PCR

Polymerase-Kettenreaktion

Polymerase Chain Reaction



m Die PCR ist eine MOglichkeit Abschnitte einer DNA

kUnstlich zu vervielfaltigen
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DNA-Polymerase
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Durchfiihrung

m Vervieltaltigung eines kurzen,
genau definierten Teils eines DN A-
Stranges
(Gen, Teile eines Gens,
nicht codierende Sequenzen)



Was wird gebraucht:

m Die zu vervielfiltigende Original-DNA

m Zwei Primer (Starthilfen) fir Anfang und
Ende der Sequenz

m Polymerasen um den Abschnitt zu
kopieren

m Nukleotide zum Bau der Kopie-Sequenzen



Der Ablaut

mJeder PCR-Prozesss besteht aus
einer Serie von 20 -30 Zyklen.

m Jeder Zyklus besteht aus
3 Schritten



1. Schri

m Die DNA wirc
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| auf 96° C erhitzt,
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ie Basenpaar-

bindungen aufgebrochen.

m Die DNA 1st nun 1n 2 Finzelstrange
oetrennt (Melting)



2. Schritt: Anlagern

m Nach Trennung der Strange wird
die Temperatur auf 68° C gesenkt.

m Jetzt lagern sich die Primer an die

einzelnen Strange an (Annealing).



3. Schritt: Verlingerung

mBei1 72° C beginnt die DN A-
Polymerase an den angelagerten
Primern mit dem Anbau neuer
komplementarer Strange

(Elongation)



Taqg-Polymerase

von Thermus aquaticus




Vervielfaltigung

B Durch hautiges Wiederholen dieses
Vorganges wird eine exponentielle

Vervieltaltioung (Amplitizierung)
dieses DN A Abschnittes erreicht.
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Thermocycler




Elektrophorese

Die Trennung der vermehrten DNA-

Sequenzen



Schema zur Gensortierung :

Durch PCR vermehrte Gensequenzen nach |
Gensequenzen GroBe sortiert JG



Elektrophorese mit Agar-Gel




m Die Lange des PCR-Produkts kann
durch einen Vergleich mit einer DNA-
Leiter, die DNA-Fragmente bekannter
Grolse enthalt und parallel zur Probe
im Gel mitlauft, besttimmt werden .






Elektrophorese von PCR vervielfaltigter DNA-Fragmente.

(1) Vater, (2) Kind,

(3) Mutter.

Das Kind hat Teile der
Fingerabdriicke der beiden
Elternteile geerbt wodurch
es Uber einen eigenen,
einzigartigen
Fingerabdruck verfugt.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/02/Pcr_fingerprint.png

Anwendung

m Gerichtsmedizin (Forensik)

m Vaterschaftstest

m Krankheitsnachweis

® Stammbaumanalyse

m Nachweis gentechnischer Veranderungen

m Klonierung von Genen

m Analyse fossiler DNA



m Thank you for your attention






