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Dla biologii molekularnej rok 1983 byt rokiem przetomowym. Wtedy wiasnie Kary Banks

Mullis opracowat technologie umozliwiajaca kopiowanie specyficznych sekwencji DNA.. To co
dotychczas wymagato niejednokrotnie catych tygodni wytezonej pracy stalo sie nagle dziecinnie
proste i ogolnodostepne. Dzieki technice nazwanej PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) mozliwy
stal sie ogromny, a co najwazniejsze szybki postep w takich dziedzinach jak: genetyka,
paleontologia, medycyna, kryminalistyka i wielu innych.

Widzac jak wielkie znaczenie dla wspdtczesnej nauki ma reakcja PCR, warto przyjrzec sie
doktadniej na czym ona wiasciwie polega.

PCR jest metodq pozwalajacg na wybidrcze powielenie danego fragmentu DNA.Niezwykle
istotnym jest, iz przy jej stosowaniu nie jest konieczne oddzielenie powielanego fragmantu od reszty
sekwencji. Polimeryzacja DNA nastepuje dzieki odpowiednio dobranym starterom. Sg one dobierane
w sposéb umozliwiajacy powielenie jedynie fragmentu DNA znajdujgcego sie miedzy parg starteréow
Jforward" i ,reverse".

PCR moze trwac¢ nawet kilka - kilkadziesigt cykli, z ktérych kazdy sktada sie z nastepujacych
etapéw:

— Denaturacja

W jej trakcie dochodzi do rozerwania wigzan wodorowych miedzy niciami DNA. Temperatury
denaturacji w poszczegdinych cyklach sg rézne. Pierwsza denaturacja jest najdtuzsza. Ma to na celu
umozliwienie catkowitego rozdzielenia nici na catej dtugosci czasteczki. Temperatura z reguly jest
zblizona do ok. 95 °C. Zalezy ona w gtdwnej mierze od sktadu powielanego fragmentu oraz od
wytrzymatosci uzytej polimerazy na wysokie temperatury. W przypadku fragmentéw zawierajgcych
przewage par C-G (cytozyna — guanina) do rozdzielenia nici nalezy uzy¢é wyzszej temperatury.
Wymusza to uzycie polimeraz termostabilnych. Sredni czas denaturacji wynosi ok. 30 sekund.

— Przyfaczanie starteréw (Annealing)

Przytaczanie starterow jest procesem wymagdajacym do prawidiowego przebiegu temperatury
zdecydowanie nizszej niz w przypadku denaturacji. Wynosi ona z reguty okoto 50 °C, tym samym
jest nizsza od wyliczonej temperatury topnienia starteréw o ok. 3 — 5°C. Gdy startery majg rézne
temperatury topnienia, oczywiscie wybierana jest ta nizsza. Zbyt niska temperatura prowadzi do
powstania niespecyficznych produktéow, natomiast zbyt wysoka obniza wydajnosc¢ reakcji.

Przytaczanie starteréw przebiega wedtug nastepujacego schematu:

Starter F (forward) tworzy ni¢ komplementarng do nici 3' — 5', natomiast starter R (reverse)
do nici biegnacej od 5' do 3'.

— Elongacja (Extension)

Wydtuzanie fancucha DNA zachodzi w temperaturze wyzszej niz w przypadku wigzania
primerdw i odpowiedniej dla uzywanej polimerazy. Temperatura ta z dla najpopularniejszych
polimeraz miesci sie w granicach 70 — 809C. W trakcie tego procesu wykorzystywane sa
deoksyrybonukleotydy dNTP w $rodowisku dwudodatnich jondw magnezu. Czas potrzebny na
powielenie danego fragmentu nici DNA przez polimeraze oblicza sie na podstawie diugosci badanego
fragmentu. Na prykad dla polimerazy Taq przyjmuje sie $rednig predkos¢ elongacji rzedu 1000
nukleotyddw na minute. (Jest to potowa maksymalnej predkosci powielania w optymalnych
warunkach).

Prawidlowy wynik reakcji PCR jest warunkowany odpowiednim doborem starteréw, srodowiska
reakcji oraz czasu trwania poszczegolnych jej etapow.

W skfad mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR wchodza nastepujace odczynniki:

— matryca DNA — czastka DNA, ktéra ma zostac powielona,

— bufor - tworzacy srodowisko rekcji, najczesciej 10 mM Tris-HCI

- startery (R iF) — jednoniciowe oligonukleotydy — taczac sie z fragmentem DNA
umozliwiaja jego powielanie polimerazie. Sekwencja starteru ,forward" winna by¢ zgodna
z poczatkowym fragmentem DNA, starteru ,reverse" komplementarna do konca fragmentu DNA.
Uzyte startery nie powinny zawiera¢ ciggu puryn badz pirymidyn. Wazny jest réwniez brak
odwroconych powtorzen. Sekwencja stareterow ponadto powinna by¢ unikalna. Starter R nie
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powinien by¢ komplementarny do starteru F.

— trifosforany nukleotydow (dNTPs) — mieszanina réwnych ilosci poszczegdlnych
trifosforanow deoksyrybonukleotyddw, z ktérych syntezowane sg nowe nici DNA.

— jony dwudodatnie magnezu — s3g wigzane przez DNA i grupy fosforanowe nukleotydow.
Ponadto aktywujq polimeraze.

— termostabilna polimeraza.
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