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DNS DNS amplifikamplifikáállááss: DNS szakasz megsokszoroz: DNS szakasz megsokszorozáásasa

PCR: PCR: PolimerPolimeráázz llááncreakcincreakcióó ((PolymerasePolymerase chainchain reactionreaction))
�� inin vitrovitro nukleinsav megsokszoroznukleinsav megsokszorozóó eljeljáárrááss

�� FeltFeltéétele: a DNS szakasz ktele: a DNS szakasz kéét vt vééggéén 15n 15--30 30 bbáázispzispáárr ismert legyenismert legyen

�� Enzimes reakciEnzimes reakcióó: : DNSDNS--polimerpolimeráázz

�� 1 DNS molekul1 DNS molekuláárróól nl nééhháány ny óóra alatt tra alatt tööbb mint egymillibb mint egymilliáárd mrd máásolat solat 
kkéészszííthetthetőő

1984 1984 KaryKary B. B. MullisMullis (Nobel d(Nobel dííj j –– 1993)1993)



A A PCRPCR--hezhez szszüüksksééges elemek:ges elemek:
�� TemplTempláátt: megsokszorozni k: megsokszorozni kíívváánt DNS szakasz, az nt DNS szakasz, az 

elejelejéén n éés a vs a vééggéén ismert bn ismert báázissorrenddel.zissorrenddel.
�� PrimerekPrimerek: az ismert v: az ismert véégszekvencigszekvenciáákkal komplementer, kkal komplementer, 

1515--30 egys30 egyséégbgbőől l áállllóó oligonukleotidokoligonukleotidok. . 
�� HHőőáállllóó DNSDNS--polimerpolimeráázz
�� ÉÉppííttőőkköövekvek: : dATPdATP, , dTTPdTTP, , dGTPdGTP, , dCTPdCTP



1 ciklus mechanizmusa1 ciklus mechanizmusa::
1)1) DenaturDenaturáállááss: DNS : DNS 

egyszegyszáállúússííttáásasa, az enzim , az enzim 
íígy tud kgy tud kööttőődni.dni.

2)2) Primer tapadPrimer tapadááss: az : az 
enzimnek szenzimnek szüükskséége van ge van 
az indaz indííttóószekvenciszekvenciáára. ra. 
KKéét primer szt primer szüüksksééges, ges, 
hogy mindkhogy mindkéét szt száálon lon 
folyhasson a szintfolyhasson a szintéézis.zis.

3)3) LLááncnncnöövekedvekedééss: DNS : DNS 
polimerpolimeráázzalzzal

A ciklust 25A ciklust 25--3030--szor hajtjszor hajtjáák k 
vvéégre a gyakorlatbangre a gyakorlatban



�� Minden ciklus Minden ciklus 
ututáán n 
megduplmegdupláázzóódik a dik a 
DNS mennyisDNS mennyiséégege

�� ExponenciExponenciáális lis 
nnöövekedvekedéés:s:

�� 223030=1 milli=1 milliáárdrd



A reakciA reakcióó gyakorlati megvalgyakorlati megvalóóssííttáásasa

�� AutomatizAutomatizáált klt kéészszüülléékk
�� HHőőmméérsrséékletprogramot valkletprogramot valóóssíít t 

megmeg
�� Gyorsan Gyorsan 
�� PontosanPontosan

�� DenaturDenaturáálláás 95s 95--9898°°C: 0,5C: 0,5--1,51,5
�� Primer tapadPrimer tapadáás 37s 37--6060°°C: 0,5C: 0,5--1 perc1 perc
�� SzintSzintéézis 72zis 72°°C: kb. 1 percC: kb. 1 perc
�� UtolsUtolsóó ciklus utciklus utáán: 4n: 4°°CC--on tarton tartáás s 

az enzimes reakciaz enzimes reakcióó leleáállllííttáássááhozhoz

A primerket és a dezoxinukleotidokat nagy feleslegben 
alkalmazzuk



�� HHőőáállllóó DNSDNS--polimerpolimeráázz: : TaqTaq--polimerpolimeráázz
�� TermTermáálvizekben lvizekben ééllőő ThermusThermus aquaticusbaquaticusbóóll nyeriknyerik

�� ReakciReakcióó vvéégtermgtermééke ke agaragaróózz ggéélelektroforlelektroforéézisselzissel tiszttisztííthatthatóó éés s 
vizsgvizsgáálhatlhatóó

A PCR elA PCR előőnye:nye:

�� EgyszerEgyszerűű
�� GyorsGyors
�� OlcsOlcsóó
�� SzelektSzelektíív:v: specifikus primerek alkalmazspecifikus primerek alkalmazáása miatt csak a ksa miatt csak a kíívváánt nt 

szakasz erszakasz erőőssöödik fel, dik fel, íígy egy meghatgy egy meghatáározott szekvencia keresrozott szekvencia kereséésséére re 
alkalmasalkalmas

�� ÉÉrzrzéékenykeny: ak: akáár egyetlen DNS molekula is megsokszorozhatr egyetlen DNS molekula is megsokszorozhatóó éés s 
íígy detektgy detektáálhatlhatóó



A PCR alkalmazA PCR alkalmazáásaisai
�� Orvosi diagnosztikOrvosi diagnosztikáában:ban:

�� Genetikai betegsGenetikai betegsééggéért felelrt felelőős szekvencis szekvenciáák felderk felderííttéésese
�� FertFertőőzzéést okozst okozóó mikroba keresmikroba kereséése rse ráá jellemzjellemzőő szekvencia szekvencia 

alapjalapjáánn

�� IgazsIgazsáággüügyi orvostan: DNS minta alapjgyi orvostan: DNS minta alapjáán tn töörtrtéénnőő
azonosazonosííttááss

�� MolekulMolekulááris evolris evolúúcicióó kutatkutatáás: rokon fajok DNSs: rokon fajok DNS--éében ben 
taltaláálhatlhatóó kküüllöönbsnbséégek feltgek feltáárráásasa

�� HumanHuman GenomGenom project: szekvenciproject: szekvenciáák keresk kereséésese

AlkalmazAlkalmazáássáával a mennyisval a mennyiséégi korlgi korláátok megsztok megszűűntekntek


