni denaturace DNA. Dulezita je kompletni denaturace templatu,
obvykle postacuje zahfati smési na 2 —5 min /95 °C. V pfipadé, Ze dojde
pouze k ¢astecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturuji a to vede
k nespecifické vazbé primeru (,self-priming“) a moznym faleSnym vysledkim.

Vlastni retézové reakce:

2. Denaturacni krok (separace fetézcu) : 94 — 95 °C /20 — 45 s, zélezi
na objemu reakce, tloustce stén zkumavek. Nedostate¢né denaturovana
DNA neumozniuje pristup primerdm, naopak pfili§ dlouha denaturace
snizuje aktivitu DNA polymerazy (stabilni cca 2 hod / 98 °C).

Pfipojeni primert (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota uréuje specificnost a
zavisi na Tm primeru a templatu. Pro oba primery by méla byt Tm
podobna. Ta se optimalizuje v teplotnim gradientu nebo se stanovuje
empiricky.

ProdluZovani primeru (polymeracéni reakce) pfi standardni PCR probiha
pfi 72 °C /45 — 90 s. Taq DNA polymeraza syntetizuje DNA pfi této teploté
rychlosti cca 60 bazi/s. Nové syntetizované fetézce slouzi jako templaty
pro dalsi cyklus.

Cyklické stridani teplot jednou zaloZzené smési zajiStuje pribéh reakce PCR,
provadi se v termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 35 cykl.

Zavérecna extenze se provadi obvykle po poslednim cyklu (72°C /5 min) a

slouzi k dokonéeni syntézy a renaturaci jednoretézcovych produktd.

z w w o . . Ve
Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
5’ 3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

P¥imy primer dNTPs l >

5’ 3’ rd

TTGAGAAAGGAATAAGC —PNAPOL.,

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 5’

5" 3’

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
<—DNAPOL - TCTTTAGCTCATATACG

/ ) 5
dNTPs Zpétny primer

5’ 3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
5

3
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 $

REAKCNIi PODMINKY PCR

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

Pfipojeni primert

na fetézce DNA
(30 - 65 °C, 1 min)

Denaturace pro separaci
Fetézcd DNA 25 —-35 x

(94°C, 30's) Syntéza novych fetézcu

DNA polymerazou
(72 °C, 45s - 2 min)




[soma polymardZa syntéza
, - dATP DNA
HYBRIDIZACE +
: +dGTP z primerd
RETEZCO FrINERC +dCTP

]
r_ivr_ursgtla';a:‘)viuﬂ \ L +dTTP

E— é ; é
1. krok 2. krok 3. krok

f | ———————————————————————————————————
prvni cyklus

oddéleni syntéza
. X fetézed DNA a svazéni DNA
oddéleni syntéza s primerem
fetézel DNA a svazani DNA
) . 5 primerem
oddéleni syntéza [ e— P
fetéxcl DNA DNA
a pfidéni primaru

]

kterou
mnoiime

prvni cyklus druhy cyklus thoti cyklus
{tvorba dvou dvoufetézcovych (tvorba étyf dvoufetdzcovych {tvorba osmi dvoufetézcovych
maolekul DNA) molekul DNA) maolekul DNA)

KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH SLOZEK
PRI STANDARNI PCR REAKCI

DNA. Pro standardni PCR se doporucuje nasledujici mnozstvi DNA
podle velikosti templatu:

+ lidskd genomova DNA: 100 - 500 ng
o 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.
+ U nékterych systému muZze vysSi koncentrace (az 1 pM) zlepsit
vysledky.
+ NiZ8i koncentrace vede k predéasnému vycerpani primert a snizeni
vytézku.
dNTP. Vysledna koncentrace se mlze pohybovat v rozmezi 50 — 500 uM
(pro kazdy nukleotid)

+ Nejbéznéjsi koncentrace dNTP je 200 uM. Pfi zvySeni koncentrace
dNTP je tfeba zvysit koncentraci Mg?* iont(.

jednotlivych cyklech Al

Poéet novych
Cyklus &islo| dvouFetézcovych
molekul

Pocet noveé
syntetizovanych
molekul dsDNA pri

15
31
63
127
255
511

XN B |W[IN]|F-

4 095
PCR 5101
16 383

32 767
65 535,
131 071
2 n 1 262 143
= 524 287

1048 575

2 097 151]
4194 303

8 388 607

16 777 215

33 554 431

67 108 863
134 217 727
268 435 455
536 870 911]
1073 741 823

MgCl,. Volné Mg2+ ionty ovliviiuji aktivitu enzymu a zvySuji hodnotu
T,, u dsDNA.

+ Pro dosazeni nejlepSiho vysledku vzdy stanovujeme koncentraci
Mg?* experimentalné.

« Optimalni koncentrace maze kolisat od 1 mM do 5 mM.

+ Nejcasteji pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro 200 uM dNTP).

|

.
Cl-
-

1,0 mM Mg
2,0 mM Mg




DNA polymeraza.
+ Obvykla koncentrace je 0,5 — 2,5 jednotek / 50 pl.
pH je dané reakénim pufrem, obvykle odpovida pH 8,3 — 9,0.

Pridatné latky mohou v nékterych pfipadech ovlivnit G¢innost a
specificnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urcuje
experimentalné:

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

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

detergenty (Triton X-100, Tween 20)

betain (0,5 -2 M) optimalizace PCR pfidatnymi latkami:
Zelatina

glycerol (1 — 5 % v/v)
spermidin

protein 32 genu faga T4

m Mineralni olej — zabrariuje vyparovani béhem reakce

BEZCHYBNOST SYNTEZY

Replikace s Tag DNA-polymerazou neprobiha bezchybné, DNA-
polymeraza pfilezitostné zarazuje do noveé syntetizovanych fetézcu
chybné (nekomplementarni) nukleotidy.

+ Burika ma schopnost tyto baze odstrafiovat opravnymi
mechanizmy.

+ In vitro Taq DNA-polymeraze tato vlastnost chybi.

Frekvence chbneho zaclenovani za podminek amplifikace in vitro je
asi 2x104,

Chybné zaclenovani je dulezité, pokud jsou PCR produkty
klonovany, nebot kazdy klon je odvozen z jedné molekuly DNA.
Chybné zaclenéné baze

(mutace) potom Obsahuje B R CRapa  musiectides il o Livel st g

nucleotides

celé potomstvo. e @
ReSeni problému: pouziti

dvojice DNA polymeraz,

Z nichz jedna mé Opl’avné J leading 1o truncated PCR products > PCRproducLs can be completed

mechanizmy (proofreading). e

Struktura Taq DNA polymerazy

Zakladni optimalizace PCR

Slozka NizSi stringence | VySSistringence

Teplota pro pfipojeni
primeru

MgCl,

Enzym, Primer

Formamid

| I
T )
KCl T l
T }
| ]

Zpravidla se optimalizuje

+ Teplota pro pfipojeni primeru v termocykleru s teplotnim
gradientem

+ Koncentrace MgCl,




Stanoveni teploty pro pfipojeni primeru Hodnota Tm

m Teplota pro pfipojeni primeru (annealing temperature) zkr. T,. m T, zavisi na tiech
Teplota pouzivana pro teplotni hybridizaci molekul primeru a zakladnich faktorech:
matricové DNA in vitro. Optimalni teplota pro pripojeni

primeru pfi PCR se vypodita podle vztahu: Aok

Slozeni roztoku
T . 0 3 TPrimer 0 7 TPI’Odukt 25 ¢ ,
o = UoX +U, X - + Koncentrace soli

m m

kde T, Pimer je hodnota T nejméné stabilniho paru primer- o P

matrice a T, Podukt je hodnota T, amplifikaéniho produktu. + Délka molekuly DNA

guanine + cytosine (mole percent)

m Orientacné Ize vypocitat T, podle vztahu:
T,=2(A+T) +4(G+C)-5°C=T,-5°C

NAVRH PRIMERU PRO STANDARDNI PCR Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software (néktery je volné

dostupny nainternetu).

¢ 18 — 25 bazi dlouhé
neobsahuji vnitini sekundarni struktury
obsahuji 40 — 60 % G+C

maji rovnomeérnou distribuci oblasti bohatych na G/C a
A/T pary

nejsou komplementarni navzajem na 3’-koncich, takze
nevytvareji navzajem nebo samy se sebou duplexy

na matricové DNA nemaji faleSna vazebna mista

maji T, teplotu 55 — 65 °C




PRIKLADY STRUKTUR VYTvAlfquYCH PRIMERY,
KTERE JE NUTNE ZOHLEDNIT PRI JEJICH NAVRHU

m Chybné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari stabilni
duplex na 3’-konci:
5 ATTC? GTTC
CTTTATTTCTC R

m Spravné navrzena dvojice primerd, ktera vytvari pouze
malo stabilni duplex na 5’-konci; na 3’-konci je G nebo C
zarucujici stabilni parovani s templatem:

,HOT START* PCR

m Hot-start“ PCR vyznamné ovliviiuje specifi€nost, citlivost
a vytézek reakce
m Princip:

+ Pfi hot-start® PCR jsou urcité slozky reakéni smési
oddéleny od ostatnich, dokud teplota ve zkumavce
neprekroc€i optimalni teplotu pro pFipojeni primeru
(obvykle 55 °- 65 °C).

+ DNA polymeréaza je v této nekompletni reakéni smési
nefunkéni.

+ Nedochazi k prodluzovani nespecificky navazanych
primerd béhem doby nez je dosazena teplota T,.

m Nespravné navrzeny primer s faleSnymi vazebnymi misty
na templatové DNA:

Separace dulezitych sloZzek reakéni smési je dosazena
nékterym z nasledujicich zplasobu:
¢ Manualné

+ Nékteré slozky jako DNA polymeraza nebo Mg?* jsou vynechany v ptvodni
reakéni smési a pfidany manualné po dosazeni teploty
> 70 °C. Nevyhodou je moznost kontaminace a mozna ztrata
reprodukovatelnosti.

Fyzikalni separace
+ Reakéni komponenty jsou rozdéleny do dvou smési, které jsou oddéleny
bariérou (voskova prepazka, nebo voskové koralky obsahujici MgCl,).
Bé&hem pocatecni denaturace vosk roztaje a umozni smichani reakénich
slozek.

Protilatky proti DNA polymeréaze
+ Pridavek teplotné nestabilnich protilatek umoZzni pocatecni inaktivaci
polymerazy.
Chemicka modifikace polymerazy

+ Pridavek teplotné nestabilnich latek, které se vazou na urcité
aminokyselinové zbytky blokuji enzym (ten je potom pfi pokojové teploté
inaktivni). K aktivaci enzymu dochazi pfi pocate¢ni denaturaci (,FastStart
Taq DNA polymeraza®).

DalSi inhibitory
+ napr. oligonukleotidy specificky se vazajici na polymerazu




DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

Stanoveni fyzikalni velikosti produktu Priklad standardni
gelovou elektroforézou (agaréza, Ok por
polyakrylamid). Detekce obarvenim a v agar6zovém gelu.
pozorovani pod UV svétlem. 1 = hmotnostni st.
St&peni produktu restrik&nimi enzymy a IR
posouzeni spektra vznikajicich restrikénich
fragmentu (PCR-RFLP)

Elektroforeticka separace produktd za

specifickych podminek pro detekci

sekvencénich polymorfizma

¢ DGGE - denaturacni gradientova gelova
elektroforéza

¢ SSCP - analyza polymorfizmu konformace
jednoretézcovych forem

2 - 4 = produkty PCR

Kontaminace pfi PCR

Vynikajici citlivost PCR mUze byt ovlivnéna kontaminaci i jedinou molekulou
exogenni nebo neznamé DNA.

Pro minimalizaci faleSnych pozitivnich vysledku je doporuéeno:
« pouzivani autoklavovanych roztokd

fyzikalni separace pouzivanych PCR-reagencii od templatové DNA a
PCR-produktt

priprava reagencii i vzorka do alikvotnich ¢asti
pouzivani UV-svétla k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na
pracovni ploSe
pouzivani jednorazovych rukavic
pridavani DNA do reakce jako posledni
pecliva volba pozitivnich, negativnich a vnitfnich kontrol
Vylouéeni kontaminace je dlilezité zejména tam, kde je potfeba pouzit
vysokého poctu amplifikacnich cykld, aby bylo dosazeno pozadovaného
produktu
+ nizkokopiovych templati DNA
+ degradovanych vzorka.
V pripadé pochybnosti je nejlepSim pristupem opakovani experimentu
s uzkostlivou pozornosti k detailim a kontrolam.
Jako zdroj kontaminace DNA je nej¢astéji uvadén:
+ prenos kontaminujici DNA z dfive amplifikovanych produktt PCR,
+ Vvzajemna kontaminace zdrojovych materiald,

+ kontaminace plazmidem z rekombinantniho klonu, ktery obsahuje cilovou
sekvenci.

DETEKCE AMPLIFIKOVANEHO PRODUKTU PCR

. hybridizaci s neradioaktivhé znacenou sondou
komplementarni k ¢asti sekvence
amplifikovaného useku a detekci
enzymoimunoanalyzou v mikrotitracni desticce
(PCR-EIA/ELISA), hybridizaéni sonda muze byt
nasledné amplifikovana (PCR-OLA)

. imobilizaci PCR-produktd na membrané a
teCkovou hybridizaci se znacenymi alelové-
specifickymi oligonukleotidy (ASO) nebo zpétnou
teCkovou hybridizaci s riznymi ASO
imobilizovanymi na membrang,

. hybridizaci na DNA-Cipech,
. stanovenim sekvence DNA.

Jako prevence pied pienosem kontaminujici DNA je v reakeni smési
rutinn¢ pouzivana nadhrada dTTP za dUTP. Naslednym pasobenim
uracil-N-glykosylazy na reakéni smés pied zahajenim amplifikace.

1 i amplifikovana nukleova kyselina

PCR l + dATP, dGTP, dCTP, dUTP

G U produkt PCR

hybridizace, klonovani nasledujici PCR
nebo sekvencovani
Cc A A

u
E AT E, !l

A A G 5 i ilovy ¥
b A A odstépeni uracilovych zbytka
l denaturace (95 °C)
—_—r —r—— —
cC G A A G

G ¢ IE'

* nedochazi k amplifikaci

rozstépeni fetézcu




RESENi PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR

Problém Mozna pfFi€ina Doporuéeni

m Alternativné Ize amplifikacni produkty PCR inaktivovat

fotochemicky pomoci derivatd psoralenu nebo
isopsoralenu, Nevznika | Nevyvazena reakce Kontrola koncentrace jednotlivych slozek

: . . o o, - produkt - - -
Furokumarinové slouceniny interkalujici se mezi pary bazi Teplotni podminky Kontrola nastaveni cyklu

DNA. Nizka koncentrace
Pokud jsou tyto latky excitovany UV-svétlem o vinové e
délce 320-400 nm. kovalentné se vazou na nukleové Koncentrace primeru | m Optimalizovat koncentraci primeru

. Y . . - nebo jeho sekvence ' i
kyseliny a tvofi cyklobutanové adukty s pyrimidinovymi ) = Navrhnout primer s novou sekvenci
bazemi, které blokuji reakci s DNA-polymerazou Ruznejtaktory

Zacit s novymi roztoky, H,O a enzymem

Nizka kvalita templatu Pouzit primery, které amplifikuji kratsi
(degradovany, Useky

kontaminovany, Pridat pomocné latky (DMSO)
obsahujici inhibitiry) Optimalizovat koncentraci Mg2*
Pripravit novy templat

Zamezit Gastému zmrazovani a
rozmrazovani templatu

RESENi PROBLEMU PRI STANDARDNI PCR VYUZITI METODY PCR

Problém | Mozna pFi€ina Doporuceni ~ Z&kladni vyzkum . Vyuziti v klinickych
Nevznika Nizka Gcinnost izolace genu nebo jejich casti disciplinach
produkt polymerazy Zvysit pocet cyklu sekvencovani DNA + detekce patogennich
Zvysit koncentraci enzymu mutageneza in vitro mikroorganismu (bakteril, vird,
PouZit jinou polymerazu modifkace konci DNA 9.l L)

, . identifikace onkogen(
Produkt neni | Vznika sekundarni Kontrola koncentrace slozek reakce analyza (selekce) klonu z 9

Cisty amplifikacni Optimalizovat koncentraci Mg2* genovych knihoven e r’ladoru .
piiprava znaéenych sond +  stanoveni pohlavi

produkt Optimalizovat koncentraci primerd
Snizit pocet cykll <or .
Aplikovany geneticky vyzkum . Vyuziti v praxi
Vznikaji Nespecificka vazba o prendnfdizgresie o A

& 4 i A L . dédiénych chorob e soudnictvi
cetne primeru Optimalizovat koncentraci primerd (dedicny 9 ) eriminatistik
nespecifické + detekce mutaci v genech . riminalistika

produkty « studium polymorfizmu gent
(napf. RAPD)
populacni genetika






