Pécs Miklds: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 1.1. Polimeraz lancreakcié (PCR)

1.1. POLIMERAZ
LANCREAKCIO (PCR)
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= a DNS in vitro sokszorositasa

A DNS leméasolasa enzimesen n-szer: 2" képia keletkezik
- ciklikus m(ikodés

K. Mullis 1983 (Nobel-dij: 1993)
Csak egy rovid szakaszt (~10 kb) tud sokszorositani.

A DNS ,olvadasa™ magas hémérsékleten (90 - 95 fok) a
kett6s szall DNS szélai szétvalnak (a hidrogén-kotések a
béazisok kozott elengednek)
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Mire alkalmas a PCR?

Paranyi mennyiségl DNS vizsgalatara.

» Személyazonositas: ,genetikai ujjlenyomat’, a két
DNS mintat azonos médon feldaraboljak (RE) és a
darabokat sokszorositjak. Minél tobb azonos darabot
talalnak, annal biztosabb az azonosség. (Blnugyi,
apasagi vizsgalatok)

> Orokletes, genetikai betegségek, mutéaciok kimutata-
sa

» Fert6z6 betegségek kimutatasa (a baktériumok, viru-
sok kimutatédsa nagyon korai staddiumban)

> Osi DNS vizsgélata (mamut, faradk, Otzi)
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A DNS in vitro sokszorositasa

Sziikséges:
> Az ,alap” DNS, ~1 ng (nanogramm, 10° g) elég

» 2 primer (10-20 bazisnyi oligonukleotid, Id késéhb)

» DNS polimeraz enzim (héallg, gyors, pontos)
» Nukleotidok - a DNS felépitéséhez

» Pufferoldat - a megfelel6 kémiai kdrnyezetet biztositja.
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Primerek

A primerek olyan rovid, egyes sz&li DNS darabkék, ame-
lyekkel ,megcimkézzik” a sokszorositand6é génszakasz
két végét. A DNS polimeraz innen ,folytatjia” az Uj lanc
szintézisét. Mindkét szalra kulon primert kell illeszteni, a
génszakasz 3’ végére (= primer-par).

Komplementer modon illeszkednek az ,alap” DNS-hez.

A primereket a DNS ismeretében (adatbankok) megter-
vezik és laboratériumban szin-

tetizaljak. (Meg lehet rendelni.) 3'mm 5
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1. Denaturdalas: 92-94 °C-on a DNS szélai szétvalnak.
Id6tartama: inditasnal ~5 perc, a késébbiekben 30-
120 mp

2. Primerek kapcsol6dasa (annealing): 50-70 °C-on, 30
-120 mp

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

Egy ciklus id6tartama 5-10 perc, a kiértékelhet6 ered-
ményhez 20-30 ciklusra van sziikség
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Mit kezdiink a felszaporitott DNS-sel?

Megvizsgaljuk a

» Jelenlétét - ha megjelenik, igazolni lehet pl. fert6zése-
ket

» Mintazatat — azonos primerek kiilonb6z6 DNS-ekb6l
kiilénb6z6 hosszisagu szakaszokat fognak kozre, és
szaporitanak - ezek méreteloszlasa nagyon jellemz6
= ,genetikai ujjlenyomat”

» Bazissorrendjét — tokéletes azonositasra, illetve pont-
mutéciok kimutatasara alkalmas
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DNS-mintazatok - elektroforézis
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