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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerazova retézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je metoda rychlého
zmnoZzeni (amplifikace) vybraného tuseku DNA.

* Mnozeny (amplifikovany) usek DNA je ohranicen tzv. primery (oligonukleotidy), cozZ jsou fragmenty
DNA o 20 - 25 nukleotidech, které si diky své komplementarité prisedaji pravé ke konclim vybraného
Useku. Od prisedlych primer( probiha syntéza DNA.

e Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA polymerdza, izolovana nejéastéji z bakterie Thermus
aquaticus, odtud oznaceni Taq polymerdza. JelikoZ je tento enzym termostabilni, uchovava si svou
aktivitu i pres nékolikeré plsobeni teploty bliZici se teploté varu.

e PFi reakci je vyuZivano cyklickych zmén teplot, které umoznuji denaturaci DNA (jeji rozvolnéni na
jednoretézce), pfisedani primer( a syntézu DNA.

Princip PCR

PFi PCR je vyuZivano podobného principu, na jakém dochazi k syntéze DNA béhem replikace DNA v
burice. Tzn., DNA polymeraza k jednofetézcovému useku DNA syntetizuje druhy, komplementarni
fetézec, pficemz se pti svém startu pottebuje ,odrazit” od kratkého oligonukleotidu, ktery je diky své
komplementarité navazan na templatovy, jednoretézcovy usek. Tak vznikd z jednoretézcové

molekuly dvouretézcova, ktera je naslednou
1 molekula DNA

denaturaci separovana na dvé N

jednoretézcové molekuly, které jsou 1. oyklus PCR: 2 molekuly DNA. S E

vdalsim kole DNA polymerdzou opét N N
2. eyklus PCR: 4 molekuly DNA S m———

doplnény na dvouretézcové. Tyto kroky se
pfi PCR cyklicky opakuji, takze teoreticky po n cydech: 2" moleul DNA

napr. z plivodné jedné molekuly DNA po 32 cyklech vznika 1 miliarda molekul DNA.

Vyuziti PCR
e amplifikace DNA

» detekce DNA o urcité sekvenci ve vzorku (s pomoci vyuZiti primer( specifickych k dané sekvenci),
napr. ve forenzni genetice ¢i molekularni diagnostice

* kvantifikace na hladiné DNA ¢i transkripce
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Reakcni faze pri PCR

1.

Tyto kroky se cyklicky opakuji. Pro dostate¢nou amplifikaci plvodni molekuly DNA obvykle postaduje
30 cykll. PCR probiha v zafizeni zvaném termocykler, které je zkonstruovano tak, aby dokazalo

Denaturace — dvoufetézcova (dvouvldknova)
molekula DNA se po dobu 20 - 30 sekund
zahtiva na teplotu 94 - 98 °C. Pfi této teploté
dochazi k rozruseni vodikovych mustkd
v dvouretézcové molekule DNA a k rozvolnéni

této dvousroubovice. Vznikaji tak dvé
jednoretézcové (jednovldknové) molekuly
DNA, na které mohou v dalSim kroku

nasednout primery.

Nasednuti primerd - teplota se snizi na
50 - 65 °C, coz umoziuje nasednuti primerd
na specifickd mista DNA. Na dvouvldaknové
Useky DNA/primer se vaze DNA polymeraza.

Syntéza DNA - teplota pouzitd v této fazi
zavisi na pouZité DNA  polymeraze.
NejbéZinéjsi Taq polymerdza ma optimum
aktivity pfi 72 - 80 °C. V tomto kroku dochazi
k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5'
konce ke 3' konci pfirlistd vldkno DNA
komplementarni k plivodni molekule DNA.

5-AGTCTATGTGTGAGTGTATGTGTGY
3-TCAGATACACACTCAGATACACAC.S

Denaturace

5 -3¢
3 _5¢
Vznik jednofetézcovych
molekul DNA

5-AGTCTATGTGTGAGTCTATGTGTGY

3.TCAGATACACACTCAGATACACACS

Pfisedani primer(

Syntéza DNA

5 AGTCTATGTGTGAGTGTATGTGTGY

3-TCAGATACACACTCAGATACACAC.S

Vznik dvouvlaknové
molekuly DNA

5-AGTCTATGTGTGAGTCTATGTGTGS
3-TCAGATACACACTCAGATACACAC 5

béhem nékolika sekund zvysit nebo sniZit teplotu o nékolik desitek stupnt Celsia.

Zakladni kroky pri provadéni PCR

1. krok: Znalost sekvence DNA v amplifikovaném useku (prostiednictvim DNA databazi ¢i na zakladé

2. krok:
3. krok:

vlastniho sekvenovani
Navrzeni sekvence primert
Komer¢ni vyroba primerf

4. krok: Vypocet optimalni teploty primer(, navrzeni sloZeni a profilu reakce

5. krok:

Provedeni reakce

6. krok: Kontrola reakce na elektroforéze (ELFO), pfipadné purifikace reakéniho produktu a

sekvenovani
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Primery

Primery jsou kratké oligonukleotidy (20 — 25 nt), které jsou komplementarni k sekvenci na koncich
amplifikovaného useku. Tzn., Ze pfi PCR po denaturaci dvouretézcové molekuly nasedaji na konce
amplifikované oblasti. Primery jsou jednim z klicovych komponent pro spravny vysledek PCR.

Délka a sekvence primera:
e Primery jsou obvykle 20-25 nt dlouhé.

* Primery v daném paru musi mit srovnatelny
pocet GC:AT parQ. Uprfednostiiujeme primery
s 50 - 60% obsahem GC nebo AT parda.

Formace dimerd

» Sekvence mezi obéma primery nesmi byt
vyrazné komplementarni, protoZze by se
primery v reakci parovaly mezi sebou a méné
nebo pripadné vibec by nenasedaly ke
komplementarni sekvenci v templatové DNA
(vznikaly by tzv. dimery).

Formace vlasenky

* RovnéZ nesmi byt komplementarita v ramci sekvence primeru. Doslo by ke vzniku vlasenky (viz.
obr.) ¢i jinych sekundarnich struktur a primer by tak nefungoval.

* Vidy je bezpodminecné nutné, aby nasedani primer( bylo bezchybné alespori v 3’ oblasti primeru.

Navrzeni primera

Pro standardni PCR navrhujeme primery v parech — predni, tzv. ,forward” primer a zadni tzv.
,reverse” primer. Primery mlzZete navrhnout pomoci nékterého ze softward volné dostupnych na
internetu nebo si je velmi snadno miZete navrhnout ,ru¢né”.

PFi navrhovani primerd je tfeba si uvédomit, Ze v bézném zdapisu sekvence DNA se zapisuje horni
vldkno z dvouretézcové molekuly DNA, a to ve sméru 5’->3’.

e Primery se navrhuji podle sekvence horniho vldkna, tj. sekvence, kterd se pfi bézném zdpisu DNA
pouzivd. Sekvence predniho (,forward”) primeru je totozna se sekvenci béiné zapisovaného, t;j.
horniho vldkna. Pfedni primer umozniuje syntézu horniho vlakna podle templatového spodniho
vldkna.

e Zadni (,reverse”) primer se navrhuje jako komplementarni sekvence k hornimu vldknu, ktera je
navic v reverzni orientaci, tzn., Ze je zapisovana ve sméru 3’->5’. TakZe pfi navrhovani sekvence
reverse primeru podle horniho fetézce, musime Ccist sekvenci primeru odzadu. Reverse primer
umoznuje syntézu dolniho vlakna podle templatového horniho vldkna.

* Pfi navrhovani sekvence primeru musime mit na paméti, Ze oba primery musi mit aspon pfiblizné
stejnou teplotu nasedani. Teplotu nasedani primer( lze ovlivnit samotnou sekvenci primerd, resp.
GC/AT obsahem a délkou primer(.
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Forward primer 3

Reverse primer

>CLCAl>

3’

u

Nasedani primer{ a smér syntézy

(J.mémm.téL 5

5,@: Smér syntéz

Teplota nasedani primer (teplota ,,annealingu®): Od délky primer( a po¢tu GC parl se odviji
teplota nasedani primerd.

 Cim vétsi délka a vy3si obsah GC pérd, tim je teplota nasedani vyssi (viz. pfilozend tabulka).

e Teplota nasedani primerd musi byt dostatecné vysokd, aby nedoslo k nespecifickému nasedani
primer( k templatové DNA, pokud by ale byla pfilis vysoka, primery by nenasedaly vibec.

¢ Je tfeba, aby teplota nasedani byla optimalni pro oba primery a obsah GC parli v obou primerech
byl srovnatelny, tzn., aby byla srovnatelna teplota nasedani obou primerd.

* Pro vypocet teploty primerl mizZete pouzit néktery ze softwar( volné dostupny na internetu nebo
mUZete pouZit niZe pfiloZzenou tabulku.

Objednani a vyroba primer(: na trhu existuje nékolik vyrobc &i dodavatel(i primerd, u kterych Ize
syntézu primer( objednat.

Redéni primer(: Primery pfichazeji od vyrobce v lyofilizovaném (vysudeném) stavu a je teba
naredit. Pfi fedéni postupujeme takto:

1. Zkumavku s primerem nejprve kratce centrifugujeme.

2. Primer nafedime na koncentraci 100 pmol/ul (tj. 0,1 mM). Pro fedéni pouzivame sterilni vodu,
prednostné pouzivame Spicky s filtrem. MnoZstvi vody se odviji od mnoZstvi primeru, které bylo
doddno a které je definovano mnoZstvim moll v protokolu, ktery vyrobce zasila spolu s primerem.
Napt. pokud je vytézek 21,9 nmol, toto mnozZstvi rozpustime v 219 pl vody a ziskdme tak 0,1 mM
roztok. Pfi fedéni primeru postupujeme tak, Ze do zkumavky s primerem pfiddme dané mnoZstvi
vody, zkumavku uzavieme a ddkladné zvortexujeme. Ziskame tak 0,1 mM (100 pmol/ul) zdsobni
roztok primeru.

3. Zasobni roztok dale fedime 10x, tj. do 90 pl vody pfidame 10 pl zadsobniho roztoku. Ziskdme tak
10 pM (10 pmol/ul) pracovniho roztoku. Roztoky s primery jsou skladovany v -20 °C.
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Teplota nasedani primerd pro dany pocet bazi a GC pard

Pocet GC parti

Objem a sloZeni reakce

Objem reakce: ve vétsiné pfipadud se reakce pfipravuje v objemu 25-ti ul, ale mizZe se pfipravovat i
v jinych objemech jako 50 pl nebo 100 pl. V nékterych pfipadech, jako je tfeba metoda Klontest, kdy
testujeme velké mnozstvi vzorkli a chceme Setfit materidlem pro PCR a postacuje mensi mnozstvi
produktu, mdzeme reakci provadétiv 10 pl.

Slozeni reakce: Reakci tvofi tyto komponenty:

Templatova DNA: mnoiZstvi templatové DNA mize byt nepatrné, pfilis velké mnoZstvi DNA naopak
zpUsobuje v reakci problémy, jako napf. nespecifické nasedani primer(.

Primery: obvykla koncentrace kazdého z primer( v reakci je 0,1-1 uM (tj. 0,1-1 pmol/ul). Tzn., pokud
mame pripraveny pracovni roztok 10 pmol/ul (tj. 10 uM) (viz. ¢ast o fedéni primer(), pro 25 pl reakci
pouzijeme 0,25-2,5 pl zobou primerd. MnoZstvi primerd musi byt optimalni. PFilis vysoka
koncentrace vede k nespecifickému nasedani primer( na templatovou DNA nebo parovani primerd
navzajem. PFili$ nizkd koncentrace primer( muze vést k nedostatecnému mnozstvi produktu.

dNTP smés: je smés dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Obvyklad koncentrace kazidého dNTP v reakci je 200
MM (0,2 mM). MnoZstvi pouZité dNTP smési se odviji od koncentrace zasobniho roztoku. Vétsinou je
zasobni roztok dNTP smési o koncentraci 10 mM pro kazdy dNTP. Tedy pokud pfipravujeme 100 pl
PCR reakci, pouzijeme 2 pul 10 mM dNTP, u 25 pl reakce pouzijeme 0,5 ul dNTP.

MgCl,: obvykld koncentrace je 1,5 mM. MgCl, je nutny pro procesivitu a pfesnost Taq polymerazy.
Koncentrace MgCl, se odviji od koncentrace dNTP a plati, Ze pro specificitu reakce koncentrace MgCl,
musi prevySovat koncentraci dNTP. Pokud mame koncentraci jednotlivych dNTP 200, 400, 600 nebo
800 ul, koncentrace MgCl, musi byt 1,5, 2, 3, 4 nebo 5 mM. Nicméné pomér MgCl,/dNTP lze
v urcitych pfipadech pozménovat (viz. odstavec o reakénich problémech), kdy pro zvyseni specificity
reakce zvySujeme koncentraci MgCl,, a to az k5 mM, pficemZ koncentraci dNTP drzime stale na
stejné dUrovni. Nékteti vyrobci Tag polymerazy dodavaji MgCl, zahrnuté do reakéniho pufru.

Reakéni pufr: obvyklé slozeni je 50 mM KCl a 10 mM Tris-HCI, pH 8,3. Reakcni pufry jsou dodavany
spolu s Taq polymerdzou jako 10x koncentrované. Tzn. pro 25 pl reakci pouzijeme 2,5 pl dodaného
pufru. Reakéni pufr dodad reakci potfebnou koncentraci soli a potfebné pH. Koncentrace soli
ovliviiuje specificitu reakce, protoZe ovliviiuje specificitu nasedani primert. U nékterych vyrobcl
reakéni pufr obsahuje rovnou i 1,5 mM MgCl,.
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H,0: voda musi byt sterilni a purifikovanu. Vodou doplfiujeme reakci na poZadovany objem.

Viechny komponenty jsou skladovany v -20 °C.

Reakce

Reakce se obvykle provadi ve 30 cyklech. Kazdy cyklus je tvofen denaturaci, nasedanim primera a
syntézou. Cyklickou reakci pfedchdzi Uvodni denaturace a ukoncuje zavérecna extenze.

Obecné: UVODNi DENATURACE [DENATURACE-NASEDAN{ PRIMERU-EXTENSE]50x ZAVERECNA EXTENSE

Uvodni denaturace: je dlile#itd predeviim u genomové DNA, a to vzhledem k jeji délce. Dostateéna
délka uvodni denaturace zajisti, Ze dvouvlakna DNA jsou pro reakci plné rozpletena. Provadi se pfi

teploté 95 °C po dobu 3 - 5 min. Pi dal$ich cyklech PCR sta&i jiz kratké ¢asy denaturace, protoze
v reakci je jiz pfitomna templatovd DNA vznikla z prvniho cyklu reakce, kterd byva o dostatecné
kratké velikosti a je tedy snadno denaturovatelna.

Denaturace: se provadi pti 95 °C 0,5 — 1 min

Nasedani primert (,,annealing”) — teplota zavisi na sekvenci primert (viz. tabulka). Doba nasedani je
obvykle 30 s, ale muze se dle potfeby ménit. ZvySenim doby nasedani primeru mizZeme zvysit vytézek
reakce, ale zaroven také miZeme sniZit specificitu nasedani primerd, a naopak.

Extense: se provadi pti 72 °C, délka zavisi na rychlosti polymerazy (informace od vyrobce) a délce
produktu. Obvykle, pokud je délka produktu 100 - 800 bp, extense je 30 s, do 1,5 kb je extense 1 min.

Zavéreéna extense: se provadi pfi 72 °C 4 min. Tato faze zajisti, ze viechny produkty jsou pIné
dosyntetizovany.

Pro vétsSinu aplikaci mizeme doporudit toto obecné schéma profilu PCR:

95, 3min[(95°C, 30s)-(x"C, 30s)-(72°C, ys, 072"0, 4min
X
délka extense se odviji od délky produktu

teplota nasedani se odviji od sekvence primertu
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Priprava reakce

Reakci pfipravujeme na ledu, tzn. vSiechny komponenty a reakéni smési mame na ledu, kromé Taq
polymerazy. Taq polymerazu mame bud' ve specialnim stojanku, ktery udrzuju teplotu okolo -20 °C
nebo ji vyndame z mrazaku tésné pred pouZitim a umistime ji na led.

Pouzivdame preferenéné Spicky s filtrem pro zamezeni kontaminace.

PouZivame negativni a pozitivni kontrolu, pokud je to moZné. V negativni kontrole pouZijeme misto
testovaného vzorku vodu, tzn., negativni kontrola neobsahuje testovanou DNA. Pozitivni kontrola
naopak obsahuje takovou DNA, kterd ndm zajisti vznik pozadovaného produktu.

Pokud pfipravujeme vice vzork(, pfipravime si tzv. ,master mix“. Tzn., pokud pfipravujeme 25 pl
reakci pro deset rGznych vzorkli DNA, reakéni smés si namichame najednou pro vsechny vzorky
kromé DNA. Vidy pocitame s jednou reakci navic (nékdy se stane, Ze kvili nepfesnosti pipetovani pro
posledni vzorek neni dostatek reakéni smési). TakZze pokud budeme provadét reakci pro 10 vzorkU
DNA, pocitame reakéni komponenty pro 11 vzorkl. TakZze napf. misto 1 pl primeru (ktery bychom
davali na jednu reakci) pfiddme do ,master mixu“ 11 pl primeru, misto 2 pl dNTP smési (kterou
bychom davali na jednu reakci) priddame 22 pl dNTP smési, atd. Pripravenou reakci dakladné
promichame a rozpipetujeme do pfipravenych PCR zkumavek, do kterych poté pfiddme testovanou
DNA.

Pro PCR reakce pouzivame specialni, tenkosténné zkumavky na PCR.

P¥iklad pfipravy PCR reakce:

H,0 18,6 ul
Templatova DNA 0,5 ul
10x PCR pufr (jiz s obsahem MgCl,) 2,5 ul (1x)
Primer 1 (10pM) 1 ul (0,4 uMm)
Primer 2 (10pnM) 1 ul (0,4 uMm)
dNTP mix (10mM) 0,5 ul (0,2 mM)
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,125 pl (0,2U/ pl)
CELKEM 25ul
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Reseni problém s PCR
Produkt v negativni kontrole:

Zpusobeno kontaminaci bud’ pti pfipravé reakce nebo kontaminaci pfimo v nékteré chemikalii.

Zadny nebo slaby produkt:
Snizte teplotu nasedani primeru
Zvyste koncentraci primer nebo mnoZstvi templatové DNA nebo Taqg polymerazy.

Zménte koncentraci KCl. Zvyste koncentraci, pokud ocekdvany produkt je kratsi nez 1 kb, nebo
koncentraci snizte, pokud ocekavany produkt je delsi nez 1 kb.

Pridejte BSA na koncentraci 0,1 - 0,8 pg/ul.
Zkontrolujte spravnost sekvence primer(.
MUzete zkusit kombinaci bodl 1-5.
Dlouhé nespecifické produkty:
SniZte ¢as nasedani primer(.
Zvyste teplotu nasedani primerd.
Snizte ¢as extense.
Snizte teplotu extense na 62 — 68 °C.
Zvyste koncentraci KCl 1,2x - 2x, ale zachovejte koncentraci MgCl, na 1,5 -2 mM.
Zvyste koncentraci MgCl, na 3 - 4,5 mM ale zachovejte koncentraci dNTP stejnou.
PouzZijte méné primerd nebo templatu nebo Taqg polymerazy.
Kombinujte body 1-7.
Kratké nespecifické produkty:
Zvyste Cas nasedani primerd.
Zvyste teplotu nasedani primer(.
Zvyste Cas extense.

Zvyste teplotu extense na 62 — 68 °C.
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Snizte koncentraci KCI 0,7 - 0,8x, ale zachovejte koncentraci MgCl, na 1,5 -2 mM.
Zvyste koncentraci MgCl, na 3 - 4,5 mM ale zachovejte koncentraci dNTP stejnou.
Pouzijte méné primerd nebo templatu nebo Taq polymerazy.

Kombinujte body 1-7.

MODIFIKACE PCR

e hot-start PCR - zvysuje specificitu reakce, tim, Ze je vyuZita specialné upraven3, tzv. hot-start
polymerdza, kterd pro svou aktivizaci vyZaduje aktivaéni teplotu, tj. teplotu okolo 95°C.Pfi
PCR, obvykle béhem zahfivani vzorku na teplotu pocatecni denaturace, mlze dochazet k
nespecifickému nasedani primerd na templatovou DNA, a pokud je pouZita standardni Taq
polymeraza, mohou z takto nespecificky nasednutych primerd vznikat nespecifické PCR
produkty. Proto enzym, ktery je vyuzit pfi hot-start PCR, je za nizkych teplot, na rozdil od
béZnych polymeraz, zcela neaktivni. Enzym se aktivizuje aZz v pribéhu reakce, tj. pfi pocatecni
denaturacni teploté. Odpada tedy riziko vzniku PCR produktu z nespecificky nasednutych
primer( pfi nizkych teplotach v pribéhu pripravy reakce. Dalsim zplsobem hot-start PCR je
pfidani polymerazy az po prvni denaturaci.

e touchdown PCR — vyuziva postupné se snizujici se teploty nasedani primer0. V pocatecnich
cyklech je teplota nasedani vysoka, ¢imz brani nespecifickému nasedani primer(, ale
postupné se v dalSich cyklech sniZuje. Pfi dostatec¢né nizké teploté dochazi k nasedani
primerQ na specifickd mista a vznika PCR produkt. Ackoliv se teplota nasedani primerd muize
v daldich cyklech jesté dale snizovat, specificky produkt, ktery vznikl v predchdzejicich
cyklech, zajisti po zbytek reakce vznik pouze specifickych produkta.

o nested PCR — slouZi pro zvyseni specificity reakce, kdy se vyuZivaji dva pary primer(. Jeden
par vnéjsich primer( a jeden par vnitfnich primer(. Vnitfni primery nasedaji na sekvenci,
ktera je ohrani¢ena vnéjsimi primery. Nejprve se provede reakce s vnéjSimi pary primer( a
vznikly produkt je vyuZit jako templat pro reakci s vnitfnimi primery. Kombinaci dvou par(
primeru se zvysi pravdépodobnost amplifikace pouze daného, specifického useku.

e inverzni PCR — je vyuZivana pro izolaci a identifikaci neznamé sekvence, uvnitf niz lezi znama
sekvence. DNA je Stépena restrikénim enzymem, ktery ovSem nesmi Stipat uvnitf zndmé
sekvence. Ziskané fragmenty se poté ligaci cirkularizuji. Vzniklé cirkularni formy jsou Stépeny
restrikénim enzymem $tépicim ve zndmé sekvenci, ¢im# se molekula linearizuje. Useky zndmé
sekvence se pfi linearizaci dostavaji na konce molekuly. Nezndma sekvence leZi uprostred
molekuly. Znama sekvence na koncich molekuly poté slouZi jako templatovd sekvence pro
PCR.

e asymetricka PCR — slouzi k produkci preferencné jednoho vlakna, napf. pro sekvenovani.
Vzniku jednoho vldkna je nej¢astéji docileno pomérem primerd, ktery je 1:50 aZz 1:100.
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e multiplex PCR — metoda vyuZiva v jedné reakci vice nez jeden par primerQ, které se vazi k
riznym Useklim templatové DNA. Reakce tedy béZi s vice primery nejednou, vznika vice
rGznych produktd, které potom analyzujeme.

e kvantitativni real-time PCR — metoda kvantifikace DNA ¢&i kvantifikace transkripce.
Kvantifikace je na zakladé fluorescence, a to bud pomoci fluorescenéniho substratu, ktery se
zabudovava do dvouretézcového PCR produktu v pribéhu reakce nebo se vyuZiva specialnich
fluorescencéné znacenych sond.

e RT-PCR — PCR, kdy se jako templat vyuziva cDNA, tj. molekula DNA vznikld prepisem RNA

pomoci reverzni transkriptazy. VyuZiva se pfi vyhodnocovani genové exprese.

o alelové-specificka PCR — na zakladé sekvence primerl se tato metoda vyuziva k identifikaci
mutaci v sekvenci DNA. Na zakladé zmény v sekvenci, se primery vazi/nevazi k templatové
sekvenci a tim produkt vznikd/nevznika, coz udava pritomnost/ nepfitomnost dané mutace v

testované sekvenci.

e mutageneze pomoci PCR — metoda se vyuZivd ke vndseni zmén do sekvence DNA

pripravovaného PCR produktu, a to pomoci pozménéné sekvence primerl (na jejich 3’ konci).
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http://www.biopedia.sk/?cat=molbiol&file=realtime

