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PCR-metoden

PCR= Polymerase chain reaction.

Kopiera upp specifika DNA-sekvenser: Med hjalp av PCR kan vi vdlja ut de omraden i DNA:t (t.ex. STR-
omraden eller specifika gener) som vi vill titta ndrmare pa och kopiera upp dessa DNA-omraden/DNA-
sekvenser i valdigt stora mangder. Vi kan efter kopieringen kora vara kopierade DNA-omraden i en
elektrofores (gelelektrofores eller kapillarelektrofores), som sorterar dessa utifran storlek, och sedan
analysera resultatet.

Nar PCR-metoden kom pa 80-talet sa revolutionerade det bl.a. kriminaltekniken eftersom det nu rackte
med ytterst sma mangder DNA fran brottsplatsen for att kunna géra en DNA-analys.

Nobelpriset for PCR-metoden: Kary Mullis fick nobelpriset i medicin 1993 for hans uppfinning av PCR-
metoden.




Anvandningsomraden

Kriminalteknisk DNA-analys: Binda en misstankt till en brottsplats.
Faderskapstest: Ta reda pa om en viss person ar barnets pappa.

Medicinsk DNA-analys: Diagnosticera genetiska sjukdomar och upptacka virus- och
bakterieinfektioner.




En modern PCR-apparat

-
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’Ingredienser” som behovs for att kunna kopiera
DNA:tien PCR-apparat

v' Tag-polymeras (DNA-polymeras): Tag-polymeras liknar DNA-polymeraset och anvands for att bygga de
nya DNA-strangarna (gora kopiorna). Detta enzym tal dock hog varme mycket battre an DNA-polymeras
och fungerar darfor bra i de héga temperaturer som vi maste ha i var PCR-apparat. Tag-polymeraset har
forskare tagit fran den varmetaliga bakterien Thermus aquaticus.

v" DNA-nukleotider: Dessa ar byggstenarna som behdvs for att bygga de nya DNA-strdngarna. Tag-
polymeraset sammanfogar dessa med varandra nar strangarna byggs.

v Primers: Korta nukleotidsekvenser (ca 20 nukleotider) som binder till utkanten av de omraden vi ska
kopiera (t.ex. till utkanten av olika STR-omradena eller till specifika gener). Dessa fungerar som
startpunkter sa att DNA-polymeraset vet vart kopieringen ska starta. Det ar viktigt att ha primers som ar
valdigt specifika for de omraden vi vill kopiera, annars ar risken att vara primers binder till manga stallen i
DNA-molekylerna och att vi darmed far ett felaktigt resultat.

v Buffertlosning: Stabiliserar pH-vardet pa ratt niva och innehaller bl.a. magnesium som behovs for att
DNA-polymeraset ska fungera optimalt.




PCR-metoden sker i 3 temperatursteg

Polymerase chain reaction - PCR
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@ Denaturation at 94-96°C 1. Denaturering, ca 94-96 grader.
© Annealing at ~ss°C 2. Annealing, ca 53-68 grader.
3. Elongering, ca 72 grader.

e Elongation atca. 72 °C
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PCR-reaktionen sker i 3 temperatursteg som
vanligtvis upprepas i 20-40 cykler

v Denaturering vid ca 94-96 grader: Den hoga temperaturen gor att vatebindningarna mellan DNA-
strangarna forsvagas och att de bada DNA-strangarna darmed separerar fran varandra. | vara celler ar
det enzymet “Helikas” plus flera andra enzymer som skéter denna ganska komplicerade process.
Utanfor cellerna ar det betydligt lattare att fa denna process att fungera genom att hdja temperaturen
pa detta satt.

v" Annealing vid ca 53-68 grader: Vid denna temperatur faster vara specifika primers till utkanten av de
omraden vi ska kopiera. Denna temperatur kan skilja sig at beroende pa vilka primers vi anvander oss av
(storleken av dessa och dven nukleotidsekvensen i dessa paverkar eftersom manga G-C innebar fler
vatebindningar). For hog temperatur innebar att vara primers har for mycket rorelseenergi och darmed
har svart att binda. For 1ag temperatur kan innebara att vara primers binder ospecifikt (kan fastna ”lite
overallt”).

v Elongering vid ca 72 grader: Vid denna temperatur arbetar Tag-polymeraset som allra effektivast. Tag-
polymeraset kopierar de utvalda omradena genom att sammanfoga nukleotider med varandra med
originalstrangarna som mall.




Aldre PCR-apparater bestod av 3 vattenbad
med olika temperaturer!
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Tips pa filmklipp att titta pa:

v' https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
(animation).

v' https://www.youtube.com/watch?v=jZ7Hr QRpQs
(film fran Hogskolan i Dalarna).




Se garna fler filmer av Niklas Dahrén:

http://www.youtube.com/Kemilektioner
http://www.youtube.com/Medicinlektioner
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