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ČČesky?esky?
•• PPolymeraseolymerase CChain hain RReactioneaction
polymerpolymeráázovzováá řřetetěězovzováá reakcereakce

•• biochemickbiochemickáá reakce, kterreakce, kteráá vyuvyužžíívváá enzym enzym 
DNADNA--polymerpolymeráázuzu ke kopke kopíírovrováánníí DNADNA

•• produkt se hromadprodukt se hromadíí geometrickou geometrickou řřadouadou



DNA DNA -- polymerpolymeráázaza
•• DNADNA--polymerpolymeráázaza syntetizuje komplementsyntetizuje komplementáárnrníívlvláákno podle kno podle templtempláátutu jednovljednovlááknovknovéé DNA DNA 
ve smve směěru ru 55‘‘ > 3> 3‘‘



NasednutNasednutíí primeruprimeru
•• StaStaččíí krkráátký existujtký existujííccíí úúsek druhsek druhéého vlho vláákna, tzv. kna, tzv. primerprimer, který m, který můžůžeme vyrobit umeme vyrobit uměěle jako le jako oligonukleotidoligonukleotid
•• PrimerPrimer vytvovytvořříí vodvodííkovkovéé mmůůstky s stky s komplementkomplementáárnrníí sekvencsekvencíí v v templtempláátovtovéémmvlvlááknkněě -- nasednutnasednutíí primeruprimeru



Elongace Elongace primeruprimeru
•• PrimerPrimer se pomocse pomocíí DNADNA--polymerpolymeráázyzy prodluprodlužžuje uje 
= = extenze extenze primeruprimeru



Co vznikne?Co vznikne?
•• Z jednoho Z jednoho templtempláátovtovééhohovlvláákna vznikne 1 kopiekna vznikne 1 kopie
•• ŘŘetetěězovzovéé hromadhromaděěnnííproduktu?produktu?



OdpOdpáálenlenáá bombabomba
•• PouPoužžijeme dva ijeme dva primeryprimery, kter, kteréé nasednou na nasednou na 

komplementkomplementáárnrníí sekvence ve dvou sekvence ve dvou 
templtempláátovýchtových vlvlááknech.knech.
••TemplTempláátovtováá vlvláákna vznikajkna vznikajíí denaturacdenaturacíí ppůůvodnvodněědvouvldvouvlááknovknovéé DNA. DNA. PrimeryPrimery na tato vlna tato vláákna kna nasedajnasedajíí v protismv protisměěrnrnéé orientaci, takorientaci, takžže po e po opakovaných cyklech denaturace, nasedopakovaných cyklech denaturace, nasedáánnííprimeruprimeru a extenze a extenze primeruprimeru DNADNA--polymerpolymeráázouzouvznikajvznikajíí produkty, kterprodukty, kteréé slousloužžíí jako jako templtempláátyty pro pro nový reaknový reakččnníí cyklus. cyklus. 



•• Ze dvou Ze dvou templtempláátovýchtových
vlvlááken vzniknou dvken vzniknou dvěěkopie. kopie. 

•• Pro dalPro dalšíší cyklus mcyklus mááme k me k 
dispozici udispozici užž ččtytyřři vli vláákna, kna, 
podle kterých vzniknou podle kterých vzniknou 
ččtytyřři kopie.i kopie.

•• Ze dvou vlZe dvou vlááken zken zíískskááme me 
po 30 cyklech teoreticky po 30 cyklech teoreticky 
celkem cca. 107 milioncelkem cca. 107 milionůůkopikopiíí





DDůůleležžititéé!!
•• Pro kaPro kažždou PCR, je potdou PCR, je potřřeba navrhnout eba navrhnout 

vhodný vhodný ppáár r primerprimerůů.. MusMusííme zajistit, aby me zajistit, aby 
oba oba primeryprimery nasedly pnasedly přři i stejnstejnéé teplotteplotěě na na 
sprspráávnvnéé mmíístosto

•• Kdyby nasedaly i jinde v Kdyby nasedaly i jinde v templtempláátovtovéé DNA, DNA, 
nedonedoššlo by k efektivnlo by k efektivníí amplifikaci amplifikaci 
zvolenzvolenéého ho úúseku. seku. 



•• PrimeryPrimery musejmusejíí mmíít shodnou teplotou tt shodnou teplotou táánníí
-- zzáávisvisíí na pomna poměěru ru GG--C C ppáárrůů a a AA--T T ppáárrůů ))

•• PrimeryPrimery se nesmse nesmíí vzvzáájemnjemněě ppáárovat rovat 
-- dimerydimery
-- vlvláásenky senky 

•• Pro výbPro výběěr r primerprimerůů se dnes obvykle vyuse dnes obvykle využžíívváá
PC s pPC s přřííslusluššným softwaremným softwarem



ProblProbléém?m?
•• Na zaNa začčáátku katku kažžddéého cyklu musho cyklu musííme me 
denaturovat denaturovat templtempláátovoutovou DNA vysokou DNA vysokou 
teplotou.teplotou.

•• PotPotřřebujeme ebujeme termostabilntermostabilníí polymerpolymeráázyzy..
•• NejNejččastastěějjšíší je je TaqTaq--polymerpolymeráázaza, nazvan, nazvanáápodle bakterie podle bakterie TThermushermus aqaquaticusuaticus



ThermusThermus aquaticusaquaticus žžije v podmoije v podmořřských sopkských sopkáách.ch.



Jak se Jak se PCRPCR prakticky provprakticky provááddíí??
•• CyklickCyklickéé zmzměěny teplot reakny teplot reakččnníí smsměěsi lze si lze řříídit automatizovandit automatizovaněě pomocpomocíí tzv. tzv. termocyklerutermocykleru. Zkumavky s reak. Zkumavky s reakččnníí smsměěssíí jsou v jsou v termocyklerutermocykleru ulouložženy v eny v kovovkovovéém bloku, jehom bloku, jehožž teplota je teplota je řříízena podle programu, nastavenzena podle programu, nastavenéého ho uužživatelem. Reakivatelem. Reakččnníí smsměěs je podobns je podobněě jako u jiných biochemických reakcjako u jiných biochemických reakcíísestavena v sestavena v mikrozkumavcemikrozkumavce, odli, odliššnost sponost spoččíívváá v tom, v tom, žže e mikrozkumavkamikrozkumavkamusmusíí být tenkostbýt tenkostěěnnnnáá, aby umo, aby umožňžňovala rychlovala rychléé zmzměěny teplot vzorku. Obvyklny teplot vzorku. Obvyklééje takje takéé sestavovsestavováánníí reakreakččnníí smsměěsi tzv. "na ledu", tzn. si tzv. "na ledu", tzn. žže e mikrozkumavkamikrozkumavka je je ststáále chlazena na teplotu mle chlazena na teplotu míírnrněě nad 0 nad 0 °°C, aby se zabrC, aby se zabráánilo pnilo přřededččasnasnééaktivitaktivitěě TaqTaq--polymerpolymeráázyzy. P. Přři laboratorni laboratorníí teplotteplotěě totitotižž mohou mohou primeryprimerynespecificky nasednout na mnespecificky nasednout na míísta, ktersta, kteráá neodpovneodpovíídajdajíí zcela jejich sekvenci, a zcela jejich sekvenci, a TaqTaq--polymerpolymeráázaza by mohla zahby mohla zaháájit jejich extenzi. Reakjit jejich extenzi. Reakččnníí smsměěs by tak mohla s by tak mohla být hned zpobýt hned zpoččáátku obohacena o nespecificktku obohacena o nespecifickéé produkty, kterprodukty, kteréé by v by v pozdpozděějjšíších krocch krocíích snich snižžovaly ovaly úúččinnost reakce, pinnost reakce, přřííp. by vedly ke vzniku zcela p. by vedly ke vzniku zcela chybných produktchybných produktůů. Dokonale lze toto riziko eliminovat jen tzv. horkým . Dokonale lze toto riziko eliminovat jen tzv. horkým startem reakce. Protostartem reakce. Protožže e TaqTaq--polymerpolymeráázaza nefunguje bezchybnnefunguje bezchybněě a ma můžůže se e se nněěkdy z kdy z templtempláátovtovééhoho vlvláákna pkna přřededččasnasněě uvolnit, takuvolnit, takžže mohou vznikat e mohou vznikat neneúúplnplnéé produkty, provprodukty, provááddíí se na zse na záávvěěr jer ješšttěě tzv. konetzv. koneččnnáá extenze.extenze.



•• V prV průůbběěhu PCR tak dochhu PCR tak docháázzíí k uvolk uvolňňovováánníí daldalšíších a ch a daldalšíších molekul fluorescench molekul fluorescenččnníího barviva, takho barviva, takžže roste e roste fluorescence reakfluorescence reakččnníí smsměěsi. Tento nsi. Tento náárrůůst je pst je přříímo mo úúmměěrný mnorný množžstvstvíí produktu, který v reakci vznikproduktu, který v reakci vznikáá. . SpeciSpeciáálnlníí termocyklerytermocyklery, ur, urččenenéé pro kvantitativnpro kvantitativníí PCR v PCR v rereáálnlnéém m ččase, jsou schopny v prase, jsou schopny v průůbběěhu PCR ozahu PCR ozařřovat ovat vzorek excitavzorek excitaččnníím zm záářřeneníím, kterm, kteréé vybudvybudíí fluorescenci fluorescenci uvolnuvolněěnnéého barviva. Tuto fluorescenci pho barviva. Tuto fluorescenci přříístroj po stroj po kakažžddéém cyklu zmm cyklu změřěříí a výsledek pa výsledek přřededáá řřííddííccíímu softwaru, mu softwaru, který zobrazuje prkterý zobrazuje průůbběžěžnněě -- v rev reáálnlnéém m ččase ase -- mnomnožžstvstvííuvolnuvolněěnnéé fluorescence, kterfluorescence, kteréé odpovodpovííddáá mnomnožžstvstvíívzniklvznikléého produktu. Výsledek reakce tak znho produktu. Výsledek reakce tak znááme me ččasto asto ddřříív, nev, nežž probproběěhnou vhnou vššechny cykly. Kromechny cykly. Kroměě tohoto tohoto urychlenurychleníí a vypua vypuššttěěnníí zdlouhavzdlouhavéé detekce produktu na detekce produktu na gelu je tato technika hlavngelu je tato technika hlavněě výhodnvýhodnáá tam, kde tam, kde potpotřřebujeme znebujeme znáát pt přřesnesnéé mnomnožžstvstvíí vstupnvstupníí templtempláátovtovééDNA DNA -- zejmzejmééna u sledovna u sledováánníí exprese genexprese genůů pomocpomocíí tzv. tzv. reverznreverzníí transkripcetranskripce--polymerpolymeráázovzovéé řřetetěězovzovéé reakce (RTreakce (RT--PCR).PCR).



KvantitativnKvantitativníí PCR v rePCR v reáálnlnéém m ččasease
•• MnoMnožžstvstvíí produktu, vytvoproduktu, vytvořřenenéého amplifikacho amplifikacíí, z, záávisvisíí v v kakažžddéé PCR na mnoPCR na množžstvstvíí templtempláátovtovéé DNA, kterDNA, kteráá je je ppřřididáána do reakce. Reakce tedy probna do reakce. Reakce tedy probííhháá tzv. tzv. kvantitativnkvantitativněě. Hrub. Hrubéé ururččeneníí mnomnožžstvstvíí produktu je moproduktu je možžnnééposouzenposouzeníím intenzity pruhu, který se objevm intenzity pruhu, který se objevíí po rozdpo rozděělenleníívýsledku PCR na gelu. výsledku PCR na gelu. 
•• PPřřesnesnéé ururččeneníí tohoto mnotohoto množžstvstvíí je moje možžnnéé pomocpomocíí sondy sondy oznaoznaččenenéé fluorescenfluorescenččnníím barvivemm barvivem. Tato sonda mus. Tato sonda musíí být být navrnavržžena tak, aby ena tak, aby hybridizovalahybridizovala s s templtempláátovoutovou DNA za DNA za stejných podmstejných podmíínek jako nek jako primeryprimery, a to tak, , a to tak, žže nasedne na e nasedne na templtempláátovoutovou DNA v mDNA v mííststěě mezi mmezi míísty nasednutsty nasednutíí obou obou protismprotisměěrnrněě orientovaných orientovaných primerprimerůů. DNA. DNA--polymerpolymeráázaza, , kterkteráá provprovááddíí extenzi jednoho ze dvou extenzi jednoho ze dvou primerprimerůů, naraz, narazííppřři synti syntééze komplementze komplementáárnrníího vlho vláákna na kna na nasedlounasedlou

sondu.sondu.



•• ProtoProtožže DNAe DNA--polymerpolymeráázaza mmáá kromkroměě svsvéé schopnosti schopnosti 
syntetizovat komplementsyntetizovat komplementáárnrníí vlvláákno takkno takéé tzv. tzv. 
exonukleexonukleáázovouzovou aktivitu, odbouraktivitu, odbouráá nasedlounasedlou sondu. Psondu. Přři i 
odbourodbouráávváánníí uvolnuvolníí jednotlivjednotlivéé nukleotidy sondy, z nichnukleotidy sondy, z nichžž
nněěkterkteréé jsou oznajsou označčeny fluoresceneny fluorescenččnníím barvivem. Pro m barvivem. Pro 
tento typ sond se ptento typ sond se přřitom pouitom použžíívváá fluorescenfluorescenččnníí barvivo, barvivo, 
kterkteréé nenneníí schopnschopnéé fluorescence, dokud je vfluorescence, dokud je váázzááno ve no ve 
struktustruktuřře sondy. Jakmile se ale uvolne sondy. Jakmile se ale uvolníí do roztoku, tak do roztoku, tak 
schopnost fluorescence zschopnost fluorescence zíískskáá. . 

•• prprůůbběěhu PCR tak dochhu PCR tak docháázzíí k uvolk uvolňňovováánníí daldalšíších a dalch a dalšíších ch 
molekul fluorescenmolekul fluorescenččnníího barviva, takho barviva, takžže roste e roste 
fluorescence reakfluorescence reakččnníí smsměěsi. Tento nsi. Tento náárrůůst je pst je přříímo mo 
úúmměěrný mnorný množžstvstvíí produktu, který v reakci vznikproduktu, který v reakci vznikáá..



Nevýhody PCRNevýhody PCR

•• PouPoužžíívváámeme--li klasickou li klasickou TaqTaq--polymerpolymeráázuzu, m, máá PCR svPCR svááomezenomezeníí -- TaqTaq--polymerpolymeráázaza nemnemáá tzv. korektorskou tzv. korektorskou 
aktivitu, takaktivitu, takžže pe přři synti syntééze novze novéého vlho vláákna kna dděělláá chybychyby. . 

•• ProtoProtožže v PCR je produkt pe v PCR je produkt přředchozedchozíího cyklu syntho cyklu syntéézy zy 
templtempláátemtem pro dalpro dalšíší cykly syntcykly syntéézy, tyto zy, tyto chyby se chyby se 
hromadhromadíí..

•• TaqTaq--polymerpolymeráázaza taktakéé nedoknedokáážže efektivne efektivněě syntetizovat syntetizovat 
produkty produkty deldelšíší nenežž cca 3cca 3--15 tis15 tisííc pc páárrůů bbáázzíí (skute(skuteččnnáávýkonnost zvýkonnost záávisvisíí na zdroji DNA na zdroji DNA -- z malých z malých genomgenomůůprobprobííhháá amplifikace uramplifikace urččitých itých úúseksekůů snadnsnadněěji neji nežž z z 
velkých velkých genomgenomůů).).



Výhody PCRVýhody PCR

• lékařské diagnostika - pomnožení určité
sekvence velmi malého množství DNA 

• Jednodušší než klonování
• Vysoká citlivost. 
• Např. detekce patogenních 

mikroorganismů v krvi pacienta (není-li 
možná kultivace nebo byla-li by moc 
dlouhá)



DNA DNA FingerprintsFingerprints
•• TheThe onlyonly differencedifference betweenbetween peoplepeople ((oror anyany animalanimal) ) isis thethe orderorder ofofthethe base base pairspairs.. ThereThere are are soso many many millionsmillions ofof base base pairspairs in in eacheach

personperson's DNA 's DNA thatthat everyevery personperson has a has a differentdifferent sequencesequence. . •• UsingUsing these these sequencessequences, , everyevery personperson couldcould bebe identifiedidentified solelysolely by by 
thethe sequencesequence ofof theirtheir base base pairspairs. . HoweverHowever, , becausebecause therethere are are sosomany many millionsmillions ofof base base pairspairs, , thethe tasktask wouldwould bebe veryvery timetime--consumingconsuming. . InsteadInstead, , scientistsscientists are are ableable to use a to use a shortershorter methodmethod, , becausebecause ofofrepeatingrepeating patternspatterns in DNA. in DNA. •• These These patternspatterns do not, do not, howeverhowever, , givegive anan individualindividual ""fingerprintfingerprint," ," butbut
theythey are are ableable to to determinedetermine whetherwhether twotwo DNA DNA samplessamples are are fromfrom thethe
samesame personperson, , relatedrelated peoplepeople, , oror nonnon--relatedrelated peoplepeople. . ScientistsScientists use a use a 
smallsmall numbernumber ofof sequencessequences ofof DNA DNA thatthat are are knownknown to vary to vary amongamong
individualsindividuals a a greatgreat dealdeal, , andand analyzeanalyze thosethose to to getget a a certaincertain
probability probability ofof a a matchmatch. . 

•• http://http://protistprotist.biology..biology.washingtonwashington..eduedu//fingerprintfingerprint//dnaintrodnaintro..htmlhtml



PCR PCR FingerprintsFingerprints
•• WhyWhy use PCR use PCR FingerprintsFingerprints?? WhatWhat goodgood are are theythey??•• PCR PCR FingerprintsFingerprints are are quickquick, , simplesimple andand inexpensiveinexpensive waysways to to assayassay DNA DNA sequencesequence differencesdifferences.. PCR PCR fingerprintingfingerprinting ofofgenomesgenomes, , unlikeunlike VNTR, VNTR, willwill not not requirerequire SouthernSouthern blotsblots

•• UsesUses ofof PCR PCR fingerprintingfingerprinting::•• LinkageLinkage mappingmapping•• IndividualIndividual ID ID •• PedigreePedigree analysisanalysis•• DeterminationDetermination ofof familyfamily relationshipsrelationships•• DeterminationDetermination ofof populationpopulation geneticgenetic parametersparameters•• Epidemiology Epidemiology •• TaxonomyTaxonomy andand PhylogenyPhylogeny



DDěěkujeme za pozornostkujeme za pozornost


