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mnoha dalších odvětvích. Její využití je možné 
právě díky citlivosti a přesnosti, kdy dokáže 
odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku 2.

Základním principem metody je zmnožení 
nukleových kyselin nebo jejich částí. Celou 
metodu lze rozdělit do několika dílčích kroků. 
Prvním z nich je denaturace. V tomto kroku 
se DNA po dobu 30 sekund zahřívá na teplo-
tu 94-98°C, neboť při této teplotě dochází k 
rozvolnění DNA dvoušroubovice vlivem po-
rušení vodíkových můstků3. Vzniknou tak dvě 
samostatná vlákna DNA, zvaná templátová, 
na která mohou v dalším kroku (annealing) 
nasednout primery, což jsou krátké úseky 
DNA o velikosti oligonukleotidů (nejčastěji 
18-25 bp), které jsou komplementární k tem-
plátové DNA. Teplota je následně snížena na 
50-65°C, dle teploty tání konkrétních primerů 4. 
Aby PCR správně proběhla, je potřeba pro kaž-
dou reakci navrhnout specifické primery, neboť 
tyto primery jsou navrhovány vždy pro určitý 
úsek v templátové DNA. Kdyby totiž nasedaly i 
na jiné úseky, nebyla by amplifikace efektivní, 
jinak řečeno vznikaly by nespecifické produkty. 
V dalším kroku (elongace, neboli prodlužování) 
se pak od primeru F (foward) nebo R (reverse) 
začíná syntetizovat komplementární vlákno 
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Úvod
Multiplex PCR je jednou z mnoha variant 

rutinně prováděné polymerázové řetězové re-
akce (PCR). Její předností je především rychlá 
detekce velkého počtu produktů v jedné reakci 
za použití několika sad primerů. Ačkoliv prin-
cip reakce samotné se neliší od standardního 
protokolu PCR, správné a efektivní použití 
metody však vyžaduje její důkladné plánování. 

Předmětem naší práce byla optimalizace 
protokolu multiplex PCR pro geny isoforem 
metalothioneinu, tak abychom mohli provádět 
amplifikaci více než jedné sekvence DNA. 

Polymerázová řetězová reakce
Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla 

vyvinuta v roce 1983 doktorem Kary B. Mulli-
sem, v biotechnologické firmě Cetus Corpora-
tion (Emeryvill, Kalifornie, USA). V roce 1993 
byla Kary B. Mullisovi udělena Nobelova cena 
za chemii za tento důležitý objev, který způ-
sobil naprostou revoluci na poli molekulární 
biologie 1. Metoda je díky svému charakteru 
velmi široce uplatnitelná v mnoha vědeckých 
disciplínách, např. ve forenzní medicíně, krimi-
nalistice, biotechnolických aplikacích, prentál-
ní diagnostice, a stala se rutinní procedurou i v 

 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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kratších úseků a delší fragmenty se nemusí 
amplifikovat vůbec. Poprvé tuto metodu po-
psal Chamberlain v roce 1988. Poté se metoda 
úspěšně aplikovala při testování delecí, či jiných 
různých mutací DNA 10, dále pak u RT-PCR 11 
a využití našla také při odhalování infekčních 
nemocí způsobených viry 12,13, bakteriemi 14 a 
parazity 15. 

Metalothionein
Metalothioneiny tvoří skupinu intracelu-

lárních proteinů bohatých na cystein o nízké 
molekulové hmotnosti, objevenou roku 1957 v 
koňské slezině 16, jejichž exprese a indukce je 
spojována s ochranou proti poškození DNA, oxi-
dativnímu stresu a apoptóze. Mnoho výzkumů 
však dokládá výsledky o tom, že můžeme po-
zorovat zvýšenou expresi MT v mnoha typech 
tumorů, například prsu, tlustého střeva, ledvin, 
jater, plic, nosohltanu, vaječníků, prostaty, slin-
né žlázy, varlat, štítné žlázy a močového mě-
chýře 17. Výskyt byl zaznamenán jak u bakterií, 
tak u kvasinek, hub, rostlin a zvířat a jedná se 
o vůbec nejhojnější skupinu zinek vázajících 
intracelulárních proteinů v eukaryotických 
buňkách. Skládají se z 61-62 aminokyselin a 
dvou globulárních domén. 20 cysteinů v každé 
molekule je schopno vázat sedm zinečnatých 
nebo kademnatých iontů, případně až 12 iontů 
mědi. U savců jsou známy 4 izoformy. MT-1 a 
MT-2 se nachází u savců ve všech tkáních, s nej-
hojnějším výskytem v játrech a jejich exprese je 
indukovaná vnějšími faktory, jakými jsou právě 
těžké kovy a oxidativní stres. Rychlost přepisu 
těchto genů je velmi zvýšena při oxidativním 
stresu, zánětu a za přítomnosti zinku nebo 
kadmia. MT zde pracuje jako velmi výkonný 
zhášeč hydroxylových radikálů a je schopen 
nahradit funkci superoxiddismutázy 18. MT-3 a 
MT-4 jsou omezeny na určitá místa, kdy MT-3 je 
exprimován převážně v mozku a nervové tkáni 
a MT-4 v epiteliálních buňkách pokožky 19,20. 

Závěr
Navržení a optimalizace multiplex PCR proto-

kolu pro geny různých forem metalothioneinu, 
kdy je vytvořena vhodná kombinace primerů a 
také změna koncentrací jednotlivých reagencií 
PCR kitu, je vhodná pro paralelní detekci čtyř 

(od 3‘-konce primeru). Poté následuje poslední 
krok – terminace – kdy dochází k případné-
mu dosyntetizování nukleotidů na templátová 
vlákna. Takto jsme z templátové DNA získali 
2 molekuly DNA, které se dají v dalším cyklu 
rozložit znovu na templátovou DNA a celý cy-
klus se zopakuje. Tímto nám po opakovaných 
cyklech vznikají produkty, sloužící zároveň jako 
templáty pro další cyklus. Teoretický výtěžek 
se po 30-35 cyklech může pohybovat kolem 
1 miliardy molekul DNA 5. 

Kromě standardního protokolu PCR se v 
průběhu let objevilo množství jeho variant. 
Jedny z nejvíce používaných metod jsou PCR 
v reálném čase (real-time PCR, qPCR) 6, kdy za 
přítomnosti sondy můžeme sledovat přírůst-
ky požadovaného produku reakce, reverzně 
transkripční PCR (reverse transcription PCR, 
RT-PCR) 7, sloužící jako velice citlivý a výkon-
ný nástroj pro detekci a kvantifikaci exprese 
mRNA, Touchdown PCR (TD-PCR) 8, která 
díky temperování vede ke snížení nespecifické 
amplifikace, Nested PCR s využitím dvou sad 
primerů a mnoho dalších.

Multiplex PCR
Je modifikace PCR, ve které amplifikujeme 

dvě či více sekvencí DNA. Tato PCR se skládá 
ze stejných kroků jako konvenční PCR, kromě 
toho, že je v každé reakci použito několik sad 
primerů. Mnohočetná PCR vyžaduje méně času 
a úsilí při amplifikaci několika cílových úseků 
než při uniplex PCR. Přestože multiplex PCR 
poskytuje potenciální úsporu času, protože 
umožňuje současně detekci několika cílů, k 
získání všech produktů je potřeba významné 
optimalizace pro dosažení stejné účinnosti a 
citlivosti. Proto musí být dodržována opatře-
ní při navrhování primerů, aby nedocházelo 
k negativním interakcím, a je třeba pečlivě 
stanovit nejlepší poměr koncentrací jednotli-
vých primerů a reagencií 9. Primery, které jsou 
použity při multiplex PCR, nesmí být vzájemně 
komplementární, měly by mít podobnou teplotu 
hybridizace a délka produktů namnožených 
vybranými primery by měla být odlišitelná 
při separaci na elektroforéze. Nicméně velké 
rozdíly ve velikostech produktů nejsou žádou-
cí, neboť zapříčiňují přednostní amplifikaci 
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isoforem metalothioneinu. Díky tomu se usnad-
ní práce, ušetří čas (opakování PCR) a finanční 
prostředky (množství PCR kitu na každou 
reakci). Zároveň dochází ke zvýšení efektivity 
procesu, neboť omezíme chybu lidského fak-
toru z hlediska úspěšné detekce daných genů 
pro různé isoformy metalothioneinu během 
jediné reakce. 

Optimalizace Multiplex PCR

Obrázek 1: Protokol optimalizace multiplex PCR. 
Upraveno podle 4
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