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1 DNS polimerázok

1.1 Felfedezésük és szerepük
1956-ban Arthur Kornberg fedezte fel E. coli-ban a DNS polimeráz I-et. A DNS polimerázokat különböző élőlényekben fedezték fel. 5 db-ot Escherichia coli-ban, 9 db-ot Saccharomyces cerevisiae-ben és 16 db-ot emberben (Bebenek and Kunkel, 2004). A DNS polimerázok az alábbi családokba sorolhatók: A, B, C, X és Y (Braithwaite and Ito, 1993; Burgers et al., 2001).

A DNS polimerázok feladata, hogy új DNS szálat képesek szintetizálni rövid DNS szálhoz (primer) egy meglévő templát szál alapján 5’ - 3’ irányban. A DNS polimerázok kulcsfontosságúak az élő szervezetben DNS replikációnál, DNS hibajavító mechanizmusában, homológ rekombinációnál, testvér kromatidák kohéziójánál, sejtciklus fontos lépéseinél és az immunrendszer kialakulásánál. DNS polimerázok hibás működése esetén olyan betegségek lépnek fel, mint az ophthalmoplegia (szem vagy szem környéki izombénulás), xeroderma pigmentosum (XP; UV hatására bekövetkező DNS mutációt kevésbé képes korrigálni a szervezet javító mechanizmusa) vagy onkogenezis (tumorképződés).
1.2 Szerkezetük és felépítésük
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A „tenyér” tartalmazza a fehérje jellegzetes részét, ami kulcsfontosságú a katalitikus aktivitásban. Az „ujjak” a templát szál megfelelő helyzetét biztosítja. A „hüvelykujj” feladata a DNS megkötése és az enzim processzivitását határozza meg, vagyis annak mértékét, hogy mennyire kötődik hozzá a DNS polimeráz a DNS-hez, más szavakkal: meddig képes katalizálni a polimerizációt. 
1.3 Katalitikus tulajdonságaik
Az 5’ – 3’ DNS polimeráz aktivitás dATP, dCTP, dGTP és dTTP nukleotidokat képes megfelelő sorrendbe beépíteni. Ehhez kell egy templát DNS szál. A 3’ – 5’ exonukleáz aktivitás az átíródás során előforduló rosszul beépülő nukleotidot képes korrigálni úgy, hogy kivágja az előző dNTP-t és helyére a megfelelőt építi be. Az 5’ – 3’ exonukleáz, nick-transzláció aktivitás a következő: az átíródás során a duplaszálú rész egyik felét 5’ – 3’ irányban emészti maga előtt, és a helyére új szálat szintetizál. Így képes a szakadás kezdetét kiküszöbölni, de fontos itt megjegyezni, hogy az újonnan polimerizált DNS szálat nem képes összekapcsolni a már meglévő szállal. Ehhez ligáz enzimet szoktak használni. A terminális transzferáz aktivitás templátfüggetlen enzim aktivitás, mely random nukleotidokat beépítve képes egyes szálú DNS-t szintetizálni. Exonukleáz aktivitása nincs, működéséhez kobaltionok szükségesek. Használata igen elterjedt, elsősorban azonos nukleotidokat tartalmazó 3’ túlnyúló végek készítésére használják (homopolimer farkazás).
1.4 Konkrét DNS polimerázok
A DNS polimeráz I E. coli-ból származó enzim. 5’ – 3’ DNS polimeráz aktivitása van, de 3’ – 5’ és 5’ – 3’ exonukleáz aktivitása is van. Ez az enzim egyszálú DNS (single-strand DNS) templát szál alapján képes szintetizálni új szálat 37 °C-on. Fő felhasználásai: DNS szekvencia meghatározása, radioaktív próbák szintézise, kétszálú DNS túlnyúló végeinek feltöltése vagy visszaemésztése, illetve egyszálú DNS-ből vektor létrehozása. 

A Klenow fragment a DNS polimeráz I fragmentje, amelyet limitált proteáz hasítással hoztak létre. 5’ – 3’ DNS polimeráz aktivitása és 3’ – 5’ exonukleáz aktivitása van. Azonban az 5’ – 3’ exonukleáz aktivitása hiányzik. 

A T4 DNS polimeráz E. coli T4 nevű bakteriofágjából izolálták. Ugyanaz az enzimatikus működése, mint a Klenow fragmentnek, azonban a 3’ - 5’ exonukleáz aktivitása kb. 200-szor nagyobb a Klenow fragmenténél. Ennek köszönhetően sokkal kevesebb lesz az elrontott nukleotidok száma az új DNS szálban. Felhasználása megegyezik a DNS polimeráz I enzimével. 

A terminális transzferázt nyiroksejtek (lymphocyták) expresszálják emlős szervezetekben. A kereskedelemben kapható terminális transzferáz enzimet szarvasmarha DNTT génjét E. coliba beültetve termeltetik. A terminális transzferáz templátfüggetlen enzim, amely random nukleotidokat beépítve képes egyszálú DNS-t szintetizálni és nincs szüksége primerre. Poli-G farkat tudnak létrehozni a segítségével homopolimer farkazásnál. 

A Taq DNS polimeráz Thermus aquaticus-ból izolálták. Termostabil enzim, amelyet PCR eljárásnál max. 5000 bázispár (bp) hosszúságig DNS amplifikációnál, DNS megjelölésnél és szekvenálásnál gyakran használnak. Ideális az enzim terminális transzferáz aktivitása TA klónok létrehozásához. A TA klónozás során kétszálú DNS-nél adenozin hozzáadása után 3’-A túlnyúló végeket, timidin hozzáadása után 3’-T végeket képes az enzim szintetizálni. A 3’-A és 3’-T végek könnyedén összekapcsolódnak cirkuláris vektor létrehozásakor. A Taq polimeráznak nincs 3’- 5’ exonukleáz aktivitása, ezért katalízise gyors (több, mint 1000 nukleotid épül be a láncba percenként), processzivitása nagy. Az exonukleáz-aktivitás hiányának ára van: átlagosan minden 45-ezredik nukleotidot elrontja, nem a komplementer nukleotid épül be az új láncba. Olyan esetekben, amikor hosszú DNS-szakaszt akarnak felerősíteni, vagy nagyon fontos a fidelitás, más polimerázt szoktak használni.  

A Pfu DNS polimerázt hipertermofil Pyrococcus furiosus-ból izolálták. Termostabil enzim, amelynek 3’ – 5’ exonukleáz aktivitása van, de hiányzik az 5’ – 3’ exonukleáz és terminális transzferáz aktivitása. Nagy fidelitású PCR reakcióhoz, primer extenzióhoz (transzkripciós iniciációs pont meghatározása), PCR klónozáshoz és tompa végek létrehozásához használják.

A Vent polimerázt (vagy Tli polimeráz) Thermococcus litoralis-ból izolálták. Van 3’ – 5’ exonukleáz aktivitása, viszont hőstabilitása nagyobb a fenti kettőnél (95 °C-on a felezési ideje 7 óra). Ötször nagyobb a fidelitása, mint a Taq polimeráznak. Ideális GC-gazdag templát és DNS hurkok új szálának polimerizálásához. Nagy pontosságú PCR reakcióhoz és primer extenzióhoz alkalmazzák.

 A szekvenázt T7 nevű bakteriofágból izolálták. Szerkezetét tekintve két alegységből áll, az egyik E. coli thioredoxin fehérjéje, a másik rész genetikailag módosított verziója T7 bakteriofág öt fehérjéjének. A leggyorsabb DNS polimeráz enzim, emiatt a dideoxi-ribonukleotidok szekvenálásánál (Sanger-féle láncterminációs eljárásnál) használják.

A Herculase Enhance nagy pontosságú Pfu polimeráz, Taq polimeráz és ArchaeMaxx fokozó faktor. Hosszú és GC-ben gazdag DNS-fragmentumok amplifikálására szolgál.

A Phusion egy rendkívüli megbízható és nagy sebességű új enzim a PCR klónozáshoz. Ez lehetővé teszi a magas hozamot, minimális enzimkoncentrációval.
Az rTth DNS polimeráz Thermus thermophilus-ból származó rekombináns enzim 40 kb-nál nagyobb DNS-fragmensek amplifikálására.
Az rBst DNS polimeráz E. coli-ban termelt, a Bacillus stearothermophilus (Bst) termofil baktérium DNS polimeráz I génjének terméke. Képes szintetizálni a magas GC-tartalmú DNS-régiókat, ahol más nem termostabil DNS-polimerázok gyakran hibáznak. Összetett, például hajtűszerkezeteket tartalmazó templátok replikálására szolgál.

A phi29 DNS polimerázt a Bacillus subtilis phi29 fágból nyerték. Ez az enzim elsősorban az egyszálú DNS-re hat és 70 kb-nál nagyobb szakaszokat képes szintetizálni. Ez egy nagyon pontos polimeráz, és nagy mennyiségű amplifikált DNS-t eredményezhet még kis templátmennyiségekből is. Alkalmas pl. „rolling-circle”- és fehérjével kezelt DNS-amplifikációra.

Az Isis proofreading DNS polimerázt Pyrococcus abyssi-ből izolálták. Az egyik legtermostabilabb hibajavító polimeráz a piacon, segítségével nagyon kevés hibával rendelkező DNS szintetizáltatható.

A SurePRIMETM DNS polimeráz nagytisztaságú rekombináns Taq polimeráz egy formája. A Taq polimerázt kémiailag módosították úgy, hogy egyes aminosavakat hőre labilis blokkoló csoportokkal fedtek el, így a PCR reakció előtt az enzim inaktív formában van. Képtelen a dimerizálódott, és az annealing temperature alatt formálódó aspecifikusan bekötő primereket meghosszabbítani. Primer-dimerek akkor képződnek, ha két primerben van egymást kiegészítő rész, és emiatt egymáshoz kapcsolódnak. A 95 °C-ra történő melegítés aktiválja az enzimet, és biztosítja számunkra, hogy az első ciklus teljesen „tisztán” megy végbe.
A BioTherm™ DNS polimeráz termostabil DNS polimeráz Thermus aquaticus-ból izolálva. Akkor használják, ha nagyon kevés a kezdeti DNS mennyisége (kevesebb mint 100 DNS szál).

A SpeedSTAR™ HS DNS polimeráz

Nagyon gyors szálhosszabbítás érhető el vele.
Az MTP™ Taq DNS polimeráz

Egy rekombináns Taq DNS polimeráz, ami különösen hasznos bakteriális DNS kimutatásánál és azonosításánál.

A KOD DNS polimerázt extrém termofil Thermococcus kadakaraensis KOD1-ből izolálták. Három verziója van kereskedelmi forgalomban: A KOD HiFi 6 kb-ig képes a cél DNS amplifikációjára. A KOD Hot Start enzim ugyanaz, mint a KOD HiFi, de hozzáadtak kétféle monoklonális antitestet, amelyek gátolják a polimeráz 3’-5’ exonukleáz aktivitását az annealing temperature környékén. A KOD HiFi-nél hosszabb DNS-t is tud amplifikálni (plazmid templát esetén akár 21 kb-ig), ráadásul kevesebb mispriming-ból fakadó probléma lép fel. Képes magas GC tartalmú régiókat is szintetizálni, és a PCR termékek tompa véggel keletkeznek, amik megfelőek klónozáshoz.A KOD XL DNS polimeráz a KOD HiFi DNS polimeráz és annak egy 3’-5’ exonukleáz aktivitás nélküli mutáns formájának az optimalizált keveréke. Hosszabb (akár 30 kb) és komplexebb GC-ben gazdag DNS szakaszok amplifikációjára lett tervezve.
1.5 PCR technikához használt DNS polimerázok

A PCR-hez általában használt polimeráz enzimeket különféle termofil mikroorgazismusokból nyerik ki: Thermus aquaticus (Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu polimeráz), Thermococcus litoralis (Wind vagy Tli polimeráz vagy Vent polimeráz) és Thermus thermophilus (Tth polimeráz). Speciális polimerázokat használnak a PCR reakció fajtájától, a körülményektől, és a templát méretétől függően. Polimeráz keverékeket is kifejlesztettek egyes PCR fajtáknál, hogy legyűrjék a problémákat, melyek akkor merülnek fel, ha csak egy enzimet használnak. Manapság a PCR technikát rutinszerűen alkalmazzák orvosi és biológiai kutatáshoz laboratóriumokban számos feladatra, például genetikai betegségek kimutatására, genetikai ujjlenyomatok beazonosítására, gén klónozásra, apasági tesztekre és fertőző betegségek diagnózisára, a patogén baktérium vagy vírus kimutatása által (legfőképpen AIDS).
2 A PCR technika
2.1  Polimeráz láncreakció
DNS szakaszok felsokszorozására használt technológia.
A PCR reakcióhoz szükséges egy DNS templát, ami tartalmazza a sokszorosítani kívánt DNS szakaszt. A PCR termék előállításához oda kell figyelni, hogy a DNS mintánk megfelelően tisztított legyen, ne tartalmazzon RNS és fehérje szennyeződést. Továbbá szükséges két primer, ami meghatározza a sokszorosítani kívánt DNS szakasz elejét és végét. Valamint a reakció monomerjei a dezoxi-nukleotid-trifoszfátok, amelyekből DNS-polimeráz szintetizálja az új DNS-t.

2.2 Primerek tervezése
A primerek kiválasztása kritikus a PCR-reakció megfelelő működésének és specifikusságának szempontjából. A primerek hossza körülbelül 20 nukleotid körül kell, hogy legyen, ha ennél hosszabb vagy rövidebb, akkor bekövetkezhet aspecifikus feltapadás. 

Elsődleges szempont a primerek tervezésénél, hogy a két primer feltapadási hőmérséklete (annealing temperature) hasonló legyen, meglévő primerpárok esetén ennek a hőmérsékletnek a beállításával tudjuk a PCR-reakció specifitását növelni. Továbbá ideális, ha a primerek nukleotidszekvenciája változatos, tehát a guaninok és a citozinek mennyisége hasonló a timinek és az adeninek mennyiségéhez, mert ha lennének közöttük komplementer szekvenciák, akkor akár önmagukkal (hairpin) vagy a másik primerrel (primer dimer) is össze tudnának tapadni. Az ismétlődő szekvenciákat is érdemes elkerülni, valamint a primerek 3’ végén jó, ha C vagy G van, de a CG vagy GC problémákat okozhat.

A primerek 3’ vége nagyon pontosan kell, hogy illeszkedjen a templát DNS-re, viszont az 5’ végbe beépíthetünk eltérő szakszokat is, például restrikciós endonukleáz-hasítóhelyeket.

A primerek tervezéséhez rendelkezésünkre állnak különböző primertervező segédprogramok (Oligo és Gene Jockey).

2.3 A PCR elve
A reakciócsövekbe kétszálú DNS-t, nagyon sok, mindkét szállal komplementer primert, dezoxi-nukleotid-trifoszfátokat (dNTP) és hőstabil polimerázt teszünk. A reakciócsöveket felmelegítjük (95°C), aminek hatására a kettős szálú DNS széttekeredik (hődenaturáció). A mintákat lehűtjük arra a hőmérsékletre (annealing temperature, 45-65°C), ahol a primerek bekötődnek a(z immár egyszálú) DNS-en lévő komplementer szekvenciájukhoz. Ekkor elindul a DNS-polimeráz katalizálásával a polimerizáció. A DNS polimeráz működéséhez a primerek bekapcsolódása által biztosítva van egy dupla szálú DNS-rész, ahonnan a polimerizáció el tud indulni, így csak az általunk kiválasztott DNS-szakasz fog felsokszorozni. 
A primer 3’ végétől kezdődik a polimerizáció, a dNTP-k felhasználásával. A két komplementer szál egyszerre szintetizálódik. Közben a hőmérsékletet felvisszük az enzim működési optimumára (72-74°C). A polimerizációs reakciót egy idő után melegítéssel leállítjuk, a polimerizáció következtében keletkezett kétszálú DNS-szakaszok szétválnak a hő hatására. Majd, ha lehűtjük a mintáinkat, akkor újabb primerek fognak az egyszálú DNS-szakaszokhoz tapadni és újra kezdődik a polimerizáció. Ezt 20-30-szor megismételjük, a hőmérséklet ciklikus változtatásával érjük el, hogy minden ciklusban duplázódjon az adott DNS-szakasz.

2.4 A PCR-készülék
A PCR-készülék működését tekintve egy a hőmérsékletét gyorsan változtatni tudó termosztát.

PCR-készülék típusok:

· Termoblokkos PCR-készülékek (hagyományos)

· Forgótárcsás
3 A PCR típusai
3.1 Nested PCR

PCR során komoly problémát jelent a primer-DNS templát kötések specifikusságának kérdése. Alacsonyabb hőmérsékleten a primerek képesek aspecifikus helyre is bekötni, így számunkra nem megfelelő termékek is keletkeznek, melyek kontaminációt okoznak. A nested PCR egy lehetséges megoldás e problémára. A módszer azon az elven alapul, hogy a hosszabb DNS templátokra nagyobb eséllyel tud a primer aspecifikusan bekötni, mint a rövidebbekre, így érdemes lehet két körben lefuttatni a PCR-t. Első körben külső primereket alkalmaznak, amik megfelelő termékeket, illetve aspecifikus szekvenciákat képeznek. A második körben alkalmazott belső primerek az első kör termékeire - azok rövidsége miatt - már csak nagyon csekély eséllyel kötnek be aspecifikusan, így a specifikus kötődések felülkerekedése szinte kizárólag megfelelő terméket eredményez. 

3.2 Touchdown PCR

A specifikusság legmeghatározóbb tényezője a kapcsolódási hőmérséklet (annealing temperature), melyen létrejön a primer-DNS templát kötődés. Ez a hőmérséklet nem lehet túl alacsony, mivel az elősegítené az aspecifikus kötéseket, ezért az úgynevezett Touchdown módszernél az optimálisnál (melting temperature, TM) magasabb kapcsolódási hőmérsékleten kezdik a láncreakciót. Ezen az emelt hőmérsékleten igen kevés primer köt be, viszont azok mind specifikusan. Ezután fokozatosan csökkentik a kapcsolódási hőmérsékletet (kb. 2 ciklusonként), így egyre több primer képes bekötni, ezzel növelve a hozamot. A kezdeti emelt hőmérsékletnek köszönhetően a PCR elején kizárólag specifikus termékek keletkeznek, így nem kell attól tartani, hogy a kapcsolódási hőmérséklet csökkentésével fellép a kontamináció problémája.

3.3 Kvantitatív PCR (Q-PCR), Real-time PCR

A PCR termékek mennyiségi detektálására a legjobb módszer a real-time PCR. Mint ahogy az a nevében is benne van, a folyamat kvantitálása valós időben történik. Az eljárás elve a következő: a DNS két szála közé interkalálódó fluorescens részecskét alkalmaznak, mely csak a kötődés hatására fluoreszkál. Ez alapján a mért fluorescens jel egyenesen arányos lesz a DNS termékek mennyiségével. A módszer komoly hátránya, hogy az aspecifikus termékeket is méri. Ennek kiküszöbölésére fejlesztették ki a TaqMan próbát, melynek szerkezete a következő: a termék egyik szálával komplementer
, rövid, egyszálú DNS fragment, melynek egyik végén egy fluoreszcens részecske, míg a másik végén valamilyen festék található. Az utóbbit úgy választják meg, hogy elnyelje a fluoreszcens részecske emittált fényét, de csak akkor, ha azok egymás közelségében vannak. A reakció során a TaqMan beköt a célszekvenciára, majd a DNS polimeráz által lebontódik, aminek következtében a festék és a fluorescens részecske távol kerülnek egymástól, ezzel fluoreszcenciát okozva az oldatban. 

3.4 Inverz PCR

Az inverz PCR-t ismert DNS szekvenciát szegélyező ismeretlen szekvenciák meghatározására fejlesztették ki. A neve abból ered, hogy az ismert régióra tervezett primerek nem a hagyományos módon egymás felé, hanem fordított pozícióban állnak. A láncreakciót megelőzően restrikciós enzimekkel emésztik a DNS templát két végét, majd ezeket összeligálják, ezzel kialakítva egy cirkuláris szerkezetet. Az inverz PCR lefuttatását követően a templáthoz képest „kifordított” termékek keletkeznek, vagyis a keletkezett lineáris DNS-ek két végén az ismert szekvencia egy-egy fele található, melyek így az ismeretlen régiót szegélyezik. Az ilyen termékek ezután már egyszerűen megszekvenálhatók. A módszer alkamazható promóter szekvenciák meghatározására; onkogén átrendeződések, például génfúzió, transzlokáció, transzpozíció vizsgálatára; vagy akár vírusgén-integrációk feltárására. 
4 A PCR alkalmazásai

4.1 Szelektív DNS izolálás
A PCR segítségével lehetséges a genomi DNS-ből tetszőleges fragmenteket izolálni, a megfelelő DNS szakasz specifikus amplifikációjával. Ez a módszer így nélkülözhetetlen olyan molekuláris biológiai módszereknél, amelyeknél nagyobb mennyiségű specifikus DNS-re van szükség, mint például a northern és southern blot, vagy a klónozás.

PCR alapú molekuláris biológiai technikák:
· Genomi DNS vagy cDNS klónozása
· DNS Mutagenezis
· Kórokozók kimutatása
· Mutációk detektálása
· DNS szekvenálás

4.2 Orvosdiagnosztikai alkalmazás
4.2.1 Öröklődő betegségek diagnózisa
A tesztet végezhetik a leendő szülőkön, hogy hordozói-e olyan géneknek, amelyek egy betegség kialakulásához vezethet az utódban, de közvetlenül a gyerek a genomját is vizsgálhatják, hogy ténylegesen rendelkezik-e az adott génekkel.

Szervátültetések előtti kompatibilitás teszthez is használnak PCR-t

A rák onkogének mutációi által okozott fajtáinak diagnózisában is nagy szerepet játszik a PCR. A mutációk tanulmányozása révén a terápia személyre szabható. A PCR a leukémia és limfóma korai diagnózisát teszi lehetővé.
4.2.2 Fertőző betegségek diagnózisa
 Egyes vírusok és baktériumok által okozott fertőzések is kimutathatók a PCR-technika segítségével úgy, hogy a betegből származó mintából (például vérplazma) a fertőzést okozó mikroorganizmus DNS-ét amplifikálják. Ez a vizsgálat közvetlenül a fertőzés után elvégezhető, amely napokkal, esetleg hónapokkal a tünetek megjelenése előtt lehetővé teszi a diagnózis felállítását és a kezelés megkezdését. A mikroorganizmusok ellen termelődött antitestek kimutatásán alapuló immunodiagnosztikai vizsgálatokkal szemben a PCR lehetővé teszi a fertőzés kimutatását akkor is, ha az immunválasz valamiért elmarad, illetőleg nem ad álpozitív eredményt a múltban lezajlott fertőzések következtében.
4.3 Kriminalisztikai alkalmazás

A gyilkosság és nemi erőszak szinte minden esetében az elkövető valamilyen biológiai nyomot hagy maga után. A PCR technikának hála akár egyetlen szál DNS is elegendő lehet egy DNS teszthez, aminek során a bűncselekmény helyszínén talált mintát össze lehet vetni a gyanúsítottakéval, vagy a nyilvántartással. A kriminalisztikában a PCR-t a DNS-ben lévő polimorf régiók amplifikációjára használják, amelyek különbözhetnek egyénenként. Ha nincs egyezés a bűnösség kizárható, ha egyezés van akkor fontossá válik az egyezés szignifikanciájának meghatározása. Ebben az esetben az ügyvéd arra lesz kíváncsi, hogy mennyi az esélye annak, hogy valaki más a gyanúsítottéval megegyező DNS mintát hagyott a helyszínen. Ez a kérdés már a populációstatisztikához tartozik.
4.4 Egyéb alkalmazások

Paleontológia, régészet, filogenetika, GMO, genetikai kutatások, apasági tesztek
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1. ábra DNS polimerázok általános szerkezete





2. ábra: A PCR-reakció ciklusa








