1.1. POLIMERAZ LANCREAKCIO
(PCR)

(A DNS mesterséges lemasolasa a sejten kivil,
ykémcsoben” = ,,in vitro”)



A DNS masolasa (DNS replikacio) a sejtben

A sejt szaporodasahoz van ra sziikség. A DNS lemasolasat a sejt osztdodasa koveti.
A sejtben ezt a folyamatot (szalak szétvalsztasa és mdasolas) enzimek végzik.
Enzim: fehérje, katalizator, a sejtben zajlo biokémiai folyamatok kivitelezdje.

51 N Fehérje: a-aminosavakbdl allé ériasmolekula.
’\_/\ VezetGszalmintaként — Katalizator: ,, a reakciosebességet gyorsité” molekula.
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A DNS mesterséges masolasa a sejten kivul
Polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction, PCR)

Sejten kivdli, ,in vitro” folyamat. .
Mi magunk vegezziik specialis kémcsovekben. ;‘g B

FEg #g =2
Miért lancreakcid? iﬂ; $$ Stipa
A DNS lemasolasa enzimesen n-szer: 2 $:$ i
2" képia keletkezik —> ciklikus makadés, MY

Exponencionalis novekedése a DNS masolatoknak. :
Kary Mullis, 1983

Mit kell hozza csindlnunk? (Nobel-dij: 1993)

Megj.: Mullis cége — ahol dolgozott -
szerzett nagy bevételt a
felfedezésbdl, a kutatd szamara csak
a Nobel-dij hozta meg a megfeleld
anyagi elismerést.

0. Vegylnk egy tetsz6leges DNS szakaszt.
Ehhez jeldljik ki a szakaszon a masolas
kezdeti és végpontjat!

Valasszuk el egymastol a két DNS szalat.
Masoljuk le a kivant DNS szakaszt.
Tekerjuk Ujra 6ssze a két DNS szalat.

A kivant DNS mennyiség eléréséig ismeételjik az 1-3. [épéseket!
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A sejtben a DNS masolas minden lépése enzimekkel zajlik.
De mi hasznalhatunk fiitést a DNS kitekeréséhez és hiitést a visszatekeréshez!
A DNS masolast viszont nekiink is enzimmel — DNS polimerazzal — kell megoldanunk.

A DNS masolashoz — a PCR reakcidohoz szlikséglink van:

» Egy termosztatra.

> Egy HOSTABIL enzimre.

» Megfelel6 reakcidé kozegre (pufferre és Mg?* kofaktorra az enzim mikodéséhez).
» Alapanyagra a DNS felépitéséhez: nukleotidok (dATP, dTTP, dGTP, dCTP).

» A masolds kezdet6pontjainak kijelolésére. Ehhez a primereket hasznaljuk.

PCR késziilék — a termosztat ~ Thermus aquaticus (Taq) Taq polimeraz
Baktérium, héforrasok, Egy hdstabil enzim.
Yellowstone N. Park  (Els6ként 1976-ban izoldltak.)



0. A masolas kezdGpontjainak kijelolése =2 Primerek

» A primerek olyan rovid, egyes szdlu DNS darabkak, amelyekkel
,megcimkézzik” a sokszorositandd génszakasz két végét. A DNS
polimeraz innen ,folytatja” az uj lanc szintézisét. Mindkét szalra kilon
primert kell illeszteni, a génszakasz 3’ végére (= primer par).

» A sejtben torténé DNS madsolashoz is kellenek primerek, mert a DNS
polimeraz nem képes nélkilik megkezdeni a masolast.

» A sejtben a primerek rovid RNS szakaszok, de a PCR reakciohoz DNS
primereket hasznalnak, mert ezek stabilabbak.

» Komplementer mdédon illeszkednek a mésolandd DNS-hez.

» A primereket a DNS ismeretében (adatbankok) megtervezik és
laboratériumban szintetizaljak. (Meg lehet rendelni.)
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[TV AP,
P P2 P1, P2: primerek
o e Miért kettét haszndlunk?
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1-3.: a polimeraz lancreakcié (PCR) masolasi (duplikacios) ciklusai

A sejtben a DNS masolas minden |épése enzimekkel zajlik.
De mi hasznalhatunk flitést a DNS kitekeréséhez és h(itést a visszatekeréshez!
A DNS masolast viszont nekink is enzimmel — DNS polimerazzal — kell megoldanunk.
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1. DNS kitekerése = a két szal elvalasztasa —
2. Primerek betapaddsa = a masolas kezdSpontjainak kijel6lése Kibirja ezta DNS?
3. DNS szintézis = a két szal lemasolasa Es az enzim?
[1.+ 2. +3.] =1 ciklus Miért kell t6bb ciklus?

Mik azok a primerek?



A duplikacios ciklus =3

. Denaturalas: 92-98 °C-on a DNS szalai szétvalnak.
Id6tartama: inditasnal ~5 perc, a kés6bbiekben 30-
120 mp

. Primerek kapcsolédasa (annealing): 50-70 °C-on, 30
-120 mp

. DNS szintézis: a DNS polimeraz szintetizalja a komp-
lementer szalat, 72 °C-on, id6tartama a génszakasz
hosszatol fligg (~ 1000 bp/perc)

Egy ciklus id6tartama 5-10 perc, a kiértékelhetd
eredmeényhez 20-30 ciklusra van sziikség
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Mit kezdiink a felszaporitott DNS-sel?

» Megvizsgaljuk a
— Jelenlétét - ha megjelenik, igazolni lehet pl. fert6zéseket

— Mintazatat — azonos primerek kiilonb6z6 DNS-ekb6l kilonbozé
hosszusagu szakaszokat fognak kozre, és szaporitanak - ezek
meéreteloszlasa egyénenként nagyon jellemz6 = ,,genetikai ujjlenyomat”

— Bazissorrendjét — tokéletes azonositasra, illetve pont-mutaciok
kimutatasara alkalmas

» Felhasznaljuk

— Sokszor a PCR reakcio az els6 |épés egy fehérje mesterséges, sejten kivuli
(pl. gydgyaszati célu) elballitasahoz.

— Vagy a mesterségesen elballitott fehérje tovabbi mddositasahoz,
mesterséges mutacio létrehozasahoz.



Genetikai polimorfizmus vizsgalata PCR-rel

« 3 millidrd bazispar az emberi DNS-ben (99.9%-ban azonos)
® 0.1%-nyi kiilonbség elegendb az egyedek megkiilonboztetéséhez
e Genetikai polimorfizmus: a DNS adott helyén talalhato variaciok a populacion belul

o N\ JINr » Specifikus primerek tervezhet6k
‘ s > Amelyek csak az egyik gén valtozattal
teljesen komplementerek
> [gy csak teljes egyezés esetén
A\ jatszédik le megfelel8 mértékben
2o a PCR reakcid (= a DNS lemdasolasa)

=D =T

» A genetikai polimorfizmus vizsgdlat
' A G alkalmas a rokonsagi viszonyok
' Feltérképezésére (apasagi vizsgalat)

AN\ '



Mire alkalmas a PCR?

*Paranyi mennyiségl DNS vizsgalatara.

Személyazonositas: ,genetikai  ujjlenyomat” =»
két 0sszehasonlitani kivant DNS mintat azonos modon
feldarabolnak, majd a darabokat PCR-rel
sokszorositjak. Ezek méreteloszlasa egyénenként
nagyon jellemzd . Minél tobb azonos darabot talalnak,
annal biztosabb az azonossag. (Blinlgyi, apasagi
vizsgalatok)

Ordkletes, genetikai betegségek, mutacidk kimutatdsa

Fert6z6 betegségek kimutatasa (a baktériumok, viru-
sok kimutatasa nagyon korai stadiumban)

Osi DNS vizsgalata (mamut, faradk, Otzi)



Személyazonositas DNS mintazatok
segitsegevel (elektroforéezis)

Sample Sub#1 Sub® 2 Sub#3
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ts indicate that EW #2
is an exact match to the DNA present
at the crime scene,




Hogyan mkodik az elektroforézis?
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» A DNS a foszfat csoportok jelenléte miatt negativ toltésd. 2% Agarosa Gol
» Ha a mintat gélbe helyezziik és egyenaramot kapcsolunk r3,
» majd ezt vizes (pufferes) kozegbe helyezve zarjuk az dramkort =» a DNS a

pozitiv polus felé vandorol.

» A kisebb szakaszok gyorsabban, a nagyobbak lassabban vandorolnak. =»
elvalaszthatok.

» Ha van egy viszonyitasi pontunk a szakaszok méretéhez (referencia), akkor
azok hozzavet6leges méretét is meghatarozhatjuk.



