STUDIJNY MATERIAL

Z MULTIMEDIALNEHO CD

POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA




Bauerova, M., Turéani, M., Omelka, R.: Polymerazova retazova reakcia. Vysoko$kolsky
ucebny text, FPV UKF v Nitre, 2004

PRINCIPY A VYUZITIE POLYMERAZOVEJ RETAZOVEJ REAKCIE.

Polymerazova retazovd  reakcia (Polymerase Chain Reaction — PCR) patri
k najprogresivnej§im molekularno-biologickym metédam so Sirokym spektrom vyuzitia
v roznych oblastiach biologického vyskumu, ktord umoznila rozvoj takych vednych disciplin
ako humanna a veterindrna medicina, genetika cloveka, rastlin a mikroorganizmov,
archeoldgia, kriminalistika a pod. Mimoriadny vyznam metody podporuje aj skutocnost’, ze
jej povazovana za najvyznamnejsi objav 80-tych rokov.

Autorom metody je Karry Mullis z firmy Cetus, pricom do komer¢nej podoby bola
prepracovana kolektivom vedenym Henry Erlichom. Vroku 1985 bola poprvykrat
publikovand praktickd aplikdcia metddy pri analyze l'udského B-globinového génu
a diagnostiky kosacikovej anémie. Prestizny ¢asopis Science udelil v roku 1989 metode titul —
objav roka avroku 1993 ziskal jej autor Nobelovu cenu za chémiu. PCR sa stala
nepostradatenou takmer v kazdom biologickom laboratoriu, priCom sa neustale vyvijaja
nové typy PCR a objavuji nové moznosti jej aplikacie.

Princip metédy:

Polymerazova retazova reakcia umoziuje selektivne namnozit' - naamplifikovat’
pozadovany usek DNA v skiimavke in vitro do milionového poctu kopii. Autor PCR Mullis
uvadza, ze ked’ zacneme pracovat’ s jedinou molekulou DNA, mézeme pomocou PCR za
niekol’ko hodin ziskat' milion jej kopii. K amplifikécii potrebujeme skumavku, potrebné
chemikalie a vodny kupel’. Analyzovand DNA mdze pochadzat’ z r6znych zdrojov : z jedného
I'udského vlasu, kvapky zaschnutej krvi, z mozgu mumie alebo 40 tisic rokov starého mamuta
zmrznutého v I'adovci. Metoda napodobiiuje replikacny systém, ktory existuje v kazdej bunke
a realizuje sa pred bunkovym delenim, ked’ dochddza ku zdvojeniu genetického materidlu.
Zatial’ Co pri replikacii in vitro sa replikuje cely chromozém za vzniku dvoch identickych
kopii, pri PCR in vitro sa replikuje Specificky usek DNA, ktory vymedzuji kratke
oligonukleotidy — primery, do milionov kopii.

Amplifikdcia DNA v PCR je cyklicky proces, v ktorom sa 20-40 krat opakuju tri
kroky: denaturacia dvojvldknovej chromozomalnej DNA, hybridizacia — pripojenie primerov
a polymerizacia — syntéza novych vldken (obr.l). Pozadovany usek, ktory chceme
amplifikovat’, identifikujeme pomocou primerov. Primery (syntetické jednovldknové
oligonukleotidy dizky 17 - 30 baz) svojou polohou vymedzuji amplifikovany tsek na
molekule DNA, pri¢om prvy primer (+ orientdcia) sa viaze na jedno vlakno DNA, druhy (-
orientacia ) sa viaZze na vlakno komplementarne v denaturovanej DNA. Termostabilnd DNA
polymeréaza potom predlzuje obidva primery a syntetizuje nové vlakna DNA. V jednom cykle
(t.j. v troch vyssie uvedenych krokoch) sa teda pocet molekul DNA zdvojnasobi. V kazdom
nasledujicom cykle sluzi povodny templat a podl'a neho nasyntetizované kopie ako predlohy
pre vznik dalSich produktov reakcie, ktoré pribudaju geometrickym radom. Vysledkom je
amplifikacia pdvodného poctu kopii cielového tiseku DNA 2" krat (kde n znamena pocet
cyklov). Skuto¢nost’ vSak uplne nezodpovedd matematickému modelu, empiricky zistena
efektivnost’ cyklu sa pohybuje medzi 60 % az 85 %. Prakticky to znamend, ze po 30 - 40
cykloch je mozné dosiahnut’ amplifikicie 10°- 10° a teda z povodnych napr. niekolko
desiatok ¢i stoviek kopii DNA je mozné ziskat’ radovo pikogramy az nanogramy ciel'ovej
sekvencie, ¢o je dostatocné mnozstvo pre detekciu, pripadne pre d’alSie spracovanie
(restrikénu analyzu, klonovanie, sekvenovanie).

Polymerazova retazova reakcia sa uskutocnuje vtedy, ak st v reakénom prostredi
pritomné nasledovné zlozky: termostabilna DNA polymeraza, tlmivy roztok,
deoxyribonukleozidtrifosfaty (dNTP-dATP, dGTP, dCTP, dTTP), primery a templatova
DNA.
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Obr. 1: Amplifikacia DNA pomocou PCR
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Zikladné zlozky PCR.
DNA-polymeréaza

Termostabilna DNA polymeraza je kI'iCovym enzymom celého procesu. Jej aktivita pri
vysokych teplotdich PCR podstatne ovplyviuje vytazok reakcie. Povodne sa na amplifikaciu
DNA pouzival Klenowov fragment DNA polymerdzy 1 z Escherichia coli, ktory bolo nutné
pridavat’ do reak¢nej zmesi v kazdom cykle, pretoze sa vysokou teplotou pri denaturdcii
inaktivoval.

Zdokonalenie metdody PCR umoznil objav termostabilnych DNA polymeraz
izolovanych z termofilnych baktérii, ktoré si zachovavaju aktivitu dostatocne dlho aj pri
vysokych teplotdich. DNA polymerdzy pre svoju polymerizacni ¢innost’ vyzadujii templatova
DNA, $pecifické primery, deoxynukleozidtrifosfaty (ANTP), Mg®" iony a tlmivy reakény
roztok. NajznamejSia a najpouZzivanejSia je 7ag DNA polymerdza izolovana z termofilnej
baktérie Thermus aquaticus. Je odolnd voci teplotam do 95° C, reakéné optimum vykazuje v
intervale 70 - 80°C. 'V PCR reak¢nom roztoku si zachovava asi 50% svojej aktivity po 130
min. pri 92,5°C, 40 min. pri 95°C, 5 - 6 min. pri 97,5°C. 60% aktivity si udrzi po 50 PCR
cykloch v pripade, ak denaturacia je 95°C 20 sek. v kazdom cykle. Tag DNA polymeraza
nema 3’- 5’opravnu exonukledzovu aktivitu, co spdsobuje chyby pri polymerizacii, predovsetkym
jednobazové substitucie. Frekvencia chybne zaradenych nukleotidov je relativne vysoka (asi 10
na cyklus), ale znizenim koncentracie nukleotidov, hor¢ikovych idnov, zvySenim teploty
hybridizécie a skratenim doby polymerizicie je mozné tito hodnotu znizit' asi 10 krat.
Doporucend koncentracia 7ag DNA polymerazy je medzi | - 2,5 U na 100 pl reakénej zmesi,
pri optimalnych hodnotach ostatnych parametrov. Prili§ vysokd koncentracia enzymu vedie k
akumulécii neSpecifickych produktov, pri nizkej koncentracii neziskame dostatoéné mnozstvo
7iadaného produktu. Pre &innost polymerazy je ddleZita ur&ita koncentracia Mg®" i6nov. Pri
optimalizacii amplifikatnej reakcie je treba zohl'adnit’ fakt, e NTP mozu viazat Mg i6ny a tym
inhibovat’ reakciu.

Okrem T7ag DNA polymerdzy st komercne dostupné aj iné termostabilné DNA
polymerazy. Stoffelovej fragment DNA polymerdzy vykazuje lepSiu teplotni stabilitu, je
aktivny pri niz§ich koncentraciach K™ a vo velkom rozpiti koncentracie Mg®". VENTR™ DNA
polymeraza izolovana z Thermococcus litoralis ma 3' - 5' exonukleazovu aktivitu, preto pracuje s
chybou 5 - 15x menSou nez Tag polymeraza. Je vhodna najmé pre presnt syntézu dlhSich usekov
(niekol’ko kilobaz). Po hodinovej inkubacii pri 95°C si zachovava az 90 % svojej aktivity.
Podobne Pfu polymerdaza (Pyrococcus furiosus) sa vyznacuje vysSou presnostou i
termostabilitou. Termofilnd »7th DNA polymeraza (Thermus thermophilus) méa okrem
polymerazovej aktivity v pritomnosti Mg®" i6nov aj reverzne transkriptazovi1 aktivitu v pritomnosti
Mn®" i6nov, &o umoZiiuje realiziciu reverznej transkripcie RNA a naslednt amplifikiciu
cDNA v PCR (RT-PCR).

Reakény tlmivy roztok

Standardny reakény roztok obsahuje 50 mmol.I! KCI, 10 mmol.I"" Tris-HCI (pH=8,5 pri
25°C) a 1,5 mmoll’ MgClL. Dalej reakéni zmes obsahuje 200 upmol.1" zmes
deoxynukleozidtrifosfatov (ANTP - dATP, dCTP, dGTP, dCTP), 0,1-0,01 umol.l'l primery al - 2,5
U DNA polymerazy. Koncentracia Mg®" i6nov ma najvyraznej$i vplyv na $pecifitu
amplifikacie. Za optimalnu sa povazuje koncentracia 1 -2 mmol.l" (pre 200 umol.lI"' NTP a1 - 2
U enzymu). Nadbytok Mg*" vedie k akumulacii nespecifickych produktov, nizka koncentracia
redukuje alebo Uplne eliminuje vytazok reakcie. dNTP a chelatacné Cinidla (napr. EDTA)
pritomné v roztoku viazu i6ny hordika, preto optimalnu koncentraciu Mg>™ je treba stanovit
empiricky pre kazdy templat a par primerov. Innis a kol. (1990) odporaga koncentraciu Mg”"
0 0,5 - 1,0 mmol.I"" vyssiu ako je koncentracia dNTP. Optiméalna koncentracia nukleotidov sa
pohybuje v rozsahu medzi 50 az 200 pmol.I", nadmerna koncentracia vedie k vyssej miere chybne
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zaradenych nukleotidov (thermodynamic infidelity). Priblizne 50% dNTP zostava v reakcii po 50
amplifikacnych cykloch.

Primery

Primery st syntetické jednovlaknové oligonukleotidy komplementarne k templatovému
vlaknu DNA. Pocas hybridizécie primery svojou polohou na templatovej DNA vymedzuja
ziadanu sekvenciu, ktord bude amplifikovana. Pri navrhu primerov je potrebné dodrzat
niekol’ko zékladnych poZziadaviek :

* musia byt navrhnuté tak, aby hybridizovali na jednotlivych retazcoch svojimi 3' koncami
oproti sebe a tak ohranicili tsek uréeny na amplifikaciu,

* dizka primerov sa pohybuje v rozmedzi 18 — 25 béaz; u kratSich primerov je pomerne
vysoka pravdepodobnost’ hybridizacie s inymi miestami templatu, u dlhSich potom reasociicia trva
pomerne dlho a jej teplota musi byt’ vyssia, ¢o nie je vzdy vyhodné,

* teplota topenia (Ty,) obidvoch primerov by mala byt rovnaka alebo ¢o najviac podobna
a dostatocne vysoka, aby zabezpecila hybridizaciu v rozsahu teplot okolo 45°C-60°C, ale zaroven
uchovala hybrid stabilny pri teplote polymerizacie (72 °C),

* obsah G a C by mal byt’ zhodny a mal by sa pohybovat’ v rozsahu 40-60 % ,

* primery by mali byt prisne komplementarne k sekvencii templatu na 3' konci primeru
(pociatok polymerizacie), na 5' konci naopak mézu byt’ modifikované. Doporucuje sa, aby 3' koniec
obsahoval 2 -3 guaninové alebo cytozinové nukleotidy. Na druhej strane primery nesmi byt
navzajom komplementarne, pretoze vznikaju tzv. primer-diméry,

* primery nesmu obsahovat’ sekundarne Struktary, predovsetkym na 3' konci,

* pri vybere miesta hybridizacie na template DNA je vyhodné zvolit’ na jeho 5' konci prva,
alebo druhu polohu aminokyselinového kodonu, lebo v tychto miestach citaciecho ramca je vysSia
pravdepodobnost’ konzervacie bazy.

Vyber spravnej sekvencie primerov je podmienkou pre tispesny priebeh amplifikacnej reakcie,
chybny navrh sekvencie primerov vedie k uplne neucinnej alebo nesSpecifickej amplifikacii.
Navrhovanie primerov v sucasnosti ul'ahcuju viaceré pocitacové programy, ktoré su dostupné bud’
komer¢ne (napr. program OLIGO) alebo na internete (napr. PRIMER 3,).

Optiméalna koncentrécia primerov sa pohybuje v rozmedzi 0,1-0,5 pmoll”’. Vyssie
koncentracie spdsobuji tvorbu nespecifickych produktov a zvysuju pravdepodobnost’ tvorby primer-
dimérov.

Teplota a ¢as annealingu - hybridizacie primerov s komplementdrnym miestom na
template, zavisia od bazového zloZenia, dizky a koncentracie primerov. Teplota annealingu (T) by
mala byt o 5 — 10 °C niz8ia ako Tm (teplota topenia) hybridu primer-templat.

Optimalnu T vypocitame podl'a vzorca :

Ta-opt = 0,3.(Tm-primeru) + 0,7.(Tm-produktu). 14,9
Pre primery od 14 - 24 baz sa teplota topenia vypocita podl’a vzorca:
Tm=2A+T)+4G+C)

kde AT, G, C st pocty prislusnych nukleotidov v primeri.
Pre dlhsie oligonukleotidy, ako aj pre Tm produktu je potrebné pouzit’ vzorec:

Tm =60 + 0,41(%G + C)-500/n

’ kde %G + C znamend percentudlne zastiipenie G a C v oligonukleotide, n znamena jeho
dizku (pocet baz).
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Optimalna TA sa urcuje hlavne empiricky a od vypocitanej sa moze 1isit’ o +3°C az 7°C .

Primery za urcitych podmienok tvoria tzv. primer-diméry t. j. dvojvlaknové fragmenty,
ktorych velkost’ je priblizne takd ako suma velkosti oboch primerov. Presny mechanizmus ich
tvorby nie je celkom objasneny. Primer-diméry sa objavuju, ak jeden primer je predlzovany
viac ako druhy, ak je malo inicianého templatu a vel'a PCR cyklov. Tvorbu primer-dimérov mozno
minimalizovat’ pouZitim nizSej koncentréacie primerov a enzymu.

Templatova DNA

Zdrojom DNA pre amplifikaciu méze byt’ odobrata krv alebo krvné Skvrny, chlpové cibul’ky,
ejakulat (spermie), sliny, nosny hlien, tuk, r6zne druhy tkaniv, dokonca bunky embryi a v
niektorych pripadoch aj fosilny biologicky material. Mnozstvo templatovej DNA potrebnej pre
amplifikaciu sa pohybuje od nanogramového po mikrogramové mnozstvo. PCR je mozné
uskutocnit’ pri pouziti templatovej DNA z jednej bunky, na druhej strane pri prekroceni
urcitej koncentracie DNA ucinnost’ PCR klesa.

PCR umoznuje pouzit DNA v r6znom stupni Cistoty, je vSak samozrejmé, Ze Cistota DNA
zvysuje Specifitu reakcie. Vyhodou PCR (v klinickej diagnostike a kriminalistike) je to, Ze nevyZaduje
absolutne cistt DNA, preto je mozné pouzit' aj hrubé bunkové lyzaty (Tween 20, SDS,
proteinaza K). Pri izolacii DNA z krvi je nevyhnutné odstranit’ porfyrinové zliceniny ako
hemoglobin alebo hematin, ktoré inhibuja PCR. Podobne PCR inhibuje aj melanin, ktory sa moze
uvolnit’ z buniek chlpov pocas lyzy. Nemenej dolezité pri izolacii DNA je odstranenie chelata¢nych
&inidiel ako EDTA, ktoré viazu Mg®" i6ny potrebné pre amplifikaéni reakciu a ionovych detergentov
(SDS), ktoré inhibuju 7aq polymerazu.

Okrem DNA je mozné ako templat pouZit’ aj RNA na dokaz génovej expresie, pricom
sa vyuziva rTth polymeraza s reverzno-transkriptizovou aktivitou v pritomnosti Mn*~ a s DNA
polymerizovou aktivitou v pritomnosti Mg?". Po reverznej transkripcii sa iony Mn®" eliminuju pridanim
chelatacného ¢inidla EDTA, potom sa doplnia primery, MgCl, a rTth polymeraza moze realizovat’
svoju polymerazovu aktivitu.

Teplotny rezim a pocet cyklov

Teplotny rezim ovplyviluje uspeSnost amplifikacie a vytazok PCR produktu.
Dvojvldknova DNA musi byt’ v prvom kroku kazdého cyklu denaturovand, aby sa primery pocas
annealingu mohli Specificky naviazat' na komplementarne miesto templatu. Doporucovana teplota
denaturacie je 90 - 95° C, vo vicSine pripadov sa osvedcila denaturacia pri 94°C jednu minutu,
pripadne 95°C 30 sektind. Vyssia teplota denaturécie sa odporuca pre DNA s vyssim obsahom C -
G pérov. V prvom alebo v niekol’kych pociatocnych cykloch prebieha denaturdcia dlhsiu dobu, napr. 5
min.

Teplota annealingu (TA) - hybridizacie primerov a templatu, zavisi od nukleotidového zlozenia
primerov, ich dizky a koncentracie. Uvedent teplotu je mozné vypoéitat’ podla uz uvedenych
vzorcov pre konkrétne sekvencie primerov a dané reakéné podmienky. Takto vypocitana TA je vSak len
orientacna, optimalnu TA je potrebné stanovit’ empiricky.

Polymerizacia - syntéza produktu prebieha spolahlivo v rozsahu 60 - 75°C, pricom sa
Standardne vyuZziva teplota 72°C. Annealing a polymerizacia prebichaji pocas 30 sek. — 2 min.,
vynimku tvoria syntézy dlhsich fragmentov (viac ako 1kb), kde sa vyzaduje predizenie Gasu
polymerizécie (1 min. na 1 kb).
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Teplotny rezim sa pred PCR naprogramuje do automatickych programovatelnych
pristrojov - termocyklerov, ktoré zabezpeCuju striedanie teplot v kratkych casovych usekoch. Cela
amplifikacna reakcia sa v termocykleri uskutocni v priebehu 1 — 4 hod.

Optimalny pocet cyklov zavisi od koncentracie jednotlivych zloziek PCR a pohybuje sa v
rozsahu 25 — 35 cyklov. Nedostatoény pocet cyklov ma za nasledok nizky vytazok
amplifikicie, na druhej strane prili§ vela cyklov zvySuje pravdepodobnost’ neSpecifickych
produktov.

Specifita amplifikécie

Specifitu amplifikaénej reakcie uréuje predovietkym spravny vyber primerov. Hoci primery
dlhsie ako 18 baz by mali teoreticky zaistit’ dostato¢nu Specifitu amplifikovaného useku, niekedy
vznikaji neziaduce produkty. Pri¢inou tvorby nespecifickych produktov moze byt

» neSpecifickd hybridizacia primerov (mispriming), ktora mozno obmedzit' znizenim
koncentrécie primerov, Mg”*, mnostva enzymu a zvysenim TA,

« aktivita polymeraz pri laboratdrne;j teplote, kedy templatova DNA nie je denaturovana a primery sa
na templat pripajajua nespecificky. Tento jav ucinne eliminuje tzv. hortci Start (hot start), pri ktorom sa
polymeraza prida (alebo aktivuje napr. pridanim MgCl,) do reakénej zmesi aZ po denaturécii
templatu, ked’ su vldkna DNA tplne separované. Pri tzv. studenom Starte sa 7ag polymeraza
reverzibilne inhibuje pomocou vizby s monoklonalnou TaqStart protilatkou. Uginkom denaturaénej
teploty sa vdzba rozrusi a polymeraza moéze syntetizovat' prislusné tuseky DNA. AvsSak
najjednoduch$sim spdsobom elimindcie neSpecifickych produktov je udrziavanie PCR mixu pred
denaturaciou pri nizkych teplotich a predhrievanie termocyklera na teplotu denaturacie pred vlozenim
vzoriek.

Specifitu polymerizacie je mozné, najmi v dolezitych pripadoch, zvysit pouzitim tzv.
vnutornych primerov (nested priming), ktoré¢ zabezpecuji amplifikdciu vnutorného tseku ciel'ove;j
sekvencie ¢i uz v d’alsej PCR, alebo priamo v jednej spolo¢nej PCR s pdvodnym vonkaj$im parom.
Teplotny rezim je upraveny tak, aby najskor hybridizovali len vonkajsie primery a v dalSich cykloch
naopak len vnatorné primery.

Kontaminaicie v PCR

Vysoka citlivost PCR spdsobuje aj neziaduci jav — moZnost’ kontaminécie, pretoZe na
amplifikiciu neziadiiceho produktu sta¢i jedna molekula cudzej DNA. NajcastejSim zdrojom
kontaminécie si produkty predchadzajiicej reakcie, alebo sa navzajom kontaminuju vzorky v jednej
sérii. Riziko kontaminacie je mozné znizit’ dodrziavanim nasledovnych opatrent:

*  separovat priestory pre izolaciu templatove] DNA, pripravu PCR a analyzu produktu PCR,

«  pracovat’v priestoroch, ktoré je mozné vyziarit UV svetlom,

*  pouzivat’ jednordzovy materidl (rukavice, sterilné mikroskiimavky a Spicky s filtrom),

*  reagenty uchovavat’ v malych Castiach, v idedlnom pripade na jedno pouzZitie,

*  vyhybat’ sa tvorbe acrosolov (skimavky pred otvorenim kratko centrifugovat’),

*  pouzivat’ negativnu kontrolu (bez DNA), ktord slizi na monitorovanie kontaminacie,

*  DNA do reakcnej zmesi pridat’ na zaver a ihned’ uzatvorit’ skimavku,

* vynimo¢ne je mozné pouzit enzym uracil N-glykozylaza (UNG), ktory depurinuje
deoxyuridinové nukleotidy. Do reakénej zmesi sa prida dUTP (miesto dTTP), tzn. ze PCR produkt
bude obsahovat’ uracil miesto tyminu. Pred novou reakciou stac¢i pridat’ enzym UNG, ktory
predchadzajiuce PCR produkty zdegraduje pri zachovani templatu a inaktivuje sa prvou denaturaciou.

Identifikacia a analyza produktov PCR

Produkta PCR analyzujeme elektroforeticky. Vyber typu nosic¢a — gélu ( agardza alebo
polyakrylamid) zavisi od velkosti fragmentov, ktoré chceme separovat. Vizualizacia
fragmentov je mozna pomocou transiluminatora s UV Ziarenim. Velkost' produktu zistime
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pomocou Standardnych DNA markerov molekulovych hmotnosti. Na podrobnejSie
preskiimanie produktu vyuzivame restrikénu analyzu, sekvenaéné metddy a hybridizaciu so
Specifickou sondou — radioaktivne alebo enzymaticky znacenou.

Aplikacie PCR

PCR predstavuje metddu, ktord sa uspeSne realizuje v molekuldrno-biologickych
laboratdriach v nadvéznosti s poziadavkami praxe. Jej vyhodou je exaktnost’, vysoka citlivost,
reprodukovatelnost’ a pomerne jednoducha praktickd realizovatel'nost. Metéda sa vyuziva
v nasledovnych oblastiach biologického vyskumu:

Huménna medicina

V tejto oblasti sa PCR vyuZiva predovsetkym pri diagnostike geneticky podmienenych
chordb. V stcasnosti existuje okolo 5000 monogénovych chordb spdsobenych mutaciou
v jednom géne. Staci teda zdmena jedného nukleotidu na vznik abnormality, ktord vyvolava
vaznu ochorenie. PCR bola poprvykrat pouzitd na diagnostiku kosdcikovej anémie.
Dosledkom bodove] muticie (zamena T za A) v B-globinovom géne vznikd defektny
hemoglobin, ktory u homozygotov sposobuje chudokrvnostu. Naproti tomu heterozygoti su
chraneni pred malariou, pretoze kosacikové erytrocyty su pre podvodcu ochorenia —
plasmodium menej vhodné.

Huntingtonova chorea je vel'mi zévazné psychotické ochorenie prejavujuce sa
celkovym zbortenim centralneho nervového systému. Ide o geneticki chorobu
s dominantnym typom dedivosti (nosi¢ je sucasne aj obet'ou), ktora sa prejavi az v strednom
veku.

Duchennova myopatia vznikd zmenou v jednom znajvacSich ludskych génov
kodujicom svalova bielkovinu dystrofin. Gén sa nachadza na chromozome X, jeho
nositel’kami st zeny, postihnuti jedinci muzského pohlavia uz v detskom veku zomieraju na
nefunk¢nost’ dychacich svalov.

Cysticka fibroza je recesivne ochorenie, ktoré je sposobené deléciou troch baz (v
bielkovine chyba fenylalanin) v géne pre bielkovinu CFTR (transmembranovy regulator
cystickej fibrézy), ktora reguluje transport chloridovych id6nov v membranach pluc a Criev.
Choroba je frekventovana najméa v zapadnych krajinach, kde pripada 1 postihnuté na 2000
narodenych deti. Postihnuti jedinci sa doZivaji 20-40 rokov a trpia po cely Zivot placnymi
infektami a nedostatkom traviacich enzymov vzhl'adom na poruSeny ¢revny epitel.

PCR sa uplatituje v prenatdlnej diagnostike tychto ochoreni, pricom sa analyzuje DNA zo
vzoriek plodovej vody. Vyhodu predstavuje malé mnoZzstvo vzorky potrebnej na analyzu.

PCR umoznuje vcasnu detekciu niektorych ochoreni sposobenych virusmi, ktoré su
eSte v latentnom stave (nevytvaraji virusové Castice) av pripade spornych a nejasnych
sérologickych analyz. Pomocou PCR sa detekovali : virusy chripky A, B, C, virus hepatitidy B
sposobujuci hepatitidy a karcindém pecene, herpes simplex virus, EBV virus (Epstein-Barrovej
virus — mononukledzy a kofaktor onkogenézy), HPV virus ( Human papilloma virus —
karcindém krcku maternice) a iné. PCR ma svoje uplatnenie aj pri identifikacii HIV virusu
typu 1 najmd v pripade intermedidrnych sérologickych vysledkov apri vySetrovani deti
narodenych HIV pozitivnym matkdm nakol'ko protilatky od matky st v krvi dietata do 6-15
mesiacov od narodenia.

PCR umoziuje detekciu patogénnych baktérii v pripadoch nizkej citlivosti
Standardnych kultivaénych metdd, resp. obtiaznej kultivacie. Detekuju sa : Mycobacterium
tuberculosis (povodca tuberkuldzy), Borrelia burgdorferi (Lymska boreliéza prenaSana
kliestom), Vibrio cholerae (cholera), Yersinia pestis (mor), Treponema pallidum (syfilis),
E.coli (hnacky), Helicobacter pylori (chronickd gastritida a zalado¢ny vred) a iné.
V potravinach sa identifikuji patogénne baktérie, napr. Salmonella typhimurium spoésobujica
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salmoneldzy a Listeria monocytogenes, ktora zapriciituje aborty plodov a poruchy centralne;j
nervovej sustavy. Okrem baktérii sa identifikuji huby a parazitické patogény: Pneumocystis
carinii (pneumonie predovsetkym u pacientov s AIDS), Trypanosoma brucei (spava nemoc),
Plasmodium falciparum (malaria). Nesporny je aj vyznam PCR pri detekcii nadorovych
ochoreni.

Kriminalistika a stidne lekarstvo

Kriminalistika a sudne lekarstvo predstavuje d’alSiu oblast’ vyuzitia metody. Analyzuje
sa DNA z biologickych stop (krv, spermie, sliny) pachatelov trestnych ¢inov, priCom sa
aplikuje metéda DNA fingerprintingu (odtlacku DNA). Metoda vyuziva existenciu
variabilnych usekov DNA, ktoré sa opakuju v réznom pocte koépii na rdéznych miestach
genomu. Tieto VNTR sekvencie (variable number of tandem repeats) boli objavené v 80-tych
rokoch v genéme vysSich organizmov, ich rozlozenie po genome je pre kazdého jedinca
unikatne podobne, ako su jedinecné odtlacky prstov vyuzivané v daktyloskopii. Delia sa
podl'a velkosti na minisatelity (10-viac bp) a mikrosatelity (2-4bp). Zaznam fragmentov DNA
pripomina Ciarkovy kod. KedZe fragmenty DNA deti st kombinaciou fragmentov oboch
rodi¢ov, metdéda umoznuje aj dokaz rodicovstva.

Poprvykrat bola metéda DNA fingerprintingu pouzitd pri usvedceni pachatel’a
zavazného trestného ¢inu v roku 1988 a postupne nahradza metodu identifikacie jedinca na
zaklade krvnych skupin, ktorej vysledky neboli jednoznacné a vyZadovala si dobre zachované
vzorky. Naproti tomu metédy zalozené na analyzach DNA dokazu analyzovat minimalne
mnozstvo vzorky aj v degradovanom stave (Skvrna na textilii, staré tkanivo v rozklade). Napr.
touto metdodou bolo dokdzané, ze pozostatky najdené v lese pri Jekaterinburgu patria rodine
zavrazdeného cara Mikulésa.

Archeologia
Aplikacia technik molekularnej bioldgie v archeoldgii umoznilo rozvoj novej vednej

discipliny molekuldrnej archeoantropologie. Predmetom skimania tejto discipliny je DNA
izolovand zo zvyskov tiel davnych l'udskych populacii, ktora poskytuje moznost’ d’alSicho
Studia genetickej diverzity a evolucie ¢loveka, skimania pribuzenskych vzt'ahov, ako aj
moznosti genetickej identifikéacie jedincov, determindcie pohlavia (obr.2), ¢i detekcie chorob
u vymretych populacii. Okrem l'udskej DNA sa analyzuje aj DNA z niekol’ko tisic rokov
starych zvysSkov rastlin a Zivocichov a porovnava sa so sucasne zijicimi druhmi.

Na zaklade analyzy mitochondrialnej DNA z lebky neandertalca a porovnania s DNA
sucasnej l'udskej populacie bola vytvorena ,,Teoéria o africkom poévode Cloveka®. Teoria
predpokladd migraciu Casti africkej populdcie do vsetkych kontinentov v obdobi pred 200 tis.
rokmi, tzn., ze Homo sapiens neanderthalensis nie je nas priamy predchodca, ale slepa
vyvojova linia.

Pomocou PCR bolo napr. dokdzané, ze DNA extrahovana zo 17 miliénov rokov
starych fosilnych zbytkov magnoélie obsahuje sekvencie pribuzné sekvencidm sucasnych
magnolii.
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Obr.2: Determinacia pohlavia pomocou PCR zo vzoriek kosti jedinca z pohrebiska z 8.-9.
storocia ( podl'a Kollarika a kol., 2002).

M - marker molekulovej hmotnosti pBR322/Hae III

N - negativna kontrola

&' - amplifikovana DNA z muzskej krvi

Q - amplifikovana DNA zo Zenskej krvi

4 - 6 vzorky DNA jedinca zo v¢asno-stredovekého pohrebiska identifikované ako vzorky
zenského pohlavia. Amplifikovali sa Specifické sekvencie na X chromozéome (91 bp) aY
chromozéme (204 bp)

Genetika hospodarskych zvierat

V tejto oblasti sa identifikuju a analyzuji Specifické gény alebo anonymné genetické
markery pre dolezité produkéné (kvalita mésa, mlieka, viny) a reprodukéné vlastnosti (pocet
narodenych mlad’at) hospodarskych zvierat, predovSetkym oSipanych, hovidzieho dobytka
a oviec. Detekuju sa virusové a bakteridlne ochorenia a predispozicia ku vzniku genetickych
chorob. S pribudajucim poctom identifikovanych markerovych génov sa ukazuju nové
efektivne metddy $l'achtenia na zadklade markerovo-podporovanej selekcie.

V oblasti analyzy genetickych markerov hospodarskych zvierat sa vyuZiva
predovsetkym metéda PCR-RFLP, ktora je kombinaciou polymerazovej ret'azovej reakcie (PCR) a
polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP).
Metdda RFLP je zalozena na schopnosti restrikénych endonukleaz rozoznavat’ Specifické sekvencie
(tzv. cielové miesto) na dvojvlaknove; DNA a zdroven Stiepit’ obidve vldkna v rozpoznanej
sekvencii. PCR-RFLP umoznuje detekciu mutécii (polymorfizmov) v amplifikovanej DNA. PCR
produkt sa Stiepi vhodnym restrikénym enzymom a analyzuje elektroforeticky. Kedze v dosledku
mutacie (polymorfizmu) vznika alebo zanikd Stiepne miesto pre restrikénti endonukleazu,
detekuje sa rdézny pocet fragmentov alebo ich rézna velkost. Schéma postupu pri realizacii
PCR —RFLP je uvedend na obr.3.
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PCR-RFLP
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Obr. 3 : Schéma postupu pri realizacii PCR-RFLP
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V genetike hospodarskych zvierat sa PCR-RFLP vyuziva napriklad na:

* analyzu tzv. markerovych génov kvality misa u oSipanych (RYR I, RN, KIT, PIT]I,
HFABP, LEP a LEPR), mlicka u hovédzieho dobytka (kapa-kazein, beta-laktoglobulin) a
reprodukénych vlastnosti (ESR, PRLR, RBP4)

+ identifikaciu geneticky podmienenych ochoreni (BLAD, DUMPS, citrulinémia)

Jednym z perspektivnych markerovych génov kvality mésa u oSipanej je gén LEP,
kédujuci hormoén leptin, ktory zohrava doleziti ulohu v energetickom metabolizme. Bola
dokadzana asociacia polymorfizmu C/T v polohe 3469 LEP génu s hrubkou chrbtovej
slaniny. Pomocou PCR-RFLP je mozné zistit predispoziciu oSipanych k tvorbe urcitej
hrubky chrbtovej slaniny a ziskané informacie vyuzit' v §l'achtitel'skom procese na zvySenie
podielu chudého mésa (obr.4).

— 465 bp
“—347 bp

—118 bp

Obr. 4.: Analyza genetického polymorfizmu LEP génu oSipanej pomocou PCR-RFLP
( podl'a Babelova a kol., 2002)

M — marker molekulovej hmotnosti pBR322/Haelll

1,2 — genotyp TT — oSipané s vel'’kou hribkou chrbtovej slaniny
3,5 — genotyp CT - oS$ipané intermedidrne (heterozygoti)

4 — genotyp CC - oSipané s malou hrubkou chrbtovej slaniny
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Gén pre estrogénovy receptor (ESR) koéduje  protein patriaci ku skupine
transkripénych faktorov, ktory sprostredkovava posobenie samicich pohlavnych horménov —
estrogénov v roznych tkanivach mozgu, mliecnej zlazy a reprodukénych orgéanov.
Polymorfizmy v ESR géne u oSipanej ovplyviiuju plodnost’ — pocet narodenych mlad’at vo
vrthu (obr.5). Plodnost patri medzi najdolezitejSie ekonomické vlastnosti v chove
hospodarskych zvierat, preto moznost’ rychlej a spol'ahlivej identifikacie jedincov schopnych
produkovat’ viac mlad’at vo vrhu sa nesporne prejavi v efektivnosti v ekonomiky chovu
osipanych.

M 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 M

Obr. 5: Analyza genetického polymorfizmu ESR génu oSipanej pomocou PCR-RFLP
( podl'a Omelku a kol., 2001)

M - marker molekulovej hmotnosti pBR322/Hae 111
1,4,5,6,9, 11 - genotyp AA (nizsi pocet mlad’at vo vrhu)

2, 3, 10 - genotyp AB (intermediarne genotypy - heterozygoti)
7, 8 - genotyp BB (vyssi pocet mlad’at vo vrhu)

PCR umozZiiuje analyzu DNA uZ vo rannych $tadiach ontogenézy, napr. u embryi vo
faze blastocysty, ¢o je mozné vyuzit’ napr. pri véasnom urcovani pohlavia — sexdetermindcii..
Embrya sa Specidlnym pristrojom — mikromanipulatorom rozdelia na dve casti, z ktorych
jedna sa pripravuje na embryo-transfer a druhé cast’ sa analyzuje pomocou PCR.

DNA fingerprinting hospodarskych a domacich zvierat sa uplatituje v Sl'achtitel'skej
praxi pri testovani pévodu najmé hovidzieho dobytka, koni a psov.

Genetika rastlin

V oblasti genetiky kultirnych rastlin sa PCR (DNA fingerprinting) aplikuje na
identifikaciu, diferenciaciu a charakterizaciu rastlinnych genotypov, predovsetkym na
rozliSenie rastlinnych druhov, resp. jednotlivych genotypov v ramci druhu alebo poddruhu.
Vyuzivaji sa jednak ndhodné primery, ale aj Specifické, pomocou ktorych sa amplifikuje
usek znameho génu. Napr. na identifikdciu druhov ceredlii sa vyuzivaju 5§ rRNA primery,
pomocou ktorych sa amplifikuju vysokokonzervativne useky — tzv.spacery — medzigénové
oblasti. Nakol'ko sa jednotlivé druhy cerealii liSia velkostou PCR produktov (napr. jaémen —
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320bp, kukurica — 280bp, ovos — 235bp, ryza — 400bp pSenica — 315bp), je mozné PCR
vyuzit' na identifikaciu neznamej vzorky, resp. zmesi roznych vzoriek.

Primery pre gény zasobnych proteinov sa vyuzivaji na rozliSenie kultivarov pSenice
(primery pre gliadinové gény) alebo jaCmena (primery pre hordeinové gény). Gény pre
gluteniny sa vyuzivaji ako DNA markery technologickej kvality tvrdej pSenice.

Mikrosatelity predstavuju d’al$i zdroj genetickych markerov pre napr. obiloviny. Pre
gendom ja¢mena je charakteristicky ,,motiv* (AT), , pre ryzu (GGC), , pSenicu (CAG), a
(CAA),.

Okrem toho sa PCR vyuziva na identifikaciu patogénov sposobujucich ochorenia
urastlin. Ide napr. ohuby rodu Fusarium napadajucich obilniny a travy, Peronospory
tabacina u tabaku alebo Colletotrichum graminicola, ktora sposobuje hnedu Skvrnitost’
obilnin. Nemenej ddlezité je identifikécia génov rezistencie voci patogénom, napr. voci hrdzi
travovej u jaémena alebo voci mucnatke u rajéiaka.
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