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A polimeraz lancreakcio (PCR) napjaink molekularis biologiai (genetikai) kutatasanak nélkiilozhetetlen eszkoze, amely
forradalmasitotta nemcsak a géntechnologiaban addig hasznalt modszereket, de a molekularis biologia szemléletét is.
Jelen dolgozat ismerteti a PCR elvét, technikai kivitelezését, valamint a PCR néhany alkalmazdasi teriiletét, elsésorban

molekularis biologiai kutatds és diagnosztika terén.

Bevezetés

A polimeraz lancreakcido (Polymerase Chain
Reaction — PCR) segitségével lehetoség nyilik a
DNS specifikus megsokszorozasara. A modszer
annyira érzékeny, hogy akar egyetlen DNS mole-
kulabdl kiindulva, a tovabbi vizsgalatokhoz elegen-
d6é mennyiségii DNS-t Iehet eldallitani.

A polimeraz lancreakcio elvi lehetségét
Khorana mar 1971-ben felvetette, de a PCR techni-
ka kidolgozasa Kary Mullis érdeme. 1984 ota a
PCR technika forradalmasitotta a molekularis bio-
logiai kutatasokat és a kutatd laboratoriumok nél-
kiilozhetetlen eszkozévé valt.

Napjainkban széles korben hasznaljak a kutatas-
ban, az orvosi diagnosztikaban, a kriminalisztika-
ban, az &slénytanban, a régészetben, az evollcio
molekuléris szintii vizsgalataban stb. A PCR tech-
nikahoz sziikséges DNS minta nagyon valtozatos
forrasbol szarmazhat. A minta lehet emberi, allati,
novényi, bakterialis vagy viralis eredetli. Elegendd
egy csepp vér, egy hajszal, egy néhany sejtbol allo
szovetdarab ahhoz, hogy a PCR-hez megfeleld
mintat lehessen elokésziteni. A minta kora, sot, a
tisztasaga sem bir kiillondsebb jelentdséggel. Tobb
millié éves koviiletekbdl is sikeriilt DNS-t kinyerni
PCR segitségével.

A dolgozat ismerteti a PCR technika fobb al-
kalmazasait a molekularis bioldgiai kutatasok, va-
lamint az orvosi diagnosztika terén. Fontos kihang-
sulyozni azt a tényt, hogy a PCR technika a biolo-
giai tudomanyok minden teriiletén alkalmazhato,
megbizhato, pontos és gyors eredményeket biztosit.

1. A DNS molekula felépitése és replikacioja

A DNS (dezoxiribonukleinsav) molekula két
egymassal szemben elhelyezkedé polinukleotid
lancbol épiil fel, amelyek egy képzeletbeli kozds
tengely koril spiralisan feltekerednek, 1étrehozva a
kettds szalut DNS-re (ds DNS — double stranded
DNA) jellemz6 a-hélixet. A hélix egy csavarulata
3,4 nm, és csavarulatonként megkozelitdleg 10 ba-
zispart tartalmaz. A DNS bazisai lehetnek
purinbazisok, guanin €és adenin €s pirimidinbazisok,
timin és a citozin (1,2). Annak ellenére, hogy a kii-
16nb6z6 bazisok sorrendje a DNS szalon beliil elté-

r6, a dsDNS atméréje allandd, 2 nm, ugyanis az
egyik szal purin bazisa mindig a masik szal
pirimidin bazisaval kapcsolédik és forditva. igy
adenin-timin, timin-adenin, citozin-guanin, guanin-
citozin bazisparosodasok johetnek létre, vagyis a
két szal egymassal komplementer (1,2,3.,4).

Ahhoz, hogy a genetikai informaciot tovabbitani
lehessen, sziikség van a DNS molekula minél pon-
tosabb megkettéz6désére; ez a replikacio. A
replikacié a szemikonzervativ modell szerint torté-
nik. A ds DNS két szala elvalik egymastol, és a régi
szal mentén 1) DNS szal szintetizalodik. Az igy
keletkezett ds DNS molekula egyik lanca a régi,
modelliil szolgdld lanc, mig a masik az Ujonnan
szintetizalodott lanc. A  szintézist a DNS-
dependens-DNS polimeraz enzimek katalizaljak. A
DNS polimerazok kozos tulajdonsaga, hogy nagy
pontossaggal végzik a DNS lanc szintézisét (tulaj-
donképpen a primer 3’-OH csoportjanak nukleofil
tamadasat katalizaljak a beépiild nukleozid-
trifoszfat legbels6, a-foszfatjan), de a szintézis
megkezdéséhez sziikségiik van egy néhany
nukleotidbol all6 primerre. Ez a primer legtobbszor
monokatenaris RNS (ribonukleinsav) és szintézisét
egy primaz nevi enzim katalizalja (1,2,3,4).

Miutan a DNS polimeraz befejezte a szintézist,
kivagja az RNS primert és a keletkezett rést feltolti
dezoxiribonukleotidokkal.

2. A PCR technika elve

A PCR technika tulajdonképpen a DNS szal
sokszorozott replikacidja in vitro koriilmények ko-
zott. Ha a DNS-t 92-95°C-ra hevitjiik, a DNS de-
naturalodik, a két lanc szétvalik. Megfeleld prime-
reket és DNS polimerazt alkalmazva a DNS bizo-
nyos része (a primerek altal kozrefogott rész) fel-
szaporithato (1,2,3,4,5,6,7). Ha a folyamatot tobb-
szOr ismételjiik, nagy szamu, altalunk keresett DNS
szakaszt nyerhetiink (1. abra).

Az elsd olyan DNS szakasz, amely mindkét vé-
gén a primereket tartalmazza a harmadik ciklus so-
ran jelenik meg. Az altalunk keresett DNS szakaszok
mennyisége exponencialisan né a ciklusok soran.
Addig amig a harmadik ciklusban csak 2 ilyen mole-
kulank volt, addig a harmincadik ciklus utan mar
268.435.456 DNS molekula 4ll a rendelkezésiinkre.
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1. abra
A polimeraz lancreakcio. A denaturdaciot a primérek
megkotése, majd a polimerizdacio koveti. Az elso kivant
hosszusagu célmolekulak a 3. ciklus soran jelennek meg.
A vastag vonal a templat (minta) DNS-t, a vékony vonal
a szintetizalodo DNS-t, az xxxx pedig a primért jeloli.

A polimerizacios reakcid specialis PCR csovek-
ben megy végbe, ezek kis térfogati, vékony falu
muianyag csovek. A reakcidkozeg tartalmazza a
mintaként szolgalo DNS molekulat, az altalunk ter-
vezett, mesterségesen szintetizalt primereket,
dezoxiribonukleozidokat (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), a DNS polimerazt, valamint az enzim opti-
malis miikodését biztositdé anyagokat.

3. A PCR technika kivitelezése

A reakcio koézeget tartalmazo csoveket elészor
92-95°C-ra hevitjiik, ekkor a kettés szali DNS de-
naturalodik, majd 30-65°C-ra hiitjiik. Ezen a ho-
mérsékleten a primerek hozzakotddnek a DNS
molekula veliik komplementer részéhez. Kovetke-
zik egy ujabb felmelegités 65-75°C-ra, ekkor torté-
nik meg a DNS szal szintézise a DNS polimeraz
enzim hatasara. Ez a leghosszabb id6t igényld 1épés
(2-7 perc). Ez utan kovetkezik egy tujabb ciklus,
ujabb denaturalas, majd primer koétodés, DNS
szintézis és igy tovabb (2. abra); altalaban 20-40
ciklust alkalmaznak. A moédszerrel kb. 10° sokszo-
rozas érhetd el. Az exponencialis novekedés egy
id6 utan ledll, ekkor célszerli a terméket higitani
1000-10000x%, €s egy jabb rakcidésorozatot inditani
(3,6,7).

Polimerizéait, az 0f DNS
: menmu
F— 65-75%, 2-7 min
puimper 2040 cliun "
92-959°C, 30 8 - min
2. abra

A PCR ciklus soran végbemend események. A DNS-t
eldszor felmelegitjiik, hogy a molekula denaturalodjon,
majd kévetkezik a primérek hibridizacioja a megfelelo

DNS szakaszokhoz, valamint az uj szdl szintézise.

Kezdetben a PCR-hez az Escherichia coli DNS
polimeraz I. szubtilizin emésztéssel nyert frag-
mentjét, a Klenow fragmentet hasznaltak (3,6), de
ez nem biztositott j6 hatdsfokot, mert az enzim ho-
érzékenysége miatt minden ciklus utan ujabb en-
zimmennyiséget kellett adagolni.

Napjainkban egyre tobb hdstabil enzimet alkal-
maznak. A leggyakrabban hasznalt ilyen enzim a
Thermus aquaticus baktérium DNS polimeraz en-
zime, (termalvizekben ¢l6) a Taq DNS polimeraz
(8,9,10), valamint a kiilonb6zo kereskedelmi tarsa-
sagok altal forgalmazott géntechnoldgiai iton mo-
dositott forméja (AmpliTaq). Ennek el6énye, hogy
az enzim miikédési optimuma 75°C koriil van és
masodpercenként kb. 150 nukleotid szintézisére
képes. Preparativ célokra alkalmazzak még a
Pyrococcus furiosus nevii baktériumbol izolalt Pfu
DNS polimeraz, a Thermococcus litoralis-bol izo-
lalt Vent, valamint a Pyrococcus woesi-bol izolalt
Pwo enzimeket, (3,5,6) stb. melyek sokkal keve-
sebb hibaval dolgoznak, mint a Taq polimeraz.

Taq polimerazzal kb. 1000 bazispar nagysagi
DNS szakaszt tudunk szintetizalni, a kevesebb hi-
baval dolgozd DNS polimerazok hasznalataval pe-
dig hosszabb termékek szintézise valik lehetové,
akar 40000 bazispar nagysagi DNS szakaszt is tu-
dunk késziteni (5).

A hdszabalyozast a PCR késziilék biztositja. Az
automatizalasnak két lehetésége van (3,6). Az
egyik az, amikor a mintakat a megfeleld homér-
sékletii vizfirdok kozott mozgatjak (robotszerii
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megoldas), a masik, jobban elterjedt megoldas pe-
dig a mintatartd szabalyozott fiitése-hiitése
(hociklus = thermocycler).

3.1. Optimalizalas

A PCR technikak esetében nem létezik olyan re-
cept, amely minden esetben alkalmazhaté lenne.
Tekintve, hogy nagyon széles korben elterjedt, sok-
féle felhasznalast ismer6 technikarol van sz, a
megadott hémérséklet- és idd értékek csak tajé-
koztat6 jellegliek.

A jo hatasfok elérése érdekében mindig a kiva-
nalmaknak megfelelden kell megtervezni a prime-
reket és optimalizalni kell a reakcié koriilményeit.

A PCR reakciok megtervezésének egyik kulcs-
lépése a primerek megtervezése. Ezek olyan 20-30
oligonukleotidot tartalmaz¢d darabok kell legyenek,
amelyek nem tartalmaznak belsé hurkot, egymassal
nem komplementerek, de specifikusan kapcsolod-
janak a DNS molekula megfelelé szakaszahoz és
denaturalodasuk megkozelitdleg azonos hoémér-
sékleti tartomanyban torténjen (3,5,6,11,12). To-
vabba fontos a reakciokozeg Mg®" és dNTP
(dezoxiribonukleotid) koncentracidja, és meghata-
roz6 értékii a megfelel enzim mennyiség, az enzim
mikodéséhez sziikséges pH optimum, valamint a
DNS minta tisztasaga. Ajanlatos steril koriillmények
kozott dolgozni az idegen DNS-el vald szennye-
z0dés elkeriilése végett (3,6).

3.2. Hibalehetéségek

Barmilyen kortiltekint6en tervezziik is meg a re-
akcid koriilményeit, mindig szamolni kell az esetle-
ges hibakkal. Igy példaul eléfordulhat a primerek
aspecifikus kotddése a DNS mintahoz, vagy primer
dimerek képzodhetnek, az eredményiinket idegen
DNS szennyezddés meghamisithatja stb. Egy masik
gyakori probléma az, hogy a Taq polimeraz vi-
szonylag sok hibat kovet el miikddése soran. A be-
épitési hibak szama ciklusonként 1/5000 nukleotid
koriil mozoghat. Mindezek a nagyobb hiiséggel
dolgoz6 Pfu, Pwo, Vent stb. DNS polimerazok al-
kalmazasaval kiiszobolhetok ki (3,5,6).

4. A PCR technika felhasznalasa

A PCR technikat széles korben alkalmazzak a
kutatasban, az orvosi diagnosztikdban, néhadny mil-
li6 éves mintak genetikai analizisében, a paleonto-
logiaban, a régészetben, a kriminalisztikdban és igy
tovabb.

Ilymoédon a PCR technika nagy szolgalatot tesz
az emberiségnek és elébb utdbb a rutin eljarasok
kozé sorolhatjuk. Amellett, hogy a molekularis bi-
ologia és genetika nélkiilozhetetlen eszkoze, belat-
hatatlan lehetéségeket rejt magaban a tudomany
minden teriiletén. Alkalmazasa csak akkor haté-
kony, ha mar ismerjiik az illetd6 DNS szakasz bazis

szekvencidjat, és tervezhetiink olyan primereket,
amelyek csak a kivant szakaszhoz kétédnek speci-
fikusan.

4.1. Iranyitott mutagenezis PCR segitségével

A molekularis biologiai (géntechnologiai) kuta-
tasokban nagyon gyakran van sziikkség a DNS in
nagyon egyszeriien megvalosithaté a PCR technika
segitségével.

Ha a primerek és a target (cél) DNS szekvenci-
4ja nem 100%-ban komplementer, az j DNS 5’
végen kis eltéréseket tartalmaz, alkalmunk nyilik
arra, hogy 1j restrikcios hasitohelyet vigyiink be a
molekulaba (3,5,6). Ugyancsak a PCR segitségével,
tobb primert hasznalva, lehetdségiink van arra,
hogy pontmutaciot (egyetlen nukleotid megvaltoza-
sa), inzercidt (egy vagy tobb nukleotid beékelddé-
se), deléciot (egy vagy tobb nukleotid kiesése) hoz-
zunk létre a DNS-ben. Ugyanakkor modositott
nukleotidokat (pl. 7-deaza-dGTP — a belsé hurok
elkertiilése érdekében), radioaktivan vagy fluoresz-
censen jelzett nukleotidokat, nukleotid analdégokat
(dideoxinukloetidokat, inozin-trifoszfatot stb.) vi-
hetiink be, vagy pedig rekombinans molekulakat
(3,5,6) allithatunk el6 (pl riporter gének).

4.2. Aszimmetrikus PCR technika

A DNS szekvenalasara jelenleg hasznalt Sanger
féle dideoxi moddszer kivitelezéséhez egyszalu
DNS-re van sziikség. Kis mennyiségii DNS minta-
bol kiindulva sziikség van a minta felszaporitasara.
Ez egy specialis PCR technika, az un. aszimmetri-
kus PCR segitségével torténik. A moszer lényege
az, hogy a primereket nem 1:1 aranyban alkalmaz-
zuk mint a normal PCR esetében, hanem az egyik
primert kb. 100 szoros feleslegben adjuk hozza a
mintdhoz. Elinditva a reakciot, egy ideig mindkét
szal sokszorozodik, de miutan a kisebb mennyiség-
ben levd primer elfogyott, csak az a szal fog tovabb
sokszoroz6dni, amelyhez a nagyobb mennyiségben
adott primer kapcsolodik. fgy a 30-40. ciklus utan a
reakciokozegben mar az egyszalu DNS lesz sza-
mottevé mennyiségben. Az igy kapott egyszali
DNS kozvetleniill felhasznalhaté a szekventalasi
reakciokhoz (3,5,6,13,14,15,16).

4.3. Kloénozas

Klénozaskor egy meghatarozott DNS darabot
plazmid (cirkularis DNS molekula, amely a bakté-
rium sejtbe bejutva a sejt genomjatdl fiiggetlentil
képes szaporodni) segitségével bevisziink egy bak-
térium sejtbe. A baktérium sejt sorozatos osztoda-
saval olyan telep keletkezik, amelynek sejtjei gene-
tikailag teljesen azonosak a kiindul6 sejttel, tehat a
telepet alkoto sejtek, a kiinduld sejt klonjai (3,6).
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Ahhoz, hogy ellendrizziik, hogy a klonozas sike-
res volt-e, ténylegesen a kivant szekvenciat tartal-
mazzék-e a baktérium sejtek, tobb modszert lehet
hasznalni, de az egyik legegyszeriibb a PCR.

A baktérium telepekbdl DNS-t izolalunk és az
altalunk keresett szekvenciat felszaporitjuk PCR
segitségével. Tulajdonképpen nem is sziikséges a
DNS izolalasa, elegendd ha a telepekbdl szarmazo
sejteket bevisszilk a reakciokdzegbe, ugyanis a
PCR soran hasznalt magas hémérséklet szétron-
csolja a sejtfalat és szabadda teszi a DNS-t. A PCR-
bol szarmazé mintakat gélelektroforézisnek vetjiik
ala, és ha az altalunk keresett szekvencia megtalal-
hat6 a baktérium sejtben, a gél megfeleld pontjan
azonosithatjuk a ra jellemz6 savot (3,5,6).

4.4. A hirvivo ribonukleinsav vizsgélata
RT-PCR technikaval

Nemcsak a DNS, hanem az mRNS (hirvivé ri-
bonukleinsav) is vizsgalhatd PCR segitségével.
Ahhoz, hogy az mRNS-t tudjuk vizsgalni, elészor
at kell imi DNS-re reverz transzkriptdz enzimet
hasznalva. Az igy keletkezett DNS az un. cDNS
(komplementer DNS). A reverz transzkriptaz altal
katalizalt reakcio és a PCR egyetlen kémcsdben
elvégezhetd, ez az 1un. RT-PCR (reverz
trnaszkriptaz-PCR). Megfelel6 kalibralassal a méd-
szert kvantitativ célokra is lehet alkalmazni (3,5,6).

4.5. PCR technika alkalmazasa
diagnosztikai célokra

Kisméretii deléciok és inserciok kimutathatok
PCR segitségével abban az esetben, ha olyan pri-
mereket terveziink, amelyek kozrefogjak a mutacio
helyét. Diagnosztikus értékii lehet a PCR elmarada-
sa is, a primer kotédési helyének mutacidja miatt
(13,17,18,19,20).

Pontmutaciok is kimutathatok, ha a PCR soran
keletkezett termékeket denaturaldo gradiens gél-
elektroforézisnek vetjiik ala. A pontmutacié kovet-
keztében a kettds szala DNS denaturalodasi para-
méterei megvaltoznak, mas denaturaldszer koncent-
racional valik el a két szal egymastol a normal mo-
lekulahoz viszonitva. Tekintve, hogy a denaturacio
utan a gélben valo vandorlasa lelassul, el lehet kii-
l6niteni a normal gént a mutans géntol (3).

A PCR segitségével nagyon gyors valaszt lehet
adni arra, hogy az illetd gén megtalalhato-e a
kilinikai mintaba vagy sem. Igy konnyen azonosit-
hatok olyan fertdz6 agensek, amelyek kitenyésztése
és azonositasa esetleg heteket vehet igénybe. A
PCR-t sikerrel alkalmaztdk szamos virus (pl. a
herpes simplex virus, Eppstein-Barr-virus, HIV -
human immunodeficiencia virus, kanyardvirus stb.,
baktérium (a tuberkulozist okozo Mycobacterium
tuberculosis, a nemi betegséget okozd Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia, Treponema pallidum stb.)

és parazita (pl. Trypanosoma, Leishmania, Toxo-
plasma stb.) esetében (4,21,22).

Ugyancsak sikerrel alkalmazzak a technikat ra-
kos sejtek detektalasdban is (18,19,20,23). Bizo-
nyos genetikai betegségek esetében lehetdvé teszi a
gyors diagnodzis felallitasat.

A PCR technika forradalmasitotta a molekularis
biologia szemléletmoddjat és eszkoztarat, 1) leheto-
ségeket biztositva az ¢lovilag mélyrehatd megisme-
réséhez, valamint az emberiséget sujtd bizonyos
betegségek gyors, megbizhaté és pontos diagnosz-
tizalasahoz.

Mig 1985-ben csak 5 tudomanyos cikk foglal-
kozott a PCR technikéval, addig 1990-ben maér la-
boratériumok ezrei alkalmaztak. A jovoben a PCR
technika hasznalata rutinszertivé valik a tudomany
szamos teriiletén, ujabb és ujabb alkalmazasaival
pedig jelentOs kutatasi eredményekhez juthatunk.
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