
PCRPCR

PolymerasePolymerase chainchain reactionreaction

PolymerPolymeráázovzováá řřetetěězovzováá rekcerekce

In vitro replikace DNAIn vitro replikace DNA



Objev PCRObjev PCR

-- vyvinuta v laboratovyvinuta v laboratořříích spolech společčnosti nosti CetusCetus

CorporationCorporation v Kalifornii v Kalifornii KARY MULLISEMKARY MULLISEM

a jeho spolupracovna jeho spolupracovnííkyky

-- popsali in vitro amplifikaci jednpopsali in vitro amplifikaci jednéé kopie savkopie savččíích ch 

gengenůů pomocpomocíí fragmentu DNA fragmentu DNA polymerpolymeráázyzy I. I. 

EscherchiaEscherchia colicoli

-- r. 1993 mu byla za objev PCR udr. 1993 mu byla za objev PCR uděělena lena 

Nobelova cenaNobelova cena



Princip a Princip a úúččinnost PCRinnost PCR

-- podstatou je podstatou je syntsyntééza jednoho za jednoho čči vi vííce ce úúseksekůů
DNA o pDNA o přředem znedem znáámméé nukleotidovnukleotidovéé
sekvencisekvenci..

-- po hybridizaci krpo hybridizaci kráátkých syntetických tkých syntetických 
oligonukleotidoligonukleotidůů ((primerprimerůů) ke komplement) ke komplementáárnrníím m 
úúseksekůům na DNA m na DNA řřetetěězci, dojde za katalytickzci, dojde za katalytickéého ho 
ppůůsobensobeníí DNA DNA dependentndependentníí polymerpolymeráázyzy k k 
syntsyntééze novze novéého ho řřetetěězce nukleovzce nukleovéé kyselinykyseliny

-- reakce probreakce probííhháá v opakovaných reakv opakovaných reakččnníích cyklechch cyklech



Kroky amplifikaKroky amplifikaččnníích cyklch cyklůů PCRPCR

1.1. Denaturace Denaturace dvoudvouřřetetěězcovzcovéé DNADNA

2.2. Hybridizace Hybridizace primerprimerůů -- annealingannealing

3.3. SyntSyntééza novza novéého ho řřetetěězce DNA zce DNA –– elongaceelongace

-- opakovopakováánníím tm těěchto cyklchto cyklůů -- bběžěžnněě 30x 30x –– dojde k dojde k 

namnonamnožženeníí DNA fragmentDNA fragmentůů v milionech kopiv milionech kopiíí



1. Denaturace 1. Denaturace dvoudvouřřetetěězcovzcovéé DNA  DNA  

-- optimoptimáálnlníí denaturadenaturaččnníí teplota je teplota je 90 90 –– 9595 °°CC ppřři i 

poupoužžititíí TaqTaq DNA DNA polymerpolymeráázyzy

-- v prvnv prvníím cyklu PCR doba denaturace m cyklu PCR doba denaturace 

prodlouprodloužžena aena ažž na na 88--9 min9 min. (. (úúplnplnéé oddodděělenleníí

řřetetěězczcůů dlouhdlouhéé molekuly DNA), v dalmolekuly DNA), v dalšíších ch 

cyklech cyklech 15 15 –– 30 sekund30 sekund



2. Hybridizace 2. Hybridizace primerprimerůů

-- tzv. tzv. annealingannealing = hybridizace = hybridizace primerprimerůů k jednotlivým k jednotlivým 

řřetetěězczcůům DNA m DNA templtempláátutu. . 

-- ururččeneníí teploty hybridizace je klteploty hybridizace je klííččovovéé –– reakce probreakce probííhháá

nejoptimnejoptimáálnlněěji pji přři teploti teplotěě 60 60 –– 65 65 °°CC

-- ppřříílilišš vysokvysokáá teplota brteplota bráánníí napojennapojeníí primerprimerůů k ck cíílovlovéé

sekvenci na DNAsekvenci na DNA

-- ppřříílilišš nníízkzkáá teplota hybridizace vede ke snteplota hybridizace vede ke sníížženeníí specifityspecifity

reakce a k amplifikaci nereakce a k amplifikaci nežžáádoucdoucíích fragmentch fragmentůů DNADNA

-- ppřřipojenipojeníí primerprimerůů trvtrváá 15 15 -- 30 sekund30 sekund



3. Synt3. Syntééza novza novéého ho řřetetěězce DNAzce DNA

= elongace= elongace

-- katalytickým pkatalytickým půůsobensobeníím m TaqTaq polymerpolymeráázyzy se se 

prodluprodlužžujujíí ppřřipojenipojenéé primeryprimery, optim, optimáálnlníí je je 

zahzahřřááttíí na teplotu na teplotu 68 68 –– 72 72 °°CC po dobu 30 po dobu 30 –– 60 s. 60 s. 

-- zzáávvěěrereččnnáá elongace prodlouelongace prodloužžena na 6 min. ena na 6 min. ––

zaruzaruččeneníí kompletace vkompletace vššech ech amplikonamplikonůů











PCR smPCR směěss

-- vodavoda

-- pufrpufr pro pro TaqTaq polymerpolymeráázuzu

-- dvojmocndvojmocnéé kationtykationty –– MgMg2+2+

-- smsměěs nukleotids nukleotidůů –– 33--deoxynukleosiddeoxynukleosid--55--trifosftrifosfááttůů –– stavebnstavebníí
kameny pro syntkameny pro syntéézu novzu novéého ho řřetetěězce DNAzce DNA

-- primeryprimery A a BA a B –– chemicky syntetizovanchemicky syntetizovanáá sekvence 15 sekvence 15 --20 20 
nukleotidnukleotidůů odpovodpovíídajdajííccíí sekvencsekvencíím na koncm na koncíích DNA segmentch DNA segmentůů, , 
kterkteréé majmajíí být namnobýt namnožženyeny

-- TaqTaq polymerpolymeráázaza –– katalyzujekatalyzuje syntsyntéézu DNA ve smzu DNA ve směěru 5ru 5‘‘ –– 33‘‘
podle sekvence nukleotidpodle sekvence nukleotidůů v komplementv komplementáárnrníím m řřetetěězci DNA od zci DNA od 
mmíísta sta primerprimerůů navnaváázanzanéého na ho na templtempláátt aažž po jeho konec po jeho konec 
(izolovan(izolovanáá z termofilnz termofilníí bakterie bakterie ThermusThermus aquticusaquticus))

-- smsměěs vzorks vzorkůů DNA a vodyDNA a vody –– DNA DNA templtempláátt slousloužžíí jako matrice jako matrice 
pro syntpro syntéézu nových DNA zu nových DNA řřetetěězczcůů



TermTermáálnlníí cyklercykler

-- ppřříístroj sloustroj sloužžííccíí k namnok namnožženeníí DNA a zajiDNA a zajiššttěěnníí

optimoptimáálnlníích teplotnch teplotníích podmch podmíínek reakcenek reakce



Kontrola výtKontrola výtěžěžkkůů PCR produktPCR produktůů

-- kontrola mnokontrola množžstvstvíí namnonamnožženenéé DNA pomocDNA pomocíí

elektroforelektroforéézy na zy na agaragaróózovzovéémm polipoli



UplatnUplatněěnníí PCRPCR

-- zzáákladnkladníí molekulmolekuláárnrněě genetickgenetickáá metoda metoda –– slousloužžíí k zk zíískskáánníí dostatedostateččnnéého mnoho množžstvstvíí
specifickspecifickéého ho úúseku DNA pro dalseku DNA pro dalšíší analýzyanalýzy

VyuVyužžititíí::

-- zzáákladnkladníí výzkum v molekulvýzkum v molekuláárnrníí geneticegenetice

-- diagnostickdiagnostickéé poupoužžititíí pro detekci infekpro detekci infekččnníího agensho agens

-- prenatprenatáálnlníí diagnostikadiagnostika

-- amplifikace DNA z paleontologických namplifikace DNA z paleontologických náálezlezůů

-- kriminalistikakriminalistika

- klinická praxe - hematologická, onkologická nebo mikrobiologická diagnostika 

Výhody:

- vysoká specifičnost, citlivost, možnosti standardizovaného přístrojového provedení s 
minimálním množstvím biologického materiálu potřebného k vyšetření

Nevýhody:
- metoda je nákladná, proto se běžně neprovádí – nyní jen v Národní referenční
laboratoři v Praze



Video projekceVideo projekce

http://www.http://www.dnalcdnalc..orgorg//ddnalcddnalc//resourcesresources//pcrpcr..htmlhtml



NNěějakjakéé ototáázky????zky????


