A PCR TECHNIKA ESALKALMAZASI TERULETEI
Polimer &z lancreakcié

Tetsz6leges DNS-szakaszrdl (templét) rovid idd aatt korlatlan szdml mésolatot készithetlink
két inicial 6 oligonukleotid (primer) és a DNS-polimerdz enzim segitségével. A reakcié harom
[épcsobol Al.
- Elsdként a duplaszall templat DNS szdait hddenaturécioval elvaasztjuk egyméstdl.
A mésodik Iépésben a hdmérséklet csokkentésével |ehetbve tesszilkk a primerek (oligok)
templat DNS-hez kapcsol 6dasét (annealing).
A bharmadik 1épés sordn a polimerdz enzim az egyszaliva denaturdt templathoz
kapcsol6dd primerek végeit meghosszabbitja (elongacid) és ekdzben elkésziti a templat
DNS kiegészitd szd at.
Ha a denaturacids annealing és elongécios épést ismételjik, a polimerdz az Gjonnan
elkészitett szalakat is templatként haszndlja, és igy a keletkezett DNS mennyisége
exponencidlisan novekszik.
Az elsd kisérleteket E. coli-bdl sz&rmazd DNS polimeraz alegyseggel végezték, amely
azonban hevitéskor denaturd édott, igy minden ciklushoz friss anyagra volt szilkseg. Ezért ma
mar a hdstabil pl. Termus aquaticusbél nyert DNS-polimerézt (Tag-polimerézt) hasznaljék.

Szelektiv. modszer, elénye a hagyoményos technikékkal szemben, hogy specidis DNS
fragment, ezaltal egy adott organizmuscsoport illetve organizmus vizsgalatét teszi |ehetbvé. A
specidlis, kivaasztott DNS szekvencia amplifikacioja enzimes reakciok ismétlddésével, in
vitro kordlmények kozott megy végbe. Minden egyes PCR ciklusban a DNS mennyisége a
reakcidelegyben duplézodik, azaz 25-30 ciklus utdn 10°-szorosa a kezdeti DNS
mennyisegnek. A reakciO végtermeéke gélelektroforézissel vizsgdhato.

Erzékeny modszer, néhany DNS kopia jelenléte esetén is kimutathat6 a keresett szekvencia. A
maodszer egyben univerzdlis is, igy példaul a mikroorganizmusok barmely mintaban
detektal hatdak.

PCR alkalmazasi ter tletei

A PCR gpecidlis akamazésaval meghatarozhatdé a target DNS mennyisége kornyezeti
mintakban. Mérhetd a mikroorganizmusok szama, feltéve, hogy a target DNS kdpiaszama a
sgjten belll ismert. Detektalhatdak a kapcsolt gének csoportjai is, ezéltal a funkcionalis vagy
taxondmiai szempontbdl rokon mikroorganizmusok. Ez utébbi esetben a primerek a DNS
konzervélt régidjahoz kapcsolédnak a 16S rDNSill. 23S rDNS-en belll. PCR aka mazasaval
a szennyezGanyagok degradaciés Utvonalai is vizsgdhatéak, pl. aromés gylrls vegylletek
dioxigendz enzimeit kodol6 gének detektahatéak. A PCR (Osszekapcsolhatd reverz
transzkriptaz reakcioval, ezaltal lehetdvé téve mRNS-ek ezen keresztil mikroorganizmusok
aktivitasnak mérését.

PCR modszerrel |étrehozhatdéak egyszala v. kétszall hibridizaciés DNS probak, amelyeket
kornyezeti mintak vizsgalatara lehet haszndni. Radionukleotidokkal eldalitott probék
hibridizaciéjat szcintilldtorral kvantitativan lehet analizalni. Egyszau DNS prébat egy primer
hozzéadasaval lehet |étrehozni, ez esetben aszimmetrikus amplifikéacio jatszodik le, ahol nincs
szilkség felftés szakaszra.

Enzimek termel6désének vizsgalata
Kornyezeti mintakban specidlis enzimek termel6dése vizsgdhaté a genomi DNS adott
enzimet kédold konzervalt régidjara, vagy plazmidok szekvencigjéra tervezett primerekkel.



Példaul pJP4-es plazmidbdl nyert primerekkel végzett PCR-rel tobb kilonbdzd fg 2,4-
dikloro-fenoxi-ecetsav degradativ potencialja egyuttesen becsilhet®.

Az éppen expressza 6do fehérjék vizsgdlatara dkamas a néhany perc éettartami mRNS-ek
RT-PCR-rel torténd amplifikaasa.

Mikrobidlis diverzitas vizsgélata

16S rDNS amplifikéciojaval, majd restrikcids fragmenthossz-polimorfizmus médszerével és a
specifikus savok szekvendlasaval kornyezeti mintdk mikrobidlis diverzitdsa vizsgalhatd. A
16S rDNS szekvenciakat a konzervat régiokra tervezett univerzélis primerekkel |ehet
amplifikéni.

A PCR termékek tovébb vizsgdhatdéak denaturdlé grédiens gél elektroforézissel (DGGE)
illetve hdmérséklet gradiens gél elektroforézissel (TGGE), melynek sorén a kiloénb6zd A+T
illetve G+C tartalomnak megfelelden valnak e a kétszdll DNS-ek egyszal iva

Nested-PCR és multiplex-PCR eljarasokka vizsgdhatd egy kornyezeti minta mikrobidlis
kozossege.

DNSfingerprint készitése PCR-rél

Szamos eljaras létezik mikroorganizmus DNS fingerprint  készitésére baktériumok
identifikélaséra, alfgjok meghatérozésara izolélt mikrobdkbdl. 1lyen modszer, pl. az AP-PCR,
amelynél egy 10 bézis hosszisagu random primerrel a mikrobidis genom tébb szekvenciga
amplifikaodik, és standard korilmeények esetén az adott mikroorganizmusra jellemzd
komplex DNS savminta jelenik meg a gélen.

Gyakrabban alkalmazott eljdras a repetitiv szekvencidkra tervezett (dtaldban 20 bézis
hosszUsagul) primerekkel végzett amplifikacid, melynek sorén szintén fgjra jellemzd DNS
ujjlenyomat lathatd az elektroforetikus képen. (llyen moédszerek, pl. a REP, a repetitiv
intergénes palindrom szekvenciékra tervezett PCR.)

DNS mennyiségi meghatar ozasa PCR-rel

Ismert mennyiségben a kornyezeti mintahoz adott kontroll templéttal és kilon primerrel
végzett PCR-rel a vizsgani kivant target szekvencia és a belsd standard templat egydtt
amplifikélhato, majd a termékek gél elektroforézissel elvalaszthatdak. A sévok intenzitésa
denzitométerrel Osszehasonlithatd, kalibrécios gorbe alapjan pedig a templd mennyiségére
lehet kovetkeztetni.

Masik lehetdseg DNS kvantifikdlasara a HPL C-vel torténd meghatarozas, a meghatarozando
minta addiciojat kovetden.

A Real-time PCR technika bemutatdsa a LightCycler ™ System mOk6désén ker esztll:
ultragyors, real-time, on-line detektdl ast kvantitativ PCR rendszer

A mlszer mikodés elve:

A LightCycler ™ egy csicsmindségl Rodenstock fotométerrel kombindlt gyors
thermocycler, melyben a fltés és hiités szabalyozasa forrd és hideg levegd vatakozd
alkalmazasaval torténik. A hdatadd kdzeg alacsony tbmege miatt, ezzel az eljarassal rendkivl
nagy hbatadasi sebesség érhetd el (20°C/sec). A rendszer ugyanakkor reakcidedényként
borszilikét kapillarisokat hasznal, melyekben a nagy felszin/térfogat arany miatt nagyon
hatékony a hodtadés. Az alkalmazott hdatado kdzeg és a borszilikat kapillarisok egyttesen
teszik lehetdvé az ultra-gyors ciklusvaltasokat.



A LightCycler™ teljesitménye: 30-40 PCR ciklus
20-30 perc alatt, detektdl éssal.

A borszilikét kapillarisok egyidejlleg szigna-gyQjtd
optikai elemként is szolgdlnak, a szaoptikdhoz
hasonléan vezetve és a kapill&is hegyére
koncentralva a reakcié soran keletkezd fényjeleket, lehetbve téve a mikrotérfogati minték
fluoreszcens monitorozésahoz elegendd fénykibocsatést.

A mintak a mintatarcsaba kerllnek, mely 32 kapillarist képes egyszerre befogadni. A
mintatarcsa a mintabetdltéshez a mlszerbdl kiemel hetd.

A LightCycler™ System tartozéka egy felhasznddbardt szoftverrel elléott PC is, ami
biztositja az analizis egyszerQ és pontos kivitelezését. A maszer a Windows NT / 2000
operéci 6s rendszer aatt mikodd PC-n keresztll izemeltethetd.

A hdciklusok alatt az egyes kapillarisokban lezajl 6 reakcié monitorozésa on-line Ggy torténhet
meg, hogy egy precizios |éptetd motor a (zart) kapillérist, adott idékozonként, a mintatarcsa
elforgatasaval, pontosan a fluoriméter optikgja folé juttatja, a fluoreszcencia mérése céljabdl.

A fluoriméterben egy maintenance-free LED fényforras (470 nm) valamint harom (530 nm,
640 nm, 710 nm') sz(rd taldhato, ez utdbbiak haromszin( azaz multiplex detektalast, tesznek
lehetdve.

A szoftver minden mérési pontban real-time megjeleniti a fluoreszcens jeleket. A mintabdl
érkezd jelek mérése tehat olyankor torténik, amikor a kapillaris az optikai egység folé ker(l.
A hdciklusok aatt a fluoreszcencia minden kapillarisban ciklusonként mérhetd, a mert
értékek a képernydn azonnal megjelennek és minden ciklus utan tovabb irédnak (kinetikus
gorbe). A keletkezd adatokat a szamitogép a tovébbi elemzéshez térolja

Detektélas technikak:

A rendszer alkalmas szinte az 0sszes real-time detektalasi technoldgia felhaszndésara, igy
SYBR-Green, FRET (Fluoresence Resonance Energy Transfer), TagMan, Molecular Beacon,
Scorpion, stb alkalmazasok is futtathat6ak rajta.

A LightCycler™ System-et leggyakrabban a kovetkezd két detektaldsi technikéval
haszndljak.
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1. A SYBR® Green | festék az etidium bromidhoz hasonldan interkald6dé molekula
amely a dupla szélu (ds) DNS-hez kétddik az amplifikal 6 elegyben. Bekétddve, adott
monokrém fénnyel indukdlva 530 nm-s hullamhosszd fényt emittal. Az ebbdl
keletkezd mérhetd fluoreszcens jel nagysaga a PCR folyaman szaporodd dsDNS
mennyisegével aranyosan novekszik. Optimalizdlasra kivAdan megfelel. Ez a
megoldas nem igényel extra probékat, ezért a relative olcsosaga miatt népszerQ.

2. A méasik technika a FRET, amely hibridizacios probakat hasznal. A norméd PCR
primerek mellett a PCR mix-hez két az amplifikdtumra specifikusan beko6t6dd,
festékkel jeldlt oligonukleotid préba adnak, melyek az amplifikélt fragmentum egy
belsd rovidebb szakaszénak komplementerei. Az egyik préba 5' vége LightCycler™
Red fluorofér csoporttal jeldlt, mig a méasik préba 3' végén fluoreszcein jeldlési. A két
préba a targethez hibridizalédva olyan kozel kerll egyméshoz, hogy fluoroforjaik
kozott Iétrejon a FRET (Fluorescence Resonance Eneregy Transfer) folyamata. A
FRET kozben a donor-fluorofért (a fluoreszceint) a LightCycler™ fényforrasa
gerjeszti. A gerjesztési energia egy része dadodik a LightCycler™  akceptor
fluoroforjdnanak, ami kétféle lehet: LightCycler™ Red 640 vagy LightCycler™ Red
700, melyekbdl az emittélt fluoreszcencia megfeleld hullamhosszon mérhetd és
aranyos a reakcioelegyben 1év6 specifikus targetszekvencia aktudlis mennyiségével. A
prébak specifikussaga miatt tokél etesen alkalmas genotipizalasra, mivel pedig minden
amplifikdtumhoz csak egy probapéar kotddik, ezért pontos mennyiségi meghatérozas
végezhetd vele.
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Alkalmazasok:
A LightCycler ™ keésziilék felhaszndlasi terlletei:

ultragyors PCR

a PCR termékek real-time mennyiségi elemzése

specifikus PCR termékek detektdl sa, azonositésa

mutéciO detektal &s, genotipizalés olvadaspont analizis segitségével



multiplex PCR, polimorfizmus vizsgé ata

M ennyiségi meghatar 0zas - kinetikus mér éssel, nagy pontossaggal:

A fluoreszcencia mérése minden ciklusban megtorténik, igy lathatova valik a reakcid
kinetikgja, ami informativabb, mint a reakciotermék mennyisége a végpontban (telitett
reakcid). Az a ciklusszam, amelynél a szignal eléri a logaritmikus PCR fazist, a target DNS
(RNS) kiindulasi mennyiségének fliggvénye. Ennek ismeretében |ehetséges a target kiindul&si
mennyisegenek pontos mérése, akar a SYBRA Green | festék, ak& a hibridizacios proba
segitségével torténik a detektdl as.

Olvadaspont-analizisa PCR termékek elemzésére:

Minden DNS fragmentumra jellemzd az olvadaspontja (Tr,), mely definiciészerlen az a
hémérséklet, melyen az adott DNS fragmens 50%-a egyszall. Az olvadaspontot |eginkabb
befolyasol 6 tényezdk: a fragmens G+C tartalma, valamint hossza. A LightCycler™ késziilék
a homérséklet fokonkénti emelése kozben képes folyamatosan monitorozni a keletkezd
fluoreszcenciat. Amikor a kapillarisban a hdmérséklet eléri a vizsgdlt fragmens Ty, értékét, a
fluoreszcencia emisszio hirtelen cstkkenni kezd, az alkamazott fluoreszcens technikétol
flggben, vagy azért, mert a (duplaszal-specifikus) SYBR Green | levalik az amplikonrdl,
vagy azért, mert a hibridizacids probék az amplikonrdl leolvadva mar nincsenek tobbeé
energiadtadasra a kal mas kozel ségben.

Mire hasznalhat6 az olvadaspont analizis?

genotipizalasra vagy mutacio detektalasara, mivel a hibridizaciés proba és a target kozotti
mismatch a T, csokkenését okozza,

termékek megkulonboztetésére, mivel ardvidebb termékek (pl. primer-dimerek) T, értéke
alacsonyabb mint a specifikus fragmensg,

atermék azonositasara, atermékspecifikus Tp, érték kimérésével.

A Perkin-Elmer Corp. dtal kidolgozott TagMan mddszerredl még pontosabban
meghatarozhaté a minta DNS tartalma. Lényege, hogy egy, a két végén festékkel ellétott
préba kapcsolddik a PCR termékhez a szekvencidn belll. Amikor a két jelzés kozel van
egyméshoz, azaz ép prébakban, az egyik festék (signal) dtal emittdlt fluoreszcens fényt a
proba mésik végéhez kapcsolt festék (quencher) képes elnyelni. A 3' végen modositott probat
a Tag polimerdz nem képes meghosszabbitani. A templé amplifikécidja sorédn a proba 5
végével taldlkozd Taq polimeraz bazisrdl bazisra lebontja a prébét, a préba két végén levd
festék tavol kerll egymastdl, és a signal jelzés emisszigja detektadlhatova vaik. Az emisszio
line&ris novekedését a kezdeti ciklusokban standard gorbéhez lehet viszonyitani, és a
kiindulési DNS mennyiséget lehet szamolni.

Hasonl 6 megoldas a DNS mennyiségi meghatarozésaban a SY BER Green fluoreszcens festék
emisszidjanak vizsgllata. Ez a festék a kétszdlt DNS-hez képes kapcsolddni, és minden
ciklus végén mérve, a keletkezett termék aktualis mennyiségével aranyos jelet ad. Eldnye még
ennek a Read-Time PCR modszernek, hogy az amplifikécié végén olvadési gorbék
felvételével pontosan ellendrizhetd a specifikus termék jelenléte, igy kdnnyen optiméhaté az
eljarés.



PCR adkamazédsa igen elterjedt az orvos diagnosztikaban, genetikai betegségek
kimutatédsaban, fertdzést okozd, patogén mikroorganizmusok detektélésaban, igazsagulgyi
orvosi vizsgalatokndl.

Az alkalmazés korlatai

A PCR akamazésa kornyezeti mintdkban nehézségekbe Utkozik, mert a DNS polimerézt
kémiailag és fizikailag egyarant gatoljék atalgj komponensei, mint pl. talajkolloid szemcsek,
amelyek egyrészt fizikailag gétoljék a DNS és primer kapcsolodésat, valamint stabilizljak a
primer-dimer kapcsolatot. Szervetlen és szerves anyagok egyarant kifejthetnek kémiai gétlé
hatés, pl. vastartalmU vegyuletek, huminsavak. Ezért a reakcio kivitelezéséhez nagyon tiszta
DNS-re van szilkség, és a mérés kvantitativva tételéhez specidlis modszer szikséges. Kevés
minta esetén nem jol reprodukd hat6é az eredmeény. A modszer hétrdnya ezen fellil még, hogy
mivel a DNS target keverékben van jelen, ezért eltérd lehet az amplifikacios hatékonysaga
(Pepper and Dowd, 2002).

Altaléanos PCR protokoll

A standard 100e I-es PCR reakciéelegyet (Osszetételét a kdvetkezd Téabldzat mutatja) jégen
tartott 0,5 vagy 0,2 ml-es polipropilén csovekbe kell dsszemérni. A csbvek mindsége
rendkivil fontos a megfeleld hdatadas szempontjdbdl. A 3. tablazat tartalmazza a standard
PCR reakcibelegy Osszetevoit.

3. Tablazat Standard PCR reakcioelegy

Komponens Mennyiség (¢ 1)

H.O 61,5-66,5

10x reakcio6 puffer * 10

dNTP (1,25 mM) 16

Primer 1 (0,1 +g/*l) 1,0

Primer 2 (0,1 +g/*l) 1,0

Templat DNS 5-10

Tag (5 U/ 1) 0,5

* 100 |

* A reakci6 puffer dsszetétele:100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KClI, 15 mM MgCl, 0,01
% zselatin.

Altalanos PCR hdmérsékletprogram

1. Denaturécio: 94 °C, 1,5 min

2. Primertapadas: 55-60 °C, 1min

3. Lanchosszabbitas: 72 °C, 1 min

25 ciklust kovetden 7-10 percig tartja 72 °C-on magjd az enzimes reakciét 4 °C-ra hitve dlitja
le.




