PCR

Princip metody: (Co je PCR. Jakym zpiisobem je dosazeno, ze dochdzi
k amplifikaci jen kratkého specifického useku DNA.)

Pracovni postup:

A/Vypsat slozky reakcni smési plus stru¢né jejich funkci.
B/ Popsat kroky amplifika¢ni reakce a typicke teploty, pti kterych probihaji.

C/ Po dokonceni amplifikace je obsah zkumavky nanesen na agar6zovy gel,
nasledovala agar6zova ELFO, prosviceni gelu transluminatorem a vyfoceni
finalniho produktu PCR.

Vysledek: Na gel jste nanesli vysledek PCR a provedli elektroforézu.
Detekovali jste jeden jasny prouZek, je tedy jasné, Ze pri PCR vznikl jeden
produkt o urcité délce. PopiSte vysledny produkt. Jedna se o celou
plazmidovou DNA, nebo jde o kratky amplifikovany dsek ohrani¢eny misty
navazani primeri?

Smér
migrace

Dopliujici otazky:

1. Jak se nazyva teplota, pii které dochdzi k navazani primerti?

2. Jeden primer ma vyssi obsah GC ve srovnani s druhym primerem, ktery
obsahuje vice bazi AT. Ktery z nich ma vyss§i annealingovou teplotu?

3. Pokud by na gelu bylo vidét vice prouzkil. tj. vice produkti PCR reakce,
¢im by to mohlo byt zptisobené? Jak by jste tuto situaci fesili?

4. Proc je nutné, aby Taq polymeraza byla termostabilni?



5. Pokud byste méli levy primer o délce 21 bazi a pravy primer o délce 22
bazi a mezi témito primery by se nachazelo na templatové molekule
dalSich 207 bazi, jak velky produkt byste o¢ekavali, Ze pti PCR bude
vznikat — tj. kolik by mél vysledny produkt PCR bézi?



