DNS amplifikacio,
PCR




DNS amplifikalas: DNS szakasz megsokszorozisa

PCR: Polimeraz lancreakcio (Polymerase chain reaction)

m sz vitro nukleinsav megsokszorozo eljaras
m Feltétele: a DNS szakasz két végén 15-30 bazispar ismert legyen
m Enzimes reakcio: DNS-polimeraz

1 DNS molekularol néhany o6ra alatt tobb mint egymilliard masolat
készithetod

1984 Kary B. Mullis (Nobel dij — 1993)




A PCR-hez sziikséges elemek:

Templat: megsokszorozni kivant DNS szakasz, az
elején és a végén 1smert bazissorrenddel.

Primerek: az ismert végszekvenciakkal komplementer,

15-30 egysegbol allo oligonukleotidok.
Hg6all6 DNS-polimeraz
Epit6kévek: dATP, dTTP, dGTP, dCTP

% a DNS-t felépiti
" egysége

minta-DNS

R

Haallo
DNS-polimerdz
erzini

Primér




melegités 95°C-ra

a DNS-szdlak szétvilnak Y

SMALELLAIRE 001008,
hiités 37°C-r
; ’ 25 hevitésl és hiitési ciklus tobb mint
egvmillio misolatit eredményezi
a kiindulisi mintinak

primerek kotodnek a Immplmenter
DNS-szalakhoz :

minden egyes ciklushan a mintaként
szolgild DNS mennyisége
megkétszerezodik

a DNS-polimeraz enzim a primérektol
toviibbépiti a DNS-lincot

1 ciklus mechanizmusa:

1) Denaturalas: DNS
egyszalusitasa, az enzim
igy tud kotédni.
Primer tapadas: az
enzimnek szuksége van
az inditoszekvenciara.
Két primer szukséges,
hogy mindkét szalon
folyhasson a szintézis.

Lancnovekedés: DNS
polimerazzal

A ciklust 25-30-szor hajtjak

végre a gyakorlatban
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A reakcio gyakorlati megvalgsitasa

A primerket és a dezoxinukleotidokat nagy feleslegben
alkalmazzuk
Automatizalt készulek

Homérsékletprogramot valosit
meg
= Gyorsan

m Pontosan
Denaturalas 95-98°C: 0,5-1,5
Primer tapadas 37-60°C: 0,5-1 petc
Szintézis 72°C: kb. 1 perc

Utolso ciklus utan: 4°C-on tartas
az enzimes reakcio leallitasahoz




m Hoéallo DNS-polimeraz: Tag-polimeraz
m Termalvizekben €16 Thermus aguaticusbil nyerik

m Reakcio végtermeke agardz gélelektrotorézissel tisztithato és
vizsgalhato

A PCR elénye:

Bgyszert
Gyors
Olcso

Szelektiv: specifikus primerek alkalmazasa miatt csak a kivant
szakasz er6sodik fel, igy egy meghatarozott szekvencia keresésére
alkalmas

Erzékeny: akar egyetlen DNS molekula is megsokszorozhaté és
igy detektalhato




A PCR alkalmazasai

m Orvost diagnosztikaban:
m Genetikai betegségért felel6s szekvenciak felderitése
m Fert6zést okozo mikroba keresése ra jellemz6 szekvencia
alapjan
B [oazsagugyl orvostan: DNS minta alapjan torténo
A70N0Sitas

m Molekularis evoltcio kutatas: rokon fajok DNS-ében
talalhato kulonbségek feltarasa

B Human Genom project: szekvenciak keresése

Alkalmazasaval a mennyiségl korlatok megszintek




