MOLEKULARNI BIOLOGIE

2. Polymerazova retézova reakce
(PCR)



1. 1zolace DNA

e 2z bunék bukalni sliznice - izolacni kit MACHEREY-NAGEL
2. PCR

 polymerazova retézova reakce (templat gDNA)

3. Restrikcni stépeni + elektroforéza

+ interpretace vysledku
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Genové mutace

Inzerce - zarazeni nadbytecnych nukleotidovych par( posun &teciho ramce
(tzv. frameshift mutation)

Delece - ztrata jednoho nebo vice nukleotid( pdvodni sekvence

Substituce — zaména jednoho nebo vice nukleotidl plvodni sekvence

Bodové mutace

/ | .
Zména | Bez mutace Silent Nonsense Missense
na urovni: conservative  non-conservative
DNA TTC TTT ATC TCC TGC
mRNA AAG AAA UAG AGG ACG
proteinu Lys Lys STOP Arg Thr
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SNP (single nucleotide polymorphism)

termin mutace ma hanlivy pridech = néco Spatného
faktor V Leiden = "bodova mutace, substituce"

dnes se preferuje termin jednonukleotidovy polymorfismus

SNP snip

rlzné varianty v sekvenci existujici relativné casto v populaci (>1%)
International HapMap Project — cil: zmapovat tyto variace
dva nepribuzni lidé sdili 99,5% DNA sekvence

u lidi popsano k dnesku asi 1 500 000 SNP




zalezi na poloze...

GEN 1 GEN 2
promotor intron intron
— I N TN I N T T
exon exon exon

e v kddujici oblasti gent
- synonymni substituce (stejna AK)
- nesynonymni substituce - missense (jind AK)

- nonsense (Stop)
e v nekddujici oblasti genU

e v oblasti mezi geny



ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC.AG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

exon 10 G1691A

"Leidenska mutace" (faktor V Leiden) 1691 G>A



Faktor V Leiden

rs6025 e v kddujici oblasti genu

- hesynonymni substituce - missense

CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG AGG GCA
FV wild type

Leu- Asp-Arg-Arg-@y-Ile-AGn-Arg-A a

CTG GAC AGG CAA GGA ATA CAG AGG GCA
FV Leiden
Leu- Asp-Arg-@n-@y-Ile-An-Arg-A a

Arg506GIin 506 Arg>GlIn R506Q 506 R>Q
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PCR - polymerazova retézova reakce

PCR = Polymerase Chain Reaction

- publikovano v r.1985 — Kary Banks Mullis a kol.,
r. 1993 — Nobelova cena

- umoznuje in vitro amplifikaci (zmnozeni) vybraného useku
templatové DNA, ktery je ohraniCen tzv. primery

- nejpouzivaneéjsi technika v oboru molekularni biologie

- vlastni PCR probiha v cyklech (fetézeni cykli — odtud
retézova reakce) v termocykleru

- reakéni objem 15— 100 pl




PCR - polymerazova retézova reakce
1. templat DNA — dsDNA I Pozor na kontaminaci jinou DNA!

mnozstvi - teoreticky 1 molekula (Irsko, USA)
- prakticky 20 ng/ul DNA

2. dNTP = dATP, dGTP, dCTP, dTTP — smés deoxynukleotidtrifosfat(
stavebni kameny, z nichzZ se syntetizuje novy retézec DNA
3. primery

17 =25 nukleotidové oligomery
ve sméru 5°- 3" kopirovaného vldkna - forward (upstream) a reverse (downstream)
komplementarni k cilové DNA X nekomplementarni vici sobé
specifické pro amplifikovanou sekvenci, podobna teplota anealingu
4. DNA polymeraza

- enzym katalyzujici polymeraci deoxyribonukleotid(l podle DNA templatu
Tag polymerasa - izolovana z Thermus Aquaticus (nativni nebo klonovand v Escherichia

coli - rekombinantni) = termostabilni, T opt. 75°C, 150 b/s, nad 90°C neni aktivni
5. pufr = prostfedi vhodné pro aktivitu polymerasy,

slozenim Ize ovlivnit vytéZzek i specifitu reakce (+ Mg?*)



Denaturace a renaturace DNA

e dsDNA velmi stabilni = vodikové vazby

% sSDNA

100 +======-mmccccccc e ————

denaturace — »

e kromé nukleotidového slozeni DNA zavisi Tm na dalsich faktorech
- pH, iontova sila roztoku, pritomnost kationtd, ...



Polymerase chain reaction{(PCR)

zalozena na cyklickém stfidani teplot, s+ UIIIITIIITIIIIITS  Temptate-oNA
sklada se ze 3 kroku:
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PCR

ql zalozena na cyklickém stfidani teplot, sklada se z
nékolika kroku:

1. denaturace dsDNA zvySenim teploty reakéni smési na
94 -98 °C (20-45s) oddéleni fetézcu

2. Pripojeni primerud k ssDNA templatu snizenim teploty na
30 — 65 °C (po dobu 30 — 90 s) - tzv. ,annealing*

3. nastoleni podminek vhodnych pro samotnou replikaci
zvySenim teploty na 72 — 75 °C (45 -90 s)

ql doba trvani jednotlivych cyklt zavisi na délce
replikovaného fragmentu a na typu polymerasy

ql jednotlivé cykly se ve stejném sledu opakuji zpravidla 30
— 35X
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Hot stari
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Priprava
asymetri

RT-PCR

Real-tim
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Real time PCR

- pocet cyklt nutnych k nabéhu exponencialni faze
- je funkci poctu DNA templatd na pocatku celého déje - kvantifikace
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Friklad real-time RT-PCR zaznamu absolutni kvantifikace genové exprese karcinoembryonalniho antigenu, véetng standardizacéni kfiviey (RotorGene 3000, Corbett Research).



Detekce FV Leiden — TagMan sondy
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Sekvenace DNA
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Polymerazova retézova reakce — pracovni navod

Pracujte v rukavicich (powder-free)!
Nékteré kroky se budou provadét na ledu.

p‘ﬁprava master mixu — VSe, co je spolecné, se napipetuje nejdrive
dohromady pro vsechny zamyslené PCR reakce

Do 1,5 ml eppendorfky si pripravite master mix pro 10 PCR reakci, kazda bude o celkovém
objemu reakéni smési 20 ml (19 ml master mixu + 1 ml vzorku DNA)

ml
voda 155 + 4
PCR pufr (10x) 20
Mg2* 5
dNTP 4
forward primer (F) 2
reverse primer (R) 2
Taq polymeraza 2 enzym - skladuje se v mrazdku !
vzorek DNA 10 vzorek se bude priddvat pozdéji,

az do jednotlivych PCR zkumavek

— zvortexujte, nasledné kratce zcentrifugujte, drzte na ledu



Priprava PCR - vzorky

e vzorek DNA, nechte ho pri pokojové teploté pomalu roztat
* do platicka 10 PCR zkumavek , do kazdé 19 pl master mixu + 1 pl vzorku DNA
* 4 ruzné vzorky (DNA izolovana v pribéhu minulych praktik) v dubletech (tj. kazdy vzorek se
bude zpracovavat 2x)
e pozitivni +K
* +1 plvzorku DNA z oznacené zkumavky
e negativni kontrola -K
* jen master mix, tuto zkumavku je vhodné zavrit hned po rozpipetovani master mixu

vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek

1 1 2 2 3 3 -+ -

Zkumavky vlozte do bloku termocykleru a spustte prednastaveny program.

Parametry PCR: 1) dvodni denaturace: 95°C -5 min
2) 35 cyklG: 95°C-155s,60°C-15s,72°C-30s
3) 72°C-7 min

4) 4°C - do nekonecna




