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1.Replikacja DNA

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 obu 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 umozliwiajaca
synteze DNA. Wiazanie fosfodiestrowe
powstaje w wyniku potgczenia dwéch
grup  hydroksylowych  przez grupe
fosforanowg (Rys. 1.1a). W kwasach
nukleinowych wigzanie to powstaje przez
potaczenie grupy hydroksylowej w pozycji
3’ pentozy z grupa hydroksylowa grupy
fosforanowej w pozycji 5 pentozy.
Energia do powstania wigzania
fosfodiestrowego jest dostarczana przez
rozbicie dwu- i trojfosforandw
nukleotydow.
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Synteza DNA jest katalizowana przez polimeraze DNA zalezng od DNA (Rys. 1.1b). Polimeraza
dodaje nukleotydy do syntetyzowanej nici, przy czym przed wstawieniem, nukleotyd musi
wytworzy¢ wigzanie wodorowe z nukleotydem na nici matrycowej. Tylko wowczas polimeraza
rozpozna nukleotyd i katalizuje tworzenie wigzania fosfodiestrowego.
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Rys.1.1b. Synteza DNA katalizowana przez polimeraze DNA.

Doktadnos$¢ kopiowania DNA jest zwigzana z korektorskimi witasciwosciami polimerazy DNA.
Btedy w DNA wystepujg z czestoscig 10°, co jest znacznie nizszg 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 czestosciag
10°-10*. Efektem ich wystepowania jest parowanie C-A.

Etapy korekty prawidtowosci wstawienia nukleotydow (Rys. 1.1c):

@ 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 wiasciwosci korektorskim polimerazy w
kierunku 3—5’. Polimeraza wycina nieprawidtowo wstawiony nukleotyd tak aby
odtworzy¢ grupe 3’0OH.

@ Polimeraza DNA rézni sie od polimeraz RNA obecnoscig wtasciwosci korektorskich.
Polimerazy RNA nie sg wrazliwe na btedy w parowaniu zasad, dlatego czestos$¢ bteddw
podczas syntezy RNA wynosi 10™.

@ Polimerazy DNA nie maja zdolnosci samodzielnego rozpoczynania replikacji. Moga tylko
wydtuza¢ tancuch polinukleotydowy. Funkcje starteréw petnig krotkie 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 czasteczka to hybryda
DNA/RNA.
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1.2. Zadania &
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-3 rozpoczecia replikacji. Podano takze sekwencje
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Rys.1.2.1. Widetki replikacyjne.

1.2.2. Na rysunku pokazano schemat replikacji
bakteryjnego DNA kolistego.

A. Ktéra z nici, dolna czy goérna jest matryca do
syntezy nici wiodacej w regionie 2. (1 punkt)

B. Z ktorym miejscem, A, B taczy sie starter
5'UUGC3’? (1 punkt)

C. Ktoéra ni¢ w regionie 2 nie bedzie powielona,
jezeli przed rozpoczeciem replikacji nie
bedzie obecna polimeraza RNA? (1 punkt)
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Rys.1.2.2. Replikacja bakteryjnego DNA.

1.2.3. Szybkosc¢ replikacji wynosi 800 par zasad na
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Rys.1.1c. Wtasciwosci korektorskie
polimerazy DNA.

sekunde. Ile bedzie trwata replikacja genomu sktadajgcego sie z 1.5 mln par zasad? Prosze

podac czas w minutach.
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2.Reakcja PCR

2.1. Przebieg reakcji PCR
- 2.1.1. Podstawy teoretyczne

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

Reakcja PCR sktada sie z szeregu
pojedynczych reakcji zwanych cyklami. W
kazdym cyklu ilo$¢ czasteczek DNA sie
podwaja. Reakcja PCR stuzy do namnozenia
DNA, ktory pozniej mozna poddac analizom,
np. sekwencjonowaniu. Typowa reakcja PCR
wymaga znajomosci sekwencji, ktérg chcemy
powielic. Niektére odmiany reakcji PCR
wykorzystujg tzw. uniwersalne startery i
pozwalaja na namnozenie wielu sekwencji
rozpoznawanych przez starter w genomie. S3
to tzw. markery DNA oparte o reakcje PCR.

Denaturation (%)

75 B0 85

Reakcja PCR z zastosowaniem uniwersalnych
starterow nie wymaga znajomosci sekwencji
docelowych.

Reakcja PCR wykorzystuje wtasciwosci fizyko-

Temperature (°C)

Rys. 2.1.1a. Zaleznosc¢ denaturacji DNA wirusowego
(niebieska linia) i bakteryjnego (czerwona) od
temperatury. W temperaturze bliskiej 100°C prawie
caty DNA jest zdenaturowany.

chemiczne DNA, ktdre zalezg od temperatury.

Struktura helikalna DNA ulega destabilizacji wraz ze wzrostem temperatury. Powyzej pewnej
temperatury krytycznej, zwanej temperaturg topnienia, nici DNA ulegajg catkowitej separacji i
wystepuja jako fragmenty jednoniciowe. Jest to wynikiem zerwania wigzan wodorowych. Ponizej
temperatury topnienia wystepuje spektrum mozliwosci, od lokalnych fragmentéw jednoniciowych
do catkowitego splecenia DNA. W zaleznosci od temperatury mieszaniny, DNA moze wystepowac:

@ w postaci czesciowo zdenaturowanej, co umozliwia dostep starteréw i polimerazy,
@ catkowicie zdenaturowanej,
@ w postaci podwojnej spirali.

Manipulujgc temperaturg reakcji mozemy doprowadzac do namnozenia DNA lub nie. Temperatura
topnienia jest rézna dla poszczegolnych typéw DNA, zalezy od zawartosci GC. Dlatego nie ma
jednolitej, standardowej temperatury dla reakcji PCR. Dla kazdej matrycy i kazdego typu starteréw
musi ona by¢ na nowo optymalizowana. Ponadto manipulujac temperaturg mieszaniny mozemy
regulowac specyfika reakgcji.

Temperatura topnienia: temperatura, w ktorej 50% nici DNA wystepuje w postaci
zdenaturowanej (pojedyncze nici) i 50% w postaci podwojnej helisy.
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Reakcja PCR jest bardzo czuta. Pozwala ona na namnozenie nawet pojedynczej czasteczki DNA.
Cecha ta jest szczegdlnie przydatna, gdy dysponujemy matg iloscig materiatu genetycznego, np.
DNA ze sladow kopalnych. Z drugiej strony czutos¢ reakcji PCR wymaga duzej precyzji przy
analizie materiatu genetycznego, gdyz kazde zanieczyszczenie moze prowadzi¢ do btednych
wynikdw. Jezeli badana proba zawiera materiat genetyczny réznego pochodzenia, to kazdy
materiat sie moze namnozy¢. Startery zaprojektowane dla danej sekwencji nie rozwigzuja
problemu, gdyz sekwencje homologiczne wystepuja u réznych organizmow (Rys. 2.1.1b). Tym
samym warunkiem prawidtowego przeprowadzenia reakcji PCR jest czysty materiat genetyczny. W
przeciwnym razie zamiast namnozy¢ DNA poszukiwanej sekwencji, namnozymy kazda sekwencje
podobng. W diagnostyce prowadzi to do otrzymania wynikow fatszywie pozytywnych, ktére moga
pociggnac okreslone konsekwencje prawne.

Warunkiem prawidtowego przebiegu reakcji PCR jest czysty materiat biologiczny.

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

R
P
(350 bp)| |
P
(420 bp)

P
(490 bp)|H (560 bp) P
- (740 bp)

Rys. 2.1.1b. Przyktad wptywu obecnosci réznego materiatu genetycznego na amplifikacje.
Obecnos¢ sekwencji homologicznych do transgenu u roslin GMO powoduje amplifikacje
homologow zamiast lub obok transgenu pomimo zastosowania specyficznych starterow.

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

2.1.2. Etapy reakcji PCR

@ Denaturacja, 94-95°C: jest to przeksztatcenie dwuniciowej czasteczki DNA w
jednoniciowa. Ma ona na celu rozdzielenie nici DNA tak, aby umozliwi¢ przytaczenie sie

5’ ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG3’ Rys. 2.1.2a. Denaturacja fragmentu DNA o
sekwencji, ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG.

Sekwencje zawsze zapisujemy od 5’ do 3.
1. Denaturacja DNA: 94°C Poniewaz jest to DNA, musimy dopisac ni¢
komplementarng o odwrotnej polarnosci,
czyli od 3’ do 5. W ten sposob uzyskamy

5’ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG3’ | odcinek DNA, ktory bedzie powielany w
reakcji PCR.

3’ TACGCCCGATGCTATTCTGTAGGCS’
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starterow oraz polimerazy DNA. W warunkach naturalnych nici DNA s3 rozdzielane za
pomoca helikaz i topoizomeraz, a stabilizujg je biatka SSB. W reakcji PCR rozdzielenie nici
odbywa sie przez inkubacje w wysokiej temperaturze, tj. 94-95°C. W tej temperaturze DNA
wystepuje w postaci pojedynczych nici.

@ Annealing (przytaczanie starteréw), 36-70°C: jest to proces przytgczania starterow do
matrycy DNA. Polimeraza DNA nie ma mozliwosci przeprowadzania syntezy de novo.
Potrafi ona jedynie dotgcza¢ nukleotydy do juz istniejgcego tancucha. W komdrkach
replikacja rozpoczyna sie od syntezy krétkich odcinkow RNA za pomocg polimerazy RNA
(prymazy). Dopiero do tych odcinkéw polimeraza DNA dobudowuje nukleotydy. W reakc;ji
PCR nie mozna wykorzysta¢c RNA, gdyz jest to czasteczka niestabilna, ktora 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.

Startery: krotkie odcinki DNA wykorzystywane w reakcji PCR w celu rozpoczecia reakcji
namnazania DNA in vitro, czyli amplifikacji. Startery maja 10-30 nukleotydéw, najczesciej okoto
20 nukleotydow. Najczesciej wykorzystujemy dwa rdézne startery, ktére flankujg fragment
docelowy. Istniejg jednak reakcje, w ktérych wykorzystuje sie tylko jeden typ startera. Wowczas
taki starter przytacza sie do sekwencji komplementarnych na obu niciach.

Annealing, czyli przytaczanie starterow: 36-70°C

Starter Reverse

3’'TAGGCS’

5’ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG?’

3’ TACGCCCGATGCTATTCTGTAGGCS’

Starter Forward

Rys. 2.1.2b. Przytgczanie starterow do sekwencji ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG. Dla uproszczenia
pokazano startery 5-nukleotydowe. W rzeczywistosci stosuje sie 20-25 nukleotydowe. Startery przytaczaja
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. Wéwczas mozna jednoznacznie utali¢ 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. Wdwczas starter Reverse funkcjonuje jako
Forward i vice versa.

B W trakcie annealingu dochodzi takze do renaturacji DNA matrycowego, czyli procesu
ponownego t3czenia sie i zwijania nici DNA. Proces zalezy od temperatury i pH.

» Warunkiem rozpoczecia reakcji namnazania DNA przez polimeraze jest potgczenie 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 przytaczy¢ do matrycy.
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o Powyzej temperatury topnienia starter sie nie przytgczy i bedzie wystepowat w
postaci jednoniciowego fragmentu. UniemozLliwi to przeprowadzenie reakcji PCR
nawet w sytuacji, gdy odpowiednia matryca znajdzie sie w mieszaninie
reakcyjnej.

e Ponizej temperatury topnienia, ze wzgledu na szybka renaturacje matrycy, starter
przytaczy sie do jednoniciowych fragmentéw matrycy, ktére s3 czesciowo
komplementarne, np. w 50%, 60%, 80% itd. Dlatego temperatura annelingu jest
podstawowym wyznacznikiem specyfiki reakcji PCR.

e ROzna specyfika reakcji PCR w zaleznosci od temperatury annelingu moze byc
wykorzystana w badaniach. Przyktadowo, jezeli chcemy zamplifikowa¢ 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 przytaczy¢ 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.

An

eura
Pellia  Aneura P.cembra|Pellic  Aneura P.cembra ellia P.cembra
Pellia  Aneura P.cempra

Rys. 2.1.2¢c. A. Wptyw temperatury annealingu na amplifikacje genu KatG u sosny. W amplifikacji wykorzystano
startery komplementarne do KatG pochodzacego z M. tuberculosis. B. Wptyw temperatury na amplifikacje genu
NAD u réznych gatunkow.

k Koniecznos¢ wykorzystania starteréw w reakcji PCR powoduje, ze aby ja przeprowadzic
musimy znac¢ sekwencje, ktérg chcemy namnozy¢. Aby ten warunek omingc
wykorzystuje sie czasami pojedynczy, losowo skomponowany starter. Wowczas, jezeli
taki starter znajdzie sekwencje komplementarne w niewielkiej odlegtosci (1000-4000
par zasad) to mozemy fragment oflankowany takim starterem namnozy¢. W ten sposéb
ujawniamy tzw. markery skanujagce genom. Innym sposobem ominiecia tej
niedogodnosci jest ciecie DNA matrycowego enzymami restrykcyjnymi i przytaczenie
specjalnie przygotowanych oligonukleotydowych odcinkdéw zwanych adapterami do
miejsc ciecia. W ten sposob wykrywa sie miejsca insercji transpozondw.

Kornelia Polok, polokkornelia@gmail.com 7z16



C06. Biologia i Genetyka Kosmetologia

30.11.2023.

e Na proces annealingu wptywa takze struktura starterow. Startery z wiekszg liczba
zasad GC tworzg stabilniejsze wigzania. Dlatego dobrze zaprojektowane startery
powinny mie¢ co najmniej 50% zasad GC. Ponadto startery nie powinny tworzyc
struktur drugorzedowych, a takze nie powinny tworzy¢ dimeréow zaréwno w obrebie
danego startera (homodimery) oraz pomiedzy réznymi starterami (heterodimery).

Reakcja
niespecyficzna

@ Elongacja: czyli wydtuzanie taricucha DNA, za pomoca

Rys. 2.1.2d. Struktury drugorzedowe starteréw. A.
Szpilka do wtosow powstaje w temperaturze
ponizej optymalnej. B. Struktura posrednia, moze
powsta¢ w temperaturze optymalnej i wdwczas
uniemozliwia  amplifikacje. C.  Jednoniciowa
struktura, powstaje w temperaturze powyzej
optymalnej.

polimerazy DNA, 72°C. Jest to witasciwa replikacja in vitro.
Elongacje moze przeprowadzi¢ kazda polimeraza DNA (np.
fragment Klenowa z E. coli). Jednakze warunkiem
przeprowadzenia reakcji i dostepu do DNA jest rozplecenie
nici (denaturacja), ktore odbywa sie w temperaturze 94°C. W
tej temperaturze wigkszos¢ polimeraz, ktére sg biatkami
ulega denaturacji i tym samym dezaktywacji. Aby
przeprowadzi¢ reakcje PCR, taka polimeraze nalezatoby
dostarczac¢ w kazdym cyklu po denaturacji, co oczywiscie nie
jest praktyczne. Dlatego stosuje sie polimerazy, ktére

Rys. 2.1.2d. Kolonia
Thermus aquaticus.

tolerujg temperature 94°C. S3 to tzw. polimerazy termostabilne, ktére pochodzg z bakterii

zyjacych w cieptych zrodtach.
3. Elongacja, czyli wydtuzanie tancucha 72°C Najczesciej stosuje sie polimeraze

'TA ATGCAATTCT
5’ATGCGGGCTACGATAAGACATCCG3’

z Thermus aquaticus i Thermus
flavus. Oba mikroorganizmy nalezg
do Archaea, klasy Deinococci.
Bakterie te po raz pierwszy

3'TACGCCCGATGCTA TT CTGTAGGCS' | Zidentyfikowano —w - Parku

MCTACGATAAGACATCCG Yellowstone w zrodtach o)

temperaturze 53-86°C, a nastepnie

Rys. 2.1.2e. Polimeraza DNA dotgcza nukleotydy ich obecno$¢ potwierdzono w 53

do starterow i wydtuza tancuch DNA.

roznych lokalizacjach. Optimum

Kornelia Polok, polokkornelia@gmail.com
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polimerazy DNA z tych bakterii to 72°C, a wiec jest to temperatura elongacji. Jednakze
wytrzymujg one rowniez temperature 94-95°C, co umozLliwia 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
termostanilne polimerazy DNA powstajg w genetycznie zmodyfikowanej E. coli.

2.2. Projektowanie reakcji PCR

2.2.1. Ustalanie temperatury przytaczania starteréow

- @ Startery przytgczaja sie do sekwencji komplementarnych. Odlegtos¢ miedzy starterami nie

e

moze byc¢ zbyt duza. Typowe polimerazy bez problemu amplifikujg sekwencje do 4 000
par zasad. Polimerazy specjalnie przygotowane mogg amplifikowa¢ odcinki do 10 000 par
zasad. Warunki reakcji nalezy tak dobrac¢ aby startery przytaczyty sie jedynie do sekwencji
komplementarnych.

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

@ W reakcji PCR wykorzystujemy dwa startery, co oznacza, ze musimy dobra¢ temperature
przytgczania starteréw 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 r6znica temperatur pomiedzy starterami jest zbyt duza (>5°C) wtedy projektuje sie
nowe startery.

2.2.2. Ponizej podana jest para starterow komplementarna do odcinka genu KatG u M. tuberculosis.

~

» KatG3-F: 5’AAC GGC TGT CCC GTC GTG3’ (starter Forward)
» KatG-R: 5'GTC GTG GAT GCG GTA GGT G3’ (starter Reverse)

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.

C. Zaktadajac, ze kazdy etap bedzie trwat 1 minute, prosze podac¢ temperatury i czas
poszczegolnych etapow reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw KatG3.

D. Prosze podac catkowity czas trwania reakcji PCR dla KatG3, jezeli wykonamy 30 cykli,
wstepna denaturacja bedzie trwata 3 minuty, a koncowa elongacja 7 minut.
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3.0dmiany reakcji PCR

- Reakcja PCR zasadniczo zawsze obejmuje te samy etapy. Réznice pomiedzy poszczegolnymi
reakcjami dotycza temperatury annealingu, czasow poszczegolnych etapdw, i liczby cykli.
Temperatura annealingu zalezy od wykorzystywanych starteréw, natomiast czasy poszczegolnych
etapdw i liczba cykli zwigzane s z dtugoscig analizowanego fragmentu, liczbg spodziewanych
fragmentéw 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. Namnoza 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 sosny (20 miliardéw bp) potrzeba 35
cykli. Z kolei dla identyfikacji miejsc insercji transpozondw 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 reakcja
PCR

Jest to reakcja PCR, w
ktorej matrycg jest DNA
genomowe lub
plazmidowe, natomiast
produkty reakcji wykrywa
sie za pomoc3a
elektroforezy na  zelu
agarozowym lub
poliakrylamidowym.
Alternatywnie mozliwy jest
odczyt jako Lpiki”
w sekwenserach. Jest to
reakcja jakosciowa, ktdra odczytuje obecnos¢ lub brak danego fragmentu. Reakcja taka jest
najczesciej stosowana w badaniach nad genomami, badaniach ewolucyjnych. Standardowy PCR w
potaczeniu z sekwencjonowaniem wykorzystywany jest w diagnostyce choréb genetycznych.

3.2.RT-PCR

Rys. 3.1. Miejsca insercji
transpozonow pokazane na zelu
poliakrylamidowym (po lewej) i
agarozowym (po prawej).

Reakcja PCR pozwala na powielenie tylko i wytgcznie DNA. Tymczasem w badaniach nad
ekspresja gendow wykorzystuje sie RNA. Rowniez niektdre 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.
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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 (reverse transcription - RT). W
wyniku odwrotnej transkrypcji otrzymujemy DNA, ktory nosi nazwe cDNA (complementary DNA)
ze wzgledu na komplementarnos$¢ jednej z nici do RNA.

Jezeli w reakcji PCR wykorzystujemy cDNA zamiast DNA to taka reakcje oznaczamy jako 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 mogg sie rézni¢, gdyz materiatem
wyjsciowym byty rézne tkanki lub organy.

RNA jest niestabilny poza komorka dlatego przeksztalca sie go w
komplementarny DNA (cDNA) za pomoca odwrotnej transkryptazy.

Odwrotna transkryptaza CAP FYYY 3 poiyA
polimeraza DMA, ktora —_—

ma zdolnosc syntezy Odwrotma

DMA na matrycy RMNA transkiyptaza % / starter komplementarny do polyA

Wystepuje u wirusow ! ot
RNA oraz w ~fdcapl  mRrNA  [aaaa) BV
=]

retrotranspozonach. .gg .”m 5’
2t

RT-PCR: PCR z uiyciem RNA-azaH || TrawimRNA w czasteczkach
odwrotnej "/ RNA-DNA

transkryptazy. A S
sECU B B0 poiya

cDMA: DNA, ktéry powstal i  cDNA 5"

a matrycy mRNA,

wriots Polimeraza DNA, |

riresonpe by PCR !,.- Starterami =g fragmenty mRNA
G LY IRG Biod 1. g 4

Real TimePCR=gPCR, . 7 i N I ZXET00T s'potya

o,

mikromacierze, RHA-seqg ™ — : 5
etc. E

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 rozni sie od standardowego PCR odczytem produktu, ktdry jest
dokonywany w komputerze, a nie na zelu. Odczytu mozna dokonac przez przytaczenie do startera
lub produktu sondy fluorescencyjnej. Jest to krotka sekwencja DNA, ktora potgczona jest z
barwnikiem emitujgcym sygnat $wietlny 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 okreslenie ilosci otrzymanego produktu. Z
tego wzgledu PCR w czasie rzeczywistym okresla sie jako PCR ilosciowy (quantitative - gqPCR).
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 gPCR 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 korzyscig jest rezygnacja z pracochtonnych zeli.

fumpeilication
1000
L e
E 600
40 J

S0

G = —- H‘h——--———-- : - _—

E 5 10 15 20 25 aa il

Cyclas

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 poszczegdlnych prébach. W

podanym przyktadzie réznice byty skorelowane z r6zng zawartoscig rDNA u réznych gatunkdw.
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 PCR (np. 200 pz) moga byc¢ trudne do odroznienia od wtasciwego produktu (Rys.
3.3b). Ponadto gPCR jest bardzo wrazliwy na zanieczyszczenia obcym materiatem genetycznym
rowniez ze wzgledu na brak kontroli na zelu. Analiza na zelu pozwala okresli¢ dtugosc
amplifikowanych produktow, tym samym wtasciwy produkt jest tatwy do odrdéznienia od dimerow
czy homologow. W gPCR zel nie jest wykorzystywany i odroznienie wtasciwego produktu od
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dimeru c¢zy 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;.

421F-366R Amplification
P he 1000

800 -

E 600 i

o
400
200 - ]/

0 — — A :_-(’:_ S
0 10 20 30 40

Cycles
Rys. 3.3b. Wynik reakcji PCR i gPCR z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla genu pgip1 z
maliny wprowadzonego do Pisum sativum. 1. Kontrola, 2-3: rosliny transgeniczne, 4: pgipl w
plazmidzie. Obecnos$¢ pgipl w P. sativum potwierdzono hybrydyzacja Southern. Reakcja qPCR daje
dla wszystkich prob wynik pozytywny, tymczasem tylko w przypadku plazmidu zastosowane
startery dajg wtasciwy produkt. W prébach 1-3 startery amplifikujg homologi zamiast transgenu i
nie réznicuja pomiedzy roslinami transgenicznymi i kontrola nie zawierajgcg transgenu.

3.4. Wykorzystanie reakcji PCR

& Na podstawie danych literaturowych prosze opisa¢ po jednym przyktadzie zastosowania reakcji
~ PCR:

@ w badaniach naukowych;

@ w diagnostyce

Samodzielne wykonanie: 5 punktow
Termin: 15:12:2023. 23:59
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