PCR metody



Princip PCR

Polymerase chain reaction - PCR
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Princip PCR

e https://www.youtube.com/watch?v=a5imdh9AnS4&ab channel=Am
oebaSisters

* https://www.youtube.com/watch?v=hO3mTgrEeq8&ab channel=2Mi
nuteClassroom

* https://www.youtube.com/watch?v=wBrNbbAIAFo&ab channel=AM
BOSS%3AMedicalKnowledgeDistilled



https://www.youtube.com/watch?v=a5jmdh9AnS4&ab_channel=AmoebaSisters
https://www.youtube.com/watch?v=hO3mTqrEeq8&ab_channel=2MinuteClassroom
https://www.youtube.com/watch?v=wBrNbbAIAFo&ab_channel=AMBOSS%3AMedicalKnowledgeDistilled

Aplikace PCR

e identifikace a charakterizace infekcnich agens

* pfima detekce mikroorganismu ve vzorcich pacientu

e identifikace mikroorganismu péstovanych v kulture

* detekce antimikrobialni rezistence

e zkoumani kmenové pribuznosti patogenu zajmu

 geneticky fingerprinting (forenzni aplikace/testovani otcovstvi)
* detekce mutace (vysSetrovani genetickych chorob)

* klonovani genu

* PCR sekvenovani



Real time PCR (gqPCR) s {%
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 \lyuziti reverzni transkriptazy k
prepsani RNA do cDNA

* Nasledna amplifikace PCR
* Muze probihat jedno az dvoukrokové
* Mozno spojit s gPCR

rand C primer b

mRNA AAAA
G\ TTTTT

c

irst strand synthesis
mRNA AAAAA
cDNA TTTTT
First cycle PCR
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Multiplex PCR

* Amplifikace nekolika DNA sekvenci naraz za pouziti specifickych
primeru pro kazdou sekvenci

* Hybridizace primeru s cilovou sekvenci pfi stejné teploté

* Rozeznani rozdilnych amplikonu

V4 ’ V4 Variant 1
* Rozdilna délka E—
* Pouziti znacenych primeru
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Nested PCR

* Modifikace PCR pro zvyseni presnosti a specificity
* Dva PCR béhy s dvéma sety primeru
* Prvni set primeru ohraniCuje ten druhy



High fidelity PCR

* PCR s nizkou mirou chybovosti

* Pfesna polymeraza schopna oprav za pomoci 3’-5’
exonukleazové aktivity

* Vhodné pro aplikace vyzadujici velmi presnou
amplifikaci genu



Fast PCR

* rychlost PCR zavisi na radé faktoru

* Tag DNA Polymerase ~ 1 kb/min
* enzymy schopné provadét fast PCR 2-6 kb/min

* nema vliv na vytéezek



Hot Start PCR

* sniZzuje pritomnost nezadoucich produktt a dimeru primeru

 ovlivnéni DNA polymerazy, pouziti modifikovanych dNTP, fyzické
pridani 1 z Cinidel po denaturaci

e zvyseni citlivosti
detekce pomoci PCR
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Hot start step of the
Reaction

Antibody linked Inactive Antibody is dissolved
Tag DNA polymerase & Tag DNA pol is activated

Amplification of
Template DNA
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Specific PCR amplicon
(No dimer and non-specific bands)



GC-Rich PCR

* Tag DNA polymeraza + Tgo DNA polymeraza

* umoznuje velmi efektivné amplifikovat obtizné templaty, jako
jsou cile bohaté na GC

* doporuceno TA klonovani

* semikvantitativni analyza, genotypizace a vyhledavani a

klonovani sekvence kandidatniho genu s vysokym
obsahem GC



Long-range PCR

 amplifikace délek DNA, které nelze typicky
amplifikovat pomoci rutinnich PCR metod nebo Cinidel

* 30 kb a vice

* usnadnuje amplifikaci delSich fragmentu DNA a také
oblasti bohatych na GC



Arbitrary Primed PCR

e vyuziti primeru, jejichz nukleotidova sekvence je libovolné

zvolena
* DNA fingerprinting

gDNA
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Déekujeme za pozornost.

PCR Protocol

Get the reagents Prepare the mix Set up conditions

PIPETTE
(& CRY
REPEAT

Analyze the gel Negative result

e SKeM\ing Science



