PCR

Was ist das?

(Theorie der PCR)

Was soll das?

(Anwendungsbereiche der PCR)
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- erfand (optimierte) 1983
das PCR-Verfahren

- erhielt 1993 daflr den
Nobelpreis

- Das Patent ist mittlerweile
erfolgreich angefochten
worden.
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PCR =

Polymerase Chain Reaction

Ziel der PCR:

Spezifische Amplifikation einer
Zielsequenz in grol3er Menge.
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v SELEE

Voraussetzungen fur eine PCR

DNA (Template)
Oligonukleotide (Primer)
Tag-Polymerase
Thermocycler

Puffer und Nukleotide

Programm
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1. Template

- Genomische DNA, cDNA sowie rekombinante DNA
(Plasmide, Viren, DNA-Konglomerate) kbnnen als Templates
eingesetzt werden.

- Meist reichen 100 pg Template-DNA aus (viel ist schlecht!!).

- Auch die DNA aus einer einzigen Zelle kann fur eine PCR
eingesetzt werden (Single-Cell-PCR).

- Haufig braucht die DNA nicht aufgereinigt zu werden. Dabei
kann die PCR direkt mit dem Gewebematerial erfolgen.

- Andererseits konnen Spuren von Inhibitoren (u. a. Tannine,
Huminsauren) die Reaktion komplett inhibieren.
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2. Primer
- Im Schnitt 17-35 nt lang (6er), zueinander ausgerichtet

- mdglichst hohe Ubereinstimmung (nicht Homologie) zur
Zielsequenz

- durch Veranderungen der Primer konnen Mutationen
(,site directed mutagenesis®) oder Extensionen der
Zielseguenz erreicht werden

- zu geringe Ahnlichkeit fihrt zu Nicht- oder Falsch-
amplifikation

- sollten nicht miteinander paaren konnen
- beide Primer sollten gleiche Schmelztemperatur (T,,) aufweisen

- GC-Gehalt entscheidend fur T, ~
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T, = Temperature of melting
(Schmelztemperatur)

Die T, eines Primers ist die Temperatur, bei der 50 % der
Oligonukleotide einzelstrangig vorliegen.

Faustregel fur die Berechnung der T, eines Primers:
T, =nA/T+mG/C
AIT=2°C GIC=4°C
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Primer fur PCR-Proben

N-terminal: NH,-Met-Cys-Val-Lys-Thr-Pro-CO,

5Y-ATG TGC GTN AAA ACN CCN - 3V sense

T G
C-terminal: NH,-Phe-Tyr-His-Thr-Val-Ala-CO,-
5Y- TTC TAC CAT ACN GTN GCN
T T C

<---¢ ..................................... >

5Y- GC NAC NGT ATG GTA GAA -3" antisense

G A A
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3. Tag-Polymerase

- Tag = Thermus aquaticus

- hitzestabile 5-3" DNA-Polymerase, macht 3‘A-Uberhang

- Stabilitdt des Enzyms: >100°C (40 min HWZ bei 94°C)

- Temperaturoptimum: 72-74 °C

- Synthesegeschwindigkeit: 2000 bp/min

- Synthesegenauigkeit: 1 Fehler bei 104 bp
- hoher bei Polymerasen mit sog. ,proof-reading®, z.B. Pfu
- proof-reading = 3"-5"Exonuklease, langsamer

- Gemisch aus beiden — z.B. Elongase ‘
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Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Neues Enzym mit Reverse Transkriptase-
und DNA-Polymerase-Funktion

RAMON KRANASTER!, JESSICA ZELLER!, BIRGIT KOHN2Z, ANDREAS MARX!2
'myPOLS BIOTEC GMBH, KONSTANZ,

ZLEHRSTUHL FUR ORGANISCHE CHEMIE/ZELLULARE CHEMIE, FACHBEREICH CHEMIE,
UNIVERSITAT KONSTANZ

Reverse transcriptions under high temperatures can be performed with a
new designed, thermostable DNA polymerase. This DNA polymerase was
generated from Taq DNA polymerase by directed evolution in multiple
rounds of mutagenesis and screening. The new DNA polymerase com-
bines an artificially induced reverse transcriptase activity with the natural
thermostability of Taqg DNA polymerase. Potential applications are
depicted here.
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A One-Step-RT-PCR-Protokoll B Zero-Step-RT-PCR-Protokoll

95'C— 85°C =
60'C— 60°C —
46°'C—
C Zero-Step-RT-gPCR-Assays
NONO GAPDH ACTB
S5
. 5
R
g, g
i 5
L™ 1 [™
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10
PCR-Zyklen PCR-Zyklen PCR-Zyklen

A Abb. 2: Reverse Transkriptions-PCR mit Volcano2G DNA-Polymerase. A, Standard One-Step-RT-
PCR-Protokoll mit isothermaler reverser Transkription, anschlieBender Hitzedenaturierung der
Reversen Transkriptase und Aktivierung einer DNA-Polymerase. B, ,Zero-Step“-RT-PCR-Protokoll
ohne vorgeschaltete isothermale reverse Transkription. Die reverse Transkription mit der Volca-
no2G DNA-Polymerase findet stattdessen simultan zur DNA-Amplifikation wahrend der PCR-
Zyklen statt. C, Drei Beispiele fiir Zero-Step-RT-PCR mit Volcano2G DNA-Polymerase mit drei aus-
gewahlten Targets (NONO-, ACTB- und GAPDH-mRNAs). Verdinnungsserien mit RNA-Extrakten
aus HEK293-Zellen, 100 ng/Reaktion (rot), 10 ng/Reaktion (griin) 1 ng/Reaktion (lila),

0,1 ng/Reaktion (orange), 0,01 ng/Reaktion (hellblau) und Negativkontrolle ohne Templat (grau).
Das eingesetzte Zero-Step-RT-PCR-Protokoll (50 Zyklen mit jeweils 95 °C fir 10 s, 60 °C fiir 60 s.)
wurde im Vorfeld nicht optimiert.




4. Thermocycler

beheizbarer Deckel

Thermoblock (96-
well)

Bedienfeld mit
Display
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5. PCR-Programm

Bestandteile eines PCR-Programms

- Annealingtemperatur (abhangig von T,, der Primer)

- Dauer der Elongation (abhangig von Fragmentgrolie)
- Anzahl der Zyklen (Extrazeit bei den letzten 10 Zyklen)
- Dauer der Endelongation

- Ramping
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6. Puffer und Nukleotide

- Tris-HCI
- puffert den pH

- Mg?*-lonen als Cofaktor der Tag-Polymerase und
dNTPs, Menge bestimmt Spezifitat der Reaktion

- KCI
- optimiert den Salzgehalt fur die Tag-Polymerase
- dNTPs

- Substrat der Tag-Polymerase

- U.V.m. Pflanzenphysiologie
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Beispiel fur die Zusammensetzung
eines PCR-Gemisches

1 Ul Template-DNA

5 Ul 10 x Puffer

5 Ul dNTPs (2,5 mM)

1 Ul Primer A (10 pM)
1 Ul Primer B (10 uM)
1-5 U Tag-Polymerase

- ad 50 pl mit (PCR)Wasser, mitfihren von Kontrollen!
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Amplifizierung einer Zielsequenz

doppelstréangige
Ziel-DNA
S 3
a
]
——_— Trennung der Stréange
R und Anlagern der Primer
5 37
b Primer 2—_ __ == —Primer 1
g At
L Verlangern der Primer
c 5 ANSANANAS NANANANNEE 3
b komplementar
komplementar <
e — B 2t Primer 1

EERANANAANNNNNANAAN

3¢ S

Trennung der Strange
und Anlagern der Primer

3 A A AAISAINANANAANNAAEE 5

e
d - neue Primer —_
‘!
5

3
Fortsetzung der
Primersequenz

9 EERNANANNNNANANNAN
Strange von /

Strange von

unterschied- einheitlicher
licher Lénge Lange
NAVNNANAAANAAAA
Trennung der Strange
und Anlagern der Primer
f S
EEERANANNANNNNANN
komplementar komplementar
zu Primer 2 3 T 5 zu Primer 1
! NANANANAANANNN S
Verlangern der Primer

3 s AarnAnAans A S
5/ RN SN T

gewiinschte Fragmente
(Strange variabler Lange nicht abgebildet)

und so weiter

/. PCR-Ablauf

Anzahl der Anzahi doppelstréngiger
Zyklen Zielmolekiile
1 ¢
2 0
3 2
4 4
5 8
& 16
7 32
8 64
9 128
10 256
11 512
12 1024
13 © 2048
14 4096
15 8192
16 16384
17 32768
18 65536
19 131072
20 262144
21 524288
22 1048576
23 2097152
24 4194304
25 8388608
28 16777216
27 33544432
28 67108884
29 134217728
30 268435456
31 536870912 €
32 1073741824 “
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PCR

Was soll das?

(Anwendungsbereiche und -beispiele der
PCR)
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Anwendungsbereiche der PCR

Herstellung spezifischer Gensequenzen
Vaterschaftsanalysen, forensische Diagnostik
Saatgut- und Lebensmittelkontrolle

Viren- und Bakteriendiagnostik

Diagnostik von Erbkrankheiten
Populationsgenetik

Molekulare Evolution

Funktionelle Genomanalyse

Pflanzenphysiologie  ~;

PUR

Universitat Rostock %



1. RT-PCR = Reverse transcribed PCR

| AAA

| AAA

PCR

RNA

L1 Primer: Oligo (dT),_y, or hexamers
or sile apacifie primer

cDNA

Primer: site specific primers

Polymerase,

Tag DNA Polymerase or the
Expand PCR Systems or Tth DMNA
Polymerase from RT reaction

Amplified DNA
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RT-PR with RMA Corresponding to 1 Cell
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2. Real time-PCR (gPCR)

SYBR Green
Primer 1 1 2 S
..‘

LLILI y it

- Methode zur genauen
Quantifizierung von mRNAS

A\ AL i
LL____L,L_'L_{___{ - beruht auf Einbau eines Farbstoffs,
= der bei Interkalation in DNA-

Doppelstrange fluoresziert

Polymerase
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3. SSLP = Short Sequence Length
Polymorphism (Fingerprint)

SSLP mp) Eid Cal Lar Hat
[r-errrrrrrrrrerr—S . 18

e FCH and GE 16D

140

o 130
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4. CAPS = Cleaved amplified
polymorphic sequence (Fingerprint)

CAPS
300 b Z00 bp (bp) Sid Col Ler Het
> GAATTC 1000
Col - < PCR, 80
EcoRl site EcoRl digest 600
- 100
500 bp and GE 00
p—— ——
> GAGTTC | 00
L_E.r ............................... -
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5. AFLP = Amplified fragment length
poymorphism (Fingerprint)

1A)
primers for

- VNTR — variable number tandem repeats
STR - short tandem repeats
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/. Multiplex-PCR

21

. .MM 9. . W W
10 12 14 16 18 20

Bel einer Multiplex-PCR
werden mehrere Primer-
paare in einen Reaktions-
ansatz eingesetzt. Dabel
mussen die Primer
kompatibel zueinander
sein (d.h. T, vergleichbar,
keine unerwinschten
Selbstpaarungen, etc.).
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8. RACE = Rapid amplification of
cDNA ends

3 -RACE

mRMA L ARAAAAN
- ‘-.I'TI'IT\
cDMA
3 T x
SPE
| 3
-—
PCR anchor
primer
PCR product ready for;
agarose gel electrophoresis or
cloning procedures
25

5-RACE

mRMA g (AT
lf—
3P
r
(A2
cDNA 7 "
Purify cOMA with
High Pure PCR Product Purification Kit
r
F-[AInAAAA
r
Oligo dT-Anchor primer
— TITTTY
[ARAAAA
i—
sp2
PCR Anchor
primer
—_—
sp2
PCR product ready for; 1Y
o N
agarosz gel eectrophoresis Jie 4
analysis by hybridisation or cloning b

Universitidt Rostock ))kt



9. Inverse PCR, Klonierung flankierender DNA

26

EE T-DNA LE

-
1 t

Restriction Site Regriction Site
lHESﬂ'iﬂﬁ on DigEStiﬂn

—_—
H
l Self Ligation

—_—

l

Inverse PCR amplified product

l

Cloning and sequencing
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10. Denaturating (Temperature) gradient gel
electrophoresis zur Unterscheidung mikrobieller
Populationen

Detection of single base polymorphisms

DGGE/TGGE

GC<__:Iamp primer1 primear,2

P— —- A kow melting

== Mixture of PCR products A A
= I l
@ N
5 I P

- Single size band §

on agarose gel = ' THigh melting
\ 4
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11. Nested-PCR

Vermehrung von internen Sequenzen aus einem
primaren PCR-Fragment, Spezifitdt des Nachweises
nimmt zu.

Pflanzenphysiologie

28 PUR

Universitiat Rostock



Amlnosaurese uenzmotlve zur anerableltung
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