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7. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Sokszor lathatjuk kulénbézhelyszinads TV filmsorozatokban, hogy bejon egy
fehérkdpenyes alak, aki azt mondja, hogy 6sszelitsttena DNS -t és ez és ez jott ki dlel
Mit is vizsgalnak ilyenkor a DNS-en és hogyan? Efaglalkozik ez az éladas.

A cimben a lancreakcid sz6t még mindenki csak-asaérti. A polimeraz sz6
korabban a DNS polimeraz enzimnél kertdt & ket egyltt a DNS polimeraz egy specialis
alkalmazasét jelenti. (A PCR a cim angol meg8gslek roviditése, aglimerase_bain
reaction helyett all.)

Mi is ez a folyamat tulajdonképpen?

Ez egy sokszorozo folyamat, a Iényege az, hogypeggnyi mennyisédgDNS-t sokszor
egymas utan lemasoltatnak. Minden egyes masolashdopia keletkezik. Tehat ha n-szer
lemasoltatjuk az adott DNS szakaszt, akkbrk@pia keletkezik. A folyamatot ciklikusan
ismételve minden egyes ciklusban megduplazédik & Divlekuldk szama. (Tehat 10 ciklus
utan 1024, 20 ciklus utan kb10® , 30 ciklus utan kb=10’ darab lesz..) llyen médon a
nagyon kevés eredeti DNS$ibolyan nagy mennyiséget lehet kapni, ami mar @&
vizsgalhat6. Egy tamponnal letdrolt 10-20 DNS malaknem elég a vizsgalathoz, de ha a
PCR-rel felszaporitjak, akkor akér tizmilligrammasennyiséget is kaphatunk. Ezt méar
észlelhet mennyiség, a laboratorium tudja kezelni, vizsgaisszehasonlitani.

Torténete: 1983-ban valdsitottdk megisebr. K. Mullis Nobel-dijat is kapott a
felfedezésért. Akkor ez a folyamat még nagyon kiéedesen zajlott le, lassan ment, és
minden ciklusban Ujabb vegyszereket kellett hozaadda mar ez sokkal gyorsabban megy,
adagolasok nélkul. _(KitekintésAmerikaban, ha felvesznek egy kutatdét egy cégltez,
tisztességes fizetést kap a munkajaért, de aldiggy minden eredményének hasznositasi
joga a cég tulajdonat képezi. Kilbnleges esetnélniiz hogy Mullis cége, miutan igen nagy
bevételre tett szert a PCR eljaras és a me(fblediendezések értékesitadélulon juttatott
tizezer dollart a kutaténak)

A PCR technikaval egy viszonylag rovid, kb. 100G&ibparnyi DNS szakaszt tudnak
felszaporitani. (targyaltuk, hogy egy baktérium zphéddba kb. ennyi idegen DNS-t
csomagolhatunk.) Tehat nem egy egész kromoszémahszeyl, hanem annak egy kis
szakaszarol van sz6.

Mire alkalmas a PCR?

» Személyazonositasra, genetikai ujjlenyomat készetékét, vagy tobb DNS mintat
0ssze lehet hasonlitani abbdl a szempontbdl, hgggnahhoz a személyhez, vagy kilérib6z
személyekhez tartoznak. A PCR kis DNS darabokameéayez, és ezeknek a kis daraboknak
a nagysagat, mintazatat hasonlitjak 6ssze. A médsgasagi és csaladkutatasi vizsgalatoknal
is fel lehet hasznalni.
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» Orvosi téren pl. 6rokletes, genetikai betegségiehkedtt felderiteni. Megvizsgaljak, hogy
a kérdéses génszakasz az egészseéges, vagy adesteyekével azonos.

» Mutaciokat, pontmutécidkat lehet kimutatni. Aztb#&onyos génszakaszt, ahol a
mutéciot gyanitjdk, felszaporitjdk olyan mennyigéghogy azutdn a bézissorrendet meg
tudjak hatarozni béle.

» Fertzé betegségeket lehet kimutatni mar nagyon koraiiwtdioan. Ez az emberek és
allatok esetében is nagyon fontos lehet. (Pl. hataron éallatokat akarnak behozni, arrdl
surgsen el kell donteni, hogy férott vagy sem. Ha fenn all a féz€s gyanuja, akkor
karanténba zéarjdk az allatokat. Az allatokat hegtelem lehet eladni, és etetni is kell. Ez
komoly gazdasagi kéar. De ha pl. az allat orrvalaték mintat vesznek és bevizsgaljak a
PCR-rel, akkor masnapra meg lehet mondani, hog§llaz az adott betegséggel terdtt-e
vagy sem.

+ Lehetdsi mintakat is vizsgalni az eljarassal pl.: mamatpknimiakat, Otzi (az Alpok
Otztal volgyélsl fagyottan ebkertilt kokori ember) DNS-ét.

A folyamat részletes targyalasattismételjik at a DNS néhany tulajdonsagat.

Szemléletesen a DNS cipzarként képzélledt és a cipzar két fele szétvalaszthatd. A két
oldalt k6zépen gyenge hidrogénkotések kapcsolj@izd)sa bazisparok kozott kietvagy
harom hidrogénhid jon létre. Ezek kis energiajlerme kotések és kdnnyen felbonthatok.
Elég, ha felmelegitjik 90-95 fokra, maris széthkyiliA DNS stabil anyag, ezen a
hémérsekleten nem karosodik, csak szétvalik két dairapalid DNS-re. Ezt nevezik2NS
olvadasanak illetve olvadaspontjanak.

A technikdhoz sziikséges

- Az alap DNS, eb#l 1 nanogram elegefid (1 ng = 1F gram). A mintavételezésnél
nagyon steril, DNS mentes eszkozoket, pl. tampadnoksznalnak.

- Kell hozza 2 db primer (kb. 20 bazisnyi oligonukidpld. ké$bb.)

- Szikséges a DNS polimeraz enzim, ami a DNS magdold@sgi. Ennek az enzimnek
hééllonak, gyorsnak és pontosnak kell lennie. #alldsag, azért fontos, mert a 90-95
fokos Hmérséklet minden ciklusban 6ébrdul, és sok enzimfehérje &itt mar
inaktivalédik. Fontos a gyorsaség is, azaz minérggbban menjen végbe az adott DNS
szakasz szintézise. A pontossag alatt a masoldék ha bazistévesztések minél kisebb
szamat értjik. A legmodernebb eljarasoknal mar rof@NS polimeraz enzimet
hasznalnak, amit két kulonb®anikrobanak a DNS polimerazabdl allitottak Osspg, i
egyesithdt a hdrom fontos tulajdonsag.

- Négy féle nukleotid, amelyekba DNS felépdil.

- Puffer oldat, ami a megfetekémiai kbrnyezetet biztositja.
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A folyamat aprd, 0,2 cfres, szinte gyufaszal métietsdvekben zajlik. A kis méret azért is j6,
mert gyorsan lehet valtoztatni &rhérsékletet.

Primerek

A primerek rovid, egyes szalu DNS darabkak, ameédgeknegcimkézziik a sokszorosi-
tand6 génszakasz két végét. A DNS polimeraz inndfija az Uj darab szintézisét. Mindkét
szalra kulon primert kell illeszteni, a génszakd'szégére. (= primer par

A primerek bazissorrendje komplementer médon ikednek az alap DNS-hez.

A primereket a DNS ismeretében szamitogéppel meapie, és laboratériumban
szintetizaljak.
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1. abra: Primerek

A primer megtervezéseét szoftverekkel végzik. Ma wemnak olyan adatbankok, ahol
tobb ezer primer bazissorrendjét és lehetsegedrakasait taroljak. A primer tervezeés, még
inkabb az elkészités ma mar szolgaltatas lett. ileet rendelni cégeddt akik rovid idd alatt
x 0sszegert szallitjak a primer part.

Hogy néz ki a duplikacios ciklus?

1. Denaturald92-94°C-on, a DNS szalai szétvalnak. Inditasnal ez 5, p&bb 30-
120 masodperc.

2. Primerek kapcsolédagannealing): 50-70C-on 30-120 masodpercig. (Amig a magas
homérsékleten vannak, addig a primerek sem tudnakdaétni. A hdmérséklet tartomany
azért ilyen tag, mert az optimum a hasznalt primkjdonsagaitél figg. A hosszi DNS
darabkak hosszabb, a révidebbek rovideldlaidtt talaljak meg a helylket.

3. DNS szintézisa DNS polimeraz szintetizalja a komplementeraza? C-on, ideje a
génszakasz hosszatdl figg (a sebessHEPO0 bazispar/perc)

Egy ciklus idstartama 5-10 perc, kiértékelbetredmeényhez 20-30 ciklusra van sziikség.

A folyamat soran 3 kulonbézhomeérseéklet valtakozik ciklikusan. Asimérseklet gyors
valtasat a mintatartok kis térfogata teszi léhét A teljes idsziikséglet ~20-30 x 5-10 perc
azaz tobb oraig is eltart.

(szemléltet Flash animacio talalhatdé a www.oktatas.ch.bme)hu-n
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2. abra: A duplikaci6 folyamata

Mit kezdink a felszaporitott DNS-sel?

- Megvizsgaljuk a_jelenlététHa a ferbz6 betegségeket akarunk kimutatni, akkor azt
nézzik meg, hogy egy bizonyos DNS szakasz jelerevaagy sem.

- Mintazatat.Az embernek nagyon hosszu és bonyolult a DNS-en Erlil vannak
nagyon ,konzervativ’ szakaszok, melyek minden eimderegyformak, pl. a hemoglobin
bazissorrendje az minden embernél teljesen azonos.

De vannak olyan szakaszok is, melyek személyenkéitdibek, valtozatosak.
Személyazonositdsnal ezekre a szakaszokra irdngifg@imereket. A primerek megkeresik a
velik komplementer DNS szakaszokat. Azonos (szdtilélgzarmazd) DNS esetén
ugyanazokra a helyekre Kiinek, a kozbezart szakaszok hossza azonos. Kulénboz
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személyeknél viszont a primerek mashol talaljdk mewkik megfelél helyet a DNS-en, a
kozbezart szakasz hossza az éltész. A kbzbezart szakaszok hosszat hasonlitjgkeddd
alabb), a sokszorositott DNS szakaszok hosszateggit a személyre jellethiellegzetes
mintazatot alkot, ezt nevezik genetikai ujjlenyonzt A elég sok szakaszbdl all a genetikai
ujjlenyomat, akkor nagyon egyedi, csak az egypekégknél azonos.

Az dsszehasonlitasnél azonos primer parokat kefirténi.

- Bézissorrendjét tokéletes azonositasra ill. pontmutéciok kimagata alkalmas.

Genetikai ujjlenyomat, elektroforézis

A felszaporitott DNS darabkdk méretének dsszeh#éeat elektroforézissel végzik. Az
elektroforézis lényege: egy vékony, kb. 2 mm vasigg gélréteg felsszélére felvisszik a
sokszorozott DNS darabkakat tartalmazé oldatokagélke elektromos feszliltséget kapcso-
lunk. Etl az egyes DNS molekuldk az elektromo&@r hataséra lefelé kezdenek vandorol-
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4. abra: DNS-mintazatok- elektroforézis
ni. Vandorlasi sebességik a méreblikiigg. A kis DNS darabkék gyorsabban vandorolnak,
eléreszaladnak, a nagyobb DNS szakaszok lassabbaoreémak lefelé, lemaradnak. Amikor
a legel$ leért a gél aljara akkor valamilyen festéssel restiff és megvizsgaljadk a mintazatot.
Minden felvitt minta flgglegesen egy-egy csiksorozatot ad. Minden csik epnkos mére-
ti DNS darabnak felel meg, foldlrlefelé csokketi méretben. A baloldali gélfelvételen lat-
hatunk teljesen azonos és kis eltéréseket mutabzaokat is. Ha az egyezések mellett csak
egy-két eltérés észleltietakkor a mintak valdsziiheg vérrokonoktél szarmaztak.
A jobb oldali elvi grafikdn egy nemi &zak tettesének testvaladék DNS alapjan téréao-
nositasat lathatjuk. A tetthelyen vett minta gekgetujjlenyomata a 2. szadmu gyanusitottéval
egyezik, a tettes azonosithatd. Az ilyen azonasfetsa birésagok akkor fogadjak el bizonyi-
tékként, ha elég sok sav (= DNS darab) egyezilegiodernebb eljarasoknal kilenc szakasz
egyezését vagy eltérését vizsgaljak.
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