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1.1. POLIMERÁZ
LÁNCREAKCIÓ (PCR)
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= a DNS in vitro sokszorosítása

A DNS lemásolása enzimesen n-szer: 2n kópia keletkezik
→ ciklikus működés
K. Mullis 1983 (Nobel-díj: 1993)
Csak egy rövid szakaszt (~10 kb) tud sokszorosítani.

A DNS „olvadása”: magas hőmérsékleten (90 - 95 fok) a
kettős szálú DNS szálai szétválnak (a hidrogén-kötések a
bázisok között elengednek)
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Mire alkalmas a PCR?

Parányi mennyiségű DNS vizsgálatára.
 Személyazonosítás: „genetikai ujjlenyomat”, a két

DNS mintát azonos módon feldarabolják (RE) és a
darabokat sokszorosítják. Minél több azonos darabot
találnak, annál biztosabb az azonosság. (Bűnügyi,
apasági vizsgálatok)

 Örökletes, genetikai betegségek, mutációk kimutatá-
sa

 Fertőző betegségek kimutatása (a baktériumok, víru-
sok kimutatása nagyon korai stádiumban)

 Ősi DNS vizsgálata (mamut, fáraók, Ötzi)
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A DNS in vitro sokszorosítása

Szükséges:

Az „alap” DNS, ~1 ng (nanogramm, 10-9 g) elég

2 primer (10-20 bázisnyi oligonukleotid, ld később)

DNS polimeráz enzim (hőálló, gyors, pontos)

Nukleotidok - a DNS felépítéséhez

Pufferoldat - a megfelelő kémiai környezetet biztosítja.
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Primerek

A primerek olyan rövid, egyes szálú DNS darabkák, ame-
lyekkel „megcímkézzük” a sokszorosítandó génszakasz
két végét. A DNS polimeráz innen „folytatja” az új lánc
szintézisét. Mindkét szálra külön primert kell illeszteni, a
génszakasz 3’ végére (= primer-pár).
Komplementer módon illeszkednek az „alap” DNS-hez.
A primereket a DNS ismeretében (adatbankok) megter-
vezik és laboratóriumban szin-
tetizálják. (Meg lehet rendelni.)
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A duplikációs ciklus

1. Denaturálás: 92-94 C-on a DNS szálai szétválnak.
Időtartama: indításnál ~5 perc, a későbbiekben 30-
120 mp

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

3. DNS szintézis: a DNS polimeráz szintetizálja a komp-
lementer szálat, 72 C-on, időtartama a génszakasz
hosszától függ (~ 1000 bp/perc)

Egy ciklus időtartama 5-10 perc, a kiértékelhető ered-
ményhez 20-30 ciklusra van szükség
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A
duplikáció
folyamata
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Mit kezdünk a felszaporított DNS-sel?

Megvizsgáljuk a

Jelenlétét - ha megjelenik, igazolni lehet pl. fertőzése-
ket

Mintázatát – azonos primerek különböző DNS-ekből
különböző hosszúságú szakaszokat fognak közre, és
szaporítanak - ezek méreteloszlása nagyon jellemző
= „genetikai ujjlenyomat”

Bázissorrendjét – tökéletes azonosításra, illetve pont-
mutációk kimutatására alkalmas
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DNS-mintázatok - elektroforézis


