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PCR - tancuchowa reakcja polimerazy

(ang. Polymerase Chain Reaction)

Stuzy amplifikowaniu wybranych fragmentéw DNA

PCR zostat opracowany w 1983 r. przez Kary‘ego
Mullisa

1993 r. - nagroda Nobla
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Sktad mieszaniny reakcyjnej

> matrycowe DNA (np. DNA genomowe, plazmidowe,
cDNA)

- dNTP

> termostabilna polimeraza DNA zalezna od matrycy
(najczesciej polimeraza Taq)

- startery

> I\/Igz+

- bufor reakcyjny
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Kazdy cykl

obejmuje:

1) Denaturacje
DNA — temp.
>90°C

2) Przytgczanie
starterow —
temp 50-60°C

3) Elongacje —
temp. 72°C
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Sktada sie zazwyczaj z 20-30 cyKli.

W kazdym cyklu liczba kopii

podwaja sie.
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Termostabilne polimerazy DNA

Aktywnosc¢ polimerazy 5°-3°

LN

3[?II[IEI

kierunek replikacji DNA

Moga rowniez posiadac nastepujgce aktywnosci:
* 3'-5' egzonukleazy (aktywnosc¢ korekcyjna)

e 5°-3' egzonukleazy

Polimeraza Taq — brak aktywnosci korekcyjnej
Polimeraza Pfu — posiada aktywnosc¢ korekcyjng
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Startery

* krotkie (ok. 20 nukleotydow), jednoniciowe
oligonukleotydy

* decyduja, jaka sekwencja jest amplifikowana

* obliczanie Tm startera (temp. anealingu):

Tm=(ilos¢ zasad A+T) x 2°C + (ilos¢ zasad G+C) x 4°C

Mozna rowniez skorzystac z programow takich jak np.

Oligo Calculator.
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Projektowanie starterow

» zawartos¢ GC: 40-60%

* zblizona wartos¢ Tm starterow z pary

* startery nie powinny tworzy¢ homo- i
heterodupleksow oraz struktur drugorzedowych

 rozktad nukleotyddéw GC i AT powinien byc¢
zrownowazony

* mozna skorzystac z programow takich jak: Primer-
Blast lub Primer3Plus
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Optymalizacja PCRu

* temperatura anealingu

* stezenie Mg**
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Zalety 1 ograniczenia PCR-u

* metoda jest prosta, a wyniki otrzymuje sie stosunkowo
szybko

* wymaga b. matej ilosci matrycowego DNA

* konieczna jest znajomosc¢ sekwencji przynajmniej
obszarow fankujgcych amplifikowany region

* standardowo mozna amplifikowac¢ fragmenty DNA o
dtugosci do 5 kb
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Klonowanie molekularne
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Enzymy restrykcyjne

* endonukleazy

* rozpoznajg okreslone sekwencje i trawig DNA w ich
obrebie lub blisko niej (enzymy typu Il)

* przewaznie rozpoznajg sekwencje palindromowe

* W zaleznosci od dtugosci rozpoznawane] sekwencji
wyrozniamy:
tetracutter — 4 nukleotydy
hexacutter — 6 nukleotydow
octacutter — 8 nukleotydow

* mogg generowac tempe lub lepkie konce
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Apal
[Acetobacter pasteurianus)

.GGGCCC.
.a?CGGG.

EcoR |
[Eschenchia coli)

. GAATTC.
CTTH&F.

Hae 111
[Haemaophius aegyptius)

¢

. . GGCC. ..
. . CCGG. ..

t

BamH I
(B acilfus amylaliquefaciens)

.GGATCC. ..
.CCTHQF...
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Ligazy DNA

* fgczg wolne konce czgsteczek DNA tworzgc wigzanie
fosfodiestrowe pomiedzy koncami 3° i 5°

* wymagajg obecnosci grupy fosforanowej na koncu &' i
hydroksylowej na koncu 3

* reakcja wymaga energii, dostarczanej przez dodanie
ATP lub NAD do reakc;i

* fgczone mogg byc¢ zarowno lepkie jak | tempe konce, ale
w przypadku lepkich koncow ligacja zachodzi z wiekszg
wydajnoscig

* najczesciej wykorzystywana jest ligaza faga T4
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Wektory do klonowania

* czgsteczki DNA zdolne do replikacji niezaleznie od
genomu gospodarza

* posiadajg gen selekcyjny pozwalajacy odroznic
komorki gospodarza posiadajgce wektor od tych,
ktore go nie majg

* rodzaje wektorow:
wektory plazmidowe
wektory fagowe
kosmidy
sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC, ang.
bacterial artificial chromosome)
sztuczne chromosomy drozdzowe (YAC, ang.
yeast artificial chromosome)
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Plazmidy

* mate, koliste, pozachromosomowe czgsteczki DNA

* wystepujg w wieku kopiach w komorce

* replikujg sie niezaleznie od genomu gospodarza

e wystepujg gt. w komorkach bakteryjnych

* czesto niosg geny przydatne w okreslonych
warunkach

* wielkos¢: od 2 do 200 kbp
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Wektory plazmidowe
Escherichia coli

* posiadajg sekwencje startu replikacji (ori, ang. origin
of replication)

e gen opornosci na antybiotyk (np. amp” — opornosc¢ na
ampicyline, tetA — opornosc¢ na tetracykling) — pozwala
na selekcje ztransformowanych komorek

* gen lacZ' lub inny gen pozwalajgcy na selekcje
komorek zawierajgcych plazmid z insertem

* polylinker (MCS — ang. multiple cloning site)
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lacZa
Polylinker

pUC19

2686 bp

396-454

500

amp

2000

1500
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Klonowanie
produktu PCR
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Transformacja

* wprowadzanie zrekombinowanych plazmidéw do
komorek bakteryjnych

* wiele bakterii ma naturalne systemy transformac;ji

* U E. coli ten proces zachodzi z bardzo matg
wydajnoscig

* wydajnosC mozna zwiekszyc inkubujgc bakterie w
hipotonicznym roztworze chlorku wapnia lub przez
elektroporacje

* konieczna jest selekcja komorek, ktore pobraty

plazmid (gen opornosci na anybiotyk)
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Selekcja rekombinantow — gen lacZ’

* podczas ligacji powstajg plazmidy z insertami i bez

* gen lacZ' koduje fragment enzymu [3-galaktozydazy
(pozostata czesc¢ genu znajduje sie w chromosomie
bakteryjnym)

 MCS zdajduje sie na obszarze tego genu lacZ’

* ligacja insertu prowadzi do inaktywacji genu

» aktywnosc¢ [3-galaktozydazy jest tatwa do wykrycia — w
obecnosci aktywatora (IPTG) enzym ten przeksztatca
X-gal w niebieski produkt

* kolonie bakterii posiadajgcych niezrekombinowany
plazmid barwig sie na niebiesko, a te majgce plazmid z
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