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Картинку взяла тут

Механізм реплікації ДНК в клітині

https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D1%96%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0


Реплікація ДНК у клітині – прообраз 
полімеразної ланцюгової реакції.

Полімеразна ланцюгова реакція досить точно 

повторює принципи реплікації ДНК в клітині. ПЛР 
являє собою триступеневий процес (цикл), який

повторюється задану кількість разів



Кроки ПЛР 

Денатурація
ДНК 

(95оС)

Відпалення
праймерів

(55-65оС)

Елонгаця
ланцюгів ДНК

(72оС)

95оС

60оС

72оС



Відео 1

Знайшла тут

https://www.youtube.com/watch?v=c07_5BfIDTw&t=337s


Питання 1

Виходячи з усіх наших знань про ПЛР, як ви
вважаєте який характер збільшення кількості
ампліфікованих фрагментів?
❑ Лінійний
❑ Логарифмічний
❑ Експонентний



Питання 2
Припустимо, що спочатку в розчині є 5 молекул
(дволанцюгових) ДНК-матриці для ПЛР. Розрахуйте,
скільки в розчині буде молекул ДНК заданого
розміру, обмежених праймерами, після 10 циклів.
Для цього можна скористатися формулою:

N = k * (2^n)-n * k-k ,
де N – кінцева кількість молекул заданого розміру
k – кількість одноланцюгових молекул ДНК-матриці
n – число циклів ПЛР

(Відповідь: 10130)



Питання 3
Співвіднесіть етап полімеразної ланцюгової реакції та
температуру, при якій він відбувається.
* Температура відпалення праймерів залежить від
праймерів, тому число в одному з варіантів відповіді
умовне
** Вважайте, що використовується Taq-полімераза

Елонгація 95*С

Відпалення праймерів 72*С

Денатурація 60*С



Питання 4
Для постановки полімеразної ланцюгової реакції необхідний
певний набір реагентів. Серед запропонованих варіантів
виберіть лише ті компоненти, які потрібні для постановки
реакції.

❑ Дезоксирибонуклеозидтрифосфати (ДНТФ)
❑ ДНК-матриця для ПЛР
❑ Протеіназа К
❑ ДНКаза
❑ Х-gal
❑ Амінокислоти
❑ Реакційний буфер
❑ F-праймер
❑ Полімераза
❑ R-праймер
❑ Топоізомераза
❑ РНКаза А



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці
7. Відсутність шпильок
8. Відсутність спарювання з іншими праймерами
9. Відсутність гомополімерів
10. Концентрація



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність) – праймер повинен
повністю відповідати таргетній послідовності, яку він фланкує



Як підібрати праймер?
1. Заходимо до бази даних
• BLAST
• HIV LANL (ВІЛ)
• EMBL (Європа)
• DDBJ (Японія)
• GenBank (США)
• SWISS-PROT
• PIR та ін.
2. Знаходимо консервативний фрагмент
3. Підбираємо праймер (наприклад, за допомогою
BioEdit). Вуаля!



Питання 5
Підберіть праймери довжиною 20 нуклеотидів до зазначеної послідовності і
запишіть їх через пробіл.
5‘-CCCTGACTTTCAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAGTACTCCCC
TGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTG
ATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCACGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGC
ACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGT
GAGCAGCTGGGGCTGGAGAGACGACAGGGCTGGTTGCCCAGGGTCCCCAGGCCTCTG
ATTCCTCACTGATTGCTCTTAGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAA
ATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCT
ATGAGCCGCCTGAGGTCTGGTTTGCAACTGGGGT-3'
Результат має виглядати приблизно так:
ATCGATCGATCGATCGATCG ACGTACGTACGTACGTACGT
* Пам'ятайте, що нуклеотидні послідовності записуються від 5' до 3' кінця
** Послідовність має бути ампліфікована цілком, тому праймери треба
підбирати до кінців представленого фрагмента ДНК



А якщо ми помилились?
Домашнє завдання №1



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С

Температура плавлення (Tm) – температура, при якій 50%  праймерів у 
розчині будуть у двонитковому стані (тобто, відпалилися на матричний
ланцюг ДНК), а 50% праймерів – в однонитковому стані.

Tm залежить від GC-складу праймера

t плавлення = (G+C)*4 + (A+T)*2



Питання 6
Розрахуйте температуру плавлення даного праймера
за формулою

t плавлення = (G+C)*4 + (A+T)*2

5’-ACTATCATGCTAGCATGCTTTCG-3'

(Відповідь: 66*С)



Домашнє завдання №2

Є й інші методи розрахувати температуру плавлення

праймера. На цей раз скористаємося однією з

найвідоміших програм для підбору праймерів -

Primer3plus).

Розрахуйте з її допомогою температуру плавлення

праймера

5' ACTATCATGCTAGCATGCTTTCG 3'

Для цього в випадаючому меню Task необхідно

вибрати Primer_check, в рядок (Primer to test) вставити

послідовність нашого праймера та натиснути на

зелену кнопку Check Primer. Серед інших параметрів

праймера знайдіть Tm і це буде відповіддю на дане

завдання

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi




Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60% (або GC: AT = 1:1)

(G+C) \ загальна кількість нуклеотидів



Питання №8
Розрахуйте GC-склад праймера та запишіть
відповідь у відсотках.

5' ACTGGAAACTAGCTAGCTAC 3'



Домашнє завдання №3
Маючи послідовності праймерів та матричної ДНК, можна
передбачити, які фрагменти у нас вийдуть. Для цього
скористаємося ресурсом
UCSC Genome Bioinformatics site -> tools -> in silico PCR
Використовуючи представлену пару праймерів, визначте
розмір ПЛР-фрагменту:
F_primer: CTTCCCAGGACGGTGACA
R_primer: CTCCCAACATTGCATTCCTA
У випадаючому меню Genome виберіть Cat і в меню Assembly
останню збірку геному (за листопад 2017). У рядки Forward
primer та Reverse primer вставте послідовності F- та R-
праймера відповідно. Інші параметри залиште за
замовчуванням.
Наведіть розмір отриманого фрагмента в парах нуклеотидів
(наприклад: 150)

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr


Домашнє завдання №3



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці (3'-clamp)



Питання №9

Forvard:
20 нуклеотидів
G\C склад — 50% 
Tm - 60*С 

Revers:
20 нуклеотидів
G\C склад — 25%
Tm - 40*С

Що можна зробити?
1. Подовжити реверс-праймер
2. Перенести місце відпалення реверс-праймера в більш
G\C-багату ділянку геному



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці
7. Відсутність шпильок

Шпилька - вторинна структура ДНК\РНК, що виникає за рахунок
комплементарної взаємодії в межах одного ланцюга ДНК
Заважає посадці праймера на ДНК-мішень

ACTTTTTGAAAAAGCAGTAC



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці
7. Відсутність шпильок
8. Відсутність парування з іншими праймерами (праймер-димери)

F:  ACGTGACTGCTC

R: AGCAGAGCAGTC

…………3'-GGACCAATCATTA-5     
5'-ATTACTAACCAGG-3’_ _ _ _ _ 



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці
7. Відсутність шпильок
8. Відсутність парування з іншими праймерами (праймер-димери)
9. Відсутність гомополімерів, динуклеотидних повторів

ACTACGTACCCCCCCCAT

ATCAGTATATATATATATC



Дизайн праймерів

1. Відповідність послідовності (специфічність)
2. Довжина 17-35 нуклеотидів
3. Температура плавлення 55-75*С
4. Різниця у температурі плавлення між праймерами не більше 5*С
5. GC-склад - 40-60%
6. Наявність 1-2 G\C (але не більше 3) на 3'-кінці
7. Відсутність шпильок
8. Відсутність парування з іншими праймерами (праймер-димери)
9. Відсутність гомополімерів, динуклеотидних повторів
10. Концентрація праймерів (зазвичай знаходиться в діапазоні
0,1-1 пМ/мкл). Зависока концентрація –ризик утворення неспецифічних
продуктів ампліфікації. Занизька концентрація – зниженн аналітичної
чутливості методу



Практичний кейс 1. Адаптація набору реагентів під нову програму ампліфікації

Темп

ерату

ра, °С
Час

Вимірювання 

флуоресценції

Кількіст

ь циклів

1 50 20 хв – 1
2 95 15 хв – 1

3
95 20 с –

4
46 40 с

4

95 5 с –

42

60 40 с –

45 30 с

FAM/Green, 

JOE/Yellow, 

ROX/Orange, 

Cy5/Red, 

Cy5,5/Crimson

Програма ампліфікацїї «АмпліСенс HBV / HCV / HIV» для 
приладів роторного типу

Програма ампліфікацїї «АмплиСенс-2 RG» для приладів
роторного типу

Етап
Температу

ра, °С
Час

Вимірюван

ня 

флуоресцен

ції

Кількість 

циклчв

Hold/Утриманн

я температури
50 15 хв – 1

Hold/Утриманн

я температури
95 15 хв – 1

Cycling/ 

Циклювання

95 5 с –
560 20 с –

72 15 с –

Cycling 2/ 

Циклювання 2

95 5 с –

4060 20 с

FAM/Green, 

JOE/Yellow, 

ROX/Orange

, Cy5/Red
72 15 с –



Практичний кейс 2. Тестування «неповних» сумішей

Файл №1 (суміші праймерів до ВІЛ1, ВІЛ2, HBV, HCV, IC)

Yellow / Hex (HIV1, HIV2)Fam \ Green (HCV)

Orange / Rox (HBV) Red / Cy5 (IC)



Практичний кейс 2. Тестування «неповних» сумішей

Файл №1 (суміші праймерів до ВІЛ1, ВІЛ2, HBV, HCV, IC)

Crimson / Cy5.5 (HIV2)



Практичний кейс 2. Тестування «неповних» сумішей

Файл №2 (смеси HIV1 \ HCV, HIV1 \ HBV, HIV2 \ HCV, HIV2 \ HBV, HCV \ HBV)

Fam \ Green (HCV \ HBV, HCV \ HIV2) Yellow / Hex (HIV1 \ HCV, HIV1 \ HBV)

Orange / Rox (HIV1 \ HBV), HIV2 \ HBV, HCV \ HBV) Red / Cy5 (IC)



Практичний кейс 2. Тестування «неповних» сумішей

Файл №2 (смеси HIV1 \ HCV, HIV1 \ HBV, HIV2 \ HCV, HIV2 \ HBV, HCV \ HBV)

Crimson / Cy5.5 (HIV2 \ HCV, HIV2 \ HBV)

Red / Cy5 (IC)



Для постановки полімеразної ланцюгової реакції необхідний
певний набір реагентів. Серед запропонованих варіантів
оберіть лише ті компоненти, які потрібні для постановки
реакції.

❑Дезоксирибонуклеозидтрифосфати (ДНТФ)
❑ДНК-матриця для ПЛР
❑Реакційний буфер для полімерази
✓F_праймер
❑Полімераза
✓R_праймер



Відео 2



Варіанти «гарячого старту»
1. Розділенн шаром парафіну
2. Інгібування полімерази антитілами
3. Хімічна модифікація полімерази формаліном

або іншими інгібіторами (напр., 
модифікованими олігами)

Запитання:
1. У яких випадках гарячий старт може не

спрацювати?
2. Як може виглядати протокол постановки?
3. Як виправити ситуацію? (а краще – запобігти)



Для постановки полімеразної ланцюгової реакції необхідний
певний набір реагентів. Серед запропонованих варіантів
оберіть лише ті компоненти, які потрібні для постановки
реакції.

❑Дезоксирибонуклеозидтрифосфати (ДНТФ)
❑ДНК-матриця для ПЛР
❑Реакційний буфер для полімерази (іони Mg2+)
✓F_праймер
✓Полімераза
✓R_праймер



Реакційний буфер для 
полімерази (іони Mg2+)

1. Утворюють розчинні комплекси з дНТФ
2. Оптимальна концентрація 1-5 мМ (підбираємо

емпірично)
3. Підвищують температуру плавлення матричної

ДНК
4. Багато іонів – гарне розгорання, але багато

«неспецифік»
5. Мало іонів – слабке розгорання



Практичний кейс 3. Тестування різних буферів для полімерази:
1. Буфер 1 (концентрація іонів Mg 20 мМ\мл)
2. Буфер 2 (стандартна; концентрація іонів Mg 15 мМ\мл)
3. Буфер 3 (концентрація іонів Mg 15 мМ\мл, змінений йонний склад за 

рахунок SO4)

Контрольні зразки з високою концентрацією

Контрольні зразки з концентрацією АЧ



1.Чи можливо в умовах діагностичної

лабораторії змінити концентрацію магнію у

суміші?

2.Як може виглядати протокол постановки у

цьому випадку?

3.Як виправити ситуацію?

Питання №10



Практичний кейс 4. Складіть програму ампліфікації
для наборів праймерів \ зондів та набору для 

проведення ОТ-ПЛР



Основні характеристики ПЛР

• Висока чутливість, заснована на
експонентному принципі накопичення
продукту.

• Висока специфічність, заснована на виявленні
унікальних для мікро-(макро)-організму
ділянок генетичного матеріалу.

• Метод прямого виявлення збудника,
заснований на універсальності способу
зберігання та передачі генетичної інформації
живої матерії.


