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EANCUCHOWA REAKCJA POLIMERAZY (PCR - Polymerase Chain Reaction)
Odkrycie Kary’egoMullisa (1983 rok), nagrodzony Nagroda Nobla (1993r).

PCR jest enzymatyczng metodg powielania specyficznych sekwencji DNA in vitro
(amplifikacja). Technika ta pozwala na szybkie wykrycie, amplifikacje i identyfikacje
znikomych ilosci kwaséw nukleinowych.

Cechy reakcji PCR:

- szybkos¢

- wydajnos¢

- selektywnos¢

- czuto$¢

- prostota wykonania

Do wykonania wystarczy $§ladowa ilo$¢ DNA — mniej niz 1pl.

Reakcja przebiega w termocyklerze przy uzyciu mieszaniny reakcyjnej. Termocykler jest
urzadzeniem, zdolnym do szybkich, cyklicznych zmian temperatury. Aby rozpoczaé
tancuchowg reakcje polimerazy, nalezy wyizolowa¢ oraz oczysci¢ fragment DNA bedacy
przedmiotem zainteresowania. Niezb¢dne do rozpoczecia reakcji sg startery (krotkie
fragmenty DNA, komplementarne do sekwencji okalajacej fragment, ktéry bedzie powielany).
Sktad wspomnianej mieszaniny reakcyjnej:

1. Matryca — fragment DNA, ktory bedzie powielany
Startery — wyznaczaja miejsce amplifikacji
Trifosforany deoksynukleotydéw — substraty, ktore stuza do budowy nowych nici
Polimeraza DNA — enzym termostabilny, katalizuje przebieg reakcji
Bufor — zapewnia odpowiednie srodowisko reakcji (pH, sila jonowa)
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Etapy reakcji PCR

denaturacja
matrycowego DNA

wydtuzanie 25 - 40 X

: przylaczanie
(elongacja) (annealing)
starterow — budowa starterow do nici

nowych nici DNA matrycowych




1. DENATURACJA (92 - 96 °C/ 15 s ) — rozplecenie podwojnej helisy
matrycowego DNA. Dochodzi do rozerwania wigzan wodorowych miedzy
komplementarnymi zasadami. Powstaja dwa pojedyncze tancuchy.

2. ANNEALING (45-65 °C) — tworzenie odcinkow dwuniciowych, sktadajacych si¢
z przygotowanych starteréw — czasteczek DNA komplementarnych do sekwencji
DNA oskrzydlajacych gen majacy ulec namnozeniu

3. ELONGACJA (72°C) — zachodzi wilasciwa synteza DNA i tym samym
amplifikacja pozadanego genu. Polimeraza dobudowuje kolejne nukleotydy do
starter0w — nastepuje synteza nici komplementarnych do nici matrycowe;.
Kierunek syntezy: 5°— 3’. Reakcja ta trwa zwykle 30 sekund.

Powyzszy cykl jest powtarzany do momentu osiggni¢gcia w badanej probee
odpowiedniej ilosci produktu DNA. Probki po zakonczonej reakcji nanie$¢ na zel
agarozowy, uprzednio krotko zworteksowac.

Zastosowanie PCR:

- badanie ekspresji genow

- wykrywanie kwasow nukleinowych patogenéw: wykrywanie obecnos$ci i1 okreslanie stezenia
wiruséw i bakterii W surowicy

- genotypowanie

- wykrywanie GMO w paszach i1 zywnosci

Technika PCR stosowana jest w kilku réznych odmianach. Najczesciej stosowang odmiang
jest tzw. PCR w czasie rzeczywistym (Real- Time PCR). Pozwala na monitorowanie ilo$ci
produktu reakcji w czasie jej trwania, co odrdznia ja od klasycznej reakcji PCR. Dzigki temu
cata procedura analizy jest stosunkowo szybka i pozwala wyeliminowac¢ etap szacowania
produktu po zakonczeniu reakcji. Umozliwia ona takze wglad w kinetyke reakcji, a co za tym
idzie pozwala na oszacowanie ilo$ci produktu na poczatku reakcji, co jest niemozliwe w
konwencjonalnej metodzie PCR. Ponadto dzieki temu, ze amplifikacja kwasow nukleinowych
1 detekcja produktu odbywa si¢ w jednym zamkni¢tym naczyniu, ryzyko zanieczyszczenia
badanej proby jest minimalne.

Monitorowanie przyrostu liczby kopii badanej sekwencji w czasie rzeczywistym mozliwe jest
dzigki znakowaniu starterow, sond oligonukleotydowych Ilub produktow amplifikacji
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czgsteczkami zdolnymi do fluorescencji (fluorochromami). Uzywane metody znakowania
wykazuja odmienny poziom fluorescencji w potaczeniu z badanym fragmentem DNA lub po
prostu z fragmentami dwuniciowymi, dzigki czemu fluorescencja kazdej probki jest
proporcjonalna do ilo$ci zsyntetyzowanego produktu (im silniejsza fluorescencja, tym wigcej
kopii). Mierzac fluorescencje probek po kazdym cyklu reakcji mozna monitorowac jej
przebieg.

Ilosciowy PCR pozwala rdwniez obliczy¢ poczatkowa liczbe kopii badanego fragmentu DNA,
jaka byla obecna w probce przed reakcja. W tym celu wykorzystuje sie¢ moment, w ktorym
poziom fluorescencji barwnika przekroczy prog nazywany cyklem granicznym (Ct, z
ang. treshold cycle) lub cyklem kwantyfikacji (Cq, z ang. quantification cycle). Im wczesniej
poziom fluorescencji wzrost do poziomu, ktory umozliwia wiarygodny odczyt, tym wigksza
byla poczatkowa ilo§¢ kopii badanej sekwencji w probce na poczatku reakcji. W celu
zbadania liczby kopii badanej sekwencji w probie sporzadza si¢ seri¢ rozcienczen roztworu o
znanym stezeniu 1 liczbie kopii DNA, wyznacza si¢ wedtug nich krzywa standardowa i majac
dany punkt Ct na podstawie krzywej standardowej szacuje si¢ liczbg czasteczek.
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Rysunek 1. Amplifikacja DNA
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