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Princip:

Polymerdzova retézova reakce neboli PCR je u¢innd metoda, pfi které dochazi ke kopirovani useku
DNA. Tato metoda je schopna vyrobit miliony kopii Useku DNA béhem par hodin, coZ umoziiuje ziskat
dostatecné mnozstvi vzorku pro urcitou analyzu. Ze vieho nejdfive je tfeba izolovat DNA ze vzorku. To
se déje za pomoci pristroje anebo se provadi manudlné. Poté je potreba si pripravit reakéni smés. Ta
se sklada ze synteticky pripravenych primerd, DNA, kterou jsme si predtim izolovali ze vzorku a z tzv.
mastermixu, ktery obsahuje smés nukleotid(i, DNA polymerdazu, hofecnaté ionty a vodu. Do jedné
zkumavky si napipetujeme pozadované mnozstvi smési, kromé izolované DNA. Promichame ve vortexu
a tuto smés rozpipetujeme do mikrozkumavek na PCR a nakonec pfiddame testovanou DNA. Takto
pfipravené mikrozkumavky vloZime do termocykleru, ve kterém probihaji cykly. Samotné PCR se sklada
ze tfi krokd. Prvnim krokem PCR je tzv. denaturace neboli separace cilové DNA. Vzorek DNA se zahteje
na teplotu 95 C, ¢&imZ dojde k rozvolnéni dvousroubovice DNA na dvé samotnd vldkna (diky vysoké
teploté se rozpadnou vodikové mulstky mezi viakny DNA). Druhym krokem je hybridizace. Dochazi pfi
ném k navazani primerd na DNA. PouZivaji se dva primery-jeden na kazdé separované vlakno. Dojde
tedy k ziskani dvou samostatnych DNA vldken se sekvencemi, které jsou oznaceny primery. K navazani
primer( dochazi pfi teploté 40-60C. Posledni krok se nazyva elongace. Teplota se opét zvy$uje na 65-
75°C. Dochazi k vytvoreni dvou identickych kopii DNA diky nukleotidiim, které se pfidavaji k navdzanym
primerdm pomoci DNA polymerazy a tim vytvafi nové vlidakno DNA. Cely tento cyklus se opakuje a
vytvafii se tak dalsi kopie DNA. Reakce se vétSinou opakuje ve 30 cyklech.

Uplatnéni metody:

Nejcastéji se PCR vyuziva k diagnostice rliznych onemocnéni. V soucasné dobé se hojné pouziva pro
urceni pozitivity ¢i negativity u pacientll s podezienim na COVID-19. Dale se PCR mulZe vyuZit
k sekvenovani DNA ¢i analyze genl a v neposledni fadé také ke zmnoZeni urcitého tseku DNA.

Uskali metody:

Pridanim pfilis velkého mnoZstvi DNA do smési mUzZe v reakci zplsobovat problémy-nespecifické
nasedani primeru.

Za nevyhodu by se dala také povaZovat izolace DNA ze vzorku, ktera pfedchazi samotnému PCR, pokud
se musi provadét manudlné — je to velmi pracné a muze tak pf¥i pfipadnych nezkusenostech laboranta
byt i Casové narocna.

P¥istrojové vybaveni:
Reakce skladajici se ze tfi krokl probiha v termocykleru. Tento pfistroj je schopny ménit teplotu dle
reakce, ktera pravé probiha.

Odbér a transport:

Odbér vzorku by mél probihat za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci biologického
materialu. DlleZité je odebirat vzorek na PCR v beztalkovych rukavicich. Odebiraji se rizné typy vzorki
(krev, mozkomisni mok, plodova voda, vytér z nosu, nosohltanu, sputum.) ve kterych se predpoklada,
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Ze se v nich bude vyskytovat patogen. Odbér krve se provadi nejlépe na la¢no, do zkumavek s K3EDTA.
Vytéry se posilaji na sterilnim tamponu bez transportni ptidy. Vzorek se uchovava pfi teploté 2-8°C. Je
nutné vzorky poslat do laboratore co nejdfive a vysetfit obvykle do 12-24 hodin po odbéru.
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