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ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR)

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης: (PCR)

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιείται για τον πολλαπλασιασμό ενός τμήματος DNA, που βρίσκεται ανάμεσα σε 2 περιοχές ​γνωστής αλληλoυχίας. Όπως φαίνεται στο σχήμα χρειάζονται δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, που χρησιμοποιούνται σαν εκκινητές (primers). Αυτά τα ολιγονουκλεοτίδια έχουν διαφορετική αλληλουχία και είναι συμπληρωματικά σε αλληλουχίες που

α) βρίσκονται σε αντίθετες αλυσίδες του DNA μήτρας, 
β)περικλείουν το τμήμα του DNA που θα πολλαπλασιαστεί.

Το DNA μήτρα πρέπει πρώτα να αποδιαταχθεί με θέρμανση παρουσία μεγάλης μοριακής περίσσειας καθενός από τα δύο ολιγονουκλεοτίδια και των τεσσάρων dNTPs. Το μίγμα της αντίδρασης ψύχεται κατόπιν μέχρι τη θερμοκρασία που επιτρέπει την υβριδοποίηση των ολιγονουκλεοτιδίων εκκινητών με τις αλληλουχίες στόχους. Μετά την υβριδοποίηση επιμηκύνεται η αλυσίδα με τη DNA πολυμεράση. Ο κύκλος αυτός αποδιάταξης, υβριδοποίησης και  DNA σύνθεσης επαναλαμβάνεται πολλές φορές. Τα προϊόντα κάθε κύκλου πολλαπλασιασμού χρησιμοποιούνται σα μήτρα για τον επόμενο. Έτσι, κάθε κύκλος ουσιαστικά διπλασιάζει το ποσόν του παραγόμενου DNA.

Το κύριο προϊόν αυτής της εκθετικής αντίδρασης είναι ένα κομμάτι δίκλωνου DNA, που τα άκρα του καθορίζονται από το 5' άκρο του εκκινητή και το μέγεθος του από την απόσταση των δύο εκκινητών.

Τα αρχικά πρωτόκολλα για PCR χρησιμοποιούσαν το τμήμα Klenow της 
E.Coli DNA πολυμεράσης για την επιμήκυνση του DNA. Επειδή όμως το ένζυμο αυτό απενεργοποιείται στις ψηλές θερμοκρασίες που απαιτούνται για την αποδιάταξητου DNA έπρεπε σε κάθε κύκλο να προστίθεται καινούργια ποσότητα ενζύμου, που δημιουργούσε πρόβλημα. Το πρόβλημα αυτό λύθηκε με την απομόνωση μιαςθερμοσταθερής DNA πολυμεράσης Taq polymerase από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus Aquaticus. Το ένζυμο αυτό δεν επηρεάζεται από τις παρατεταμένες και συνεχείς επωάσεις στους 95°C και έτσι δεν πρέπει να αντικαθίσταται σε κάθε κύκλο.

Όμως αν και είναι πολύ αποδοτικός ο εκθετικός πολλαπλασιασμός των αλληλουχιών στόχων δεν είναι μια απεριόριστη διαδικασία. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες το ποσόν της Taq DNA πολυμεράσης γίνεται περιοριστικό μετά από 25-30 κύκλους (π.χ. όταν έχουμε φτάσει σε επίπεδο πολλαπλασιασμού περίπου 106). Αν θέλουμε να συνεχιστεί ο πολλαπσλασιασμός, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε μια αραίωση 1000-10000 του αρχικού PCR σα μήτρα για επιπλέον κύκλους σε μια καινούργια αντίδραση. Έτσι μπορούμε με 60 κύκλους να έχουμε 109-1010 πολλαπλασιασμό του αρχικού DNA.
Επειδή το PCR είναι μια μέθοδος ικανή να πολλαπλασιάσει ακόμη και ένα μόριο DNA, πρέπει να είμαστε σίγουροι ότι τα αντιδραστήρια, τα πλαστικά και

γενικά ότι χρησιμοποιηθεί είναι χωρίς μόλυνση από οποιοδήποτε DNA. Πρέπει πάντα να κάνουμε και ένα control της αντίδρασης όπου προσθέτουμε όλα τα απαραίτητα υλικά εκτός από DNA για να ελέγξουμε αν υπάρχει μόλυνση στα διαλύματα μας.


Τα αντιδραστήρια που απαιτούνται για PCR είναι:


1) Ολιγονουκλεοτίδια: αυτά χρησιμοποιούνται σαν εκκινητές για το PCR.

Πρέπει να έχουν ελάχιστο μήκος 16 και κατά προτίμηση 20-24 νουκλεοτίδια μήκος.

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά είναι πολύ μικρού μήκους για να σχηματισθούν σταθερά υβρίδια στη θερμοκρασία πολυμερισμού (72°C). Θεωρούμε ότι η Taq πολυμεράση αρχίζει να δουλεύει μόλις τα ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές συνδεθούν στο DNA-  μήτρα σε χαμηλή θερμοκρασία (37°- 55°C). Η θερμοκρασία υβριδοποίησης εξαρτάται από την αλληλουχία του ολιγονουκλεοτιδίουκαι υπολογίζεται με τον τύπο 2(A+T)+4(G+C). Τα επιμηκυσμένα προϊόντα είναι αρκετού μήκους, έτσι ώστε ναπαραμείνουν δεμένα στη μήτρα καθώς η θερμοκρασία ανεβαίνει γρήγορα στους 72°C. Η τελική συγκέντρωση των ολιγονουκλεοτιδίων στην αντίδραση είναι 200pmoles-l μΜ, που είναι αρκετή για 30 κύκλους. Η χρησιμοποίηση μεγαλύτερης συγκέντρωσης μπορεί να προκαλέσει εκκίνηση σε λάθος θέσεις με άμεση συνέπεια τον πολλαπλασιασμό λάθος κομματιού DNA.

2) Το ρυθμιστικό διάλυμα για την αντίδραση: αυτό αποτελείται συνήθως από 50mM KCl, 100mM Tris-Cl ρΗ=8.3 και 1.5 mM MgCl2. Το διάλυμα αυτό δουλεύει καλά για ένα μεγάλο εύρος DΝΑ μήτρας και εκκινητών ολιγονουκλεοτιδίων.

3)Tαq DNA πολυμεράση: η πολυμεράση αυτή έχει μια 5'_ 3'δράση πολυμερισμού, εξαρτώμενη από την παρουσία νουκλεοτιδίων, αλλά της λείπει η 3' _5' εξωνουκλεολυτική δράση. Μια τυπική αντίδραση PCR απαιτεί 2 μονάδες ενζύμου.

4) dNTPs: τα dNTPs χρησιμοποιούνται σε τελική συγκέντρωση 200μΜ το καθένα. Ετοιμάζουμε ένα διάλυμα dNTPs 50mM και ρυθμίζουμε το ρΗ στο 7.0 με ΙΝ NaOH.

5) Το DNA μήτρα: το DΝΑ μήτρα χρησιμοποιείται σε συγκέντρωση από lng έως 2μg.

	 Βήμα 
	Θερμοκρασία
	Χρόνος

	Βήμα 1
	940C ( άνοιγμα DNA)
	5 λεπτά

	Βήμα 2
	940C
	30 sec

	Βήμα 3
	x0C( ανάλογα με τους εκκινητες)
	1 λεπτό

	Βήμα 4
	720C Taq
	Ανάλογα με το μήκος του προϊόντος

	Βήμα 5
	Πήγαινε στο βήμα 2 και συνέχισε εκεί 30 φόρες
	

	Βήμα 6
	720C Taq
	10 λεπτά

	Βήμα 7
	40C 
	Όσο χρόνο θέλουμε μέχρι να πάρουμε τα δείγματα

	
	ΤΕΛΟΣ
	


Αφού τελειώσουν οι κύκλοι παίρνουμε ένα μέρος της αντίδρασης και το ηλεκτροφορούμε σε ένα πήκτωμα αγαρόζης για να δούμε τα προϊόντα της.

