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Optimization of multiplex PCR

Multiplex PCR is one of the many variants routinely performed by polymerase
chain reaction (PCR). Its advantage is especially rapid detection of a large number
of products in one reaction using multiple primer sets. Optimization of the multiplex

PCR protocol is important also for genes of metallothionein isoforms, so that we can
carry out the amplification of more than one DNA sequence. Necessary part of this
proces is the adjustments in temperature during the reaction steps and also inter-
vention with the changes in the concentration of individual reagents and different

combinations or the amount of each primer.
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Uvod

Multiplex PCR je jednou z mnoha variant
rutinné provadéné polymerazové retézové re-
akce (PCR). Jeji prednosti je predevsim rychla
detekce velkého poctu produktiivjedné reakci
za pouziti nékolika sad primerii. A¢koliv prin-
cip reakce samotné se nelisi od standardniho
protokolu PCR, spravné a efektivni pouziti
metody v§ak vyZaduje jeji diikladné planovani.

Predmétem nasi prace byla optimalizace
protokolu multiplex PCR pro geny isoforem
metalothioneinu, tak abychom mohli provadét
amplifikaci vice nez jedné sekvence DNA.

Polymerazova retézova reakce
Polymerazova retézova reakce (PCR) byla
vyvinuta v roce 1983 doktorem Kary B. Mulli-
sem, v biotechnologické firmé Cetus Corpora-
tion (Emeryvill, Kalifornie, USA). V roce 1993
byla Kary B. Mullisovi udélena Nobelova cena
za chemii za tento diilezity objev, ktery zpu-
sobil naprostou revoluci na poli molekularni
biologie . Metoda je diky svému charakteru
velmi $iroce uplatnitelnd v mnoha védeckych
disciplinach, napft. ve forenzni medicin€, krimi-
nalistice, biotechnolickych aplikacich, prental-
nidiagnostice, a stala se rutinni procedurouiv

mnoha dal$ich odvétvich. Jeji vyuziti je mozné
pravé diky citlivosti a presnosti, kdy dokaze
odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku 2.
Zakladnim principem metody je zmnozeni
nukleovych kyselin nebo jejich ¢asti. Celou
metodu Ize rozdélit do nékolika dil¢ich krokti.
Prvnim z nich je denaturace. V tomto kroku
se DNA po dobu 30 sekund zahftiva na teplo-
tu 94-98°C, nebot pri této teploté dochazi k
rozvolnéni DNA dvousroubovice vlivem po-
rusenivodikovych mustki®. Vzniknou tak dveé
samostatna vlakna DNA, zvana templatova,
na ktera mohou v dalsim kroku (annealing)
nasednout primery, coz jsou kratké useky
DNA o velikosti oligonukleotida (nejcastéji
18-25 bp), které jsou komplementarni k tem-
platové DNA. Teplota je nasledné sniZena na
50-65°C, dle teploty tani konkrétnich primerti *.
Aby PCR spravné probé€hla, je potteba pro kaz-
dou reakci navrhnout specifické primery, nebot
tyto primery jsou navrhovany vzdy pro urcity
usek vtemplatové DNA. Kdyby totiz nasedaly i
na jiné useky, nebyla by amplifikace efektivni,
jinak feceno vznikaly by nespecifické produkty.
V dalsim kroku (elongace, neboli prodluzovani)
se pak od primeru F (foward) nebo R (reverse)
zaclina syntetizovat komplementarni vlakno
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(od 3“konce primeru). Poté nasleduje posledni
krok — terminace — kdy dochazi k pripadné-
mu dosyntetizovani nukleotidii na templatova
vlakna. Takto jsme z templatové DNA ziskali
2 molekuly DNA, které se daji v dalsim cyklu
rozlozit znovu na templatovou DNA a cely cy-
klus se zopakuje. Timto nam po opakovanych
cyklech vznikaji produkty, slouzici zaroven jako
templaty pro dalsi cyklus. Teoreticky vytézek
se po 30-35 cyklech muize pohybovat kolem
1 miliardy molekul DNA 5.

Kromeé standardniho protokolu PCR se v
prubéhu let objevilo mnozstvi jeho variant.
Jedny z nejvice pouzivanych metod jsou PCR
vrealném case (real-time PCR, qPCR) ¢, kdy za
pritomnosti sondy mizeme sledovat prirdst-
ky pozadovaného produku reakce, reverzné
transkripéni PCR (reverse transcription PCR,
RT-PCR) 7, slouzici jako velice citlivy a vykon-
ny nastroj pro detekci a kvantifikaci exprese
mRNA, Touchdown PCR (TD-PCR) 8, ktera
diky temperovani vede ke sniZeni nespecifické
amplifikace, Nested PCR s vyuzitim dvou sad
primerti a mnoho dalsich.

Multiplex PCR

Je modifikace PCR, ve které amplifikujeme
dvé ¢i vice sekvenci DNA. Tato PCR se sklada
ze stejnych krokti jako konven¢ni PCR, kromé
toho, Ze je v kazdé reakci pouzito nékolik sad
primerti. Mnohocetna PCR vyzaduje méné ¢asu
a usili pri amplifikaci n€kolika cilovych tiseki
neZz pri uniplex PCR. Prestoze multiplex PCR
poskytuje potencialni tisporu ¢asu, protoze
umoznuje soucasné detekci nékolika cil, k
ziskani v§ech produkti je potieba vyznamné
optimalizace pro dosazZeni stejné ti¢innosti a
citlivosti. Proto musi byt dodrzovana opatie-
ni pfi navrhovani primeri, aby nedochazelo
k negativnim interakcim, a je tfeba peclivé
stanovit nejlepsi pomér koncentraci jednotli-
vych primerti a reagencii®. Primery, které jsou
pouzity pri multiplex PCR, nesmi byt vzajemné
komplementarni, mély by mit podobnou teplotu
hybridizace a délka produkti namnozZenych
vybranymi primery by méla byt odlisitelna
pri separaci na elektroforéze. Nicméné velké
rozdily ve velikostech produktii nejsou Zadou-

NrXs

krats$ich useku a delsi fragmenty se nemusi
amplifikovat viibec. Poprvé tuto metodu po-
psal Chamberlain vroce 1988. Poté se metoda
uspésné aplikovala pti testovani delect, ¢i jinych
riznych mutaci DNA °, dale pak u RT-PCR "
avyuziti nasla také pri odhalovani infek¢nich
nemoci zptuisobenych viry >3, bakteriemi * a
parazity *°.

Metalothionein

Metalothioneiny tvori skupinu intracelu-
larnich proteinii bohatych na cystein o nizké
molekulové hmotnosti, objevenou roku 1957 v
koriské sleziné 1, jejichz exprese a indukce je
spojovana s ochranou proti poskozeni DNA, oxi-
dativnimu stresu a apoptdze. Mnoho vyzkumii
vSak doklada vysledky o tom, Ze miiZeme po-
zorovat zvySenou expresi MT v mnoha typech
tumori, napriklad prsu, tlustého stieva, ledvin,
jater, plic, nosohltanu, vaje¢nikii, prostaty, slin-
né zlazy, varlat, stitné zlazy a mocového mé-
chyte 7. Vyskyt byl zaznamenan jak u bakterii,
tak u kvasinek, hub, rostlin a zvirat a jedna se
intracelularnich proteini v eukaryotickych
burikach. Skladaji se z 61-62 aminokyselin a
dvou globularnich domén. 20 cysteintivkazdé
molekule je schopno vazat sedm zine¢natych
nebo kademnatych iont1, pripadné az 12 iontt
meédi. U savct jsou znamy 4 izoformy. MT-1 a
MT-2 se nachaziu savci ve vSech tkanich, s nej-
indukovana vnéjsimi faktory, jakymi jsou prave
tézké kovy a oxidativni stres. Rychlost prrepisu
téchto gent je velmi zvysena pfi oxidativnim
stresu, zanétu a za pritomnosti zinku nebo
kadmia. MT zde pracuje jako velmi vykonny
zhasec hydroxylovych radikall a je schopen
nahradit funkci superoxiddismutazy 8. MT-3 a
MT-4 jsou omezeny na urcita mista, kdy MT-3 je
exprimovan prevazné v mozku a nervové tkani
a MT-4 v epitelialnich bunkach pokozky 2°,

Zaveér

Navrzeni a optimalizace multiplex PCR proto-
kolu pro geny riiznych forem metalothioneinu,
kdy je vytvorena vhodna kombinace primerti a
také zmeéna koncentraci jednotlivych reagencii
PCR Kkitu, je vhodna pro paralelni detekci Ctyr
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isoforem metalothioneinu. Diky tomu se usnad-
ni prace, usetti cas (opakovani PCR) a finan¢ni
prostiedky (mnozZstvi PCR kitu na kazdou
reakci). Zaroven dochazi ke zvyseni efektivity
procesu, nebot omezime chybu lidského fak-
toru z hlediska uspésné detekce danych gent
pro ruzné isoformy metalothioneinu béhem

jediné reakce.
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Protokol Multiplex PCR

Krok 1: V¥bér sekvence primeru

Obsah GC = 30-60%

20 bp nebo delsi

Gelova separace amplifikovanych produkti

—>

Krok 3: PCR pro individualni lokusy
Amplifikace viech jednotlivich genti za
stejnych podminek

Prizplisobit pouze podminky cyklovani

Krok 2: Ovéieni nasedini primeru

Krok 4: Multiplex PCR, ekvimolarni

A)  Viechny produkty jsou slabé

a)  Zvyseni casu extenze

b)  SniZeni teploty extenze na 62-68°C
¢)  SniZeni teploty annealingu po 2°C
d)  Prizpusobit Tag polymerizu

e) Kombinace viech

C) Dlouhé produkty jsou slabé

a) Zvyseni Casu extenze

b) Zvyieni teploty annealingu a/nebo elongace

¢) Zvyeni mnoZstvi primeru pro slaby lokus

d) SniZeni koncentrace pufiru na 0,7-0,8x, ale
dodrzet koncentraci MgCl, 1.5-2mM

e) Kombinace viech

Kazdy s kazdym primer mix ¢
Programem BLAST 0.1-0.4 pM kazdého primeru

Pouzit program z kroku 3
Krok 5:

B) Kritké produkty jsou slabé

a)  Zvysit koncentraci pufru z 1x na 1.4-2x

b)  SniZeni teploty annealingu nebo/a elongace
¢)  Zvysit mnozstvi primeru pro slaby lokus
d)  Kombinace viech

D) Nespecifické produkty

a) Dlouhé: zvysit koncentraci pufru 1.4-2x

b) Kratky: snizit koncentraci pufru 0,7-0,9x

¢) Zvysit postupné tepltou annealingu

d) Snizit mnozstvi vzorku a enzymu

e) Zvysit MgCl, 3, 6,9 a 12 mM, ale
koncentrace dNTP dodrzet na 200 uM

f) Kombinace viech

E) Zadna z vy$e uvedenych moznosti

a)  PouZiti BSA (0,1-0,8 pg/ul)

b)  PouZiti 5% DMSO nebo glycerol

¢)  Zkontrolovat, zda nedochazi k interakcim
mezi primery navzajem

d)  Zménit roztoky, pouzit erstvé ANTP

Obrazek 1: Protokol optimalizace multiplex PCR.
Upraveno podle *

Tato prdce byla financovdna ze zdrojii SIX
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