
POLYMERÁZOVÁ ŘETĚZOVÁ REAKCEPOLYMERÁZOVÁ ŘETĚZOVÁ REAKCE    
((POLYMERASE CHAIN REACTIONPOLYMERASE CHAIN REACTION))    PCRPCR  

Metoda pro mnohonásobné zmnožení (amplifikaci) 

specifického úseku DNA in vitro založená na 

principu (enzymatické syntézy) replikace DNA. 

 

Replikace DNA in vivo vyžaduje mnoho enzymů 

Replikace DNA in vitro vyžaduje pouze jeden enzym 

 

Teoreticky lze získat 2n řetězců (kopií). 

PCR umožňuje získat specifickou DNA sekvenci 
 

1983 – Kary Mullis (1993 – Nobelova cena) 







PCR PCR ––  Enzymatická syntézaEnzymatická syntéza  

1.1.   JakoJako  templátytempláty  propro  syntézusyntézu  sloužíslouží  obaoba  

řetězceřetězce  dsDNAdsDNA,,  popo  předchozípředchozí  denaturacidenaturaci,,  

podlepodle  nížníž  nichžnichž  syntetizovánsyntetizován  komplementárníkomplementární  

řetězecřetězec  ((PCRPCR  produktprodukt  --  amplikonamplikon))..  

  

22..  KK  zahájenízahájení  reakcereakce  jeje  zapotřebízapotřebí  primerprimer,,  kterýkterý  

sese  připojujepřipojuje  nana  komplementárníkomplementární  úsekyúseky  DNADNA..  

TímTím  jeje  zároveňzároveň  vymezenvymezen  úsekúsek  DNA,DNA,  kterýkterý  

budebude  amplifikovánamplifikován..  

  

  KK  enzymatickéenzymatické  syntézesyntéze  PCRPCR  produktuproduktu  

docházídochází  popo  připojenípřipojení  dvoudvou  primerůprimerů  vázajícíchvázajících  

sese  nana  protilehléprotilehlé  řetězceřetězce  DNADNA  tak,tak,  žeže  jejichjejich  3'-

OH--koncekonce  směřujísměřují  protiproti  soběsobě..  
  

 



PCR PCR ––  Složení reakční směsiSložení reakční směsi  

1.1.  Templátová nukleová kyselinaTemplátová nukleová kyselina  ((DNADNA). ).   

Množství DNA jako výchozího materiálu je velmi nízké: Množství DNA jako výchozího materiálu je velmi nízké: 

obvykle postačuje méně než obvykle postačuje méně než 1 1 mmg genomové DNAg genomové DNA, ,   
  

Kvalita Kvalita templátutemplátu  ovlivňuje výsledek PCR.ovlivňuje výsledek PCR.  

•znečištěný templát může obsahovat inhibitory PCR 

Zdroj: mikroorganizmy, buňky z tkáňových kultur, tělní Zdroj: mikroorganizmy, buňky z tkáňových kultur, tělní 

tekutiny, bioptické vzorky, stěry, vlasy, tekutiny, bioptické vzorky, stěry, vlasy, atdatd……  

  

2.2.  PrimeryPrimery. Syntetické . Syntetické oligonukleotidyoligonukleotidy  o velikost 18 o velikost 18 ––  25 25 ntnt..  

3.3.  dNTPdNTP  ve formě Nave formě Na+ + nebo nebo LiLi++  solísolí  

4.4.  MgMg2+2+  iontyionty  tvoří rozpustný komplex s tvoří rozpustný komplex s dNTPdNTP  a vytvářejí a vytvářejí   

        substrát, který rozpoznává DNA polymeráza. substrát, který rozpoznává DNA polymeráza.   

5.5.  Termostabilní DNA polymerázaTermostabilní DNA polymeráza, která odolává teplotám, která odolává teplotám  

          až 98 až 98 °°C.C.  

TaqTaq      ThermusThermus  aquaticusaquaticus                

TthTth        ThermusThermus  thermophilusthermophilus      

PwoPwo      PyrococcusPyrococcus  woeseiwoesei        



PCR PCR --  Podmínky standardní PCR reakcePodmínky standardní PCR reakce  

1. Počáteční denaturace DNA. Důležitá je kompletní 

denaturace templátu, obvykle postačuje zahřátí směsi 

na 2 – 5 min / 95 °C.  

 

22..  DenaturačníDenaturační  krokkrok  (oddělení(oddělení  řetězců)řetězců)::9494  ––  9595  °°CC  //  2020  ––  4545  ss..  

NedostatečněNedostatečně  denaturovanádenaturovaná  DNADNA  neumožňujeneumožňuje  přístuppřístup  

primerůmprimerům,,  naopaknaopak  přílišpříliš  dlouhádlouhá  denaturacedenaturace  snižujesnižuje  aktivituaktivitu  

DNADNA  polymerázypolymerázy  ..  

33..  PřipojeníPřipojení  primerůprimerů  ((55 - 65 °C / 30 – 90 s))  teplotateplota  určujeurčuje  

specifičnostspecifičnost  aa  závisízávisí  nana  TmTm  primeruprimeru  aa  templátutemplátu..  TaTa  sese  

optimalizujeoptimalizuje  vv  teplotnímteplotním  gradientugradientu..    

44..  ProdlužováníProdlužování  primeruprimeru  (syntéza(syntéza  PCRPCR  produktu)produktu)  probíháprobíhá  připři  

7272  °°CC  //4545  ––  9090  ss..  TaqTaq  DNADNA  polymerázapolymeráza  syntetizujesyntetizuje  DNADNA  připři  

tétotéto  teplotěteplotě  rychlostírychlostí  ccacca  150150  bází/sbází/s..  NověNově  syntetizovanésyntetizované  

řetězceřetězce  sloužíslouží  jakojako  templátytempláty  propro  dalšídalší  cykluscyklus..  

  

  PCR PCR se provádí se v se provádí se v termocyklerechtermocyklerech, v , v 25 25 --  3535  cyklech.cyklech.  

  

5. Závěrečná extenze se provádí obvykle po posledním 

cyklu (72°C / 5 min) a slouží k dokončení syntézy a 

renaturaci jednořetězcových produktů. 



Proces amplifikace 



PCR PCR --  Optimalizace složek PCROptimalizace složek PCR  

DNADNA..  ProPro  standardnístandardní  PCRPCR  sese  doporučujedoporučuje  následujícínásledující  

        množstvímnožství  DNADNA  podlepodle  velikostivelikosti  templátutemplátu::  

lidská genomová DNA: 100 - 500 ng 

bakteriální DNA: 1 – 10 ng 

plazmidová DNA: 0,1 – 1 ng 
 

 

PrimeryPrimery..  Sekvence a koncentrace Sekvence a koncentrace primeruprimeru  významně významně   

        ovlivňuje výsledek PCR. ovlivňuje výsledek PCR.   
  

Optimální koncentrace je mezi Optimální koncentrace je mezi 0,1  a a 1 mM.  .    

Nižší koncentrace vede k předčasnému vyčerpání Nižší koncentrace vede k předčasnému vyčerpání 

primerůprimerů  a snížení výtěžku. Vyšší může vést k a snížení výtěžku. Vyšší může vést k 

nespecifickým vazbám.nespecifickým vazbám.  
  

  

dNTPdNTP..  VýslednáVýsledná  koncentracekoncentrace  sese  můžemůže  pohybovatpohybovat            

        vv  rozmezírozmezí  5050  ––  500500  mmMM  (pro(pro  každýkaždý  nukleotid)nukleotid)      

NejběžnějšíNejběžnější  koncentracekoncentrace  dNTPdNTP  jeje  200200  mmMM..  PřiPři  zvýšenízvýšení  

koncentracekoncentrace  dNTPdNTP  jeje  třebatřeba  zvýšitzvýšit  koncentracikoncentraci  MgMg22++  iontůiontů..  
 



PCR PCR ––  optimalizace koncentrace MgCloptimalizace koncentrace MgCl22  

MgClMgCl22  

        Volné Volné MgMg2+2+  ionty ovlivňují aktivitu enzymu a zvyšují ionty ovlivňují aktivitu enzymu a zvyšují   

        hodnotu hodnotu TmTm  u u dsDNAdsDNA. .   

Pro dosažení nejlepšího výsledku lze stanovit Pro dosažení nejlepšího výsledku lze stanovit 

koncentraci koncentraci Mg2+  experimentálně. experimentálně.   

Optimální koncentrace může kolísat od Optimální koncentrace může kolísat od 1 1 mMmM  do do 5 5 mMmM. .   

Nejčastěji používaná koncentrace je Nejčastěji používaná koncentrace je 1,5 1,5 mMmM  (pro (pro   

200 200 mMmM  dNTPdNTP).).  



PCR PCR ––  optimalizace reakceoptimalizace reakce 

    DNA polymerázaDNA polymeráza.  

    Obvyklá koncentrace je 0,5 – 2,5 jednotek / 50 ml. 
 

    pHpH je dané reakčním pufrem, obvykle odpovídá  

          pH 8,3 -  9,0. 

 Příklad složení  pufru pro  PCR: 

   10 mM Tris; pH 8.3  

   50 mM KCl  

   1,5 mM MgCl2  

 

    Přídatné látkyPřídatné látky mohou v některých případech ovlivnit  

účinnost a specifičnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle 

určuje experimentálně: 

 

albumin z bovinního séra (BSA) (100 ng/50 µl) 

dimetylsulfoxid (DMSO) (2- 10 % v/v) – redukce  

                                    nespecifické vazby primeru 

detergenty (Triton X-100, Tween 20) 

 

Minerální olejMinerální olej – zabraňuje vypařování během reakce 



PCR – optimalizace teploty 

TeplotaTeplota  propro  připojenípřipojení  primeruprimeru  ((annealingannealing  

temperature)temperature)  zkrzkr..TaTa..  TeplotaTeplota  používanápoužívaná  propro  

teplotníteplotní  hybridizacihybridizaci  molekulmolekul  primeruprimeru  aa  matricovématricové  

DNADNA  inin  vitrovitro..    

  
  

OrientačněOrientačně  lzelze  vypočítatvypočítat  TaTa  podlepodle  vztahuvztahu::  

    

TaTa  = 2(AT) + 4(GC) = 2(AT) + 4(GC) ––  5 5 °°C = C = TmTm  ––  5 5 °°CC  

  
kde AT je počet ATkde AT je počet AT--párů a GC je počet GC párů v sekvencipárů a GC je počet GC párů v sekvenci  

  

  

Ta = 0.3 x(Tm of primer) + 0.7 x(Tm of product) Ta = 0.3 x(Tm of primer) + 0.7 x(Tm of product) --  2525   



Návrh primerů 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

- netvoří sekundární struktury, nejsou komplementární 

navzájem, nemají více vazebných míst na DNA, neliší 

se příliš v Tm,  … 



Chybovost PCR 

Taq polymeráza – chyba s frekvencí 2×10-4 

 

- problém při klonování DNA → mutace 
 

- buňka má opravné mechanismy 
 

- In vitro - použití dvojice DNA polymeráz,  

z nichž jedna má schopnost proofreading 



Multiplex PCR (mnohonásobná PCR)Multiplex PCR (mnohonásobná PCR)  

Při použití více párů specifických primerů, dochází 

k amplifikaci více cílových sekvencí v jedné reakci. 
 

   S  1  2   3  4  5  6   7 8  9 10 1112 13 141516 17 18 

 1 gen 

 2 gen 

 3 gen 

 4 gen 

 5 gen 

- stanovení několika mikroorganismů v jediné reakci 



PCR - využití   metod   PCR 

1. Základní výzkum 

izolace genů nebo jejich částí 

sekvencování DNA 

mutageneze in vitro 

modifikace konců DNA 

analýza (selekce) klonů z genových knihoven 

příprava značených sond 

2. Aplikovaný genetický výzkum 

prenatální diagnostika (dědičných chorob) 

detekce mutací v genech 

studium polymorfizmu genů 

populační genetika 

3. Využití v klinických disciplinách 

detekce patogenních mikroorganizmů (baktérií, virů, 

prvoků, hub)  

identifikace onkogenů 

typizace nádorů 

stanovení pohlaví 

4. Využití v praxi 

archeologie 

soudnictví 

     kriminalistika 



Složení PCR reakce:  

                     

destilovaná voda                16,5 ul 

10x PCR pufr                       2,5 ul 

10mM směs dNTP               0,5 ul 

20uM forward primer             2 ul 

20uM reverse primer              2 ul 

100 ng plazmidové DNA        1 ul 

Taq polymeráza (5U/ul)       0,5 ul 

celkem                                    25 ul 


