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13.1. Polymerase Chain Reaction 
• Polymerase Chain Reaction (PCR) 

= exponentiële amplificatie van DNA in proefbuis

= is in staat in vitro zeer kleine hoeveelheden DNA te
vermenigvuldigen voor detectie.

• Een specifieke DNA-sequentie wordt geamplificeerd wegens
het gebruik van twee primers = oligonucleotides = korte
synthetische enkelstrengige DNA-fragmenten.

• De primers worden gebruikt om DNA-synthese te starten. 
Voor PCR moeten de twee primers op de anti-parallelle
strengen en naar elkaar toe binden.

Hfst 13. DNA-replicatie in vitro
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PCR

1. Denaturatie
(strengscheiding): 95 ∘C

2. Primer annealing:             
(40 - 60 ∘C)

3. Extensie
(DNA-synthese): 72 ∘C

30x herhalen!



Tijdens PCR worden de primers bij elke
cyclus

A. gerecycleerd

B. afgebroken

C. ingebouwd
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Polymerase Chain Reaction

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/pcr.html

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/pcr-video.html

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/pcr.html
http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/pcr.html
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PCR: thermocycler
DNA-polymerase 
voor PCR = 

Taq-polymerase
geïsoleerd uit
thermofiele bacterie
(Thermus aquaticus)
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Gelelektroforese
Visualisatie van banden in gel via fluorescente
kleurstof: Ethidiumbromide, SYBR Green e.a.
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5’

3’

Ontwerp twee primers voor amplificatie
van deze sequentie



Primer linksboven

A. AAGCTTCCATCACTCTCAGA
B. TTCGAAGGTAGTGAGAGTCT
C. AGACTCTCACTACCTTCGAA
D. TCTGAGAGTGATGGAAGCTT

5’



Primer rechtsbeneden

A. ATAACTATAGGACAAACAAA
B. TATTGATATCCTGTTTGTTT
C. AAACAAACAGGATATCAATA
D. TTTGTTTGTCCTATAGTTAT

3’
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Polymerase Chain Reaction

• PCR: op enkele uren een grote hoeveelheid van een
specifiek stukje DNA, 

analyse kan bv. via gelelektroforese.

• Gevoeligheid van PCR 

= kracht van de techniek

= grootste probleem (vals positieve).



12

PCR
De gevoeligheid van PCR: 
amplificatie van één DNA 
molecule is mogelijk (vb. 
pre-implantatiediagnose).



DNA-”vingerafdrukken”
• Individueel DNA-bandenpatroon: via hypervariabele

DNA-sequenties.
• VNTR: micro-satelliet of mini-satelliet, hypervariabel!!! 
• Microsatelliet: herhaling van motief van 1-5 basen, 

variatie = aantal herhalingen, te detecteren via 
lengteverschil van fragment na PCR.

• Synoniemen microsatelliet: 
SSR = simple sequence repeat
STR = short tandem repeat.
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Microsatellietanalyse

Single locus: 
2 banden.

Multilocus: 
complexer patroon

PAGE!
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Vaderschapsanalyse: 1 locus is voldoende
om verschil aan te tonen

Elk kind (C) krijgt 1 allel van de 
moeder (M) en 1 van de vader (F).



Misdaad
Eén locus is 
voldoende om 
onschuld te bewijzen.
Combinatie nodig van 
meerdere single locus 
analyses om gelijke
identiteit te bewijzen.
S1, S2, S3: de 
verdachten
U1 tot U7: 
spermastalen na
verkrachting.
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STR-analyse via capillaire elektroforese = 
PAGE in buisje, detectie via laser, 3 loci in fig.
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13.2. DNA-sequentie-analyse
• DNA sequentie-analyse bepaalt nucleotidevolgorde in DNA. 
• Dideoxymethode (van Sanger) vroeger meest gebruikt, 

nog steeds voor analyse van enkele DNAs.
• Primer (???) voor start DNA-synthese.
• Mengsel van 4 dNTPs + 4 ddNTP (dideoxyribosenucleotiden). 

Deze abnormale nucleotiden, elk met een fluorescente kleur, 
veroorzaken ketenterminatie.

• Resultaat = mengsel van alle mogelijke lengtes van DNA-
moleculen die eindigen op een bepaalde nucleotide.

• PAGE kan deze moleculen nu scheiden volgens lengte.
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• 3’OH laat DNA-
elongatie toe

• 3’H (dideoxy) 
veroorzaakt
ketenterminatie
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DNA-sequentie-analyse



DNA-sequentie-analyse
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DNA-sequentie-
analyse
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Radioactieve merking
• Initieel P32 inbouw, detectie via 

gevoelige film.
• DNA-sequentie aflezen 5’-to-3’vanaf

onderkant van gel.
• Elke volgende band is 1 base langer dan 

de band eronder op het gel. 
• Identiteit basen wordt afgeleid uit

gellaan.                                         
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• Automatische
sequentie-analyse via 
fluorescente ddNTPs.

• 4 reacties op 1 laan, 
laser + info rechtstreeks
naar computer.

Fluorescente merking
https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/cycseq-
video.html

http://www.dnalc.org/resources/animations/cycseq.html
https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/cycseq-video.html
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Ketenterminators in geneeskunde

AZT: ketenterminator die 
efficiënt als bouwsteen
gebruikt wordt door het 
reverse transcriptase van het 
HIV-virus, veel minder door 
normale DNA- polymerase van 
de cel.
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Ketenterminators in geneeskunde
Acyclovir: ketenterminator
die niet door cellulaire
kinasen maar wel door het 
virale Herpes simplex 
thymidine kinase (tk) 
gefosforyleerd wordt, 
waarna het in DNA kan
ingebouwd worden.
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Next generation sequencing: veel tegelijk, geen gel.



Pyrosequencing

454 methode (Roche) 
Enkel als dNTP past, wordt
licht geproduceerd, 
achtereenvolgens worden
de verschillende basen
getest en afgebroken.
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Roche (454-methode): 500 Mb /run (50€/Mb) 
Illumina :10.000 Mb/run (0,5€/Mb)

Nieuwe generatie-
sequentietechnologie

<- dideoxy: 250 Kb/run (1000€ / Mb)
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13.3. DNA-analyse en ethiek

• Via micro-arrays (chips) kan je je DNA laten analyseren
op bepaalde eigenschappen.

• DNA sequentie-analyse wordt steeds goedkoper. Het is 
nu al betaalbaar om je eigen genoom te laten
sequeneren.

• Wat is nuttig? Aanvaardbaar?



Wie mag toegang krijgen tot mijn DNA-
gegevens?

1. Enkel ikzelf
2. Dokter
3. Familie
4. Politie
5. Werkgever
6. Iedereen



Ik wil mijn genoom kennen om 

A. Mijn afkomst. (voorouders) te kennen
B. Te weten welke erfelijke

ziekten/defecten ik mogelijks heb.
C. Te weten welke talenten ik heb.
D. Alles te weten over mezelf.



Seriemoordenaar
gevonden via neef&nicht



Je bent zwanger, wil je het DNA van je 
foetus laten testen?

A. Ja
B. Neen



Nip-test: niet 
invasieve 
prenatale test



Vooraf aan implantatie kunnen in vitro embryo’s 
getest worden om enkel de beste in te planten.

Vind je dit een goeie strategie?

A. Ja
B. Neen
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3. DNA-analyse en ethiek
• DNA sequentie-analyse steeds goedkoper. Betaalbaar om je 

eigen genoom te laten sequeneren.
• Kennis DNA-verschillen --> bepaalde fenotypes breidt uit.
• Wil je de “defecten” in je DNA wel weten? Waarom wel/niet?
• Nu al worden embryo’s voor implantatie gescreend om alleen

de ”beste” in te planten. Nu enkel voor zware (?) afwijkingen, 
maar wat als dat uitgebreid wordt?

• Bij misdaadanalyse vergelijkt men nu stalen van de plaats van 
de misdaad met stalen in de databank van eerdere misdaden. 
Software om op basis van DNA te voorspellen hoe iemand er 
uit ziet (gezichtsvorm huidkleur, leeftijd) wordt steeds beter. 
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5’

3’

Ontwerp twee primers

• Primer 1 (forward) = AAGCTTCCATCACTCTCAGA
• Primer 2 (reverse) = TTTGTTTGTCCTATAGTTAT 
(in praktijk niet goed want teveel AT, te weinig GC bp)


