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SOUHRN

Polymerézové Fetézovd reakce (PCR- polymerase chain reaction) je metoda rychlého a snadného zmnozeni pislusného Gseku DNA,
kterd je zaloZena na principu opakované replikace nukleovych kyselin pomoci termostabilni polymerézy. Tato metoda mé v oblasti mo-
lekulérni biologie dodnes nezastupitelnou roli a predstavuje jednu ze zékladnich metod analyzy DNA. V nésledujicim textu popisuije-
me zékladni principy PCR, jeji vyZiti a vyznam zejména v oblasti patologie.
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Polymerase chain reaction: basic principles and applications in molecular pathology

SUMMARY

Polymerase chain reaction (PCR) is a technology used for quick and easy amplifying DNA sequences, which is based on the principle
of enzymatic replication of the nucleic acids. This method has in the field of molecular biology an irreplaceable role and constitutes one
of the basic methods for DNA analysis. In the following article we describe the basic principles of PCR, and its importance especially in

the field of pathology.
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Polymerdazové Fetézové reakce (PCR) je biochemické a moleku-
l&rné biologickd metoda, kterd slouzi k enzymatické replikaci DNA
in vitro (1-5). Touto metodou Ize béhem opakovanych cykl ziskat
velké mnozstvi kopii prislusného Gseku DNA, za pouziti prislusnych
reagencif, mezi né2 pat¥i analyzovany Gsek nukleové kyseliny (tzv.
templat), déle primery (synteticky pripravované oligonukleotidové
fragmenty komplementarni ke konciim sledovaného Gseku templé-
tové nukleové kyseliny), deoxyribonukleotid trifosféty (dATP, dGTP,
dCTP a dTTP) a DNA polymerdza, enzym, ktery generuje dcefin-
né fragmenty na podklad& komplementarity bézi se sekvenci tem-
plétu. Nutnosti je dodrzeni zakladnich parametri, mezi néz patti
denaturace dvousroubovice templétu (ta je zdvisld na kvalité izo-
lované DNA), piitomnost MgZ+ monovalentnich kationtd a také pfi-
tomnost pufrd (pomdhaii ke stabilité enzymd, podporuiji specifié-
1837 funkci enzymu a stabilizuji Tm — melting temperature).

Vysledny produkt (amplikon) se nésledné& vizualizuje napt. po-
moci gelové elektroforézy (viz ddle). Amplikony vytvorené metodou
PCR se oviem vyuZivaiji i pro jiné vysoce sofistikované metody ¢&i
analyzy, jako je napt. sekvenovéni DNA, nebo tvorba fylogenetic-
kych stromd.
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Metoda PCR byla objevena americkym molekulérnim biologem
Kary Mullisem v roce 1983 (6), ktery za tento objev obdrzel v ro-
ce 1993 Nobelovu cenu za chemii.

Objev metody PCR znamenal prevratny objev v molekulérni bio-
logii. Do této doby byli vyzkumnici pfi studiu nukleovych kyselin
a gend odkdzani na manipulagng velmi naroénou metodu klono-
véni gend (7). Klonovéni gend spoéivé ve viozeni Gseku DNA, kte-
ry chceme klonovat, do kruznicové molekuly DNA (vektoru) za vzni-
ku rekombinantni DNA. Tento vektor je transfekovén pomoci elek-
troporace do hostitelské buitky zpravidla bakterialni, kterd se mno-
#i spolu s transfekovanym vektorem a s kopii genu, kterou nese.
Po mnohondsobném déleni vznika velké mnozstvi kopii neboli klo-
ni pfislugného genu. PCR se od klonovéni ligi pravé svou jedno-
duchosti. U metody PCR se nejednd o sérii manipulaci, celé reak-
ce je provedena v jediné zkumavce.

PRINCIP PCR

PCR je enzymové syntéza slouzici k selektivni amplifikaci vy-
branych oblasti molekuly DNA (Obr. 1). Mizeme amplifikovat ja-
koukoliv oblast molekuly DNA nebo konkrétni gen za predpokla-
du, ze zndme okrajové sekvence tohoto Useku. Prisluiné Gseky
DNA, které se maji amplifikovat (namnozit), musi byt ohraniceny
na za&étku a na konci tzv. primery (kratkymi syntetickymi oligo-
nukleotidy DNA)), jejichz pFesny navrh a sekvenéni slozeni predur-
&uje presnost a Uspésnost celé PCR. PCR slouzi k vytvéFeni az mno-
ha miliond stejnych kopii studovaného (oznageného) Gseku DNA
o délce az tisict nukleotidd (10 000 nukleotidd), coz ndm umoz-
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