40. Diagnostické genové sondy a PCR

DNA sonda


v laboratoří vytvořený úsek DNA



homologní k hledané sekvenci, která je typická pro určitý druh, rod nebo skupinu bakterií či virů



značena- radioaktivně




   sloučeninou → barevná, světelná reakce



pokud sonda v klinickém materiálu najde hledaný úsek → naváže se → podle značení identifikováno, nenavázané sondy jsou ze směsi vymyty



citlivost roste s počtem cílových sekvencí




sekvence můžeme pomnožit, nejčastěji in vitro





DNA → PCR




RNA →  pomocí RNA replikasy

PCR= polymerázová řetězová reakce


exponeciální pomnožeí určitých úseků DNA- pro průkaz přítomnosti specifické sekvence


3 kroky



denaturace-rozštěpení dsDNA na 2 ssDNA při teplotě > 90°C



renaturace- nasednutí primerů → renaturace- teplota už nižší 50-60°C



elongace-od 3´konce primerů probíhá syntéa nových úseků DNA, které jsou homologní k matrici


celý cyklus se opakuje 30-40x



celkový počet sekvencí 2n, kde n je počet opakování


základní reakční roztok obsahuje



4 deoxyribonukleosidtrifosfáty



pufrující složka soli



Mg2+- kofaktor polymerasy




polymerasa je termostabilní





výroba rekombinantními technologiemi

