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A PCR elve, alapjai

A PCR a DNS egy jol meghatarozott részletét megsokszorozza, amplifikalja, ezaltal
detektalhatova teszi. A detektalhatosag lehetové tétele azért fontos, mert a rendelkezésre
allé nukleinsav minta gyakran igen kevés. Az eljaras in vitro koriilmények kozott a DNS
szintézis természetesen lejatszodo folyamatat utanozza.

A PCR elve nagyon egyszerii: a kétszalu DNS-szakaszt (hddenaturacidval) egyszalusitjuk,
majd megszintetizaltatjuk mindkét szal komplementer parjat. Ezt ciklikusan ismételve
exponencialis modon felszaporithatd a kivalasztott DNS-szakasz. A reakcio egyik
kulcsfontossagu tagja a polimeraz enzim, amely csak akkor tud a DNS-hez kapcsolodni,
ha az legalabb egy rovid szakaszon kettds szalu formaban van a reakcidelegyben. Ezt a
tényt kihasznalhatjuk arra, hogy kizarélag csak az a DNS-szakasz sokszorozodjon fel,
amelyiket mi szeretnénk. Mivel a felsokszorositdshoz a két szalat egymastol el kell
valasztani, a reakcid megkezdéséhez rovid, mesterséges szakaszokat kell tervezniink.
Ezeket nevezziikk primereknek. A primer megfeleld korilmények kozott az adott
komplementer szekvencidhoz be fog kotddni (a hibridizacid midig a bazisparosodas
szabalyainak megfeleléen zajlik, adeninnel szemben timin, citozinnal szemben guanin
talalhatd). A primerek szerepe azonban joval nagyobb, mint a reakcid lehetévé tétele,
hiszen a primer szekvencidja hatdrozza meg azok betapadasi helyét, azaz a reakcio helyét
is a DNS szédlon. A polimerizacios reakcid sikerességéhez a primereken kiviil egyéb
komponensekre is sziikség van.

A PCR reakcidelegy Osszetétele:
- templat DNS

Béarmilyen eredetli DNS molekulat felhasznalhatunk templatként, attol fiiggden,
hogy mi a célunk:

o Genomi DNS: kiilonféle mutdciok (pontmutéacio, delécid, inzercio)
kimutatasa, kiilonféle organizmusok (baktériumok, virusok, GMO-k, stb.)
jelenlétének kimutatasa, a DNS ujjlenyomatok altal igazsagiigyi €s apasagi
vizsgalatok

o CDNS: Adott gén kifejezédésének vizsgalatanal a génrdl atirodott mRNS-
ek mennyiségének meghatarozasa a cél. A vizsgalni kivant mintabol RNS-
t kell izolalni, majd reverz transzkripcio segitségével megszintetizalni a
RNS komplementer DNS szalat (cDNS).

A cél DNS kinyerését izolalasnak nevezziik, melynek részleteire jelen leiratban
csak a cDNS vizsgalatara vonatkozdan tériink ki.

- dNTP

A reakcioelegynek a DNS-t felépité mind a négyféle dNTP-t tartalmaznia kell
ekvimolaris mennyiségben, hiszen a polimerdz ezeket fogja épitdkovekkeént
hasznalni a reakci6 soran.



- Primerek (indit6 oligonukleotidok)

Két kb. 18-25 nukleotid hosszisagii primert kell alkalmaznunk a sikeres
amplifikalas véghezviteléhez. A tapadasi helyiik jeldli ki a terméket (a templat DNS
komplementer részletével alakitanak ki kapcsolatot), igy a tervezésiikre kiilonds
gondot kell forditanunk. Ehhez ismerniink kell a tapadasi hely szekvenciajat.

- DNS-polimeraz enzim

A legtobb esetben a Taq polimerdz enzimet hasznaljak, amely arrél a
forrovizesforrasokban €16 Termus aquaticus Osbaktériumrol kapta a nevét,
amelybdl az enzimet eldszor izolaltak. A Taq polimeraz enzim képes elviselni akar
100°C-ot is. E tulajdonsaga miatt hasznalhat6 a 95°C-os denaturacids 1épést is
tartalmaz6 PCR reakci6 soran.

- Egyéb komponensek

Mg?* ionoknak megfelelé koncentracioban jelen kell lenniiik, mivel ezek a Taq
polimeraz kofaktorai. Minden esetben pufferoldat biztositja a reakcioelegy allando
pH-jat és gyakran alkalmaznak BSA-t (szarvasmarha szérum albumint) az enzim
stabilizatoraként.

A reakcidelegy Osszemérése utan az (1j DNS lancok szintézise a PCR késziilékben folyik.
A PCR késziilék gyakorlatilag egy rendkiviil pontos, programozhatd termosztat. A PCR
eljaras harom {6 1épése:

1. Denaturacié: A reakcidelegyet 95°C-ra felmelegitjiik. Ez a hdmérséklet elegendd
ahhoz, hogy a templat DNS két szalat 6sszetartd hidrogén hidak felszakadjanak, és
egyszala DNS molekuldk alakuljanak ki. A denaturdlds iddtartama 15-45
masodperc. Az elsd ciklus eldtt sziikség van egy 3-5 perces denaturalési 1épésre,
amely a nagyméretd templatlancok felnyitasara, valamint a hot start enzim
aktivalasara szolgal. A hot start polimerdzokhoz kezdetben antitest kot, ami
meggatolja az enzim aktivitasat alacsony hOmérsékleten. 95°C-ra melegitve az
antitest denaturalodik, igy az enzim aktivalodik. A hot start polimerazok
kikiiszobolik az alacsony hdmérsékleten torténd aspecifikus reakciot.

2. Primerek megtapadasa (annealing): A mintakat lehiitjiik arra a hémérsékletre (45—
70 °C), ahol a specifikus primerek megtalaljak a komplementer szekvenciajukat, de
még nem képesek arra, hogy aspecifikus helyre kotddjenek. (Alacsonyabb
hémérsékleten egymassal nem komplementer DNS-szakaszok 1is képesek
aspecifikusan kapcsolodni.) A tapadasi 1épés ideje ugyancsak 15-45 masodperec,
hémérsékletét a hasznalt primerek olvadaspontja hatarozza meg. Elvben itt az
eredeti DNS két széala is visszakapcsolodhatna, mégsem ez torténik, két ok miatt:
egyrészt a templat DNS hosszu, sokdig tart, amig a pontos parosoddst megtaldlja,
masrészt primerbdl sokkal tobb van, hamarabb taldlja meg valamelyikiik a
komplementer szekvenciat. Ezt a kapcsolodasi hémérsékletet angolul ,,annealing
temperature”-nek hivjuk, a reakcié specifitasat elsésorban ez hatarozza meg.



3. Polimerizacié (amplifikacié, extenzid): A primerek bekapcsolodasa utan szinte
azonnal elkezdddik a polimerizaci6. Hogy a polimerizacié megfeleléen gyorsan
haladjon, a reakcié hémérsékletét fel szoktak vinni az enzim miikodési optimumara
(72°C). A polimerizéci6 idOtartamat a szintetizalt termék hosszusaga, valamint az
alkalmazott enzim gyorsasaga befolyasolja. A Taq enzim hozzavetélegesen 1000
bazist képes beépiteni 60 masodperc alatt 72°C-on A felsokszorozni kivant szakasz
hosszanak fliggvényében a reakciot melegitéssel ledllitjuk (visszatérés az 1. pontra),
ilyenkor szétvalik a DNS két lanca, hogy aztan az annealing temperature-ra lehiitve
ismét primerek tapadhassanak hozzajuk és ujra kezd6dhessen a polimerizacidé (1.
abra). Az utolso6 ciklus utan rendszerint még egy hosszabb polimerizacids 1épést is
alkalmaznak, (72 °C, 5 perc), amely soran az esetleg csonkan maradt szalak is
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1. abra

Exponencialis szaporodas

Tekintsiik a hosszu, dupla szald DNS-templat két szalat! Miutan a hddenaturacié miatt a
két szal elvalik egymastol, mindkét szalra bekotodik egy-egy komplementer primer. Az
elsd reakcid soran a primerektdl kezdve megkezdddik a komplementer szalak szintézise,
¢€s ez egészen addig tart, amig az els6 ciklust le nem allitjuk. Ebbdl adédoan az elsdként
szintetizal6do 1 szalak hossza nem elére meghatarozott. A masodik ciklusban mar az elsé
ciklus soran szintetizalodott, ) szalak is templatként fognak részt venni, azaz réluk is
keletkezik majd termék. Az errdl keletkezd termék hosszat azonban mar egyértelmiien meg
fogja hatarozni a primerparunk. A keletkezd kétszali szakaszokat minden ciklus utan ismét
szétvalasztjuk, igy az eredeti, hosszii szakaszokrol is keletkeznek termékek, amelyek
hossza tovabbra sem jol meghatarozott. Azonban ez a novekedés linearis iitemben koveti
a ciklusok szdmat, mig a jol behatarolt, szdmunkra fontos szakaszok sokszorozodasa
exponencialisan zajlik. Az exponencialis szaporodas annyira talndvi a linedrisat, hogy egy
tipikus PCR-reakcié 20-30 ciklusa utan az eredeti templatok mennyisége elhanyagolhatd
lesz a jol meghatarozott szakaszokéhoz képest. Ha X darab kettds szalti templatom volt
kezdetben, és 100%-0s hatékonysaggal miikddik a reakcio, akkor két ciklus utan X darab
kettds szall szakaszom keletkezik. Az ezt kdvetd minden ciklusban a szakaszok szama
duplazodik, tehat n ciklust kovetden X-2"2 darab szakaszunk keletkezett (2. abra). Ezeket
a ,,szakaszokat” hivjuk PCR-terméknek, gélen megfuttatva idedlis esetben csak ez a
homogén, egy csikban fut6 DNS-fragment latszik.
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A PCR hatéasfoka tobbnyire csak elméletben 100%, a valosagban ennél alacsonyabb (jo
esetben 90-100%). Raadasul a termékek szama csak az elsé néhany ciklusban novekszik
exponencialisan, egy id6 utan kezdenek elfogyni a primerek, a dANTP-k és a reakciot
katalizalni képes szabad enzimek. Raadasul az enzimek egy része is tonkre mehet a
hémérséklet-ingadozastol. Ezért az exponencidlis ndvekedés lelassul, végil leall;
tobbnyire azel6tt, miel6tt az 6sszes beprogramozott ciklus lefutna. Ebbél kovetkezik, hogy
nagy ciklusszam esetén a ciklussorozat végén a termékek szdma gyakorlatilag fiiggetlen az
eredetileg a mintdhoz adott templatok szdmatol, inkdbb fiigg a termék hosszatol, a
primerek, a dNTP-k és az enzim mennyiségétol.

A PCR-termékek
exponencialis
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2. abra
Primerek tervezése

A primereket koriiltekintden kell megtervezniink, hogy mitkoddképes €s specifikus legyen
a reakcionk. Ennek természetesen sok termékspecifikus aspektusa van, de van néhany
altalanos érvénytli szabaly:

e paros tervezés: A primerek egy adott szakaszt fognak kozre, igy parban tervezziik dket
(forward és reverz primer).

e hossz: 20 nukleotid koriil legyen (18-25), ennél rovidebb vagy hosszabb primerek
aspecifikus feltapadast eredményezhetnek.

e Tm (olvadasi hdmérséklet): A két primer olvadasi hdmérséklete hasonlo legyen.

e baziskompozicio: Valtozatos nukleotidszekvencia, a guaninok és citozinok mennyisége
hasonl6 a timinek és az adeninek mennyiségéhez (GC arany ~40-60%).

e keriilend6: Komplementer szekvenciak jelenléte masodlagos szerkezetek kialakulasat
okozhatja, amely konformacidvaltozds kovetkeztében Ilehetetlenné teheti a
célszekvenciahoz vald betapadast (hairpin, primer dimer).

e 3’ vég: JO, ha C vagy G talalhato a 3” végen, de érdemes keriilni a CG vagy GC végeket.

Hogy megkonnyitsilk az optimdlis primerpar tervezését, érdemes primertervezo
segédprogramokat hasznalnunk, amelyek koziil tobb online is hozzaférhetd.



A PCR alkalmazasi tertletei, feltételei

Mi mindenre lehet hasznalni a PCR-technikat? Nézziik a legfontosabb példakat roviden:

Genetikai manipulacio (klénozas, iranyitott mutagenezis)

Adott ¢l6lények jelenlétének kimutatasa (bakterialis, virdlis fertdzések)
Szekvenciaanalizis (szekvenalas ,,linearis” PCR-rel)

Mutaciok, polimorfizmusok kimutatidsa (6roklodés, genetikai betegségek, apasagi
vizsgalat)

Mennyiségi vizsgalatok (specifikus DNS- vagy RNS-szintek mérése)

A PCR elméletébdl kovetkezik és a fenti példakbol latszik, hogy barmiféle genetikai
szennyezddés nagyban ronthatnd a reakcid specifitdsat, hamis pozitiv eredményeket
produkdlva. Ebbdl kovetkezik, hogy a PCR-reakcidhoz hasznalt eszkozoknek és
oldatoknak kontamindciomentesnek kell lennitik. Ez kiilonosképpen igaz, ha kvantitativ
PCR vizsgalatot végziink. Az eredményes qPCR vizsgalathoz az alabbi pontok betartasa
sziikséges:

A reakcio Osszemérését és az Osszemért reakcidelegyek qPCR gépben torténd
felsokszorositasat két kiillon helyiségben végezziik, amelyek 1égtere kozott nincs
kozvetlen érintkezés, nehogy az esetlegesen kiszabadulo DNS a levegdbe jutva
beszennyezhesse a jovObeli mintakat.

Mindig 0j, RN-4z- és DN-azmentes, steril mianyagarut (Eppendorf és PCR csoveket,
pipettahegyet) hasznaljunk. Lehetdség szerint hasznalhatunk sziirével -ellatott
pipettahegyeket. A milanyagarukat minden esetben Iégmentesen lezarva taroljuk, és
hasznalat utan azonnal zarjuk vissza.

A torzsoldatokat alikvotokban (porcidkban) taroljuk. A torzsoldatokkal (enzimmel,
festékkel, tomény primeroldattal) valé munkavégzést idoben el kell kiiloniteni a DNS
mintdkkal valé munkatol.

Tiszta gumikesztyliben, tiszta, dekontaminalt laborasztalon, tiszta pipettaval rakjuk
Ossze a reakciokat. A mintak bemérése utan valtsunk kesztyit, vagy mossuk le vizzel.

A reakciocsoveket csak a kimérés/bemérés idejére hagyjuk nyitva.
Amennyire lehet, igyekezziik elkeriilni az aeroszolképzddést.

Mindig rakjunk Ossze egy templat DNS nélkiili negativ kontrollt (no template
control, NTC), hogy lassuk, volt-e kontaminacio. Kontaminacio esetén érdemes
el0szor a nukleazmentes vizet lecserélni (ez a legolcsobb), de ha a kontaminécio
megmaradt, legjobb, ha minden oldatbdl Gjat hasznalunk a jovOben.

Hatdsagi bizonyitvanyok kiadasara jogosult, un. akkreditalt laboratoriumokban az
eldirasok még szigorubbak. Kiilon helyiségben, gyakran steril elszivofiilke alatt
rakjak 0ssze a PCR-reakciot. Kesztylin kiviil szajmaszk ¢s fejvédd hasznalata is
kotelezo, a szellozést is specialis Gton biztositjak.



Kvantitativ mérések real-time PCR-rel (qPCR)

A valds ideji, angolul real-time PCR modszer 1ényege, hogy a DNS sokszorositast
kvantitativan tudjuk nyomon kovetni. Ezzel a technikaval nagy pontossaggal meg tudjuk
hatarozni a DNS templat kiinduldsi mennyiségét, ami sok szempontbol igen hasznos lehet.
A meghatarozas fluoreszcens jel mérésén alapul, mely a DNS megsokszorozodasa
(amplifikéacio) sordn novekszik. A fluoreszcens jel és a PCR termék mennyisége kozotti
kapcsolat alapjan felvehetd egy PCR amplifikaciés gorbe. A templat amplifikacio
fluoreszcens jelekkel torténd valds idejli kdvetésével lehetdségiink van példaul az mRNS
templat mennyiségét, €s ezen keresztiil a génexpresszid mértékét meghatarozni (reverz
transzkripci6 és PCR kombinalasaval). A real-time PCR-késziilékekben talalhatod
valamilyen monochromalis fényt kibocsato fényforras és egy fluoreszcens detektor.

A real-time PCR-t tobbféle médon lehet nyomonkdvetni.

Ha areakcioelegyhez a DNS két szala koz¢ interkalalodé (beékelddd), és az interkalalodas
kovetkeztében fluoreszkalo festéket tesziink (pl.: EvaGreen, SYBR Green 1), akkor a kiilsé
gerjesztés hatasara 1étrejott fluoreszcencia mennyisége egyenesen aranyos lesz a kettds
szali DNS, tehat az amplikon mennyiségével (3. abra). A késziilék kialakitasa olyan, hogy
a fluoreszcenciat a PCR-reakcio kozben is detektalni tudjuk. A real-time PCR-ben az
interkalalodo festék fluoreszcenciajanak detekcidja minden ciklusban a ldnchosszabbitasi
1épés végén torténik. Univerzalis kettds-szali DNS-koté tulajdonsagukbol kovetkezik,
hogy barmilyen szekvencidhoz hasznalhatéak, ugyanakkor a fluoreszcens jel nem
specifikus egy adott amplikonra. Kiilondsen fontos ezért a primerek specifitdsa, és a
primer-dimer képzodés elkeriilése.

PCR real-time detektalasa
interkalalodo fluoreszcens festékkel

primer

1. denaturacio
templat DNS

¢ ¢
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’ ’ _ 2. primerek betapadasa

: 3. polimerizacié



A célszekvenciahoz olyan probat (szondat) is alkalmazhatunk (harmadik oligonukleotid),
amely nem a forward vagy reverse primer letapadasi helyére kotédik, hanem attol
kiilonbozo helyre, valahol kozottiik.

A Tagman néven ismert moddszernél a szonda oligonukleotid végei kiilonb6zo
fluoreszcens csoportokat tartalmaznak, egy riporter és kioltd (quencher) fluorofort,
amelyek a fluoreszcens rezonanciaenergiatranszfer (FRET) jelenséget kihasznalva
biztositjak a detektalas lehetdségét. A riporter fluoreszcens emisszios spektruma atfed a
quencher gerjesztési spektrumaval. A fluoreszcens probakat ugy tervezik, hogy a két festék
fizikailag kozel legyen egyméshoz (maximum 10-100 A). Alapesetben a riportert
gerjesztve nem detektaljuk annak fluoreszcencidjat, mert atadja az energiat a quenchernek.
A reakcié sordn a riporter és a quencher eltavolodnak egymastol (pl. Tagman proba
esetében a festékek kozotti oligunukleotidot a Taq polimeraz 5° -3 exonukleaz
aktivitasanal fogva lebontja). A FRET megsziintével a riporterre jellemzd fluoreszcens
szignal detektalhatova valik, erdssége a reakcid eldrehaladtdval az amplikon
mennyiségének megfeleléen no.

Tehat a quencher molekula a riporter csoporthoz kozel kioltja annak emisszidjat, ha
azonban a DNS-polimeraz elbontja a szondat, a két fluoreszcens molekula az oldatban
tavol keriil egymastol, és igy mar képesek vagyunk a riporter molekulan keresztiil
detektalni a mennyiségi novekedést (a fluoreszcencia jel ndvekedése és az ujonnan
szintetizaloddo DNS mennyisége egyenes aranyos).

Fluorophore Quencher

Forward PCR. primer ¢y TagMan
_______ . Probe

Reverse PCR. primer

I Amplification Assay
Polymerization ( 2 9
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B o o E w W ge—

Result
Fluorescence

\“4“ ?

PCR. Products Cleavage Products

4. abra



A  PCR-reakcio exponencialis fazisaban a kiilonb6z6 mintdk fluoreszcencidja
Osszehasonlithato, beldliik az eredeti DNS-mennyiségek aranya mérhetd. A valdsagban ez
egy kicsit masképp torténik: Megnézik, hogy egy minta fluoreszcencidja mikor ér el egy
adott kiiszobértéket (treshold), és feljegyzik az ehhez tartozoé ciklusszamot (Ct treshold
cycle = Cq quantification cycle). A két Osszehasonlitandd minta Cq értékeinek
kiilonbségébdl (ACq) szamolhato az eredeti mintdk DNS-aranya. Ha példaul X minta Cq
értéke 3-mal nagyobb, mint Y-é (ACq=3), akkor Y mintaban 23=8-szor annyi DNS volt
eredetileg, mint az X-ben (5. abra). A PCR hatékonysaga persze nem 100%-0s. Az éles
kisérletek eldtt higitasi sort hasznalva minden primerparra meghatarozhatjuk az adott
kortilmények kozott a reakcid hatasfokat. Ezt az értéket is figyelembe kell venniink, ha a
pontos aranyokra kivancsiak vagyunk. Altaldban minimum 90%-os hatékonysagot
tekintlink elfogadhatonak, ha ennél alacsonyabb, akkor tobbnyire a primereket le kell
cserélni.
Amplifikacid valds idejl detektalasa
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5. abra

Az esetek tobbségében a hosszu denaturacios kezdd 1épés (95 °C, 5 perc) utan kétlépcsds
ciklusokat alkalmazunk:

1. 95 °C, 30 sec: ezalatt denaturalddnak az amplikonok

2. x °C, 30 sec: Ezen a hdmérsékleten betapadnak a primerek, és megtorténik a
polimerizacid (az enzim optimuma 72 °C, ezen a hdmérsékleten hozzavetdleg 1000 bazist
képes beépiteni az enzim 60 masodpercenként, az altalunk hasznalt szuboptimalis
hémérsékleten a polimerizaci6 sebessége joval kisebb).

A felsokszorositand6 szakasz igen rdvid, tobbnyire 60-200 bazispar hosszl, hogy a
szuboptimalis hémérsékleten is rovid ido alatt végig érjen az enzim, valamint, hogy
minimalizaljuk az amplikonok altal felveheté masodlagos szerkezet komplexitasat, igy
elkertiljiik a hatasfok csokkenését.



A reakcio specifitasat kétféleképp tudjuk ellendrizni. Az egyik moddszer, hogy a
reakcidterméket gélen megfuttatjuk. A masik modszer kevésbé id6- és munkaigényes: a
PCR-ciklusok befejezése utan a PCR-terméket nagyon lassu homérséklet-emeléssel
melegitjiik fel. Amikor a termék eléri a ra jellemzd olvadasi hdmérsékletet, a két szal
elvalik egymadstol, a fluoreszcencia hirtelen csokken. A melegités soran detektalhato
fluoreszcencia kirajzol egy olvadési gorbét (,,melting curve”), melynek derivaltjarol
kénnyen leolvashat6 az olvadasi homérséklet. Mivel a kiilonb6z6 PCR-termékek olvadasi
hémérséklete nagy valosziniiséggel mas és mas, tobb PCR-termék aspecifikus
felszaporodasa esetén tobbcsucsu derivalt gorbét kapnank. Ha csak egy csucsot kapunk, az
a reakci6 specifikussagat jelzi (6. abra).

Amplikonok specifitasanak ellenérzése
olvadasi gorbék analizisének segitségével

’ J \' "'. Aheterogén,tésZ:
Ia's

6. abra
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Reverz transzkripciot kovetd gPCR (RT-qPCR)

A reverz transzkripcido a természetben is eloforduld jelenség, melyet retrovirusokban
fedeztek f6l. Mivel a retrovirusok 6rokité anyaga RNS, annak érdekében, hogy a gazdasejt
genomjaba integralodhasson, RNS-¢t at kell forditania DNS-re. Ennek eszkoze a reverz
transzkriptaz enzim. Az RT-PCR technika felhasznalasi lehetdségei: RNS alapu
virusfertézések vagy rakos sejtmarkerek azonositasa, transzkripcidos szintek
meghatarozasa, sejt- vagy szovetspecifikus cDNS konyvtarak 1étrehozasa. Az RT-gPCR
technikahoz tehat a vizsgalni kivant sejtekbdl RNS izolalasara van sziikkség. Szamos RNS
bonté enzim, RNaz létezik, melyek nagyon stabilak, és gyakorlatilag mindenhol jelen
vannak. A boriinkrél, hajunkbol folyamatosan keriilnek elhalt sejtek a kornyezetiinkbe,
melyek RNaz tartalmaval szamolnunk kell. RNS-izolalasnal tehat els6dleges szempont,
hogy megakadalyozzuk az RN-azok hozzaférését a mintankhoz.

Az izolélast ebbdl adéddan nagyon tiszta koriilmények kozott, gyorsan, és lehetdleg
minél alacsonyabb hdfokon (jégen hiitve) végezziik. Elére letisztitott laborasztal és
pipettdk, tiszta kesztyli, RN-dzmentes oldatok ¢és millanyagaru elengedhetetlen
elofeltételek. Az extrakcid elvégzésére tobbéle modszer is rendelkezésre all. A
hagyomanyos modszerek kiilonféle reagensek, illetve koriilmények hosszadalmas
optimalizalasa aran igen j6 eredményt adhatnak, azonban egyre elterjedtebbek az RNS-
izolalo kitek is. Ezek az RNS szilikagél, illetve anioncseréld-oszlop iranti affinitasat
hasznaljak ki. Ha RNS-t izolalunk, annak épségét gélelektroforézissel tudjuk ellendrizni
(els6sorban a riboszomalis RNS-eket jelentd, jol elkiiloniilt, két vastagabb csik alapjan (7.
abra).

7. abra
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Az RNS koncentraciojanak és tisztasaganak meghatarozasa
NanoDrop segitsegéevel

Az izolalas sikerességén lehet javitani a 1épések optimalasaval, azonban a végeredmény
mindségérdl minden esetben meg kell gy6zddniink. Ennek egyik legegyszeriibb modja az
igen kis mintaigényii, in. NanoDrop spektrofotométer hasznalata. A NanoDrop UV-Vis
spektrofotométerrel nagyon kis térfogata fehérje- illetve nukleinsavmintak koncentracioja
is meghatarozhat6. Nagy elénye, hogy mintaigénye nagyon kicsi (0,5-3 ul). Figyelembe
véve, hogy az izolalt nukleinsav mennyisége nagysagrendekkel a klasszikus kiivettas
spektrofotométerek mintaigénye alatt (tobb 100 ul) van, ez kulcsfontossagu. A gyakorlat
soran ismerni sziikséges a spektrofotométerek alapveté miikodési elvét és a Lambert-Beer
torvényt. A nukleinsavak mennyiségi meghatarozasahoz altalaban a 260 nm-en mérhetd
elnyelést vessziik alapul, mivel a nukleinsavaknak ezen a hullamhosszon van abszorbancia
maximumuk. Az elnyelés egyenesen aranyos a minta RNS vagy DNS tartalmaval.

o sy

a tisztasaga is. Amennyiben ennek meghatarozasa a cél, célszer(i un. spektrumot folvenni,
azaz nem csak egy, Kitiintetett hullamhosszon végezni a mérést, hanem egy nagyobb
tartomanyban. A  nukleinsav- és fehérjeanalitikdban felallithatunk  bizonyos
aranyszamokat, melyek az elegyiink tisztasagat jol jellemzik. Ezek a kdvetkezok:

—260/280 arany: ha kicsi ez az arany, az protein, fenol vagy egyéb, 280 nm-en abszorbeald
szennyezddés jelenlétére utal: RNS esetén 2.0, DNS esetén 1.8 tekinthetd megfeleld
tisztasagunak.

— 260/230 arany: kiilonb6z6é szennyezOk (etanol, fenol, guanidin, szénhidratok, EDTA,
tiocianatok) egyarant rendelkeznek elnyeléssel 230 nm-en, igy csokkentik ezt az aranyt.
2.0-2.2 kozott idealis, ha ennél alacsonyabb, az jelzi a kontaminaciot.
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A laborgyakorlat leirasa

A mérendo transzkriptumok

A gyakorlat soran a Dut gén két izoformajanak expresszids szintjét hasonlitjuk Gssze
kiillonb6z6 egérszervekben. Az egereket felboncoltuk, a szerveit kiszedtiik, azokbol RNS-
épségeét gélelektroforézissel ellendriztiik. Az RNS mintakbol reverz transzkriptaz
segitségével cDNS-t készitettlink. A laborgyakorlat sordn az elére elkészitett cDNS
mintakkal fogunk dolgozni.

A Dut gén a dUTP4az nevii enzimet kodolja, amely a kovetkezd reakciot katalizélja:
dUTP + H,0 > dUMP + PP; + 2H"

Az enzim fontos szerepet jatszik a nukleotid anyagcserében, azonban biokémiai szerepének
ismerete nem sziikséges a laborgyakorlathoz.

A dUTP4z enzimnek két izoformdja ismert egérben (és emberben is): a nuklearis izoforma
a sejtmagban lokalizalodik, mig a mitokondridlis izoforma a mitokondriumba
transzportalodik. Az enzim két izoformajat egyarant a Dut gén kddolja, azonban alternativ
splicing révén két kiillonb6zo transzkript keletkezik, amelyek csak az 5° végiikon talalhato
elsd exonban térnek el. Az izoformaspecifikus meghatarozashoz az eltérd els6 exonba
kellett primert tervezni (8. abra).

DNA
Mitochondrial [ 1 F———— 1 e{u b fibre{v}—fvl——]
mRNA
\’“nlcml—apecmc
"*‘"’P"ﬂ" 1 I mo \% vioovi

Mitochondrial
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PCR product
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8. dbra— A dUTPaz ket izoformdja. A szamozott téglalapok az exonokat jelolik, a koztiik
lévo egyenesek pedig az intronokat. A nyilak az alkalmazott primereket jelolik.
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9. dbra— A lépések sematikus abrazoldsa
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A AACq modszer

Az RT-qPCR vizsgalatok dontd tobbségében az expresszids adatokat egy vagy tobb
referenciagén segitségével normaljuk. A referenciagének az RNS bemérésének
pontatlansagat hivatottak kikiiszobolni. Habar az 0sszes RNS mennyiségét meg lehet
hatarozni NanoDrop segitségével, arrol nincs informacionk, hogy a teljes RNS-poolon
beliil mennyi az mRNS-ek aranya, illetve ezen beliil hogy valtozik az altalunk vizsgalt
génrdl szarmazé mRNS. Emiatt a vizsgalt gének expressziojat olyan gének expresszidjahoz
viszonyitjuk, amelyek expresszids szintje stabil az adott kisérleti koriilmények kozott.

A reverz transzkripcidé soran az 0sszes mRNS (és egyéb RNS is) atirddik cDNS-sé. A
cDNS mintabdl azonos térfogatokat hasznalunk a kiilonb6z6 gének expresszios szintjének
méréséhez, igy ezek szintje dsszevethetd. A viszonyitast a kovetkezoképpen végezziik: a
vizsgalt gén Cq értékébdl kivonjuk a referencia gén Cq értékét (illetve a Cq értékek
atlagat). Amennyiben tobb referenciagént hasznalunk, akkor a mért Cq értékek szamtani
atlagat képzik. Az igy kapott érték a ACq, amely mar fliggetlen a RNS bemérésének
pontatlansagatol. Tobb minta dsszehasonlitdsakor pedig a ACq értékeket vetjiik ossze, két
ACq érték kiilonbségét AACg-nak nevezik, amelyrdl a modszert is elnevezték. (1+E)*4C0-
szoros a kiilonbség a vizsgalt gén expresszids szintjében a két mintaban.

A laborgyakorlat sordn két referencagént mériink: a GAPDH ¢és a PPIA nevili enzimek
expresszigjat. A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) egy glikolitikus enzim,
mig a peptidilprolil izomeraz A (PPIA) egy, a fehérjefoldingban résztvevd enzim.

A genomi DNS szennyezésének vizsgalata

crer

kovetkezménye-e, és nem a genomi DNS (gDNS) szennyezés kovetkeztében torténik. Az
alkalmazott primerek ugyanis a gDNS-r6l is képesek terméket képezni abban az esetben,
ha a két primer azonos exonhoz tapad ki, vagy az adott transzkriptum megtalalhaté a
genomban retropszeudogén formdjdban. A retropszeudogének retroviralis eredetil,
intronokat nem tartalmaz6 genomi szekvencidk. GAPDH ¢és PPIA retropszeudogének
tobbszords kopiaban szerepelnek a genomban.

A gDNS szennyezés vizsgalata céljabdl olyan kontrollokat alkalmazunk, amelyek még a
reverz transzkripciot megel6zéen a cDNS mintakkal azonos modon késziilnek, azonban
reverz transzkriptaz enzimet nem tartalmaznak (no reverse transcriptase control, NRT). Az
NRT-k tehat a potencialis genomi szennyezést azonos mértékben tartalmazzak, mint a
cDNS mintak, azonban ¢cDNS nem képzddik az enzim hidnydban. A mérés eredménye
akkor elfogadhato, ha tobb nagysagrendnyi kiilonbség van a cDNS és NRT mintak kozott.
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A mérés Kivitelezése

A mérés elvégzéséhez szamos mix elkészitése sziikséges, ezeknek a pontos Osszetétele
lejjebb talalhatd. A mérés soran Gn. génmaximalizaldé modszert alkalmazunk, melynek
lényege, hogy az Osszes vizsgdlt gén egy plate-en mérhetd. A modszer
alkalmazhatdsaganak feltétele egy részletes optimalizalas.

Az Osszemérés sematikusan a 9. dbran lathatd, amely szamozva mutatja a kovetkezo
l1épéseket:

1. El6szor elkészitjiik a fémiXet, ami tartalmazza a Taq polimeraz enzimet, a ANTP-
ket, magnéziumot, puffert, az interkalalodo EvaGreen festéket ¢és nukledzmentes
amelyek kiilonb6z6 koncentracioban miikddnek optimalisan, igy sziikség van a
négyféle primermix elkészitésére, hogy ezekbdl azonos térfogatot tudjunk
bemérni. A kontrollmixet szintén elkészitjiik.

2. A fomixet 6 részre osztjuk (99 ul), mivel mindharom mérendd szervhez tartozik
egy cDNS minta és egy NRT kontroll. Ezekbe azonos mennyiségli templatot
(cDNS mintat) mériink (4 pl-t).

3. A mintdkat tartalmaz6 mixeket a PCR plate négy welljébe szétosztjuk a négy
transzkript (nukledris és mitokondrialis dUTP4z, GAPDH, PPIA) mérése céljabol.
Egy adott mintat tartalmazé mixb6l mindig az 1., 4., 7. és 10. oszlopba
pipettazunk 24 pl-t. A mintdk a plate-en egymas alatt helyezkednek el az A-F
sorokban.

4. A mintakat tartalmazé mixhez hozzamérjiik a primermixet PCR plate-en, igy
kapjuk a reakciomixeket. Az A-F sorokban az 1. wellekbe nDut primermixet
mériink, a 4. wellekbe mDut, a 7. wellekbe GAPDH, valamint a 10. wellekbe PPIA
primermixet mériink (egységesen 6 pl-t).

5. A reakciomixeket fol-le pipettdzassal alaposan elkeverjik és harom részre
szétosztjuk, igy harom technikai parhuzamos mérését végezziik.

6. A kontrollmixbél az NTC kontrollok, valamint inter-plate kalibrator mérését
végezziikk. Az NTC-k vizsgalatahoz kontrollmixet, nukleazmentes vizet és
primermixet mériink dssze plate-en. Az nDut NTC mixet a G1 wellbe, az mDut
NTC mixet a H1 wellbe, a GAPDH NTC mixet a G5 wellbe, mig a PPIA NTC
mixet a HS wellbe mérjiikk 6ssze. Az igy keletkez6 NTC mixeket négy részre
osztjuk, négy technikai parhuzamos méréshez. Az inter-plate kalibrator
Osszeméréséhez kontrollmixet, GAPDH primermixet és az inter-plate
kalibrator templatot mérjiilk Ossze a (G9-es wellbe, amelyet harom részre
szétmériink a G9-G11 wellekbe.

Az NTC kontrollok nem tartalmaznak semmilyen templatot, igy idedlis esetben nem
torténik amplifikacio sem. Ha mégis torténik, az kontaminaci6 kévetkezménye. Az inter-
plate kalibrator célja, hogy tobb kiilon PCR plate-en elhelyezkedd mintak is
Osszehasonlithatoak legyenek. Ehhez egy sok részre kiporcidzott mintat hasznalunk, igy
mindig pontosan ugyanolyan koncentraciok mellett végezhetd a reakcio. A futasok kozti
Cq értékek kiilonbségét szisztematikusnak tekintjiik a teljes plate-re, ezzel korrigalhatjuk
az értékeket.
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A plate elkésziiltekor minden well 10 pl elegyet tartalmaz. A plate-et ragados folidval
lezarjuk, és qPCR késziilékbe helyezziik. A protokoll befejezte utan az eredményeket a
qPCR késziilék sajat software-e segitségével kiértékeljiik.

1. Af6émix, kontroll mix és
1 primermixek 6sszemérése
) FOmix 2. F6mix szétosztasa és mintak

2 + mintak bemérése
/N‘ 3. Mintakat tartalmazé mix
Mintdkat is SZ?tOSZta,SB L.
, 4. Primermixek bemérése
tartalmazo , , ,
mix 5. Haromfelé osztas
3W\ 6. NTC-k és inter-plate kalibrator
. ‘ bemeérése

Piros: nDut

A 1.

B 06 Kék: mDut
5 |o Z6ld:  GAPDH

E PPIA Barna: PPIA

¥ S > primermix

HEXN) UL ®C)

XZF6.
Kontroll
mix

10. dbra — Az dsszemérés menete
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A mixek osszetétele:
nDut mix

- 25 pl forward nDut primer (100 pM)
- 25 ul reverse nDut primer (100 uM)

mDut mix

- 6,25 ul forward mDut primer (100 uM)
- 25 ul reverse mDut primer (100 uM)
- 18,75 pl nukledzmentes viz

GAPDH mix

- 7,5 ul forward GAPDH primer (100 uM)
- 7,5 ul reverse GAPDH primer (100 uM)
- 45 pul nukledzmentes viz

PPIA mix

- 7,5 ul forward PPIA primer (100 uM)
- 7,5 ul reverse PPIA primer (100 uM)
- 45 ul nukledzmentes viz

Fémix

- 403 pl MyTag HS mix (Bioline) — tartalmazza az enzimet, dNTP-ket,
magnéziumot, puffert

- 40,3 pl EvaGreen festék (Biotium)

- 170,5 pl nukledzmentes viz

Kontroll mix

- 105 pl MyTag HS mix (Bioline) — tartalmazza az enzimet, dNTP-ket,
magnéziumot, puffert

- 10,5 pl EvaGreen festék (Biotium)

- 10,5 pl nukledzmentes viz

Mintakat tartalmaz mixek:

- 99 ul f6mix
- 4 ul minta (vese (B3¢, B3R), vastagbél (B4c, B4R), csecsemdmirigy (Al2c, A12R)

Reakcidomixek

- 24 pl mintakat tartalmaz6 mix
- 6 ul primermix

NTC mixek

- 24 ul kontrollmix
- 8 ul primermix
- 8 pl nukledzmentes viz

Inter-plate kalibrator (IPC)

- 18 ul kontrollmix
- 6 ul GAPDH primermix
- 6 ul inter-plate kalibrator templat
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gPCR protokoll
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11. abra
95°C — 5 perc

50 ciklus: 95°C — 30 masodperc
66°C — 30 masodperc

60>95°C olvadasgorbe felvétele (0,5°C-onként vesszilk fel a pontokat 5
masodpercenként)
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https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-molecular-genetics/hs-biotechnology/v/the-polymerase-chain-reaction-pcr
https://www.youtube.com/watch?v=HmkNzMrhIFQ
https://www.youtube.com/watch?v=1kvy17ugI4w
https://www.youtube.com/watch?v=EU39PDzz9co
https://www.youtube.com/watch?v=vc823HKfYDI

