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A PCR ALAPJAI, MUKODESE ES FELHASZNALASA

Készitette: Viszkei Marton, Jenei Robin, Nagy Aron



Bevezetés

A PCR (polymerase chain reaction) lehetdséget ad arra, hogy a bioldgiai informaciot
exponencialisan amplifikaljuk, ami robbanasszertien novelte az eldrehaladasunkat a
bioldgia szamos teriiletén a biokémiatdl a paleontologiaig. A PCR szamos kutatasi
teriileteken megkeriilhetetlen eszk6z, érdemes tehat ismerni alapjait, mikodését,
tipusait és gyakorlati alkalmazasait.




Tortenete 1.

e Az elso fontos, a  modszer
megalkotasahoz vezetd felfedezés a
DNS szerkezetének leirasa volt

o James D. Watson és Francis Crick 1953

* DNS-polimerdz felfedezése, szintén
kulcsfontossagu eldrelepés

 Arthur Kornberg 1956

www.jbc.org

www.sciencehistory.org
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Tortenete 11.

e Magat a PCR mogottti  tudomanyos
koncepciot Kjell Kleppe irta le 1969-ben

« A PCR ekkor még nem volt a gyakorlatban
IS alkalmazhato

* A primerek sziikséges mennyiségben nem
voltak cloallithatdak

* Polimeraz enzimeket nem lehetett a -
megfelelden tisztitani




Torténete I11.

* Az els60 megvalosithatd PCR moddszert
Kary Mullis alkotta meg aki Cetus
Corporation technikusaként az
oligonukleotidok  nagy  mennyiségl
gyartasanak megvalositasan dolgozott

* 1985-ben mar minden feltétel adott volt a
gyakorlati alkalmazashoz

» Az egyik leggyakrabban hasznalt technika

* 560.000 publikaciéban  szerepel a
PubMed-ben
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DNS-polimerazok a PCR-ban

A DNS polimeraz enzimek egy DNS
templatra képesek komplementer DNS-
szalat szintetizalni az €16 sejtekben

* Hibajavitas
e Fidelitas
* Processzivitas

 Nukleotid specifikussag

5P
A C T
T G A

Template DNA
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Addition of
INCORRECT base
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Removal of
incorrect base
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Addition of
CORRECT base
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Escherichia coli DNS polimeraz |

 Klenow fragment
* Ciklusban potolni kellett

MUOEGYETEM 1782



Tag polimeraz

Habitat of

Thermus aquaticus

* az els6 és a mal napig legismertebb enzim

* hostabilitdsanak hala tobb  cikluson
keresztiil IS  lehetséges volt az
amplifikacio

Structure of Taq Polymerase




Pfu polimeraza és Vent polimeraz

 Pyrococcus furiosus

« stabilabb és a fidelitasa is nagyobb 3’-5’ Q]m G,
endonukleaz aktivitasa miatt E;

 Thermococcus litoralis

« eddig emlitetteknél hdstabilabb, de = mq.%\ V'V
fidelitasa elmarad a Pfu polimerazétol 2 b ;«;‘




LA-PCR

* A PCR hosszan tartd pontossagat tovabb lehetett névelni

* Mutans Tag polimeraz ¢s egy 3’-5’ aktivitasi dsbaktérium polimeraz keverck




KOD1

Thermococcus kodakarensis
KOD1 DNS-polimeraz a korabbiaknal is gyorsabb és pontosabb szintézisre képes
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PCR mechanizmusa

e ,Molekularis fénymasolas”

* Adott RNS vagy DNS szakaszt masol le és szaporit fel

1st cycle

o Denaturation 9 Annealing
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of interest J" W “
5 %
.-m.. n
IIIIIHI
3

"y L VL v
F m
dNTps Primers T ey
po4

Polymerase

_J

e Extension

3‘\

\wr

N |||||""

2nd cycle 3rd cycle

r llllllllu
[RRRRREF™™Y

TM 1, T

L T ,ﬂ
™ e
IIH

Mnun
Wi LPERET ™

S L I

Lmrwﬂi

le

>

nth cycle

PCR product

~2" copies




PCR-hez szukseges molekulak

e Sablonmolekula- RNS vagy DNS

e Két Primer
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Primerek

* Avizsgalandd DNS-darab mindkét oldalan Iévé nukleotidszekvenciak duplikatumai

* Nukleotid-sorrendjiket ismerni kell!
* Laborban el8allithatok vagy megvasarolhatok




PCR lépései

PCR : Polymerase Chain Reaction

94 °C

ﬂ“m0mﬂ ﬁ*{“ Step 1 : dcnaturatie'q?‘:

e Denaturacio: A spiral szalait 90-96 °C-ra hevitve ki
kell tekerni és szét kell valasztani

o R POATTITREE ol r Step 2 : annealing |
* Hibridizaciéo/Annealing: primerek bekotnek a Y . - e
komplementer bazisokhoz S M >

* DNS szintézis: polimerazok Uj szalakat szintetizalnak
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PCR tipusai

Kvantitativ PCR technikak
Kvalitativ PCR technikak
Hagyomanyos PCR
Multiplex PCR
Beagyazott-félbeagyazott PCR
Standard PCR

el
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. Digital PCR (dPCR)
10. Fast-cycling PCR
11. High-fidelity PCR

Types of PCR with definition and uses

AFLP PCR
Allele-specific PCR
Alu PCR
Assembly PCR
Asymmetric PCR
COLD PCR

Colony PCR
Conventional PCR

12. Hot-start PCR

13. In situ PCR

14. Intersequence-specific (ISSR) PCR

15. Inverse PCR

16. LATE (linear after the exponential) PCR
17. Ligation-mediated PCR

18. Long-range PCR

19.
20.
2
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

it

35.
36.

Methylation-specific PCR (MSP)
Miniprimer PCR

. Multiplex-PCR

Nanoparticle-Assisted PCR (nanoPCR)
Nested PCR
Overlap extension PCR

Real-Time PCR (quantitative PCR or qPCR)

Repetitive sequence-based PCR
Reverse-Transcriptase (RT-PCR)

Reverse-Transcriptase Real-Time PCR (RT-gPCR)

RNase H-dependent PCR (rhPCR)
Single cell PCR

Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR)
Solid phase PCR

Suicide PCR

. Thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR)

Touch down (TD) PCR

Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) PCR
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* Easiest of the PCR types to

Conventional ~ DNA * Amplification and
detection of DNA

sequences

Real Time DNA

Amplification,
detection and
quantification of
initial copy number
of nudeic acid
target

Simultaneous
amplification and
detection of two
or more different
DNA sequences
(can be performed
as a conventional
or realtime
procedure)

Multiplex DNA

Nested DNA

Amplification and
detection of DNA
using external and
internal primer sets
in sequential steps

Reverse mRNA, * Amplification and

Transcriptase RNA, detection of RNA
(RT) viral
RNA

perform

* Low cost of equipment and

supplies

* Rapid potential for relative

or absolute target sequence
quantification

Usually eliminates
requirement for
postamplification analyses

* Increased specificity because

probes or melting curves
are used

Totally closed tube analyses
creates less potential for
cross- contamination

Amplification of multiple
target sequences in a single
reaction reduces time and
labour requirements

Potentially more sensitive

* Decreases the potential for

nonspecific amplification

* Amplification of all RNA

types

* Normally produces only

qualitative results

* Requirement for

postamplification analyses
increases time and labour
as well as risk of cross-
contamination and human
error

Products should be
confirmed by probe
hybridization or sequencing

* Requires more expensive

equipment and reagents

Less flexibility in primer and
probe selection

Less amenable to other
downstream product
confirmation analyses, such
as sequencing due to small
amplicon size

Less flexibility in primer
selection

Requires significant
optimization

* Generally has lower

sensitivity and specificity

More likely to produce false
positives due to carryover
of products from first
amplification step

An additional room for
sample preparation after
the first amplification step is
needed

* RNA is sensitive to

degradation

Added RT step may increase
time and costs as well as
potential for contamination

Source: The United States Environmental Protection Agency (EPA), Quality Assurance/Quality
Control Guidance for Laboratories Performing PCR Analyses on Environmental Samples, October

2004




Kvantitativ PCR

* Mas néven Real-time PCR
* Megmutatja mennyi DNS van egy mintaban
* Adott DNS szegmens kimutatasara is jO
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Kvalitativ PCR

* Gyors, egyszer( és olcso

e Kimutathatd, hogy egy egyén
egy rokon kérokozéval

PCR VERSUS

QPCR

PCR is a technique in
biotechnology that allows the
analysis of a short sequence
of DNA by amplifying a
selected segment of DNA

QPCR is a technique in
biotechnology that allows the
detection, characterization, and
quantification of nucleic acids
for various applications

Qualitative technique Quantitative technique

The product is detected

by the agarose gel
electrophoresis

The product can be
detected in each
amplification cycle

The data is collected at the
end of the reaction

The data is collected during
the exponential phase of
the reaction

7 . 77 77 LXJ
UJ rafe rtOZOd Ott‘e Has a very poor resolution Has a very high resolution

Uses ethidium bromide to
stain the product

Uses fluorescent dyes to
detect the product

A more time-consuming Less time-consuming
method

RT-PCR is the type of PCR
that uses RNA as the template

RT-qPCR is the type of gPCR
that uses RNA as the template

Used to detect the presence or Used to quantify a particular

absence of certain genomic fragment in a sample

fragments
Visit www.pediaa.com




Hagyomanyos PCR

e Szokasos PCR eljaras
* Primerek specifikusan kotnek 2 DNS szallal



Multiplex PCR

* Egyetlen mintaban kilonb6z6 korokozokat mutat
ki

* Exonikus/intronikus szekvencia azonositasara
szolgal specifikus génekbe

* Bazispar-hosszusagnak klilénb6zdnek kell lennie

 Ezt a technikat virusos/bakteridlis és egyéb
fert6z6 agensek kimutatasara hasznaljak
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Beagyazott-télbeagyazott PCR

* két primer-készletet hasznalnak egyetlen
|6kuszpontra

* Az elsé keszlet egy amplifikalt szekvencia

* a masodik készlet pedig komplementer az elsé
szekvenciahoz, amely rovidebb lesz, mint az
els6 amplifikalt termék

¢ Célja”a nem V,ért prirper kOt()’he,l’ye,k HEH oo
felerGsitesebdl eredd szennyezddések =
csokkentése N
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Standard PCR

e Egyszer(, hatékony és érzékeny
* Egy primerparral végzik
» Kvantitativ/félkvantitativ-real time PCR Fluoreszcens festékek jel6lésre



PCR Alkalmazasa

* Mikrobioldgiaban Fogyasztoi Genetika? Bdnligyi nyomozas
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Crenarchaeota - Cyanobacteria

Proteobacteria



Mikrobiologiaban

* A PCR szamos kornyezeti hatas megismerését teszi lehetdve,
kildnosen a mikroorganizmusokhoz kotott folyamatokat. PCR altal
meghatarozhatoak konkrét mikroorganizmusok, illetve azok
mennyisége. El6nye mas modszerekhez képest, hogy kis mennyiségl
mikroorganizmusok is meghatarozhatdak. A vizek és az élelmiszerek
egészseglgyi mindségét gyakran ezzel allapitjuk meg.




Fogyasztoi Genetika?

* PCR elérhetbve tette, hogy barki tesztelje a genomjat és ez egy Uj
agazat kialakulasat is magaval hozta. Egy agazat, amely személyre
szabott ajanlatokat nyujt nekink a genomunk alapjan. Példaul ilyen a
nutrigenomics, amely megtudja nekiink mondani, hogy milyen tipusu
élelmiszert nutrient lenne célszer( fogyasztanunk.



Bdnugyi nyomozas

* Rengeteg blndz6t azonositanak a PCR-nak kdszonhetben, illetve
rengeteg bizonyitékot is nyujt ezen b(in6zok elitéléséhez, példaul vér,
haj, sperma, avagy pollen és fold minta formajaban. DNS
,Ujjlenyomatok” felallitasa (avagy DNS profilok), rokonok azonositasa,
mind lehetséges a PCR-nak kdszonhetben.

* Mohak vizsgalata




Filogenetika

» Torsz fejl6dési analitika kilonboz6 forrasokat hasznalva példaul haj
mintabol. Feltérképezhetd vele allatok genetikaja és ezaltal segithet
megdlrzésukben is



Elelmiszerek és a mez&gazdasag

* GMO génmodositast is lehetdvé teszi mivel segitségével a dns t
feltérképezve célzottan javithatunk rajta.



PCR Legfontosabb Alkalmazasa

Segit felvenni a harcot a virussal. A PCR az egyik
legmegbizhatdbb modszer a virussal fert6zott személyek
azonitasara. A PCR teszt polimeraz lancreakcion alapuld
teszt, mely a virus RNS-ét mutatja ki. A mintakat minden
esetben: az orrban, illetve a garatban talalhato
nyalkahartyarol veszik. Egy bizonyos RNS teszi egyedivé ezt a
virust, igy alkalmas arra, hogy altala a virus jelenlétét
bizonyitsak. A vizsgalatot molekularis bioldgiai modszerekkel
A vé%ezik. Ezek valéjaban nukleinsav-amplifikacids
(felsokszorozd) modszerek, amelyek koziil a PCR, azaz a
polimeraz-lancreakcio a legelterjedtebben hasznalt.
Valéjaban még a PCR is csak egy gyljténév, ami sok
' lehetGséget foglal magaba. Leginkabb valods idejd, reverz
transzkripcids PCR-t végzik. A virus RNS-ének jol
meghatarozott, specifikus szakaszat vagy szakaszait
felsokszorozzak és kimutathatéva tesszuk. A virus tébb
szakaszanak egydttes vizsgalataval, névelhet6 a kimutatas
specificitasa és szenzitivitasa is. Raadasul a detektalast a
felsokszorozassal egy id6ben végzik, igy a kiértékelés
|ényegesen gyorsabba valhat.




* A moddszerhez a virus RNS-e szijkséﬁes. Mivel a virus RNS-ét akarjuk kimutatni, ezt a PCR
reagensei szamara hozzaférhet6évé kell tennlink a mintabdl. Nagyon leegyszerUsitve: a virus RNS-e
jelen lehet nagyjabdl szabadon a sejteken beliil, de jelen lehet a viruson beliil, a virus pedig a
sejten belll. Ez a sok minden, ami korllveszi az RNS-t, gyakorlatilag akadalyt képez, igy a PCR nem
tud végbemenni. Valahogyan ki kell szabaditani az RNS-t. Erre sokféle RNS-izolalasi modszert
hasznalhatunk, ami torténhet kézzel vagy gépekkel, automatizalva is. llyen mennyisegd gepre,
reagensre, mlanyag arura soha nem volt meg sziikseg. A gyartoknak ugy kellett volna
sokszorosara novelni kapacitasaikat, hogy 6ket is sujtotta a jarvany hatasa. A reagensek,
muUanyagok, automatak elérhet8sége korlatozott és akadozo volt, és jelenleg is problémat okoz.
lgy olyan PCR-tesztek fejlesztése is megindult, amelyek nem igénylik az el6zetes RNS-izolalast,
hanem a mintabdl kozvetlenil végezhetdk. S6t, nem PCR-alapu vizsgalatok is elGtérbe keriltek.

* A PCR-hez szikséges reagensek. A diagnosztikai PCR-eket kereskedelmi forgalomban kaphato
kitekkel végzik. Ezek megfelel6 tesztelesen estek at, és egy erre kijelolt szakmai szervezet
engedélyezte a hasznalatukat.

* Maga a PCR egy gépben zajlik. Egy bizonyos teszt adott gepeken futtathato, azzal kom|i)atibi|is,
illetve arra vizsgaltak. Ebben a gepben meghatarozott szamu mintat (96, de akar 384) lehet
egyszerre vizsgalni, ami adott ideig tart. Igy minél tobb mintat akarunk egy id6egység (példaul 1
nap) alatt vizsgalni, annal tobb gép kell.



Forrasok

Képek:

www.sciencehistory.org

WWW.jbc.org

WWW.SCiencenorway.no

WWwWWw.researchgate.net

www.microbenotes.com

hu.weblogographic.com

www.premierbiosoft.com

www.microbeonline.com
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