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Replikacja DNA in vivo i in vitro
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Technika PCR
Odmiany reakcji PCR

Prof. dr hab. Roman Zielinski

1. Podstawy replikacji DNA

Budowa czasteczki DNA, ktora sktada sie z dwdch komplementarnych nici, ma istotne implikacje
dla procesu syntezy nowych czastek, czyli replikacji. Komplementarno$¢ sprawia, ze dowolny
fragment sekwencji DNA moze stanowi¢ matryce do powstania nowej czastki.

Replikacja DNA to proces, w ktorym z czasteczki DNA powstaja dwie identyczne czasteczki.
Replikacja jest procesem semikonserwatywnym, dwukierunkowym tzn. rozpoczyna sie w
specyficznym miejscu i widetki replikacyjne poruszaja sie w dwadch przeciwnych kierunkach.
Synteza nowej nici zachodzi w kierunku 5’ do 3’ na nici o orientacji przeciwnej.

- 1.1. Chemizm replikacji DNA

Przytaczenie deoksyrybonukleotydu do konca 3’ tancucha polinukleotydowego i utworzenie
wigzania fosfodiestrowego jest podstawowa reakcja umozliwiajacg synteze DNA. Chemicznie
wigzanie fosfodiestrowe powstaje, gdy grupa hydroksylowa (-OH) kwasu ortofosforowego reaguje
z grupami hydroksylowymi innych molekut i tworzy wigzania estrowe wedtug schematu C-O-
P0,0-C. Wiazanie fosfodiestrowe jest najbardziej znane z kwaséw nukleinowych, ale wystepuje
takze w innych zwigzkach, np. ACP (ang. acyl carrier protein) — biatkowy nosnik grup acylowych.

W  kwasach nukleinowych wigzanie fosfodiestrowe powstaje przez potaczenie grupy
hydroksylowej w pozycji 3’ pentozy z grupa hydroksylowa grupy fosforanowej w pozycji 5
pentozy (Rys. 1.1). Dlatego wigzanie to nosi nazwe wigzania 3’ 5’ fosfodiestrowego. Fosfodiestry
majq tadunek ujemny w pH = 7, co sprawia, ze reagujg z dodatnio natadowanymi histonami,
kationami metali oraz poliaminami. Energia do powstania wigzania fosfodiestrowego jest
dostarczana przez rozbicie dwu- i tréjfosforandw nukleotydow. Hydroliza wigzan
fosfodiestrowych jest katalizowana przez fosfodiesterazy.
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Wigzania fosfodiestrowe miedzy dwoma
nukleotydami sg  tworzone przez
polimeraze DNA. Mogg one byc¢ takze
utworzone przez ligaze. Ligaza to enzym
uczestniczacy w  wypetnianiu  luk
powstatych podczas replikacji, np. po
wycieciu starteréw RNA oraz podczas
taczenia fragmentéw Okazaki. Ligaza
uczestniczy rowniez w naprawie DNA.

» 1.2. Rozpoznanie miejsc poczatku
replikacji

Synteza DNA jest katalizowana przez
polimeraze DNA zalezng od DNA (Rys. 1.2).
Polimeraza  dodaje  nukleotydy do
syntetyzowanej nici, przy czym przed
wstawieniem, nukleotyd musi wytworzyc
wigzanie wodorowe z nukleotydem na nici
matrycowej. Tylko wodwczas polimeraza
rozpozna nukleotyd i katalizuje tworzenie
wigzania fosfodiestrowego.
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Rys.1.1. Powstawanie wigzania O=b—0
fosfodiestrowego w syntetyzowanym 0

P . ;. 5" end of strand
tancuchu polinukleotydowym (rézowy).

Polimerazy DNA nie majg zdolnosci samodzielnego rozpoczynania replikacji. Moga tylko wydtuza¢
tancuch polinukleotydowy. Funkcje starteréow petnig krétkie odcinki RNA syntetyzowane przez
polimeraze RNA. Struktura chemiczna RNA jest podobna do DNA. Ni¢ RNA moze taczy¢ sie
(hybrydyzowac) z nicia DNA przez tworzenie wigzan wodorowych miedzy rybonukleotydami i
deoksyrybonukleotydami. Powstata czgsteczka to hybryda DNA/RNA.
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Rys.1.2a. Synteza DNA katalizowana przez polimeraze DNA.
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Replikacja DNA jest procesem ztozonym, zwtaszcza u Eukariota, u ktdrych zaangazowanych jest
co najmniej 60 biatek. Aby polimeraza DNA mogta dziata¢, podwojna helisa musi zostac
rozdzielona na pojedyncze nici w procesie zwanym denaturacjg lub topnieniem. Rozplecenie nici
DNA zachodzi w miejscach inicjacji replikacji.

We wszystkich domenach (Eukariota, Archaea, Bacteria) czynniki inicjujgce typu trans rozpoznaja
miejsca poczatku replikacji i tworza kompleks pre-replikacyjny (pre-RC, ang. pre-replication
complex), ktory uczestniczy w rozpleceniu DNA. Biatka rozpoznajace miejsca poczatku replikacji
wykazujg istotne podobienstwo strukturalne, w tym przynaleznos¢ do rodziny ATPaz (AAA+).
Biatka te s aktywowane przez przytgczenie ATP. Pomimo podobienstw, inicjacja replikacji u
Prokariota i Eukariota rézni sie.

U Prokariota rozpoznanie sekwencji powtarzalnych oraz ich uktadu przez monomery biatek
inicjujacych prowadzi do tworzenia oligomerdw biatek inicjujgcych i rozplatania DNA. U Bacteria
denaturacja DNA jest katalizowana przez jeden enzym — helikaze kodowang przez gen DndA.
Dodatkowo biatka zaginajace, Fis i IHF moga wptywac na tworzenie kompleksu pre-RC. Biatko
inicjujgce Archaea, CDC6/0ORC1 wykazuje homologie z biatkami ORC Eukariota, ale takze z
biatkiem DnaA Bacteria. Podobnie jak helikaza Prokariota, CDC6/ORC1 rozpoznaje OriC jako
monomer i dopiero pdzniej tworzy oligomery. Inicjacja replikacji u Eukariota wymaga obecnosci
ztozonego heksameru ORC, ktory nastepnie rekrutuje kolejne biatka (Rys. 1.2b).
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Rys.1.2b. Porédwnanie inicjacji replikacji u Eukariota, Archaea i Bacteria (Leonard i Mechali 2013).

Kompleks ORC (ang. Origin Recognition Complex) tgczy sie z miejscami inicjacji replikacji wraz z
biatkami CDC6 i CDT1 (Rys. 1.2¢). Kompleks ORC umozliwia przytaczenie helikazy MCM2-7 w
poblizu miejsc inicjacji replikacji. Etap ten jest czesto okreslany jako powstawanie kompleksu
pre-replikacyjnego, pre-RC lub ,licencjonowanie replikacji DNA”. U Metazoa, w tym u cztowieka
biatko Geminin inhibuje replikacje przez blokowanie tworzenia kompleksu pre-RC na skutek
interakcji z CDT1. Dodatkowo rozplecenie DNA wymaga przytaczenia kinazy biatkowej CDC7,
CDC45, kompleksu GINS, MCM10 i kilku innych biatek. Biatka CDC45, MCM2-7 oraz GINS tworza
kompleks helikazy CMG, ktdry uwazany jest za aktywng forme helikazy (Recolin i inni 2014).
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Sekwencje miejsc poczatku
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1.3. Wtasciwosci korektorskie
polimeraz Rys.1.2c. Model inicjacji syntezy DNA u Eukariota (Recolin i inni

Doktadnoé¢ kopiowania DNA jest 2014

zwigzana z korektorskimi wtasciwosciami polimerazy DNA. Btedy w DNA wystepujg z czestoscia

10°-10%, co jest znacznie nizsza czestoscig niz wynikatoby to tylko z komplementacji zasad.

Przyktadowo, nieznaczna zmiana geometrii helisy DNA umozliwia tworzenie wigzan miedzy G i T.

Ponadto, tzw. formy tautomeryczne zasad wystepuja z czestoscia 10°-10“ Efektem ich

wystepowania jest parowanie C-A.

Przed inkorporacja nukleotydu, konformacja przestrzenna prawidtowo utworzonego wigzania
wodorowego rézni sie nieznacznie od konformacji nieprawidtowo sparowanych zasad. To
powoduje, ze polimeraza ma wieksze powinowactwo do prawidtowo sparowanych zasad. Po
wstawieniu nieprawidtowego nukleotydu i utworzeniu wigzania kowalencyjnego, korekta
nastepuje dzieki egzonukleolitycznym witasciwosciom korektorskim polimerazy w kierunku 3’'—5’.
Polimeraza wycina nieprawidtowo wstawiony nukleotyd tak, aby odtworzy¢ grupe 3’OH.

Polimeraza DNA rézni sie od polimeraz RNA obecnoscig wtasciwosci korektorskich. Polimerazy
RNA nie sg wrazliwe na btedy w parowaniu zasad, dlatego czestosc¢ btedow podczas syntezy RNA
wynosi 10,
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1.4. Zadania

1.4.1. Widetki replikacyjne
.
Na rysunku 1.4.1 przedstawiono miejsce rozpoczecia replikacji. Podano takze sekwencje regionu 1

na obu niciach.

A. Ktdra z nici bedzie matryca do syntezy nici wiodacej w regionie 1, gorna czy dolna?
B. Prosze podac sekwencje nici opdznionej od konca 5’, dla ktérej matrycg bedzie region 1.

N A
N\

or -

Region l: 5’_CTGACTGACA.3'
3’ _GACTGACTGT..5'

Rys.1.4.1. Widetki replikacyjne.
1.4.2. Replikacja kolistego DNA bakteryjnego
Na rysunku 1.4.2. pokazano schemat replikacji bakteryjnego DNA kolistego.

A. Ktdra z nici, dolna czy gorna jest matryca do syntezy nici wiodacej w regionie 2.

B. Z ktdrym miejscem, A, B taczy sie starter 5’UUGC3’?

C. Ktora ni¢ w regionie 2 nie bedzie powielona, jezeli przed rozpoczeciem replikacji nie
bedzie obecna polimeraza RNA?

Site A
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. Topstrand
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Rys. 1.4.2. Replikacja bakteryjnego DNA.

1.4.3. Czas trwania replikacji

Szybkos¢ replikacji wynosi 500 par zasad na sekunde. Ile bedzie trwata replikacja genomu
sktadajacego sie z 3,5 mln par zasad? Prosze podac czas w minutach.
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2.Technika PCR

# 2.1. Definicja

PCR: reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) jest enzymatyczng
reakcjg replikacji DNA in vitro. Pozwala ona na powielenie danego fragmentu DNA w wielu
kopiach.

tancuchowa reakcja polimerazy stuzy do namnozenia DNA, ktéry pozniej mozna poddac
analizom, np. sekwencjonowaniu. Od czasu pierwszego opisu PCR w 1985 r. powstaty liczne
odmiany reakcji roznigce sie typem wykorzystywanych starteréw, rodzajem matrycy i sposobem
detekcji produktow. Typowa reakcja PCR polega na zastosowaniu dwoch starterdw, ktére taczg sie
komplementarnie z sekwencjg DNA, ktorg chcemy powieli¢. Startery umozliwiajg polimerazie
DNA rozpoczecie wydtuzania komplementarnej nici DNA. Dlatego typowa reakcja PCR wymaga
znajomosci sekwencji, ktdrg chcemy powieli¢. Niektére odmiany reakcji PCR wykorzystujg tzw.
uniwersalne startery i pozwalajg na namnozenie wielu sekwencji rozpoznawanych przez starter w
genomie. S3 to tzw. markery DNA oparte o reakcje PCR. Zaktada sie, ze taki uniwersalny starter
przytacza sie do obu nici matrycy DNA w niezbyt duzej odlegtosci. Reakcja PCR z zastosowaniem
uniwersalnych starterow nie wymaga znajomosci sekwencji docelowych. O szerokim
zastosowaniu PCR decyduje szybkos¢ i stosunkowa prostota reakcji w poréwnaniu z innymi
procedurami molekularnymi. Reakcja PCR jest bardzo czuta. Pozwala ona na namnozenie nawet
pojedynczej czasteczki DNA. Z drugiej strony czutos¢ PCR sprawia, ze reakcja ta wymaga duzej
precyzji w oczyszczaniu materiatu biologicznego, optymalizacji stezen sktadnikow oraz
temperatury poszczegolnych etapow. Wszystkie wymienione czynniki moga wptywac na specyfike
reakcji i nieznaczne odstepstwa od warunkéw optymalnych moga prowadzi¢ do btednych
wynikow.

- 2.2. Sktadniki wykorzystywane w PCR
2.2.1. Matryca

Matryca: to DNA, ktéry podlega namnozeniu. Mozna wykorzystac
dowolne DNA: genomowe, organellowe, wirusowe, plazmidowe,
kosmidowe itd. Na ogot w reakcji bierze udziat 10*-10° czasteczek
DNA, co oznacza ilosci rzedu 10-100 ng. Nie okresla sie stezenia
matrycy, jednakze zbyt duza ilo$¢ moze prowadzi¢ do inhibicji reakcji
w zwigzku ze zbyt duzym stezeniem zanieczyszczen (Rys. 2.1.1) Z
kolei zbyt mata ilos¢ powoduje niespecyficzny przebieg reakc;ji.

Teoretycznie technika PCR pozwala na powielenie nawet jednej
czasteczki DNA. Dzieki temu mozna wykorzysta¢ DNA pochodzace ze
Sladow kopalnych. Z drugiej strony czutos¢ reakcji PCR wymaga duzej 60 ng 100 ng
pre?yzp przy. anaL|-2|e materlaft,u genetycznego, quZ ka?de. Rys. 2.2.12. Wplyw iloci
zanieczyszczenie moze prowadzi¢ do btednych wynikow. Jezeli p\a na efektywnosc
badana proba zawiera materiat genetyczny r6znego pochodzenia, to amplifikacji w reakcji PCR
kazdy materiat sie moze namnozy¢. Startery zaprojektowane dla (dane wtasne).
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danej sekwencji nie rozwigzuja problemu, gdyz sekwencje homologiczne wystepuja u réznych
organizmow (Rys. 2.2.1b). Tym samym warunkiem prawidtowego przeprowadzenia reakcji PCR
jest czysty materiat genetyczny. W przeciwnym razie zamiast namnozy¢ DNA poszukiwanej
sekwencji, namnozymy kazda sekwencje podobna. W diagnostyce prowadzi to do otrzymania
wynikow fatszywie pozytywnych, ktére moga pociggnac okreslone konsekwencje prawne.

108F-366R | 108F-733R | 108F-958R 421F-366R 6F-971R

——
P
(350 bp)
P
(420 bp)
& P

490 b
-— § p)
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Rys. 2.2.1b. Przyktad wptywu obecnosci réznego materiatu genetycznego na amplifikacje.
Obecnos¢ sekwencji homologicznych do transgenu u roslin GMO powoduje amplifikacje
homologoéw zamiast lub obok transgenu pomimo zastosowania specyficznych starterow (dane
wiasne).

1. Kontrola, 2. PGIP, 3. PGIP x VSR, 4. Plazmid. M. Marker masowy.

Warunkiem prawidtowego przeprowadzenia reakcji PCR jest czysty materiat genetyczny.

2.2.2. Bufory

W technice PCR wykorzystuje sie sktadniki
niezbedne do aktywnosci polimerazy,
zapewniajgce  optymalne  pH  reakcji i
zwiekszajace site jonowa.

@ Tris-HCl, pH w temperaturze pokojowej
wynosi 8,3, w temperaturze 72°C
(temperatura elongacji) pH spada do 7,2,
ktére jest bliskie optimum dla
polimerazy DNA.

@ (NH,),S0., dostarcza jednowartosciowych AUl 2mM 1.5 mM 1.5 mM
kationéw zwiekszajacych site jonowa 1xEn 2xEn 1xEn 2xEn
roztworu, alternatywnie moze by¢ Rys. 2.2.2. Wptyw stezenia MgCl; oraz betainy (En)
dodany KCl na specyfike PCR. Obnizenie stezenia MgCl, do 1,5

mM zmniejsza liczbe niespecyficznych produktow

@ MgCl,, dostarcza dwuwartosciowych widocznych jako ,tto” (dane wkasne).

kationow  Mg*  niezbednych  do
aktywnosci polimerazy. Stezenie w mieszaninie reakcyjnej wynosi 1-5 mM, przy czym im
wyzsze stezenie MgCl, tym mniejsza specyficznosc reakcji. Generalnie 1-2 mM.
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@ Detergenty, np. Triton-X, Tween 20, betaina w stezeniach 0,1-0,5% wykorzystywane sg w
celu minimalizacji absorpcji polimerazy DNA na $ciankach probdwki. Przyktadowo, betaina
zawiera rozdzielone grupy funkcyjne o tadunku dodatnim i ujemnym. Wystepuje w postaci
jonu obojnaczego. W uktadach biologicznych betaina petni funkcje osmolitow — czastek,
ktore wptywaja na lepkosc¢ i site jonowa roztwordw wodnych. W technice PCR betaina
zwieksza efektywnos¢ amplifikacji, ale moze takze wptywac na zmniejszenie specyfiki
reakcji (Rys. 2.2.2).

2.2.3. Tréjfosforany nukleotyddw. dNTPs

Trojfosforany nukleotyddéw s3 sktadnikami niezbednymi do syntezy DNA, zaréwno in vivo jak in
vitro. W sktad DNA wchodza monofosforany, jednakze do syntezy niezbedne s3 trojfosforany, gdyz
reszty fosforanowe dostarczajg energii niezbednej do tworzenia wigzania fosfodiestrowego.

W technice PCR wykorzystuje sie trojfosforany nukleotydow odporne na wysoka temperature z
okresem péttrwania okoto 40 cykli. Stezenie kazdego z trojfosforandw nukleotyddw miesci sie
miedzy 50-250 pM, najczesciej stosuje sie 200 uM, ktdére pozwala syntetyzowac miedzy 25-6,5 pg
DNA (Baumforth 1999). Zbyt wysokie stezenie trdjfosforandow nukleotydéw prowadzi do
niespecyficznej reakcji.

Trojfosforany dostarczane s3 w postaci oddzielnych roztworéw wodnych, dATP, dCTP, dGTP i
dTTP. Przed przystgpieniem do zaktadania reakcji sporzadza sie jeden roztwor zawierajacy
wszystkie cztery trojfosforany nukleotydow. Tréjfosforany nukleotyddw moga by¢ znakowane
radioaktywnie, fluorescencyjnie, moga by¢ modyfikowane (np. w sekwencjonowaniu) w zaleznosci
od specyfiki reakgji.

2.2.4. Startery

Startery projektuje sie tak, aby flankowaty region, ktory ma by¢ amplifikowany. Najczesciej
wykorzystuje sie dwa startery, ktore s3 komplementarne do fragmentow danej sekwencji. Startery
te okresla sie mianem Forward i Reverse, ale nalezy pamietac, ze nazewnictwo jest umowne i
faktyczne przytaczanie starterow do matrycy moze byc¢ inne. Jezeli wykorzystujemy jeden starter
to zaktadamy, ze przytacza sie on na obu niciach w bliskiej odlegtosci.

OgreF/PstAT |OgreR/PStAT | PdrF/PstAT | PdArR/PStAT LTR1/PstAT || E . Bare/M-ACA

8 9 10|11 13 17

Rys. 2.2.4a. Wykorzystanie roznych kombinacji starteréw do amplifikacji sekwencji transpozonowych u pijawek
(dane wtasne).
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Stezenie starterow miesci sie w zakresie 0,3-1 uM dla reakcji standardowej. W niektdrych
odmianach PCR stosuje sie nizsze lub wyzsze stezenia.

Starter: krotkie, jednoniciowe oligonukleotydy DNA, komplementarne do matrycy, ktoére
umozLliwiajg inicjacje replikacji in vitro, czyli amplifikacji. Startery majg 10-30 nukleotyddw,
najczesciej okoto 20 nukleotydow. Najczesciej wykorzystujemy dwa rézne startery, ktdre
flankuja fragment docelowy. Istniejg jednak reakcje, w ktérych wykorzystuje sie tylko jeden typ
startera. Wowczas taki starter przytacza sie do sekwencji komplementarnych na obu niciach.

Aby reakcja byta specyficzna startery musza by¢ odpowiednio zaprojektowane.

@ Dtugosc starterow powinna miescic sie miedzy 10-30 nukleotydow.

@ Startery powinny zawiera¢ 50-60% zasad G+C. Startery z wiekszg liczbg zasad G+C tworzg
stabilniejsze wigzania z matryca.

@ Powinno sie unikac ciggow ztozonych z wiecej niz trzy takie same zasady.

@ Startery nie powinny by¢ komplementarne wzgledem siebie. Komplementarnosc¢ starterow
wzgledem siebie prowadzi do powstawania dwuniciowych struktur, ktére stanowia
konkurencyjng matryce w trakcie PCR i w efekcie reakcja nie jest specyficzna.

@ Startery nie powinny tworzy¢ struktur drugorzedowych, a takze nie powinny tworzyc
dimeréw zaréwno w obrebie danego startera (homodimery) oraz pomiedzy réznymi
starterami (heterodimery)

Reakcja
6 niespecyficzna

Rys. 2.2.4b. Struktury drugorzedowe starterow. A. Szpilka do wtosow powstaje w temperaturze ponizej

optymalnej. B. Struktura posrednia, moze powsta¢ w temperaturze optymalnej i wdéwczas uniemozliwia

amplifikacje. C. Jednoniciowa struktura, powstaje w temperaturze powyzej optymalnej. D. Obraz
dimerdw na zelu agarozowym (Sciezki 4, 5, 6), ktdre powstaty w wyniku amplifikacji starteréw (dane
wiasne).

@ Startery powinny by¢ komplementarne do matrycy, zwtaszcza na koncu 3. Brak
komplementarnosci na koncu 3’ uniemozliwia przytaczenie startera i nieefektywna
amplifikacje. Czasami projektuje sie startery, ktére w czesci Srodkowej nie s3
komplementarne do matrycy. Wykorzystuje sie je, jezeli sekwencja jest wysoce zmienna
lub jezeli chcemy amplifikowa¢ sekwencje u innych gatunkoéw niz ten, z ktérego pochodzi
fragment DNA uzyty do projektowania starteréw. Z kolei koniec 5’ czasami wykorzystuje
sie aby wprowadzi¢ miejsca restrykcyjne, gdy produkt PCR jest wykorzystywany w
klonowaniu.
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2.2.5. Termostabilne polimerazy DNA

W technice PCR wykorzystywane s3g polimerazy, ktére toleruja
wysokie temperatury (do 95°C). Sg to tzw. polimerazy termostabilne,
ktére pochodza z bakterii zyjacych w cieptych zrodtach. Najczesciej
stosuje sie polimeraze z Thermus aquaticus (Taq) i Thermus flavus
(Tfl). Oba mikroorganizmy nalezg do Archaea, klasy Deinococci.
Archeonty te po raz pierwszy
zidentyfikowano w Parku
Yellowstone w zrodtach o
temperaturze 53-86°C, a nastepnie
ich obecno$¢ potwierdzono w 53
réznych lokalizacjach. Optimum dla
polimerazy DNA pochodzacej z tych archeontéw to 72°C, a wiec
jest to temperatura elongacji. Jednakze wytrzymujg one rowniez

Rys. 2.2.5a. Kolonia
Thermus aquaticus.

temperature 94-95°C, co umozliwia przeprowadzenie wielu cykli
reakcji namnazania DNA bez dodawania polimerazy w kazdym
cyklu. Geny polimerazy DNA pochodzace z Archaea wklonowano
do Escherichia coli. Dostepne na rynku termostabilne polimerazy
DNA powstaja w genetycznie zmodyfikowanej E. coli. Polimeraza
Rys. 2.2.5b. Poréwnanie Taq nie ma witasciwosci korektorskich w kierunku 3’—5’. Prowadzi
amplifikacji genow rDNAprzy  to do btednego wstawiania zasad z czestoscig 1/9000
pomocy polimerazy Tfl i nukleotydow. Polimeraza Tfl posiada zdolnosci korektorskie, co
RedTaqg (dane wtasne). . . .. . .
zwieksza specyfike reakcji. Wykorzystuje sie 0,5-2U na reakcje

(najczesciej 1U na reakcje).

- 2.3. Etapy PCR

Technika PCR sktada sie z szeregu pojedynczych reakcji zwanych
cyklami. W kazdym cyklu ilos¢ czasteczek DNA sie podwaja. Liczba
cykli waha sie miedzy 20 a 46 i zalezy od rodzaju matrycy oraz
powielanej sekwencji. Im wiekszy genom tym wiecej cykli i
dtuzsze czasy poszczegolnych etapow s3 potrzebne do
namnozenia sekwencji. Dla sekwencji unikalnych, ktére wystepuja
w niewielu kopiach lub zgrupowane sg w poblizu, liczba cykli nie
powinna przekracza¢ 30-35 dla duzych genomoéw, gdyz zbyt duza

liczba cykli prowadzi do amplifikacji zanieczyszczen i homologow
(Rys 2.3a). Liczba cykli 40-46 jest stosowana tylko do amplifikacji 30 cykli
sekwencji, ktore wystepuja w wielu miejscach genomu (np. Rys. 2.3a. Wptyw liczby cykli

transpozony). na amplifikacje genéw rDNA u

sosny (duzy genom) (dane
Technika PCR wykorzystuje wtasciwosci fizyko-chemiczne DNA,  asne).

ktore zalezg od temperatury. Struktura helikalna DNA ulega

destabilizacji wraz ze wzrostem temperatury. Powyzej pewnej temperatury krytycznej, zwanej
temperaturg topnienia, nici DNA ulegaja catkowite] separacji i wystepuja w postaci
jednoniciowych fragmentdw. Jest to wynikiem zerwania wigzan wodorowych. Ponizej temperatury
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topnienia wystepuje spektrum mozliwosci, od Llokalnych fragmentéw jednoniciowych do
catkowitego splecenia DNA.

W zaleznos$ci od temperatury mieszaniny, DNA 100
moze wystepowac:

@ w postaci czesciowo zdenaturowanej, co
umozliwia dostep starterow i
polimerazy,

@ catkowicie zdenaturowanej,

@ w postaci podwojnej spirali.

Denaturation (%)
2

Manipulujagc  temperaturg reakcji mozemy
doprowadza¢ do namnozenia DNA lub nie.
Temperatura  topnienia jest rozna dla
poszczegolnych  typéw DNA, zalezy od
zawartosci GC (Rys. 2.3b). Dlatego nie ma 75
jednolitej, standardowej temperatury dla reakgji
PCR. Dla kazdej matrycy i kazdego typu

80
Temperature (°C)
Rys. 2.3b. Zaleznos¢ denaturacji DNA wirusowego
] i ) (niebieska linia) i bakteryjnego (czerwona) od
starterow ~ musi  ona  by¢ na  NOWO temperatury. W temperaturze bliskiej 100°C prawie
optymalizowana. Ponadto manipulujgc  caty DNA jest zdenaturowany.

temperaturg mieszaniny mozemy regulowac
specyfika reakgji.

Temperatura topnienia: temperatura, w ktorej 50% nici DNA wystepuje w postaci
zdenaturowanej (pojedyncze nici) i 50% w postaci podwojnej helisy.

2.3.1. Denaturacja

Denaturacja przebiega w temperaturze, 94-95°C. Etap ten najczesciej trwa 30-60 s. Dodatkowo
projektuje sie wstepna denaturacje, ktéra trwa 3-5 minut. Polega ona na przeksztatceniu

_ Rys. 2.3.1. Denaturacja fragmentu DNA o
sekwencji, ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG.
Sekwencje zawsze zapisujemy od 5’ do 3.
Poniewaz jest to DNA, musimy dopisac ni¢
komplementarng o odwrotnej polarnosci,
czyli od 3" do 5. W ten sposob uzyskamy

_ odcinek DNA, ktéry bedzie powielany w
reakcji PCR.

1. Denaturacja DNA: 94°C

3’ TACGCCCGATGCTATTCTGTAGGCS’

dwuniciowej czasteczki DNA w jednoniciowa. Celem denaturacji jest rozdzielenie nici DNA tak,
aby umozliwi¢ przytgczenie sie starterow oraz polimerazy DNA. W warunkach naturalnych nici
DNA s3 rozdzielane za pomoca helikaz i topoizomeraz, a stabilizujg je biatka SSB. W reakcji PCR
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rozdzielenie nici odbywa sie przez inkubacje w wysokiej temperaturze, tj. 94-95°C. W tej
temperaturze DNA wystepuje w postaci pojedynczych nici.

2.3.2. Przytaczanie starterow, annealing

Annealing jest to proces przytaczania starterow do matrycy DNA. Przebiega w temperaturze 36-
70°C. Najczesciej trwa okoto 30-60 s. Dla sekwencji unikalnych zakres temperatur najczesciej
miesci sie miedzy 50-65°C. Polimeraza DNA nie ma mozliwosci przeprowadzania syntezy de novo.
Potrafi ona jedynie dotgcza¢ nukleotydy do juz istniejgcego tarcucha. W komorkach replikacja
rozpoczyna sie od syntezy krotkich odcinkow RNA za pomoca polimerazy RNA (prymazy). Dopiero
do tych odcinkéw polimeraza DNA dobudowuje nukleotydy. W reakcji PCR nie mozna wykorzystac
RNA, gdyz jest to czasteczka niestabilna, ktéra w temperaturach >37°C ulega rozktadowi. Dlatego
w reakcji PCR wykorzystuje sie krotkie odcinki DNA, ktore petnig podobna funkcje jak fragmenty
RNA w replikacji in vivo.

Annealing, czyli przytaczanie starteréw: 36-70°C

Starter Reverse

3’'TAGGCS’

5’ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG?’

3’ TACGCCCGATGCTATTCTGTAGGCS’

Starter Forward

Rys. 2.3.2a. Przytaczanie starterow do sekwencji ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG. Dla uproszczenia
pokazano startery 5-nukleotydowe. W rzeczywistosci stosuje sie 20-25 nukleotydowe. Startery przytaczajg
sie zgodnie z zasada komplementarnosci. Amplifikacji ulega sekwencja oflankowana starterami. Pojecia
starter Forward i Reverse s3 umowne, utatwiajg porozumiewanie sie. Uktad Forward i Reverse jest
zachowany tylko w przypadku, gdy znany jest produkt genu. Woéwczas mozna jednoznacznie ustali¢ nic
sensowng i ni¢ antysensowna. Jezeli produkt genu nie jest znany, to ni¢ sensowna nie jest znana. Moze
zdarzy¢ sie, ze nicig sensowng (kodujaca) jest ni¢ 3’ do 5. Wowczas starter Reverse funkcjonuje jako
Forward i vice versa.

@ W trakcie annealingu dochodzi takze do renaturacji DNA matrycowego, czyli procesu
ponownego {3czenia sie i zwijania nici DNA. Proces zalezy od temperatury i pH.

@ Warunkiem rozpoczecia reakcji namnazania DNA przez polimeraze jest potaczenie sie
startera z fragmentem komplementarnym na matrycy DNA. Stabilnos¢ i specyfika tego
potaczenia zalezy od temperatury. Optymalng temperaturg jest temperatura topnienia
fragmentu, ktéry ma sie przytaczyc¢ do matrycy.

@ Powyzej temperatury topnienia starter sie nie przytaczy i bedzie wystepowat w postaci
jednoniciowego fragmentu. Uniemozliwi to przeprowadzenie PCR nawet w sytuacji, gdy
odpowiednia matryca znajdzie sie w mieszaninie reakcyjne;j.

@ Ponizej temperatury topnienia, ze wzgledu na szybka renaturacje matrycy, starter
przytaczy sie do jednoniciowych fragmentow matrycy, ktore s3 czesciowo
komplementarne, np. w 50%, 60%, 80% itd. Dlatego temperatura annelingu jest
podstawowym wyznacznikiem specyfiki PCR.
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Rézna specyfika techniki PCR w zaleznosci od "
pecyt katG3
46'C 49°C

temperatury annelingu moze by¢ wykorzystana w
badaniach. Przyktadowo, jezeli chcemy zamplifikowac
gen u organizmu A, ale tego genu nie znamy, natomiast
znana jest sekwencja genu u gatunku B, to mozemy
zaprojektowac startery na podstawie gatunku B.
Nastepnie mozemy przeprowadzi¢ PCR w temperaturze
ponizej temperatury optymalnej wyznaczonej przez
temperature topnienia. Startery moga sie przytaczyc do
najbardziej podobnego fragmentu DNA matrycowego.
Obnizenie  temperatury  annealingu  umozliwia
potaczenie z fragmentami komplementarnymi np. w
70%. Dzieki temu mozliwe jest zamplifikownie genu
homologicznego u gatunku A. Wykorzystywane jest to
w analizach filogenetycznych.

Konieczno$¢ wykorzystania starterow w reakcji PCR
powoduje, ze aby ja przeprowadzi¢ musimy znac
sekwencje, ktérg chcemy namnozy¢. Aby ten warunek

Rys. 2.3.2b. Wptyw  temperatury
annealingu na amplifikacje DNA pijawek
oming¢ wykorzystuje sie czasami pojedynczy, loSOWO v pomocy starteréw dla genu katalazy-
skomponowany starter. Wowczas, jezeli taki starter peroksydazy (dane wtasne).

znajdzie sekwencje komplementarne w niewielkiej

odlegtosci (1000-4000 par zasad) to mozemy fragment oflankowany takim starterem namnozyc.
W ten sposéb ujawniamy tzw. markery skanujgce genom. Innym sposobem ominiecia tej
niedogodnosci jest ciecie DNA matrycowego enzymami restrykcyjnymi i przytgczenie specjalnie
przygotowanych oligonukleotydowych odcinkéw zwanych adapterami do miejsc ciecia. W ten
sposob wykrywa sie miejsca insercji transpozondw.

2.3.3. Elongacja

Elongacja, czyli wydtuzanie tancucha DNA, za pomocga polimerazy DNA. Reakcja przebiega w 72°C.
Czas trwania to 60-150 s. Dtuzsze czasy wykorzystuje sie w duzych genomach i przy dtuzszych

produktach reakcji. Ponadto projektuje 3 Elongacja, czyli wydtuzanie taricucha, 72°C
sie wydtuzanie koncowe, ktdre trwa 5-

10 minut. Jest to wtasciwa replikacja in 3'TACGCCCGATGCAATTCTG

vitro. Elongacje moze przeprowadzic 5’ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG3’

kazda polimeraza DNA (np. fragment
Klenowa z E. coli). Jednakze warunkiem

. - 3'TACGCCCGATGCTA TT CTGTAGGC5’
przeprowadzenia reakcji i dostepu do

DNA jest rozplecenie nici (denaturacja), - TACGATAAGACAT

ktore odbywa sie w temperaturze 94°C. gy 2 3.3, Polimeraza DNA dotacza nukleotydy do

W tej temperaturze  wigkszoSC  starteréw i wydtuza taicuch DNA.

polimeraz, ktére sa biatkami ulega

denaturacji i tym samym dezaktywacji. Aby przeprowadzi¢ reakcje PCR, taka polimeraze
nalezatoby dostarcza¢ w kazdym cyklu po denaturacji, co oczywiscie nie jest praktyczne.
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2.4. Projektowanie PCR

W pliku DBP.txt podano sekwencje ludzkiego genu kodujgcego biatko wigzace witamine D (gen
DBP). Prosze zaprojektowa¢ PCR, ktérego celem jest amplifikacja mozliwie najdtuzszego
fragmentu genu DBD w populacji ludzkiej na podstawie ponizej podanych danych oraz informacji
zawartych w protokole.

2.4.1. Wybér starterow

R

@ Startery powinny amplifikowac¢ mozliwie najdtuzszy fragment genu.

@ Kazdy ze starterow bedzie zawierat >50% par G+C.

@ Startery beda porownywalnej dtugosci.

@ Maksymalna liczba tych samych zasad w jednym ciggu wynosi 3.

@ Sekwencja starteréw podana jest od konca 5.

@ Startery nalezy zaznaczy¢ graficznie wzgledem analizowanej sekwencji.

2.4.2. Ustalanie temperatury przytaczania starterow

@ Temperatura przytaczania starterdw decyduje o specyfice reakcji. Powinna ona byc¢ jak
najblizsza temperaturze topnienia starteréw. Temperatura topnienia jest taka
temperaturg, w ktorej potowa starteréw w mieszaninie jest zdenaturowana.

@ W technice PCR wykorzystujemy dwa startery, co oznacza, ze musimy dobrac¢ temperature
przytgczania starterow tak, aby byta ona jak najblizsza do temperatury topnienia obu
starterow. Jezeli temperatura topnienia bedzie zbyt wysoka wowczas startery sie nie
przytacza i nie powstang produkty reakcji PCR. Z kolei zbyt niska temperatura powoduje
przytgczanie sie starterow do sekwencji, ktore nie sg w petni komplementarne. W efekcie
reakcja jest niespecyficzna tzn. amplifikowane s3 wszystkie sekwencje, ktére s3
oflankowane sekwencjami czesciowo komplementarnymi do starterdw.

@ Temperature topnienia nalezy obliczy¢ dla kazdego startera osobno, a nastepnie nalezy je
porownac¢ i wybra¢ jak najbardziej zblizong do obu starterow. Przyjmuje sie, ze
temperatura topnienia pomiedzy starterami nie powinna sie rézni¢ o wiecej niz 5°C.
Testuje sie najczesciej 2-3 temperatury w zakresie wyznaczonym przez startery.

@ Jezeli roznica temperatur pomiedzy starterami jest zbyt duza (>5°C) wtedy projektuje sie
nowe startery.

A. Na podstawie wzoru podanego na wyktadzie prosze obliczy¢ temperature topnienia obu
starterow. Dla logNa+ prosze przyjac wartos¢ log0,05 = -1,3.

B. Czy startery te umozliwiajg ustalenie temperatury annealingu? Jezeli tak, to prosze podac
wartosci temperatur, ktére nalezy przetestowac.

= . 2.4.3. Liczba cykli, czas trwania i temperatury poszczegélnych etapdw.
“~

~ A. Prosze podac liczbe cykli, ktora bytaby optymalna dla amplifikacji ludzkiego genu DBP.
B. Prosze podac czasy i temperatury poszczegolnych etapdw.
C. Prosze podac catkowity czas PCR uwzgledniajac liczbe cykli w punkcie A oraz czasy w
punkcie B.

2.4.4. Liczba préb

-3 Celem jest analiza zréznicowania genu DBP w 5 populacjach ludzkich. Z kazdej populacji nalezy
pobrac 20 préb. Prosze podac catkowitg liczbe préb, ktorg nalezy uwzglednic w PCR.
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2.4.5. Stezenia i sporzagdzanie mieszaniny reakcyjnej.

Prosze podac stezenia poszczegdlnych komponentow PCR. Prosze skorzysta¢ z informacji w
protokole i tabeli 2.4.5.

Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosi miedzy 10-50 ul w zaleznosci od potrzeb i typu reakgji.
Mieszanine sporzadza sie z tzw. roztworéw podstawowych, w ktorych stezenie poszczegolnych
sktadnikow jest znacznie wyzsze niz to wymagane w reakcji. Mieszanine reakcyjng sporzadza sie
dla wszystkich préb tgcznie dodajac sktadniki, ktdre sg identyczne w kazdej prébie. Nastepnie
rozdziela sie mieszanine na proby i do kazdej proby dodaje sie sktadniki, ktére s3 rozne.
Najczesciej jest to matryca DNA.

Pomimo wykorzystania precyzyjnych pipet, podczas odmierzania poszczegélnych sktadnikow i
rozdzielania prob wystepuje niewielki btad pomiaru, ktéry przy duzej liczbie préb moze
spowodowac, ze zabraknie mieszaniny na kilka probéwek. Aby taka sytuacja nie miata miejsca
nalezy sporzadzi¢ okoto 10% wiecej mieszaniny niz wynika to z liczby prob. [los¢ mieszaniny z
uwzglednieniem strat najprosciej jest obliczy¢ dodajac do obliczonej liczby préb wartos¢
odpowiadajacg 10% préb.

@ Roztwor podstawowy to roztwor, ktérym dysponujemy, np. mamy MgCl, o stezeniu 25
mM, bufor o stezeniu 20 x itd.

@ Nalezy okresli¢ ile kazdego z roztwordw podstawowych podanych w tabeli 2.4.5 nalezy
pobra¢, aby otrzymac 20 ul roztworu o stezeniu podanym dla proby, np. stezenie MgClL, w
probie ma by¢ 1,5 mM, bufor o stezeniu 1 x itd.

@ Objetosc¢ mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej préby wynosi 20 pl.

Tabela 2.4.5. Przygotowanie mieszaniny reakRcyjnej dla PCR z wyRorzystaniem genu DBP.

L.p. Skiadnik Stezenie w Roztwor llos¢ w llos¢dla___
probie podstawowy probie préb
[ul] [ul]
1 H,0
2. Bufor: 20 x stezony
20 mM (NH.4),S04, 50 mM Tris-HCl
MgCl, 25 mM
4, Wzmacniacz 10 x stezony
(betaine)
5. Nukleotydy: dNTP 10 mM
(dATP + dCTP +dGTP + dTTP)
6 Startery:
DBP-F 20 uM
DBP-R 20 uM
7. Polimeraza DNA, Tfl 10/ wl
8. DNA 20 ng/ ul
Objetosc proby: 20 pl
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3.0dmiany techniki PCR

- Reakcja PCR zasadniczo zawsze obejmuje te samy etapy. Roéznice pomiedzy poszczegolnymi
reakcjami dotyczg temperatury annealingu, czasow poszczegdlnych etapow i liczby cykli.
Temperatura annealingu zalezy od wykorzystywanych starterow, natomiast czasy poszczegolnych
etapdw i liczba cykli zwigzane sg z dtugoscig analizowanego fragmentu, liczbg spodziewanych
fragmentdw oraz wielkoscig genomu. Im dtuzszy fragment ma by¢ namnozony, tym dtuzszy czas
etapu elongacji i liczba cykli. Natomiast im wiekszy genom tym dtuzszy czas annealingu i liczba
cykli. Przy czym zbyt dtugie czasy i liczby cykli zwiekszaja prawdopodobienstwo reakcji
niespecyficznej. Przyktadowo, 45 cykli dla fragmentu wirusa o dtugosci 200 par zasad to
zdecydowanie za duzo. Namnozga sie wszystkie zanieczyszczenia w probie, powstang dimery lub
reakcja bedzie niespecyficzna. Wystarczytoby 25 cykli w przypadku genomu wirusowego.
Natomiast w celu namnozenia 1000 par zasad z genomu cztowieka (3,2 miliardow bp) potrzeba
35 cykli. Z kolei dla identyfikacji miejsc insercji transpozonéw w duzych genomach nalezy
wykorzystac okoto 45 cykli ze wzgledu na bardzo duzg liczbe amplifikowanych fragmentow.

Pojecie odmian reakcji PCR czesto odnosi sie nie do samej reakcji, ale sposobu wykrywania
produktéw reakcji oraz rodzaju uzytej matrycy.

- 3.1. Standardowa technika PCR

Jest to reakcja PCR, w ktorej
matryca jest DNA
genomowe lub plazmidowe,
natomiast produkty reakcji
wykrywa sie za pomoca
elektroforezy na zelu
agarozowym lub
poliakrylamidowym.

Alternatywnie mozliwy jest
odczyt jako ,piki® w
sekwenserach.  Jest  to
reakcja jakosciowa, ktora
odczytuje obecnos$¢ lub

Rys. 3.1. Miejsca insercji
transpozono6w pokazane na zelu
poliakrylamidowym (po lewej) i
agarozowym (po prawej) (dane
brak danego fragmentu. wiasne).

Reakcja taka jest
najczesciej stosowana w badaniach nad genomami, badaniach ewolucyjnych. Standardowy PCR w
potaczeniu z sekwencjonowaniem wykorzystywany jest w diagnostyce chordb genetycznych.
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» 3.2.RT-PCR

Technika PCR pozwala na powielenie tylko i wytgcznie DNA. Tymczasem w badaniach nad
ekspresja genow wykorzystuje sie RNA. Rowniez niektore wirusy zawierajg RNA. Wykorzystanie
RNA w PCR nie jest mozliwe poniewaz:

@ RNA jest niestabilne i podczas zmian temperatury sie rozpadnie;

@ Polimerazy RNA syntetyzujag RNA na matrycy DNA, a wiec nie majg mozliwosci syntezy
RNA na matrycy RNA. Oznacza to, ze nie mozna ich wykorzysta¢c w PCR zamiast
polimerazy DNA.

Aby moc wykorzystac reakcje PCR do analizy RNA, nalezy RNA przeksztatci¢ na DNA. Dokonuje sie
tego za pomocag enzymu, odwrotnej transkryptazy. Jest to polimeraza DNA, RNA zalezna.
Wykorzystywana jest ona przez retrowirusy. U Eukariota odwrotna transkryptaza jest
wykorzystywana do syntezy telomerow. Retrotranspozony stanowigce 50-90% genomu Eukariota
rowniez zawierajg odwrotng transkryptaze. U cztowieka podwyzszong aktywnos¢ odwrotnej
transkryptazy obserwuje sie np. w komorkach nabtonka chorych na tuszczyce. Proces
przeksztatcenia RNA w DNA nosi nazwe odwrotnej transkrypcji (RT, ang. reverse transcription). W
wyniku odwrotnej transkrypcji otrzymujemy DNA, ktory nosi nazwe cDNA (complementary DNA)
ze wzgledu na komplementarnos$¢ jednej z nici do RNA.

Jezeli w technice PCR wykorzystujemy cDNA zamiast DNA to taka reakcje oznaczamy symbolem
RT-PCR. Jest to istotna informacja, gdyz oznaczenie RT-PCR pozwala stwierdzi¢, ze otrzymany
produkt PCR nie ma introndw, a takze, ze produkty RT-PCR dla danego genu moga sie roznic,
gdyz materiatem wyjsciowym byty rézne tkanki lub organy.

RNA jest niestabilny poza komorka dlatego przeksztaica sie gow
komplementarny DNA (cDNA) za pomoca odwrotnej transkryptazy.

Odwrotna transkryptaza: 'Jd cAP mm 3'polyA
polimeraza DNA, ktora . ——

ma zdolnosé syntezy Odwrotna

DNA na matrycy RNA. transkryptaza starter komplementarny do polyA

Wystepuje u wirusow

RNA oraz w JICAP]  mRNA  [AAA(A) RIS
retrotranspozonach. .g 3 m 5’

RT-PCR: PCR z uzyciem RNA-aza H Trawi mRNA w czasteczkach
odwrotnej RNA-DNA

transkryptazy.

HCAPI BN BB [AAA(A)ET T

cDNA: DNA, ktory powstatl 3'm 5

na matrycy mRNA, ; -
diatego u Eukariota Polimeraza DNA, j

zawiera tylko EGZONY. PCR
I rAD

Real TimePCR=qPCR, . hials L L L]

mikromacierze, RNA-seq o~ 3 m 5' g

Starterami sa fragmenty mRNA

etc.

Rys. 3.2. Schemat reakcji odwrotnej transkrypcji.
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- 3.3. PCR w czasie rzeczywistym: qPCR, real-time PCR

PCR w czasie rzeczywistym rézni sie od standardowego PCR odczytem produktu, ktdry jest
dokonywany w komputerze, a nie na zelu. Odczytu mozna dokonac przez przytaczenie sondy
fluorescencyjnej do startera lub produktu reakcji. Sonda to krotka sekwencja DNA, ktora
potaczona jest z barwnikiem emitujgcym sygnat swietlny na skutek pochtaniania $wiatta UV.
Sygnat Swietlny jest wykrywany przez specjalne czujniki w gtowicy termocyklera. Poniewaz
reakcja jest ilosciowa tzn. im wiecej produktu, tym silniejszy sygnat, mozliwe jest okres$lenie ilosci
otrzymanego produktu. Z tego wzgledu PCR w czasie rzeczywistym okresla sie mianem PCR
ilosciowego (qPCR, ang. quantitative PCR). Ponadto odczyt za pomoca sondy fluorescencyjnej w
potaczeniu z odpowiednim oprogramowaniem pozwala na $ledzenie przyrostu ilosci produktu
podczas reakcji PCR. Stad wynika nazwa — PCR w czasie rzeczywistym.

Gtéwng zaleta gqPCR jest odczyt ilosci produktu, ktéry jest skorelowany z wyjsciowa iloscig
cDNA/RNA. Tym samym gPCR umozliwia Sledzenie ekspresji genow np. podczas dziatania stresu,
w czasie choroby. Wykorzystywany jest on takze w $ledzeniu wiremii w chorobach wirusowych.
Dodatkowa korzyscia jest rezygnacja z pracochtonnych zeli.

Ampiification
1000
800
E 600
>4
400
200
D | m— e ——— i
+ 5 10 15 20 25 a0 35
Cycles

Rys. 3.3a. Wynik reakcji qPCR dla rDNA Pinus. Wykresy na rdznej wysokosci ukazuja rozng ilos¢
produktu w prébach. Koreluje to z r6zng liczbg powtdrzen rDNA w poszczegélnych prébach. W
podanym przyktadzie réznice byty skorelowane z r6zng zawartoscia rDNA u réznych gatunkow
(dane wtasne).

PCR w czasie rzeczywistym podobnie jak standardowy PCR wymaga czystego materiatu
genetycznego, optymalizacji dla danych warunkéw, w tym bardzo doktadnego dobrania
temperatury przytgczania starteréw oraz liczby cykli. Ze wzgledu na brak kontroli na zelu, zbyt
krétkie produkty gPCR (np. 200 bp) moga by¢ trudne do odrdznienia od wtasciwego produktu
(Rys. 3.3b). Ponadto gPCR jest bardzo wrazliwy na zanieczyszczenia obcym materiatem
genetycznym réwniez ze wzgledu na brak kontroli na zelu. Analiza na zelu pozwala okresli¢
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dtugosc¢ amplifikowanych produktow, tym samym witasciwy produkt jest tatwy do odréznienia od
dimerdw czy homologow. W gPCR zel nie jest wykorzystywany i odréznienie wtasciwego produktu
od dimeru czy homologa jest prawie niemozliwe. Dlatego stosowanie gPCR w celach

diagnostycznych zawsze powinno byc¢ potgczone z kontrolg jakosci matrycy, kontrolg produktu na
zelu lub sekwencjonowaniem.

Obecnie rezygnuje sie z gPCR na rzecz RNAseq - sekwencjonowania RNA jako metody bardziej
wiarygodne;.

421 F-366R Amplification
1000
800 -
g 600 : //
/
400 /
200 - 7
/
0 < //;1 '/{/:_\ —
0 10 20 30 40
Cycles

Rys. 3.3b. Wynik reakcji PCR i gPCR z wykorzystaniem starterow specyficznych dla genu pgipl z
maliny wprowadzonego do Pisum sativum. 1. Kontrola, 2-3: rosliny transgeniczne, 4: pgipl w
plazmidzie. Obecnos$¢ pgipl u P. sativum potwierdzono hybrydyzacjg Southern. Reakcja qPCR daje
dla wszystkich prob wynik pozytywny, tymczasem tylko w przypadku plazmidu zastosowane
startery dajg wtasciwy produkt. W probach 1-3 startery amplifikujg homologi zamiast transgenu i
nie réznicuja pomiedzy roslinami transgenicznymi i kontrolg nie zawierajaca transgenu (dane
wiasne).
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Odpowiedzi

1. Podstawy replikacji DNA

1.4. Zadania
1.4.1. Widetki replikacyjne

Na rysunku 1.4.1 przedstawiono miejsce rozpoczecia replikacji. Podano takze sekwencje regionu 1
na obu niciach.

A. Ktdra z nici bedzie matryca do syntezy nici wiodacej w regionie 1, gorna czy dolna?

@ Dolna ni¢, poniewaz synteza odbywa sie od 5’ do 3’, a kierunek replikacji w regionie 1 jest
,0d lewej do prawej”, zatem ni¢ dolna ma orientacje przeciwng do nici syntetyzowane;j.

B. Prosze podac sekwencje nici opoznionej od konca 5’, dla ktérej matrycg bedzie region 1.

@ Ni¢ opozniona bedzie syntetyzowana na nici gornej od ,prawej do lewej”, zatem nowa nic
bedzie miata sekwencje komplementarng do nici gornej, ale czytang ,od konca”:

5'TGTCAGTCAG3'.
;< —t— =
i or .

Region l: 5’_CTGACTGACA.3'
3’ .GACTGACTGT..5'

Rys.1.4.1. Widetki replikacyjne.
1.4.2. Replikacja kolistego DNA bakteryjnego

Na rysunku 1.4.2. pokazano schemat replikacji bakteryjnego DNA kolistego.
A. Ktdra z nici, dolna czy gorna jest matryca do syntezy nici wiodacej w regionie 2.

@ Dolna ni¢. Kierunek replikacji jest od ,lewej do prawej”, ni¢ dolna ma orientacje przeciwna
do syntetyzowanej nici w regionie 2 (od 5’ do 3).

B. Z ktdrym miejscem, A, B taczy sie starter 5’UUGC3’?
@ Miejsce B ma komplementarng sekwencje do startera w odpowiedniej orientacji.

C. Ktora ni¢ w regionie 2 nie bedzie powielona, jezeli przed rozpoczeciem replikacji nie
bedzie obecna polimeraza RNA?

@ Zadna. Polimeraza DNA nie ma zdolnosci rozpoczynania replikacji. Musi istnie¢ starter
RNA syntetyzowany przez polimeraze RNA. Jezeli nie ma polimerazy RNA, to starter nie
powstanie. Tym samym replikacja nie dojdzie do skutku.
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Rys.1.4.2. Replikacja bakteryjnego DNA.

1.4.3. Czas trwania replikacji

Szybkos¢ replikacji wynosi 500 par zasad na sekunde. Ile bedzie trwata replikacja genomu
sktadajacego sie z 3,5 mln par zasad? Prosze podac czas w minutach.

@ 3,5 mln par zasad = 3,5 x 10°.

@ 500 par zasad = 5 x 10%

@ Jezeli w ciggu sekundy jest replikowane 5 x 10? bp, to w ciggu x sekund jest replikowane
3,5 x 10° bp.

@ Stad, 3,5 x 10%/5 x 10% = 0,7 x 10* sekund, czyli 7000 s, co daje 116,7 min.

2. Technika PCR

2.4. Projektowanie PCR

W pliku DBP.txt podano sekwencje ludzkiego genu kodujgcego biatko wigzace witamine D (gen
DBP). Prosze zaprojektowa¢ PCR, ktérego celem jest amplifikacja mozliwie najdtuzszego
fragmentu genu DBP w populacji ludzkiej na podstawie ponizej podanych danych oraz informacji
zawartych w protokole.

2.4.1. Wybér starterow

@ Startery powinny amplifikowac¢ mozliwie najdtuzszy fragment genu.
@ Kazdy ze starterow bedzie zawierat >50% par G+C?

@ Startery beda porownywalnej dtugosci.

@ Maksymalna liczba tych samych zasad w jednym ciggu wynosi 3.

@ Sekwencja starterow podana jest od konca 5.

Startery nalezy zaznaczyc graficznie wzgledem analizowanej sekwencji.

@ Sekwencja w pliku pochodzi z NCBI i podana jest od konca 5.

@ Przyjmujemy, ze jest to ni¢ sensowna, a wiec starter Forward bedzie miat identyczna
sekwencje jak sekwencja w bazie (kolor zotty na rysunku ponizej). Zlokalizowany on
bedzie na poczatku sekwencji.

» 5'TAG AGT TGG CTC TTG GAC AGG3’
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@ Starter Reverse bedzie zlokalizowany w poblizu konca podanej sekwencji i bedzie do niej
komplementarny (kolor czerwony na rysunku ponizej) i zapisany ,,od konca”

b 5'CTA CCA GAG AGT CTT GCA CGA3’

@ Startery najlepiej tak dobrac, aby miaty jednakowa dtugosc i jednakowa liczbe par G+C.
@ Mozliwe jest wyznaczenie réznych kombinacji.

GAATTCAGCCAAAGGGAACTGAAAATTTAGATTTATAGTAATCAGGAAGTTGATCCTTGAACAAGATAGA
GTTGGCTCTTGGACAGGAAAGCTATCTCCTTGACCATATGGATTTCCACTGGCCTTACAGAAATACTTGT
GCTTTGATCTGGCATAGGTATCTTTTTCCAACTAGCTGGACTCTATTTTCTGAACCTAACACCCAAGGAT
TTTCAGTATAGATAGAAAATCTGACTAAACATGTAACTACCTAAATTGGTTTACTGAAATTTTGATAGAC
TCTGCCCATGTAGATAATCCTTGGCTACTGAGTTGATAATGAAGTTTTAAATCACTTATCTGCGGGACCC
TGGACACAGGGCTGTCTTTAAACTCTTCCACTGAGTTCCAATGGCCTCATTAGTTTCATTGACCTTCACA
GATATTATAAATTTGGAAAGCCAGTGGGAGAACGTGGCAATAACTAGAATAAGAGTAATAGGTGACATTA
ATCCATGTTACTATGTGATGGATGTTACCATGAGCCCTGCACCCAGATTACCTTAATTAACCTCATAGCA
ATGTTGTGTCAAATGTACTGAGTTATCACCACATTGCATATGAGGAAAATGAAACTTAGAGGGGTAAAAT
AAATTTCCCAAGGTTACACAGCTATGAAAGCTGAGTAGGGATTTGATTTTAGAGCATGTGTAACAACCTG
TACCTGACCATTTCCTGAAAATAGGGCTACTGCAAAAACCAGGAGTGGAACTCATCTAATTCCAATGAAT
GATCTACCTATGACTCTCTAGACAAGTCACAGAATTTACCCAGTGCTCAGTTCACTCTTCTGTAAAATGA
AGATGTTGGATTTCATGTCCTACAGGGCCTCTCTGAGCTCTCAAATTACATGCCCATAAAATATACTAGT
TGTAAACTATTAGTAGAAGGAGCTTTAAAATCACTGTAGGGAGTCCAAGATTTGCCACTAACTTTTTATG
ATTGGCAGTGGTGAGCCATTTAACCTCTCCAGTTATTTGCCTCACTTCAAAGGTTATTTTTCATATATAT
GTCAGTGCTTCACAAAGTGCAATACAGCATAGAAATACAAAGTACTATGCCATCATCTAAAATAAGATTA
CTTCATAGCATCAGAATTATGGATTTAAAATATTATGTTGAATTGGCTTCTCACTCTTTTTCCCCTTTTA
CTTAGAACATCTGGTCTGCAATATTTTAAGGTAATGCTTATTTGTAGTAGATTTAAACAAAGAGAGGAAG
AGAGGTAAAGACAGAGTTTCCGATTTTCCACTTACATATGAGAAAGGTGGGGTGTCCAAAGAAGACACAC
AGCCCTATACAGGGGGAGAAGGTGTGCGTTACTAACATATTAAGTAAACTTTAGTGAGGAACAGCAGTGG
AAAATAATCTATATACCTTGGCTCTTTTGCAGTTTGACAAAGTTAATGATTAAAATCTCCTAGATTTTCC
ACTACAGTATCCCCAGGGTGTCTATTTACCTTGATTGATATTATTTTATCTCTTTTGGGCCAAAGATAAC
AGCCCCTTGCTTCTGTGTTTAATAATAATTCTGTGTTGCTTCTGAGATTAATAATTGATTAATTCATAGT
CAGGAATCTTTGTAAAAAGGAAACCAATTACTTTTGGCTACCACTTTTACATGGTCACCTACAGGAGAGA
GGAGGIEEICEAAEACIEIEIEEIAE A A AAATGAAGAGGGTCCTGGTACTACTGCTTGCTGTGGCATTTG
GACATGCTTTAGAGAGAGGTAAGATTTCTTTTGTTGTGACCATTTACAGGAATTC

Rys.2.4.1. Lokalizacja starterow dla ludzkiego genu DBP. Na zo6tto zaznaczono lokalizacje startera
forward, na czerwono — startera reversed.

@ Wyznaczone startery spetniajg warunki >50% GC, maja taka samg dtugosc i ciagi tych
samych zasad nie przekraczaja 3.

2.4.2. Ustalanie temperatury przytgczania starteréow

A. Na podstawie wzoru podanego na wyktadzie prosze obliczy¢ temperature topnienia obu
starterow. Dla logNa+ prosze przyjac wartos¢ log0,05 =-1,3

@ Korzystamy ze wzoru:
Tm=81.5 + 16.6 (logNa+) + 41 X G+C/dtugosc - 600/dtugosc.
@ logNa+ = 0,05 zatem wzdr przyjmuje postac:
Tm=81.5+16.6 (-1,3) + 41 X G+C/dtugos¢ - 600/dtugosc.
@ Po przeliczeniu wartosci statych otrzymujemy:
Tm = 59,92 + 41 X G+C/dtugosc - 600/dtugosc.
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& Starter Forward

» Dtugosc: 21 zasad

» Suma G+C=11

» Tm=59,92 +41 (11/21) - 600/21
» Tm=59,92 +21,48-28,58

B Tm=52282

@ Starter Reverse

» Dtugosc: 21 zasad
» Suma G+C=11
= Tm=52382

B. Czy startery te umozliwiajg ustalenie temperatury annealingu? Jezeli tak, to prosze podac
wartosci temperatur, ktére nalezy przetestowac.

@ Tak, poniewaz wartosci Tm s3 identyczne dla obu starterow, a wiec réznica miedzy
temperaturami topnienia starteréw nie przekracza 5°C.

@ Testujemy kilka temperatur w poblizu temperatury wyznaczonej przez wzor. Wyznaczona
temperatura topnienia wynosi 52,82°C, zatem nalezy przetestowac temperatury w zakresie
52-54°C.

2.4.3. Liczba cykli, czas trwania i temperatury poszczegdlnych etapow.
C. Prosze podac liczbe cykli, ktéra bytaby optymalna dla amplifikacji ludzkiego genu DBP.

@ Gen ma 1805 bp. Startery zlokalizowano miedzy pozycjg 67 (poczatek startera forward) i
1706 (koniec starter reverse), co oznacza, ze produkt amplifikacji bedzie miat 1640 bp.
Jest to typowa dtugos¢ produktu PCR. Reakcja zostanie przeprowadzona z wykorzystaniem
genomowego DNA ludzkiego, ktory nalezy do duzych genomow. Amplifikacja dotyczy
sekwencji unikalnej, zatem maksymalna liczba cykli nie powinna przekroczy¢ 35.

D. Prosze podac czasy i temperatury poszczegolnych etapdw.

@ Wstepna denaturacja: 5 minut, 94°C.
& 35 cykli

B Denaturacja: 1 minuta, 94°C.

» Annealing: 1 minuta, 53°C (53°C jest najblizsze temperatury topnienia starterow, w
warunkach rzeczywistych najpierw nalezy przetestowac zakres 52-54°C).

» Elongacja: 1,5 minuty, 72°C (wybieramy dtuzszy czas elongacji, gdyz genom ludzki jest
duzy i potrzeba wiecej czasu na catkowitg synteze wszystkich fragmentow).

@ Koncowa elongacja: 10 minut, 72°C (dtuzszy czas ze wzgledu na wielkos¢ genomu).

E. Prosze podac¢ catkowity czas PCR uwzgledniajac liczbe cykli w punkcie A oraz czasy w
punkcie B.

@ Czas pojedynczego cyklu w minutach to: 1 + 1+ 1,5 = 3,5 minuty.

@ Dla 35 cykli otrzymujemy: 35 x 3,5 minuty = 122,5 minuty.

@ Czas wstepnej denaturacji i koncowego wydtuzania to 5 minut + 10 minut = 15 minut.
@ Catkowity czas PCR: 122,5 minuty + 15 minut = 137,5 minuty = 2 h 17 minut 30 sekund.
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2.4.4. Liczba préb

Celem jest analiza zréznicowania genu DBP w 5 populacjach ludzkich. Z kazdej populacji nalezy
pobrac 20 préb. Prosze podac catkowitg liczbe préb, ktorg nalezy uwzglednic w PCR.

@ 5 populacji po 20 prob = 100 prob.
@ Dodatkowo nalezy uwzgledni¢ kontrole pozytywna (amplifikacje ze znang prébg, o ktorej

wiadomo, ze daje silny sygnat w PCR, np. plazmid z wstawionym genem DBP) oraz
kontrole negatywng (proby bez DNA). Na kazdg z kontroli przyjmujemy 5 prob.
@ Catkowita liczba prob to 100 plus 10 préb kontroli, co daje 110 préb.

2.4.5. Stezenia i sporzadzanie mieszaniny reakcyjne;.

Prosze podac stezenia poszczegdlnych komponentow PCR. Prosze skorzysta¢ z informacji w
protokole i tabeli 2.4.5.

@ Liczba préb wynosi 110 x 10% przeznaczone na straty = czyli 110 + 11 = 121.
@ Bufor: generalnie stosujemy stezenie 1 x jako najbardziej optymalne.
@ MgCly: przyjmujemy 1,5 mM poniewaz im wyzsze stezenie tym nizsza specyficznosc.

Sekwencja jest unikalna i nie ma potrzeby podnoszenia stezenia MgCl,.

@ Wzmacniacz z betaing: stosujemy stezenie 1x.
@ Nukleotydy: przyjmujemy najczesciej stosowane stezenie 200 uM.

@ Startery: przyjmujemy 0,5 pM, gdyz sekwencja jest unikalna i nie wystepuje w duzej

liczbie kopii w genomie.
@ Polimeraza: przyjmujemy najczesciej wykorzystywang ilos¢, czyli 1 U.

@ Matrycowe DNA: przyjmujemy wartos¢ przecietng, 60 ng, ze wzgledu na przecietng

objetos¢ mieszany reakcyjne;.
Zasady przygotowania mieszaniny reakcyjnej.

[ ]

[

[ ]

[

>

[

DNA: w probach mamy rézne DNA, dlatego nie nalezy dodawa¢ DNA do mieszaniny
reakcyjnej. Oczywiscie w obliczeniach ilosci sktadnikow na prébe uwzgledniamy ilos¢
DNA, gdyz musimy obliczy¢ ilos¢ wody.

Sktadniki dodajemy w takiej kolejnosci jak w tabeli, zaczynamy od wody, potem bufor
itd. az do punktu 7.

Wode i bufor zawsze dajemy na poczatku, aby stworzy¢ srodowisko dla pozostatych
sktadnikow.

Polimeraze dodajemy na koncu poniewaz zawieszona jest w glicerolu, ktéry ma duza
gestosc i dlatego nalezy dodac tak aby jak najszybciej obnizyc¢ stezenie glicerolu, ktéry
nie wptywa korzystnie na pozostate sktadniki. Ponadto polimeraza jest wrazliwa na
wzrost temperatury (reakcje przygotowujemy w temperaturze 4-10°C), co réwniez
uzasadnia dodanie jej na koncu.

Po dodaniu polimerazy tgczna objetos¢ 2057 pl (= 121 x 17 pl), rozdzielamy na 110
probowek po 176 pl (jezeli zostanie nadmiar, bo liczylismy 121 préb, to nie
rozdzielamy, ale zostawiamy, gdyz to byta rezerwa aby nie zabrakto na préby).

Do kazdej probéwki dodajemy 3 pl DNA kazdorazowo biorgc inng probe i zmieniajac
koncowke pipety.

Probowki zamykamy i wktadamy do termocyklera.
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Tabela 2.4.5. Przygotowanie mieszaniny reakRcyjnej dla PCR z wyRorzystaniem genu DBP.

L.p. Skiadnik Stezenie w Roztwor llos¢ w llos¢ dla 121
probie podstawowy probie préb
[ul] [ul]
1 H,0 10,4 1258,4
2. Bufor: 1x 20 x stezony 1,0 121,0
20 mM (NH.4),S04, 50 mM Tris-HCL
3. MgCl, 1,5 mM 25 mM 1,2 145,2
4, Wzmacniacz 1x 10 x stezony 2,0 242,0
(betaina)
5. Nukleotydy: dNTP 200 uM 10 mM 0,4 48,4
(dATP + dCTP +dGTP + dTTP)
6 Startery:
DBP-F 0,5 uM 20 uM 0,5 60,5
DBP-R 0,5 uM 20 uM 0,5 60,5
7. Polimeraza DNA, Tfl 1U 10/ wl 1,0 121,0
8. DNA 60 ng 20 ng/ pl 3,0
Objetos¢ proby: 20 pl 2057

Prof. dr hab. Roman Zielinski, prof.romanzielinski@gmail.com 25z 25



	Replikacja DNA in vivo i in vitro
	1. Podstawy replikacji DNA
	1.1. Chemizm replikacji DNA
	1.2. Rozpoznawanie miejsc początku replikacji
	1.3. Właściwości korektorskie polimeraz
	1.4. Zadania
	1.4.1. Widełki replikacyjne
	1.4.2. Replikacja kolistego DNA bakteryjnego
	1.4.3. Czas trwania replikacji


	2. Technika PCR
	2.1. Definicja
	2.2. Składniki wykorzystywane w PCR
	2.2.1. Matryca
	2.2.2. Bufory
	2.2.3. Trójfosforany nukleotydów, dNTPs
	2.2.4. Startery
	2.2.5. Termostabilne polimerazy DNA

	2.3. Etapy techniki PCR
	2.3.1. Denaturacja
	2.3.2. Przyłączanie starterów, anneling
	2.3.3. Elongacja

	2.4. Projektowanie PCR
	2.4.1. Wybór starterów
	2.4.2. Ustalanie temperatury przyłączania starterów
	2.4.3. Liczba cykli, czas trwania i temperatury
	2.4.4. Liczba prób
	2.4.5. Stężenia i sporządzanie rozcieńczeń


	3. Odmiany techniki PCR
	3.1. Stabdardowa technika PCR
	3.2. RT-PCR
	3.3. PCR w czasie rzeczywistym: qPCR, real-time PCR

	4. Literatura

	Odpowiedzi
	1. Podstawy replikacji DNA
	1.4. Zadania
	1.4.1. Widełki replikacyjne
	1.4.2. Replikacja kolistego DNA bakteryjnego
	1.4.3. Czas trwania replikacji


	2. Technika PCR
	2.4. Projektowanie PCR
	2.4.1. Wybór starterów
	2.4.2. Ustalanie temperatury przyłączania starterów
	2.4.3. Liczba cykli, czas trwania i temperatury
	2.4.4. Liczba prób
	2.4.5. Stężenia i sporządzanie rozcieńczeń




