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L. Vizsgalatba vont gének szekvenciai, BLAST algoritmus haszndlata, a
fajok kézotti SNP eltérések azonositdsa

A fajok kozotti kiilonbségek keresése soran jellemzden a mitokondrialis genomban kodolt
géneket hasznalunk. Ezekre jo példa a citokrom b (cytb), a citokrom oxidaz I. alegység gén
(COI), 12S rRNS , 16S rRNS gének, illetve a D-loop régio. Ezeknek jellemzdi, hogy szamos
konzervalt régiot tartalmaznak, amelyek azonos bazissorrenddel rendelkeznek kiilonb6zd
fajok esetében is. Ugyanakkor a konzervalt régiokat jellemzOen variabilis szakaszok valtjak,
amelyek a fajok kozotti genetikai kiilonbségeket adjak, és alapot szolgaltatnak a fajok
molekularis genetikai modszerekkel torténd elkiilonitésére. Az ily médon kivalasztott DNS

szakaszok fajon beliili variabilitassal nem rendelkeznek, a fajra jellemzdek.

A fajok kozotti bazissorrendbeli kiillonbségek kimutatasara alkalmas a BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) bioinformatikai algoritmus. A mddszer heurisztikus (véletlenszer,
ratalalo) algoritmus alapjan illeszti a vizsgalt nukleinsav, vagy fehérjék esetében aminosav

szekvenciakat. Az igy kapott eredmény megmutatja a fajok kozotti szekvencia kiillonbségeket.
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BLAST algoritmussal kapott szekvencia-illesztési eredmény négy faj (szarvasmarha, bivaly,

juh, kecske) citokrom b gén szekvenciai alapjan.

gi11256201|dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
gi11256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi 1516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

gi|1813366|dbj|D82894.1]|

9111256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

9i11813366|dbj|D82894.1|

9111256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi11813366|dbj |D82894.1 |

9111256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1 |BOVMTCBA
9i11813366|dbj|D82894.1|

gi 11256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
gi11256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi 1516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

gi|1813366|dbj|D82894.1]|

gi 11256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
gi11256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
9i1516661|dbj|D34635.1|BOVMTCBA
9i11813366|dbj|D82894.1|

9111256201 |dbj | D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1|GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi11813366|dbj |D82894.1 |

9111256201 |dbj | D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi1516661|dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi11813366|dbj|D82894.1]|

gi|1256201|dbj|D84205.1|SHPMTCBE
gi|1256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi|516661|dbj|D34635.1|BOVMICBA
gi|1813366|dbj|D82894.1|

gi|1256201|dbj|D84205.1|SHPMTCBE
gi|1256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi|516661|dbj|D34635.1|BOVMICBA
gi|1813366|dbj|D82894.1|

gi|1256201|db7|D84205.1 | SHPMTCBE
gi|1256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi|516661|dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi|1813366|dbj|D82894.1]|

gi|1256201|db7|D84205.1 | SHPMTCBE
gi|1256160|db3|D84201.1|GOTMTCBA
gi 1516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

gi|1813366|db]j|D82894.1]

gi|1256201|dbj|D84205.1|SHPMTCBE
gi|1256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi|516661|dbj|[D34635.1|BOVMTCBA
gi|1813366|dbj|D82894.1|

ATGATCAACATCCGAAAAACCCACCCACTAATAAAAATTGTAAACAACGCATTCATTGAT
ATGACCAACATCCGAAAGACCCACCCATTAATAAAAATTGTAAACAACGCATTTATTGAC
ATGACTAACATTCGAAAGTCCCACCCACTAATAAAAATTGTAAACAATGCATTCATCGAC
ATGACCAACATCCGAAAATCCCACCCACTAATAAAAATTCTAAACAATGCATTCATTGAC

* Kk K kkkkk  kkokkok kkkkhkkhkk Khhkhhkhhkhhkhhkk K hkkhhkkhhkk *hkkk*x **k **

CTCCCAGCTCCATCAAATATTTCATCATGATGAAACTTTGGCTCTCTCCTAGGCATTTGC
CTCCCAACCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTTGGATCCCTCCTAGGAATTTGC
CTTCCAGCCCCATCGAACATTTCATCATGATGGAATTTCGGTTCCCTCCTGGGAATCTGC

CTCCCTGCTCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTTGGCTCTCTCCTAGGCATCTGC
kok kk K kkkkk Kk kk khkkkkkkkkkk Kk Kkk kk Kk Kkkkkk Kk Kk kkk

TTAATTTTACAGATTCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACACCTGACACAACA
CTAATCTTACAAATCCTGACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACATCCGACACAATA
CTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACA
CTAATCCTGCAAATCCTCACCGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACA

* KKK K kK Kk kK Kk KAKKKKKKKKKAKRKKRKKRKAKRKAKRAKRAK KAk Kk KkAkAkAKk Kk

ACAGCATTCTCCTCTGTAACCCACATTTGCCGAGACGTAAACTATGGCTGAATTATCCGA
ACAGCATTTTCCTCTGTAACTCACATTTGTCGAGATGTAAATTATGGCTGAATCATCCGA
ACAGCATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGA
ACAGCATTCTCCTCCGTCGCCCACATCTGCCGGGACGTGAACTATGGATGAATTATTCGA

kkkkkkkk kkkkk Kk k kk Kk kk Kk kk Kk Kkk Kk Kkk Kkkkkk Kk Kkkk

TATATACACGCAAACGGGGCATCAATATTTTTTATCTGCCTATTTATGCATGTAGGACGA
TACATACACGCAAACGGAGCATCAATATTCTTTATCTGCCTATTCATACATATCGGACGA
TACATACACGCAAACGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAGGACGA
TACATACACGCAAACGGAGCTTCAATATTTTTCATCTGCTTATATATACACGTAGGACGA

kk kkkkkkkkkkkkkk kk kkkkk Kk kk kkkkkk Kkkk * Kk Kk * ok kokkokk

GGCCTATATTATGGATCATATACCTTCCTAGAAACATGAAACATCGGAGTAATCCTCCTA
GGTCTATATTATGGATCATATACCTTTCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAATCCTCCTG
GGCTTATATTATGGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGAAATATCGGAGTAATCCTTCTG
GGCATATACTACGGATCATATACCTTTCTAGAAACATGAAACATCGGAGTAATCCTACTA

* Khkkk kK Kk Kk Kk KKk Kk KKKKKKKKKKKKKAK KKk AAAkKAkKAkKAkK* **x

TTTGCGACAATAGCCACAGCATTCATAGGCTATGTCTTACCATGAGGACAAATATCATTC
CTCGCGACAATGGCCACAGCATTCATAGGCTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTT
CTCACAGTAATAGCCACAGCATTCATAGGATACGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTC
TTCGCAGTAATAGCCACAGCATTTATAGGATACGTACTGCCATGAGGACAAATATCATTC

* * Khkk KhkKAkKAkKKKKK KhkKKk*k KKk KKk K kK KKKKKKKKKKKRK KKK KKK

TGAGGAGCAACAGTTATTACCAACCTCCTTTCAGCAATTCCATATATTGGCACAAACCTA
TGAGGGGCAACAGTCATCACCAATCTCCTCTCAGCAATCCCATATATTGGCACAAACCTA
TGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCCCATACATCGGCACAAATTTA
TGAGGGGCAACAGTCATCACCAACCTTCTCTCAGCAATCCCATACATTGGTACAAGTCTG

kkkkk kkkkkkkk Kk Kkkkkk Kkk Kk kkkkkkkk kkkkk Kk kk kkkk *

GTCGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGACAAAGCTACCCTCACCCGATTTTTCGCC
GTCGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAAGCCACTCTCACCCGATTCTTCGCC
GTCGAATGAATCTGAGGCGGATTTTCAGTAGACAAAGCAACCCTTACCCGATTTTTCGCT
GTTGAATGAATTTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAAGCAACCCTCACCCGATTCTTCGCA

kk kkkkkkkk kkkkk kkkkk kkkkkkkkkkkkkk Kk kk kkkkkkkk Kkkkkok

TTTCACTTTATTTTCCCATTCATCATCGCAGGCCTCGCCATAGTTCACCTACTCTTCCTC
TTCCACTTTATCCTCCCATTCATCATCACAGGCCTCGCCATAGTCCACCTGCTCTTCCTC
TTCCACTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCATAGTCCACCTACTATTCCTC
TTTCACTTCATCCTCCCATTCATTATCGCAGCACTTGCAATAGTCCACCTATTATTTCTC

kk KhkKkKkKk Kk * kkkKkk kK KhkK * % Kk kK KkkKkk KkkKkK * kK KkkK

CACGAAACAGGATCCAACAACCCCACAGGAATTCCATCGGACACAGATAAAATTCCCTTC
CACGAAACAGGATCGAACAACCCCACAGGAATTCCATCAGACACAGATAAAATCCCATTT
CACGAAACAGGCTCCAACAATCCAACAGGAATCTCCTCAGACGTAGACAAAATCCCATTC
CACGAAACAGGATCCAACAACCCAACAGGAATCTCATCAGACACAGACAAAATCCCATTC

kkhkkhkkhkkhkkk *k Khkkk Kk KAk kkkk * kK Kk K kkk kkkkk Kk Kk

CACCCTTATTACACCATTAAAGACATCCTAGGTGCTATCCTACTAATCCTCATCCTCATG
CACCCTTACTACACCATTAAAGATATCTTAGGCGCCATGCTACTAATTCTTGTTCTAATA
CACCCCTACTATACCATTAAGGACATCTTAGGGGCCCTCTTACTAATTCTAGCTCTAATA
CACCCCTATTACACCATTAAAGACATCCTAGGCGCCCTACTATTAATCCTAGCCCTAATA

Khkkkk Kk Kk KkKkkkkkKk Kk Kkk Kkkk KKk * Kk kkKkk Kk ER R

CTACTAGTACTATTCACGCCTGACTTACTCGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCAAAC
CTACTAGTACTATTCACACCCGACCTACTCGGAGACCCAGACAACTATATCCCAGCAAAT
CTACTAGTACTATTTGCGCCCAACCTCCTCGGAGACCCAGATAACTACACCCCAGCCAAT
CTATTAGTACTATTCGCACCCGACCTCCTCGGGGACCCAGACAACTACACCCCAGCAAAC

Khkk Kk kA Kh KAk KKk * Kk Kk ok kkkkKk KKKKKKKK KKhkKKkK K KKkKKkKK KKk



9111256201 |dbj | D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |db3 |D84201.1 | GOTMTCBA
gi1516661|dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi11813366|dbj|D82894.1]

gi11256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
9i1516661|dbj|D34635.1 |BOVMTCBA
9i11813366|dbj|D82894.1|

gi11256201|dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
gi11256160|dbj|D84201.1|GOTMTCBA
gi 1516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

gi|1813366|dbj|D82894.1]|

9111256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA

9i11813366|dbj|D82894.1|

9111256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1|BOVMTCBA
gi11813366|dbj |D82894.1 |

gi11256201 |dbj|D84205.1 | SHPMTCBE
9111256160 |dbj|D84201.1 | GOTMTCBA
911516661 |dbj|D34635.1 |BOVMTCBA
9i11813366|dbj|D82894.1|

CCACTTAACACTCCCCCTCACATCAAACCTGAATGATACTTCCTATTTGCATACGCAATC
CCACTCAATACACCCCCTCACATTAAACCTGAGTGGTATTTCCTATTTGCATACGCAATC
CCACTCAACACACCTCCTCACATCAAACCCGAGTGGTACTTCCTATTTGCATATGCAATT
CCACTCAACACACCTCCCCACATCAAGCCTGAATGGTACTTCCTATTCGCATACGCAATC

Khkkkk Kk KKk Kk KKk KKkKKkK KKk KKk KKk Kk Kk KKKKKKKK KAkKKkK KKkKKK

TTACGATCAATCCCTAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAGTC
CTACGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGAGTCCTAGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAATC
CTACGATCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTAGCCCTAGTCTTCTCCATCCTAATC
TTACGATCAATTCCTAACAAACTAGGAGGGGTTCTAGCCCTAGTTCTCTCTATCCTAATC

kkkkhkhhkhhkk Kk kK Khhhhkkhhkkhhkkhkkx Kk **k Khkkkkkk* kkkk kkkkkk Kkk

CTAGTAATTATACCCCTCCTCCATACATCAAAGCAACGGAGCATAATATTCCGACCAATC
TTAGTACTTGTACCCTTCCTCCACACATCTAAACAACGAAGCATAATATTCCGCCCAATC
CTTATTCTCATTCCCTTACTACACACATCCAAACAGCGAAGCATAATATTCCGACTGCTC
CTCATTCTCATGCCCCTGCTACATACATCCAAACAACGAAGTATGATGTTCCGGCCATTC

* * * Kk kkk ok kk Kk kkkkk kk Kk kk Kk Kkk Kk Kkkkkk * * %

AGTCAATGTATATTCTGAATCCTAGTAGCCGACCTATTAACACTCACATGAATTGGAGGC
AGCCAATGCATATTCTGAATCCTGGTAGCAGATCTATTAACACTCACATGAATTGGAGGA
AGCCAATGCCTGTTCTGAATTTTAGTAGCAGACCTACTAACACTCACATGAATTGGAGGA
AGCCAATGCCTATTCTGAATTCTAGTAGCAAACCTGCTAACACTCACATGGATTGGAGGA

Kk kK Kk KK * Kk KKk K KKK * KKk KKK * kK KKKKKKKKKKKKK KAKKK KKK

CAGCCAGTTGAACACCCCTACATCATTATTGGACAACTAGCATCTATTATATATTTCCTT
CAGCCAGTCGAACATCCCTACATTATTATTGGACAACTAGCATCTATTATATATTTCCTC
CAACCAGTTGAACATCCATACATCATCATTGGACAACTAGCATCTATCATATACTTTCTC
CAGCCAGTCGAACACCCATATATTATCATTGGACAACTAGCATCTATCACATACTTCCTC

Kk kkkkk KkKKhkKkKk KKk KKk KKk KKk KKKKKKKKKKKKAKAKRAKAAX K KKk*k K% %%

ATCATTCTAGTCATAATACCAGTAGCTAGCATCATCGAAAACAACCTCCTAAAATGAAGA
ATCATTCTAGTAATAATACCAGCAGCTAGCACCATTGAAAACAACCTTCTAAAATGAAGA
CTCATCCTAGTGCTAATACCAACAGCCGGCACAGTTGAAAACAACCTACTAAAATGAAGA
CTCATCCTAGTGCTAATACCAACGGCCAGCATAATCGAAAATAATCTCTTAAAATGAAGA

*kk Kk Kkkkk * Kok Kok Kk kK * % * % K * kkkkk kK Kok *k kK ok Kk ok Kk ok Kk

*: az adott pozicioban minden faj esetében azonos nukleotid van jelen
G: az a nukleotid kertil kiemelésre, amely a fajok tobbségétdl eltér

BLAST algoritmussal kapott szekvencia-illesztési eredmény négy faj (szarvasmarha, bivaly,

juh, kecske) 12S rRNS gén szekvenciai alapjan.

911261499764 |gb|GQ926965.1]
9i1311120200 |gb|HM623881.1 |
9i1311120201 |gb|HM623882.1 |
911311120202 |gb|HM623883.1 |

911261499764 |gb|GQ926965.1]
911311120200 |gb|HM623881.1 |
9i1311120201 |gb|HM623882.1 |
9i1311120202|gb|HM623883.1 |

gi|261499764|gb|GQ926965.1|
gi|311120200|gb|HM623881.1]
gi|311120201|gb|HM623882.1]
gi|311120202|gb|HM623883.1|

gi|261499764|gb|GQ926965.1|
gi|311120200|gb|HM623881.1]
gi|311120201|gb|HM623882.1|
gi|311120202|gb|HM623883.1|

911261499764 |gb|GQ926965.1]
9i1311120200 |gb|HM623881.1 |
9i1311120201 |gb|HM623882.1 |
9i1311120202 |gb|HM623883.1 |

911261499764 |gb|GQ926965.1]
9i1311120200 |gb|HM623881.1 |
9i1311120201 |gb|HM623882.1 |
9i1311120202 |gb|HM623883.1 |

CAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATAATTACATAAACAA
—---CTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATAATTATAAGAACAA
-CTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATAATTATATTAACAA
—-—-CTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATAATTATATTAACAA

T R R T R R R R R R R * kKKK

AATTATTCGCCAGAGTACTACTAGCAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTT
AATTATTCGCCAGAGTACTACCGGCAACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTT
AATTATTCGCCAGAGTACTACCGGCAATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTT
AATTATTCGCCAGAGTACTACCGGCAATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTT

kokkkokkkkkkokokkokkkokkokkok *kkk Kok k Kk kkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk*

ATATCCTTCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCT
ATACCCTTCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCT
ATATCCCCCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCT
ATATCCCCCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCGATTCT

Kk Kk Kk R R R

TGCTAATACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAA-GGAAAAAAAGTAAG
TGCTAATACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAAGGGACAAAAGTAAG
TGCTAATGCAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAA-GGTACAAAAGTAAG
TGCTAATGCAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAA-GGAACAAAAGTAAG

R T g

CGTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATG
CTCAACAATAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGGAGTGGGAAGAAATG
CGCAATCACAATGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATG
CTCAATCACAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCCATGGAATGGGAAGAAATG

* ** * * hkhkKkhk KhAhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhk*x *hk*k * *hkhkhkhkkhkx*

GGCTACATTCTCTACACCAAGAGAATCAAGCACGA-AAGTTATTATGAAACCAATAACCA
GGCTACATTTTCTACCCAAGAAAATTTAAT-ACGA-AAGCCATTATGAAATTAATAGCCA
GGCTACATTTTCTACACCAAGAATACCCAACACGAAAGTTATTATGAAAGTTAATAACCA
GGCTACATTTTCTACCTTAAGAAAATTAATACGA--AAGCCATTATGAAATTAATGACCA

Kk Kk K AKkK* KkKkkKk * * * * * * % * KKk * Kk



911261499764 |gb|GQI26965.
911311120200 |gb|HM623881.
911311120201 |gb|HM623882.
911311120202 |gb|HM623883.

911261499764 |gb|GQ926965.
911311120200 |gb|HM623881.
911311120201 |gb|HM623882.
911311120202 |gb|HM623883.

911261499764 |gb|GQ926965.
911311120200 |gb|HM623881.
911311120201 |gb|HM623882.
911311120202 |gb|HM623883.

AAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAGCAC
AAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATCAGGCCATGAAGCAC
AAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAACTAGGCCATGAAGCAC
AAGGAGGATTTAGTAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAGCAC

E R R T T R KA KKK KKK KKK KKK

GCACACACCGCCCGTCACCCT === === ——m == ——m oo oo
GCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATATGATATACTTAAACCTATTTACATAT
GCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATATAATGCATCCAACCCTATTTARATGC
GCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTARATACAATGCACTCAAACCTATTAACACGC

Kk kkhkhkhkhhkhhhhkhhkhkhkk*

ATCAACCACACGAGAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGCATACTG
ACTAACCACATGAGAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGCATACTG
ATCAACTACATGAGAGGAGATAAGTCGTAACAAGGTAAGCATACTG

*: az adott pozicidban minden faj esetében azonos nukleotid van jelen
G: az a nukleotid kertil kiemelésre, amely a fajok tobbségétdl eltér

Primertervezés
1. Fajspecifikus primertervezés

2. Univerzalis primertervezés

Primertervezés soran alkotjuk meg azokat a lanckezdd oligonukleotidokat, amelyek
segitségével késdbb polimerdz lancreakcid soran a vizsgélat szempontjabdl érdekes DNS
régiokat felszaporitjuk. A felhasznalt primerek lehetnek fajspecifikusak vagy univerzalisak. A
fajspecifikus primerek csak az adott fajra jellemzé méretli szakasz felszaporitasat teszik
lehetévé, mig az univerzalis primerek esetében azonos méretii szakasz felszaporitasa valik
lehetévé, amit a késébbiekben olyan modszerek felhasznalasaval lehet vizsgéalni, amelyek az
adott szakasz bazissorrendjét vagy konformacios eltéréseit képesek kimutatni.

A primertervezéshez tobb program is rendelkezésre all. Ilyenek példaul a Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

illetve az OligoAnalyzer 3.1

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), amely online ¢€s szoftveres

formaban is elérhetd.

A lenti szekvencia-illesztés human fogyasztasra hasznalt allatfajok (+ember) 12S rRNS
génjének szekvencidjat tartalmazza. A BLAST algoritmus segitségével végrehajtott illesztés
eredményeként megkapjuk azokat a konzervativ és variabilis DNS szakaszokat az egyes fajok
esetében, amelyek figyelembevételével képesek vagyunk mind fajspecifikus, mind univerzalis
primerek tervezésére. Ebben az esetben univerzalis primerek tervezése tortént. Zolddel
vannak jelolve azok a szakaszok az egyes fajok esetében, amelyek mindegyiknél

megegyeznek, tehat megfeleléek univerzalis primerek tapadasi helyének. A zolddel jelolt


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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szakaszokon beliil pirossal jeloltiik az eltéréseket. A forward primer szekvencidja megegyezik

az illesztett szekvencia egy adott részletével, mig a reverse primer annak komplementere.

ember (Homo sapiens) - gi|251831106|ref|NC 012920.1|

6z (Capreolus capreolus) - gi|470232093|ref|NC_020684.1|
kecske (Capra hircus) - gi|316926505|ref|NC_005044.2|

bivaly (Bubalus bubalis) - gi|52220982|ref|NC 006295.1|
szarvasmarha (Bos taurus) gi|60300051|emb|AJ885201.1|

nyal (Oryctolagus cuniculus) - gi[5835526|ref|NC 001913.1|
h&dzi sertés (Sus scrofa) - gi|223976078|ref|NC 012095.1]
sertés (Sus scrofa) - gi|5835862|ref|NC_000845.1|

h&dzi kacsa (Anser anser) - gi[197935720|ref|NC 011196.1]

16 (Equus caballus) gi[5835107|ref|NC_001640.1]|

juh (Ovis aries) - gi|5835554|ref|NC 001941.1]

muflon (Ovis aries musimon) - gi[298110775|gb|HM236185.1|
galamb (Columba livia) - gi[291612274|ref|NC 013978.1]

démvad (Dama dama) - gi|470234101|ref|NC_020700.1]

gimszarvas (Cervus elaphus) - gil294494684|ref|NC_007704.2|
hazityak (Gallus gallus) - gi|5834843|ref|NC 001323.1]|

pulyka (Meleagris gallopavo) - gi|323690831|ref|NC 010195.2]
pézsmaréce (Cairina moschata) - gi|190349328|ref|NC_010965.1|
h&zi kacsa (Anas platyrhynchos) - gi[154125702|ref|NC 009684.1]
gydngytytk (Numida meleagris) - gi|54310668|ref|NC 006382.1|

A 12S rRNS gén bazissorendjében talalhatd egyezdségek és eltérések (piros) kiilonbozo fajok
esetében.

911251831106 ref|NC_012920.1] CAGGGTT
gi|470232093|ref|NC_020684.1] —-AGGGTT CCGCGGTCATACGATTAACCCAAGTTAA-----
gi|316926505|ref|NC_005044.2] —-AGGGTT CCGCGGTCATACGATTAACCCAAGCTAA-----
gi|52220982|ref|NC_006295.1] AAGGGTT, CCGCGGTCATACGATTAACCCAAGCTAA-----

CCGCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGA-

gi160300051 |emb|AJ885201.1|  —-—=———- CCGCGGTCATACGATTAACCCAAGCTAA-————
gi|5835526|ref|NC_001913.1] TAGGGTT, CCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAA-———~
gil223976078|ref|NC_012095.1] TAGAGTT CCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAA-———~
gi|5835862|ref|NC_000845.1] TAGAGTT, CCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAA-———~
gil197935720|ref|NC_011196.1]| AAGGGTT CCGCGGTCATACAAGAAACCCAAATCAACCGTC
gi|5835107|ref|NC_001640.1] AAGGGTT CCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAA-————
gi|5835554 | ref|NC_001941.1] CAGGGTT CCGCGGTCATACGATTGACCCAAGCTAA-—-—-
gi1298110775|gb|HM236185.1| CAGGGTT! CCGCGGTCATACGATTGACCCAAGCTAA-—-——
gil291612274 |ref|NC_013978.1]| CAGGGTT CCGCGGTCACACAAGAGACCCAAGCTAATCGT -
gil470234101 |ref|NC_020700.1] TAGGGTT! CCGCGGCCATACGATTAACCCAAGTTAA-—-—-
gil294494684 |ref|NC_007704.2] TAGGGTT! CCGCGGTCATACGATTAACCCAAGTTAA-—-—-

gi15834843|ref|NC_001323.1] CAGGGTT CCGCGGTCATACAAGAAACCCAAATCAA-—--—
911323690831 |ref|NC_010195.2] TAGGGTT CCGCGGTCATACAAGAAACCCAAATCAA-—---—
911190349328 |ref|NC_010965.1] AAGGGCC CCGCGGTCATACAAGAGGCCCAAATCAACTGT -
gi1154125702|ref|NC_009684.1] AAGGGTC CCGCGGTCATACAAGAGACCCAAATCAACTGT-
gi154310668|ref|NC_006382.1] CAGGGTT CCGCGGTCATACAAGAAACCCAAGTCAA---T-
fl-r
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—————— AGCCGGCGTAAAGAGTGTTTTAGATC--ACCCCCTCCC—-CAATAAAGCTAAAA

—-TAGGCACACGGCGTAAAGCGTGTTAAA--——-—— GCATTCTATA--AAATAAGGTTCAAT
-CAGGAATACGGCGTAAAACGTGTTAAA--——-—— GCACTACATC--AAATAGAGTTAAAT
—-CAGGAGTACGGCGTAAAATGTGTTAAA-———-—— GCACACCGCT--AAATAGAGTTAAAT

—CAGGAGTACGGCGTAAAACGTGTTAAA--
-TAAATATCCGGCGTAAAGCGTGATTA-
-TAGATCCACGGCGTAAAGAGTGTTTAA--

—-GCACCATACC--AAATAGGGTTAAAT
—--GAATAAACAACAAAATAAAATCAAAT
--GAAAAAAAATCACAATAGAGTTAAAT

-TAGATCCACGGCGTAAAGAGTGTTTAA--—-—- GAAAAAAAATCACAATAGAGTTAAAT
CTATTGACACGGCGTAAAGAGTGGTAA-AATGCCTATCCTAGCT--AACTAAGATCAAAA
-TAAATCTCCGGCGTAAAGCGTGTCAAA--—-—~ GACTAATACC-AAAATAAAGTTAAAA
—-CAGGAGTACGGCGTAAAGCGTGTTAAA--——-—~ GCATCATACT--AAATAGAGTTAAAT
—-CAGGAGTACGGCGTAAAGCGTGTTAAA--——-—~ GCATCATACT--AAATAGAGTTAAAT
—————— TTGCGGCGTAAAGAGTGGACT-CATGC-TTATCACACT--AATTAAGGTCAAAA
-TAAGCACACGGCGTAAAGCGTGTTAAA--——-—~ GCACTGTACT--AAATAAAGTTAAAT
-TAGGCATACGGCGTAAAGTGTGTTAAA--——-—~ GCACTATACT--AAATAAAGTTAAAT

-TAGCTACCCGGCGTAAAGAGTGGCCA-CATGT-TATCTGCACC--AGCTAAGATTAAAA
-TAGCCATCCGGCGTAAAGAGTGGTCA-CATGC-TATCTATACC--AATTAAGATCAAAG
CCACATAAGCGGCGTAAAGAGTGGTAATAATGCTTATCCTACTT--AACTAAGATCAAAA
—-CCTACAAGCGGCGTAAAGAGTGGTAA-GATGCCTATCCTACCT--AACTAAGATCAAAA
—-AATCCATCCGGCGTAAAGAGTGGCTA-CATG--TTATCAAACC--AACTAAGATCAAAA

CTCACCTGAGTTGTAAAAAACTCCAGTTGA-CACAAAATAGACTAC-GAAAGTGGCTTTA
CCTAATTAAGCTGTAAAAAGCCATAATTAC-AATGAAAATAGATAACGAAAGTAACTTTA
TCTAATTAAACTGTAAAAAGCCATAATTAC-AACAAAAATAGATGACGAAAGTAACCCTA
TTTAATTAAGCCGTAAAAAGCCATAATTTC-AATAAAAATAAGCAACGAAAGTGACTCTA
TCTAACTAAGCTGTAAAAAGCCATGATTAA-AATAAAAATAAATGACGAAAGTGACCCTA
AACAACTAAGCTGTAGAAAGTAATAGTTGCAAACAAAAATAAACAACGAAAGTGATTTTA
TATAACTAAGCTGTAAAAAGCCCTAGTTAA-AATAAAATAACCCAC-GAAAGTGACTCTA
TATAACTAAGCTGTAAAAAGCCCTAGTTAA-AATAAAATAACCCAC-GAAAGTGACTCTA
TGCAACTGAGCTGTCATAAGCCCAAGATGC-ACCTAAACACACCAT-TAAGATGATCTTA
CCCAGTTAAGCCGTAAAAAGCTACAACCAA-AGTAAAATAGACTAC-GAAAGTGACTTTA
TTTAATTAAACTGTAAAAAGCCATAATTAT-AACAAAAATAAATGACGAAAGTAACCCTA
TTTAATTAAACTGTAAAAAGCCATAATTAT-AACAAAAATAAATGACGAAAGTAACCCTA
CGCAACTGAGCTGTCATAAGCCTAAGATGC-ATTTAAAACCGCCCT-AAAGATGACCCTA
TCCAATTAAGCTGTAAAAAGCCATAATTGC-AACAAAAATAAACAACGAAGGTAACCTTA
TCCAATTAAGCTGTAAAAAGCCATAATTGT-AACAAAAATATATAACGAAAGTAACTTTA
TGCAACCAAGCTGTCATAAGCCTAAGATCC-ACCTAAACCCAACCC--AAATCCATCTTA
TGTAACTAAGCTGTCATAAGCCCAAGATTC-ACCTAAGCCCAGCCTAAAAAATGATCTTA
TGCGGCTAAGCTGTCGCAAGCACAAGACGC-ACCTAAACACACCAT-CAAGATGATCTTA
TGCAACTAAGCTGTCGCAAGCACAAGATGC-ACCTAAACACACCAT-CAAGATGATCTTA
TGTAACTAAGCTGTCATAAGCCTAAGATTC-ACCTAAACCCAACCT-CAAAACAATCTTA

TGAT-ACACTATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
TGAC-ACACTATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
CGAC-GCACTATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
CGAACTCACGATAGCTAAGGCCCAAACTGGGATTAGATACCC
TGAC-ACACGATAGCTAGGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
TGAC-ACACGATAGCTAGGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
GGAACTAACGACTGATTTAAAC-CCACGAAAGCCAGGGCCCAAACTGGGATTAGATACCC

ATACCTC-———=—————— TGACTACACGATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
CAATAGC--—-———=———— TGAT-ACACCATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
CAATAGC---———-—-———— TGAT-ACACCATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
AATTCACAAGACTTAATGAACT-CCACGAAAGCCAGGGCACAAACTGGGATTAGATACCC
TAGCCGC--=-———————— TGAA-ACACGATAGCTAGGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
CAACCGC--=———=———— TGAA-ACACGATAGCTAGGACCCAAACTGGGATTAGATACCC

GCCTCAA-CGATTAATTTTAAC-CCACGAAAGCTAGGACCCAAACTGGGATTAGATACCC
—--ACTTAACGATCAATTTAAAG-CCACGAAAGCCAGGGCACAAACTGGGATTAGATACCC
GAAACTAGCGACGGATTTAAAC-CCACGAAAGCCAGGGCCCAAACTGGGATTAGATACCC
GAAACTAGCGATTAATTTGAAC-CCACGAAAGCCAGGGCCCAAACTGGGATTAGATACCC
GCCACCA-CGACCAATTTCAAC-CCACGAAAGCCAGGGCACAAACTGGGATTAGATACCC
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CACTATGCTTAGCCCTAAACCTCAACA-GTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATA-ATTAATATAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATA-ATTACAGAAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATA-ATTATATTAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATA-ATTACATAAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACTTTGATA-ATT-TCATAACAAAATTATTCGCCAGAGAACT
CACTATGCCTAGCCCTAAACCCAAATA-GTT-ACATAACAAAACTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCCTAGCCCTAAACCCAAATA-GTT-ACATAACAAAACTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATA-CTTACTTT-ACCGAAGTATCCGCCAGAGAACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACTAAAATAGCTTACCACAACAAAGCTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATA-ATTATAAAAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATA-ATTATAAAAACAAAATTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATG-CTCTATATAACCAAAGCATCCGCCTGAGAACT
CACTATGCCTAGCCCTAAACACAAATA-GTTGTGTAAACAAAACTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCCTAGCCTTAAACACAAATA-GTTATGCAAACAAAACTATTCGCCAGAGTACT
CACTATGCCTAGCCCTAAATCTAGATA-CCTCCCATCACACATGTATCCGCCTGAGAACT
CACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATA-CTA-ATAT-ACTCACGTATCCGCCTGAGAACT
CACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATA-CTTATCCT-ACCGAAGTATCCGCCAGAGAACT
CACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATA-CTTACCCT-ACCGAAGTATCCGCCAGAGAACT
CACTATGCCTAGCCCTAAATCTAGATA-CTT-CAAT-ACCTAAGTATCCGCCTGAGAACT

ACGAG--CCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGAGGAG
ACCGG--CAATAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACCGG--CAACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACCGG--CAATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCCCCTAGAGGAG
ACTAG--CAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCTTCTAGAGGAG
ACAAG--CCAAAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCACCTAGAGGAG
ACTCG--CAACTGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTCACATCCACCTAGAGGAG
ACTCG--CAACTGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTCACATCCACCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAG
ACTAG--CAACAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTACATCCCTCTAGAGGAG
ACCGCAACA---GCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACCGGCACA---GCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAG
ACCGG--CAATAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACCGG--CAATAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCTAAACCCACCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCTAAACCCACCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCTAAACCCACCTAGAGGAG
ACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAG

Khkkk o kkhkKk kK KhKkk

CCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACCTCTTGCTCA----— GCCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGGTAGACCTCACCACCCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCTTGCTAA-TGCAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCCGTAATCGATAAACCCCGATAAACCCTACCACTCTTTGCCAA-CTCAGCCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTTACCAACCCTTGCCAA-TTCAGCCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTTACCAACCCTTGCCAA-TTCAGCCTAT
CCTGTTCTACAATCGATAATCCCCGATTAACCCAACCACCCCTTGCCAA-CACAGCCTAC
CCTGTTCCATAATCGATAAACCCCGATAAACCCCACCATCCCTTGCTAA-TTCAGCCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTGTAATCGATACTCCACGATACACCCGACCACTTCTTGCCATGGACAGCCTAC
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCATTCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCATTCCTTGCTAA-TACAGTCTAT
CCTGTTCTATAATCGATAATCCACGATTCACCCAACCACCCCTTGCCAG-CACAGCCTAC
CCTGTTCTGTAATCGATAATCCACGATCCACCCAACCACCTCTTGCCAA-CACAGCCTAC
CCTGTTCTGTAATCGATAACCCACGATCAACCCAACCACCCCTTGCCAA-AACAGCCTAC
CCTGTTCTGTAATCGATGATCCACGATCAACCCAACCGCCCCTTGCCAAGCACAGCCTAC
CCTGTTCTATAACCGATAATCCACGATCCACCCAACCACCTCTTGCCAA-CACAGCCTAC
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gil470232093 |ref|NC 020684.1]
gi1316926505|ref|NC 005044.2|
91152220982 |ref|NC 006295.1]
gi| 60300051 |emb|AJ885201.1]
gi15835526|ref|NC 001913.1]
gi1223976078|ref |NC 012095.1]
gi15835862|ref|NC 000845.1]
gil197935720|ref|NC_011196.1]
gi|5835107|ref|NC_001640.1]
gi|5835554|ref |NC_001941.1]
gi|298110775|gb|HM236185.1
gil291612274|ref|NC_013978.1]|
gi|470234101|ref|NC_020700.1]
gil294494684|ref|NC_007704.2]
gi|5834843|ref|NC_001323.1]
gi[323690831|ref|NC_010195.2]
gi[190349328|ref|NC_010965.1]
gi|154125702|ref|NC_009684.1]|
gi|54310668|ref |NC_006382.1]|
fl-r

gi]251831106|ref|NC 012920.1|
gil470232093 |ref|NC 020684.1|
gi]316926505|ref|NC _005044.2]
gi152220982|ref|NC 006295.1]
gi| 60300051 |emb|AJ885201.1]
gi]5835526|ref|NC 001913.1|
gi1223976078|ref |NC _012095.1
gi15835862|ref|NC _000845.1|
gil197935720|ref|NC 011196.1]
gi15835107|ref|NC 001640.1]
gi15835554|ref|NC _001941.1]
gi|298110775|gb|HM236185.1
gil291612274|ref|NC_013978.1]|
gi|470234101|ref|NC_020700.1]
gi1294494684 |ref|NC_007704.2]
gi|5834843|ref|NC_001323.1]
gi1323690831|ref|NC_010195.2]
gi1190349328|ref|NC_010965.1]
gi1154125702|ref|NC_009684.1]
gi154310668|ref|NC_006382.1]
fl-r

ATACCGCCATCTTCAGCAAACCC-TGATGAAGGCTACAAAGTAAGCGCAAGTA-C----C
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGAATAAAAGTAAGCACAACCATC----A
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGAACAAAAGTAAGCTCAATCACA----A
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGTACAAAAGTAAGCGCAATCACA----A
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGAAAAAAAGTAAGCGTAATTATG----A
ATACCGCCATCTTCAGCGAACCCTAAA--AAGGAGCAAAAGTAAGCTCAATTA-C----C
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGAACAATAGTAAGCACAATCATA----G
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGAACAATAGTAAGCACAATCATA----G
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCGAATGAGAGCACAACAGTGGACACAATAGCA----C
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCC-TAAACAAGGTACCGAAGTAAGCACAAATATC----C
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCC-TAAAAAAGGGACAAAAGTAAGCTCAATAATA----A
ATACCGCCATCTTCAGCAAACCC-TAAAAAAGGGACAAAAGTAAGCTCAATAATA----A
ATACCGCCGTCGCCAGCTCACCTCCTCTGAGAGCACTACAGTGAGCACAACCGCCCTAAC
ATACCGCCACCTTCAGCAAACCCTAAA--AAGGTACAAAAGTAAGCACAATCATA----A
ATACCGCCATCTTCAGCGAACCCTAAA--AAGGTACAAAAGTAAGCACAATCATA----A
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCTAATGAAAGAACAACAGTGAGCTCAATAGCC----C
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTAAAATGAAAGATCAATAGTGAGCTCAATAG-T----C
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCGAATGAGAGCACAACAGTGAGCGCAACAGCAC---C
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCGAATGAGAGCGCAACAGTGGGCGCAACAGCA----C
ATACCGCCGTCGCCAGCCCACCT-ACATGAAAGCGCAACAGTGAGCTCAACAG-T----C

CACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTT
TACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAGGTGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
CACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCCATGGAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
TGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
TACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTCT
ACCGTAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATAGAGTGGAGAGCAATGGGCTACATTTT
CACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCTTATGGGTTGGAAAGAAATGGGCTACATTTT
CACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCTTATGGGTTGGAAAGAAATGGGCTACATTTT
CCCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCTATGG-AGTGGAAGAAATGGGCTACATTCC
AACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGGGATGGAGAGAAATGGGCTACATTTT
CACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGGAGTGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
CACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGGAGTGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
CCCGCTAACAAGACAGGTCAAGGTATAGCTTATGA-AGTGGAAGAAATGGGCTACATTTT
TACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGGAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTT
TACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGGAACGGAAAGAAATGGGCTACATTTT
CTCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCTATGG-GGTGGGAGAAATGGGCTACATTTT
CCCACTAACAAGACAGGTCAAGGTATAGCCCATGA-GGTGGAAGAAATGGGCTACATTTT
CCCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCCATGG-GGCGGAAGAAATGGGCTACATTCC
CCCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCTATGG-GACGGAAGAAATGGGCTACATTCC
CCCACTAACAAGACAGGTCAAGGTATAGCCCATGGAGGTGGAAGAAATGGGCTACATTTT

CTACCCCAGAAAAC--————=—————-—— TACGATAGCCCTTATGAAAC-TTAAGGGTCGA
CTAATTTAAGAAAA-— —CTTAACACGAAAGTTATTATGAAAT--TAATAACTAA
CTACCTTAAGAAAA--—-—————— TT-AATACGAAAGCCATTATGAAAT--TAATGACCAA
CTACACCAAGAATA---——-——-—- CCCAACACGAAAGTTATTATGAAAG-TTAATAACCAA
CTACACCAAGAGAA---———-———- TCAAGCACGAAAGTTATTATGAAAC--CAATAACCAA
CTA---CTTCAGAA--—--———-——-——— TATACGAAAGCCCTTATGAAACTCTAAGGGCCAA
CTA---—-—-- CATAAGAATATCCACCACACGAAAGTTTTTATGAAA--CTAAAAACCAA
CTA--—---—-- CATGAGTATATCCACCACACGAAAGTTTTTATGAAA--CTAAAAACCCA
CTATTCATAGGGCA--—-———=———-——-—— CACGGAAAGAAGCGTGAAA--CCACTTCTGGA
CTACCCTAAGAACAAGAACTTTAACCCGGACGAAAGTCTCCATGAAA--CTGGAGACTAA
CTA-CCCAAGAAAA--———-———— TTTAATACGAAAGCCATTATGAAA--TTAATAGCCAA
CTA-CCCAAGAAAA-——-————— TTTAATACGAAAGCCATTATGAAA--TTAATAGCCAA
CTA---ATCTAGAA--—----——— AATCCCACGAAAAGGGGCATGAAA--TAGCCCCTAGA
CTAACCTAAGAAAA-——-————— TCTAATACGAAAGTTATTATGAAA--CCAGTAACCAA
CTAATCTAAGAAAA-——-—-———— TCCAACACGAAAGTTATTATGAAA--TTAATAACCAA

CTA---ACATAGAA--
CTA---ACATAGAA--

——---CAAACGAAAAAGGATGTGAAAC-CCGCCCTTAGA
—--CAGACGAAAAAGGGCGTGAAAC-TCGCCCTTGGA

CTACACACTAGGGC-- —--AGCACGAAAAGAAGCATGAAA--CTGCTTCTGGA
CTA-TGCATAGGGC-——=-==—=-—-——— AACACGGAAAGAAGTATGAAA--CTGCTTCTAGA
CTA-GCATAGAACA-———-—-———-—-——- CTCACGAAAAAGAGCATGAAAC-CTGCCCTTAGA
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gi1251831106|ref|NC 012920.1|
gi1470232093 |ref|NC _020684.1]
gi1316926505|ref|NC_005044.2]
91152220982 |ref|NC _006295.1]
gi| 60300051 |emb|AJ885201.1]
gi15835526|ref|NC_001913.1|
gil223976078|ref|NC_012095.1]
gi|5835862|ref|NC_000845.1]
gil197935720|ref|NC_011196.1]
gi|5835107|ref|NC_001640.1]
gi|5835554|ref |NC_001941.1|
gi|298110775|gb|HM236185.1
gil291612274|ref|NC_013978.1]|
gil470234101|ref|NC_020700.1]
gil294494684 |ref|NC_007704.2]
gi|5834843|ref|NC_001323.1]
gil323690831|ref|NC_010195.2]
gil190349328|ref|NC_010965.1]
gi1154125702|ref|NC _009684.1|
gi154310668|ref|NC _006382.1]
fl-r

gi1251831106|ref|NC 012920.1|
gil470232093 |ref |NC 020684.1]
gi1316926505|ref|NC 005044.2]
91152220982 |ref|NC 006295.1]
gi| 60300051 |emb|AJ885201.1]
gi15835526|ref|NC 001913.1|
gi1223976078|ref |NC 012095.1
gi|5835862|ref|NC_000845.1]
gil197935720|ref|NC_011196.1]
gi|5835107|ref|NC_001640.1]
gi|5835554|ref |NC_001941.1|
gi|298110775|gb|HM236185.1
gil291612274|ref|NC_013978.1]|
gi|470234101|ref|NC_020700.1]
gil294494684|ref|NC_007704.2]
gi|5834843|ref|NC_001323.1]
gi[323690831|ref|NC_010195.2]
gi[190349328|ref|NC_010965.1]
gi|154125702|ref|NC_009684.1]|
gi|54310668|ref |NC_006382.1|
fl-r

gi]251831106|ref|NC 012920.1|
gil470232093 |ref |NC 020684.1|
gi]316926505|ref |NC _005044.2|
gi152220982|ref|NC 006295.1|
gi| 60300051 |emb|AJ885201.1]
gi15835526|ref|NC 001913.1|
gi1223976078|ref|NC 012095.1
gi15835862|ref|NC _000845.1|
gi1197935720|ref|NC 011196.1|
gi15835107|ref|NC 001640.1]
gi|5835554|ref |NC_001941.1]
gi|298110775|gb|HM236185.1
gil291612274|ref|NC_013978.1]|
gi|470234101|ref|NC_020700.1]
gi1294494684 |ref|NC_007704.2]
gi|5834843|ref|NC_001323.1]
911323690831 |ref|NC_010195.2]
gi1190349328|ref|NC_010965.1]
gi1154125702|ref|NC_009684.1|
gi154310668|ref|NC_006382.1]
fl-r

Jelen esetben a forward és reverse primer helye is dnkényesen lett kijelolve figyelembe véve
azt, hogy milyen méretli fragmentumot szeretnénk a késObbiekben felszaporitani. A tervezni

kivant primerek hossza atlagosan 20 bp, ami megfeleld stabilitast és specifitast képes adni a

AGGTGGATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGA--—-—-—- GTGCTTAGTTGAACAGGGCCCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA--—--—-—- GTGCTTAGTTGAATTAGGCAAT
AGGAGGATTTAGTAGTAAACTAAGAATAGA--—--—-—- GTGCTTAGTTGAATTAGGCCAT
AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA-——--—-—- GTGCTTAGTTGAACTAGGCCAT

AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA--
AGGAGGATTTAGTAGTAAATTAAGAATAGA--
AGGAGGATTTAGCAGTAAATCAAGAATAGA--

-GTGCTTAGTTGAATTAGGCCAT
-GTGCTTAATTGAACAAGGCCAT
-GTGCTTGATTGAATAAGGCCAT

AGGAGGATTTAGCAGTAAATCGAGAATAGA--—--—-—- GTGCTTGATTGAATAAGGCCAT
AGGCGGATTTAGCAGTAAAGTGGGACAATA-—-—-——-—~ GAGCCTACTTTAAGCCGGCCCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAATTAAGAATAGA--—--—-—- GAGCTTAATTGAATCAGGCCAT
AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA--—--—-—- GTGCTTAGTTGAATCAGGCCAT

AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA--
AGGCGGATTTAGCAGTAAAGAGGGATAATAT- -~AAGCCCCCTTTAAGCTGGCTCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA-- -GTGCTTAGTTGAATTAGGCCAT
AGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGA--—--—-—- GTGCTTAGTTGAACTAGGCCAT
AGGAGGATTTAGCAGTAAAGTGAGATCATAC--CCCCTAAGCTCACTTTAAGACGGCTCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAAGTAAGACCATACTTCTCTTAAGCCTACTTAAAGACGGCCCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAAGTGGGACAATA-—-——-——-—~ GAGCCTACTTTAAGCCGGCCCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAAGCGGGACAATA-———-——-—— AAGCTCGCTTTAAGCCGGCCCT
AGGAGGATTTAGCAGTAAAATGGGACCATAC--ATCTTAAGCCCATTTTAAGCCGGCTCT

-GTGCTTAGTTGAATCAGGCCAT

KhKk KKK KKKKK KhkKKKK

GAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAA-CTA
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATAAGCAAAATACATTTAAATT-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATACAATGCACTCAAGCC-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATATAATGCATCCAACCC-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATAGATTCAGTGCATCTAACCC-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTGACAAATATTTACTTATACCTAAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGCATGTAGTAATAAAAATAACCTATA
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGCATGTAGTAATAAAAATAACCTATA
GGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCCTCA--AAAGCCACATCC-CACATAAC-TA-
GAAGCGCGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTTAAATATCACAAATCATAACATAACATAA
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATATGATATACTTAAACC-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAAATATGATATACTTAAACC-TAT
GGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCCTCA--TAAGCTCTAAACTACCAATAA-AT-
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAGGCACAATACACTCAAATT-TAT
GAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTAGGCACAGTACACTCAAATT-TAT
GAGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCTTCA--CAAGCCATCAACATCAATAAA-TAT
GGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCCTCA--CAAGCTATCAATTTCAATAAA-TA-
AGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCCTCA--CAAGCCACACCCCCACATAAC-TA-
AGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCCTCA--TAAGCCACACCCCCACATAAT-TA-
GGGGCACGTACATACCGCCCGTCACCCTCTTCA--CAAGCCACCTCCACCGATAAC-TA-

AAACCCCTACGCATTTATATAGAGGAGAC
TTATACGTATAAACCATATGAGAGGAGAC
TAACACGCATCAACTACATGAGAGGAGAT!

TGGAAAGT
TGGAAAGT
TGGAAAGT
TGGA----
TGGAAAGT
TGGAAAGT
TGGAAAGT
CGGAAGGT
CGGAAGGT
TGGAAAGT
TGGAAAGT
CGGAAGGT
TGGAAAGT
TGGAAAGT
CGGAAGGT
CGGAAGGT
CGGAAGGT
CGGAAGGT

TTAAATGCACTAACCACATGAGAGGAGAC
TTAAACGCACTAGCTACATGAGAGGAGAC!
TACATAAATAGACAAGCATAAGAGGAGAT
TTCAATTACACAACCATGCAAGAAGAGAC
TTCAATTACACAACCATGCAAGAAGAGAC
—-ATACCATAAATACGCTGAAGATGAGGT
AACCGTGACCCAAACATATGAAAGGAGAC
TTACATATATCAACCACACGAGAGGAGAC
TTACATATATCAACCACACGAGAGGAGAC
—--AATACTCCTACCTGCTAAAGATGAGGT
TCATACGTATTAATCACATGAGAGGAGAC
TTGCACGTATTAATCATATGAGAGGAGAC
ATACTTCCCCTCCCGGCTAAAGACGAGGC
—-ATACCCAACCCTAGCTAAAGATGAGGT

—-—-ATACCCTAAACATGCCAAAGATGAGGT
—--ATACCACGTAAATGCCAAAGATGAGGT
——-ACACC-CTCCCCGGCCAAAGACGAGGT

tervezett rovid nukleotid szakasznak.

Hasonlo esetekben a primertervezés 1épései a kovetkezdek (az OligoAnalyzer programot

alapul véve):
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1. Vizsgalni kivant fajok szekvenciainak gytjtése nukleotid adatbazisokbdl (NCBI
Nucleotide).

2. Az Osszegyljtott szekvenciak BLAST algoritmussal torténd tobbszords illesztése
(European Bioinformatics Institute, ClustalOmega szoftver).

4. A reverse primer szekvencidjanak pontos meghatarozdsa a Sequence Manipulation
Suite oldalon talalhat6 Reverse complement meniipont alkalmazasaval.

5. Ismert a forward és reverse primerek 5’ — 3’ iranyt szekvencidja.

6. Az OligoAnalyzer online feliiletén a szekvencidinkat analizalhatjuk, miutan pontosan
megadtuk a késébbi PCR reakcid sordn alkalmazni kivant Mg2+ ¢s dNTP
koncentraciot. Az Analyze gombra kattintva a program megadja az adott primer
komplementerét, hosszusagat, GC bazisok szdzalékos aranyat, valamint a tapadasi
hémérsékletet.

7. A Self-dimer gombra kattintva megkapjuk a primer sajat magaval alkotott lehetséges
dimerjeinek kapcsolodési lehetdségeit és a hozzajuk rendelt AG értéket, amely -9
kcal/mol értéknél negativabb érték esetében nem elfogadhato.

8. A Hetero-dimer gombra kattintva és elézdleg beillesztve a primer masik parjanak
hozzéjuk rendelheté AG értékeket, amelyek szintén -9 kcal/mol értéknél negativabb

értek esetében nem elfogadhatodak.
Amennyiben a primerek egymassal és dnmagukkal kis valoszinliséggel képeznek dimereket,

illetve a primerpar két tagjanak tapadasi homérseklete jelentdsen nem tér el (AT=5°C), akkor

a megtervezett primerek megrendelhetéek a gyartotol.
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II. Alapveto laboratoriumi szamitdsok

1. Tomegszazalékos oldat

Az oldatok tomegszazalékos Osszetétele definicidszerlien azt jelenti, hogy 100 g tomegli oldat
hany g tomegili oldott anyagot tartalmaz. Jelolése: m/m%.

Kiszamitasanak modja: oldott anyag tomege (my) (gramm) osztva az oldat tomegével (my)
(gramm), szorozva 100-al.

Mindez képlettel kifejezve: my/m, x 100.

Példa: DNS izolalashoz sziikségiink van 0,75 m/m%-0s KCI oldatra.

Ebben az esetben 100 g tomegii oldatban 0,75g KCI keriil feloldasra, vagyis az oldott anyag
mennyisége 0,75g, mig az oldoszeré 99,259, azaz a teljes oldat 100g.

2. Térfogatszazalékos oldat

Az oldatok térfogatszazalékos Osszetétele definicidszertien azt jelenti, hogy 100 ml térfogata
oldatban mennyi ml térfogata oldott anyag talalhato. Jelolése: v/v%, vagy V/V%.
Kiszamitasanak modja: oldott anyag térfogata (vyx) (milliliter) osztva az oldat térfogataval (vo)
(milliliter), szorozva 100-al.

Mindez képlettel kifejezve: vy/Vo X 100.

Példa: Poliakrilamid gél eziistfestéséhez sziikségilink van 5,75 v/v%-0s etanol oldatra.

Ebben az esetben 100 ml térfogatu oldatban 5,75 ml etanol keriil feloldasra, vagyis az oldott

anyag térfogata 5,75 ml, mig az oldoszeré 94,25 ml, azaz a teljes oldat 100 ml.

3. Vegyesszazalékos oldat

A legtobb esetben ilyen oldatok keriilnek Osszeallitasra. Az oldatok vegyesszazalékos
Osszetétele definicioszerlien azt jelenti, hogy 100 ml térfogati oldatban hany g oldott anyag
talalhato. Jelolése: m/v%, vagy m/V%.

Kiszamitasanak modja: oldott anyag tomege (my) (gramm) osztva az oldat térfogataval (vo)
(milliliter), szorozva 100-al.

Mindez képlettel kifejezve: my/v, X 100.

Példa: Poliakrilamid gél eziistfestéséhez sziikséglink van 0,1 m/v%-0s AgNO3 (eziist-nitrat)
oldatra. Ebben az esetben 100 ml végtérfogata oldatban 0,1 g AgNOs keriil feloldasra.
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4. Molos oldat — anyagmennyiség koncentracié - molaritas

Szintén elterjedt modja az oldat toménységének jelolésére a laboratériumi gyakorlatban. A
molos oldat definicidszertien azt jelenti, hogy 1000 ml végtérfogata oldatban az adott anyag 1
moljaval egyez6 oldott anyag van feloldva. Jelolése: M.

Kiszamitasanak modja: oldott anyag moltomege (n) osztva az oldat térfogataval (v,), Szorozva
100-al.

Mindez képlettel kifejezve: n/v, X 100.

Példa: Denaturald poliakrilamid gélelektroforézishez 8M urea oldatra van sziikségiink. Ebben
az esetben ismerniink kell az urea ((NH2)2CO) moltdmegét, ami 60,07 g/mol. Mivel egy mol
urea tomege 60,07 g, ez azt jelenti, hogy 8M-os oldat esetében 8 x 60,07 g, vagyis 480,56 g
ureat kell feloldani 1000 ml-ben.

Megjegyzés: Nem Osszekeverendd a molalitassal, aminek mértékegysége a mol/kg. A

molalitas az oldott moélok szama az olddszer tomegegységében.

5. Oldatok higitasa

Szamos esetben van sziikség arra, hogy egy toményebb torzsoldatbol egy higabb oldatot
készitsiink a laboratoriumban. Mivel azt tudjuk, hogy milyen koncentracidju és mennyiségi
oldatra van sziikséglink, illetve a kiinduléasi oldat koncentracidja is ismert, konnyen ki lehet
szamolni azt, hogy a kiindulasi oldatbol mekkora mennyiségre van sziikségiink. Ezt
legegyszeriibben a higitasi képlettel tehetjiik meg: v1 X €1 = V2 X Cy, ahol v a kiindulasi oldat
térfogata, ¢; a kiindulasi oldat koncentracioja, mig v, a higitott oldat térfogata és c, a

koncentracioja.

crer

crer

azt vizzel kiegésziteni 25 pul-re, hogy a fenti oldat elkészithetd legyen?
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Képletbe behelyettesitve ez a kovetkezOképpen kalkulalhato:
- Vi XCL=V2XCy
- V1 x 150 ng/ul = 25 pl x 50 ng/ul, elvégezve a szorzasokat, a kovetkezot kapjuk:
- 150 x v; = 1250 /2150
- vi=83

crer

cyey
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III. Laboratoriumi modszerek

DNS izolalas modszerei

A DNS izolalas célja, hogy a tovabbi applikaciokhoz megfeleld6 mindségli €s mennyiségii
DNS alljon a rendelkezésre. Amennyiben a kiilonb6z6 modszerekkel izolalt DNS-t hamarosan
felhasznaljuk, gy nem sziikséges lefagyasztani, +4 °C-on hiitészekrényben tarthatjuk. Ez
javasolt, ha a tarolds 1-2 hétnél nem tart tovabb. Hosszabb tdvon a -20 °C fagyasztas
megfeleld, de amennyiben megoldhaté a mélyfagyasztas az idealis (-80 °C)mert ez a hiitési
mod csokkenti leginkabb a degradalodas mértéket.

A DNS karosodas elkeriilése végett a fagyasztisra keriil6 DNS mintat érdemes kisebb
egységekbe kimérni (aliquotozni), ezzel a degradacié okozta felhasznalhatosagi problémakat
nagyrészt kikiiszobolhetjiik. Mivel a degradacié leggyakoribb forrasa a fagyasztas-
felolvasztas ciklusok nagyszamu ismétlddése.

Az izolalas soran nyert DNS koncentracioja igen széles tartomanyokban valtozhat, jellemzden
az alsé tartomany az 5-10 ng/ul DNS kinyerést jelent, a magas koncentraci6 a 100-200 ng/ ul
DNS-t jelol. A jelen gyakorlati jegyzet utolsd protokollként foglalkozik a szérhagymabol
tortétnd6  DNS  kinyeréssel (mivel ez  csak  specidlis  esetekben  kothetd
élelmiszervizsgalatokhoz). Ezen utobbi protokollnal nem izolaljuk a DNS-t, a szdveti rész
proteaz enzimmel torténd kezelése utan a lizis pufferben megjelend DNS koncentracidja
meghaladhatja az 1000 ng/pl koncentraciot.

A legtobb PCR alkalmazashoz mintanként 5-10 ng DNS jelenti a minimalisan sziikséges

mennyiséget.
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III/1. Genomi DNS izoldldsa tejbdl (Zsolnai és Orban, 1999, dltal kézélt
modszer dltalunk médositott valtozata)

Sziikséges eszkozok:

Laboratoriumi kesztyii (vynil vagy latex)
1,5 ml-es mikro tesztcsovek

1,5 ml-es mikro tesztcsé-tartd
fagyasztoblokk 1,5 ml-es mikro tesztcsovekhez
spatula-mikrokanal

papirtorld (finom szal)

Pipetta 10-100 ul

Pipetta 20-200 ul

Pipetta 200-1000 pl

Pipettahegyek

Vortex

labor centrifuga

vizfiirdé

Sziikséges vegyszerek:

- lizis puffer (10 mM KCI; 1,5 M MgCly; 10 mM Tris /pH7,4/)
- lizis puffer (10 mM Tris; 50 mM KCI; 0,5 v/v% Tween 20)
- Proteinaz K

Sziikséges mintak:

mintanként 1 ml tej

A munka folyamata:

1. Fajonként 1000 pl tejmintat centrifugalunk (Heraeus, BIOFUGE pico) 7 percig,
13 000 g-n.

2. A centrifugalas utan a feliiluszo tetején tejzsir gytlik dssze, amit spatula-mikrokanal
segitségével tavolitunk el.

3. A pelletrdl lepipettazzuk a vizfazist.

4. Ezt kovetden 200 pl lizis puffert (10 mM KCI; 1,5 M MgClp; 10 mM Tris /pH7,4/)
adunk a mintdkhoz, azokat vortexeljiikk, majd 12 000 g-n, 2 percig centrifugaljuk.
Ledntjiik a feliiluszot.

5. A 4. 1épést kétszer megismételjiik.

6. A mintakat tartalmazo mikro tesztcsoveket papirtorlére helyezve szaritjuk.
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7. A szaritas ideje alatt 6sszemérjiik a 100 ul lizis puffert (10 mM Tris; 50 mM KCI; 0,5
v/v% Tween 20) és 80 pg Proteinaz K (Sigma) enzimet tartalmazo elegyet.

8. Minden mintdhoz 104 pl elegyet adunk, a pelletet pedig ezzel az eleggyel
felszuszpendaljuk.

9. A mintakat 60 percig 56 °C-os vizflirdobe helyezziik, majd a proteinaz K inaktivalasa
celjabol 10 percre 94 °C-os vizfiirddbe keriilnek a mintak.

10. Ezutan az egyes izolatumok mindségi €és mennyiségi ellendrzése kdvetkezhet, végiil a

mintdkat -20 °C-on taroljuk, amig nem keriilnek tovabbi felhasznalésra.
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II1/2. Genomi DNS izoldldsa sajtbol (De és mtsai, 2011)

Sziikséges eszkozok:

Laboratoriumi kesztyii (vynil vagy latex)
steril szike

2 ml-es mikro tesztcsovek

2 ml-es mikro tesztcsé-tartd
fagyasztoblokk 2 ml-es mikro tesztcsovekhez
papirtorld (finom szal)

Pipetta 10-100 ul

Pipetta 20-200 ul

Pipetta 200-1000 pl

Pipettahegyek

Dorzsmozsar

Labor centrifuga

Vizfiird6

Folyékony nitrogén

analitikai mérleg

Sziikséges vegyszerek:

extrakcios puffer (75 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI; 0,45 v/iv% SDS)
lizis puffer (10 mM Tris; 50 mM KCI; 0,5 v/v% Tween 20)

Proteinaz K

Fenol (pH=8)

kloroform

izoamil-alkohol

izopropanol

etanol

TE puffer (10 mM Tris-HCI /pH 8/; 1 mM EDTA)

Sziikséges mintak:

mintanként 1 g sajt

A munka folyamata:

1.

2.

Hozzavet6legesen 1 g sajtmintat folyékony nitrogén segitségével dorzsmozsarban

homogenizalunk.

A homogenizalt mintakbol analitikai mérlegen 70 mg-ot mériink ki 2 ml-es mikro
tesztcsObe, ezutan 900 pl extrakciods puffert (75 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM Tris-
HCI; 0,45 v/v% SDS) és 120 pg Proteinaz-K enzimet adunk hozza. A mintakat a

hozzaadott vegyszerekkel szuszpendaljuk.
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. Egy éjszakan keresztiil, 50 °C-ra beallitott vizfiirdoben inkubaljuk.

. Az inkubaciot kovetéen 900 pl fenolt (pH=8) adunk a mintakhoz, ezutan néhanyszor
atforgatjuk 6ket, mikrocentrifugaban centrifugaljuk (Heraeus, BIOFUGE pico) 15700
g-n 10 percig, végiil a felsd vizes fazisbol 800 pl-t atvisziink egy masik 2 ml-es mikro
tesztcsdbe.

. 800 ul 25:24:1 aranyu fenol-kloroform-izoamil-alkohol elegyet adunk a mintakhoz,
ezutan 15 700g-n 10 percen at centrifugaljuk, végil a felsé vizes fazisbol 500 pl-t
visziink at egy masik 2 ml-es mikro tesztcsébe.

. 500 ul 24:1 aranyban Osszeallitott kloroform-izoamil-alkoholt adunk a mintakhoz,
majd 15700 g fordulaton centrifugaljuk, ezt kovetéen 300 ul mennyiséget visziink at a
feliiliszobol 2 ml-es mikro tesztcsébe.

. A DNS kicsapast 0,8 térfogat aranyu izopropanollal hajtjuk végre, a mintakat 5 percre
4 °C-ra helyezziik, végiil 12500 g-n 10 percig centrifugaljuk, ezutan a nukleinsav a
cs0 aljan pelletként jelenik meg.

. A pelletet 70 v/v%-o0s etanollal mossuk, majd papirtérlére forditva szaritjuk a
mintakat.

100 pul TE pufferben (10 mM Tris-HCI /pH 8/; 1 mM EDTA), egy oran keresztiil
inkubaljuk a pelletet 65 °C-on.

10. Az inkubalast kovetéen a mintakat felhasznalasig -20 °C-on tartjuk.
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II1/3. E.Z.N.A. Tissue DNA Kit - szévetbdl térténé DNS izoldldashoz

Az eszk6zok és a vegyszerek tobbségét a kit tartalmazza. Az alabbi listiban azok keriilnek
felsorolasra, melyeket a felhasznalonak kell biztositania.

Sziikséges eszkozok:

Laboratoriumi kesztyii (vynil vagy latex)
steril szike

1,5 ml-es mikro tesztcsovek

1,5 ml-es mikro tesztcsd-tartd
fagyasztoblokk 1,5 ml-es mikro tesztcsdvekhez
Pipetta 10-100 ul

Pipetta 20-200 ul

Pipetta 200-1000 pl

Pipettahegyek

Dorzsmozsar

Labor centrifuga

Vizfird6

Folyékony nitrogén

Sziikséges vegyszerek:

- etanol
- TE puffer (10 mM Tris-HCI /pH 8/; 1 mM EDTA)
- PBS puffer

Sziikséges mintak:

Mintanként 1 g hlis/mdj vagy mas fogyasztasra keriil6 allati szovet.
A gyart6 egy specialis kit-et javasol a magas zsirtalamil szovetekbdl torténé DNS kinyeréshez
(példaul szalonna, egyéb zsirrészek, agy).

A munka folyamata:

1. 20-30 mg (jelen esetben 50 mg) kiindulasi mintat dérzsmozsarban felapritunk folyékony
nitrogén segitségével. (1 g korili mennyiséget szikével levagunk a szovetekbdl,

homogenizaljuk, majd a letarazott 1,5 ml-es mikro tesztcsébe mérjiik.)

2. Ehhez 200 ul TL puffert adunk.
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3. Hozzaadunk 25 pl OB protedzt. Opcionalisan valtoztathaté a mennyiség, a kiinduldsi minta
tomegével aranyosan. Vortexeljiik a mintakat, majd 3 orara 56 °C-os vizfiirdébe tessziik, 20-

30 percenként vortexeljiik.

4. Centrifugajuk 2 percig, maximum fordulatszamon. A feliiliszot 6vatosan atvissziik egy 1j

mikro tesztcsdbe.

5. 220 pl BL puffert adunk a mintahoz, dvatosan vortexeljiik. 220 pl abszolut etanolt mériink

a mintdra, majd Ujra vortexeljiik.

6. Az oszlopra 100 pl equilibrald puffert mériink, az oszlopot egy 2 ml-es gyljtécsébe
helyezziik, 1 percig maximum fordulatszdmon centrifugaljuk. Az atfolyot és a gytlijtécsovet
eldobjuk.

7. Az 5. pontban Osszeallitott teljes mintat atvisszilk az oszlopra és egy Uj gyljtécsébe
helyezziik. A centrifugalas paraméterei: 10.000 g-n, 1 percig. Az atfolyot és a gyiijtécsovet
eldobjuk.

8. Uj 2 ml-es gylijtdcsébe helyezziik az oszlopot. 500 pl HB puffert mériink hozza.
Centrifugaljuk 10000 g fordulaton, 1 percig. Az atfolyot eldobjuk, gytjtécsovet kovetkezd

1épésben felhasznaljuk.

9. 700 ul DNA Wash puffert adunk a mintara. Ismételten centrifugaljuk 10000 g-n, 1 percig.
Atfolyét eldobjuk, gytjtécsovet kovetkezé 1épésben felhasznaljuk.

10. 400 pl DNA Wash puffert mériink az oszlopra. Ismételten centrifugaljuk 10000 g-n, de

ezen utolso 1épésnél hosszabban, 3 percig. Atfolyot és gytijtdesovet eldobjuk.

11. Az oszlopot egy steril 1,5 ml-es mikro tesztcsébe helyezziik és 50 pl 70 °C-ra

elémelegitett Elution puffert adunk az oszlopra. 2 percig szobahdn allni hagyjuk.

12. A 11. Iépés ismétlése. Majd a mintakat -20 °C-on taroljuk.
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I11/4. Vérbol DNS tisztitds (Zsolnai és Orbdn, 1999)

A genomialis DNS izolalasa Tris-EDTA oldattal, illetve proteinazt tartalmazo lizis pufferrel
torténik.

Sziikséges eszkozok:

e Laboratoriumi keszty@ (vynil vagy latex)
1,5 ml-es mikro tesztcsovek

1,5 ml-es mikro tesztcsd-tartd
fagyasztoblokk 1,5 ml-es mikro tesztcsévekhez
Pipetta 10-100 ul

Pipetta 20-200 ul

Pipetta 200-1000 pl

Pipettahegyek

Labor centrifuga

Vizfiirdo

Asztali vortex

Sziikséges vegyszerek:

- vérmoso oldat (10 ml 1M Tris; pH 7,5 + 1ml 0,2M EDTA; pH 7,43)

- proteindz K (15mg proteinase K por-enzim + 1ml steril desztillalt viz) (-20 °C-on
tarolva)

- lizis puffer (10mM Tris + 50mM KCI + 0,5% Tween20) (ezeket 1000 ml-re egészitjiik
ki desztillalt vizzel, majd autoklavban 110 °C-on sterilezziik)

Sziikséges mintak:

mintanként 50 pl vér

A munka folyamata:

1. 1,5 mikro tesztcsovenként 0,5 ml (500 pl) vérmosd oldatot adagolunk (a
vorosvértestek eltavolitasa céljabol, mivel a Fe®* ionok inhibitorai a PCR reakcidnak), majd
50 pl vérmintat mosunk bele az oldatba.

2. Az elegyet 10 masodperces vortexelés utan 2 percig centrifugaljuk (1200
fordulat/perc).

3. A centrifugdlds utdn a feliilusz6 elegyet ledntjiik, majd a mosas, vortexelés,

centrifugalas miveletét még kétszer megismétel;jiik.
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4, A harmadik mosast kovetden a feliiluszd elegyet ismét eltavolitjuk és a csovek aljara

tapadt pelletet reszuszpendaljuk 100 ul lizis puffert és 4 ul proteinaz K enzimet tartalmazé

elegyben.
5. Az emésztés vizfiirdében torténik 56 °C-on, 60 percig.
6. A proteindz enzim deaktivalasa céljabol a mintdkat 10 percre athelyezziik egy 94 °C-

os vizfurd6be.

7. Az el6készitett mintakat -20 °C-on taroljuk a tovabbi vizsgalatig.
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II1/5. Genomi DNS izoldldsa sz6rhagymabal

Sziikséges eszkozok:

Laboratoriumi kesztyii (vynil vagy latex)

1,5 ml-es mikro tesztcsovek

1,5 ml-es mikro tesztcs6é-tartd

fagyasztoblokk 1,5 ml-es mikro tesztcsévekhez
Pipetta 20-200 pul

Pipetta 200-1000 pl

Pipettahegyek

Labor centrifuga

Vizfiirdo

Sziikséges vegyszerek:

,Hair” puffer (250 pul Tween 20 + 5 ml 10xPCR puffer MgCl, nélkiil + 5 ml MgCl;
(25mM) + desztillalt vizzel 50 ml-re kiegészitve.

- proteindz K (15mg proteinase K por-enzim + 1ml steril desztillalt viz) (Promega,
Medison, USA) (-20 °C-on tarolva)

Sziikséges mintak:

mintanként 5-10 szdrszal, melyen megtalalhat6 a szOrhagyma

A munka folyamata:

1. 1,5 ml-es mikro tesztcsovekbe 5-10 db szérhagymat vagunk, tigyelve arra, hogy a
hagyma felett maximum 0,5 cm sz6rszal legyen.

2. A levagott hagymakra rapipettdzunk 100 ul lizis puffert és 5 ul proteindz K enzimet,
majd asztali centrifugan 30 masodpercig, maximum fordulaton centrifugaljuk. Leellendrizziik,
hogy a szérhagymak belekeriiltek-e az oldatba.

3. 60 percig 60 °C-on vizflirdében inkubaljuk.

4. Az emésztés utdn az enzim inaktivalasa céljabol 20 percig 95 °C-os vizfiirddbe
helyezziik.
5. Az igy nyert genomialis DNS mintékat -20 °C-on taroljuk a tovabbi vizsgalatig.
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I11/6. Polimerdz lancreakcio (polymerase chain reaction, PCR)

A polimeraz lancreakcié egy széles korben elterjedt molekuldris bioldgiai modszer, amelyet
K. B. Mullis dolgozott ki 1985-ben. Az eljarast nem csak a kutatasban, de a diagnosztikaban,
illetve a torvényszéki vizsgalatokban is alkalmazzék. A mddszerrel lehetdség nyilt barmilyen
szervezetbdl szarmazo6, barmilyen célszekvencia felszaporitasara megfeleld primerek
alkalmazésa mellett. A modszer egy hdstabil DNS-polimerdz enzimet igényel (Taq polimeraz)
a DNS célszekvencia felszaporitasara, és a ciklusokbol felépiild folyamat egy a homérsékletet
rendkiviil pontosan és gyorsan szabalyzé késziilékben jatszodik le (thermocycler).

A reakcio elméleti hattere, hogy a DNS templat 5° végével komplementer oligonukleotidok
megfeleld homérséklet mellett képesek a folyamat kezdd 1épéseként egyszaluva tett DNS
lancaihoz hibridizélni. A DNS polimeraz a primert6l indulva 5°-3’ iranyban haladva az
egyszalo DNS templaton megszintetizalja az adott szal komplementerét, ehhez

dezoxiribonukleozid-5’-trifoszfatokat (ANTP) hasznal fel.

A reakci6 ciklusokbdl épiil fel, amelyek meghatarozott hdmérsékleten lejatszodo 1€épésekbol
allnak Ossze. Az elsd 1épés a denaturadlds, amelynek soran a felszaporitando, még kétszalu
DNS-t 95 °C-on egyszalusitjuk, a két lancot Osszekotd hidrogenhidak megsziintetjik. A
masodik 1épés az anelldlas, amikor is az egyszalu oligonukleotid primerek a homérséklet
csOkkenésének hatasara hibridizalnak az egyszalii DNS templatokkal. Az egyes primerek az
esetek tobbségében 8-20 nukleotid hosszlisaguak ¢€s szintetikusak. A harmadik Iépcséfok a
polimerizacid/extenzid folyamata, amely alatt 72-75 °C-on a hdstabil enzim — Taq polimeraz
— a primerek 3’ végét hosszabitja meg, mindkét szalon. A ciklusok 35-40 alkalommal is
ismétlédhetnek, amelyek soran a Taq polimerdz az Gjonnan szintetizdlodd6 DNS-szalakat is
templatként hasznosithatja, ami a DNS mennyiségének exponencialis novekedését vonja

maga utan.
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I11/7. PCR reakcio univerzalis primerek alkalmazadsaval

Mitokondrialis 12S rRNS gén szekvencidja és a PCR reakciohoz alkalmazott primerek

SZARVASMARHA ——ACAGCTTAANACTCAAAGGACTTGGCGGTQCTTTATATCCTTCTAGAG 134
KECSKE -—-ACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAG 134
JUH —-—-ACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAG 417
BIVALY --ATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCCCCTAGAG 134
SZARVASMARHA GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCTTGCT 184
KECSKE GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCT 184
JUH GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCT 467
BIVALY GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCTTGCT 184
SZARVASMARHA AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGAAAA 231
KECSKE AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGAACA 231
JUH AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AAAGGAACA 515
BIVALY AA-TGCAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGTACA 231
SZARVASMARHA AAAGTAAGCGTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT 281
KECSKE AAAGTAAGCTCAATCACAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCC 281
JUH AAAGTAAGCTCAATAATAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT 565
BIVALY AAAGTAAGCGCAATCACAATGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT 281
SZARVASMARHA ATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTCTCTACACCAAGAG-AATCAA-G 329
KECSKE ATGGAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCTTAAGAA-AATTAA-- 328
JUH ATGGAGTGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCAAGAAA-ATTTAA-- 612
BIVALY ATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACACCAAGAATACCCAA-- 329
SZARVASMARHA CACGAAAGTTATTATGAAA—CCAATAACCNAAGGAGGATTTAGCAGTAAN 378
KECSKE TACGAAAGCCATTATGAAA-TTAATGACCAAAGGAGGATTTAGTAGTAAA 377
JUH TACGAAAGCCATTATGAAA-TTAATAGCCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA 661
BIVALY CACGAAAGTTATTATGAAAGTTAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA 379

Az univerzilis oligok szekvencidja:

Forward: ACTCAAAGGACTTGGCGGTG
Reverse: TTTACTGCTAAATCCTCCTT *

*megjegyzés: a szekvenciardl jobbrol balra leolvasva, illetve a masik DNS szal nukleotidjai

egyeznek meg a reverse primerrel

A PCR reakcidkhoz alkalmazott primerek lathatéak a fenti tobbszords szekvencia-illesztésen,
keretekben megjeldlve. A négy allatfaj — szarvasmarha, kecske, juh, bivaly — esetében az
ismertetett primerek alkalmazasaval kapott termékek minimalis méretbeli kiillonbségeket

mutatnak.
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A termékméretek a kovetkezdek:

- szarvasmarha esetében: 278 bp,
- Dbivaly esetében: 276 bp,
- juh esetében: 279 bp,
- kecske esetében: 280 bp.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 10-100 pul
Pipetta 20-200 ul
Pipettahegyek

2 ml mikro tesztcso
200 pl-es PCR csovek
PCR csétarto blokk
fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csovekhez
PCR késziilek

vortex

asztali centrifuga
jégkasa

Sziikséges vegyszerek:
- steril desztillalt viz
- MgCl; oldat
- dNTP oldat
- 10x Taq puffer oldat
- reverse primer
- forward primer
- Taq polimeraz (Dream Taq)

Sziikséges mintak:

crer

A reakci6 soran felhasznalt elegy dsszetétele 20 pl-re vonatkoztatva:
- 4 mM MgCl, (Fermentas)

- 10x Dream Taq puffer (Fermentas)
- 200 uM dNTP (Fermentas)

- 2 pmol reverz primer (Sigma)

- 2 pmol forward primer (Sigma)

- 1U Dream Taq polimeraz (Fermentas)
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Ezen végkoncentraci6 eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

3,2 ul MgCl, (25mM)
2,0 ul puffer (10x)

- 2,0 ul NTP 2mM)

- 0,2 pl reverz primer (10 pmol/pl)

- 0,2 pl forward primer (10 pmol/pl)
- 0,2 pl polimeraz (5 U/ul)
- 11,2 pl desztillalt viz

+ 1 pl DNS minta PCR csdvenként

A reakcidelegyet laminaris boxban mérjiikk dssze. 18 pul PCR reakcidelegyhez 100 ng DNS-t

adunk. A reakcio koriilményeit az alabbi tablazat tartalmazza.

Ciklus lépései Hémeérséklet Id6tartam (perc) Ciklusszam
(°c)
Taq polimeraz | 95 1,5-10 (enzim tipusatdl fiuggben, a gyartd | 1
aktivalasa protokolljanak megfelelGen)
Denaturalas 95 0,5 35-40
Anellalas 60 a felszaporitandd szakasz hosszatél fliggben
0,5-1 perc
Extenzid 72 0,5
Végsé 72 5 1

lanchosszabbitas
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III/8. Touchdown PCR reakcio fajspecifikus primerek alkalmazdsdval
(fragmentméret szerinti elkiilénités)

crer

specifikus primereket terveznek, amelyek meghatarozott méretli terméket sokszoroznak fel,
ami azonban méretét tekintve eltérd nagysagh egy masik faj szekvencidjara tervezett primerek
altal adott termékhez viszonyitva.
A primerek tervezése soran figyelembe kell venni azt a BLAST algoritmus altal adott
szekvencia-illesztési eredményben, hogy az egyes primerek 3’ végei olyan DNS régidhoz
szekvenciajahoz képest.
A kivalasztott primerszekvenciakat ebben az esetben is ellendrizni kell az Oligo analyzer
programmal. Kiilondsen figyelni kell a kdvetkezdkre:
- a tervezett primerek azonos homérsékleti tartomanyban legyenek képesek tapadni a
célszekvencidhoz (AT=5°C),
AG értékek mellett képez magaval primer-dimert (AG: szabadentalpia, aminek értéke
kifejezi, hogy egy reakcido milyen gyorsan jatszodik le, amennyiben értéke minél
negativabb, a reakcio végbemenetele annél hevesebb), ha az érték -9 kcal/mol értéknél
negativabb a primert Ujra kell tervezni,
- szintén ebben a programban, de a Hetero-dimer opciot alkalmazva, ellendrizhetd, hogy
adott primerpar tagjai milyen AG érték mellett képeznek egymassal primer-dimert,
ebben az esetben is -9 kcal/mdl értéknél negativabb eredmény esetében a primereket

ujra kell tervezni.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 10-100 pl
Pipetta 20-200 pl
Pipettahegyek

2 ml mikro tesztcso
200 pl-es PCR csovek
PCR csétarto blokk
fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csovekhez
PCR késziilek

vortex

asztali centrifuga
jégkasa
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Sziikséges vegyszerek:
- steril desztillalt viz
- MgCl; oldat
- dNTP oldat
- 10x Taq puffer oldat
- reverse primerek
- forward primerek
- Taq polimeraz (GoTaq, Promega)

Sziikséges mintak:
50-100 ng/ul koncentracidju hazi kacsa ¢€s pulyka, illetve 16 és szarvasmarha DNS mintak.

Madarfajok azonositasa (hazi kacsa és pulyka) mitokondrialis DNS SNP alapjan

Hazi kacsa: gi|154125702|ref|NC 009684.1|
Pulyka: gi[323690831|ref|NC 010195.2]

911323690831 |ref|NC_010195.2] CCACCTAGGTTGAATAATCGCCATCATTATCTACGACCCCCATCTTACTATCCTCACCTT
gi]154125702|ref|NC Of 84.1]| CCACCTAGGCTGAATCGCCATCATCCTAGTCTACAGCCCCAAGCTAGCACTACTCACCT
kkkkkkkkk  kokkkok * *kkk ok * Kk Kk Kk Kk *kkk Kk kK * Kk ok k ok ok ok ok ok ok

911323690831 |ref|NC_010195.2] TGCATTGTATTCACTAATAACAACAACCATATTCTTATCATTAACCCAGATCAAAGTCCT

gi]154125702|ref|NC Of 84 . CTATCTCTACACAATCATGACATCAGCTGTATTCATGGCCCTAAACAAGATTAAAGCTCT
* kK *k ok kk kkk Kk Kk * ok ok k ok Kk * kkk ok kkkk kkkk *

911323690831 |ref|NC_010195.2] GAAACTCTCAACAATACTCATCTCATGAACAAAAACACCTATACTTAATGCAACTATAAT

911154125702 |ref|NC_009684.1] CAACCTGTCCATAATCCTAACCTCATGGACAAAGACCCCGGTACTAAACGCCACCCTAAT

kk kk kk kK kkk Kk Kk kkkkkk kkkkk Kk Kk kkkk kk kk Kk * Kk K

gi|323690831|ref|NC_010195.2] ACTTGCACTCCTATCTCTAGCCGGCCTTCCACCACTAACAGGCTTCATACCAAAATGACT
gi|154125702|ref|NC_009684.1] GCTAGTGCTGCTGTCCCTGGCAGGCCTCCCCCCACTGACAGGGTTTATACCAAAGTGACT

* Kk Kk Kk kK Kk Kk Kk KkKkkkk KKk KAkKKkK KAkKKkK Kk KKKkKKKKK KAkKKkK

gi|323690831|ref|NC_010195.2] TATCATTCAAGAACTTACCAAACAAGGAATAACTCCTACAGCCACAACCATCACTTTACT
gi|154125702|ref|NC_009684.1] CATCATCCAAGAGCTAACTAAGCAAGAGATAACACCCGCAGCCATAGCAATCGCCATGCT

Khkkhkk Khkkkk Kk Kk Kk KKkKkKk Kk KKK KK KkKkKKK K K KhkKk K * kK

gi|323690831|ref|NC_010195.2] ATCACTCCTGGGCCTGTTCTTTTACCTTCGCCTTGCATACCACTCAACAATTATACTCCC
gi|154125702|ref|NC_009684.1] ATCCCTACTTAGCCTATTCTTCTACCTACGCCTCGCATACCACTCAACAATCACCCTCCC

*KkKk kK Kk Khkkk kkkkk Khhkkhkkk Khhkhkkk KA hkAhkkhkhkhkkhkkhkx* * * kKKK

911323690831 |ref [N 95. CCCTAACTCGTCTAATCACATGAAACTCTGACGCACTAACARAGCATCARACACCCC
911154125702 |ref [NC_009684.1| ACCAAACTCGTCCAACCACATAAAACAGTGGTACACTAGCAAACCCCCAAGCACGCCCAC
- *k kkkkkkkk kk kkkkk kkkk * * *khkkkk khkkk *x *kk kkk kk kK
911323690831 |ref I 95. SCCATTCTATCCACCCTGTCAATCTCCCTACTGCCCATAACCCCTCTGATCACTACCAT
911154125702 |ref [NC_009684.1| CGCAATCCTAGCCTCACTATCAATCCTCCTACTCCCCCTCTCCCCCATAGTCCACGCTAT
- *k kk kkk kk k kk khkkkkk *khkkkkk kkkx * * Kk k Kk * * * * Kk x
911323690831 |ref |NC_010195.2| ATTCT-AGAAACTTAGGATTAAGCCGCCATCCTAAACCAAAGGCCTTCAAAGCCTTAAAT
911154125702 | ref [NC_009684.1 | TGTCT-AGAAACTTAGGATAACACCCAC-C--TAAACCGAAGGCCTTCAAAGCCTTAAAT
- *kkhkk kkkkkkkkkkkkk Kk * * Kk kkhkhkk hhkkkkkhkkkhkhkhkkkkkkkhkkkkxk
911323690831 |ref |NC 010195.2| AAGAGTTAAACTCTCTTAGTTTCTGTT--ATACTAAGACCGACAGGACACTAACCTGTAT
gil154125702 | ref|NC_009684.1| AAGAGTTAAACCCTCTTAGTTTCTG-C-~-GC--TAAGACCAACAGGACACTAACCTGTAT
LR RS E S RS EEE NS EEEEEEEEEESS KAKAKAKX KAKAKAKRAKRAKRA KR A KKKk K
911323690831 |ref |NC 010195.2| CTTCTGAGTGCAAACCAGACGCTTTAATTAAGCTAAGGCCTTA-CCTAGGCAGATGGGCC
911154125702 | ref [NC_009684.1| CTCCTGGATGCAAACCAGACGCTTTAATTAAGCTAAAGCCTTT-ACTAGACAGACGGGCT
* Kk Kk kK R R R RS RS RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEES *Khkkk Kkkkk KhkKk*k
911323690831 |ref |NC 010195.2| TTGATCCCATATGATTCTAGTTAACAGCTAGACGCCTTACCC-CTTGGCTCCTGCCTAC
gil154125702 | ref|NC_009684.1 TCGATCCCGCAAAATTTTAGTTAACAGCTAAACGCCCAAACCTACTGGCCTCTGCCT--—
* kK k kK kK * KAk KAKAKRAKAKXkA XAk XAk ** L * Kk Kk Kk * kK kK Kk
911323690831 |ref |NC_010195.2| AAGACCCCGGCATAC-CTCGTATACATCTATGAGTTTGCAACTCATCATGAA-~CTTCAC
911154125702 | ref [NC_009684.1 | AAGGCCCCGGTACACTCTCGTGCACATCGATGAGCTTGCAACTCAACATGAA-~CTTCAC

Khkk kkkkkk Kk kk kkkkk KkKkKk KhKkkKk KAKAKAKAKK KKk k Kk K *ok ko kK

gi|323690831|ref|NC_010195.2] TACAGGGTCGATAAGAAGAGGAATTAAACCTCTGTAAAAAGGACTACAGCCTAACGCTTC
gi|154125702|ref|NC_009684.1] TACAGGGCCGATAAGAAGAGGAATTGAACCTCTGTAAAAAGGACTACAGCCTAACGCTTT
5" TAGTCCTTTTTACAGAGGTT3'

KAKKKKK KAKKKKKRKKRKKRKKRAKRAK AAKRAKRAKR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KA K* KK
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Pulyka

Reverz primer szekvencidja (univerzalis):

5’ TAGTCCTTT TTA CAG AGGTT 3’

(BR1)

Reverz primer szamolt Tm-je: 56,4 °C
GC tartalom: 35%
Hairpin: AG(kcal/mol) -0,97
Self-dimer: AG(kcal/mol) -4,67
Forward primer szekvenciaja: (BF2) 5" CCC TAC AGC CAT TCT ATCGA 3’
Forward primer szdmolt Tm-je: 60,8 °C
GC tartalom: 50%
Hairpin: AG(kcal/mol) 0,4
Self-dimer: AG(kcal/mol) -6,47
Heterodimer (forward — reverse): -4,67
AG(kcal/mol)

Termékméret: 412 bp

Hazi kacsa

Reverz primer szekvencidja (univerzalis):

5’ TAGTCCTTT TTA CAG AGG TT 3’

(BR1)

Reverz primer szamolt Tm-je: 56,4 °C
GC tartalom: 35%
Hairpin: AG(kcal/mol) -0,97
Self-dimer: AG(kcal/mol) -4,67

Forward primer szekvencidja: (BF4)

5’ TAG CACTACTCA CCTTCT GT 3’

Forward primer szdmolt Tm-je:

60,1 °C

GC tartalom: 45%

Hairpin: AG(kcal/mol) -0,02

Self-dimer: AG(kcal/mol) -3,14

Heterodimer (forward — reverse): -6,47
AG(kcal/mol)

Termékméret: 782 bp

A reakcio soran felhasznalt elegy Osszetétele 10 ul-re vonatkoztatva:

-5 mM MgCI2 (Promega)

- 1x GoTaq puffer (Promega)

- 200 pM dNTP (Fermentas)

- 1,5 pmol reverz primer (Sigma)

- 1,5 pmol forward primer (Sigma)
- 1,5 pmol forward primer (Sigma)

- 1U GoTaq polimeraz (Promega)
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Ezen végkonc. eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

2,0 ul MgCl, (25mM)
2,0 ul GoTag puffer (5x)
1,0 ul ANTP (2mM)

- 0,15 pl univerzalis reverz primer (10 pmol/ul)

0,15 pl kacsa forward primer (10 pmol/ul)

0,15 pl pulyka forward primer (10 pmol/pl)
0,2 ul GoTaq polimeraz (5 U/ul)

3,35 pl desztillalt viz

+ 1 pul DNS minta PCR csdvenként

A reakci6 1épései:
- Kezdeti denaturacio: 95°C, 2 perc
- Denaturacio: 95°C, 30 s Y
- Anellalas: 70°C, 30 s

(ciklusonként 1,1 °C csokkenés)

~ | 10 ciklus

- Extenzio: 72°C, 1 perc
- Denaturacio: 95°C, 30 s
- Anellalas: 59°C, 30 s ~ | 27 ciklus

—

- Extenzi6: 72°C, 1 perc _
- Végso lanchosszabitas: 72°C, 10 perc.

Ciklusok szama: 37.
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Emldsfajok azonositdsa (16 és szarvasmarha) mitokondrialis DNS SNP alapjan

Lé: gi|5835107|ref|NC _001640.1|

Szarvasmarha: gi|33321661]|gb

9115835107 | ref
91133321661 |gb|AF492351.1|

9115835107 | ref |NC_001640.1|
91133321661 |gb|AF492351.1|

9115835107 | ref|NC_001640.1|
91133321661 |gb|AF492351.1|

9115835107 ref|NC_001640.1
gi133321661|gb|AF492351.1

9115835107 ref|NC_001640.1
gi133321661|gb|AF492351.1

9115835107 ref|NC_001640.1
gi133321661|gb|AF492351.1

9115835107 | ref |NC_001640.1|
91133321661 |gb|AF492351.1|

9115835107 | ref |NC_001640.1|
91133321661 |gb|

9115835107 | ref |NC_001640.1|
91133321661 |gb|AF492351.1|

gi15835107|ref|NC_001640.1]
gi|33321661|gb|AF492351.1]|

gi15835107|ref|NC_001640.1]
gi|33321661|gb|AF492351.1]|

gi15835107|ref|NC_001640.1]
gi|33321661|gb|AF492351.1|

AF492351.1|

CATTCTCATGATCAAATATTACCATTATCC ATCACCGCCC
CCTTTTCATGATCTAACATTACAATTATTCTAATAGGAGTAAATATAGTAATCACCGCCC

K kK KKKAKKAKKK KKk KAhkAKkKk KhkAkKk AhkAhkAKkAKAK * kKKK Kk kKKK K KKK

TCTACTCCCTATACATACTAATCACAACACAACGAGGGAAATACACACACCATATCAACA
TATATTCTCTATACATGCTAATTATAACCCAACGAGGAAAATATACCTACCACATTAATA

K kK Kk KKKKKKKK KAKAKK K KhkKk KAhkAAkAKkAKk KAKAK KK KkKkK KKk KK K

GCATTAAACCTTCATTTACACGAGAAAACGCACTCATGGCCCTCCACATGACTCCCCTAC
ATATCTCGCCTTCCTTTACACGGGAAAATGCACTCATATCATTACACATCCTACCCCTAC

* K KK KKK KAKKKKAKK KhkAkk KhkAhA kKK * * kKA K KK Kok kKK kK

TACTCCTATCACTTAACCCTAAAATTATCCTAGGCTTTACGTACTGTAAATATAGTTTAA
TACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTCTAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAA

kkkkhkkhkk K Kk khkhkkk kkkkhkkkk Khkkkk * Kk ok Kok ok ok Kok ok ok Kok ok ok ok ok ko

CA-AAAACACTAGATTGTGGATCTAGAAACAGAAACTTA--ATATTTCTTATTTACCGAG
CA-AAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCA-TTACCTTCTTATTTACCGAA

*k khkkkkk khkhkkhkkhkkk kkkkk *k kkkkkkk K K,k ok Kok Kok Kok ok ok Kok ok

AAAGTATGCAAGAACTGCTAATTC-ATGCCCCCATGTCCAACAAACATGGCTCTCTCAAA
AAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAAT-AGTATGGCTTTTTCGAA

kkkkhkkhkhhkhhkhhkkhhkhhkhhkkhkkhkk K kkk *kkk*k ** *% * kkkKkkKk K Kk kK

CTTTTAAAGGATAGGAG-CTATCCGTT-GGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAACTCC
CTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTT-GGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAACTCC
5’ GGAGTTGCACCAATTTTTITGG3”

KK KKKKKKKKKK KK KK e R R

TTCAAGAGCTCACCAAAAATAGCAGCATCATCCTCCCCACACTAATAGCCATTATAGCAC
TCCAAGAGATAACAAAAAATAA TCATAGCAATCACAGCTC

K kKkkKAkK K Kk KKkAkKhkKAk KAk KAkAAKAK KKk KhkAhK * kKkkKkKk KKk K Kkk K

TACTCAACCTCTACTTCTACATACGACTAACCTATTCCACCTCACTGACCATATTCCCAT
TACTAAACTTATATTTTTATATACGACTCACGTATTCTACCACACTAACAATATTTCCCT

KhkkKk KhkKk K Kk KKk Kk KKAkKAkKAK Kk Kkhhkkk kkhk KkKhkkk Kk khkkkk KKk K

CCACAAACAACATAAAAATAAAATGACAATTCGAA---ACCAAACGAATTACTCTCTTAC
CCACAAACAACATAAAAATAAAATGACAATTTCCCCTTATGAAAAAAATAACTTTTCTAC

Kk khkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkx* * * % K *Kkk kkk Kk * % K

CCCCGTTAATTGTTATATCCTCCCTACTCCTCCCCCTAACCCCCATACTATCAATTTTGG
CAACAATAGTCGTATTATCTACCATAATACTACCACTCACGCCAATACTATCAGTGTTAG

* * * Kk Kk Kk * Kk K kk kk ok kk kk kk Kk Kkk kkkkkkkkk Kk Kk ok

ACT-—---—-———- AGGAATTTAGGTTAACATCCCAGACCAAGAGCCTTCAAAGCTCTAAGC

AAT-----———- AGGAATTTAGGTTAA-A---CAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCCTAAGC
5’ GCTTTGAAGGCTCTTGGTCT3’

* ok Kk kkkkkkhkkkkkhkkk Kk Kkhkhkkhkkhkkkhkkkkkhkhkhkhkhkhkhkkk K*kkkkk

Lo
Reverz primer szekvenciaja: (MR1) 5 GGA GTT GCA CCA ATT TTT TGG 3°
Reverz primer szamolt Tm-je: 61,1 °C
GC tartalom: 42,9%
Hairpin: AG(kcal/mol) -3,33
Self-dimer: AG(kcal/mol) -7,05
Forward primer szekvencidja: (MF3) 5> TAA TAG GAG CCA ATATCA CC 3’
Forward primer szdmolt Tm-je: 56,6 °C
GC tartalom: 40%
Hairpin: AG(kcal/mol) 0,48
Self-dimer: AG(kcal/mol) -3,91
Heterodimer (forward — reverse): -6,97
AG(kcal/mol)
Termékméret: 390 bp
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Szarvasmarha

Reverz primer szekvenciaja: (MR2)

5’ GCT TTG AAG GCT CTT GGT CT 3’

Reverz primer szamolt Tm-je:

62,6°C

GC tartalom: 50%
Hairpin: AG(kcal/mol) -0,7
Self-dimer: AG(kcal/mol) -3,54

Forward primer szekvencidja: (MF5)

5’ CAG CAT CATTCT ACCCACTT ¥

Forward primer szamolt Tm-je:

59,9°C

GC tartalom: 45%

Hairpin: AG(kcal/mol) 1,36

Self-dimer: AG(kcal/mol) -3,14

Heterodimer (forward — reverse): -4,74
AG(kcal/mol)

Termékméret: 271 bp

A reakcio soran felhasznalt elegy Osszetétele 10 ul-re vonatkoztatva:

-5 mM MgCI2 (Promega)

- 1x GoTaq puffer (Promega)

- 200 uM dNTP (Fermentas)

- 1,5 pmol reverz primer (Sigma)

- 1,5 pmol forward primer (Sigma)
- 1,5 pmol forward primer (Sigma)

- 1U GoTaq polimerdz (Promega)

Ezen végkonc. eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

2,0 ul MgCl, (25mM)
- 2,0 ul GoTagq puffer (5x)
- 1,0 ul ANTP 2mM)

- 0,15 pl 16 reverz primer (10 pmol/ul)

- 0,15 pl szarvasmarha reverz primer (10 pmol/ul)

- 0,15 pl 16 forward primer (10 pmol/pl)

- 0,15 pl szarvasmarha forward primer (10 pmol/ul)

- 0,2 pl GoTaq polimeraz (5 U/pl)

- 3,2 pul desztillalt viz
+ 1 ul DNS minta PCR cs6évenként
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A reakci6 1épései:
- Kezdeti denaturacid: 95°C, 2 perc

- Denaturacio: 95°C, 30 s Y

- Anellalas: 70°C, 30 s -

_ ) ~— | 10 ciklus

(ciklusonként 0,8 °C csokkenés)
- Extenzio6: 72°C, 1 perc _
—

- Denaturacié: 95°C, 30 s
- Anellalas: 62°C, 30 s = | 27 ciklus
- Extenzi6: 72°C, 1 perc _

- Végsd lanchosszabitas: 72°C, 10 perc.

Ciklusok szama: 37.
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I11/9. Homérséklet gradiens polimeraz lancreakcio (PCR)

A reakcid gyakorlatilag megegyezik az altaldnos PCR reakci6 felépitésével, a kiilonbséget az
adja, hogy egy PCR gépben egyidejiileg azonos 0Osszetételi reakcidkat kiilonbozo
homérsékleti profilok alkalmazasdval futtathatunk, ezaltal megallapithatjuk az alkalmazott
primerek legoptimalisabb tapadasi homérsékletét. Ezzel a 1épéssel optimalizaljuk a polimeraz
lancreakcidt annak érdekében, hogy a megfeleld tapadasi homérsékletet hasznaljuk a

tovabbiakban.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 10-100 ul
Pipetta 20-200 ul
Pipettahegyek

2 ml mikro tesztcs6

200 pl-es PCR csovek
200 pl-es 8-as strip

200 pl-es 8-as strip fedd
PCR csétarto blokk
fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csovekhez
PCR késziilék

vortex

asztali centrifuga
jégkasa

Sziikséges vegyszerek:
- steril desztillalt viz
- MgCl; oldat
- dNTP oldat
- 10x Taq puffer oldat
- reverse primer
- forward primer
- Taq polimeraz (Dream Taq)

Sziikséges mintak:

crer

A hémérséklet-gradiens PCR reakcid soran alkalmazott hdmérsékleti gradiens meghatarozott
értékei a kovetkezoek:

55°C; 55,9°C; 57,8°C; 59,3°C; 61,0°C; 62,4°C; 64,3°C; 65,0°C
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A Bio-Rad PCR késziilék gradiens kalkulator funkcidja a PCR blokk 12 oszlopara kalkulal
Tm értékeket. A fenti értékek a 55-65 °C tartomanyra vonatkoznak.

A homérséklet gradiens PCR reakcié soran alkalmazott reakcidelegy Osszetétele 10 pl-re
vonatkoztatva:
- 2 mM MgCl; (Fermentas)

- 1x Dream Taq puffer (Fermentas)
- 100 uM dNTP (Fermentas)

- 1 pmol reverz primer (Sigma)

- 1 pmol forward primer (Sigma)

- 0,5 U Dream Taq polimeraz (Fermentas)

Ezen végkoncentraci6 eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

- 0,8 ul MgCl, (25mM)
- 1,0 pl puffer (10x)
- 1,0 pl NTP 2mM)
- 0,1 pl reverz primer (10 pmol/ul)
- 0,1 pl forward primer (10 pmol/pl)
- 0,1 pl polimeraz (5 U/ul)
- 5,9 pl desztillalt viz
+ 1 ul DNS minta PCR csdvenként

A reakcidelegyet laminaris boxban mértiik 6ssze. 9 pl PCR mixhez 1 ul DNS-t adtunk.

A végrehajtott PCR reakciok sikerességét minden esetben agardz gélelektroforézissel
ellendrizziik.
Az alkalmazott 2 m/v%-os gél dsszetétele 150 ml-re vonatkoztatva:
- 3 gagar6z (SeaKem® LE Agarose, Lonza)
- 150 ml 1x TAE puffer (1000 ml-re vonatkoztatva 20 ml AccuGENE 50x TAE Buffer,
Lonza; 980 ml dH,0)
- 150 ul 1000x GelRed (Biotium, 10 000x vizben)
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111/10. PCR-RFLP (PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)

A PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus soran a PCR reakcioban megfelelé primerek
alkalmazéséaval felszaporitjuk a vizsgalni kivant régiot. A kapott PCR terméket restrikcios
endonukleazok segitségével hasitjuk kisebb fragmentumokra, majd ezeket gélelektroforézis
soran valasztjuk el egymastol, igy az adott fajra jellemz6 restrikcids fragmenthossz mintazatot
kapunk. A restrikciés emésztés alapja a specifikus nukleotidsorrend, ami enzimfelismerd
helyként funkciondl. Amennyiben a felismerd helyben eltérés adodik (példaul SNP), tigy a
restrikcids enzim nem hasit. Heterozigota egyedek esetén az agardz gélen hasitott és hasitatlan

PCR termék is megjelenik.

A PCR-RFLP analizis elterjedten hasznaljak az élelmiszerekbdl torténd fajazonositas soran,
ezt jol mutatja az adott modszerrel kapcsolatban fellelhetd nagy mennyiségli publikécio.
Szamos kutatocsoport alkalmazta a modszert fajok, némely esetben fajtak, illetve bizonyos

genotipusok elkiilonitésére is.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 10-100 ul

Pipetta 20-200 ul

Pipettahegyek

2 ml mikro tesztcsd

200 pl-es PCR csovek

200 pl-es 8-as strip

200 pl-es 8-as strip fedo

PCR csétarto blokk

fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csovekhez
PCR késziilek

vortex

asztali centrifuga

horizontélis elektroforézis késziilék
jégkasa

Sziikséges vegyszerek:
- steril desztillalt viz
- MgCl; oldat
- dNTP oldat
- 10x Taq puffer oldat
- reverse primer
- forward primer
- Taq polimeraz (Dream Taq)
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Sziikséges mintak:

crer

PCR-RFLP Girish et al., 2005 modszere alapjan

A célszekvencia a mitokondridlis genomban taldlhatdo 12S rRNS génben helyezkedik el. A

felszaporitott szakasz mérete 456 bp. Az alkalmazott restrikcidos enzim az Alul., ami a

keletkezett 456 bp méretii terméket szarvasmarha esetében 359+97 bp méretli fragmentekre

hasitja, bivaly esetében nem torténik hasitas, mig a juh és a kecske esetében egyarant

246+210 bp méretli fragmenteket eredményez a hasitas.

A PCR reakciohoz alkalmazott primerek:

forward primer: 5>-CAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’
reverse primer: 5’-GAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3’

A reakcio soran felhasznalt elegy Osszetétele 50 ul végtérfogatra vonatkoztatva:

1x PCR puffer (100 mM Tris—HCI, pH 9.0, 15 mM MgCl;, 500 mM KCI és 0,1%
zselatin)

100uM dNTP

1pM forward primer

1pM reverse primer

2,5 U Taq DNS polimeraz

Ezen végkonc. eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

5 ul PCR puffer (10x)

1 ul ANTP (2mM)

1 ul forward primer (10 pmol/ul)

1 pl reverse primer (10 pmol/ul)
0,25 ul Tag DNS polimeraz (5 U/ ul)
38,65 ul desztillalt viz

+ 3 ul DNS minta PCR csovenként
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A reakci6 1épései:
- Kezdeti denaturacio: 94°C, 5 perc
- Denaturacié: 94°C, 45 s
- Anellalas: 60°C, 45 s
- Extenzio: 72°C, 1 perc
- Végso lanchosszabitas: 72°C, 10 perc.

Ciklusok szama: 35.

A keletkez6 PCR termékeket 1 m/v%-0s agar6z gélen ellendrizziik. A futtatast konstans
fesziiltségen végezziik 100V-on, a DNS-t gelred interkalalodo festékkel tessziik UV fény alatt

lathatova.

Az RFLP reakcio elegy 0sszetétele 15 pl végtérfogatra vonatkoztatva:
- 0,5 pul Alu . restrikcids enzim (10 U/ul)
- 1,5 pl puffer (10x)
- 6 ul PCR termék
- 7 pl desztillalt viz

5 AGCT...3
3...TCGA

n

Az Alu L. restrikciés enzim felismerd- €s hasitohelye:
Az emésztés 37°C-on 3h keresztiil torténik.
Az emésztés eredményének kimutatasa 2 m/v%-os gélen torténik 100 bp-os DNS létra

alkalmazasa mellett.
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III/11. PCR-heteroduplex analizis

A heteroduplex olyan kettés szali DNS molekula, mely genetikai rekombinaci6 vagy
kiilonb6z6é eredeti, de homoldég kromoszoémak, vagy kiilonbozé fajok DNS-ének a
hibridizacidjaval keletkezik. A heteroduplexek képzddhetnek olyan homoldég DNS
molekuldkbol, melyek szekvenciajaban egy-egy bazist érintd mutaciok, valtozatok fordulnak
elé (példaul SNP-k), igy kozottikk a bazisok komplementaritdsa nagymértékben megegyezik,
igy hibridizacidjuk lehetséges. Azokon a pontokon, ahol a mutacidk, bazis eltérések
taladlhatéak, Un. ,,buborékok™ (hidrogénhid kotést ki nem alakité bdzisok) jonnek Ilétre.
Ezeknek a buborékoknak koszonhetden a kétszali DNS molekuldk vandorlasi sebessége
csokken a gélelektroforézis soran, ennek kovetkeztében akar a kozel azonos bazisparbdl allo
DNS szekvenciak kozott is kiilonbséget tudunk tenni. Ezen alapszik a heteroduplex analizis
elvalasztas-technika.

A heteroduplex analizis moddszer sordn a vizsgalni kivant, kiilonbozd eredeti DNS
molekuldkat magas homérsékleten (94°C — 95°C) denaturaljak. A denaturdciot kovetden a
kiilonb6z6 DNS mintdkat 6sszekeverik, €és csokkentik a hOdmérsékletet, hogy a hibridizacio
végbemehessen. Ezt kovetden a képzddott heteroduplexeket poliakrilamid gélen futtatjak,
melyek mobilitasa, vandorlasi sebessége a bennilk megtalalhatdo buborékok mennyiségétol
fliggben valtozik. A heteroduplex analizist gyakran az SSCP (single strand conformation
polymorphism) eljarassal parhuzamosan végzik. Mivel az utobbi esetében a denaturalodott,
egyszali DNS molekuldk wjra hibridizalhatnak, és kétszalusodhatnak, ezért fontos lehet az
egyszalu/kétszalo DNS aranyainak kimutatdsa, hogy pontosabb és értékelhetd legyen az

eredmény mind a kettd eljaras tekintetében.

A PCR termékek eldallitasat a mar leirt protokoll alapjan végezziik (PCR fejezet).
A vizsgalathoz a kapott PCR termékeket megfeleld6 moddon Osszekeverjiik, majd egy
tobblépéses folyamatban, PCR gép segitségével denaturaljuk. Fajtazonositasos PCR-ben

keletlezo PCR terméket hasznalunk.
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Vizsgalt gén:
A szarvasmarha (Bos taurus) melanokortin-1-receptor gén (MC1R) mRNS-szekvenciaja
(GénBank azonosito: AF445642.1)

cagcctggggctggtgagtctcgtggagaacgtgctggtagtggctgccattgccaagaa
ccgcaacctgcactcccccatgtactactttatctgetgectggectgtgtectgacttget
ggtgagcgtcagcaacgtgetggagacggcagtcatgcCgctgectggaggeccgtgtect
ggccacccaggcggccgtggtgcagcagectggacaatgtcatcgacgtgcectcecatcectgegg
atccatggtgtccagcctctgcttecctgggtgeccattgectgtggaccgectacatctecat
cttctacgccctgcggtaccacagtgttgtgacactgeccccgagegtggaggatcattge

ggccatctgggtggccagcatcctcaccagcectgcectcttcatcacctactacaaccacaa
ggtcatcctgctgtgcctecgttggectcecttcatagectatgectggececctgatggecgtect

ctacgtccacatgctggcccgggcctgceccagceca tgcccggggcattgcc ggctccagaa

gaggcagcgccccattcatcagggctttggecctcaagggcgctgeccaacctcaccatect
gctgggcgtcttcecttcectectgectggggececcttettectgcacctcectegetecategtect
ctgcccccagcaccccacctgtggcectgcatcttcaagaacttcaacctecttectggecect
catcatttgcaacgccattgtggacccecctcatctatgecttececgcageccaggageteceg

c — 296 T/C szubsztitucidé (allél: Ed)

tgcccggggcat - 650 duplikacié (allél: E2), (a szekvenciaban
jelolt szakasz duplikalédik E2 allél esetében,
a duplikdacié a jelélt szakasz eldétt jelenik

megqg)

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 1-10 pl

Pipetta 10-100 ul

Pipetta 100-1000 pl

Pipetta 1-5 ml

Pipettahegyek

200 pl-es 8-as strip

200 pl-es 8-as strip fedo

PCR csdtarto blokk
fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csévekhez
PCR késziilék

asztali centrifuga

vertikalis elektroforézis késziilek
mérShenger

magneses keverd

analitikai mérleg
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géltartd-festdé doboz 20x20 cm-es gélhez
razogep

Erlenmeyer lombik 3 I-es

féz6pohar 100ml-es

e elektromos pipetta

Sziikséges vegyszerek:
- lonmentes viz
- Akrilamid (40 %)
- TBE puffer
- temed
- amper (ammonium perszulfat)
- 0,5 % v/v ecetsav
- 0,1 % m/v AgNO; torzsoldat
- 10 % v/v absz. alkohol
- 37 % v/v formaldehid
- 7,5% m/v Na,COs,
- 1% NaBH; m/v torzsoldat

Sziikséges mintak:

MCI1R (melanokortin-1 receptor gén) exonjanak felszaporitott PCR terméke
genotipus alapjan: e/e, ED/ED, E1/E1, E2/E2, E3/E3 — homozig6ta egyedek.

Keverési aranyok a kiillonbozé6 MCIR genotipusok esetében:

5-5 ul az egyes genotipusok PCR termékeibdl

1. E1/E1 E3/E3
2. E2/E2 E3/E3
3. ED/ED E3/E3
4. ele E3/E3
5. E3/E3

Az E3 allél jelenti azt a genotipust, amely nem hordoz SNP-t, igy minden mas genotipus

esetében a heteroduplexeket E3/E3 valtozattal allitjuk eld.
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A heteroduplex képzési folyamat 1épései a kovetkezdek:

1.

7.

o g~ w D

95°C, 2 perc 40 s

95-80°C, 20 s, 15 ciklus, 1 ciklus alatt 1°C hémérséklet-cs6kkenés
80-55°C, 1 perc, 25 ciklus, 1 ciklus alatt 1°C hdmérséklet-csokkenés
55°C, 18 perc

55-45°C, 1 perc, 10 ciklus, 1 ciklus alatt 1°C hémérséklet-csokkenés
45-35°C, 30 s, 10 ciklus, 1 ciklus alatt 1°C homérséklet-csokkenés
12°C,

A hutott vertikdlis elektroforézis rendszer Osszeéllitdsa, a gélontés ¢€s polimerizacio,

mintafelvitel, a futtatds és a DNS megfestése eziisttel a PCR SSCP protokollnal részletesen

megtalalhato.

A poliakrilamid gél 6sszetétele:

12% akrilamid 21ml
TBE (5x) 8,4ml
AMPER 700ul
TEMED 52,5ul

dH,O kiegészités  70ml-re

Osszesen: 70ml

Az elektroforézis beallitasai:

400V, 6h 30min, 22°C konstans hOmérséklet
10 ul minta mennyiség/zseb
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111/12. PCR-SSCP (PCR-egyszalu DNS konformadcié polimorfizmus)

A modszer elvi hatterét képezi, hogy az egyszalu formaban, denaturald koriilményeket
biztositd kozegben jelenlévé DNS molekuldk eltérd térbeli konformaciot vesznek fel annak
fiiggvényében, hogy az egyes fajok milyen pontmutaciokat tartalmaznak a vizsgalt szakaszon.
A polimeraz lancreakcioval felszaporitott DNS-t formamid jelenlétében 95 ©°C-on
denaturaljuk. Ezen a homérsékleten a kétszala DNS egyszalti formaba keriil és formamid
jelenlétében (ami nem lehet kisebb, mint 85%) alacsonyabb hémérsékleten is megdrzi
egyszalo DNS molekulak sajatos, egyedi térbeli konformaciokat vesznek fel. Az igy
létrehozott DNS mintdkat nem denaturdld poliakrilamid gélelekroforézis segitségével
valasztjuk el. Az egyes fajok esetében a vizsgalt génben taldlhatdé mutaciok miatt
poliakrilamid gélen fajokra jellemz6 savmintazatokat eredményeznek. A géleken kialakuld
mintazatokat eziistfestés segitségével tessziik lathatova. A festés elméleti hattere, hogy a
gélben a DNS altal elfoglalt és el nem foglalt helyek kdzott redoxpotencial kiilonbség all fenn.
Ennek eredményeképpen az eziist ionok a DNS altal elfoglalt helyeken gyorsabban
redukalédnak fém eziistté. A festési eljards igen érzékeny DNS kimutatdsi eljaras, a

kimutathat6sagi hatara 3 pg DNS/mm?.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 1-10 pul

Pipetta 10-100 pul

Pipetta 100-1000 pl

Pipetta 1-5 ml

Pipetta 1-10 ml

Pipettahegyek

200 pl-es 8-as strip

200 pl-es 8-as strip fedd

PCR csdtarto blokk
fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csévekhez
PCR késziilék

asztali centrifuga

vertikalis elektroforézis késziilék
mérShenger

magneses keverd

analitikai mérleg
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géltartd-festdé doboz 20x20 cm-es gélhez
razogep

Erlenmeyer lombik 3 I-es

f6z6pohar 100ml-es

e elektromos pipetta

Sziikséges vegyszerek:
- lonmentes viz
- akrilamid (40 %)
- TBE puffer
- temed
- amper (ammonium perszulfat)
- 0,5% vl/v ecetsav
- 0,1 % m/v AgNOs torzsoldat
- 10% v/v etanol
- 7,5% m/v Na,CO3
- 37% v/v formaldehid
- 1% m/v NaBH, torzsoldat
- 15% m/v NaOH
- cc. formamid

Sziikséges mintak:

A fajazonositzashoz univerzalis primerekkel felszaporitott mitokondrialis DNS szakaszok.

Megjegyzés, fontos tudnivalo:

A proteomikara és a DNS munkakhoz hasznalt vertikalis elektroforézis rendszer részei

hasonloak, ezért nagyon iigyeljiink arra, hogy véletleniil se keverjiik 6ssze dket!

Feladat menete:

l. Gél ontése:

lasd poliakrilamid gél ontése fejezetrész!

1. PCR mintdik

PCR termék elokészitése

—>0,8 ul festék

1 pl PCR termék + 10 pl FormamidDye —=

9,2 ul formamid
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Mindig tobb mintara kell szdmolni a FormamidDye-t, mint amennyi mintaval dolgozunk!

A formamidot ¢és festéket tartalmazd PCR terméket PCR késziilékben 5 percig, 95°C-on
egyszalusitjuk. Ot perc letelte utan rogton jégbe helyezziik.

Fontos, hogy nem szabad megvarni, hogy a PCR elkezdje hiiteni a blokkot!

I1l.  Mintak felvitele és futtatdas
- A fésiiket eltavolitjuk a polimerizalddott gélbdl.
- Kitisztitjuk dH,O-el a zsebeket.
- Az tliveglapok kozott 1évo géleket belepattintjuk a futtatashoz sziikséges tartoallvanyba
(erOsen, feliilrdl lefelé-elére nyomva két kézzel).
- Elkészitjiik a 0,6 X-0s TBE puffert egy 2000 ml-es lombikba:
120 ml TBE + 1872 ml dH,O => 1992 ml
- A puffert futtatokad fels6 puffertartalyaba ontjiik.
- Ellendrizziik az esetleges pufferszivargast!
- Felvissziik a zsebekbe a mintdkat (10 pl/minta).
- Elinditjiik a besld blokkban atfolyé hiitéfolyadék hiitését és keringetését.
- Az anddot ¢és a katodot rakotjiik a tapegységre és elnditjuk a futtatast. Ez jellemzden allando

fesziiltségen torténik.

IV.  Etzistfestés

a. Fixalis:
- 500 ml-es mér6hengerbe beledntjiik az 50 ml etanolt, 2,5 ml tomény ecetsavat és
desztillalt vizzel 500 ml-re, jelig feltoltjik.
- Leallitjuk a futtatast, a vertikalis elektroforézis rendszer belsé blokkjat kivessziik, az
tiveglapok koziil, alulrdl indulva kibontjuk az akrilamid gélt. A gélt nagy feliileten fogva a
gélfestd edénybe helyezziik, fixalo oldatot ntiink ra, majd 10 percig razatjuk.
- desztillalt vizzel 6blitjiik

b. Festés:
- Az 1%-0s AgNQOs; oldatbol 10x higitast készitlink:
50 ml 1%-0s AgNO; + 450 ml dH,O
- A 0,1%-0s AgNO3; oldatot raontjiik a gélre folyamatos razatas mellett 10 percig benne
hagyjuk.
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- 2x oblitjik.
Elohivas:
- Elkészitjikk az NaBH oldatot

0,59 NaBH + 100ml dH,O — magnesen keverdvel oldatba vissziik.
- 100 ml-es méréhengerbe 60 ml 15% m/v NaOH-t kimériink, ezt egy 1000 ml-es
méréhengerbe atontjiik és 500 ml-re egészitjikk ki dH,O-el. Ehhez adunk 6 ml NaBH-t és
700 ul formaldehidet, majd 600 ml-re egészitjiik ki desztvizzel.
- Lemossuk az AgNO;-ot ionmentes vizzel.
- 80 ml NaOH-NaBH-s oldatot ontiink ra, ledntjikk a kicsapddo eziistot. Ez kovetden
raontjiik az egész oldatot és 10-15 percig allni hagyjuk.
. Leallitas:
- 50 ml 7,5 m/v Na,CO; oldatot 500 ml-re egészitjiikk ki dH,O-el, és magneses keverén
homogenizéljuk.
- Az el6hivo oldatot ledntjiik a gélekrdl és ratessziik a frissen elkészitett leallitd oldatot.

Géldokumentalas:

- Géldokumentacios rendszeren, fehér fény vilagitassal lefotozzuk a géleket.
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I11/13. PCR-DGGE és PCR-TTGE

PCR-DGGE (PCR-denaturalo gradiens gélelektroforézis)

A PCR-DGGE modszer soran a vizsgalat targyat képezdé duplahelikalis, részlegesen
denaturdlt vagy egyszalt DNS molekuldk egy poliakrilamid gélen keriilnek elvalasztasra,
amelynek 0sszetétele denaturdlo koriilményeket biztosit a vizsgalathoz, olyan médon, hogy a
denaturdldo dagens(ek) koncentracio gradiens mentén oszlanak el a gél matrixaban.
Legjellemzobb ilyen denaturald agens a formamid (HCONH;) és az urea (CO(NH,),). A
formamidot jellemzden 0-40 v/v% tartomanyban alkalmazzak, az ureat pedig 0-7 M
koncentraci6 tartomanyban. A DGGE mddszer kimutatasi hatékonysagat jol mutatja, hogy
ismert mutaciok csoportjat vizsgalva a CFTR (cisztikus fibrozis) génben embernél, 201 ismert
mutaciobol mind a 201 mutaciot képesek voltak azonositani az alkalmazott technika
segitségével. A modszer tovabba alkalmas heteroplazmia kimutatasara mitokondrialis

betegségek esetében.

A DGGE modszerbdl szamos tovabbfejlesztett valtozat alakult ki a széleskorli kutatasoknak
koszonhetden. Ilyen modszerek a nagy tartomanyu DGGE (broad range DGGE), amellyel
lehetdség nyilik egyetlen gélen adott futtatasi koriilmények mellett egy gén Osszes exonjat
vizsgalni. A multiplex DGGE sordn szimultin moddon képesek tobb exon vizsgalatat
végrehajtani. A mikroTGGE (microtemperature gradient gelelectrophoresis) moddszert egy
20%x20x0,5mm méretli gélt felhasznalva végzik, aminek eredményeképpen a futtatdshoz
sziikséges DNS mennyisége csokken, csakiigy mint az id6tartam (12 perc, 100V, 10mA).
Dupla gradiens DGGE esetében a denaturaldé anyagok (formamid, urea) koncentracio

gradienséhez tarsul a gélt alkotd poliakrilamidnak a koncentracié gradiense is (6-12 v/v%).
PCR-TTGE (PCR-idében valtozo hémérsékletii gélelektroforézis)
Az utébbi két évtizedben jelentds fejlddésen estek at a DNS-alapu, mutaciok detektalasat

lehetévé tevé modszerek. A PCR, PCR-RFLP vagy a PCR-SSCP modszerek mellett Gjabb,
mutacié detektald metodikdk is fejlodésnek indultak, ilyen modszer a PCR-TGGE
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(hémérséklet gradiens gélelektroforézis) vagy a PCR-TTGE (idében valtozd homérsékleti
gélelektroforézis).

A hoémérséklet gradiens gélelektroforézis (TGGE) olyan DNS alapu elvalasztasi technika,
mely segitségével azonos bazispar hosszsagu, de kiilonbozd bazisszekvenciajt DNS
molekuldkat tudunk elvalasztani poliakrilamid gélen. A modszer segitségével akar egyetlen
bazisban eltér6 DNS molekuldkat is elkiilonithetiink egymastdél (SNP-k). A modszert a
denaturdlo gradiens gélelektroforézisbol fejlesztették ki (DGGE), ahol a gélben denaturalod
kbzeg van, mely segitségével az elektroforézis kozben a kétszala DNS molekuldk a kdzegben
az urea ¢és a formamid hatasara egyszallisodnak, és az SSCP modszerben leirtak alapjan
specifikus konformacié kialakulasa miatt mozgasuk a gélben megreked.

A TTGE modszer hasonlé a TGGE modszerhez, azonban ebben az esetben nincs homérséklet
gradiens kialakitva a gélben, hanem az elektroforézis soran, meghatarozott idokozonként
noveljik a homérsékletet, ezzel biztositva a mintdban talalhatd kétszala DNS molekuldk
denaturaciojat. A PCR-TGGE ¢s TTGE modszerek soran GC-clamp-et (guanin és citozin
bazisokbol 4ll6 oligo) tartalmazo primerek segitségével szaporitjak fel a vizsgalni kivant DNS
szakaszokat, ez a struktira megakadalyozza, hogy a denaturdcid hatdséara teljesen elvaljon
egymastol a DNS molekula két széla. Amikor a molekula eléri a gélben azt a hdmérsékleti
tartomanyt, ami megfelel az olvadaspontjdnak (Tm), a kétszalu formajabol részlegesen
denaturalt formaba kezd el atalakulni, ezaltal erételjesen csokken a molekula mobilitasa a gél
matrixaban.

A vizsgéalathoz az olvadasi pont alapjan tervezé program segitségével lehet megfeleld
primereket tervezni. ToObb  olvadaspont analizdl6 bioinformatikai program  all
rendelkezésiinkre, melyek kozil a DGGE modszerhez hasznalt meltINGENY (Ingeny
International) program a leghasznosabb és ingyenesen elérhetd. A szoftver képes
meghatdrozni a vizsgalt DNS régié olvadasi profiljat, igy a tényleges laboratoriumi munkat
megelézve képet kaphatunk arrdl, hogy a vizsgélni kivant muticionk a legalacsonyabb
homérsékletli olvadasi doménba esik-e, igy lehetdség van ezekkel a moddszerekkel a
kimutatasara vagy sem, és ebben az esetben mas jellegli modszert kell valasztani a mutéciod

detektalasahoz.
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A fenti abran jol lathatéak az elkiilonitett olvadasi domének. Ezek olvadasi pontjaira tervezett, GC-
clampet tartalmazé primerek a DGGE modszer esetében a denaturacié koriilményeit befolyasoljak.
TGGE/TTGE modszerek esetében a pontos homérséklet tartomany beallitisaban nagy ezeknek a
primereknek a jelentdsége.

A MeltINGENYy (Ingeny International) bioinformatikai program felhasznalasaval megkerestiik
a szarvasmarha MC1R és a PACAP homozigota mutansok olvadasi hdmérsékletét (Tm), mely
78-81 °C koriilire tehetd:
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a) a GC kapcsot nem tartalmazd MCIR allélok PCR termékeinek olvadasi profilja, b) a reverz primer
segitségével bevitt 40 bp hosszu GC kapocs a TTGE soran megakadalyozza az MCI1R allélok PCR

crer

folé emeli. c) a szarvasmarha PACAP gén 5. exon 384 bp méretli fragmensének olvadasi profilja. A
fragmens harom olvadasi tartomanyra oszthato, a G/A mutacid egy természetesen eléforduld, magas
olvadaspontu tartomanyban helyezkedik el. d) a 384 bp méretli fragmens olvadasi profilja a 40 bp
hosszi GC kapocs alkalmazésat kovetden. A mutacid az egyszaliva valo szakaszon belil a
legmagasabb olvadasi tartomanyban talalhato, ezért TTGE és DGGE modszerekkel valosziniileg nem

mutathato ki.

Sziikséges eszkozok:

Pipetta 1-10 pul

Pipetta 10-100 ul

Pipetta 100-1000 pl

Pipetta 1-5 ml

Pipetta 1-10 ml

Pipettahegyek

200 pl-es 8-as strip

200 pl-es 8-as strip fedd

PCR csétartd blokk

fagyasztoblokk 200 pl-es PCR csévekhez
PCR késziilék

asztali centrifuga

vertikalis elektroforézis késziilek
mérShenger

magneses keverd

analitikai mérleg

géltartd-festdé doboz 20x20 cm-es gélhez
razogeép
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e Erlenmeyer lombik 3 I-es
e féz6pohar 100ml-es
e elektromos pipetta

Sziikséges vegyszerek:
- ionmentes viz
- Akrilamid (40 %)
- TAE puffer
- TEMED
- amper (ammonium perszulfat)
- 0,5% vl/v ecetsav
- 0,1 % m/v AgNO3 torzsoldat
- 10% v/v absz. Alkohol
- 75 m/v% Na,CO3
- 37% v/v formaldehid
- 1% NaBH; m/v torzsoldat
- 8Murea

Sziikséges mintak:

A fajazonositzashoz univerzalis primerekkel felszaporitott mitokondrialis DNS szakaszok.

A TTGE bedllitasi koriilményei az aldbbiak:
- Gél osszetétele: 10% akrilamid gél, 7 M urea (1 M urea 2 °C-kal csokkenti a Tm-et)

- Futtatési koriilmények:

o fesziiltség: 400 V

o futtatasi id6: S 6ra és 5 6ra 30 perc

o hoémeérsékleti 1éptek: 0,2 °C/8 perc, 60—-66,6 °C
- A gél 6sszetétele 40 ml végtérfogatban:

o IxTAE

o 8Murea

o 10-11% 37,5:1 akrilamid:biszakrilamid

o 400 pl 10%-0s ammoénium-perszulfat oldat

o 30 ul tetrametiletiléndiamin (TEMED)

Elektroforézis rendszer: Bio-Rad Protean Il xi Cell.

DNS festés: ezlst festés korabban leirt protokoll szerint.
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A DGGE ¢s TTGE moddszer esetében végrehajtott PCR reakciok ugyanolyan paraméterek
mellett zajlottak. A modszerek kivitelezése soran fontos szerepe van az Un. GC-clampet
tartalmazd primereknek. A GC-clamp egy jellemzden 30-40 bp hosszi DNS szakasz, amely
citozin és guanin bazisokban gazdag. Szerepe az olvadasi hdmérséklet ndvelése, ami viszont
azt eredményezi, hogy a TTGE modszer sordan eldallitott mintdk magasabb homérsékleti
tartoméanyban sem fognak teljesen egyszaluva vélni. igy a gélben nagyobb tavot fognak

megtenni, azokhoz a mintadkhoz képest, amelyek nem rendelkeznek ilyen régidval.

Az alkalmazott PCR reakcid leirasa:
A reakciohoz alkalmazott primerek:

- GC_MCIR_F (melanokortinl receptor gén forward):
5’CGCCGGGCGGGCGGGGCGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGGCAGCAACGTGCT
GAGACGGC ¥
GC_MCI1R_R (reverse):
5’CGCCGGGLCGGGLGGGGLGGGLGGGGLCGGGEGGLCGLCGEEGGGGGGGCGLCTGLCT
TTCTGGAG3’

A reakci6 soran felhasznalt elegy Osszetétele 20 ul végtérfogatra vonatkoztatva:

- 1x GoTaq puffer

- 200 uM dNTP

- 3mM MgCl,

-1 pmol forward primer

- 1 pmol reverse primer

- 1 pmol GC-clampes forward primer

- 1 pmol GC-clampes reverse primer

- 1 U GoTaq polimeraz

Ezen végkonc. eléréséhez az alabbi mennyiségeket kell 6sszemérni:

- 4,0 pul puffer (5x)

- 2,0 ul ANTP (2mM)

- 2,4 ul MgCl; (25mM)

- 0,2 ul forward primer (10pmol/ul)
- 0,2 pl reverz primer (10pmol/ul)
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- 0,2 ul GC-clampes forward primer (10pmol/ul)
- 0,2 ul GC-clampes reverz primer (10pmol/ul)
- 0,2 ul GoTaq polimeraz (SU/ ul)
- 9,6 uldH0
+ 1 ul DNS minta

A reakci6 1épései:
- Kezdeti denaturacio: 95°C, 2 perc
- Denaturacio: 95°C, 0,5 perc
- Anellalas: 69°C, 0,5 perc
- Extenzio: 72°C, 0,5 perc
- Végso6 lanchosszabitas: 72°C, 5 perc.

A keletkezd PCR termékeket 2 m/v%-os agardz gélen ellendrizziik. Ciklusok szama: 35.
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PCR-DGGE kivitelezése:

A mintaként haszndlt PCR termék megegyzik a PCR TTGE eljaras soran eldallitott PCR
termékekkel.

A kimutatas a melanokortin 1 receptor gén fajtaspecifikus mutacioin alapul.

60%0-0s denaturalo gél oldat 40%-o0s denaturalé gél oldat

(A) (B)
Akrilamid 3ml 3ml
(37,5:1)
TAE puffer (50 200 pl 200 pl
X)
Urea 5,049 3,36 g
Formamid 4,8 ml 3,2ml

Bromfenolkék 200 pl -

Glicerin 400 pl 400 pl

dH,O 11,4 ml 13,2 ml

10% AMPER 10 pl 10 ul

oldat

TEMED 10 pl 10 ul

) 20 ml 20 ml
80%-0s denaturalo gél oldat 40%-os denaturalé gél oldat
(A) (B)

Akrilamid 3mi 3mi

(37,5:1)

TAE puffer (50 200 ul 200 pl

X)

Urea 6,729 3,360

Formamid 6,4 ml 3,2ml

Bromfenolkék 200 pl -

Glicerin 400 pl 400 pl
dH,O 9,8 ml 13,2 ml
10% AMPER 10 pul 10 ul
oldat

TEMED 10 pl 10 ul
> 20 ml 20 ml

Glicerin: a savok mobilitdsat ilyen alacsony koncentracioban mar nem befolyasolja,
hasznalataval a gél kevésbé lesz torékeny.
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Tanacsok és feladatok a poliakrilamid gélelektroforézishez:

Ha az urea lassan oldodik, melegitsiik az oldatot a magneses keverével.

10%-0s AMPER oldat készités: 1000 ul dH,O-ban feloldunk 100 mg AMPER port.
El6észor a kivezetd cso csapjat nyissuk meg, majd a két kamra kozotti csapot.

G¢l 6ntés utan azonnal Oblitsiik at a gradiens készito eszkozt meleg vizzel.

2000 ml 0,5 X TAE puffer készités: 20 ml + 1980 ml dH,0

Hagyjuk legalabb masfél 6ran at polimerizalddni a géleket.

1 ul PCR terméket elegendd felvinni.

Elektroforézis koriilményei:

200V éllando¢ fesziiltség 60°C, 6 ora,
oranként mintafelvitel: t0: 0. perc t1: 60 perc; t2: 120 perc; t3: 180 perc; t4: 240 perc; t5: 300

perc; t6: 360 perc

Denatural6 torzsoldatok elkészitése:

0%0-o0s denaturalé | 100%-0s denaturalé
torzsoldat torzsoldat

40%-0s  akrilamid  oldat | 15 ml (6%-0s PAA gélhez) 15 ml (6%-0s PAA gélhez)

(37:1)

50X TAE puffer 1 ml (0,5 X) 1 ml (0,5 X)

urea - 42 g (7 M)

formamid - 40 ml (40%)

dH,0O 84 ml kiegésziteni 100 ml-re

DGGE gél ontése U-alaku gradiens gélontd hasznalataval:

O0v/v%-os és 100v/v%-os denaturald akrilamid-oldatokat allitunk Gssze.

Az elkészitett denaturald oldatokat olyan térfogatban készitjiik el, amelyek egyiittesen
a teljes gél térfogatat adjak, pl.: 50 ml-es gélhez 25 ml Ov/v%-os és 25 ml 100 v/v%-0s
oldatot készitiink.

A gél ontése elott 15 percig 4 °C-on tartjuk az oldatokat.

Az U-alaku kozleked6-edényt egy magneses keverdre helyezziik. Ezt a gélontd forma
felett kell elhelyezni kb. 30-40 cm-es tavolsagban, mivel a gradiens gélontéhoz
kapcsolodik egy gumicsd, amin keresztiill a kevered oldatok az iliveglapok kozé
jutnak.

A magneses keverdre helyezést kovetden a gradiens gélontd két része kozott az

atjarast még nem enged;jiik meg, azokat egy csap elzdrasaval valasztjuk el egymastol.
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Az elkészitett oldatokat szintén magneses keverdre helyezziik, majd mind az alacsony,

crer

e

amely nem rendelkezik kozvetlen kimenettel a gélont6 kivezeté csdovéhez. Mindezt
olyan forméaban, hogy a gradiens gélontd két része kozotti csapot kissé megnyitjuk,
igy valamennyi oldat atjut a masik részbe, ezzel megakadalyozva azt, hogy a jaratban
buborék képzddjon.

1év6 tartalydba, majd elinditjuk a kevertetést és megnyitjuk az elvezetd csé csapjat, igy
az oldatot a gravitacidé az elvezetd cson keresztiil a gélontd forma iiveglapjai kozé
vezeti, egyidejlileg megnyitjuk a kozlekedd-edény két része kozotti csapot, igy az
A kivezetd csovon keresztiili dramlast az iiveglapok kozé szabalyozni lehet egy
csipesszel. Ugy kell kivitelezni a gél 6ntését, hogy a teljes oldatmennyiség 5-10 perc

leforgésa alatt folyjon le a kivezetd csovon.

10. A gél polimerizacidja 1-2 6rat vesz igénybe.

59



111/14. Agaroz gélelektroforézis

A molekularis biologiai vizsgalatok soran széleskdrben alkalmazott szeparalasi eljaras az
agaroz gélelektroforézis. Az eljaras soran a vizsgélni kivant mintak elektromos erétér hatasara
a toltésiikkel ellentétes elektrodok iranyaba vandorolnak az agar6z gél matrixdban. A
szeparalas alapjat képezi, hogy a PCR reakci6 soran felszaporodott fragmentumok a gél

anyagaban a méretiik fiiggvényében vandorolnak.

Az agardzt vords algdbol vonjak ki és kémiailag modositjak, annak elérése érdekében, hogy
nagyobb stabilitdssal rendelkezzen, alacsonyabb olvaddspontja legyen és mentes legyen a
nukleinsavak lebontasara képes enzimektol. Nagy elénye a poliakrilamidhoz képest, hogy
nem mutat toxikus tulajdonsagokat. Kezelése konnyti, a sziikséges mennyiségli agar6z port
megfeleld pufferben feloldva, melegitve és formaba ontve allithatdo elé az elvalasztashoz
szlikséges agar6z gél.

A hagyomanyos gélelektroforézis elvalasztasi tartomanya rendkiviil széles, alkalmas lehet 40-
50 kbp méreti fragmentumok elvalasztasara is, de pulzald erdteri gélelektroforézist
alkalmazva lehetdség nyilik Mbp nagysagrendii fragmentumok elvélasztasara is. Az agardz
gélelektroforézis felbontdsa kisebb, mint a poliakrilamid gélelektroforézisé. A fragmentek
méretbeli elkiilonitésén tal, az agardz gélelektroforézis alkalmas DNS ¢és RNS mintdk

koncentarcidinak becslésére is. Ezen alkalmazashoz géldokumentacios rendszert és gélelemz6

crer

Az eléallitott PCR termékek kimutatasahoz 1-3 m/v%-os agardz gélt alkalmazunk.

Az alkalmazott 2 m/v%-os gél osszetétele 150 ml-re vonatkoztatva:
- 3 gagardz (SeaKem® LE Agarose, Lonza)
- 150 ml 1x TAE puffer (1000 ml-re vonatkoztatva 20 ml AccuGENE 50x TAE Buffer,
Lonza; 980 ml dH,0)
- 150 pl 1000x GelRed (Biotium, 10 000x vizben)
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I11/15. Poliakrilamid gélelektroforézis

A masik leggyakrabban alkalmazott polimer a gélelektroforézis soran a poliakrilamid,
mely akrilamid monomerekbdl felépiil6 térhalds szerkezetli polimer, az akrilamid egységek
keresztkotését a legtobb esetben az N-N’-metilén-bisz-akrilamid biztositja. A poliakrilamid
matrixanak porusméretét az akrilamid és az alkalmazott keresztkotd vegyiilet koncentracioi
hatarozzak meg. Az alkalmazott monomer koncentracidja forditott ardnyossagot mutat a
matrix porusméretével. Ennek kovetkezménye, hogy amennyiben ndvekszik a monomer
koncentracidja, ugy novekszik a matrix sziir6hatasa. 5% Cpis; értéknél a legkisebb a gél
poérusatmérdje, ettdl akar csokkend, akar novekvo iranyba eltérve nd a porusméret, vagyis
csOkken a gél sziir6hatasa.

A poliakrilamid géleknek két nagy csoportjat kiilonithetjiik el: a nem denaturalé és a
denaturalo géleket. A nem denaturald gélt legfeljebb 1000 bp hosszisagu DNS szakaszokhoz
lehet felhaszndlni. A DNS masodlagos szerkezete megmarad, az egyes fragmentumok
vandorlasi sebessége fiiggeni fog az adott szakasz bazisosszetételétol.

A denaturald poliakrilamid gélben az alkalmazott denatural6 agensek (urea, formamid, hd)
megszintetik a maésodlagos szerkezetet, vagyis a DNS mobilitdisa nem fog fliggeni a
bazisosszetételtdl. A denaturalod gélek alkalmasak lehetnek bazisszekvencia meghatarozasara.

A poliakrilamid gélek alkalmazasa lehetdvé teszi akar 1bp kiilonbség kimutatasat, valamint
a gélre felvitt DNS mennyisége kell6képpen magas lehet, elérheti az lpg/mm2 mennyiséget
is. A poliakrilamidnak azonban jelentds hatranya, hogy monomer forméaban erds, kumulativ
hatasu neurotoxin, habar eddig a laboratoriumi gyakorlatban nem jegyeztek fel mérgezéses
esetet. Hatranya tovabba, hogy toxikus hatdsa miatt fokozott eldvigydzatossagot igényel,

valamint polimerizacidja nehezen ellendrizhetd és sziik az elvalasztasi tartomanya.

Poliakrilamid gél ontése, futtasi paraméterek beallitasa:

Sziikséges eszk(zok, vegyszerek:

- Protean II xi Cell gélontd allvany és forma (BioRad)
- Power Pac Universal Power Supply (BioRad)
- Acrylamide/bis-Acrylamide Solution (Sigma)

- steril desztillalt viz
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- 10%-o0s ammonium-perszulfat oldat (Sigma)

- TEMED (tetrametil-ctiléndiamin) (BioRad)

A poliakrilamid gél eldallitdsa sordn akrilamid-biszakrilmaid szarmazékokat hasznalunk,
amelyeket megfelel6 koncentracioji és pH értéktt pufferoldat hozzdadasa mellett
polimerizalunk katalizator €s inicidtor molekuldk alkalmazasaval. Esetiinkben az alkalmazott
akrilamid-biszakrilamid 40%-os toménységi, a felhasznalt pufferoldat 10X TBE (Tris-borat-
EDTA). Katalizatorként ammonium-perszulfatot adunk az akrilamidhoz, ami vizes kézegben
spontan bomlik, ennek eredményeképpen szabad gyokok keletkeznek, amelyek
elengedhetetleniil fontosak az akrilamid polimerizaciojahoz, amely a gyokds tipusu
lancreakciok kozé tartozik. Ugyanakkor dnmagukban ezek a szabad gyokok nem képesek
stabilizalni a polimer szerkezetét, ehhez sziikséges még TEMED (tetrametil-etiléndiamin),

amely az ammonium-perszulfatbol keletkezd gyokok hatasdra maga is bomlikj és olyan

gyokoket eredményez, amelyek mar aktivaljak a polimerizaciot.

Poliakrilamid gél ontése:

1. A gél formdjat ado liveglapokat és Un. tavtartokat hasznalunk, a tavtartok vastagsaga
hatdrozza meg az liveglapok kozotti tér vastagsagat, ezaltal a gél vastagsagat is. Ez
esetiinkben 0,75 mm.

2. Az egymasra helyezett iiveglapokat és tavtartokat milanyag tartokba allitjuk,
amelyeket O0ssze lehet szoritani, majd az igy kapott szerkezetet egy allvanyba allitjuk
oly moddon, hogy egy szivacsos anyagcsikot helyeziink az tiveglapok ala. Az
tiveglapok koz¢ keriil a gélben zsebeket kialakité miianyag fésii.

3. Az 0Osszedllitott gélontd forma tesztelhetd, vizet lehet pipettazni az liveglapok kozé,
igy megbizonyosodhatunk réla, hogy nincs szivargas, vagyis a késébbiekben a gél
biztonsagosan onthetd meg (vizet Ovatosan kiontjiik az tiveglapok koziil).

4. Kovetkez6 1épésben torténik az oldatok dsszemérése:
40%-os akrilamid-biszakrilamid: 9,9 ml
10X TBE puffer: 2,4 ml
Desztillalt viz: 27,7 ml

5. A katalizator ammonium-perszulfatot frissen készitjiik el:

10%-0s ammonium-perszulfat oldatot allitunk 6ssze:
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10.

11.

Ammonium-perszulfat por: 01g

Desztillalt viz: 1000 pl

A 4. pontban 0Osszedllitott elegyhez eldszor 400 pl ammonium-perszulfat oldatot
adunk. Ezutdn pipettdzunk hozza 30 pl TEMED-et. Ekdzben az oldatot végig
magneses keverdn kevertetjiik a polimerizacido megakadalyozasa miatt, amig meg nem
ontjiikk a gélt. A keverdn 1évd oldatot valamilyen modon (alufolia) lefedjiik, mivel az
akrilamid-biszakrilamid folyékony halmazallapotaban neurotoxin és egyben rakkeltd
tulajdonsagu is. Fokozott odafigyelést igényel.

A gél ontése torténhet kozvetleniil a f6zOpoharbdl, de érdemesebb egy 10 ml-es
pipettat hasznalni, amivel pontosabban onthet6 a géloldat az tiveglapok koz¢.

A kiontott gél 10-30 percen beliil megszilardul és alkalmassa valik a mintak felvitelére
és futtatasara.

Az 0Osszedllitott gélontd format egy futtatokadba helyezziik, a gélontd forma felso
részére ¢és a futtatokadba 0,6X TBE puffert toltiink oly mdédon, hogy az elektrodokat
elfedje a folyadék.

Ezutan a tapegységen (Power Pac Universal, BioRad) beallitjuk az elektroforézishez
alkalmazott fesziiltség értéket, ami 400 V.

A rendszer hOmérsékletét szabalyozhatjuk, annak fiiggvényében, hogy milyen
vizsgalatot végziink. PCR-SSCP soran hiités sziikséges (10°C), mig TTGE moddszer

soran a rendszert melegiteni kell.
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III/16. Troubleshooting - Gélképek és magyardzatuk

1. Duplex PCR agaroz gélelektroforézise

A fenti képen egy agaroz gélelektroforézis soran kapott gélkép lathaté. A bal szélso
pozicioban egy Un. DNS létra lathatd, amely meghatarozott béazispar hosszusagu
fragmentumokat tartalmaz, amelyek referenciaként hasznalhatoak a vizsgalt DNS mintak
méretének a megallapitasahoz. A vizsgalati mintak felvitelére kettes ismétlésben kertilt sor.

A képen lathatd mintdk duplex-PCR reakcioban keriiltek amplifikdldsra, vagyis egy
reakcioban két primerpar alkalmazéasaval a két faj eltéréd DNS régioira terveztiik az oligokat.
Mindegyik minta tartalmazza a szarvasmarhara jellemz6é méreti fragmentumot (256 bp, az
er6sebb savkeént lathatdo 250 bp-os 1étra magassagaban), amelyek mindhdrom minta esetében
ugyanazon méretnél jelennek meg, mig a hozzaadott kecske, bivaly és juh fajok PCR termékei
helyen talalhatoak a gélen, ugyanakkor jol lathatéan egymashoz képest is eltéroek.

A képen lathato DNS Iétra 50 bp-0s, ami azt jelenti, hogy a legkisebb fragmentum 50 bp
hosszusagu. Az 50 bp-os DNS létra 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 bp hosszusagu DNS szakaszokat tartalmaz.

Attol fiiggden, hogy milyen méreti a felszaporitott DNS régid, mas mérettartomanyt DNS
létrakat is lehet alkalmazni. Altalanosan alkalmazott DNS létrak a 100 bp-0s, a 100 bp-0s
(plusz) és az 1 kbp-os 1étrak.

A 100 bp-os létra egységei: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 bp.
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A 100 bp-os (plusz) 1étra egységei: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500, 2000, 3000 bp.

Az 1 kbp-os létra egységei: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000,
6000, 8000, 10000 bp.

2. PCR univerzalis primerekkel tobb faj esetén (agaréz gélelektroforézis)

A gélképen univerzalis primerekkel felszaporitott DNS régiok figyelhetéek meg, amelyek
azonos méretli fragmentumot képeznek kiilonbozo fajok esetében is. Ez jol megfigyelheto a
gélképen is, minden egyes minta savja azonos méretnél jelenik meg. Az elsd, masodik és
6todik minta esetében 50 bp-os mérettartomanyban elmosoddott halvany sav (folt) lathato. Ez
primerdimerek megjelenésére utalhat, amelyek kialakuldsat okozhatja a reakcidé sordn
felhasznalt nagy mennyiségli primer, illetve az enzim aktivitdsanak csokkenése okozhatja
ezek megjelenését azaltal, hogy a reakcidban visszamarad6, fel nem hasznalt primerek
alkothatnak dimereket.

A PCR termék méretének meghatarozasat 50 bp DNS létra segiti.

3. Szimplex hémérséklet gradiens PCR termék agaréz gélelektroforézise
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A képen egy homeérseklet gradiens PCR reakcid soran felszaporitott DNS szakaszok
lathatoak. Mindegyik mintaban azonos méretii savot lathatunk, mivel ebben az esetben
univerzalis primereket teszteltiink. Megéllapithatd, hogy az adott kivalasztott hdmérséklet

tartomany minden egyes hdmérsékletén a primerek azonos hatékonysaggal képesek miikddni.

4. Homérséklet gradiens PCR fajspecifikus primerekkel (agaroz gélelektroforézis)

Az agar6z gélképen fajspecifikus primerek hdmérséklet gradiens PCR sordn kapott termékeit
festettilk meg gelred-el. A kép baloldalan szarvasmarha, mig a jobb oldalon bivaly mintak
lathatéak. A szarvasmarha mintdk esetében a kivalasztott homérsékleti tartomanyban a
primerek nem miikodnek optimalisan egyik homérsékleten sem, mivel minden egyes minta
esetében melléktermékek figyelhetdek meg, ami alapjan meg lehet allapitani, hogy az adott

hémeérsékleti tartomanyban a primereket nem lehet alkalmazni.

5. PCR-SSCP poliakrilamid gélen

A képen egy PCR-SSCP moédszer soran poliakrilamid gélelektroforézissel kapott sivmintazat
lathat6. 8-11 mintak kontrollok, amelyek szarvasmarha (8), bivaly (9), juh (10) és kecske (11)
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fajok mintait jelentik. A tobbi minta (1-7., illetve 12-18.) kereskedelmi forgalomban kaphato
tejtermék. Az elektroforézis idétartama 5 oOra volt, amely nem eredményez teljesen

egyértelmi elvalést a bivaly és a kecske fajok egyes savjai kozott.

A képen lathaté masodik savmintazat torzult. Ennek magyarazata, hogy a gél ontése soran a
zseb kialakitasahoz hasznalt un. fésii alatt buborék képz6dott, ami miatt a késébb a zsebbe
felvitt minta is torzult alakban kezdett el a gélben vandorolni és ezt az alakot a teljes

elektroforézis ideje alatt megtartotta.

R A P
VRN - pedeiy
N <b 7

Poliakrilmid gélelektroforézis képe 7 ora futdsi id6é utdn. 8-11. mintdk kontroll mintak,
amelyek szarvasmarha, bivaly, juh és kecske fajokat jelentenek. A kontroll minték jelentdsen
halvanyabb mintdzatot adtak, mint a tobbi minta. Ez magyardzhato a kiindulasi DNS
templatok kiilonbozé DNS koncentracidival, illetve magyarazatként szolgalhat az is, hogy a

PCR reakciok soran eltéré mértékben sikeriilt felszaporitani az egyes szakaszokat.
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6. PCR-TTGE poliakrilamid gélen

Az urea koncentracié csokkenti a varhato Tm-et. Az akrilamidhoz adott 7M urea vérhatdan
14°C-kal csokkentette a véarhatd olvadasi pontot, igy az 64-67 °C kozé esik. A részleges
denaturdcid6 miatt itt a migracio ledll (erdteljesen lelassul). GC-clmap nélkiil a teljes
denaturdlodas is bekdvetkezik.

5h 30 perc futtatasi idénél, 66,6°C hémérsékletnél egy tijabb DNS sav jelentkezett, melybdl
arra kovetkeztethetiink, hogy az olvadéaspontjat elért DNS egyszalusodott. Az MCIR génre
homozigéta egyedek PCR termékei 2 olvadasi doménbe estek, melyek egyike a vizsgalt
génszakasz eliils6 részére, masik pedig a végére esett.

GC-clamp nélkiilli homozigota szarvasmarha MCIR PCR termékek poliakrilamid
gélmintazata idében valtozé hémérsékletii gélelektroforézis utan

(a) (b)

Mintafelviteli sorrend: 1. E1/El, 2. E2/E2, 3. E3/E3, 4. ED/ED, 5. e/e genotipusu
szarvasmarha MC1R PCR TTGE mintak.

Elektroforézis koriilményei: 400V fesziiltség, a) 5h illetve b) 5Sh 30 min. futtatasi id6, 0,2 °C/8
perc homérséklet 1épték, 60 °C — 66,6 °C hémérséklet tartomany.
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