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neznamé bakterie

Prirodovedecka fakulta MUNI

—
o



CO NAS DNES CEKA...

1) Zasady bezpecné prace v mikrobiologické laboratori
2) Teoreticky uvod k metodé PCR
3) Seznameni se s protokolem

4) Samostatna prace v laboratori dle protokolu

5) Priklady a diskuse
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Dnes nejrozsirenéjsSi a pravdépodobné nejdulezitéjsi
metoda molekularni biologie!
PCR umoziuje selektivhi zmnozeni (amplifikaci) urcité

oblasti DNA v podminkach in vitro; a to procesem, ktery
pripomina replikaci DNA in vivo




KOMPONENTY PCR

Thermus aquaticus, Thermococcus, Thermophilus,
Pyrococcus
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DNA primery
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JAK SPRAVNE ZAPSAT PRIMERY

Ackoli na schématu lezi primery takto:
5 3

Zapsat je musite takto:

forward 5°- TGATGCGTTCGTATCATT - 3°

reverse '5'- GATACGAACCATCGATT - 3°
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PCR PROBIHA V CYKLECH
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denaturace

extenze
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1. PCR CYKLUS

1. denaturace (92-96°C)

2. annealing (45-72:(:)\

dsDNA

primarni produkty

3. extenze (72°C) /



DALSI CYKLY
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Z kazdé molekuly amplikonu vznikaji dvé nové
MUNI Pocet amplikonl vzriusta geometricky
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MNOZENi AMPLIKONU

Cyklus ¢. Primarni | Sekundarni | Amplikony | Celkem
(pro X =1)
0 0 0 0 1
1 2 0 0 2
2 2 2 0 4
3 2 4 2 8
4 2 6 8 16
5 2 8 22 32
Obecné 2X X(2n-2) (2"-2n)x (2")x
NI X = pocet matric na pocatku, n = pocet cyklu
I




VYTEZEK PCR

Cyklus ¢. Primarni | Sekundarni | Amplikony | Celkem

10 2 18 1004 1024
20 2 38 10 485 438 1 0242
30 2 58 ~1.1x10° 1 0243
40 2 78 ~ 1.1 x 10*? 1 0244
50 2 98 ~1.1x10% 1 024°
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Vypocet Tm a Ta primeru: Tm calculator

5F: 5 - AGAGTTTGATYMTGGCTCAG - 3’
519R: 5’- GTATTACCGCGGCKGCTG - 3°

F1 5 -ATGCCCTTTTCCCTG CGT AC-73’
R15 -GCCTTCCACCTT GGT CGC- 3’



PRIKLADY ANEB TROCHA POCITANI NIKOHO NEZABIJE




TROCHA POCITANI NIKOHO NEZABIJE

Vytézek PCR - priklad

Kolik cyklu PCR musite pouzit, aby bylo mozno
detekovat amplikony o velikosti 500 bp vzniklé z
jedné kopie dsDNA?

Zarizeni (transluminator) detekuje 5ng DNA.



PRIKLAD: NAVRH PRIMERU

Napiste sekvenci primeru, které by mohly amplifikovat
vyznacenou cast daného useku dsDNA

- znate sekvenci jen jednoho z retézcu

- primery piste ve smeru 5°- 3’

5°- TGA TGC AAA GTT CGC TCA GGT ACG ATT CCC
AAA
GTC
CCT

Jak dlouhy bude vznikly amplikon?

UNI
CI

AAA
TCT
AAA
GCT
ACG
GCT

TGT
GTG
TGC
GGT
TGC
CGT

GGA
ATT
CGT
ACG
TGC
CGG

GCT
ATC
AGG
CAT
GCT

TAG TCG ATG ATG GGC
CGA CGT CCC ATG TGC
ACC CTA TTT TGA CGT
CAT CCC TGG TGA CGT

- 3

CGC ACG ATG CGT ACG




NAVRH PRIMERU: RESENI

Primer forward

5°- AAA GTT CGC TCA GGT ACG - 3°

Primer reverse

5°- CGT ACG CAT CGT GCG AGC - 3°

Amplikon bude mit délku 171bp
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