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Einfiihrung in die PCR



Die Polymerase-Kettenreaktion

Kopierprozess der DNA (Strangduplikation).
Bendtigt:

e Template

e Primer

e Polymerase (Enzym)

Die PCR besteht aus den Operationen Melting, Annealing und
Polymerisation.



Durch Erhitzen der DNA-Strénge werden die Wasserstoffbriicken
aufgebrochen und es entstehen komplementéare Einzelstrange.



Zusammenlagern von mindestens zwei Molekiilen (miissen antiparallel
sein) und Bildung von Wasserstoffbriicken. Im Falle der PCR: Primer
lagern sich an den Anfangs- oder Endsequenzen der Einzelstrdnge ab.



Polymersation

Die fehlenden Nukleotide der Einzelstrange werden vom 3'-Ende ab
aufgefiillt. Dies geschieht durch das Enzym Polymerase, welches auch die
Temperatur des Vorgangs bestimmt.



Fehler bei der PCR



e Bei einem unvollstandigen Prozess konnen Reste von Einzelstrangen
tibrig bleiben (auch dann, wenn komplementére Sequenzen
vorhanden sind).

e Es kann nichtlineare DNA entstehen (Sequenzen, welche nicht
durchgdngig komplementér sind, lagern sich an).

e Anstatt einer Template-Primer-Interaktion kann es auch zu
unerwiinschter Template-Template-Interaktion kommen.
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Polymerisation

Fehler in der Polymerisation fiilhren zu DNA-Strangen mit fehlenden

Basen oder gar ganzen Sequenzen.



Simulation der PCR




Sisyphus

Virtuelle Reagenzglaser zur Simulation von DNA-Operationen mit
Seiteneffekteinfliissen.
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Sisyphus

Synthese

Standard r/Seiteneffekte ‘

Tubename: [Tubel

Sequenzn... \Templatel

Sequenz: ... ‘(a(agagaatggatg(gt(gat(a(gaaatgagg(gtaag\
Anzahl der Kopien = 11.0

Fein Grob

LA L

Seiteneffekte: Mutationsrate und Deletionsrate.

Union

Seiteneffekt: Verlustrate.



Annealing

Standard rSeiteneffekte |

Maximale DNA-Lange = 102.0
Fein Grob

Minimale Verbindungslange = 50.0
Fein Grob

.

Seiteneffekt: Verlustrate.

Melting
Seiteneffekt: Unvollstandige Ausfiihrung

Polymerisation
Seiteneffekt: Fehlerrate.
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e 2 Templates mit je 100 Basen (11 Exemplare)

2 Primer mit je 15 Basen (50 Exemplare)

PCR-Durchlauf mit 0.0% Fehlerrate bei der Polymerisation

weitere PCR-Durchlidufe mit variierender Fehlerrate bei der

Polymerisation

11



Erscheinung Anzahl
TemplatelPrimerl 10
Template2Primer2 10

Templatel Template2
Primer1Primer2
Primer1Primer2Primer1Primer2 17

Tabelle 1: Ergebnis von Synthese, Union und Annealing ohne
Seiteneffekteinfliisse bei je 11 Startexemplaren der Templates und je 50
Startexemplaren der Primer.

12



Durchlauf mit Fehlerrate: 0.0

Seiteneffekte
Fehlerrate in % = 0.0
Fein Grob
-~

Bei einer fehlerfreien PCR sollten sich die Einzelstrange bei jedem neuen
Zyklus verdoppeln.
(Bestes) Simulationsergebnis: 11 Einzelstrdnge -> 21 Einzelstrénge.



Variierung der Fehlerraten

Seiteneffekte
Fehlerrate in % = 0.0
Fein Grob
.. L
el

Fehlerraten
0.2,05,08,1.0,15,2.0,25,3.0,5.0, 8.0, 10.0, 20.0, 50.0, 80.0, 99.0.



Polymerisationsfehlerrate 0.5%
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Polymerisationsfehlerrate 5.0%
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Polymerisationsfehlerrate 50
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Variierung der Fehlerraten

Fehlerrate T1 T2 V.-Rate ‘Fehlerrate Tl T2 V.-Rate

00.0% 21 21 1,9% (2 03.0% 13 13 1,2¢
00.2% 20 20 1,8t 05.0% 13 13 1,2¢
00.5% 18 18 1,6 08.0% 13 13 1,2¢
00.8% 18 16 1,6 /1,4 10.0% 13 13 1,2%
01.0% 16 15 1,4'/1,3! 20.0% 13 13 1,2t
01.5% 16 15 1,41 /13! 50.0% 13 13 1,2t
02.0% 15 14 1,31 /1,21 | 80.0% 13 13 1,2¢
02.5% 13 14 1,2! 99.0% 13 13 1,2!

Tabelle 2: Resultierende Stranganzahl bei variierender Fehlerrate mit einer
Anfangsanzahl von 11 DNA-Einzelstringen.

18



Variierung der Fehlerraten
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Abbildung 1: Resultierende Stranganzahl bei variierender Fehlerrate mit einer
Anfangsanzahl von 11 DNA-Einzelstringen. 19



Demo
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