
PCR - polymerázová řetězová reakce (princip metody)
PCR umožňuje získat požadovanou sekvenci bez klonování, navíc zcela specifickou. PCR
využívá základních rysů replikace DNA: 
Jako templát slouží ssDNA, podle níž je syntetizován komplementární řetězec.
K zahájení reakce je zapotřebí primer, který se připojuje na komplementární úseky DNA.
Tím je zároveň vymezen úsek DNA, který bude amplifikován.
Jako templáty pro syntézu mohou sloužit  oba řetězce dsDNA, po předchozí denaturaci.
Primery se vybírají tak, aby se připojovaly k místům ohraničujícím z obou stran
amplifikovaný úsek. Teoreticky lze získat 2n řetězců (kopií), což vede k nesmírně rychlé
amplifikaci původní molekuly.

Provedení reakce
Výchozím materiálem pro PCR je DNA obsahující sekvenci určenou k amplifikaci. Tuto
sekvenci není nutné izolovat - výběr zajistí primery. Jako vzorek je možné použít i
biologický materiál (DNA není nutné purifikovat).
Množství DNA jako výchozího materiálu je velmi nízké: obvykle postačuje méně než 1 mg
genomové DNA, teoreticky postačuje jedna molekula.
Reakční směs obsahuje: 

1. DNA 50 ng - 1 µg
mikroorganismy, tkáňové kultury, tělní tekutiny, bioptické vzorky, stěry, vlasy,
atd.

2. Primery. Primery pro PCR mívají velikost 10 - 40 bp s obsahem GC mezi 40%
- 70%. 3' konec primeru nesmí být komplementární k žádné části sebe sama
(self-complementatity). Primer nesmí obsahovat palindromy a tvořit stabilní
sekundární struktury. Oba primery by měly mít přibližně stejný obsah GC a
podobnou teplotu annealingu (Ta). K navrhování primerů se používají
počítačové programy, z nichž některé jsou volně dostupné.

3. dNTP ve formě Na nebo Li solí, koncentrace v reakci je 0,1 - 0,2 mM.
4. Mg+ ionty.  Přítomnost Mg iontů v reakci je nezbytná, jejich množství závisí na

množství DNA a dNTP v reakci. V jejich nepřítomnosti se netvoří žádný
produkt, v nadbytku vznikají nespecifické produkty. Optimální koncentrace se
stanovuje experimentálně pro každý pár primerů zvlášť.

5. DNA polymerázu
Taq  Thermus aquaticus
Tth  Thermus thermophilus
Tma  Thermotoga maritima

Princip: 
1. denaturace 95 °C (separace řetězců)
2. připojení primerů (30 - 65 °C) teplota určije specifičnost a závisí na sekvenci

primeru. Ta = Tm - 5 °C
3. polymerační reakce (65 - 75 °C)
4. nově syntetizované řetězce slouží jako templáty pro další cyklus

Cyklické střídání teplot jednou založené směsi zajišťuje průběh reakce PCR, provádí se v
termocyklerech, většinou se provádí 25 - 60 cyklů. Jako polymeráza se používá Taq DNA
polymeráza z Thermus aquaticus, která odolává teplotě 94 °C.



 
 

Protokol PCR 
 
 
Detekce genu pro: .......... 
 
 
Režim termocykleru: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Složky reakční směsi Zásobní 
koncentrace 

Výsledná 
koncentrace 

Množství přidané 
do  25 µl 
1 vzorek 

Množství 
přidané 

do           µl 
......... vzorků 

Deionizovaná sterilní H2O     

Pufr pro PCR bez MgCl2 10× 1×   

Pufr pro PCR  s 15mM MgCl2     

MgCl2 25 mM / 50 mM 1,5 mM   

dNTP 10× / 5 mM 1× / 200 µM   

BSA / želatina     

Primer F 100 µM / 10 µM 0,4 µM   

Primer R 100 µM / 10 µM 0,4 µM   

     

Taq DNA-polymeráza 5 U µl-1 1 U   

Templátová DNA  50 ng   

 



ŘEŠENÍ PROBLÉMŮ PŘI STANDARDNÍ PCR 
 

Problém Možná příčina Doporučení 
Nevyvážená reakce • Kontrola koncentrace jednotlivých 

složek 
Teplotní podmínky • Kontrola nastavení cyklů 
Nízká koncentrace 
templátu 

• Zvýšit koncentraci templátové DNA

Koncentrace primeru 
nebo jeho sekvence 

• Optimalizovat koncentraci primeru 
• Navrhnout primer s novou sekvencí

Ruzné faktory • Testovat reakci s pozitivní 
kontrolou a funkčními primery 

• Začít s novými roztoky, H2O a 
enzymem 

Nízká kvalita templátu 
(degradovaný, 
kontaminovaný, 
obsahující inhibitiry) 

• Použít primery, které amplifikují 
kratší úseky 

• Přidat pomocné látky (DMSO) 
• Optimalizovat koncentraci Mg2+ 
• Připravit nový templát 
• Zamezit častému zmrazování a 

rozmrazování templátu 

Nevzniká 
produkt 

Nízká účinnost 
polymerázy 

• Používat pozitivní kontrolu 
• Zvýšit počet cyklů 
• Zvýšit koncentraci enzymu 
• Použít jinou polymerázu 

Produkt není 
čistý 

Vzniká sekundární 
amplifikační produkt 

• Kontrola koncentrace složek 
reakce 

• Optimalizovat koncentraci Mg2+ 
• Optimalizovat koncentraci primerů 
• Snížit počet cyklů 
• Smížit koncentraci templátu 

Vznikají četné 
nespecifické 
produkty 

Nespecifická vazba 
primeru 

• Použít vyšší teplotu Ta 
• Optimalizovat koncentraci primerů 
• Použít „hot start“ 
• Narhnout nové primery 
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Polymerázová et zová reakce 

PCR (PCR (PPolymeraseolymerase CChainhain RReactioneaction))
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Princip PCR

ZavedenZavedeníí PCR v roce 1983 (Kary PCR v roce 1983 (Kary MullisMullis))
PublikacePublikace
Nobelova cenaNobelova cena

Metoda pro mnohonMetoda pro mnohonáásobnsobnéé zmnozmnožženeníí (amplifikaci)(amplifikaci)
specifickspecifickééhoho úúseku DNA in vitro zaloseku DNA in vitro založženenáá na principu na principu 
replikace.replikace.
K opakujK opakujííccíí se enzymovse enzymovéé syntsyntééze komplementze komplementáárnrnííchch
etet zczc vybranýchvybraných úúseksek dvoudvou etet zcovzcovéé DNA dochDNA docháázzíí popo

pp ipojenipojeníí dvou primerdvou primer vváázajzajííccíích se na protilehlch se na protilehléé etet zcezce
DNA tak, DNA tak, žže jejich 3'e jejich 3'--OHOH--konce smkonce sm ujujíí proti sobproti sob ..
PCR umoPCR umožž uje zuje zíískat poskat požžadovanou zcela specifickou adovanou zcela specifickou 
sekvenci bez klonovsekvenci bez klonováánníí..
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PCR vyuPCR využžíívváá zzáákladnkladníích rysch rys replikace (enzymatickreplikace (enzymatickéé
syntsyntéézy) DNA: zy) DNA: 

JakoJako templtempláátt slousloužžíí ssDNAssDNA, podle n, podle níížž je syntetizovje syntetizováánn
komplementkomplementáárnrníí etet zec.zec.
K zahK zaháájenjeníí reakce je zapotreakce je zapot ebebíí primer, který se primer, který se 
pp ipojuje na komplementipojuje na komplementáárnrníí úúseky DNA. Tseky DNA. Tíím je m je 
zzáároverove vymezenvymezen úúsek DNA, který bude amplifikovsek DNA, který bude amplifikováán.n.
JakoJako templtempláátyty pro syntpro syntéézu mohou slouzu mohou sloužžit  oba it  oba etet zcezce
dsDNA, po pdsDNA, po p edchozedchozíí denaturaci.denaturaci.

Primery se vybPrimery se vybíírajrajíí tak, aby se ptak, aby se p ipojovaly k mipojovaly k míístst mm
ohraniohrani ujujííccíím z obou stran m z obou stran amplifikovanýamplifikovaný úúsek.sek.
Teoreticky lze zTeoreticky lze zíískat 2skat 2nn etet zczc (kopi(kopiíí).).
PP edpoklady pro zavedenedpoklady pro zavedeníí PCRPCR

SyntSyntééza oligonukleotidza oligonukleotid
VlastnVlastníí mymyššlenka (K. lenka (K. MullisMullis))
TeplotnTeplotn stabilnstabilníí DNADNA polymerpolymeráázaza
AutomatickAutomatickéé termocyklerytermocyklery 4

Replikace DNA in vivo vyžaduje
mnoho enzym
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Replikace DNA in vitro vyžaduje pouze jeden enzym
ReakReak nníí smsm s obsahuje: s obsahuje: 

TemplTempláátovou nukleovou kyselinutovou nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA). (DNA nebo RNA). 
MnoMnožžstvstvíí DNA jako výchozDNA jako výchozíího materiho materiáálu je velmi nlu je velmi níízkzkéé: obvykle : obvykle 
postaposta uje muje méénn nenežž 11 g genomovg genomovéé DNA, teoreticky postaDNA, teoreticky posta uje jedna uje jedna 
molekula.molekula.

•• Kvalita templKvalita templáátu ovlivtu ovliv uje výsledek PCR.uje výsledek PCR.
•• VelkVelkéé mnomnožžstvstvíí RNA mRNA m žže ve váázat ionty Mg2+ zat ionty Mg2+ 
•• znezne iišštt nýný templtempláátt mm žže obsahovat inhibitory PCRe obsahovat inhibitory PCR

Zdroj: mikroorganizmy, buZdroj: mikroorganizmy, bu ky z tkky z tkáá ových kultur, tových kultur, t lnlníí tekutiny,tekutiny,
bioptickbioptickéé vzorky, stvzorky, st ry, vlasy, ry, vlasy, atdatd……

PrimeryPrimery. Chemicky syntetick. Chemicky syntetickéé ologonukleotidyologonukleotidy o velikost 10 o velikost 10 -- 30 nukleotid30 nukleotid ..
dNTPdNTP ve formve form NaNa++ nebo Linebo Li++ solsolíí
MgMg2+2+ iontyionty tvotvo íí rozpustný komplex s rozpustný komplex s dNTPdNTP a vytva vytváá ejejíí substrsubstráát, který t, který 
rozpoznrozpoznáávváá DNADNA polymerpolymeráázaza..
TermostabilnTermostabilníí DNA polymerDNA polymeráázuzu, kter, kteráá odolodoláávváá teplotteplotáám am ažž 9898 °°C.C.

TaqTaq ThermusThermus aquaticusaquaticus
TthTth ThermusThermus thermophilusthermophilus
TmaTma ThermotogaThermotoga maritimamaritima
PfuPfu PyrococcusPyrococcus furiosusfuriosus
PwoPwo PyrococcusPyrococcus woeseiwoesei 6

Syntéza obou et zc u specifické sekvence
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3’ 5’

5’ 3’
P ímý primer

DNA POL

dNTPs

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
TCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’

5’ 3’

Zp tný primerdNTPs

DNA POL

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’
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REAK NÍ PODMÍNKY PCR
1.1. PoPo áátete nníí denaturace DNA. Ddenaturace DNA. D leležžititáá je kompletnje kompletníí denaturace templdenaturace templáátu,tu,

obvykle postaobvykle posta uje zahuje zah ááttíí smsm si na 2 si na 2 –– 5 min / 95 5 min / 95 °°C. V pC. V p íípadpad ,, žže dojde e dojde 
pouze k pouze k áásteste nnéé denaturaci, molekuly DNA velice rychle denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturujrenaturujíí a to vede a to vede 
k nespecifickk nespecifickéé vazbvazb primerprimer ((„„selfself--primingpriming““) a mo) a možžným faleným faleššným výsledkným výsledk m.m.

VlastnVlastníí etet zovzováá reakce:reakce:
2.2. DenaturaDenatura nníí krok (separace krok (separace etet zczc ) :) : 9494 –– 9595 °°C / 20 C / 20 –– 45 s, z45 s, zááleležžíí

na objemu reakce, tlouna objemu reakce, tloušš ce stce st n zkumavek. Nedostaten zkumavek. Nedostate nn denaturovandenaturovanáá
DNA neumoDNA neumožž uje puje p íístupstup primerprimer mm, naopak p, naopak p íílilišš dlouhdlouháá denaturacedenaturace
snisnižžuje aktivitu DNA polymeruje aktivitu DNA polymeráázy (stabilnzy (stabilníí cca 2 hod / 98 cca 2 hod / 98 °°C).C).

3.3. PP ipojenipojeníí primerprimer (55(55 -- 6565 °°C / 30 C / 30 –– 90 s) teplota ur90 s) teplota ur uje specifiuje specifi nost a nost a 
zzáávisvisíí na Tm primeru a templna Tm primeru a templáátu. Pro oba primery by mtu. Pro oba primery by m la být Tm la být Tm 
podobnpodobnáá. Ta se optimalizuje v teplotn. Ta se optimalizuje v teplotníím gradientu nebo se stanovuje m gradientu nebo se stanovuje 
empiricky.empiricky.

4.4. ProdluProdlužžovováánníí primeru (polymeraprimeru (polymera nníí reakce) preakce) p i standardni standardníí PCR probPCR probííhháá
pp i 72 i 72 °°C /45 C /45 –– 90 s. Taq DNA 90 s. Taq DNA polymerpolymeráázaza syntetizuje DNA psyntetizuje DNA p i ti tééto teplotto teplot
rychlostrychlostíí cca 60 bcca 60 báázzíí/s. Nov/s. Nov syntetizovansyntetizovanéé etet zce slouzce sloužžíí jakojako templtempláátyty
pro dalpro dalšíší cyklus.cyklus.

CyklickCyklickéé stst ííddáánníí teplot jednou zaloteplot jednou založženenéé smsm si zajisi zajišš uje pruje pr bb h reakce PCR, h reakce PCR, 
provprovááddíí se v se v termocyklerechtermocyklerech, v, v ttššinou se provinou se provááddíí 2525 -- 35 cykl35 cykl ..

5.5. ZZáávv rere nnáá extenze se provextenze se provááddíí obvykle po poslednobvykle po posledníím cyklu (72m cyklu (72°°C / 5 min) a C / 5 min) a 
slousloužžíí k dokonk dokon eneníí syntsyntéézy a zy a renaturacirenaturaci jednojedno etet zcových produktzcových produkt ..

30×
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REAK NÍ PODMÍNKY PCR
Denaturace vzorku DNA

Pro odd lení jedno et zc
(94 °C, 5 min)

P ipojení primer
na et zce DNA

(30 - 65 °C, 1 min)

Denaturace pro separaci
et zc DNA

(94 °C, 30 s) Syntéza nových et zc
DNA polymerázou

(72 °C, 45s - 2 min)

25 – 35 ×

Pcr.exe
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Schéma PCR
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Po et nov
syntetizovaných

molekul dsDNA p i
jednotlivých cyklech 

PCR

2n - 1

Cyklus íslo
Po et nových 

dvou et zcových 
molekul

1 1
2 3
3 7
4 15
5 31
6 63
7 127
8 255
9 511
10 1 023
11 2 047
12 4 095
13 8 191
14 16 383
15 32 767
16 65 535
17 131 071
18 262 143
19 524 287
20 1 048 575
21 2 097 151
22 4 194 303
23 8 388 607
24 16 777 215
25 33 554 431
26 67 108 863
27 134 217 727
28 268 435 455
29 536 870 911
30 1 073 741 823
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KONCENTRACE JEDNOTLIVÝCH SLOŽEK 
P I STANDARNÍ PCR REAKCI

DNA.DNA. Pro standardnPro standardníí PCR se doporuPCR se doporu uje nuje náásledujsledujííccíí mnomnožžstvstvíí DNADNA
podle velikosti templpodle velikosti templáátu:tu:

lidsklidskáá genomovgenomováá DNA: 100 DNA: 100 -- 500500 ngng
bakteribakteriáálnlníí DNA:DNA: 11 –– 1010 ngng
plazmidovplazmidováá DNA:DNA: 0,10,1 –– 11 ngng

Primery.Primery. Sekvence a koncentrace primeru významnSekvence a koncentrace primeru významn ovlivovliv uje výsledek uje výsledek 
PCR.PCR.

OptimOptimáálnlníí koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 µµM.M.
U nU n kterých systkterých systéémm mm žže vye vyššíšší koncentrace (akoncentrace (ažž 11 µµM) zlepM) zlepššitit
výsledky.výsledky.
NiNižžšíší koncentrace vede k pkoncentrace vede k p eded asnasnéému vymu vy erperpáánníí primerprimer a sna sníížženeníí
výtvýt žžku.ku.

dNTPdNTP.. VýslednVýslednáá koncentrace se mkoncentrace se m žže pohybovat v rozmeze pohybovat v rozmezíí 5050 –– 500500 µµMM
(pro ka(pro kažždý nukleotid) dý nukleotid) 

NejbNejb žžnn jjšíší koncentracekoncentrace dNTPdNTP je 200 je 200 µµM. PM. P i zvýi zvýššeneníí koncentracekoncentrace
dNTPdNTP je tje t eba zvýeba zvýššit koncentraci Mgit koncentraci Mg2+2+ iontiont ..
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MgClMgCl22.. VolnVolnéé Mg2+ ionty ovlivMg2+ ionty ovliv ujujíí aktivitu enzymu a zvyaktivitu enzymu a zvyššujujíí hodnotuhodnotu
TTmm u dsDNA. u dsDNA. 

Pro dosaPro dosažženeníí nejlepnejlepšíšího výsledku vho výsledku vžždy stanovujeme koncentraci dy stanovujeme koncentraci 
MgMg2+2+ experimentexperimentáálnln ..
OptimOptimáálnlníí koncentrace mkoncentrace m žže kole kolíísat od 1 sat od 1 mMmM do 5 mM. do 5 mM. 
NejNej astejiasteji poupoužžíívanvanáá koncentrace je 1,5 koncentrace je 1,5 mMmM (pro 200 (pro 200 µµMM dNTPdNTP).).
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DNADNA polymerpolymeráázaza..
ObvyklObvykláá koncentrace je 0,5 koncentrace je 0,5 –– 2,5 jednotek / 50 2,5 jednotek / 50 µµl.l.

pHpH je danje danéé reakreak nníímm pufrempufrem, obvykle odpov, obvykle odpovííddáá pHpH 8,38,3 –– 9,0.9,0.
PP íídatndatnéé lláátkytky mohou v nmohou v n kterých pkterých p íípadech ovlivnit padech ovlivnit úú innost a innost a 
specifispecifi nost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle ur ujeuje
experimentexperimentáálnln ::

albumin z bovinnalbumin z bovinníího sho sééra (BSA) (100 ra (BSA) (100 ngng/50/50 µµl)l)
dimetylsulfoxiddimetylsulfoxid (DMSO) (2(DMSO) (2-- 10 % v/v) 10 % v/v) –– redukce nespecifickredukce nespecifickéé
vazby primeruvazby primeru
detergenty (Triton Xdetergenty (Triton X--100,100, TweenTween 20)20)
betainbetain (0,5(0,5 –– 2 M)2 M)
žželatinaelatina
glycerol (1 glycerol (1 –– 5 % v/v)5 % v/v)
spermidinspermidin
protein 32 genu protein 32 genu ffáágaga T4T4

MinerMineráálnlníí olejolej –– zabrazabra uje vypauje vypa ovováánníí bb hem reakcehem reakce

optimalizace PCR p ídatnými látkami:
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Struktura Taq DNA polymerázy
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BEZCHYBNOST SYNTÉZY
Replikace s Taq DNAReplikace s Taq DNA--polymerpolymeráázouzou neprobneprobííhháá bezchybnbezchybn , DNA, DNA--
polymerpolymeráázaza pp ííleležžitostnitostn zaza azuje do novazuje do nov syntetizovanýchsyntetizovaných etet zczc
chybnchybnéé (nekomplement(nekomplementáárnrníí) nukleotidy. ) nukleotidy. 

BuBu ka mka máá schopnost tyto bschopnost tyto bááze odstraze odstra ovat opravnými ovat opravnými 
mechanizmy.mechanizmy.
In vitroIn vitro Taq DNATaq DNA--polymerpolymeráázeze tato vlastnost chybtato vlastnost chybíí..

FrekvenceFrekvence chbnchbnééhoho zaza lele ovováánníí za podmza podmíínek amplifikace nek amplifikace in vitroin vitro jeje
asi 2asi 2××1010--44..
ChybnChybnéé zaza lele ovováánníí je dje d leležžititéé, pokud jsou PCR produkty , pokud jsou PCR produkty 
klonovklonováány, nebony, nebo kakažždý klon je odvozen z jedndý klon je odvozen z jednéé molekuly DNA. molekuly DNA. 
ChybnChybn zaza lenlen nnéé bbáázeze
(mutace) potom obsahuje (mutace) potom obsahuje 
celceléé potomstvo.potomstvo.

eeššeneníí problprobléému: poumu: použžititíí
dvojice DNA dvojice DNA polymerpolymeráázz,,
z nichz nichžž jedna mjedna máá opravnopravnéé
mechanizmy (mechanizmy (proofreadingproofreading).).
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Základní optimalizace PCR

Zpravidla se optimalizujeZpravidla se optimalizuje
Teplota pro pTeplota pro p ipojenipojeníí primeru v primeru v termocyklerutermocykleru s teplotns teplotníímm
gradientemgradientem
Koncentrace MgClKoncentrace MgCl22

SloSložžkaka NiNižžšíší sstringenctringencee VyVyššíšší sstringenctringencee

Teplota pro pTeplota pro p ipojenipojeníí
primeruprimeru
MgClMgCl22

KClKCl

EnzymEnzym, Primer, Primer

FormamidFormamid
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Stanovení teploty pro p ipojení primeru

Teplota pro pTeplota pro p ipojenipojeníí primeru (primeru (annealingannealing temperaturetemperature) zkr. ) zkr. TTaa..
Teplota pouTeplota použžíívanvanáá pro teplotnpro teplotníí hybridizaci molekul primeru a hybridizaci molekul primeru a 
matricovmatricovéé DNA in vitro. OptimDNA in vitro. Optimáálnlníí teplota pro pteplota pro p ipojenipojeníí
primeru pprimeru p i PCR se vypoi PCR se vypo ííttáá podle vztahu:podle vztahu:

kdekde TTmm
PrimerPrimer je hodnota Tje hodnota Tmm nejmnejméénn stabilnstabilníího pho pááru primerru primer--

matrice a matrice a TTmm
ProduktProdukt je hodnota Tje hodnota Tmm amplifikaamplifika nníího produktu.ho produktu.

OrientaOrienta nn lze vypolze vypo íítat Ttat Taa podle vztahu: podle vztahu: 
TTaa = 2(A+T) + 4(G+C) = 2(A+T) + 4(G+C) –– 55 °°C = C = TTmm –– 55 °°CC

257,03,0 ProduktPrimer
mma TTT
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Hodnota Tm

TTmm zzáávisvisíí na tna t echech
zzáákladnkladníích faktorech:ch faktorech:

ZastoupenZastoupeníí bbáázzíí
SloSložženeníí roztokuroztoku

Koncentrace solKoncentrace solíí
pHpH

DDéélka molekuly DNAlka molekuly DNA
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NÁVRH PRIMER PRO STANDARDNÍ PCR

1818 –– 25 b25 báázzíí dlouhdlouhéé
neobsahujneobsahujíí vnitvnit nníí sekundsekundáárnrníí strukturystruktury
obsahujobsahujíí 4040 –– 60 % G+C60 % G+C
majmajíí rovnomrovnom rnou distribuci oblastrnou distribuci oblastíí bohatých na G/C a bohatých na G/C a 
A/T pA/T pááryry
nejsou komplementnejsou komplementáárnrníí navznavzáájem na 3jem na 3’’--konckoncíích, takch, takžžee
nevytvnevytváá ejejíí navznavzáájem nebo samy se sebou duplexyjem nebo samy se sebou duplexy
na matricovna matricovéé DNA nemajDNA nemajíí falefaleššnnáá vazebnvazebnáá mmíístasta
majmajíí TTmm teplotu 55 teplotu 55 –– 6565 °°CC

20

Pro návrh primer se obvykle používá
specializovaný software (n který je voln

dostupný na internetu).
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P ÍKLADY STRUKTUR VYTVÁ ENÝCH PRIMERY, 
KTERÉ JE NUTNÉ ZOHLEDNIT P I JEJICH NÁVRHU

ChybnChybn navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primer , kter, kteráá vytvvytváá íí stabilnstabilníí
duplex na 3duplex na 3’’--konci:konci:

SprSpráávnvn navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primer , kter, kteráá vytvvytváá íí pouzepouze
mmáálo stabilnlo stabilníí duplexduplex na 5na 5’’--konci;konci; na 3na 3’’--konci je G nebo C konci je G nebo C 
zaruzaru ujujííccíí stabilnstabilníí ppáárovrováánníí ss templtempláátem:tem:

ChybnChybn navrnavržžený primer, vytvený primer, vytváá ejejííccíí vlvláásenku:senku:

22

NesprNespráávnvn navrnavržžený primer sený primer s falefaleššnými vazebnými mnými vazebnými míístysty
na templna templáátovtovéé DNA:DNA:

SprSpráávnvn navrnavržžený primer, který nemený primer, který nemáá falefaleššnnáá vazebnvazebnáá
mmíísta na templsta na templáátu:tu:
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„HOT START“ PCR

„„HotHot--startstart““ PCR významnPCR významn ovlivovliv uje specifiuje specifi nost, citlivost nost, citlivost 
a výta výt žžek reakceek reakce
Princip:Princip:

PP ii „„hothot--startstart““ PCR jsou urPCR jsou ur ititéé slosložžky reakky reak nníí smsm sisi
oddodd leny od ostatnleny od ostatníích, dokud teplota ve zkumavce ch, dokud teplota ve zkumavce 
nepnep ekroekro íí optimoptimáálnlníí teplotu pro pteplotu pro p ipojenipojeníí primeruprimeru
(obvykle 55 (obvykle 55 °°-- 6565 °°C).C).
DNADNA polymerpolymeráázaza je v tje v tééto nekompletnto nekompletníí reakreak nníí smsm sisi
nefunknefunk nníí..
NedochNedocháázzíí k prodluk prodlužžovováánníí nespecificky navnespecificky naváázanýchzaných
primerprimer bb hem doby nehem doby nežž je dosaje dosažžena teplota Tena teplota Taa..

24

Separace dSeparace d leležžitých sloitých složžek reakek reak nníí smsm si je dosasi je dosažženaena
nn kterým z nkterým z náásledujsledujííccíích zpch zp sobsob ::

ManuManuáálnln
NN kterkteréé slosložžky jako DNA ky jako DNA polymerpolymeráázaza nebo Mgnebo Mg2+2+ jsou vynechjsou vynecháány v pny v p vodnvodníí
reakreak nníí smsm si a psi a p ididáány manuny manuáálnln po dosapo dosažženeníí teplotyteploty
> 70 > 70 °°C. Nevýhodou je moC. Nevýhodou je možžnost kontaminace a monost kontaminace a možžnnáá ztrztráátata
reprodukovatelnosti.reprodukovatelnosti.

FyzikFyzikáálnlníí separaceseparace
ReakReak nníí komponenty jsou rozdkomponenty jsou rozd leny do dvou smleny do dvou sm ssíí, kter, kteréé jsou oddjsou odd lenyleny
baribariéérou (voskovrou (voskováá pp epepáážžka, nebo voskovka, nebo voskovéé korkoráálky obsahujlky obsahujííccíí MgClMgCl22).).
BB hem pohem po áátete nníí denaturace vosk roztaje a umodenaturace vosk roztaje a umožžnníí smsmííchcháánníí reakreak nnííchch
slosložžek.ek.

ProtilProtiláátky proti DNA tky proti DNA polymerpolymeráázeze
PP íídavek teplotndavek teplotn nestabilnnestabilníích protilch protiláátek umotek umožžnníí popo áátete nníí inaktivaciinaktivaci
polymerpolymeráázy.zy.

ChemickChemickáá modifikace polymermodifikace polymeráázyzy
PP íídavek teplotndavek teplotn nestabilnnestabilníích lch láátek, ktertek, kteréé se vse váážžou na urou na ur ititéé
aminokyselinovaminokyselinovéé zbytky blokujzbytky blokujíí enzym (ten je potom penzym (ten je potom p i pokojovi pokojovéé teplotteplot
inaktivninaktivníí). K aktivaci enzymu doch). K aktivaci enzymu docháázzíí pp i poi po áátete nníí denaturaci (denaturaci („„FastStartFastStart
Taq DNA Taq DNA polymerpolymeráázaza““).).

DalDalšíší inhibitoryinhibitory
napnap . oligonukleotidy specificky se v. oligonukleotidy specificky se váázajzajííccíí na polymerna polymeráázuzu
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DETEKCE AMPLIFIKOVANÉHO PRODUKTU PCR

1.1. StanovenStanoveníí fyzikfyzikáálnlníí velikosti produktu velikosti produktu 
gelovou elektroforgelovou elektroforéézou (zou (agaragaróózaza,,
polyakrylamidpolyakrylamid). Detekce obarven). Detekce obarveníím a m a 
pozorovpozorováánníí pod UV svpod UV sv tlem.tlem.

2.2. ŠŠtt penpeníí produktu restrikproduktu restrik nníími enzymy a mi enzymy a 
posouzenposouzeníí spektra vznikajspektra vznikajííccíích restrikch restrik nnííchch
fragmentfragment (PCR(PCR--RFLP)RFLP)

3.3. ElektroforetickElektroforetickáá separace produktseparace produkt zaza
specifických podmspecifických podmíínek pro detekci nek pro detekci 
sekvensekven nníích polymorfizmch polymorfizm

DGGEDGGE –– denaturadenatura nníí gradientovgradientováá gelovgelováá
elektroforelektroforéézaza
SSCPSSCP –– analýza polymorfizmu analýza polymorfizmu konformacekonformace
jednojedno etet zcových foremzcových forem

P íklad standardní
gelové elektroforézy 
s produkty PCR 
v agarózovém gelu.

1 = hmotnostní st.
2 - 4 = produkty PCR
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DETEKCE AMPLIFIKOVANÉHO PRODUKTU PCR

4.4. hybridizachybridizacíí s neradioaktivns neradioaktivn znazna enou sondou enou sondou 
komplementkomplementáárnrníí kk áásti sekvence sti sekvence 
amplifikovanamplifikovanééhoho úúseku a detekcseku a detekcíí
enzymoimunoanalýzouenzymoimunoanalýzou vv mikrotitramikrotitra nníí destidesti cece
(PCR(PCR--EIA/ELISA), hybridizaEIA/ELISA), hybridiza nníí sonda msonda m žže být e být 
nnááslednsledn amplifikovamplifikováána (PCRna (PCR--OLA)OLA)

5.5. imobilizacimobilizacíí PCRPCR--produktprodukt na membrna membráánn aa
tete kovou hybridizackovou hybridizacíí se znase zna enýmienými alelovalelov --
specifickými oligonukleotidy (ASO) nebo zpspecifickými oligonukleotidy (ASO) nebo zp tnoutnou
tete kovou hybridizackovou hybridizacíí ss rr znými ASO znými ASO 
imobilizovanými na membrimobilizovanými na membráánn ,,

6.6. hybridizachybridizacíí na DNAna DNA-- ipech,ipech,
7.7. stanovenstanoveníím sekvence DNA.m sekvence DNA.
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Kontaminace p i PCR
VynikajVynikajííccíí citlivost PCR mcitlivost PCR m žže být ovlivne být ovlivn na kontaminacna kontaminacíí i jedinou molekulou i jedinou molekulou 
exogennexogenníí nebo neznnebo neznáámméé DNA.DNA.
Pro minimalizaci falePro minimalizaci faleššných pozitivnných pozitivníích výsledkch výsledk je doporuje doporu eno:eno:

poupoužžíívváánníí autoklautokláávovanýchvovaných roztokroztok
fyzikfyzikáálnlníí separace pouseparace použžíívaných PCRvaných PCR--reagencireagenciíí od templod templáátovtovéé DNA a DNA a 
PCRPCR--produktprodukt
pp ííprava reagenciprava reagenciíí i vzorki vzork do alikvotndo alikvotnííchch ááststíí
poupoužžíívváánníí UVUV--svsv tla ktla k odstranodstran nníí exogennexogenníích nukleových kyselin na ch nukleových kyselin na 
pracovnpracovníí ploploššee
poupoužžíívváánníí jednorjednoráázových rukaviczových rukavic
pp ididáávváánníí DNA do reakce jako poslednDNA do reakce jako posledníí
pepe livliváá volba pozitivnvolba pozitivníích, negativnch, negativníích a vnitch a vnit nníích kontrolch kontrol

VylouVylou eneníí kontaminace je dkontaminace je d leležžititéé zejmzejmééna tam, kde je potna tam, kde je pot eba poueba použžíítt
vysokvysokéého poho po tu amplifikatu amplifika nníích cyklch cykl , aby bylo dosa, aby bylo dosažženo poeno požžadovanadovanééhoho
produktuproduktu

nníízkokopiovýchzkokopiových templtempláátt DNADNA
degradovaných vzorkdegradovaných vzork ..

VV pp íípadpad pochybnostpochybnostíí je nejlepje nejlepšíším pm p íístupem opakovstupem opakováánníí experimentuexperimentu
ss úúzkostlivou pozornostzkostlivou pozornostíí kk detaildetail m a kontrolm a kontroláám.m.
Jako zdroj kontaminace DNA je nejJako zdroj kontaminace DNA je nej astast ji uvji uváádd n:n:

pp enos kontaminujenos kontaminujííccíí DNA zDNA z dd ííve amplifikovaných produktve amplifikovaných produkt PCR,PCR,
vzvzáájemnjemnáá kontaminace zdrojových materikontaminace zdrojových materiááll ,,
kontaminacekontaminace plazmidemplazmidem zz rekombinantnrekombinantnííhoho klonu, který obsahuje cklonu, který obsahuje cíílovoulovou
sekvenci.sekvenci. 28

Jako prevence p ed p enosem kontaminující DNA je v reak ní sm si
rutinn používána náhrada dTTP za dUTP. Následným p sobením
uracil-N-glykosylázy na reak ní sm s p ed zahájením amplifikace. 
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AlternativnAlternativn lze amplifikalze amplifika nníí produkty PCR produkty PCR inaktivovatinaktivovat
fotochemicky pomocfotochemicky pomocíí derivderiváátt psoralenupsoralenu nebonebo
isopsoralenuisopsoralenu,,
FurokumarinovFurokumarinovéé slouslou eninyeniny interkalujinterkalujííccíí se mezi pse mezi pááry bry báázzíí
DNA.DNA.
Pokud jsou tyto lPokud jsou tyto láátky excitovtky excitováány UVny UV--svsv tlem o vlnovtlem o vlnovéé
ddéélce 320lce 320--400400 nmnm, kovalentn, kovalentn se vse váážžou na nukleovou na nukleovéé
kyseliny a tvokyseliny a tvo íí cyklobutanovcyklobutanovéé aduktyadukty ss pyrimidinovýmipyrimidinovými
bbáázemi, kterzemi, kteréé blokujblokujíí reakci sreakci s DNADNA--polymerpolymeráázouzou

O O

RO

O
OH

O

O

O
RO OO

OH

3

4
4'

5'

DNA

h

30

EŠENÍ PROBLÉM P I STANDARDNÍ PCR
ProblProbléémm MoMožžnnáá pp íí inaina DoporuDoporu eneníí

NevyvNevyváážženenáá reakcereakce Kontrola koncentrace jednotlivých sloKontrola koncentrace jednotlivých složžekek

TeplotnTeplotníí podmpodmíínkynky Kontrola nastavenKontrola nastaveníí cyklcykl

NNíízkzkáá koncentrace koncentrace 
templtempláátutu

ZvýZvýššit koncentraci templit koncentraci templáátovtovéé DNADNA

Koncentrace primeru Koncentrace primeru 
nebo jeho sekvencenebo jeho sekvence

Optimalizovat koncentraci primeruOptimalizovat koncentraci primeru
Navrhnout primer s novou sekvencNavrhnout primer s novou sekvencíí

RuznRuznéé faktoryfaktory Testovat reakci s pozitivnTestovat reakci s pozitivníí kontrolou a kontrolou a 
funkfunk nníími primerymi primery
ZaZa íít s novými roztoky, Ht s novými roztoky, H22O a enzymemO a enzymem

NNíízkzkáá kvalita templkvalita templáátutu
(degradovaný, (degradovaný, 
kontaminovaný, kontaminovaný, 
obsahujobsahujííccíí inhibitiryinhibitiry))

PouPoužžíít primery, ktert primery, kteréé amplifikujamplifikujíí kratkratšíší
úúsekyseky
PP idat pomocnidat pomocnéé lláátky (DMSO)tky (DMSO)
Optimalizovat koncentraci MgOptimalizovat koncentraci Mg2+2+

PP ipravit nový ipravit nový templtempláátt
ZamezitZamezit astastéému zmrazovmu zmrazováánníí aa
rozmrazovrozmrazováánníí templtempláátutu

NevznikNevznikáá
produktprodukt
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EŠENÍ PROBLÉM P I STANDARDNÍ PCR

ProblProbléémm MoMožžnnáá pp íí inaina DoporuDoporu eneníí
NevznikNevznikáá
produktprodukt

NNíízkzkáá úú innost innost 
polymerpolymeráázyzy

PouPoužžíívat pozitivnvat pozitivníí kontrolukontrolu
ZvýZvýššit poit po et cyklet cykl
ZvýZvýššit koncentraci enzymuit koncentraci enzymu
PouPoužžíít jinou polymert jinou polymeráázuzu

Produkt nenProdukt neníí
istýistý

VznikVznikáá sekundsekundáárnrníí
amplifikaamplifika nníí
produktprodukt

Kontrola koncentrace sloKontrola koncentrace složžek reakceek reakce
Optimalizovat koncentraci MgOptimalizovat koncentraci Mg2+2+

Optimalizovat koncentraci primerOptimalizovat koncentraci primer
SnSníížžit poit po et cyklet cykl
SnSníížžit koncentraci templit koncentraci templáátutu

VznikajVznikajíí
etnetnéé

nespecificknespecifickéé
produktyprodukty

NespecifickNespecifickáá vazbavazba
primeruprimeru

PouPoužžíít vyt vyššíšší teplotu Tteplotu Taa

Optimalizovat koncentraci primerOptimalizovat koncentraci primer
PouPoužžíítt „„hothot startstart““
NarhnoutNarhnout novnovéé primeryprimery
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VYUŽITÍ METODY PCR

1.1. ZZáákladnkladníí výzkumvýzkum
izolace genizolace gen nebo jejich nebo jejich ááststíí
sekvencovsekvencováánníí DNADNA
mutagenezamutageneza in vitroin vitro
modifkacemodifkace konckonc DNADNA
analýza (selekce) klonanalýza (selekce) klon zz
genových knihovengenových knihoven
pp ííprava znaprava zna ených sondených sond

2.2. Aplikovaný genetický výzkumAplikovaný genetický výzkum
prenatprenatáálnlníí diagnostikadiagnostika
(d(d didi ných chorob)ných chorob)
detekce mutacdetekce mutacíí v genechv genech
studium polymorfizmu genstudium polymorfizmu gen
(nap(nap . RAPD). RAPD)
populapopula nníí genetikagenetika

3.3. VyuVyužžititíí v klinických v klinických 
disciplindisciplinááchch

detekce patogenndetekce patogennííchch
mikroorganismmikroorganism (bakt(baktééririíí, vir, vir ,,
prvokprvok , hub) , hub) 
identifikaceidentifikace onkogenonkogen
typizace ntypizace náádordor
stanovenstanoveníí pohlavpohlavíí

4.4. VyuVyužžititíí v praxiv praxi
archeologiearcheologie
soudnictvsoudnictvíí
kriminalistikakriminalistika




