PCR

Reakcja lancuchowa polimerazy, PCR (z ang. polymerase chain reaction)

ANIMACIJA - https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo

Reakcja tancuchowa polimerazy DNA, metoda cyklicznego powielania tancuchow DNA.
Metoda pozwalajgca na szybkie i1 selektywne zwielokrotnienie wybranej sekwencji DNA.
Oparta na enzymatycznym zwielokrotnieniu fragmentu DNA ograniczonego dwoma
oligonukleotydowymi starterami komplementarnymi do przeciwlegltych nici DNA badanej
sekwencji.

PCR to metoda cyklicznego powielania tancuchéw DNA przeprowadzana w termocyklerze.

termocykler- urzadzenie ktore zawiera blok grzejny, umozliwia precyzyjng i sprawng zmiang
temperatury w trakcie trwania reakcji PCR (patrz etapy reakcji PCR)

Substraty reakcji PCR:

v" DNA matrycowe — moze nim by¢ DNA genomowe, lub cDNA uzyskane w procesie
odwrotnej transkrypcji z mRNA

v’ startery(primery) - sag komplementarne do sekwencji DNA oskrzydlajacych fragment
informacji, ktorag chcemy namnozy¢. W rekacji wykorzystujemy pare starterow w ktorej
jeden, starter F (forward) tworzy ni¢ komplementarng do nici 3' — 5' (ni¢ matrycowa, ktora
bierze udzial w transkrypcji), natomiast starter R (reverse) do nici biegngcej od 5' do 3' (ni¢
kodujgca).

v nukleotydy

v polimeraza DNA — wigze si¢ do kompleksu starter-DNA i katalizuje synteze nowej nici DNA

v

v

bufor — zapewnia odpowiednie srodowisko reakcji
jony magnezu — sg kofaktorem dla enzymu

ETAPY reakcji PCR:

1. Denaturacja - w wysokiej temperaturze (zwykle okoto 95°C) dochodzi rozdzielenia
podwojnej nici DNA na dwie. Jest to wynik pekania wigzan wodorowych pomiedzy
zasadami azotowymi (purynami i pirymidynami).

2. Hybrydyzacja primerow (starterow) (annealing) - w temperaturze nizszej, Scisle
okresSlonej dla danej pary starterow (najczesciej przedzial pomiedzy 45-65°C),
nastepuje ich asocjacja do matrycy czyli tworzenie odcinkéw dwuniciowych: starter—
czasteczek DNA.

3. Elongacja — (zwykle okoto 72°C) wiasciwa synteza DNA, polimeraza DNA
rozpoczyna synteze nici komplementarnej do matrycy. Podwyzszenie temperatury do
okoto 72°C powoduje przytaczenie si¢ polimerazy DNA do miejsca asocjacji starterow
z matrycg DNA.

Po zakonczeniu pierwszego cyklu reakcji nastepuje Kkolejny cykl czyli: denaturacja,
przylaczanie starterow oraz synteza nici DNA. Liczba cykli wynosi okoto n=35. Przyrost
produktu PCR w czasie = 2" gdzie n-liczba cyklu


https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
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Ryc. 1. Schemat reakcji PCR
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Ryc. 2. Fazy reakcji PCR.

FAZY reakcji PCR:

1.Wykladnicza: gwaltownie przyrastajaca. Przy wydajnosci reakcji 100% dochodzi do
podwojenia produktu w kazdym cyklu. Reakcja jest bardzo specyficzna i dokladna.

2. Liniowa: poszczegolne sktadniki reakcji zostajg wyczerpane, reakcja spowalnia swoj
przebieg, produkty reakcji ulegaja degradacji, enzym zaczyna traci¢ swoja aktywnos$¢. Faza
ta charakteryzuje si¢ duzg zmiennoscig

3.Plateau: ustabilizowany poziom, punkt koncowy reakcji , nie sg tworzone nowe PCR
produkty.



Real-time PCR

Real-time PCR jest to reakcja tancuchowa polimerazy DNA z analizg ilo$ci produktu w czasie
rzeczywistym
e czula iszybka metoda analityczna
bazuje na konwencjonalnej metodzie PCR
wykorzystuje techniki fluorescencyjne
kinetyka reakcji stale kontrolowana
e pozwala na oszacowanie ilo$ci produktu na poczatki reakcji

Sonda TagMan - jest oligonukleotydem o dtugosci 20-30 nukleotyddéw. Zawiera ona na
koncu 5’ fluorescencyjny barwnik reporterowy (ang. reporter dye), ktérego spektrum emisji
jest thumione przez inny barwnik fluorescencyjny petniacy role wygaszacza (ang. quencher)

Ogolne zasady dziatania real-time PCR z wykorzystaniem sond TagMan:

e monitorowanie przyrostu liczby kopii badanej sekwencji w czasie rzeczywistym
mozliwe jest dzigki sondq oligonukleotydowym znakowanym fluorochromami

e fluorochromy sa wzbudzone $wiattem o okreslonej dlugosci fali (laser) a
wyemitowana energia jest wykryta i zmierzona przez spektrofluorymetr

e termocykler, kontrolujgcy temperature, jest sprzgzony ze spektrofluorymetrem

e spektrofluorymetrem pozwala na oszacowanie ilosci kopii badanego fragmentu
DNA (im silniejsza fluorescencja, tym wigcej kopii DNA)

polimeraza sonda

& Taq DNA polimeraza napotyka na sonde

rozpad sondy pod wptywem dziatania
Taq DNA polimerazy
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Zastosowanie real-time PCR:

analiza ilosciowa ekspresji genow
diagnostyka bakteriologiczna

diagnostyka wirusologiczna

pomiar uszkodzonego DNA

pomiar skutecznos$ci terapii antywirusowej
detekcja patogenow

genotypowanie — okreslanie SNP-Ow

NogakrwnpE



PCR vs real -time PCR

_ - pomiar w
g 4= | tradycyjnym PCR
[=]
)
o
-
LR AT TR
Cykle PCR
g Plateau.
=
=}
o
o
-
pomiar w —
Real —time PCR _
R AR R
Cykle PCR
- faza wyktadnicza Can st efekt
H-H : ' - Plateau
k_ — || (miejsce pomiaru
1 ' "EERY AR tradycyjnego PCR)
Z ¥ !
b4 |
O P S == =
F: —F Al '*n {]{ ! |
’ =t * ‘ ] ]
b= J T :

Cykle PCR



Polimorfizm pojedynczego nukleotydu, SNP (single nucleotide polymorphism) to zjawisko
zmiennosci sekwencji DNA, przejawiajace si¢ zmiennos$cig pojedynczego nukleotydu.
= uzywamy pojecia polimorfizmu gdy badane SNP s3 obecne sa u wiecej niz 1%
populacji ludzkiej
=  SNP stanowig ok. 90% catej zmienno$ci wystepujacej w ludzkim genomie
=  wyst¢pujg co 100-300 nukleotydow

Genotypowanie pozwala na detekcje SNP z wykorzystaniem sond TagMan.
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Sonda 1 jest w 100% komplementarna do matrycy

Ryc. 4. Schemat reakcji genotypowania. (Applied Biosystems)



Poréwnanie metod: PCR, real-time PCR, genotypowanie.

PCR rt-PCR genotypowanie
POIIED jakosciowy/ilosciow iloSciow jakoscio
jako$ciowy/ilo$ciowy ] y y y ] wy
Primery TAK/NIE TAK TAK TAK
Sonda TagMan TAK/NIE, NIE TAK TAK
jesli jest jedna/dwie jedna dwie
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Elektroforeza agarozowa

Elektroforeza agarozowa opiera si¢ na wtasciwosciach DNA ktore jest kwasem o tadunku
Wypadkowym ujemnym i w polu elektrycznym ,,migruje” do elektrody dodatnie;.
technika wizualizacji kwasow nukleinowych
* polega na rozdzielaniu fragmentow DNA wedtug ich wielkosci
» okreslenie wielkoS$ci czasteczek przez porownanie drogi migracji z fragmentami o
znanej wielkoS$ci (tzw. markerow)
» pozwala na oczyszczanie DNA
* jest technikg prosta, szybka i1 stosunkowo tanig

Do wizualizacji DNA stosuje si¢ bromek etydyny (toksyczny) lub znaczniki fluorescencyjne
(nietoksyczne).




