Polymerazova retézova reakce

Pro molekularni vySetreni je ¢asto potrebné ziskat pomérné velké mnozstvi urcitého Useku DNA. Az do roku 1983
existoval jediny zpUsob, jak Usek DNA namnozit, pokud nebylo mozné jej v dostate¢ném mnozstvi primo izolovat z
odebraného materidlu: vnést jej do bakteridlniho plasmidu a klonovat. Dnes se totéz déla ve stale vétsSim méritku
zcela in vitro pomoci polymerasové retézové reakce (polymerase chain reaction, PCR). Reakce probiha v
termocykleru, tento pristroj méni teplotu v pozadovanych intervalech.

PCR vymyslel Kary Mullis v roce 1983Y, kdyZ v kalifornskych horach pfi fizeni auta pfemyslel o modifikacich sekvena&nich technik pomoci
dideoxynukleotidl. O deset let pozdéji za svij objev ziskal Nobelovu cenu. Vynalez PCR byl pro molekularni biology vpravdé prevratem a v
soucCasné dobé je PCR, diky své citlivosti, specifi¢nosti a rychlosti, asi nejpouzivanéjsi technikou v tomto oboru.

Princip

Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvouretézcové et
DNA a nasledna renaturace osamocenych retézcl se specifickymi ={ [ '
oligonukleotidy, které jsou v reakéni smési v nadbytku. Tyto / i o

oligonukleotidy slouzi ndsledné jako primery pro syntézu nového retézce
DNA. Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tfi
kroky:

1. Denaturace.
Zahratim DNA na teplotu kolem 95 °C se rozpadnou vodikové mustky
mezi vlakny DNA, ¢imZ se dsDNA rozdéli na ssDNA.

2. Hybridizace (dosednuti primert).
V literature se tato faze ¢asto oznacuje anglickym terminem
annealing (fo anneal = zihat, kalit kov nebo sklo, tj. po rozpaleni je
prudce ochladit). Probihd nejcastéji pri teplotach kolem 50-60 °C.
Molekuly jednoretézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji. Pokud
jsou ve smési v nadbytku specifické oligonukleotidy, budou
hybridizovat se svou komplementarni sekvenci rychleji nez dlouhé
jednoretézcové molekuly, jejichZz koncentrace je mnohem nizsi.
Teplota, pfi niz hybridizace probihd, je pro vysledek PCR kritickd a
musi byt vhodné nastavena pro pouzity par primerd. Pri prilis nizké
teploté mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou
komplementdrni jen z ¢asti, a vytvori se tak nespecificky produkt. Pfi Princip PCR
prilis vysoké teploté zase budou primery mélo hybridizovat a
produktu se nevytvori dostate¢né mnozstvi.

3. Elongace, extenze, synteticka faze.
Syntéza novych retézcl probiha pfi teploté 65-75 °C. Oligonukleotidy, které dosedly na jednoretézcovou DNA
(templat) v predchozim kroku, slouzi v tomto kroku jako primery pro DNA polymerasu. Od jejich 3"-konce
zacina syntéza nového retézce komplementarniho s templatem.

Po prvnim cyklu PCR se pocet retézcl DNA ve smési zdvojnasobi. V dalsim cyklu mohou jako templéat pro
polymerasu slouzit i nové vytvorené retézce, takze se nasyntezuje dvojnasobné mnozstvi produktu. Pfi opakujicich
se cyklech bude mnozstvi vytvorenych retézcl pribyvat exponencialné.

Nové molekuly DNA se zacinaji syntezovat od primeru. V prvnim cyklu, kdy jako templéat slouzi dlouhd molekula
plvodni DNA, vzniknou retézce, které jsou sice kratsi nez templat, ale vzdy z jedné strany presahuji Gsek vymezeny
obéma primery (primarni produkt). Pokud v dalSich cyklech jako templéat slouZzi takto vytvoreny primarni produkt,
vytvori se podle néj isek DNA o délce presné ohranic¢ené polohou obou pouzitych primerd (od jednoho primeru
bude syntéza zacinat a v misté druhého skonci, nebot v tomto misté konci primarni produkt). Pravé téchto
specifickych produktd o presné vymezené délce bude v priibéhu PCR pribyvat exponencialné, zatimco delsich
Fetézcl jen linedrné. Po 30 cyklech PCR se teoreticky vytvofi asi 109x vice specifického produktu nez ostatnich
Usekl DNA, jejichZ podil je tak ve vysledné smési prakticky zanedbatelny.

Skutecny vytézek PCR byvé podstatné nizsi nez zminénych 102 kopii na jednu molekulu DNA po 30 cyklech. To je
dano postupnym vycerpavanim slozek reakce v pribéhu amplifikace. Po uréitém poctu cykld dosdhne koncentrace
produktu platé a dale se jiz prakticky nezvysuje.

Slozky reakéni smeési

Templat

Pozadavky na templatovou DNA pro PCR nejsou vysoké, pro reakci ¢asto staci i velmi malé mnozstvi nukleové
kyseliny. Je vSak nutné, aby vzorek nebyl kontaminovan zadnou jinou DNA, kterd by se do néj mohla dostat z
nedostatec¢né cistych pomicek, rukou pracovnika a podobné. | nepatrna primés kontaminujici DNA by se mohla v
pribéhu reakce namnozit natolik, Zze by vzniklo detekovatelné mnozstvi produktu a vysledek vysetreni by byl
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zkreslen. Kromé toho vzorek s templdtovou DNA nesmi obsahovat latky, které by inhibovaly DNA polymerasu. Jde
casto o bézné reagencie pouzivané pri izolaci, ¢isténi a zpracovavani DNA (fenol, proteinasa K, vyssi koncentrace
soli, heparin, kyselina borita, ethanol, EDTA apod.).

Primery

Jako primery se zpravidla pouzivaji oligonukleotidy o délce 17 aZz 28 nukleotidd. Aby reakce dobre probihala, mély
by primery spliovat nékolik pozadavk:

= primery museji byt specifické pro amplifikovanou sekvenci a mély by byt pokud mozno zcela
komplementarni k Useku, na ktery maji dosedat,

= primery by spolu nemély byt vzajemné komplementarni, jinak se samy za¢nou chovat jako templaty a
béhem PCR se budou tvorit jejich dimery (to plati zvlast o jejich 3-"koncich),

= primer by nemél obsahovat vnitfné komplementarni sekvence, aby nedochédzelo k vnitini hybridizaci
(tvorbé ,smycek"),

= rozlozeni AT a CG pard by mélo byt pokud mozno rovhomérné, zejména 3 -konec by nemél byt pfilis bohaty
na CG,

= teploty, pfi kterych dosedaji oba pouzité primery, by se nemély vyrazné lisit,

= teplota tani primeru alespon 50 °C,

= podobna teplota tani obou primerd.

Je zfejmé, Ze pro PCR reakci jsou nutné dva primery. Primer, kterym zacina 5‘-konec retézce genu a v préibéhu PCR
se elonguje ve sméru transkripce, se oznacuje jako kédujici, forward primer nebo upstream primer. Druhy
primer se pak oznacuje privliastky antikédujici, reverse nebo downstream.

Polymerasa

Teoreticky by se pro PCR dala pouzit jakdkoli DNA polymerasa. Vzhledem k vysoké teploté v denaturacni fazi, pri
niz by doslo k denaturaci enzymu, by vsak bylo nutné polymerasu pridavat v kazdém cyklu. Proto se dnes pro PCR
pouzivaji termostabilni DNA polymerasy, plvodné izolované z bakterii Zijicich v horkych pramenech.
NejvyznamnéjsSim zastupcem je tzv. Taq polymerasa z bakterie Thermus aquaticus. Jeji teplotni optimum se
pohybuje kolem 75 °C, kdy dok&ze k primeru pridat asi 150 bazi za sekundu. Pri teploté nad 90 °C neni aktivni, ale
dostatecné odolava denaturaci.

Polymerasy pro PCR se dnes vyrabéji rekombinantnimi technologiemi. Kromé zminéné Taq polymerasy se
pouziva nékolik dalsich enzym, které napr. maji vyssi aktivitu, jsou termostabilnéjsi, dokazi syntezovat delsi
retézce (Taq polymerasa po nékolika stovkach pripojenych bazi od retézce ,odpadne”) nebo maji 3'-
exonukleasovou aktivitu, kterd jim umoznuje opravit chybné zarazeny nukleotid (Taq polymerasa udéla jednu
chybu na 10 az 20 tisic zarazenych bazi).

Zakladni reakéni roztok

Reakéni smés musi obsahovat i dalsi souéasti. Kromé vsech ¢tyr deoxynukleotidtrifosfatt (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
se do ni pridava pufrujici slozka a soli, jimiZz se nastavi vhodna iontova sila prostredi. Zasadni soucésti jsou
hore¢naté ionty, které plsobi jako kofaktor polymerasy. Prili$ nizka koncentrace Mg2* mlze mit za nasledek nizky
vytéZek reakce, naopak pfrilis vysoka koncentrace mize vést k tvorbé nespecifickych produktl. Dalsi slozky reakéni
smeési (albumin, siran amonny, betain aj.) mohou stabilizovat polymerasu ¢i zlepsit specifi¢nost produktu.

Nékteré modifikace PCR

Horky start

DNA polymerasa je aktivni i pfi teplotach nizsich, nez je jeji teplotni optimum, ackoli je rychlost katalyzované
reakce podstatné nizsi. Po namichani reakéni smési mohou pfi nizké teploté primery hybridizovat s nespecifickymi
misty templatu a polymerasa od nich mize syntezovat nespecifické produkty az do chvile, kdy se zahaji PCR a
dojde k denaturaci. Vzniku nespecifickych produktd Ize predejit tim, Ze se do reakéni smési neprida néktera ze
slozek reakce a doplini se az po zahrati na denaturacni teplotu. Aby se zkumavky nemusely otevirat, mize se tato
oddélend slozka vloZit napr. ve voskové kuli¢ce, ktera se po zahrati rozpusti. Jinou, dnes nejpouzivanéjsi moznosti,
je pouziti DNA polymerasy inaktivované protilatkou. Po zvyseni teploty se protildatka denaturuje a uvolni se tak
Z enzymu.

»PFistavaci (touchdown) PCR

Pokud pri PCR vznika velké mnozstvi nespecifickych produktd, Ize jejich tvorbu omezit pouzitim touchdown PCR.
V prvnich cyklech se pouzije vys$si hybridiza¢ni teplota, nez by odpovidalo zvolenym primer&m. Primery budou hare
nasedat na templat, tj. vytézek reakce bude nizsi, budou vSak nasedat velmi presné a vytvori se pouze specificky
produkt. V dalSich cyklech se teplota hybridizace postupné snizuje. Nadbytek specifického produktu nad plvodnim
templatem jiz zajisti specifi¢nost reakce a diky lep$imu nasedani primer0 pfi nizsi teploté se vytvori dostate¢né
mnozstvi produktu.

Amplifikace dlouhych Fetézcu
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Nejbéznéjsi polymerasa pouzivana pro PCR, Taq polymerasa, nedokdze syntezovat retézce delSi nez priblizné 2000
pard bazi; po urcité dobé se z templatové DNA uvolni a syntéza se prerusi. Navic nedokaze opravit nespravné
zarazeny nukleotid, takze by pfi syntéze dlouhych retézch dochézelo k nezanedbatelnému mnozstvi chyb. Pokud je
potieba amplifikovat dlouhy Usek DNA (az 30-40 tisic bazi), pouzivé se obvykle smési nékolika termostabilnich DNA
polymeras, pricemz se zpravidla kombinuji enzymy s opravnou aktivitou a bez ni. V anglofonni literature se PCR
dlouhych retézcl oznacuje jako long distance PCR (LD-PCR).

Reamplifikace

Pokud je k dispozici jen velmi malé mnozstvi templatové DNA, nemusi byt vytézek obvyklé PCR dostatecny. V tom
pripadé Ize ¢ast PCR produktu pouzit jako templat pro dalsi PCR - mluvime o reamplifikaci. Namnozeni DNA v prvni
PCR Ize nékdy dosdhnout pouze za cenu, Ze vzniknou i nespecifické produkty. Aby se ve druhé PCR amplifikovaly
jen Zzadouci, specifické fragmenty, pouziva se ¢asto jiny par primerd, ktery lezi mezi primery pouzitymi pro prvni
amplifikaci (tj. ve druhé PCR se mnozi kratsi Usek nez v prvni). Tento pristup se oznacuje jako zahnizdéna
(nested) PCR.

Alelové specificka PCR

Samotnou PCR Ize pouzit pro detekci urcité alely nebo pro vyhledavani néjaké mutace. Podminkou je, Zze musi byt k
dispozici primer pro Usek, ve kterém se dana alela liSi od ostatnich, nebo ve kterém lezi hledand mutace. Pokud
vySetfovana DNA obsahuje odpovidajici sekvenci, amplifikace prob&éhne normalné a na konci PCR vznikne
detekovatelné mnozstvi produktu. V opacném pripadé primer nedosedne a Usek DNA se nenamnozi. Reakci je
pochopitelné nutné doplnit vhodnymi pozitivnimi a negativnimi kontrolami.

Priprava jednovlaknové DNA

Pro nékteré techniky je nutné ziskat jednovldknovou DNA. D4 se toho dosahnout tzv. asymetrickou PCR, pfi niz se
do reakce vkladaji riznd mnozstvi primer0 (obvykle v poméru 50:1 az 100:1). V pribéhu PCR bude nejprve vznikat
obvyklym zpUsobem dvojvidknovd DNA, které bude pribyvat exponencidlné. Po priblizné 20 cyklech vsak dojde k
vycerpani ,mensinového”, limitujiciho primeru. V nasledujicich cyklech se bude tvofit jen jedno vldkno (zacinajici
»~nadbytkovym* primerem) a tohoto jednovlaknového produktu bude pribyvat linearné.

Jinou moznosti je provedeni PCR s jednim primerem oznacenym biotinem. PCR produkt se pak denaturuje a precisti
se na pevné fazi (napr. agarosové kolonce), na kterou je navdzan streptavidin. Biotin ma ke streptavidinu vysokou
afinitu, takZze oznacené vlakno se na pevné fazi zachyti, zatimco druhé viladkno a zbytky reak¢ni smési se odplavi.

PCR Spojené s reverzni tranSkripCi (RT'PCR) Dosednuti primeru a znaceneho

v 2 . . , . oligonukleotidu
RT-PCR se pouziva, pokud je potfeba namisto DNA amplifikovat mRNA.

Prvnim krokem je izolace celkové RNA nebo mRNA ze vzorku tkané.
Nasleduje prevedeni mRNA na cDNA pomoci reverzni transkriptasy a Z

posléze béznda PCR. | kdyz vlastni prepis RNA do cDNA neni zvlast obtizny,

DNA: RNA se rychle degraduje u¢inkem ribonukleas, které jsou obecnymi
kontaminanty vzorkd, pom@cek i chemikalii. RNasy jsou navic
termostabilni, neposkodi je ani sterilizace autokldvovanim a aktivitu si
zachovavaiji i po ¢isténi materidlu nékterymi denaturacnimi Cinidly. Aby se
zabranilo degradaci RNA, osetfuji se pomUcky a roztoky inhibitory RNas
(napf. diethylpyrokarbonatem, DEPC).

Kvantitativni PCR

Polymerasova retézova reakce se ve svém zakladnim usporadani pouziva
predevsim ke kvalitativnim stanovenim. Pouziti pro kvantifikaci urcité
sekvence ve vzorku (napfr. pro méreni exprese néjakého genu) ztézuje
skutecnost, Zze po urcéitém poctu cykll se rychlost amplifikace zpomali (viz
vysSe). Presto existuji postupy, které kvantifikaci templatu umoznuji. Byvaji
zalozené na méreni mnozstvi PCR produktu v pribéhu amplifikace (tzv.
PCR v reédlném case - real-time PCR). Protoze odebirani vzorkd z reakéni
smési by snadno vedlo ke kontaminacim a nepresnostem, pouzivaji se

postupy umozriujici stanovit syntézu produktu bez otevieni zkumavky. Stépeni znat‘ier!ého oligonukleotidu
TagMan PCR : S

Prikladem muze byt tzv. TagMan PCR. Kromé primer{ se do reakce vklada VA Z

dalsi oligonukleotid, ktery doseda na amplifikovany Usek. Tento

oligonukleotid je na jednom konci oznaceny fluorescencni znackou (na \

obr. oznacena S) a na druhém konci nese tzv. zhasec (Z). Pokud je LT | _|
fluorescencni latka v tésné blizkosti zhasece, je jeji fluorescence w

potla¢ena. Vlastni PCR probiha obvyklym zplsobem az do okamziku, kdy Princip TagMan PCR

DNA polymerasa pfri syntéze nového retézce narazi na znaceny nukleotid.

V tom okamziku jej zalne vytésriovat z templatového vidkna a Stépi jej

(Taq polymerasa sice nema opravnou 3‘-exonukleasovou aktivitu, ale ma 5‘-exonukleasovou aktivitu, kterd
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degradaci , prekazejiciho” retézce umoznuje). Tim se uvolni fluorescencni sonda do roztoku a ve specialnim PCR
cykleru je mozné mérit fluorescenci prfimo ve zkumavce v pribéhu amplifikace. Intenzita fluorescence je imérna
mnozstvi nasyntezovaného PCR produktu.

Multiplexni polymerazova retézova reakce

Multiplexni polymeréazova retézova reakce (Multiplex PCR) se pouziva k souc¢asné amplifikaci nékolika rliznych
sekvenci DNA (jako by se provadélo mnoho samostatnych PCR reakci, a to vSechny spolecné v jedné reakci). Tento
proces amplifikuje DNA ve vzorcich pomoci nékolika réznych dvojic primer0. Jejich ndvrh musi byt optimalizovan
tak, aby vsechny pary primerl mohly béhem PCR pracovat pri stejné teploté nasedani.

Multiplex PCR byla poprvé popsana v roce 1988. V roce 2020 byly navrzeny multiplexni testy RT-PCR, které
kombinovaly vice genovych cilll z Centra pro nemoci a kontrolu v jediné reakci, aby se zvysila dostupnost a
propustnost molekuldrniho testovani pro diagnostiku SARS-CoV-2 .

Multiplex-PCR se sklada z vice sad primerd v rdmci jediné PCR smési pro produkci amplikonl rlznych velikosti,
které jsou specifické pro rlizné sekvence DNA. Zacilenim na vice sekvenci najednou Ize ziskat dalsi informace z
jednoho testu, ktery by jinak vyzadoval nékolikandsobek reagencii a vice ¢asu na provedeni. Teploty nasedani pro
kaZzdou sadu primerd musi byt optimalizovany, aby fungovaly spravné v rdmci jedné reakce, a velikosti amplikond,
tj. jejich délka paru bazi, by mély byt dostatecné odliSné, aby pfi vizualizaci gelovou elektroforézou vytvofrily odlisné
pasy. Pro pouZiti v real-time PCR jsou réizné amplikony odliSeny a vizualizovany pomoci primerd, které byly
obarveny fluorescen¢nimi barvivy rliznych barev. Komer¢ni multiplexni soupravy pro PCR jsou dostupné a
pouzivané mnoha forenznimi laboratoremi k amplifikaci degradovanych vzorkd DNA.

obrdzek: https://www.nature.com/articles/s41598-018-37732-y/figures/2 (https://www.nature.com/articles/s41598-0
18-37732-y/figures/2)
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