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Princip:

Zakladnim principem polymerazové retézové reakce (PCR) je opakujici se denaturace dvouretézcové
DNA (deoxyribonukleové kyseliny) a naslednd renaturace osamocenych fetézcll specifickymi
oligonukleotidy (jednovldknové retézce nukleové kyseliny dlouhé nejvyse nékolik desitek bazi), které
jsou komplementarni k cilovému mistu na DNA. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro
syntézu nového fetézce DNA. Amplifikace (zmnoZeni) DNA probihd v opakujicich se cyklech, které maji
3 kroky. Prvnim krokem je denaturace, pfi které se DNA zahieje na teplotu kolem 95 °C, rozpadnou se
vodikové mUstky mezi vldkny DNA, ¢imzZ se dvouvlaknova DNA (dsDNA) rozdéli na 2 vlakna (ssDNA).
Nasleduje annealing, ktery probihd pfi teplotach kolem 50-60 °C. Vtomto kroku molekuly
jednoretézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji a primery (coZ jsou fetézce nukleové kyseliny, dlouhé
nékolik bazi, které slouZi jako pocatecni misto replikace DNA) nasedaji na specifickd mista DNA. Tretim
krokem PCR je elongace, coZ je synteticka faze, ktera probiha pti teploté mezi 65-75 °C.
Oligonukleotidy, které dosedly na jednofetézcovou DNA (templat) v predchozim kroku, slouzi vtomto
kroku jako primery pro DNA-polymerdzu (nejbézinéji Tag-polymerdza), a dochazi zde k samotné
syntéze DNA.

Uplatnéni metody:

PCR ma fadu moZnych vyuZiti. V mediciné se pouZziva k diagnostice infekénich onemocnéni, kdy ve
vySetfovaném vzorku patrame po urcité znamé sekvenci typické napriklad pro urcitou bakterii nebo
virus. Dale se vyuZiva k diagnostice vrozenych geneticky podminénych nemoci, kdy hleddame opét
predem zndmou sekvenci DNA zodpovédnou za danou vadu ve vzorku bunék.

Uskali metody:

Uskalim této metody mGZe byt nedostate¢na denaturace DNA. V pfipadé, 7e dojde pouze k &astec¢né
denaturaci, molekuly DNA velmi rychle renaturuji, a to vede k nespecifické vazbé primeri a moznym
faleSnym vysledkdim. Nedostateéné denaturovand DNA tak neumoZriuje pristup primerim. Naopak
pfilis dlouha denaturace snizuje aktivitu DNA polymerazy (DNA polymeraza je stabilni cca 2 hodiny pfi
95 °C). Dalsim problémem muZe byt kontaminace. JelikoZz ma PCR vynikajici citlivost, mlze byt
ovlivnéna kontaminaci i jedinou molekulou DNA. Pro minimalizaci falesné pozitivnich vysledkl se
doporucuje napfiklad pouZivani jednordzovych rukavic, separace pouzivanych PCR reagencii od
templatové DNA a PCR produktl a precizni volba pozitivnich a negativnich kontrol.

P¥istrojové vybaveni:

PCR probiha v pfistroji termocykler, ktery je navrzeny tak, aby dokazal béhem nékolika sekund zvySovat
nebo sniZovat teplotu o nékolik desitek stuprili celsia. Reakéni smés pro PCR se napipetuje do malé PCR
zkumavky, kterd se vloZi do termocykleru. V pfistroji se reakce obvykle provadi ve 30 cyklech, které
tvoti 3 faze (denaturace, annealing a elongace).

Odbér a transport:

Odbér vzorku musi byt provadén ve sterilnim prostfedi, aby se zamezilo kontaminaci biologického
materialu. Pro odbér vzorku se pouZivaji doporucené odbérové soupravy a pfi odbéru se nesmi



pouzivat rukavice stalkem (klouzkem), protoze inhibuje PCR reakci. Vzorky se nesmi odebirat do
transportniho média a nesmi se pouZivat fixace. Odebira se jen periferni a nesrazlivda krev do
antikoagulantu EDTA. Dale se k vySetfeni pouZivaji napriklad stéry z nosohltanu, pochvy, mocové
trubice anebo vzorky stolice, sputa a moci. Biologicky materidl se do laboratofe transportuje v co

nejrychlejsim ¢ase pfi 4 °C.



