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PCR (polimerase chain reaction)

Elméleti hattér:

A polimeraz lancreakcio (PCR: polymerase chain reaction) segitségével egyetlen vagy
kisszamiiT DNS molekula meghatarozott szakasza (célszekvencia) amplifikalhato
(felszaporithatd) in vitro (él6 sejten kiviili) enzimatikus reakcié révén, gazdaszervezet
igénybevétele nélkiil. A reakcio soran felszaporitott DNS-szakasz mérete jellemzben a 100
bazispar és 10 kilobazispar k6zotti tartomanyba esik.

A PCR-t Kary Mullis 1983-ban fedezte fel, és Nobel dijat kapott érte (1993-ban). Az cljaras
lényege: ha tokéletesen ismert egy adott DNS szekvencia, akkor a szekvencia alapjan egy in
vitro DNS-szintézisen alapuld, ciklikusan ismétlédé modszerrel ki lehet erdsiteni” az adott
szekvenciaji  DNS szakaszt. Két szintetikus oligonukleotidot hasznalnak, melyek az
amplifikalandd DNS komplementer szalaihoz kapcsolnak gy, hogy 3’ végeik egymas felé
néznek. Ezek az oligonukleotidok primerként szolgalnak a DNS-szintézis soran. (a DNS

polimerdz enzim ide tud kapcsolodni és elkezdeni a szintézist.)

A PCR-t hidrom, ciklusosan ismétl6do 1épésben hajtjak végre.

1. El6szor a templat (minta) DNS-t tartalmaz6 mintat 90°C f6lé melegitve a két DNS szél
elvalik (denaturacios fazis),

2. majd az oldatot lehiitve kb. 50°C-ra a nagy koncentracioban alkalmazott primerek mindkét
szalhoz kapcsolodnak (anellalasi fazis).

3. A harmadik 1épésben a mintat 72°C-ra felmelegitve, ezen a homérsékleten nagy felesleg
dNTP (dezoxi nukleozid trifoszfatok, azaz dATP, dTTP, dGTP, dCTP) jelenlétében egy DNS
polimerdz mindkét szalra megszintetizalja az 01j, komplementer DNS szélat (polimerizécios
fazis). A reakcioban olyan DNS-polimerazt (pl. Tag-polimeraz) hasznalnak, mely
héforrasokban ¢él6 baktériumbdl (pl. Thermus aquaticus) szarmazik, és homérsékleti

optimuma 72°C-on van, sét, 90°C-on sem denaturalodik.

Végiil a mintat 4jbol 90° C-ra melegitik, ahol a két kétszali DNS négy szélra esik szét, és a
ciklus kezdddik eldlrél. A harom hémérséklet, 90-50-72°C ciklikus valtogatasaval egy olyan
DNS-termék szaporodik exponencialis iitemben, melynek két végét az alkalmazott primerek
jelolik ki. 25 ciklus utdn kb. egymilliészor annyi adott szekvencidjit DNS molekula

keletkezik, mint amennyi a templatban (mintaban) volt!



A modszer hallatlanul érzékeny, mivel a kiinduldsi mintaban elegendd egyetlen DNS

molekula, az amplifikacio akkor is megtorténik.
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A Kisérlet Kivitelezése:

A kisérlethez EDVOTEK ,PCR amplification of DNA” kit-et hasznalunk

Végig viseljen kesztylit a munkédhoz!

1. Vegyen el6 egy PCR csovet és 4 Eppendorf csdvet. Az Eppendorf csoveket 0-10-20-30
szamokkal lassa el.

2. A PCR cs6be tegyen 20 ul primer mix-et, 20 ul ultratiszta vizet és 5 ul DNS templatot.
Gyengéden razza 0ssze, majd tegyen bele 1 EdvoBeads Plus gyongyot. Ismét razza Ossze
gyengéden, majd centrifugalja par masodpercig.

3. Vegyen ki a keverékbol 10 pl-t a 0 felirati Eppendorf csébe (tegye azonnal jégre a
csovet)

4. A 0 felirata Eppendorf csébe tegyen 15 ul ultratiszta vizet Tegye azonnal jégre a csovet.
Ez a minta mar készen 4ll az elektroforézisre.

5. Sokszorozza a DNS-t a PCR berendezés segitségével.(WVR PCR Thermal Cycler)
(6sszesen kb. 30 perc)

Allitsa be a késziiléken a kovetkezd adatokat:

Kezdeti inkubalas94 °C, 2 perc

Ezt koveti 30 ciklus:

denaturalas: 94 °C, 15 sec

anellalas: 45 °C, 15 sec

polimerizacid: 72 °C, 30 sec

majd egy végso inkubalas: 72 °C, 60 sec

6. Szakitsa meg (PAUSE) a DNS amplifikalast a 10. ciklus utan. Vegye ki a PCR csovet a
késziilékbol (Forrd lehet a minta is, a késziilék fiitdblokkja is!) Vegyen ki a PCR cs6b6l 10ul-
t, tegye a 10 felirati Eppendorf csdbe, tegyen hozza 15 pl ultratiszta vizet Tegye azonnal
jégre az Eppendorf csovet.

8. Helyezze vissza a PCR csovet a késziilékbe, folytassa a DNS amplifikalast!

9. Szakitsa meg (PAUSE) a DNS amplifikalast a 20. ciklus utan Vegye ki a PCR csovet a
késziilékbol (Forro lehet a minta is, a késziilék flitdblokkja is!) Vegyen ki a PCR csébdl 10pul-
t, tegye a 20 feliratd Eppendorf cs6be, tegyen hozza 15 ul ultratiszta vizet Tegye azonnal
jégre az Eppendorf csovet.

10. Helyezze vissza a PCR csovet a késziilékbe, folytassa a DNS amplifikaciot!



11. A 30. ciklus utan vegye ki a PCR csovet a késziilekbdl (Forrd lehet a minta is, a késziilék
fiitéblokkja is!) Vegyen ki a PCR cs6b6l 10ul-t, tegye a 30 felirata Eppendorf csébe, tegyen

hozza 15 pl ultratiszta vizet Tegye azonnal jégre az Eppendorf csovet.

Gélelektroforézis:

Mérjen ki 0,96 g agardzt. Adjon hozza higitott TAE puffert (2,4 ml 50x TAE pufferhez
adjon 117,6 ml sterilezett desztillalt vizet). Melegitse fel vizfiirdon oldodasig. Adjon hozza
120 pl higitott SyBR Safe DNS festéket (kesztyti, maszk, fiilke!)

Ontse meg a gélt! (20 percen beliil megszilardul)

Szilardulas utan helyezze be a késziilékbe, ontson ra TAE puffert (20 ml 50x TAE+980 ml
sterilezett desztillalt viz)

Vigye fel (mindig 0j pipettahegyeket hasznalva) a molekularis 1étrat (15 ul) és a 0-10-20-30
mintakat (15ul) 5 egymas melletti zsebbe.

Futtatas: 100V, a futas sebességét, mértékét ellendrizni lehet tigy, hogy a molekuléris 1étra

keék szind festéket, a PCR mintak sarga festéket tartalmaznak. A festék nem futhat le a gélrdl!

A minta megtekintése
Helyezze be a gélt az UV transzilluminatorba! Mindenképpen hajtsa ra a fedelet, és gy

kapcsolja be. A DNS csikok zo6lden vilagitanak.

1. Figyelje meg az egymdast kovetd zsebekben az amplifikdlt DNS mennyiségét!
2. Hatarozza meg a molekularis 1étra segitségével a felszaporitott DNS szakasz hosszat! (a

molekularis 1étra standard méretei 6751, 3652, 2827, 1568, 1118, 825, 630bp
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PCR, agaroz gélelektroforézis

gyakorlati protokoll tanaroknak

A gyakorlathoz sziikséges eszkozok, anyagok:

PCR késziilek

Horizontalis gélelektroforézis késziilék
Mikrocentrifuga

UV transzilluminator

Automata pipettak, pipettahegyek (sterilezett)
mikrohulldma siité/vizfiirdd

Jég és hiitési lehetdség

steril desztillalt viz

kesztytik

lombikok

EDVOTEK ,,PCR amplification of DNA” kit

1. Primer mix elkészitése:
1. Olvassza ki a TE puffer, keverje jol 6ssze.

2. Gy0z6djon meg arrol, hogy a szilard primer mix a csé aljan van, ha nem, centrifugalja 20
masodpercig.

3. Adjon 1 ml TE puffert a ,,Lypho Primer” cs6be, oldja fel, majd helyezze jégre. Az oldat
vilagos narancssarga és nem tartalmaz szemcséket.

4. Csoportonként 25ul-t mérjen csdvenként (felirat: Primer mix)

2. A DNS templat elkészitése:

1. Olvassza ki a TE puffer, keverje jol 6ssze.



2. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a szilard DNS templat a csé aljan van, ha nem, centrifugalja
20 masodpercig.

3. Adjon 70 ul TE puffert a ,,Lypho Template” csobe, oldja fel, majd helyezze jégre. Az
oldat vilagos piros €s nem tartalmaz szemcséket.

4. Csoportonként 6 pl-t mérjen csovenként (felirat: DNS templat)

3. Mérjen ki csoportonként 100 ul ultratiszta vizet!
4. Adagoljon csoportonként 1 EdvoBead PLUS gyongyot.
5. Minden csoportnak sziikséges 1 PCR cso6 és 4 Eppendorf cso

6. Programozza be a PCR késziiléket.



Felhasznalt irodalom:

http://oktatas.ch.bme.hu/oktatas/konyvek/mezgaz/BiotechManager/12020/2%20Polimer%C3
%A12%201%C3%Alncreakci%C3%B3%20szoveges.pdf



