Ligazova retezova reakce

» Ligace oligonukleotidovych sond, pokud
dojde k jejich vazbé na cilovou sekvenci
DNA

» Vyzaduje 4 oligonukleotidy (LCR-primery)

» Dva oligonukleotidy specificky hybridizuji k
jednomu a dva k protilehlému retézci

Ligace termostabilni DNA-ligazou
(z Thermus aquaticus)
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LCR probiha v cyklech



Prubéh ligazoveé retézové reakce
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Prubéh ligazové retézové reakce
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Dusledky obdobné jako u PCR

Z kazdé molekuly vznikaji v kazdem cyklu dve
nove
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Poéet produktu LCR vzrusta geometricky



Formaty ligazove retezove reakce

YV V. YV V

Vetsinou kvalitativni

Lze aplikovat i kvantitativhe

Standardni detekce na gelu

Sonda muze byt znacena nap¥r. biotinem,+
fluorescecni znackou nebo digoxigeninem
nebo alkalickou fosfatazou

Detekce po zachyceni na streptavidin
fluorescencne, barevnou reakci nebo
enzymaticky



Priklady vyuziti LCR

» Jiz v roce 1993 pouzita k vysoce specificke
detekci Chlamydia trachomatis (Dille et al.
(1993): J Clin Microbiol. 31(3):729-31)

> Detekce kmenu Lactococcus lactis
exprimujicich nisinA a nisinZ (bakteriociny,
E234) - hledani strukturnich variant genu,
rok 2006

> Borrelia burgdorferi (1991), Neisseria gonorrhoeae (1992),
Mycobacterium tuberculosis (1993),

» Lidsky papillomavirus (1990), HSV (1991, HIV (DNA, 1991)



Vice o aplikacich LCR

Wiedmann et al. (1994): Ligase chain
reaction (LCR)-overview and applications.
Genome Res. 3: $S51-S64



