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A tantargy tematikaja:

1. A Polimerdz lancreakcid (PCR) moddszer alapjai. A DNS szerkezete és a DNS replikacio. A
reakcioelegy komponensei, a reakcid ciklusba szervezése, s a ciklus egyes Iépéseinek részletes
ismertetése. Az amplifikdcid mennyiségi viszonyai, korlatai, a keletkezett termék mennyiségi
kimutathatdsaganak hatarai.

Novényi DNS és RNS tisztitds moddszereinek ismertetése, az egyes moddszerek 6sszehasonlitasa
el6nydkkel és hatranyokkal. Elelmiszerekbdl és kiildnbdz6 feldolgozottsdgu ndvényi termékekbdl
torténd DNS kinyerés lehetGségei és korlatai.

A PCR reakci6 specificitasa, a mutacio keletkezés okai. Primer tervezés szempontjai, az olvadaspont
meghatarozasa kiilénb6z6 algoritmusok szerint. PCR inhibitorok, DNS szennyezés.

2., A Hot start technika és a kilonbozé kivitelezési megolddsok ismertetése el6nyokkel és
hatranyokkal.

Az RT-PCR moddszer ismertetése. A reverz transzkripcié folyamata és az alkalmazott reverz
transzkriptdz enzimek jellemzése. RT-PCR stratégidk, s mddszer kritikus pontjainak ismertetése.
Az RT-PCR primerek tervezése.

3., PCR termékek detektdlasa kiilonb6z6 mddjainak (gélelektroforézis (agardz és kapillaris),
hibridizacié, PCR-ELISA, real-time.

A kvantitativ PCR alapjai. PCR kinetika és a keletkezett termék mennyiségének Osszefliggései. Az
egyes modszerek (hagyomanyos end-point, kompetitiv és real-time PCR) részletes ismertetése.
Az el6nyok, hatranyok, valamint a kritikus pontok vizsgalata.

A PCR felhasznalasa a DNS fragment mennyiségének mérésére (real-time PCR)

4., A real-time PCR mddszernél alkalmazott detektalasi lehet6ségek részletes ismertetése.

Primer és proba tervezés a real-time PCR-hez. A real-time PCR el6nyei simplex, és multiplex
reakcidban, a kritikus pontok ismertetése.

Kvantitativ real-time PCR alapjai és alkalmazdsa. A PCR hatékonysdg tanulmdnyozasa, a kilonb6z6
fliggvények illesztése. Abszolut és relativ mennyiség meghatdrozasa.

5., A PCR felhasznalasa preparativ célokra

DNS szekvencidk amplifikacidja

,Hagyomanyos”, vagy standard PCR alkalmazasa DNS szekvencidk jelenlétének, vagy hianyanak
kimutatasara. Alkalmazéasi lehet6ségek. Mutans és vad tipusi gének kimutatasanak és
megkilonboztetésének lehetéségei PCR mdodszerrel.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) kimutatas és detektalds, valamint a mddszer alkalmazdsanak
szempontjai. Mutans és vad allélek kimutatdsa.

Allél specifikus PCR.




6., A Nested PCR el6nyei és alkalmazdsanak koriilményei, kritikus pontjai. Primer tervezés szabdlyai.
A lancreakcio hatékonysaga és az oligonukleotid olvadasi pontjanak Osszefliggései, tervezése A
Multiplex PCR lehet6ségei, alkalmazasa: Microsatellite analizis, Allél analizis, GM novények
genotipizaldsa.

Rapid kompetitiv PCR részletes ismertetése el6nyokkel és hatranyokkal. Bels6 standard gének
haszndlatanak lehetdségei és a termékdetektalds hatékonysaganak javitdasa. Touch down PCR
reakcio koralményeinek beallitasa és a mddszer alkalmazasa.

7., A PCR felhasznalasa preparativ célokra

DNS szekvenciak izolalasa

LA-PCR (Long Accurate) felhasznaldsa nagy méretli gének szekvencia darabok felszaporitdsara,
klénozasra. Kereskedelmi forgalomban kaphaté enzimek ismertetése, alkalmazasuk el6nyei és
hatranyai. Aszimmetrikus PCR alkalmazdsanak lehetGségei és a reakcid koriilmények
tervezésének szempontjai.

Az inverz PCR felhasznalasa ismeretlen szekvenciaju szakaszok klénozasaban és megismerésében.

8., A degeneralt PCR el6nyei ismert amindsav szekvencidval rendelkez6 fehérjék génjeinek
kléonozasaban. Thermal Asymmetric Interlaced (TAIL-PCR) alapjai és alkalmazdasa. Primertervezés
és program szervezés a sikeres amplifikalashoz.

A PCR felhaszndldsa mutacids célokra

Hely specifikus mutacio

Ragadds végek hozzdaddsa ismert szekvencidju DNS fragmentekhez klénozas céljabdl. A primer
tervezés szempontjai, a PCR program ciklusszervezésének kérdései.

9., Hely specifikus mutacio (amindsav csere a fehérjében, nukleinsav delécio, inszercid) mddszereinek
ismertetése. Primer tervezés szempontjai.

A megaprimer moédszer részletes ismertetése. mRNS-bél kiindulva, nem klénozott géneken cDNS
templaton.

10., DNS fragmentek pontos fuzidja PCR technikaval, megaprimer médszerrel, mind klénozott, mind
nem klénozott DNS fragmentek felhasznalasaval.

Gene shuffling

Degenerate Oligonucleotide Gene Shuffling (DOGS) maddszer ismertetése, primer tervezés
szempontjai és a ciklus szervezés kérdései.

11., Random mutagenézis mddszereinek ismertetése.

A PCR felhaszndldsa markerezési célokra

Az irodalomban ismert f6bb markerezési technikdk (RAPD, DAF, AP-PCR) elméleti és gyakorlati
alapjainak ismertetése, a primer tervezéstdl az el6nyok és a hatranyok ismertetéséig.

12., Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) moddszer ismertetése, s alkalmazasa
markerezésre alkalmas DNS szekvencidk keresésében.

Mikroszatellit PCR mddszereinek ismertetése a novényi marker fejlesztésben genotipusok
azonositasaban.

14., Transzgénikus novények kimutatasa kilonb6z6 PCR technikakkal. A GM szennyezés kimutatasa
mindségi és mennyiségi szinten élelmiszerekben.




