Biotechnoldgia szemindrium gyakorlat. (2019. aprilis 10.)

A mennyiségi polimerazlancreakcio (qPCR)
A mennyiségi PCR: Real-Time és a Semi-Quantitative PCR
A Polimeriz lincreakciéo (PCR) egy olyan mddszer, aminek a segitségével, egy hoszabb
kétszalu DNSbol egy rovidebb (altalaban 100-600 bazispar hosszi) DNS  szakasz
exponencialis felszaporitasat teszi lehetové. A PCR egy primer part hasznal, mindkett6 kb
20 nukleotid hosszi, melyek a cél DNS szakaszhoz kapcsolédnak a komplementer DNS
szalon. Az Gjonnan keletkezd szalak szintézise a primerektdl indul, ezért csak a kivant régiot
masolja le. Miutdn elkésziilt ez a masolat, ugyanazok a primerek felszabadulnak, €s ujra
haszndlhatoak lesznek. ezutdn madsolatot tudnak késziteni az eredeti DNS szdlrdl, és a
célszakasz elsé maésolatarrol, a PCR termékrdl is. Igy mar két minta all rendelkezésre a
mdsoldshoz, aminek az eredményeképpen médr 4 képia lesz. Igy vezet exponenciilis
sokszorositashoz.

DNA Amplification Using Polymerase Chain Reaclion
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1. Abra. A Polimeraz lancreakcio sematikus miukodési elve.

Ahhoz, hogy a duplaszali DNS szdlait elvdlasszuk, a homérsékletet meg kell emelni, minden
egyes ciklusban, ezért jelentett hatalmas eldrelépést a hostabil DNS polimeraz feltedezése,
melyet a Thermus aquaticus baktériumbol izolaltak (Taq polymerase). Ez a taj hoforrasokban
¢l. az enzimje jol birja a magasabb homérsékletet igy nem sziikséges mindig 0 enzimeket
hozzdadni az elegyhez.

Néhany (legtobbszor ugy negyven) ciklus utan elég per termék keletkezik ahhoz. hogy azt
etidium bromidos festéssel agaréz gélen vizsgalhassuk. A tovdbbiakban sz6 lesz arrdl, hogy



miért csak félig kvantitativ (a legjobb esetben is) ez a modszer (2. abra). A kezdeti DNS
mennyiség és a termék mennyisége kozott legtobbszor kevés Osszefiiggés van. A modszer
leginkdbb arra alkalmas. hogy a szekvencia jelenlétét detektalhassuk.

Léteznek mRNS-en alapuld kutatdsok is. Ilyenkor, hogy a messenger RNS mennyiséget
meghatdrozhassuk a polimerdz ldncreakcid segitségével, reverz transzkritdzzal mRNSbdl a
kédolé DNSt (cDNS) szintetizalunk, majd PCR segitségével feldusitjuk és agardz gélen
megfuttatjuk. Régebben sok esetben ezzel a modszerrel probaltdk a génaktivitds mérteket
meghatdrozni. Azonban ez a médszer a sima DNS meghatédrozdsanal is pontatlanabb, hiszen a
folyamat egy ijabb nem kvantifikdlhat6 lépéssel. a reverz tanszkripcids 1épéssel hosszabb.

A Reverz Transzkripciéos PCR vizsgdlatot sokszor RT-PCRnek is roviditik, ami nem
szerencsés. mert a valoban kvantitativ, real-time PCRrel (valdsidejii polimeraz lancreakcio).

A valés idejii polimeraz ldncreakcios technika (PCR) széles korben hasznalatos DNS
mennyiségi vizsgalatara, mert a célszekvencia feldusitasa nagyobb érzékenységli meérést tesz
lehetévé, mint mas moédszerekkel. A mennyiségi polimerdz reakcio (QPCR) sordn a
feldtsitott termékhez fluoreszeens intenzitast tarsitunk egy fluoreszcens jelzomolekulaval.

A két £f6 modszert alkalmaznak, melyek kozott a kiilonbség az idépont, amikor az eredeti
templdt mennyiség kiszdmoldsahoz sziikséges fluoreszcens jelet megmérjik. Ez lehet a
reakcié végén (semi-quantitive, SQPCR) vagy akkor, amikor az még tart (real-time, valos
ideju. rtPCR). A reakciovégi sQPCR esetében a fluoreszeens adatokat akkor gyujtjiik, amikor
a reakcio mar befejezddott, altalaban 30-40 kor utdn, €s a végso fluoreszcencia adatbol
szdmoljuk vissza az eredeti templdt mennyiséget. Ezzel a modszerrel, akarcsak az etidium
bromidos médszerrel, némileg inkonzisztens eredményeket kapunk. Az utolso 20 dusitasi
ciklusban szémos molekula talalhaté mar az elegyiinkben. és a kiilonbozé makromolekulak
egymast akadalyozhatjdk a muikodésben, az utolso PCR reakciok hatdsfoka nagyon
lecsokkenhet. Egy optimalizdlt reakcioban, a célszekvencia mennyisége nagyjabol
megduplazédik minden dusitasi korben, azonban ez az utolsd korokben mar nem lesz igaz.
Polimerdz inaktivitds. inhibitorok aktivitisinak fokozdéddsa szokott a leggyakrabban
problémat okozni.

Bér ez a jelenség természetesen mintdrol mintdra valtozik. az tudhato. hogy a végso
fluoreszcens értékek 1. nagyot szornak, 2. nem a kiinduldsi templat mennyiségtol tiggnek.

Az egyes dbran szépen nyomon kovethetd. hogy ugyanolyan mintdkbdl, ugyanolyan
bedllitasokat alkalmazva milyen kiilonbozé eredményeket kaphatunk, ami jol mutatja a
médszer korldtozott felhasznalasi lehetdségeit. Manapsag mar csak olyan diagnosztikai
vizsgdlatokban alkalmazzék a mddszert, ahol adott DNS régiokat akarnak kimutatni, vagy
adott génaktivitast jelz6 mRNS-t szeretnének detektdlni. annak mennyiségétol fliggetleniil.

A valosidejii, vagy real-time QPCR egy lényegesen érzékenyebb és jobban megismételhetd
médszer. ahol a fluoreszcens aktivitdst minden korben megmérik. Ezzel lehet6vé valik a
templat mennyiségi mérése a korai ciklusok alatt is, ahol a molekula agglomeracié még nem
zavarja a szekvencia duplazéddst, igy pontosabban tudunk az eredeti szekvencia
mennyiségére, igy pl. génaktivitdsra kdvetkeztetni.
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2. Abra. 96 teljesen egyforma minta teljesen azonos bedllitaisi QPCR futdsianak
Osszehasonlitasa. Lathatd, hogy a 20. ciklus utan az adatok elkezdenek szérni.

A folyamat sordn egy fluoreszcens aktivitdsi molekulat (mint a duplaszala DNShez kotodo
SYBR Green) haszndlunk, hogy a szekvencia sokszorositisit nyomon tudjuk kovetni.
Minden egyes korben a fluoreszcencia mértékének novekedése aranyos a ciklus kezdeti
templatkoncentracidjaval, és a gép ezeket az adatokat folyamatosan gyijtve analizalja. Az
eredményt végiil a fluoreszcens aktivitast a ciklusszam fiiggvényében dbrazol6 grafikonrél
olvashatjuk le (3. Abra). Ezt korrigaljuk a kezdéponti fluoreszcens értékkel (ezt alapvonal
korrigdaciénak hivjuk), majd a hatarértéket ezen érték folé, de még a linearis novekedés vége
ala 4llitjuk be (3. Abra). Azt az amplifikdcids ciklust ahol a fluoreszcens eredmény atlépi a
hatarértéket ..Ct"-nek vagy hatdrciklusnak hivjuk. A hatarciklusszam kozvetleniil osszefiigg a
kezdeti koncentracioval. Minél nagyobb a kezdeti DNS templatmennyiség, a Ct annal
hamarabb érjiik el.

Az MxPro programcsomag meghatdrozza a hatarciklust néhany, felhaszndlé dltal megadott
paraméter segitségével. Ha hagyomanyos higitasi sort is futtatunk a meghatarozandé mintaval
egylitt, akkor a szoftver Osszehasonlitja majd a CT értékeket, és igy fogja meghatdrozni a
mintankban 1évé DNS kezdeti mennyiségét. Ezt abszolut értékmeghatarozasnak nevezziik.
Ha nem ismert koncentracidji mintdkat futtatunk, akkor csak relativ 6sszehasonlitds valik
lehetové, vagyis pontos értéket nem kapunk, csak sorba rendezhetjiik a mintdinkat a
mennyiség alapjan.

Az abszolut és relativ értékmeghatdrozasra a legjobb példa, ha a testmagassdg megmérésére
(mint a skalaval 0sszehasonlitds sordan végzett abszolut értékmeghatdrozas) vagy a tornasorra
(a testmagassag alapjan magasabb alacsonyabb sorendbe rendezett relativ értékmeghatdrozas)
gondolunk.
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3. Abra. A fluoreszcens mérés és a rtQPCR miiksdési elve. A kezdeti koncentraciot a Ct,
vagyis a hatarciklus clérésének idejébol szamoljuk Ki. Attol figgden, hogy ismert
koncentraciéjd, vagy ismeretlen koncentraciéji mintdkat vetiink Ossze. abszolut, vagy
relativ értékhatarozasrol besz€link.

A valésidejii QPCR alkalmazasi teriilete folyamatosan boviil: a génexpresszios kutatasoktol, a
génexpresszié mérésén at az SNP (single nucleotid polimorphism) analizis, allél vizsgdlat,
GMO tesztelés, virion monitoring (pl. HIV fertézottek esetében) vagy egyéb patogének
kimutatdsa.

Balesetvédelem

A PCR reakci6 érzékenysége miatt elofordulhat. hogy az amplifikdcio nem a templatnak szant
DNS mintdrdl, hanem szennyezésként véletleniil bevitt DNS-r6l torténik. Ezért fontos, hogy
megfeleld koriiltekintéssel. steril eszkozokkel, oldatokkal és gumikesztyliben végezzik a
kisérletet. Mindig sziikséges egy negativ kontroll alkalmazdsa, melybe nem tesziink templat
DNS-t. Akkor tekintjiik az oldatainkat ™ tisztanak™ (nem szennyezettnek). ha az el6bbinél nem
kapunk PCR terméket, Kiilonosen fontos mindez a humdn mintdkon végzett kisérletek
esetében, hiszen itt nagyobb a szennyezés veszélye. A PCR mintak osszemérése maximalis
koncentracidt igényel. Vigydzzunk, nehogy véletleniil kiontsiik az osszeméréshez sziikséges
reagenseket (Master Mix. Faststart SYBR Green Mix) és primereket. Ezen anyagok
beszerzése rendkiviil koltségigényes, ezért ovatosan banjunk veliik. Az osszemérés utin
kovetkezhet a mintadk PCR-be helyezése. Vigydzzunk, a PCR készilék felsoftité blokkja
forro. Mikodés kozben, illetve kozvetleniil utdna se fogjuk meg! Az agardz gél
clektroforézisre (Lasd elsd gyakorlat), fotozasra vonatkozoé szabalyokat feltétleniil tartsuk be.
A gél fotozasa UV transzilluminatorral torténik. A gép eldtt 1évé miianyag lapon keresztil
szabad ellenérizni a mintat! Az UV karositja a szivarvanyhartyat ¢és a kotohartya
gyulladdshoz hasonlo tiinetek 1éphetnek fel, ha nem vigyazunk.




A laborban hasznalatos eszkozok

1 dbra: RT-PCR késziilék (Agilent Technologis)

A kvantitativ vizsgdlat a DNS-szakaszok mennyiségét is képes mérni. A fluorescens festékkel
jelolt alkotorészek intenzitdsa alapjan, a jelet detektdlva, minden ciklus végén mérhetjiik a
képzddott DNS mennyiségét. Ezen technikat nevezziik ..valos ideji” (real-time) PCR-
modszernek (Bernard — Wittwer, 2002). A PCR-technika alkalmas az RNS vizsgélatara is,
mely szdmos esetben igen lényeges egyes sejtek, szovetek funkcidjanak megitélése
szempontjabol — elsésorban a messenger RNS (mRNS) kimutatdsa 1ényeges. A mintabdl
izolalt RNS-t reverz transzkriptdz segitségével cDNS-forméba irjuk at, majd végrehajtjuk az
amplifikdciét (rt-PCR). Jelenleg a tumordiagnosztikaban elterjedt ez a mddszert. Mindezen
modszerek igen érzékenyek, €s rendkiviili gondos kivitelezést igényelnek. Az altalunk
hasznalt RT-PCR késziilék Stratagene Mx3000P.

2. abra: SYBR Green festék

A SYBR® Green I festék az etidium bromidhoz és az akridium narancshoz hasonléan
interkaldlodo (beépiilo) molekula, amelynek jellegzetessége, hogy a dupla szald (ds) DNS-hez
kotodik az amplifikdld elegyben. Bekotddve, adott monokrém fénnyel indukalva 530 nm-s
hulldmhosszu fényt emittal (kibocsat, kisugaroz). Az ebbdl keletkez6 mérhet fluoreszcens jel
nagysdga ardnyosan novekszik a PCR folyaman egyre novekvé dsDNS mennyiségével. A



festék nagyon jol alkalmazhatd optimalizadlasra. Alkalmazasa nem igényel extra probakat,
ezért a relative olcsdsaga miatt népszerd.

3. abra: Hallgat6i PCR késziilék

A bevezetoben leirt technika alkalmazasara kivaloan megfelel a késziilék. Tetszoleges DNS-
szakaszrol (templat) rovid id6 alatt korlatlan szamd madsolatot készithetiink két inicialo
oligonukleotid (primer) és a DNS-polimerdz enzim segitségével. A reakcié harom lépcsobol
all. Elsoként a duplaszalu templat DNS szdlait denaturdciéval elvdlasztjuk egymadstol. A
masodik Iépésben a homérséklet csokkentésével primerek (oligok) bekdtddnek a templat
DNS-hez (annealing). A harmadik 1épés sordn a polimerdz enzim az egyszalivd denaturalt
templathoz kapcsolédd primerek végeit meghosszabbitja (elongéacid) és ekozben létrehozza a
templat DNS kiegészitd szalat. A gyakorlat soran haszndlt PCR tipusa TC-E-48D. A
Balesetvédelem részben emlitett eldirasok erre a késziilékre is vonatkoznak.

Fluoreszcecia detektalasa .

A PCR késziilék alkalmazdsdnak egyik eleme a fluoreszcens detektdldsi technikak, melyek
magukban foglaljak a hidroldcids prébdkat (ilyen a TagMan® préba, illetve a Scorpion), a
Hibridizdciés probakat ( ilyen a Molecular beacon), a DNS koto festékeket igényld probakat
(ilyen a SYBR® Green). A TagMan® proba lényege abban rejlik, hogy az oligonukleotid, egy
fluorofér (riporter) és egy quencher (kioltd) festékkel van jelolve. A riporter festék emisszidja
csak akkor detektalhatd, amikor a DNS- polimerdz lehasitja azt az extenzids lépésben. A
Molecular beacon lényege. hogy szabad., intakt &llapotdban ©Onmagahoz hibridizdlé
oligonukleotid (ilyenkor nincs fluoreszcencia kibocsatds) 5° végén riporter molekulaval. 3°
végén pedig egy kiolté molekulaval rendelkezik. A target (cél) szekvenciahoz hibridizalva
konformaciovaltozast szenved €s ennek kovetkeztében fluoreszcencia kibocsatas kovetkezik
be. A SYBR® Green interkalalodo. a kettosszali DNShez, annak kis arkaba kotodo fluoreszeens
festék. Hatranya, hogy nem szekvencia specifikus, ez azt jelenti, hogy ugyanugy kotodik a kiakuld
primer dimerekhez, ezenkiviil a hibas primer k6tddés mellett kialakuld kettésszalit DNS lanchoz is.

1. Feladat: PT-PCR 0sszemérés, futtatas.

Az éltalunk vizsgdlt mintdk azonnal lathaté eredményességét RT-PCR segitségével, anélkiil
elemezni tudjuk, hogy gélelektroforézist alkalmaznank. Ez az egyik nagy elénye ennek a
késziiléknek. A mintdk 0Osszemérésénél ugyandgy sziikséglink van templat DNS-re,
primerekre, Taq polimerdz enzimre, steril desztillalt vizre és egy Master Mix-hez hasonlo
Osszetételll reagensre.



Sziikséges eszkozok és anyagok: PCR cs0, pipetta, ollo, DNS minta, primerek (Forward,
Revgrse), steril desztillalt viz, Faststart SYBR® Green Mix,

Az Osszemérés menete:

- Vegytink el 2 db PCR csovet.
- Meérjiik bele a kdvetkez6 anyagokat, tigy hogy a végtérfogat 40 ul legyen

Anyagok 1 ¢s6 (H) i 1 ¢s6 (T) 3 ¢s6 (-kontroll)

DNS Sul Sul -
Forward primer 2 ul 2 ul 2ul
Reverse primer 2 ul 2 ul 2 ul
Faststart SYBR® Green 25 ul 25 ul 25 ul

Mix :

Steril desztillalt viz 6 ul 6 ul 11l
P 40 pl 40 pl 40 ul

- Allitsuk be a méréshez sziikséges paramétereket! Jegyezziik fel magunknak.

- Allitsuk be a Kkésziiléken a kovetkezd

programot.
1. 95°C - 5 min
'“i 52 94,°C - 45s
< . /ﬁ" —“&455
. 61 °C — 455
% 60 °C — 5 mim

4.abra: Mérés beallitasa
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S.dbra: RT-PCR program




2. Feladat: Total DNS kivonas

Ertékeljiik a kapott eredményt!

dohdny, illetve arpa névénybol.

Ahhoz, hogy a novényi mintdk DNS-ét feltdrjuk, erre szamos kit dllhat rendelkezésiinkre.
Nagy elényiik, hogy minden lehetséges eszkdzt és anyagot tartalmaznak, amire sziikséglink
lehet a kivonas és tisztitas soran. Illetve hasznalatukkal id6t is sporolhatunk. Azonban ezek
rendkiviil koltségesek. A gyakorlat sordn dltalunk haszndlt kivoné oldatot (puffert) sajat
keziileg készitjiik el. A puffer a kovetkezd dsszetevokbol adédik dssze. IM NaOH, 1 M NaCl,
EDTA.

Sziikséges eszkozok és anyagok: 1,5 ml-s eppendorf csd. steril homogenizal6 pélca, pipetta,
eppendorf tartd miianyag doboz. Lysis puffer, izopropanol, 1 M TRIS

A kivonas lépései:

Vesziink egy eppendorf csdvet és belepipettizunk 200 pl-t a lysis pufferbol, amig
kimériink mérlegen 0.02 g ndvényi mintat, a puffert 60 C°-os vizflirdobe tessziik
(Vigyazzunk, nehogy leforrazzuk a keziinket!)

Kivesszik az eppendorf csovet a vizflirdobol, beletesszik a novényi mintat ¢és
visszahelyezziik 5 percre a viztiirdobe.

Kivessziik az eppendorf csovet a vizflirdobol, vesziink egy steril homogenizdlé palcat €s
az eppendorf csObe helyezve, azt folyamatosan korkordsen kevergetve egy vortexen
(kever0) szétdorzsoljiik a mintat.

Visszatessziik a mintat Ujra a viztiirdobe 10 percre.

Kivessziik a mintat és az eppendorf csébe pipettazunk 20 pl-t az 1 M TRIS oldatunkbdl.
Ezt kovetden 10 masodpercig vortexeljiik a mintat.

Ezutan 6 percig 12.000 fordulaton centrifugaljuk a mintat.

Vesziink egy tiszta eppendorf csovet és belepipettaizunk 90 pl hideg (-20 C°-os)
izopropanolt és szintén 90 ul-t a centrifugalast kovetden a mintank feliiliszo (legfelsd
réteg) részebol.

Vortexeljiik a mintdt 30 mdsodpercig.

Centrifugéljuk a mintét 4 percig 14.000 fordulaton.

A feliiluszot egy hatarozott mozdulattal ledntjiik rola. az eppendorf csé oldalan maradt
felesleget egy kéztorld papirral felitatjuk.



— Az eppendort cs6 aljan maradt pellethez, (DNS) 100 ul desztillalt vizet adunk, ebben Gjra
oldatba vessziik fel a DNS-t.

— A mintank DNS tartalmat és tisztasagat spektrofotométerrel ellendrizziik.

3.Feladat: PCR 0sszemérés, futtatas halleatoi késziiléken.

Polimerdz lancreakcié a DNS molekula egy meghatdrozott darabjanak felszaporitdsara
alkalmas mddszer. A megfeleld6 DNS mennyiséget viszonylag révid id6 alatt elérjiik, de az
eredmények ellendrzése nem torténik meg azonnal, itt gélelektroforézist alkalmazva
ellendrizziik a mintankat. Tovabbi hatranyt jelenthet egy RT-PCR-rel szemben, hogy
viszonylag pontatlan, kis érzékenységli, csak meéret alapu elvalasztast tesz lehetové, az
etidium bromid nem haszndlhaté mennyiségi meghatarozasokra. Természetesen igy is
nagyszerli .taldlmany”. amely nagyban megkonnyiti a molekuldris biologia illetve
biotechnoldgia tertiletén alkalmazott technikdk kivitelezését.

Sziikséges eszkozok és anyagok: 1.5 ml-s eppendorf csé. pipetta. eppendorf tartd milanyag
dobgz. steril desztilldlt viz, froward primer, reverse primer, Master Mix, DNS minta

Az Osszemérés menete:

- Vegylink el6 2 db PCR csovet.

- Meérjiik bele a kovetkez6 anyagokat, ugy hogy a végtérfogat 50 ul legyen.

Anyagok 1 ¢cs6 (H) 2 cs6 (-kontroll)
DNS Sul -
Forward primer Sul 5 ul
Reverse primer 5ul 5 ul
Master Mix 25 ul 25 ul
Steril desztillalt viz 10 pul 15 ul
X 50 ul ; 50 ul

- Allitsuk be a késziiléken a kdvetkezd programot. ( [rjuk le 1épésrdl lépésre hogyan
torténik mindez!)
3. 95°C — 5min
4. 94°C — 455
3. 72°C —45s
4. 61 °C— 455
5. 60°C — 5 min
- Helyezziik be a késziilékbe a csoveket.
- Inditsuk el a programot.



