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ELOSZO

Sokan ugy gondoljak, hogy a molekularis biologia legjellegzetesebb sajatsaga
moddszertanaban rejlik. Valéban az Uj technikai megkdzelitések tették lehetdvé a modern
molekularis bioldgia szemlélet kialakuldsat, ami mara mar teljesen athatja a bioldgia minden
teriiletét. Az angol nyelvii szakirodalomban sorra jelennek meg a molekularis biologiai
modszertani kézikonyvek és szamos honlapon taldlhatok modszertani leirdsok. Mig korabban
ezeket a modszereket els6sorban a kutatok és Ph.D. hallgatok hasznaltak, napjainkra
alkalmazasuk altalanossa valt és bekeriilt az egyetemi alapképzésbe. Egy magyar nyelvii
molekularis bioldgiai gyakorlati jegyzet iranti igényt igyekezett kielégiteni az 1998-ban
kiadott ,,Alapvetd molekularis bioldgiai moddszerek” cimli munkank, amelyet évek Ota
hasznalnak a molekularis biolégus és molekularis bioldgia irant érdekl6dé mas szakos
hallgatoink.

Id6kozben létrejott a Debreceni Egyetem €s ezért az akkreditalt molekularis biologus
oktatas most mar nem 6nall6 egyetemek, hanem egyazon egyetem kiilonboz0 karai kozotti
egylittmiik6dés formdjaban zajlik. Nem csak az oktatas keretei valtoztak az elmult
id6szakban, hanem dinamikusan fejlédott a molekularis bioldgia eszkoztira is. Egyes
moédszerek népszeriisége csokkent, Uj technikai eljarasokat fejlesztettek ki és 1j gyakorlati
fogasokat talaltak a korabban mar ismert feladatok megoldasara. Oktatdink ujabb és ujabb
gyakorlati feladatokat terveztek és vezettek be a képzésbe. Ezért sziikségessé valt a jegyzet
alapos atdolgozasa €s kiegészitése.

Megvaltozott és kibéviilt a szerz6i garda és megnétt a jegyzet anyaga is. Ugy
gondoljuk, hogy most mar nem csak a legalapveté modszerekrdl, hanem a legujabb
eljarasokrol is szolunk, ezért a megujult tartalomnak megfeleld médon modositottuk a jegyzet
cimét. Tovabbra is megtartottuk a szerkesztés alapvetd strukturdjat, a nukleinsavak
izolalasatol haladunk a fehérjék expresszidjan keresztiil a fehérje vizsgalatok iranyaba.
Minden fontosabb moddszer leirasat egy elméleti bevezetés elézi meg, és ezt koveti a
modszerrel kapcsolatos gyakorlati feladatok részletes leirasa. Tovabbra is maradtak olyan
eljarasok, amelyeket a specialis miiszerigény miatt csak bemutatd gyakorlaton ismertetiink,
természetesen ezekhez nem tartozik gyakorlati feladat.

A nyomdai koltségek csokkentése érdekében a szoveget egyes sorkdzzel a lehetd
legtomorebb formaban tessziik k6z¢é. Az egyszerlibb attekinthet6ség érdekében attértiink az
oldalak folyamatos szamozasara ¢€s ennek megfelelden kiegészitettiik a kotet elején talalhato
tartalomjegyzéket. Ezzel szemben az abrak és tdblazatok szdmozasat a fejezeteken beliil
tovabbra is kiilon-kiilon adjuk meg. Reméljiik, hogy a formai modositasok hozzajarultak a
jegyzet konnyeb felhasznalashoz.

A jegyzet megirasaban a Debreceni Egyetem oktat6i és az MTA Szegedi Biologiai
Kozpontjanak munkatarsai vettek részt. Minden szerz6 az altala mivelt és jol ismert
szakteriiletrél irt. Az itt bemutatott kisérletek reprodukalhatéak, mar kialltak a gyakorlat
probajat. A kéziratot kétszer is ellendriztiik, azonban minden bizonnyal maradtak még a
jegyzetben kisebb javitasra szoruld hibdk. Azzal is tisztdban vagyunk, hogy az egyes
miiveleteket a kiilonb6z6 hagyomanyoknak €s az egyéni izlésnek megfelelé mdédon valtozatos
formaban lehet elvégezni. Ezért a Szerzokkel egyiitt kérem a tisztelt Olvasét arra, hogy ha a
jegyzet megirasaval vagy a kisérletek kivitelezésével kapcsolatban barmilyen javité szandéku
megjegyzése lenne, azt szamomra legyen szives megkiildeni. Igérjiik, hogy ezeket a
javaslatokat a korabbi gyakorlatnak megfeleléen igyeksziink a jegyzet ujabb kiadasakor
figyelembe venni.



Bar a jegyzet els6sorban a molekularis bioldgus hallgatoknak késziilt reméljiik,
hogy hasznosan fogjak forgatni mas szakok hallgatoi is, illetve azok a mar végzett
diplomasok, akik munkajuk soran kapcsolatba keriiltek a molekularis bioldgiaval.

Debrecen, 2004. marcius 3.

Dr. Dombradi Viktor
szerkeszt6

Debreceni Egyetem

Orvos és Egészségtudomanyi Centrum
Orvosi Vegytani Intézet

Debrecen 4026

Bem tér 18/B
dombradi@jaguar.dote.hu
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DNS IZOLALASA
Bako Eva

A nukleinsavak izolalasa a legtobb molekularis bioldgiai vizsgalat elsé 1épése. A
kereskedelemben tobbféle DNS tisztitd ,kit” kaphato, ezek segitségével a DNS izolalasa
gyors és biztonsagos, mivel a gyartd cégek garantdljak a kit OsszetevOinek tisztasagat. A
kitekhez mellékelt leiras minden esetben hasznos utmutatdt ad a DNS izolalas gyakorlati
kivitelezéséhez. A nukleinsavak izoldlasa természetesen kitek nélkiil, hagyomanyos
modszerekkel is térténhet. Ezen alaptechnikak ismerete a molekularis bioldgiai munkakhoz
feltétleniil sziikséges.

A tisztitas soran a sterilitds alapvet0 fontossagu, mert a legkisebb mennyiségii idegen,
szennyezd DNS is komoly gondot okozhat a preparatum késdébbi felhasznalasa soran. Hosszu
hénapok utan deriilhet csak ki, hogy az addig végzett munka hidbavalo volt, mert pl. egy
genomi DNS konyvtarbol egy szennyezd DNS-t sziirtiink ki. Az izolalas és a DNS-sel valo
tovabbi munka soran a sterilitas mellett tigyelniink kell a kovetkezdkre:

- Az optimalis pH érték pH 7-8. Savas kozegben, ha a pH < 5,5 a DNS
depurinalddasa, szalhasadas torténhet. Lugos, pH > 10 érték esetén a DNS
denaturalddasa, a kettOs szal szétvalasa kovetkezhet be.

- Keriilni kell a DNS A< 300 nm UV fénnyel valé besugarozasat, mert az a DNS szal
mddositasahoz (nicking), illetve kovalens keresztkotéshez vezethet.

- A DNS tobb milli6 bazispart tartalmazé makromolekuldaja a DNdazok altali
enzimatikus hasitas mellett sériilhet erdteljes mechanikai hatasra is. Példaul keverés
(vortexelés), €s erdteljes ,,fel-le” pipettazds DNS-téréshez vezethet.

- Téarolasra genomi DNS esetén a 4 °C, plazmid DNS esetén a -20 °C hémérséklet az
optimalis.

A rendelkezésre allo DNS tisztitdsi modszerek koziil az alkalmas eljaras kivalasztasat
a kovetkez6 tényezok befolyasoljak:

- az izolalando nukleinsav fajtaja (egyszalud, kétszald DNS; genomi, plazmid DNS)

- a nukleinsav eredete (emlds, névény, egyéb eukaridta, prokariota, virus)

- a kiindulasi anyag természete (teljes szerv, szovet, sejtkultura, vér)

- a mddszerrel szembeni elvarasok (a nukleinsav mennyisége, tisztasaga, tisztitasi id6)
- tovabbi felhasznalas igényei (pl. PCR, klonozas, blottolas, RT-PCR)

Célunknak ¢és persze anyagi lehetOségeinknek megfeleléen valaszthatjuk ki a
megfeleld kit-et, vagy valaszthatjuk a hagyomanyos DNS izolalasi technikat. Altalanossagban
elmondhatjuk, hogy tiszta, ép, sértetlen allapotd, nagymennyiségli nukleinsavat gyorsan
szeretnénk kinyerni.

A DNS tisztitas alapvetden harom 1épésbdl all: (1) a sejtek lizise, a DNS
szolubilizalasa, (2) a szennyezd fehérjék, RNS és egyéb makromolekuldk eltavolitasa
enzimek és/vagy kémiai moédszerek segitségével, (3) tovabbi tisztitds és toményités.
Kiilonboz6 laboratériumokban més-mas receptet hasznalnak, de ezek kozott 1ényeges eltérés
csak az (1) lépésben van attol fliggden, hogy a DNS-t milyen szévetbdl vagy sejtkultirabol
1zolaljuk.



1. Mintaelokészités, lizis és emésztés

A sejtek lizisére hasznalt modszer erélyes kell legyen, hogy a kiindulasi anyag
komplex matrixat megbontsa, de ugyanakkor kiméletes is kell legyen, hogy a nukleinsav ne
sériiljon. A legegyszeriibb moédszer a sejtek lizalasara a hipotonids sokk. A kiilonb6zd
biologiai membranok megbontasara hasznalhatunk még detergenseket (pl. SDS), vagy
enzimes emésztést (pl. proteinaz K). Baktériumsejtek esetén sziikséges lehet a sejtfal
lizozimmal torténd megbontasa is. Bonyolultabb allati, vagy még inkabb novényi szévetek
esetén mechanikai moddszert is alkalmazhatunk pl. a szovet folyékony N, - ben torténd
fagyasztasa utani, mozsarban vald Osszetorésével. Ebben a Iépésben a gyorsasag kritikus
paraméter az endogén nukledzok miikodésének minimalizalasa érdekében. Az emésztd
pufferben 1év6 EDTA is ezt a célt szolgalja, mivel a DNazok miikddéséhez sziikséges
kétértékli fémionokat megkoti. A szovetminta fagyasztds utani felengedését és ujra
fagyasztasat keriilni kell!

2. A nukleinsav extrahdldsa

A sejtkivonat nukleinsav tartalmanak kinyerésére az olddszeres extrakci6 soran fenol/
kloroform/ izoamil-alkohol elegyet hasznalunk. A fenol hatékonyan denaturalja a fehérjéket
és feltehetéen egy résziiket fel is oldja. A cellularis fehérjék és a proteinaz K eltavolitasa a
DNS minta késébbi restrikcids hasitdsa miatt nagyon fontos. A kloroform is denaturaldszer,
ezen kiviil az extrahalast kovetGen stabilizalja a vizes €s a szerves fazis kozotti hatart, ezzel
megkonnyitve a vizes fazis eltavolitasat. Az izoamil-alkohol a habképz6dést gatolja meg, nem
feltétleniil sziikséges az extrakcidhoz. A nukleinsavak a felsd, vizes fazisba keriilnek, amely
centrifugalassal elvalaszthatd a szerves fazistdl. A vizes fézis pipettazassal torténd
eltavolitasakor tigyelni kell, hogy a két fazis kozott kialakult fehérjecsapadék réteg sértetlen
maradjon, ne keriiljon fehérjeszennyezddés a nukleinsavat tartalmaz6 vizes fazisba. A
kicsapodott fehérje nagy része ugyanis a szerves €s vizes fazis hatarfeliiletére keriil. 100 pl-
nél kisebb térfogatii mintat extrahdlni nehéz, nagy a szdzalékos veszteség. Ilyen esetben a
DNS mintat higitjuk. Tal magas sdkoncentracid esetén (>0,5 M) a fazisok felcserélddhetnek,
vagyis a szerves oldoszerek keriilnek feliilre centrifugalds utan. A szerves fazis sargas szine
alapjan mindig kénnyen azonosithato.

Az extrahalast jol miikodo vegyi flilkében, fokozott figyelemmel kell végezni. A borre
ker(ilt fenol komoly égési sériiléseket okoz. Az extrahalashoz hasznalt fenol desztillalt, mivel
oxidacios termékei rongaljak a DNS molekulat, és pufferrel (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0) telitett.
Fontos, hogy a pH nagyobb legyen, mint 7 - 8, kiilonben a DNS a szerves fazisba keriilne.
Mivel ez az el6készité munka hozzéértést igényel és veszélyes, érdemes a molekularis
biologiai munkakhoz ajanlott, dragabb, de kozvetleniil felhasznalhaté fenolt beszerezni. A
DNS extrakcidhoz hasznalt elegy Osszetétele: 25 térfogat fenol, 24 térfogat kloroform és 1
térfogat izoamil-alkohol.

3. A DNS tisztitdsa

A DNS tisztitasara/izolalasara alkalmas modszerek
- Kromatografias eljarasok: gélsziirés, ioncseréld kromatografia, affinitds kromatografia,
adszorpcids kromatografia. Ez utdbbi azon alapszik, hogy a nukleinsavak szelektiven

adszorbealddnak szilikatok, vagy tiveg feliiletére kaotrdp sok jelenlétében. Alacsony
sokoncentracié mellett a DNS az liveggyongy feliiletérdl konnyen elualhatd.



- Centrifugalas: CsCl gradiens centrifugalassal hatékonyan lehet izolalni pl. plazmid, vagy
viralis DNS-t. A centrifugalasnak kozvetve szerepe van a kiilonb6z6 kromatografias
elvalasztasoknal is, mert a centrifugacsovekbe (eppendorf csé) illesztheté kromatografias
oszlopok eluciodja igen gyakran centrifugalassal torténik.

- Szelektiv kicsapas: a nagy sokoncentracié mellett végzett gyors alkoholos kicsapas
jelentésen csokkenti a minta RNS tartalmat. A leggyakrabban hasznalt sé az ammoénium
acetat. Ammonium acetat helyett natrium acetat is hasznalhatd, az el6bbi specifikusan a
nagyobb DNS molekulakat csapja ki. Az olcsé NaCl viszont nem ajanlott, mivel rosszul
oldédik etanolban, ezért a csapadék mellél nehéz lenne eltavolitani. A nukleinsavak
etilalkohol, vagy izopropil-alkohol segitségével kicsaphaték az oldatbol. Az alkohollal
kicsapott és mosott DNS-t TE pufferben feloldva tarolhatjuk 4 °C-on, kb. 1 mg/ml
koncentracioban. A DNS-t hosszabb ideig alkoholban, kicsapott formaban a
legbiztonsagosabb tarolni.

- Enzimatikus tisztitds: Ha sziikséges, a maradék RNS szennyezddést eltavolithatjuk ugy,
hogy a mintdhoz 0,1 % SDS-t és 1 pg/ml DN4iz mentes RNazt adunk, majd 37 °C-on egy
oraig inkubaljuk. Ezt kovetéen a mintat Gjra extrahalni kell szerves oldoszerrel és alkohollal
kicsapni a fentiek szerint.

A DNS mellett kozvetleniil jelenlévd fehérje denaturdldsaval a nukleinsav elvesziti
kompakt szerkezetét, torékennyé valik. Ha nagy molekulatomegi{i DNS-t szeretnénk nyerni,
példaul ha genomi DNS konyvtar készitésére akarjuk felhaszndlni a preparatumot, akkor a
szerves oldoszerek és s eltavolitasat nem alkoholos lecsapassal, hanem dializissel érdemes
végezni. Nagy viszkozitdsa miatt legalabb 24 éran at kell a DNS-t dializalni, minimum 100-
szoros térfogati TE pufferrel (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA) szemben, a puffert 1-
2-szer cserélve.

crer

mért abszorbanciaja alapjan ellenérizhetjiikk. A 260 nm-en mért egységnyi abszorbancia 50
pg/ml DNS koncentracionak felel meg. A tisztasag kritériuma, hogy a 260 nm-en mért DNS
¢és a 280 nm-en mért fehérje abszorbancia értékek hanyadosa >1,8 legyen. Egy 50 % fehérje,
50% DNS keverék abszorpcidés hanyadosa 1,5! A DNS tisztasdganak és koncentraciojanak
ellenérzésére masik, gyakran hasznalt modszer az agardz gélelektroforézis, mely a DNS
fragmentek tovabbi tisztitasara is lehetdséget ad.



GENOMI DNS PREPARALASA
Kokai Endre

A Drosophila melanogaster genomi DNS preparalast Ashburner (1989) leirasa
alapjan, a kovetkez6 modon végezze:

1. Gylijtson 6ssze kifejlett gyiimolcslegyeket és tegye ket 1-2 orara iires edénybe, igy
elkeriilhetjiik a tapcsatorndjukban 1évé emésztetlen élesztégomba DNS-ének szennyezését.
Altassa el éterrel az él61ényeket és felhasznalasig tarolja a kiindulasi anyagot -70°C-on .
2. 40 db muslicat dorzsoljon el folyékony nitrogénnel lehiitétt dorzscsészében.
Felolvadas el6tt adjon a mintdkhoz 1ml kivond puffert és folytassa a dorzsolést az oldattal. A
mintat pipettdzza Eppendorf cs6be.
3. Centrifugélja a mintat szobahdmérsékleten 800 g fordulaton 1 percig, hogy eltavolitsa
a tormeléket.
4, A feliiluszot tegye 1) Eppendorf csébe és centrifugalja szobahdmérsékleten 8000 g
fordulaton 5 percig.
5. A pellethez adjon 500 pl kivoné puffert és szuszpendalja fel pipettazassal.
6. A szuszpenzi6hoz adjon proteinaz K enzimet 100 pg/cm’ koncentraciéban
€s 50 pl 10 % SDS oldatot. Keverje 6ssze a cs6 tartalmat ovatos le-fel forgatassal.
7. Inkubalja a mintat 37°C-on 45-60 percig.
8. Kétszer végezze el a fenol extrakcidt az aldbbiak szerint:
a. Kb. 550 pl kivonathoz adjon 500 pl fenolt majd keverje 6ssze a csoévet forgatassal.
b. Centrifugalja az elegyet szobahdmérsékleten 10000 g fordulaton 5 percig a szerves,
€s a vizes fazis elkiilonitésére.
c. Pipettizza a felsd, vizes fazist tiszta Eppendorf csébe. Ugyeljen arra, hogy a
fazishataron levo fehérje csapadékot ne €rintse a pipetta hegyével.
A munka sordn iigyeljen arra, hogy a fenol erésen maro hatdsu anyag!
9. Adjon a mintdhoz 500 pl kloroform / izoamil-alkohol, 24:1 térfogataranyu elegyét és
végezze el egyszer az extrakciot a fenolos 1épéshez hasonldan.
10. A felsd vizes fazishoz adjon NaCl oldatot 200 mM végkoncentracioban és 2 térfogat
abszolut etanolt. Keverje 6ssze a mintat forgatassal.
11. A kicsapddott DNS-t cenrifugildssal (10000 g, 10 perc) gylijtse 0Ossze
szobahdmérsekleten.
12.  Tavolitsa el a feliiluszot pipettaval.
13. Mossa a DNS pelletet 500 ul 70 % etanollal.
14.  Szaritsa a DNS-t vakuum centrifugaban 10 percig.
15.  Oldja fel a beszaradt DNS-t 100 pl TE pufferben, egy éjszakdn at hagyja
szobahdémérsékleten a mintat a tokéletes feloldodas érdekében.

Az igy nyert DNS preparatum kozvetleniil ellendrizheté agaroz gél-elektroforézissel.
Ismert mennyiségii DNS minta felvitele mellett megbecsiilhetd az ismeretlen minta
koncentracidja. A tiszta preparatum csak nagy molekulatomegli genomi DNS-t tartalmaz. Az
esetleges RNS szenyezés RNaz kezeléssel eltaolithatd. '
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végezziik. 5 ul DNS oldat 595 ul TE pufferbe torténé mérésével készitsen egy 120x-higitott
oldatot. Hatidrozza meg az oldat fényelnyelését TE pufferrel szemben 260 és 280 nm
hulldmhosszon. A 260 nm-en mért abszorbancia alapjan a DNS koncentracio az alabbi médon
szamolhato:
Azé0 * 50 mikrogramm / ml * higitds
Allapitsa meg a DNS tisztasagat az Ayeo / Aggo arany alapjan. (Ha Ajep / Azgo >1,8 a

DNS preparatum tisztanak tekintheto).
Felhaszndlt anyagok és oldatok:
Dietil-éter
Folyékony nitrogén
Proteinaz K torzsoldat 10 mg/ml
SDS oldat 10 %
NaCl torzsoldat 5 M
Kloroform / izoamil-alkohol, 24:1 térfogataranyu elegye
Etanol: 70 % ill. 100% abszolut alkohol
DNS kivono puffer: 10 mM Tris HCI (pH: 7,5)

10 mM EDTA

60 mM NaCl

1,25 mM spermin
1,25 mM spermidin

TFE puffer: 10 mM Tris HCI (pH: 8,0)
1 mM EDTA

Fenol oldat: 0,1 M Tris HCI (pH 7,6) pufferrel telitett fenol
0,1 % hidroxi-kinolin

Irodalom

Michael Ashburner: Drosophila, A laboratory manual
Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989



PLAZMID DNS TISZTITASA
Kokai Endre

Plazmid DNS tisztitasa baktériumsejtekbdl a rekombinans klonok analiziséhez, illetve
a veliik valé tovabbi molekularis bioldgiai munkakhoz alapvet6 fontossagui. A tisztitas soran a
plazmid DNS-t el kell valasztanunk tobbek kozott a gazdasejt fehérjéit6l és a kromoszomalis
DNS-t6l. Kis mennyiségli plazmid DNS kinyerésére tobb modszert dolgoztak ki, melyek
koziil az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras az alkalikus lizisen alapuld minipreparalas.
Ekkor a plazmid DNS-t a plazmidot tartalmazé baktérium folyékony sejtkulturajabol nyerjiikk
ki, a sejtek lizisét NaOH/SDS oldattal valo kezeléssel érjiik el. Az SDS kicsapja a
baktériumfehérjéket, a NaOH emellett denaturdlja mind a kromoszomalis, mind a plazmid
DNS-t.

A moédszer a kromoszomalis és a plazmid DNS eltér6 renaturacios képességét
hasznalja ki. A kalium-acetattal végezett semlegesités a kis méretii cirkularis plazmid DNS
gyors renaturalodasat okozza, mely igy az oldatba keriil, a kromoszomalis DNS nagy része
viszont a baktérialis fehérjékkel és az SDS kaliumsdjaval egyiitt a csapadékban marad és
centrifugalassal eltavolithato. A feltiluszobdl a plazmid DNS-t etanolos kicsapassal, vagy
specialis, erre a célra kifejlesztett gyantak segitségével nyerhetjiik ki és toményithetjiik. Ez
utébbira példa a kovetkezd tisztitasi eljaras, melynek sordn a pl-zmid DNS szelektiven
adszorbedlodik a gyantahoz, majd a szennyezések eltdvolitdsa utan az oszloprdl kis
ioner@sségli oldattal, mint példaul TE pufferrel’, vagy vizzel elualhaté. A modszer alkalmas
15-20 pg plazmid DNS tisztitasara E. coli tenyészetekbdl.

Plazmid prepardlds a “QIAprep kit” felhaszndldsdval
1. Gylijtse 6ssze 1-3 ml folyékony sejtkultira sejtjeit centrifugalassal (1perc 10000 g)

Eppendorf csében, majd szuszpendalja fel 250 pl P1 sejt szuszpendalé oldatban. A Pl
oldathoz hasznalat el6tt adja hozza a kit-ben talalhaté RNaz A oldatot.

2. A szuszpenzidhoz adjon hozzd 250 ul P2 sejt lizis oldatot, majd ovatosan keverje
Ossze az elegyet.

3. Ezutén adjon hozza 350 pul N3 semlegesito oldatot, majd néhanyszor forditsa le-fel az
Eppendorf csovet.

4. Centrifugalja 10 percen keresztiil szobahdmérsékleten 10000 g-vel a csoveket.

5. A feliiluszdt pipettazza at a QIAprep oszlopra.

6. Centrifugalja az oszlopot 30 masodpercig 10000 g-vel. Az atfolyo folyadékot tavolitsa
el.

7. Mossa az oszlopot 0.5 ml PB pufferrel és centrifugélja ismét 30 masodpercig 10000
g-vel. Az atfoly6 moso6 oldatot tavolitsa el.

8. Mossa ismét az oszlopot 0.75 ml PE pufferrel. 30 masodperces centrifugalassal 10000
g-vel tavolitsa el a mosé folyadékot.

9. A maradék PE puffer eltdvolitasa érdekében ujbdl centrifugalja a mintat 1 percig
10000 g-vel.

10.  Helyezze az oszlopot egy uj Eppendorf csébe, amelynek el6zbleg eltavolitotta a
fedelét. Pipettazon 50 ul EB puffert az oszlop kozepére, majd 1 perc varakozas utan 1 perces
centrifugalassal eludlja a DNS-t az oszloprol.

11. A kapott nagy tisztasgt plazmidot -20°C-on tarolja.

(A kisérletben haszndlt oldatok és a gyanta dsszetételerdl a gyarto cég nem ad informdciot.)

' TE puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, | mM EDTA

10



RNS IZOLALAS SEJTEKBOL ES SZOVETEKBOL
Scholtz Beata

Védekezés az RNS degradacidja ellen

Az RNS izolalas és az RNS-sel valo munka egyik legfontosabb kovetelménye az RNS
degradacio megelOzése illetve gatlasa. A tiszta RNS Iényegesen érzékenyebb a magasabb
hémérsékleten vald tarolasra, mint a DNS. Ezért az RNS oldatot munka kozben mindig jégen
kell tartani, a magasabb hdmérsékleten vald inkubalasok idejét €s az olvasztasok-fagyasztasok
szamat pedig minimalizalni kell. Hosszabb tdvon az RNS-t —20°C-n kell tarolni, az archivalt
RNS mintakat pedig célszerli 3M Na-acetattal ¢és etanollal kicsapni, és a csapadékot az
etanollal egyiitt —20°C/-70°C-n tarolni. Az RNS vizes oldatban spontdn hidrolizalhat, és ezt a
reakciot a divalens kationok katalizaljak - az RNS-t tehat hosszabb tdvra ajanlott 0.1 mM
kiil6nboz6 ribonukleaz enzimek (roviden RNazok) idézik eld, melyek mind a sejteken beliil,
mind pedig a laboratoriumi kornyezetben jelen vannak. Az RNazok, ellentétben a DNazokkal,
aktivitasukhoz nem igényelnek divalens kationokat (Mg?*, Ca*" stb.), tehat kelalé agensekkel
(EDTA) az RNazokat gatolni nem lehet. Ezen feliil az RNazok aktivitasukat még hokezelés,
autoklavozas utan is megdrzik. Az RN4azok elleni védekezésnek két része van: az egyik az
oldatok, eszkozok, laboratdriumi kornyezet RN&z-mentességének biztositdsa, illetve a
megfeleld6 munkatechnika, amellyel elejét vessziik a minta RNazzal torténd
beszennyezésének; a masik része pedig az RNS izolalas soran a sejtekben jelenlevd endogén
RNazok azonnali inaktivalasa, hogy ne férhessenek hozza az RNS molekulakhoz.

Az RNS munkéhoz hasznalt csovek és pipettahegyek vagy legyenek a gyarto altal
garantaltan RN4z mentesek, vagy pedig jol zarhaté zacskoban-dobozban taroljuk, és csak
RNaz mentes csipesszel, kesztyis kézzel, illetve a pipettorral érjiink hozzajuk. Az RNS-el
valé munka soran fontos az allandd kesztyliviselés €s a gyakori kesztylicsere. Az iiveg- és
fémeszk6zok 4 oras 300°C-n torténd égetése biztosithatja az RNAz mentességet — egyéb
eszkozoket pl. RNaseZAP (Ambion) oldattal vald attorléssel tisztithatunk. Az RNS
elektroforéziséhez hasznalt futtatokadat és gélontd talcat-fésiit RNaz-mentesithetjik 10%
SDS-ben egy éjszakan at torténd aztatassal, vagy fél 6ras 10% H,0O,-s aztatdssal, amit DEPC-
es vizzel valo oblités kovet. Oldatokat RNaz mentesithetiink DEPC (dietil-pirokarbonat)
kezeléssel is — kivételt képeznek az amincsoportokat tartalmazo pufferek, pl. Tris és HEPES,
mivel ezek kémiailag reagalnak a DEPC-cel, és igy nem marad az oldatban elegend6 DEPC
az RNazok inaktivalasahoz. A kezelés soran az oldathoz DEPC-et adunk, 0.1%
végkoncentracioban, majd tobb oran at kevertetjilk szobahon magneses keverdvel, végiil
pedig 45 percig autoklavozzuk. A DEPC illékony, potencidlis karcinogén anyag, ezért csak
vegyi fiilke alatt nyissuk ki az iiveget, és a kevertetést is fiilke alatt végezziik! Mivel a
polikarbonat pipettakat oldja, csak automata pipettorral, 1 ml-s pipettaheggyel adagoljuk. A
DEPC kovalensen modosithatja (karboximetildlja) az RNS-t, ezért fontos a hosszabb
autoklavozasi id6 betartasa, melynek soran a DEPC vizzé és etanolld bomlik, illetve nem
ajanlott a DEPC koncentracio novelése.

Az RNS izolalashoz hasznalt lizispufferek olyan anyagokat tartalmaznak (pl. guanidin
izotiocianat), melyek azonnal inaktivaljak az endogén RNézokat. A sikeres RNS izolalas els6
feltétele, hogy az izolalas el6tti sejthalalt minimalizaljuk. A pusztuld sejtekben ugyanis az
RNazok degradalni kezdik az RNS-t és igy az izolalt RNS jelentds része tovabbi munkara
alkalmatlan, degradalt formaban lesz jelen a preparatumban. A sejteket-szoveteket tehat az
izolalas elott jégen kell tarolni, maximum 30 percig, vagy folyékony nitrogénben
lefagyasztani, vagy az Ambion altal forgalmazott RNAlater oldatban tarolni, a gyartd
utasitasainak megfelelden.
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A sikeres RNS izolalas masodik feltétele, hogy a sejteket, szoveteket a lizispuffer
jelenlétében minél gyorsabban és tokéletesebben homogenizaljuk. Pusztin a lizispuffer
hozzaadasa nem feltétleniil biztositja a gyors és egyenletes lizist, ezért mindig sziikség van az
egyideji mechanikai homogenizalasra is. Sejtkulturabol szarmazo sejtfal nélkiili sejtek
esetében elegendd a lizatumot vortexelni, vagy tOobbszor pipettazni. Sejtfallal rendelkez6
sejteket (novényi, élesztd, vagy bakteridlis sejtek) célszerii iiveggyongyds homogenizaldval
processzalni (pl. Biospec Products Inc. homogenizatorok), vagy pedig elészor a sejtfalat
enzimesen emészteni, €s utana a sejteket lizispufferban vortexelni. A friss vagy RNAlater-ben
tarolt szovetmintakat lizispuffer jelenlétében a megfelelé késes homogenizatorral (pl.
Polytron) homogenizaljuk, a szovettormeléket sziiréssel eltavolitjuk, és a lizatumbdl az RNS
izolalhatd. A keményebb szoveteket (fis novények, fonalas gombatelepek, vagy csont és
porc) folyékony nitrogénben fagyasztjuk, majd fagyott allapotban porra térjik, és a port
lizispuffer jelenlétében homogenizatorral homogenizaljuk. A folyékony nitrogénben
fagyasztott mintdk porra torésénél nagyon lényeges hogy a minta fel ne olvadjon, tehat
gondoskodni kell a minta és a vele kapcsolatba keriilé eszkdzok folyamatos hiitésérol.

Az RNS-mRNS izolalashoz hasznalt lizispufferek és kitek

A legmegbizhatobb, a laboratdriumban készitett oldatokat alkalmazé RNS izolalasi
moddszer a Chomczynski-féle guanidin izotiocianatos lizis, melyet savas fenollal t6rténd
extrakcio kovet. Az elsé 1épésben a sejtekhez-szovetmintahoz témény guanidin izotiocianat
oldatot adunk, és a megfeleld6 modon homogenizaljuk. A guanidin izotiocianat oldat nemcsak
lizalja a sejteket, de egyszersmind az RNazok rendkiviil hatékony gatloszere is. Mivel a
lizispuffer bizonyos id6 utan elvesziti RNaz-gatld hatasat, a készités datumat mindig fel kell
jegyezni. Fontos, hogy inkabb tobb mint kevesebb lizispuffert hasznaljunk adott tomegii szovet,
vagy adott szamu sejt liziséhez, hogy az RNéazok gatlasa és a lizis minél gyorsabb és teljesebb
legyen. A homogén lizatumhoz ezutan egyenlo térfogatii savas pH-ju fenolt adunk, majd a mintat
vortexelve vagy a csovet tObbszor Osszerazva extrahdljuk. Az igy kapott vizes-fenolos
emulzidhoz kloroform-izoamil alkohol keveréket adunk, a kirazast megismételjiik, majd a mintat
centrifugaljuk, hogy a szerves. és vizes fazisok elvaljanak egymastol. A centrifugélas végén a
fenol-kloroform-izoamil alkohol elegy a cs6ben alul helyezkedik el (szerves fazis), felette
talalhato a kisebb fajstlyu vizes-guanidinos fazis. A savas fenollal térténé kirazas denaturalja és
kicsapja a proteineket, az utana kovetkez6 kloroform-izoamil alkoholos kirazas pedig elGsegiti a
szerves €s a vizes fazis minél optimalisabb elvalasztasat a centrifugalas soran. A kicsapddott
proteinek az organikus és a vizes fazis hataran (interfazis) sargasfehér réteget alkotva
helyezkednek el, mig a DNS az also, szerves fazisban és az interfazisban, az RNS pedig a fels6,
vizes fazisban talalhaté. Az RNS a fels§ vizes fazissal egyiitt pipettazassal eltavolithatd. A
protein vagy DNS szennyezés bevitelt elkeriilendd lényeges, hogy sem az interfazisbdl, sem a
szerves fazisbol ne keriiljon a pipettaba, ezért a vizes fazisbol mindig hatra kell hagyni
valamennyit. A vizes fazisbol az RNS kicsaphatd azonos térfogati izopropanollal, vagy 2.5-3X
térfogat etanollal, minimum két oras -20°C-n torténd inkubalds utan. A Chomczynski-féle
guanidin izotiocianatos lizis soran a vizes fazisban elegendé mennyiségii s6 van jelen, ezért a
kicsapashoz kiilon sé hozzdadasa nem sziikséges. A kicsapas utan az RNS csapadékot 4°C-n
lecentrifugaljuk, a feliilisz6t gondosan eltavolitjuk, majd a csapadékot 75% ,-20°C-s etanollal
mossuk. A mosas célja részben az, hogy a csapadékbdl a s6 nagy részét eltavolitsuk, illetve
hogy az izopropanolt a sokkal illékonyabb etanollal helyettesitsiik. Eppen ezért a mosas soran
lényeges, hogy a feliilluszot mindig alaposan eltavolitsuk, a csapadékot a moso-etanol
hozzaadasa utan felvortexeljiik és rovid ideig allni hagyjuk, mert az etanol csak igy tud a
csapadék részecskéi kozé behatolni, és onnan a sot és izopropanolt kimosni. A mosas utan a
csapadékot ismét lecentrifugaljuk, majd a feliiluszot pipettazassal eltavolitjuk. A maradék
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etanolt elparologtatjuk: vagy ugy hogy a csdvet nyitva a laborasztalon hagyjuk kb 10-15
percig, vagy pedig miikodo vegyifiilke alatt 5 percig szaritjuk. Nagyon fontos, hogy az RNS
csapadékot ne szaritsuk tul, mert akkor nehéz, vagy lehetetlen lesz ujra feloldani — ezért
vakuum centrifugdban vald szaritdsa tilos! A nem tulszaritott RNS csapadék felszine
nedvesen csillog — ha tulsagosan szaraz, akkor matt fehér, és tobbnyire elvalik a cs6 falatdl is.
Az RNS csapadékhoz DEPC H,O-t, 0.1 mM EDTA-t vagy TE puffert adunk, jégen
inkubaljuk mig teljesen feloldodik, majd mennyiségét €s mindségét spektrofotometrids
méréssel és agaroz gélelektroforézissel ellendrizziik. A tiszta RNS ODy60/OD5gg ardnya 1.9-
2.0; ez alatti érték protein vagy fenolszennyezést jelez. A nem degradalt illetve a degradalt
RNS agaréz gélelektroforézis képét az 1. dbran lehet 6sszehasonlitani.

A
<— valyu
nagy B
mRNS-ek
28S rRNS
285 rRNS 18S tRNS
18S rRNS
kis mRNS-ek tRNS
tRNS B «—— degradalt RNS

1. abra. Guanidines lizissel és fenol-kloroform extrakcioval izolalt total RNS agaroz
gélelektroforeézis képe.

A/l. Jo mindségii, nem degradalt RNS. A 28S riboszomalis RNS csik intenzitasa 1.6-2X-e a
18S rRNS csik intenzitasanak. A 28S rRNS felett elégge egyenletes méreteloszlissal a
nagyobb méretii mRNS-ek populacidja festédott EtBr-dal. Néhany nagyobb mennyiségben
termelodott RNS onallo csikkeént latszik a 28S rRNS felett. A transzfer RNS-ek (tRNS) a gél
aljan futnak. A/2. Majdnem teljesen degradadlodott RNS. A 28S rRNS egyaltalan nem latszik, a
18S rRNS-bdl is csak egy igen halvany csik latszik. A degradalodott RNS kis fragmentjei a
tRNS-el egy vonalban futnak, a gél aljan lathatok.

B/3-4. Reészlegesen degradalodott RNS. A 28S és 18S riboszomalis RNS csik intenzitisa
egyenlo (B/3), illetve a 18S rRNS csik intenzitdsa erdsebb a 28S rRNS-énél (B/4).

A mindségellenérzéshez nem sziikséges formaldehides denaturalé gélt futtatni,
egyszerli 0.8%, 1XTAE pufferos agar6z gél is megfelel. A gélontéshez hasznalt fésii legalabb
0.5 cm széles legyen, az RNS-bdl maximum 1 pg-t futtassunk, és a gélt lassan, kb. 50-60
volttal futtassuk szobahdmérsékleten. Az agaréz gélelektroforézis modern alternativaja az
Agilent 2100 Bioanalyzer késziilékkel hasznalhatd kapillaris csippel torténé analizis. Az
Agilent csipr6l részletes leirast talalhaté az alabbi honlapon: http://www.chem.agilent.com.
Habar draga, az Agilent analizis el6nye, hogy igen kis mennyiségii RNS-t is pontosan
detektal, illetve ugyanazon mintardl igen pontos kvantitativ és kvalitativ adatot is szolgaltat.
Nagy érzékenysége miatt nemcsak totdl RNS (és DNS), hanem mRNS és ¢cDNS preparatumok
kvantitativ és kvalitativ analizisére is alkalmas.
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A total RNS izoldlasdhoz ma mar gyakrabban hasznaljak a Trizol oldatot vagy Tri-
reagenst. Mindkét oldat tulajdonképpen guanidin izotiocianat és savas fenol stabilizalt elegye
ami az izolaldst menetét jelentGsen meggyorsitja. A lizis utdn a szerves-vizes fazis
elvalasztasa ugyanugy kloroform hozzaadasaval torténik, és az RNS-t a vizes fazisbol
alkoholos kicsapassal nyerjiik vissza. Egyéb kitek (pl. Qiagen RNeasy) a lizatumban jelenlevo
RNS-t szilika-matrixot hordoz6 oszlopokon kotik meg a megfeleld puffer jelenlétében, a
proteineket és DNS-t mosassal tavolitjak el, és a tiszta RNS-t a megfeleld pufferrel elualjak.

Az a strukturalis jellegzetesség, hogy az mRNS-ek oridsi tobbsége a 3' végen mintegy 200
nukleotid hosszi poliadenilat szakaszt hordoz, kihasznalhaté az mRNS-k elkiilonitésére a tobbi
RNS-t6l. Ha az RNS keveréket egy olyan kromatografids oszlopon engedik at, mely szilard
fazishoz (altalaban cellul6zhoz) kotott oligo(dT)-t tartalmaz, a poli(A) farok hibridizalodik az
oligo(dT)-vel és kikotddik az oszlophoz. A nem kotott nukleinsavat kimosva, az mRNS
elualhaté az oszloprdl. Ez a médszer az affinitas kromatografia egy specialis esete. Az mRNS
izolalasahoz szamos kivald kit all rendelkezésre (Promega, Ambion).

Irodalom

Chomczynski and Sacchi (1987) Analytical Biochemistry 162:156-159
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TELJES RNS PREPARALASA
Kokai Endre

A Drosophila melanogaster a klasszikus genetikai kutatdsok jol ismert modell
szervezete. A genetikai hattér és a teljes genom szekvencidjanak ismerete jo lehetdséget
biztosit a gének funkciojanak vizsgalatara. Ezen kisérletek elvégzésének fontos eldfeltétele a
nagy tisztasagi RNS preparaldsa. A szamos lehetség koziil azt az egy 1épéses modszert
valasztottuk, amely TRIzol Reagens (GIBCO BRL) alkalmazasan alapul. Az igy izolalt RNS
minta a tovabbiakban alkalmas Northern blot analizisre, dot blot hibridizaciora, poly (A)"
szelekciora, in vitro transzlaciora, RT PCR reakciora és molekularis klonozasra.

1. 30-40 db korabban 1 6rahosszaig éheztetett, és elaltatott muslicat helyezzen folyékony
nitrogénbe, majd kloroformmal o6blitett és folyékony nitrogénnel lehiitott dorzscsészében
alaposan dorzsolje el a rovar testeket. Felolvadas el6tt adjon a mintdhoz 1ml TRIzol reagenst
¢s folytassa a dorzso6lést az oldattal. A mintat pipettdzza Eppendorf csobe.

2. Inkubalja szobahdmérsékleten a csévet 5 percig.

3. Adjon a mintdhoz 0.2 ml kloroformot és kézben forgassa le-fel a csovet 15
masodpercig.

4. 3 percig hagyja allni a mintat szobahOmérsékleten.

5. Centrifugalja a homogenizatumot 4°C-on 12000 g fordulaton 15 percig.
Centrifugalas utdn harom fazist kiilonithet el:

-also, piros, fenol-kloroformos fazis,
-k6zéps06, fehér fazis,

-felso, szintelen, vizes fazis.

A vizes fazis térfogata ~ 60%-a a homogenizalashoz hasznalt TRIzol térfogatanak.

6. Pipettaza a fels6 vizes fazist egy Uj Eppendorf csébe és adjon hozza 0,5 ml
izopropanolt.

7. Tartsa jégen a csovet 10 percig.

8. Centrifugalja 4°C-on és 12000 g fordulaton 10 percig.

9. Tavolitsa el maradéktalanul a feliilisz6 vizes-izopropanolos oldatot.

10.  Mossa az RNS pelletet 1 ml 75%-os etanollal.

Az RNS preparatum 75%-os etanolban 1 hétig tarolhaté 4°C-on és 1 évig -20°C-on.

11.  Szaritsa be az RNS pelletet fiilke alatt 5-10 percig. Ne szaritsa meg tokéletesen, mert
az gatolja az RNS feloldodasat.

12.  Oldja fel az RNS-t 50 pl formamidban. Formamidban az RNS RN-az hatastol
mentesen tarolhat6 -20°C-on.

Az RNS preparatum kozvetleniil ellendrizhetd agaroz /  formaldehid
gélelektroforézisben. Ismert mennyiségii RNS minta felvitele mellett megbecsiilhetjiik a sajat

s rey
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A pontos koncentracié meghatarozasat fotometrias m¢“<zerrel végezziik. Az RNS
mintat higitsa 120x —ugy, hogy 5 ul RNS oldat 595 pl 1 mM va,HPO4 (pH 7.5) oldatba mér.
Hatidrozza meg az oldat fényelnyelését Na,HPO4 oldattal szemben 260 és 280 nm
hulldmhosszon. A 260 nm-en mért abszorbancia alapjan az RNS koncentracié az aldbbi
moddon szamolhatd:

A260 *40 mikrogram / ml * higitds

Az RNS tisztasagat az Ajeo / Azgo arany alapjan hatarozhatjuk meg. (Ha az Axgo / Aago
>1,9 az RNS preparatum tiszta).
Felhaszndl” wyagok és oldatok
Folyékony nitrogén
Kloroform
TRIzol Reagens (GIBCO BRL)
Izopropanol
Formamid

Etanol (75 %)

Na,HPO4 torzsoldat 1 M (pH 7.5)

Irodatom

D. Simms, P. E. Cizdziel, P. Chomczynski: TRIzol™ : A new reagent for optimal single-step
isolation of RNA (1993) Focus® 15, 99.
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DNS VIZSGALATA AGAROZ GEL ELEKTROFOREZISSEL
Dombradi Viktor

Az elektroforézis elvi alapjai

Toltéssel rendelkezé részecskék elektromos térben toltésiikknek megfelelé irdnyban
mozognak. A pozitiv toltésii kationok a negativ katdd, mig a negativ t6ltésii anionok a pozitiv
anod felé haladnak. Az elektrodok feliiletéhez érve az ionok toltésiiket elvesztik. Elvalasztas-
technikai szempontb6l az ionok &aramldsa az un. elektroforézis a lényeges; az ionok
semlegesitddése az elektrolizis masodlagos kisér6folyamatnak tekinthetd.

Az ionok vandorlasi sebességét toltéssiirliségiik és az alkalmazott fesziiltség- gradiens
nagysaga szabja meg. A fesziiltség-gradiens egyenesen aranyos a két elektrod kozotti
fesziiltségkiilonbséggel és forditottan aranyos az elektrodok tavolsagaval. Az elektrodok
nem 4ll moédunkban megvaltoztatni. Szabalyozhaté viszont az elektrodokra kapcsolt
egyenaramu  aramforras, illetve egyeniranyito fesziiltsége. Minél nagyobb a
fesziiltségkiilonbség (egy bizonyos hatarig), annal gyorsabb az elvalasztis, azonban arra is
gondolni kell, hogy a nagy fesziiltséghez nagyobb aramerdésség tartozik; ami a késziilék
felmelegedéséhez vezet. Nagyobb hémérsékleten viszont gyorsabb a diffizio, ami az
elvalasztas mindségét rontja. Ezért a késziilék hiithetGségét és az alkalmazott puffer-rendszer
ellenallasat figyelembe véve olyan optimalis fesziiltséget kell megvalasztani, ami a lehetd
legrévidebb i1d6 alatt megfeleld elvalasztast biztosit.

Az ionok toltéssilirlisége egyenesen aranyos a netto-t6ltéssel és forditva aranyos a
meérettel. A méret megadasakor szamitasba kell venni az adott ion hidratburkat is, mivel az
ionhoz kotott vizréteg az ionnal egyiitt vandorol. A fenti szabaly aldl kivételt jelent a H' és
OH’, melyek mozgékonyséaga a vartnal sokkal nagyobb. A nagy mozgékonysag oka az, hogy
vizes oldatban a toltés a hidrogénhiddal 6sszekétott vizmolekuldkon keresztiil vandorol a H',
illetve OH™ aktualis elmozduldsa nélkiil. A fenti két ion nagy vandorlasi sebessége miatt vizes
oldatban a katédhoz a H', az anédhoz a OH™ ér el8szor. Ezért, és a puffer alkotorészek
redoxpotencialja miatt az elektroforézist kisér6 elektrolizis soran a katédon H,, az andédon O,
gaz keletkezik. Bar ez a folyamat az elvalasztas szempontjabol mellékes, az elektrodon
buborékok forméjaban megjelené gaz minden mérémiiszer nélkiil is bizonyitja, hogy a
rendszeren aram folyik at, azaz nincs kontaktushiba (/. dbra).

katod anod
O \ H.,(g) jonok vizes oldatban Ozﬁq)/ ®
—n—'v/ i \\(""
o] @]
O O
o D @-—» o
“ N
elektrolizis elektroforézis elektrolizis

1. abra. Az elektroforézis elvi vazlata
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Az ionok eltérd toltésslirtiségiik miatt eltérd sebességgel mozognak az elektromos
térben, ami lehetdvé teszi elvalasztdsukat. Gyenge savak, ill. bazisok disszocidcidjanak
mértéke, és igy a toltéssel rendelkezd ionok kialakuldsanak mértéke, a kdzeg pH-jatdl fligg.
Ikerionos és poliionos anyagok esetében a pH nemcsak a vandorlas sebességét, de annak
iranyat is megszabja. Egy adott anyag ionjainak toltését és méretét komplexképzok
segitségével is lehet moddositani. Ezért az elvalasztidst az alkalmazott puffer pH-ja és
adalékanyagok jelenléte alapvetden befolyasolja.

Szabad-hatarfeliiletii elektroforézis

Az elektroforézist eldszor A. Tiselius alkalmazta szérumfehérjék elvalasztasara. A
kozel azonos méretli és alaki fehérjéket allandd fesziiltségkiilonbség mellett nettotoltésiik
szerint szeparalta. Uttoré munkéssagaért 1948-ban megkapta a kémiai Nobel-dijat. Bar a
Tiselius altal alkalmazott eljaras elméleti jelent6sége nem kétséges, gyakorlati alkalmazasat
hatraltatta, hogy a folyamat nyomon kovetése bonyolult analitikai eljarast igényelt és az
elvalasztas hatasfokat a szabad diffuzié jelent6sen rontotta. Ezért a szabad-hatarfeliiletii
elektroforézis nem valhatott rutin médszerré.

Zona elektroforézis

A szabad-hatarfeliiletti elektroforézis hatranyait ugy kiiszobolték ki, hogy az
elektroforézist un. elektroforetikus hordozdok altal biztositott mechanikailag stabil méatrixban
végezték. Hordozoként kiillonb6z6 porokat (pl. celluldz), szlir6papirt, kiillonbdz6 mesterséges
membranokat (pl. celluldz acetat) és géleket (pl. keményitd, agar, poliakrilamid) hasznaltak.
A hordozoéban végzett elektroforézist zona elektroforézisnek nevezték el. Zona elektroforézis
soran az ionok mozgasa a puffer oldattal atitatott hordoz6 porusai koézott torténik, ami a
diffizié hatranyos szerepét jelentOsen csokkenti. A hordozok mechanikai stabilitasa lehetévé
teszi, hogy az elektroforézis befejezése utan az elvalasztott ionokat a hordozd teljes
keresztmetszetében rogzitsék és megfeleld festési eljarassal detektaljak, ami az eredmények
dokumentalhatosagat nagymértékben eldsegitette. Ezen tilmenden lehetdség nyilt arra, hogy
az elvalasztott ionokat a hordozo megfeleld teriiletérdl elualjuk, azaz az eredetileg analitikai
célokra bevezetett eljaras preparativ médszerré fejlesztheto.

A fenti kedvezo tulajdonsagok mellett a hordozo porusméretétdl és az elvalasztandd
ionok méretétdl fliggden a hordoz6 molekulasziiro hatassal is rendelkezhet. Ha a pérusméret
sokkal nagyobb az ionméretnél, ez a hatds nem érvényesiil, ha azonban a pérusméret és az
elvalasztando ionok mérete kozel azonos, a hordozd porusai az ionokra nézve sziirGhatassal
birnak. A molekulasziiré hatds lehetdvé teszi, hogy a nettd toltés kiillonbségén til méretiik
szerint is elvalasszuk az ionokat. A leghatékonyabb szeparalas a porusmérethez kozel alld
méretii ionok esetében érhetd el. A porusméretet a gél anyaganak megvalasztasaval, valamint
beallitani. A papir, celluldz és cellul6z-acetat membran nagy pdrusméretli; az agar és agaroz
gél kozepes, a keményitd és poliakrilamid viszonylag kis porusu hordozo.

A méreten kivill az ion alakja is jelent6sen befolyasolja a vandorlas sebességét. Ha egy
adott gélben kozel azonos nettotoltésti és molekulatomegii makromolekuldkat futtatunk
elektromos térben, akkor a globularis (gombszerii) ion gyorsabban mozog, mint a fibrillaris
(palcikaszerii) ion, ami azzal magyarazhatd, hogy a palcika alaku részecskének elészor
legkisebb keresztméretével kell a megfeleld elektrod iranyaba beéllni ahhoz, hogy a gél
porusain atjusson (az orientacids folyamat iddigényes, a vandorlas sebességét csokkenti).
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Agaroz gél elektroforézis

Az agardz linearis poliszacharid, melyet tengeri algabol nyernek. A polimert alkotd
diszacharid-egység képlete a kovetkezo:

OH
CH,OH 0
o
0 \%o/
(o) H
P o o

A kereskedelemben kaphatd agar6z nem teljesen tiszta, mas szénhidratokat, sokat, sot
fehérjéket is tartalmazhat. Mivel az agardz tisztasiga nagymértékben befolydsolja az
elvalasztds minOségét és a DNS tovabbi felhasznalhatdsagat, yjabban specidlisan DNS
tisztitasra alkalmas készitményeket hoznak forgalomba. Az agaréz kémiai modositasaval
olyan alacsony h6fokon olvadé agaréz szarmazékot is eldallitottak, ami els6sorban preparativ
célokra alkalmazhat6. Az alacsony olvadasponti agaréz egészen kis DNS darabkak (50-500
bazispar) elvalasztasara is alkalmas, azonban az agar6z géleket altaldban nagyobb méretii
molekuldk szeparalasara alkalmazzak hatékonyan. A DNS vandorlasi sebességét az agar6z
gélben szamos tényez6 befolyasolja. A DNS neutralis pH mellett negativ toltésii és az andd
felé mozog. Az elektromos tér hatasara a kettds hélixet alkoté DNS a méretének
logaritmusaval forditott aranyban 1év6 sebességgel vandorol a gélben. Azaz a nagyobb DNS
darabok lassabban, a kisebbek gyorsabban mozognak a korabban targyalt molekulaszlir6 hatés
miatt (2. abra).
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2. abra. Kettosszalu DNS vandorlasa 1 % agaroz gélben

19



A gél atlagos porusmérete az agardz koncentraciojatdl fiigg €és megszabja, hogy a gél
milyen méretii DNS darabokat tud hatékonyan szétvalasztani. A DNS mozgékonysaga (M) és
a gél koncentracidja (c) kozott a kdvetkezd dsszefiiggés irhato fel:

lgM =1gM, — kc
ahol M, a szabad feliiletii elektroforézisben mérhetd mozgékonysag, £ pedig a retencids

tablazat ad utmutatast.

1. tablazat. Az agaroz koncentracio és a gélben elvalaszthato DNS mérete kézotti

osszefiigges
Agardz koncentracid a gélben | Hatékonyan elvalaszthato linearis kett0sszala
(%) DNS mérettartoméanya (‘kb)
2,0 0,1-2
1,5 0,2-3
1,2 0,4-6
1,0 0,5-8
0,7 0,8-10
0,5 - 1,0 - 30

"kb = kilobazispar

A DNS mérete mellett annak alakja is modositjia a vandorlas sebességét; a
szuperhelikalis, cirkularis és linedris DNS mozgékonysaga az elektroforézis koriilményeitdl
(aramerGsség, ionerdsség) fliggd modon eltérd. Ezért célszerli a vizsgalni kivant DNS-hez
hasonl6 szerkezetli ismert méretii DNS darabokbdl standardokat alkalmazni, és az ismeretlen
mozgékonysagat ehhez viszonyitani. Az ismeretlen DNS méretének megallapitasahoz
legtobbszor a Afdg HindlIII restrikcids enzimmel torténé emésztésével nyert fragmentumait
hasznaljak. Az emésztés eredményeként 23,3 kb; 9,42 kb; 6,56 kb; 4,36 kb; 2,32 kb; 2,03 kb;
0,56 kb és 0,13 kb méretli fragmentumok keletkeznek (a legkisebb legtobbszor olyan gyengén
festddik, hogy nem latszik a gélben). Ezt a standard sorozatot hasznaltuk a 2. dbra
elkészitésekor. Ujabban népszeriivé valt az un. ,,1 kb-os létra” alkalmazasa. Ez tobbszorosen
egymashoz ligalt 1018 bazispar hosszusagii DNS darabok sorozata, amelyben megtalalhato a
vektor 1636 bp méretii savja is. Egy tipikus 1étra 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108,
stb méretii savokbdl all.

Az 1. tabldzatban feltiintetett méreteknél nagyobb DNS mintdk hagyomanyos
eljarassal nem valaszthatok szét agaréz gélben. Ha azonban a futtatas soran megvaltoztatjuk
az elektromos tér iranyat, egészen nagy DNS molekulak is elvalaszthatok egymastol. (lasd A
pulzalé erdterti gélelektroforézis cimii fejezetet).

A gélben 1évé DNS-t ethidium-bromiddal festik. A festék molekulai beékelédnek a
DNS bazisparjai k6zé. A kotott ethidium-bromid 302 és 366 nm-en ultraibolya sugarzast nyel el
és 550 nm-es voroses narancsszinii fluoresszcens fényt bocsat ki. Tehat a DNS-hez kotott festék
UV fényben lathatova valik. A festék interkalalodasat a kettdsszali DNS bazisparjai kozzé a 3.
abra mutatja. A DNS festését legtobbszor az elvalasztas utan végzik, azonban meggyorsithatd
a detektalas oly médon, hogy az etidium bromidot mar a gél készitésekor belekeverjiik a gél
anyagaba. Az etidium bromid karcinogén, a vele valé munka és a feleslegessé vdlo hulladék
megsemmisitése nagy koriiltekintést igényel!
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By ETIDIUM
® -BROMID

3. abra. DNS festése etidium-bromiddal
A Kkisérlet kivitelezése

Agaroz gél készitése

A futtato talca két végét szigeteld szalaggal folyasmentesen zarja le és helyezze a
talcat vizszintes feliiletre. Helyezze a talcaba a mintafelvive fésiit és rogzitse a fésiit a
milanyag csavar enyhe(!) meghuzasaval (4. abra).

Fésatartd

Fési

Régzitd csavar

Szigeteldszalag Futtatd talca

4. abra. Agaroz gél ontéséhez elokészitett futtatotalca

Készitsen 80 cm’ puffert 8 cm® TBE gélpuffer torzsoldat® 10-szeres higitasaval. A
higitashoz kétszer desztillalt vizet hasznaljon.

250 cm’-es Elrenmeyer-lombikba mérjen ki 0,8 g agarézt. Ontse az agarézra a 80 cm’
10-szeres higitasi TBE puffert és a lombik szajat papirvattaval lazan témje be. Oldja fel az
agarozt forrasig torténd melegitéssel, és gyakori razogatassal. A jo oldat vizszerli, attetszo,
stirlibb agaroz-szemcséket nem tartalmaz. Hiitse le az agaréz oldatot kb. 60°C-ra és
buborékmentesen ontse az elokészitett futtatd talcaba. Az agardz gél 30-40 perc alatt szilardul
meg.

? Gélpuffer: Nagy pufferkapacitdsa miatt a TBE (Tris-borat-EDTA) puffert hasznaljak leggyakrabban
analitikai vizsgalatokhoz. Altalaban koncentralt torzsoldatot készitenek, amit felhasznalas el6tt desztillalt vizzel
tizszeres térfogatra higitanak. A TBE torzsoldat 450 mM Tris-boratot és 10 mM EDTA-t tartalmaz (pH 7,5-7,8).
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Készitsen 600 cm’ elektroforézis puffert a TBE torzsoldat 10-szeres higitasaval és
ontse a futtaté kadba. Ovatosan hiizza ki a fésiit a gélbél és tavolitsa el a ragasztoszalagot a
talca két végér6l. Helyezze a gélt a futtatd kadba (vigyazzon a gél nehogy lecsusszon a
talcardl!), és ha sziikséges, Ontson rd annyi elektroforézis puffert, hogy az kb. 1 mm-es
rétegben fedje el a gélt.

Gélelektroforézis

Ha a gél elkészitése jol sikeriilt 30 mintafelvivd valyu all rendelkezésre. (Ha a valyuk
koziil néhany megsériilt, ezeket hagyja iiresen!) A gél sz€lén 1€évo 1. és 2. valyiba ne vigyen
fel mintat. A 3. valydba mikropipetta segitségével pipettazzon 10 pl standard oldatot’, majd a
kovetkez6 valyikba vigyen fel 10 pl és 20 pl ismeretlen DNS mintat novekvd mintaszam
szerint'. A mintak nagy siirliségiik miatt a valyd aljan gyiilnek 6ssze. A diffiizi6 elkeriilése
érdekében igyekezzen a mintafelvitelt gyorsan elvégezni. Jegyezze fel, hogy mely valyuba
mely ismeretlen keriilt. Az ismeretlenek felvitele utan a kovetkez6 valyuba pipettazzon 20 pl
standard oldatot.

Zarja le a futtat6 kadat az elektromos csatlakozokat tartalmazo fedovel. A vezetékeket
csatlakoztassa a tapegységhez. Az ugynevezett "mini" gélelektroforetikus késziilékkel
optimalis sebességii elvalasztast, 1-2 kb nagysagi DNS mintdk esetében 5 V/cm
fesziiltségeséssel lehet elérni, ami azt jelenti, hogy kb. 90 V fesziiltséget kell biztositani. Az
elektroforézist 90 V konstans fesziiltséggel 1-1,5 oraig végezze. Amikor a jelzéfesték a valyu
és a gél széle kozti ut kb. 2/3-at megtette, kapcsolja ki az aramforrast és huzza ki a
banandugokat a stabilizatorbdl.

A gél festése

Vegyen fel gumikesztyiit és minden ethidium-bromiddal kapcsolatos munkat kesztyiis
kezzel végezzen! Emelje fel a tank tetejét és a gélt a futtatd talcaval egyiitt dvatosan emelje a
festé kadba. Ontson kb. 400 cm® 0,5 pg/ecm’ higitott ethidium-bromid festd oldatot’ a kadba
ugy, hogy az a gélt teljesen ellepje, és fedje le a kadat. A festés sotét helyen (pl. zarhatd
szekrényben) szobahOmérsékleten 30-40 percig tart. Emelje ki a festd kadbol a talcan 1€vo
gélt és helyezze a mosé kadba, majd oblitse le a gélt 2x400 cm’ desztillalt vizzel. (A festd
oldat ujra felhasznalhatd, ontse vissza sotét iivegbe!) Gyorsabb detektalast biztosit, ha a gél
festék interkalalédasa mar az elvalasztas soran megtorténik, igy nincs sziikség kiilon festési
lépésre. Ha ezt a modszert valasztjuk, természetesen mar a gélontés pillanatatol kezdve
alkalmazni kell az etidium bromid kezelésére vonatkozd dvintézkedéseket. Arra is gondolni
kell, hogy a festék kifut a gélbdl, ami a puffer elszennyezddéséhez €s nem teljesen egyenletes
festési intenzitashoz vezet. Végiil ezzel a modszerrel a fel nem hasznalt festék veszendébe
megy (nem hasznosithatd ujra).

A festési modszer megvalasztasakor tehat mérlegelniink kell a gyorsasagbol adédd
elényoket és az ezzel jar6 nagyobb szennyezés veszélyt, a képmindség romlasat és a
veszélyes hulladék megsemmisitésével jard tobbletmunkat is.

? Standard oldat: A HindIIl enzimmel emésztett Afag DNS-t vagy az tn. 1 kb létra komponenseit
mintapufferrel és gélpufferrel olyan aranyban kell Gsszekeverni, hogy Osszetétele megfeleljen a mintdk
dsszetételének és a DNS koncentracidja 0,5 mg/ml legyen. igy 10 pl standard oldatban 5 pg DNS-t vihet a gélre.

* A mintapuffer a gélpufferrel azonos Gsszetételii, azonban 66,6 % szacharézt és 0,4 % bronfenol kék festéket
is tartalmaz.

3 Fest6 oldat: A festéshez 10 mg/em® koncentraciéju ethidium-bromid térzsoldatbol 20000-szeres higitassal
0,5 pg/em’ festé oldatot kell késziteni a tizszer higitott TBE pufferben. A festd oldatot sétét tivegben kell térolni.
Ovatosan kezelje, mert az ethidium-bromid karcinogén. Csak kesztyiiben dolgozzon vele és minden ethidium-
bromid tartalmi anyagot (gél, kesztyii, oldat) az erre a célra kijel6lt gytlijtéedényben gytijtson!!
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A gél vizsgdlata

A DNS savok detektalasa UV atvilagitd asztalon torténik. Ha a hagyomanyos
fényképészeti eljarast koveti az UV fény bekapcsolasa eldtt zarja be a s6tét szoba ajtajat és
vegyen fel védodalarcot. Helyezze a gélt az atvilagitd lapra és zarja ra a védo fedelet.
Kapcsolja be az UV fényt az asztalon 1év0 kapcsoldval és oltsa le a szobai vilagitast. Az UV
fényben lathatova valnak a gélben 1évé DNS savok. Polaroid kameraval fényképezze le a gél
képét. A felvételhez narancsszinili szinsziirét és 667 szamu Polaroid filmet hasznaljon. Jél
felszerelt laboratériumokban manapsag mar videé kameraval ellatott denzitométerrel torténik
a detektalas és az eredmények elektronikus rogzitése. Az utdbbi lehetdvé teszi az adatok
elektronikus tovabbitasat, taroldsat és nyomtatdsat. A szamitégépes technika segitségével
megvalodsithaté a kép manipulalasa (kontraszt, szinintenzitas, méret beallitasa), azonban ne
feledkezziink meg arrdl, hogy valodi dokumentacios értéke csak az eredeti felvételeknek van.
A vizsgalat utan a gélt az ethidium-bromid tartalmu szilard hulladék gytjtésére rendszeresitett
taroloba tegye!

Az etidium bromid tartalmu mintdk megsemmisitése

A kisérlet elvégzése utan feltétleniil gondoskodni kell karcinogén festékanyag
megsemmisitésér6l. 100 ml szennyezett oldathoz 100 mg elporitot aktiv szenet adunk. Az
oldatot kb. 1 d6ra hosszaig szobahémérsékleten tartjuk és néha osszerazzuk. Ezutan az oldatot
Whatman No.1 sziir6papiron torténd szliréssel tisztitjuk meg az aktiv széntdl. A sziirGpapirt és
a rajta visszamaradt etidium bromiddal szennyezett aktiv szenet miianyag zacskdéban a szilard
etidium bromid hulladék tarolasara rendszeresitett konténerben gytijtjiik. Az etidium bromid
megsemmisitése égetéssel torténik.

A gélkép alapjan a kovetkezd informdciok nyerhetok:

(1) A DNS savok helyzete és intenzitasa felvilagositast ad a minta tisztasdagarol. Ha a
vart sav(ok) mellett tovabbi sav(ok) is észlelhetdk, ez a minta szennyezettségére utal. A vart
€s extra savok intenzitdsa a szennyezés mértékérdl ad tajékoztatist. Elképzelhetd, hogy a
szennyezés a minta degradacidjanak eredménye, ilyenkor a vartnal kisebb méretii extra savok
jelennek meg. Az aspecifikus médon degradalédott DNS nem ad jol elkiilonithet6 savokat, a
gélen széles mérettartomanyban detektalhato festddés. Hasonldan elmosddott savot okozhat
mRNS szennyezés is.

(2) Ha a minta DNS pontos koncentracidjat nem ismerjiik, a sav(ok) intenzitasabol
kiilonboz6 térfogatokat felvinni egymas melletti valyikba és a festddés intenzitasat ismert
mennyiségli DNS-t tartalmazé savok intenzitasaval 6sszehasonlitani

(3) A 2. dbran lathatd Osszefiiggés alapjan lehet6ség van az ismeretlen DNS darab
méretének meghatarozasara. Ehhez ismert méretli (standard) DNS mintdk mozgékonysagaval
kell az ismeretlen anyag mozgékonysagat 6sszehasonlitani.
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PULZALO (EROTERU) GELELEKTROFOREZIS
Sipiczki Matyas és Miklés Ida

A hagyoméanyos gélelektroforézis soran a DNS molekuldk egy kocsonyas kozegben
vandorolnak allanddé elektromos er6tér hatdsara. A leggyakrabban hasznalt kocsonyasito
anyag az agar0z, az agar egyik szolubilis frakcioja. Gél allapotban az agardz valtozo
vastagsagu és hosszusagu nyalabokat képez, amelyek szabalytalan térbeli halézatot hoznak
létre. A nyalabok kozott kisebb-nagyobb iiregek, hézagok maradnak, amelyeken keresztiil a
DNS molekulak vandorolhatnak. A véndorlasra alkalmas tér mérete fiigg az agaroz
koncentraciojatol. Az atlagos "poérusméret” 36 nm-t6l (4%-os agar6z) 230 nm-ig (0.45%-os
agardz) terjed. A nyaldbok belsejében is el6fordulnak akkora hézagok, amelyek atmérdje
lehet6vé teszi a DNS molekula atcsiszasat.

Az ektroforézishez altaldban a DNS molekuldk vizes oldatat hasznaljuk. Ilyenkor
"relaxalt" allapotban vannak (/4. dbra). Az elektromos er6térben azonban "kiegyenesednek"
és az er6vonalakkal parhuzamosan rendezddnek el (/B. dbra). Ebben az allapotban
viszonylag koénnyen mozoghatnak a gél iiregeinek haldzataban. Mozgasukat a nadasban
haladé siklééhoz hasonlithatjuk. A sikl6 feje (a DNS molekula egyik vége) keresi az utat a
nadszalak (a gél nyalabjai) kozott, amit azutan a siklo teste (a molekula tobbi része) kigyozva
kovet. A gélben torténd haladas sebessége szamos tényezot6l fiigg. Példaul a gél
koncentracidjatol, a puffertdl, a hdmérséklettdl és természetesen az elektromos erétértdl (v.6.
Agardz gél elektroforézis fejezet). Konstans erdteret hasznalva a 20 kb-nal nagyobb DNS
molekuldk mozgédsanak sebessége mar alig tér el egymastdl, igy ezek nem is valnak szét.
Feltételezések szerint ennek az oka az, hogy a 20 kb-nal nagyobb molekuldk nagyjabol
azonos atmérGjii "kiegyenesedett" térszerkezetet vesznek fel az elektromos er6térben (/B
abra).
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1. abra. DNS molekulak elvalasztasa pulzalo gélelektroforézissel
A.Elektromos erétéren kiviil a DNS molekulak véletlenszeriien feltekeredett (random coil)
dllapotban vannak. Tegyiik fel, hogy a harom molekula mérete feliilrél lefelé 5, 50 es 500 kb.
B. A molekulak alakjanak valtozasa és vandorlasuk elektromos erétérben.
C. A molekulak vandorlasa az elozé erdtér megsziintetése és egy arra merdleges masik erdtér
egyidejii létrehozasa utan.

Az er6tér hatasara bekovetkez6 "kiegyenesedés" reverzibilis. Az er6tér megsziintével
a molekula visszanyeri az eredeti (relaxalt) térszerkezetét. A visszaalakulds gyorsasaga fligg a
molekula méretétdl: a nagyobb tomegli, azaz hosszabb molekulak lassabban nyerik vissza az
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eredeti alakjukat. Ezt a jelenséget lehet felhasznalni arra, hogy a nagyméretii molekulédkat is
szétvalasszuk. A mddszer 1ényege, hogy a molekulakat egy er6térben kiegyenesitjiik, majd az
erOteret megsziintetjiik. Azonban azonnal létrehozunk egy masik erlteret, mégpedig az
el6zére valamilyen sz6gben. Az uj er6tér is hat a molekulakra, arra kényszeritve azokat, hogy
az el6bbi "kiegyenesedésiiket" feladjak és az Uj er6tér polusainak megfeleld iranyba
probaljanak rendezOdni. A kisméretii molekuldknal ez gyorsan bekovetkezik, a méret
novekedésével azonban egyre nehezebben megy. Minél nagyobb a molekula, annal hosszabb
idére van sziiksége az uj orientacié felvételéhez, vagyis annal késébb mozdulhat el az uj
er6térben (IC dbra). Egy id6 utan az uj erlteret is megsziintetjiikk és visszatériink az elséhoz.
Ez a valtas is azzal jar, hogy a molekuldk atrendezik a térszerkezetiikket. A nagyobb
molekulaknak ez megint lassabban megy, vagyis egyre nagyobb lesz a lemaradasuk a kisebb
molekulakhoz képest. A két erGteret egymdssal valtogatva elérhetd, hogy akar
megabazisokban kifejezhetd hosszisagu, azaz kromoszémaméretli DNS molekulakat is
szétvalasszunk. Az erOtér valtakoztasa miatt ezt a modszert pulzald gél elektroforézisnek vagy
pulzalé eréterii gél elektroforézisnek (pulsed field gel electroforesis: PFGE) szokas nevezni.
Természetesen az ilyen elvalasztasokhoz sokkal tobb idOre van sziikség mint a hagyomanyos,
azaz konstans elektromos térben torténd elektroforézishez. A kisérlet akar tobb napig is
tarthat.

A mddszer kidolgozasa driasi metodikai elérelépést jelentett. Azonnal felkeltette a
nagy miszergyartd cégek érdeklddését, és menten megindult a verseny az egyre jobb
késziilékek fejlesztése és a piac megnyerése érdekében. Ma szamos kitlinG berendezés
vasarolhatd, amelyek mind a fenti elven alapulnak, de a miiszaki megoldas részleteiben és a
felhasznalhatosagi teriiletben jelentdsen eltérnek egymastol. Az 1. tablazat tartalmazza a
legismertebbek felsorolasat.

1. tablazat. Pulzdlo gélelektroforézis-rendszerek

Megnevezés : Rendszer
PFGE Pulsed field gradient gel electrophoresis
OFAGE Orthogonal field alternation gel electrophoresis
TAFE Transverse alternating field electrophoresis
FIGE Field inversion gel electrophoresis
CHEF Contour clamped homogeneous electric field
RGE Rotating gel electrophoresis
Crossed-field gel electrophoresis
Rotaphor Rotating electrodes gel electrophoresis
Waltzer Crossed field gel electrophoresis
PACE Programmable autonomously controlled electrodes
ZIFE Zero integrated field electrophoresis
ST/RIDE Simultaneous tangential/rectangular inversion
decussate electrophoresis

A felsorolt rendszerek elsdsorban nem abban kiilonb6znek, hogy mekkora molekulakat lehet a
segitségiikkel szétvalasztani. Sokkal inkabb abban, hogy a DNS molekulak egyenes vagy ivelt
palyan futnak, milyen gyorsan valnak szét, milyen az egyes mérettartomanyokban a médszer
feloldoképessége és a gél mekkora hanyada ad értékelhetd eredményt. A 2. dbran lathatjuk a
gyakrabban hasznalt rendszerek késziilékeinek néhany fontos jellemzojét.
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2. abra. A gyakrabban hasznalt pulzalo gél elektroforézis-rendszerek sematikus abrdja.
CHEF (counter clamped homogeneous electric field) gélelektroforézis-rendszer
A rendszer elve

Az egyik legelterjedtebb rendszer a Bio-Rad altal gyartott CHEF, amely tobbféle
valtozatban késziil (CHEF-DRII, CHEF-DRIII, CHEF-MAPPER). El6nye a tobbi rendszerrel
szemben az, hogy homogén erdteret alakit ki a gélben. Az er6vonalak a gélben mindenhol
parhuzamosan futnak. Ezt a hatszogben elhelyezett sszesen 24 elektrod biztositja. A hatszog
két, egymassal szemben elhelyezkedo elektrodsora adja a negativ és a pozitiv polust (3. dbra).
Ha csak ez a két elektrodsor miik6dne, a kozottik fesziilo erOvonalak nem lennének
homogénen egyenesek. A pdlusokat Osszekotd tengelytdl kifelé haladva egyre erésebben
iveltek lennének. Ezt az iveltséget sziinteti meg a késziilék a maradék négy oldal elektrodjai
segitségével. Mégpedig ugy, hogy azokra is fesziiltséget bocsat, de valtozé mértékiit. Az
utdbbinak készonhetben a két pdlus kozotti térben a fesziiltség savonként, de egyenletesen
valtozé. Ezt érzékeltetik a 3. dbrdn az egyre kisebb + jelek. A késziilék vezérldegysége
érzékeli az egyes elektrodoknal a mindenkori fesziiltségértékeket, és sziikség esetén modositja
a rajuk bocsatott fesziiltséget, hogy fenntarthatéo legyen a homogén er6tér a gél minden
pontjan.

Vegyiik észre, hogy a 3. dbra két részbdl 4ll: az egyik rész mutatja az egyik, a masik
rész pedig a masik alaphelyzetet. Ezek véltakoznak egyméassal az elektroforézis soran.
Tengelyeik 120°-ot zarak be egymassal. A CHEF-DRII rendszerben nincs lehetdség mas
szog beallitasara. A CHEF-DRIII viszont olyan vezérldegységgel rendelkezik, amelyik az
oldalso elektrodokra bocsatott fesziiltség mddositasaval modosithatja a tengelyek iranyat,
azaz az altaluk bezart szoget. A homogén erdtér és a pulzusok szogeinek valtoztathatdésaga
alkalmassa teszi a CHEF-DRIII rendszert arra, hogy vele DNS molekulakat valaszthassunk
szét a 100 nukleotidos és a 10 megabazisos mérethatarok kozotti tartomanyban. A felbontés
(elvalasztas) finomsaga a tobbi paraméter (pl. agardzkoncentracid, puffer, fesziiltség,
pulzusid6, homérséklet, stb.) megvalasztasatol fiigg.
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3. dbra. Fesziiltségkapcsolas (voltage clamping) a CHEF-DRII rendszerben.
A. Relativ elektrodfesziiltségek az A csatorna miikodése esetén. B. Relativ elektrodfesziiltségek a
B csatorna miikodése esetén. A DNS molekulik futisanak iranyat a FLOW feliratu nyil mutatja. A
mintdakat a WELLS felirattal jelzett valyuba helyezziik.

Az elvalasztis hatékonysaga és a futtatasi paraméterek kozotti osszefiiggés

Az agaroz koncentrdcidja

magasabb koncentracioknal élesebb savokat kapunk, viszont nem tudjuk szétvalasztani a
nagyobb molekulakat. 1,0 %-os gélben a 3 megabazisnal nagyobb molekuldk mar nem véalnak
szét. Ha ennél hosszabbak a DNS molekuldk, valasszunk alacsonyabb koncentraciét. Viszont
ne csodalkozzunk, ha a savok viszonylag diffuzak lesznek.

A puffer koncentrdcidja és homérséklete

A késziilékekhez a gyartd cég hiitbegységet is biztosit, aminek a segitségével
szabalyozhatjuk a puffer hdmérsékletét a futtatds soran. Magasabb hOmérsékletnél a DNS
molekulak gyorsabban haladnak a gélben, de diffizabb savokat hoznak létre. Egy
biztonsagosan hasznalhatdo és még elég éles savokat biztosito hémérséklet a 14°C. A
leggyakrabban hasznalt pufferek a 0,5x TBE (tris-borat) és az 1,0x TAE (tris-acetat). A 4.
dbran lathatd, hogy ezekben a pufferekben miként fligg a vandorlasi sebesség a molekulak
méretétdl. Vegyiik észre, hogy a TAE puffer gyorsabb vandorlast tesz lehetové.

wangpene= ] 0% TAE
s 3,5% TBE

o4 02 03 04
Vindorlisl sebesség (co/h)

4. abra. A DNS molekulak mobilitasa kétféle pufferben
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A fesziiltség

A DNS molekuldk vandorldsa gyorsabb, ha magasabb a fesziiltség illetve térer8sség.
Azonban a gyorsabb vandorlds itt is azzal jar, hogy a savok elmosodottabbak lesznek.
Tovabbi fontos sszefiiggés figyelhetd meg a DNS molekulak mérete és az elvalasztasukra
alkalmas térer0sség kozott. A nagyobb molekuldkat alacsonyabb térerdsség mellett tudjuk
finomabban szétvalasztani. Magas térerdsségnél eléfordulhat, hogy a nagyobb molekulak be
sem lépnek a gélbe. Mindezeket figyelembe véve, célszerii, ha kompromisszumot kotiink: a
nagyobb molekuldk (>3 megabazis) szétvalasztdsahoz hasznaljunk alacsonyabb térerdt és
futtassunk sokaig.

A kapcsoldsi vagy pulzusidé

Az erdterek valtakoztatdsakor nem mindegy, hogy mekkora idétartamonként torténik a
valtds az egyik er6térrél a masikra. Ugyanis minden valtasnal a DNS molekulak arra
kényszeriilnek, hogy atorientaljak magukat a régi er6térrdl az jra. A nagyobb molekulaknak
ehhez t6bb id6 kell. Ahhoz, hogy a nagyobb molekuldk is haladhassanak a gélben, hosszabb
pulzusidéket vagy mas szdval fazisidoket kell biztositanunk, azaz ritkdbban kell
valtakoztatnunk az erétereket. Minél nagyobbak a szétvalasztandd molekuldk, annal hosszabb
pulzusiddket célszerii alkalmazni. A hosszabb pulzusidé azonban azzal jar, hogy a kisebb
molekulak savjai egymasra torlodnak, sot esetleg el sem valnak egymastol.

Az erdterek kozotti sz0g

A CHEF-DRII rendszerben az egymassal valtakozd erdterek 120°-os szoget zarnak be.
1 mb méretig ez a szog alkalmas a jo hatasfoku szétvalasztashoz, mivel csak az ennél
nagyobb mérettartomanyban kezd érzékenny¢ valni a mddszer a szog nagysagara. A CHEF-
DRIII rendszerben az erdterek szogét 90 és 120° kozott tetszés szerint allithatjuk be. A szog
csokkentése noveli a molekuldk vandorlasi sebességét a gélben. A novekedés nagyobb
mértékii az 1 mb-nal nagyobb molekulaknal mint az annal kisebbeknél. Az utdbbiak esetében
el6fordulhat, hogy kisebb szogeknél egymasra zsufolédnak a savjaik.

A futtatdsi ido

A futtatdsi 1d6t célszerli tapasztalati alapon megvalasztani, mivel az egyéb
paraméterek tobbé-kevésbé mar meghatarozzak, hogy mennyi ideig kell futtatni ahhoz, hogy
jol lathato savok jojjenek 1étre. A rovidebb futtatds természetesen élesebb savokat ad, de nem
biztos, hogy azok eleggé elkiiloniilnek egymadastdl. Hosszabb futtatds esetén diffuzabbak
lesznek a savok, de nagyobb tavolsagra fognak elhelyezkedni egymastol.

A 2. tablazat segithet annak megvalasztasaban, hogy milyen paraméterekkel kezdjiink
el dolgozni. A tablazat adatait azonban tekintsiik tajékoztatd jellegiinek, és a segitségiikkel
elvégzett egy-két futtatds tapasztalatai alapjan probaljuk meg magunk megtalalni a feladat
szempontjabol optimalis feltételeket.

2. tablazat. Javasolt futtatasi feltételek

Futtatasi paraméterek a DNS molekuldk méretének fliggvényében

1-100 kb 0,1-2,0 mb 2-4 mb >4 mb
agaroz 1,0-1,2 % 0,8-1,2 % 0,6-1 % 0,5-0,8 %
puffer 0,5x TBE 0,5x TBE 1,0x TAE 1,0x TAE
homérseklet 14°C 14°C 14°C 14°C
fesziiltség 6-9 V/cm 4,5-6 V/cm 2-3 V/cm 1,5-2,5 V/cm
pulzusidd 0,05-10 sec 10-200 sec 200-1800 sec 10-60 min
futtatasi id6 2-15h 15-30 h 24-72 h 72-144 h
erdterek szoge |120° 120° 120°, 106° 106°
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A Bio-Rad laboratories CHEF-DRIII késziilékének hasznalata

A késziilék négy fo részbdl all (5. dbra): vezérlé vagy tapegység (power module),
elektroforézis-kad vagy -kamra (Electrophoresis chamber), hiitéegység (Mini chiller) és
pufferpumpa (Variable speed pump).

. 3/8” 1D Tygon
Variable speed pump tubmg
A CHEF-DR il
power module
mo
ouT [ l [ ]
J TO INTERLOCK
Y T
< S——
Minl chiller Elec!rophorvtm ) /
chamber 25 pin
cable Outpul to
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Sa(ety intedock

5. abra. A CHEF-DRIII rendszer vazlatos rajza
A vezérliegység

A vezérlBegységen programozhatja be a futtatas paramétereit. Az eliilsd oldalan (front
paneljén) a fels sorban két “display” lathaté. Ezek fogjak mutatni a beallitott paramétereket.
Az also sorban talalhatdk a beallitashoz sziikséges gombok. Két csoportba lettek szétosztva. A
baloldali elsé gomb felett a BLOCK felirat lathatd. Mellette sorban az INITIAL SW TIME
(kezdd pulzusidd), FINAL SW TIME (befejezé pulzusidd) és a RUN TIME (futtatas ideje)
kovetkezik. Kicsivel tavolabb két gomb egyike felett a RAISE, a masik a felett pedig a
LOWER felirat 14tszik. Amikor a késziiléket bekapcsolja, a felsorolt gombok feletti
display-en az egyes szamnak kell vilagitania, ami azt jelenti, hogy az els6 beallitasi blokk az
aktiv. Ha nem igy torténik, akkor a RAISE és LOWER alatti gombokat kell nyomkodni addig,
amig az egyes szam meg nem jelenik. Miutan az egyes szam mar lathatd, elkezdheti a futtatas
paramétereinek a beallitasat. Ezek lesznek az egyes szami blokkal torténd futtatas
paraméterei. Kezdje a kezdeti pulzusidével. Nyomja meg a BLOCK alatti gombot, majd pedig
az INITIAL SW TIME alatti gombot is. Ezt kovetéen az elobb mar emlitett RAISE és
LOWER felirat alatti gombokat addig nyomkodja, amig a baloldali display-en meg nem
jelenik a beallitani kivant érték (pl. 100 sec). Ezutdn nyomja be a FINAL SW TIME alatti
gombot, és ennél is allitsa be a kivant értéket a RAISE és LOWER gombok segitségével.
Végiil hasonlé mddon allitsa be a futtatasi id6t is a RUN TIME és a RAISE valamint a
LOWER gombokat hasznalva. A tobbi paraméter beallitdsahoz a jobb oldali gombcsoportot
és a felettiik levd display-t veheti igénybe. A fesziiltség (térerd) beallitasa érdekében nyomja
be a VOLTS/CM alatti gombot, majd a panel jobb szélén liathato RAISE és LOWER
gombokat nyomkodja, amig a felettiik levé display-en lathatova nem valik a kivant érték.
Hatra van még az erdterek kozotti sz6g, amit az INCLUDED ANGLE feliratd gombbal és a
jobboldali RAISE illetve LOWER gombokkal lehet beéllitani. A sorban még két tovabbi
gomb lathat6. Az ACTUAL CURRENT nem beallitasra szolgal. Lenyomaséaval csak azt tudja
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megnézni, hogy a tapegység mekkora aramerdsséget kapcsol a futtaté kadra. A PAUSE
START RUN arra szolgal, hogy segitségével elinditsa a beallitott paraméterekkel t6rténd
futtatdst. A program elinduldsa utdn a baloldali display fogja mutatni, hogy mennyi id6
(6raban kifejezve) van még hatra a futtatas befejezéséig. A jobboldali display-en a mindenkori
aramer0sség lesz lathato milliamperben.

Ha egy masik futtatést is tervez beprogramozni, ne nyomja le a PAUSE START RUN
gombot, hanem helyette hasznalja a BLOCK feliratit. A baloldali display-en ekkor
megjelenik az egyes szam. Nyomja meg a baloldali RAISE gombot is, amitdl a display-en
lathaté szam kettesre valtozik, jelezve, hogy most a kettesszamu futtatasi paraméterek (blokk)
beallitasa kovetkezik. A mar ismert modon allitsa be ezeket is. A vezérlbegység még egy

A futtatds a beprogramozott futtatasi id6 leteltekor leall. Azonban lehetsége van a
félbeszakitasara is. Ehhez nyomja le a PAUSE START RUN gombot és tartsa lenyomva 3-4
masodpercig. A leallasrol két rovid hangjelzésbdl értesiil, €s abbol, hogy a jobboldali display
OFF feliratot mutat. A PAUSE START RUN ujabb lenyomasaval a futtatds ujra beindul, de a
program elejét6l. A futd programot ugy is félbe lehet szakitani, hogy utdna ne az elejérél
induljon ismét, hanem ott folytatddjon, ahol megszakadt. Ezt gy érheti el, hogy a PAUSE
START RUN gombot csak rovid idére nyomja meg. Ekkor ledll a futtatds (sziinet
tizemmddba keriil), és csak akkor folytatédik (keriil vissza a menet tizemmodba), ha Ujra
megnyomja a gombot.

A futtatokad és a puﬁ‘er cirkuldltatdsa

A futtatokadba hatszog alakban elrendezve lathatok az elektrédok. A hatszog kozepére
kell helyezni a gélt, mégpedig a kad aljaban lathat6 lyukak altal meghatarozott orientacidban.
A lyukakba rogzitd sarkok nyomhatok. Ezek fogjak tartani a gélt. A gél behelyezése utan, a
kadat oltse fel 2 liter pufferrel. A kad fedelének visszahelyezése utan kapcsolja be a
késziileket, majd a pumpat is. A pumpat lliter/perc-re allitsa. A cirkulacid sebességét
egyébként célszerli minél magasabbra allitani, hogy biztosithatd legyen a gél minél
hatékonyabb hiitése a futtatds soran. Az utobbi érdekében a pumpa és a kad kozé rendszerint
iktasson be egy hiitéegységet is (5. abra), amelyen allithatd a hOmérséklet.

A Kkisérlet kivitelezése
Saccharomyces cerevisiae kariotipusanak meghatadrozdsa CHEF-DRIII késziiléken

Fdtenyészet készitése
Oltson le friss élesztondvedékbdl steril kaccsal YPL (1% élesztokivonat, 1% pepton,
2% glikéz) tipfolyadékba és inkubdlia 26 °C-on rdzatva 1  é&jszakat.

Mintakészités

1. Centrifugalja le a sejteket (Beckman centrifugaban; 2500rpm 5 perc). Kb 4x10° sejt
sziikséges.

2. Tavolitsa el a feliiliszot és mossa a sejteket desztillalt vizzel, majd ujabb centrifugalast
kovetéen SOmM EDTA 10mM Tris (pH 7.5)-val.

3. Szuszpendalja el a sejteket 200pul S0mM EDTA 10mM Tris-ben

4. Adjon a sejtszuszpenzidhoz 200pg/ml Zymoliazt, keverje 6ssze és helyezze 37 °C-ra.
5. Adjon hozza a sejtszuszpentiéval egyenld mennyiségii 40-45 °C-o0s 1,5 % low melting
agarozt (SIGMA A-9414). Az agardzt melegitse addig, amig viztiszta lesz. Ezutan helyezze
40-45 °C-os termosztatba.
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6. Keverje 0ssze a sejtszuszpenzidt az agardzzal. Figyeljen ré, hogy alapos legyen az
Osszekeverés €s ne maradjon buborék benne.

7. Pipettazza az agardzzal Gsszekevert szuszpenzidt a kiont forméaba é€s hagyja allni 15
percig 4 °C-on.

8. Helyezze a mintakat SOmM EDTA 10mM Tris-ben, inkubalja a mintakat 37 %C-on 6-8
Oran at.

9. Tévolitsa el a szferoplasztald oldatot €s mossa a mintakat 0,05 M EDTA-val.

10.  Adjon a mintdkhoz proteindz enzimes oldatot. (S0mM EDTA 10mM Tris pH 7.5 1%
lauril sarcosine sodium salt, 0,5 mg/ml Proteinase K) Inkubalja a mintdkat 50 C-on egy
¢jszakan at.

11.  Masnap tavolitsa el az oldatot a mintakrol és mossa a mintdkat 1x TE-vel 50°C-on,
majd ismetelje meg a mosast kétszer, szobahdmérsékleten. Az igy kimosott mintdk akér
azonnal felhasznalhatok futtatashoz, ha pedig néhany honapig konzervalni szeretné 0.5M-os
EDTA-ban 4°C-on tarthatok.

Gélontés.

Készitsen 1%-o0s agaroz (Biorad 162-0126) gél 0,5xTBE pufferben.

Mérjen bele az 1g agarézt 100 ml 0,5 xXTBE-be és melegitse mikrohullamu siit6ben
addig, amig viztiszta lesz. Toltse utana 0,5xTBE-vel, ha elparolgott, majd hagyja lehiilni
40-50 °C-ra. Kozben helyezze a fésiit a kiont6forméba. Ha lehiilt az agardz, ontse bele a
formaba és hagyja allni 20-30 percig. A gél megszilardulasa utdn ovatosan tavolitsa el a fésit.
A minta betoltése. A mintakat vagja félbe €s alkohollal leégetett spatula segitségével tegye
Oket a valyukba.

Elektroforézis

1. Helyezze az agar6z gélt a pufferrel toltott futtatd kadba. A 0,5x TBE puffert mar
korabban ontse bele a kadba, hogy legyen ideje lehiilni 14-16 °C-ra. A puffert mindig frissen
higitsa 10xTBE torzsoldatbol Milli-Q vizzel.

2. Allitsa be a futtatasi paramétereket a CHEF DR III vezérl§ egységén.

Block 1 Block 2
Initial SW.time 60 sec. Initial SW.time 90 sec.
Final SW. time 60 sec. Final SW. time 90 sec.
Run time 15h Run time 9h
Volt/cm 6 Volt/cm 6
Angle 120 Angle 120
Start
A gél festése.

Helyezze a gélt 0,5pg/ml etidium-bromid oldatba. Az etidium-bromid mérgezo, ezért
gumikesztyti és védokopeny haszndlata kézelezo! 30 perc festddés utan tegye a gélt desztillalt
vizbe. 1-2 Ora allas utan helyezze a gélt a transzilluminatorra és vilagitsa meg UV-fénnyel. Az
UV-sugdrzds kdros, igy szemiiveg vagy védosisak haszndlata kotelezd!

Kiértékelés. Adott futtatasi paraméterek mellett a sdvok szdma €s mintazata jellemz6 az adott
fajra. Optimalis elvalasztas esetén a savok szdma megegyezik a kromoszomak szamaval.
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RESTRIKCIOS ANALIZIS
Csortos Csilla

Az otvenes évek elején amerikai kutatok megfigyelték, hogy egyes baktériumtorzsek
bakteriofag fert6zéssel szemben ellendlléak. W. Arber bizonyitotta elsoként, hogy a
rezisztencia egy enzimrendszernek koszonhetd, amely szelektiven felismeri az idegen DNS
molekulat és azt tonkreteszi, kisebb darabokra szabdalja. Az enzimrendszer a baktérium sajat
kromoszomalis DNS-ét egy metilcsoport bevitelével mddositja, és ezaltal megvédi a
hasitastol. Kiilonb6z0 baktériumtdrzsekbdl szamos ilyen enzimet izolaltak, melyek
Osszefoglald neve: restrikcios endonukledzok vagy roviden restrikcios enzimek. A DNS
meghatarozott szakaszat, szekvenciarészletét ismerik fel a restrikcios enzimek.

A restrikcids endonukleazok harom tipusat ismerjiik. Az I. és III. tipusok molekularis
biologiai technikak szempontjabol kevésbé jelentések, mig a II. tipusu restrikcios enzimek ma
mar nélkiilozhetetlenek. Legfontosabb sajatsagaik:

(1) csak endonukleaz aktivitasuk van (a metilalast egy masik enzim végzi, minden II.
tipusu restrikcids enzimnek van egy modositd, a metilalast végz6 enzimparja),

(2) mindig azonos moddon, meghatarozott helyen, az adott enzimre jellemzo
felismerési szekvencian beliil vagy annak k6zelében hasitjak a DNS-t (/. tablazat),

(3) mitkodésiikhoz Mg, sziikséges, ATP-t nem igényelnek.

Az ismert restrikcids enzimek szama ma mar tobb szaz, kereskedelmi forgalomban
kozel szazféle kaphato. Elnevezésiik eredetiikre utal, pl.:

EcoRI = nemzetség Escherichia
co=  fajcoli
= torzs RY13
= els6ként izolalt endonukledz

Az azonos szekvencidt felismerd €s azonos hasitasi helyli restrikcids enzimeket
isoschizomereknek nevezzik (pl. Sacl-Sstl). Azokat az enzimeket, amelyeknek csak a
felismerési szekvenciajuk azonos, de hasitasi helyiik kiilonb6z0, neoschizomereknek nevezziik
(pl. Smal-Xmal).
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1. tabldazat. Néhany restrikcios enzim és isoschizomerjének felismerési szekvencidja

ENZIM ISOSCHIZOMER FELISMERESI
SZEKVENCIA*'#?

Aat 11 - GACGT|C

BamH 1 - G]GATCC

Bgl 1l - A|GATCT

Cvnl Bsu361 CC|TNAGG

Dral Aha 111 TTT|AAA

EcoR 1 - GJAATTC

Hae III BouR ] GG|CC
Pal 1

Hind 111 - A|AGCTT

Kpn1 - GGTAC|C

Nco'l Bspl191 ClCATGG

Nde 1 - CA|TATG

Not 1 - GC|GGCCGC
Ava 1l

Nsi 1 EcoT221 ATGCA|T
Mph1103 1

Pst1 - CTGCA|G

Pvul ExoR 11 .CGAT|CG

Rsa 1 - GT|AC

Sac 1 Sst 1 GAGCT|C

Sma 1 - CCC|GGG

Ssp 1 - AAT|ATT

Sst 11 Sac 1l CCGC|GG

Xho'1 PaeR71 C|TCGAG

Xma ] 91 C|CCGGG _

Xmn 1 Asp700 1 GAANN|NNTTC

*! A nyil a hasitas helyét jeloli.

*2A7 N jel6lés barmelyik nukleotidot jelenthet.
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A restrikcios enzimek a felismerd helyen beliil a DNS mindkét szalan katalizaljak a
foszfodiészter kotés hidrolizisét. A keletkezdé két DNS darab a hasitas helyén altalaban
foszfatcsoportot tartalmaz az 5° végen és hidroxilcsoportot a 3’ végen. Kivétel pl. az Ncil
enzim, amely 3'-fosztat és 5'-hidroxil végzddést hoz 1étre.

A A A T T T
3 (P (P (P) OH (P P 5

A legtobb restrikcids enzim felismerd szekvenciaja 4 vagy 6 nukleotidbol all, de akar

8-10 nukleotidos felismerés is eldfordul néhany enzim esetében. A felismerés alapja a
palindroma, forditott ismétlddés, a DNS két szalanak bazissorrendje kézépponti szimmetriat
mutat. A hasitas térténhet a DNS két szalanak azonos helyén, a felismerési szekvencia
kozéppontjaban, mint a fenti példaban is. Ilyenkor két kettds szali DNS-t kapunk “tompa”
végzodéssel. Mas enzimek nem a kozéppontban, hanem attdl tavolabb, de a felismerési
szekvencian belill hasitjadk a DNS két szalat szimmetrikusan. A keletkez6 két DNS végén

ilyen modon révid, egyszalu szakasz alakul ki akar 5° (Hind III), akér 3° (Pst I) végzddéssel,
az enzimtol fliggden:

Hind It

so{c THcWcHa]cps
vo{c] AMcHcHTHCs

Pst it
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A restrikciés enzimek aktivitasanak egysége, 1U, azt az enzimmennyiséget jelenti,
amely 1 pg tiszta DNS-t 60 perc alatt teljes mértékben emészt optimalis koriilmények kozott.
A restrikciés emésztés hatékonysagat befolyasold legfontosabb tényezdk: a homérséklet, a
DNS minta tisztasiga, a reakcioelegy pufferének osszetétele. Ha nem biztositjuk az optimalis
koriilményeket, az egyarant eredményezhet kis hatasfoku hasitast, vagy az enzim felismerd
képességének csokkenését. Az utdbbi esetben jelentkezik az un. "star" aktivitds, vagyis az
enzim nemcsak a pontos felismerd szekvenciaknal hasit.

(1) Hémérséklet. A legtobb restrikcios enzim hémérsékleti optimuma 37°C. Ez nem
tarolasi optimumot jelent. A restrikcids enzimeket, mivel hdre érzékeny fehérjék, glicerin
tartalmii  pufferben, - 20°C-on taroljuk. Szobahémérsékleten, vagy ennél magasabb
hémeérsékleten az enzim fokozatosan vesziti el aktivitasat.

(2) Az enzim mennyisége. 1-5 U/ug DNS aranyt érdemes alkalmazni. Mivel az enzim
csak a felismerési helyen hasit, nem okoz problémat, ha némi feleslegben alkalmazzuk. Ha tul
kevés az enzim, az emésztési id0 novelésével a hatékonysag nem ndvelhetd szamottevoen,
mert az inkubalas k6ézben az enzim aktivitasa folyamatosan csokken. Az enzim térfogataranya
az emésztési kozegben 1/10-nél ne legyen nagyobb, mert az enzim tarold pufferében 1évo
glicerin gatolhatja az aktivitast.

(3) A DNS minta tisztasaga és eredete. Részlegesen tisztitott DNS mintak hasitasa
kisebb hatasfoku, mert a szennyez0 anyagok (pl. szerves oldoszerek, fehérje, SDS)
gatolhatjak az enzimaktivitast.

A restrikcids hasitas hatékonysagat az is befolyasolja, hogy a felismerési szekvencia
milyen ko6zel helyezkedik el DNS molekula végéhez (2. tdblazaf). Igen gyakori, hogy
polimeraz lancreakciohoz (PCR) olyan primert terveznek, amely valamely restrikcids enzim
felismerési szekvencijat tartalmazza, igy a termék egyszerli szubklonozasat teszi lehetové
restrikcios kezelés utan. Az ilyen primer tervezésénél két dologra kell tigyelni: (1) a PCR
végén néhany indifferens nukleotid sziikséges ahhoz, hogy az enzim hatékonyan tudjon
miikddni.

2. tablazat. Restrikcios enzimek hatékonysaga oligonukleotidokon

HASITAS
ENZIM OLIGONUKLEOTID* HATEKONYSAGA
2 ORA ALATT (%)
BamH 1 CGGATCCG 10
CGCGGATCCGCG >90
Bel I CAGATCTG 0
GAAGATCTTIC 75
CCCGGG 0
Sma CCCCGGGG 0
CCCCCGGGGG 10
TCCCCCGGGGGA >90

* Azokat a nukleotidokat, amelyek nem tartoznak a felismerési szekvencidhoz, alahuzassal jeloltiik.

Akar E. coli-bdl, akar emlds szdvetbdl, vagy sejtvonalbdl is szarmazik a hasitandd
DNS minta, elé6fordulhat, hogy a felismerési szekvencia valamelyik nukleotidja metilalva van,
ami a restrikcios hasitast gatolhatja. A hordozo baktériumtorzs kivalasztasanal ezért mindig
gondosan tigyelni kell arra, hogy az ne tartalmazzon metilalo enzimet. Eukariota genomi DNS
metilaltsdga pedig jol feltérképezhetd olyan isoschizomer enzimek segitségével, amelyek
érzékenysége a metilaltsagra kiilonb6zo.
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(4) A reakcioelegyben alkalmazott puffer osszetétele. Minden restrikcids enzim
mitkodéséhez Mg szitkséges. A DNS preparatumokat rendszerint EDTA tartalmu oldatban
taroljuk, ami a nukledzok kofaktoraként mitkodé kétértékii fémionokat, igy a Mg**-ot is
megko6ti. Ezen kiviil az egyes enzimek mas-mas pH és ioner6sség mellett mutatnak maximalis
aktivitast. Altalanosan a restrikciés puffer mindig tartalmaz magnézium-kloridot, ez
elengedhetetlen, natrium- vagy kalium-kloridot, Tris-HCl-t az adott pH biztositasara, B-
merkaptoetanolt vagy ditiotreitolt és BSA-t, ez utdbbiak az enzim stabilizalasat szolgaljak.
szélesebb ionerdsség hatarok kozott is jol mitkodnek. A kereskedelemben kaphato restrikcios
enzimeket a megfelel6 pufferrel egyiitt (rendszerint 10-szeres toménységben) szallitjak és az
optimalis enzimmiik6déshez sziikséges reakciokoriilményeket is megadjak. A kiilonb6zo
cégek mas-mas jel6léssel (pl. szdmozas, vagy betlijelek), de altalanosan 4-5 féle puffert
alkalmaznak. A katalogusokban megtaldlhatd ezek Osszetétele, amelynek ismerete akkor
igazan fontos, ha ugyanazt a DNS mintat tobbféle enzimmel szeretnénk hasitani.

A restrikciés enzimeket szinte kivétel nélkil minden molekularis biologiai
technikaban alkalmazzak, mint pl.

(1) plazmidok, bakteriofag klonok restrikcids térképének elkészitése,

(2) genomi DNS kisebb darabokra hasitasa elektroforézis és Southern blot analizis elott,
(3) Southern és Northern blot analizishez jelolhetd DNS probak eldallitasa,

(4) szubklonozasra alkalmas DNS molekulak el6készitése.

Restrikcios térképezés

Egy adott DNS molekula lehetséges restrikcids hasitasi helyeinek Osszessége a
molekula restrikcids térképe. Megmutatja a DNS molekuldban a restrikcids hasitasok helyét
és egymashoz viszonyitott helyzetét. A térkép lehet a DNS sematikus abraja, ahol
méretaranyosan jelolik a hasitasi helyeket,

EcoRl Bam HI Hind Il EcoRI Sac1 Bgill
108 172 268 490 656 904
|
1 1000 bp

vagy a hasitasi helyeket kiilonb6z6 szempontok szerint csoportosito tablazat
(pl. az enzimeket abécé sorrendbe allitva, vagy a DNS bazisainak szamozasa szerint):

RESTRIKCIOS HASITASI HELYEK (o
ENZIM: SZAMA: HASITASI HELY:
Bam HI 1 172
Bgl 11 1 904
Eco RI 2 108,490
Hind 111 1 268
Sac 1 1 656
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Ismeretlen szekvencidji DNS-t kiilonbozé restrikcids enzimekkel egyenként és
kombinalva hasitunk, majd a keletkezett DNS darabok méretét agardz gélelektroforézissel
hatarozzuk meg. Ezzel a modszerrel elkészitheté a DNS restrikcids térképe :

hasiis A& B hasitis & ha:’x\ﬁsn Lehetséges resirikeios #rkép
resixilicins restrilodds restrilbugos
enzimddd enzirnane enzrnrnd ; 8
| | N
Pk S iU Funy IEESEE L o4 1
3ub S Bk EETER I ]

Ismert szekvencia esetében a térképezés computer program segitségével torténik.
A restrikcios térkép sziikséges a DNS szubklonozasahoz, rekombindns molekulak
elemzéséhez és segitséget nyujthat szekvenalasi stratégia kidolgozasahoz is.

RFLP

A DNS Southern blot segitségével torténd vizsgalata bizonyitékot szolgaltat egy adott
gén jelenlétére, ill. megfelelden megvalasztott probadk és eldzetes restrikcios hasitas
segitségével kimutathatova valnak az adott génben bekovetkezé mutacidk is. Feltételezhetd,
hogy t6bb mint 300 olyan gén van, amely kapcsolatba hozhaté emberi betegségekkel.
Amennyiben ezek mutacidja egy restrikciés hely megvaltoztatdsdval (megjelenésével vagy
eltiinésével) jar, a restrikcios fragmentum hosszdnak megvaltozasa (Restriction Fragment
Length Polimorphism = RFLP) lehet6séget biztosit a mutacio kimutatasara:

hasitas,
denaturalas,

hasitas,
denaturalas,
hibridizacio

e ————cT

hasitas,
denaturalas,

T
T S ———

.

szekvencia duplikacid RFLP proba

A kimutatas masik feltétele, hogy a vizsgalni kivant gén (esetleg kozvetlen mellette
elhelyezked6 kapcsolt gén) kimutatasara alkalmas proba (RFLP marker) alljon rendelkezésre.
A human genom program eldrehaladtaval ezek szdma naprol napra novekszik.
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DNS ujjlenyomat

Vannak olyan kisérleti megkozelitések is, amikor a proba nem egy jol meghatarozott
génhez, hanem egy nagy variabilitdst mutatd repetitiv DNS szakaszhoz kotédik. Ilyenkor a
hibridizacié soran szamos, az adott egyedre, ill. rokonaira jellemz6 savot kapunk, amit A.
Jeffreys javaslatara DNS ujjlenyomatoknak (DNS fingerprint) neveznek. A DNS ujjlenyomat
felhasznalhato igazsagiigyi orvosi vizsgéalatokban. Egy 1985-6s birdsagi iigy alapjan az
ujjlenyomatot elfogadjak rokonsagi viszony felderitésére.

1. abra Csaladi kapcsolat felderitése DNS ujjlenyomat segitségével

Az 1. abran X jeloli egy idegen, nem a csaladba tartozé személy mintdjat, és két kiilonb6zo
proba felhasznalasaval lathatok a névvel jelzett csaladtagok DNS ujjlenyomatai. A kisérlet
eredménye bizonyitja, hogy Andrew a vizsgalt csalad tagja. Hasonld eljaras alkalmazhatd
biiniigyek felderitésére is, amire 1988 ota van precedens.
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A kisérlet kivitelezése

Steril eszkdzoket és oldatokat hasznaljon a gyakorlat soran. Eppendorf cs6be mérjen:

x pul DNS minta (0,1-2 pg DNS vizben vagy TE (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, | mM
EDTA) pufferben,1-5ul térfogatban)

1 pul 10X restrikcids puffer (mindsége a kisérletben hasznalt restrikcids enzimt6l
figg)

8-x ul H,0

1 ul restrikcios enzim (1-5 U/ ug DNS)

A pipettazast nagy koriiltekintéssel végezze, hiszen nagyon kis térfogatokkal dolgozik.
A folyadék pipettahegybdl vald kiengedésekor a pipettahegyet érintse az Eppendorf csé also
részéhez. Minden egyes pipettazashoz haszndljon tiszta pipettahegyet. A reakcidelegyet
gondosan keverje Ossze, de ligyeljen arra, hogy a minta ne kenddjon el a csé teljes feliiletén.
Az esetlegesen mégis a csé falara keriilt cseppeket rovid ideig tartd (5-10 masodperc)
centrifugalassal gylijtse 6ssze. Inkubdlja a reakcidelegyet 37°C-on 1 6ran 4t. Ezutan adjon
minden mintdhoz 2,5 pl 5X (5-szords toménységll) mintafelvivé puffert (0,25 %
bromfenolkék, 40 % szachardz vizes oldata). A minta ezutan 4 °C-on tarolhat6, vagy azonnal
tovabbvihetd agardz gélelektroforetikus vizsgalatra.

Ha nagyobb mennyisségii DNS-t akar hasitani, akkor a fenti reakcidelegyet aranyosan,
tetszolegesen novelheti. Ugyanazon DNS minta kétféle enzimmel vald hasitasanak modja az
enzimekhez sziikséges puffertdl fiigg. Ha azonos a puffer, vagy nagyon hasonl6 6sszetételil
(pl. az egyik 50, a masik 75 mM NaCl-t tartalmaz), akkor a két enzimmel egyidében
térfogata soha ne haladja meg a teljes reakciokozeg 20 %-at! Amennyiben a két puffer
Osszetétele eltér, akkor a két enzimmel csak egymas utan emésztheti a DNS-t. Vagy kiegésziti
az elegyet a sziikséges pufferdsszetevével a masodik enzim hozzaadasa elétt, vagy teljes
puffercserét hajt végre alkoholos kicsapassal, illetve kromatografiaval
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DNS VISSZANYERESE AGAROZ GELBOL
Fehér Zsigmond

A molekuléris bioldgiai laboratériumban mindennapos igény az, hogy restrikcios
enzimmel vald emésztés utan egy meghatdrozott méreti DNS fragmentumot a t6bbitdl
elkiilonitsiink, izoldljunk. A tobbféle lehetséges mddszer koziil kettét, talan a
legelterjedtebbeket fogjuk megismerni a gyakorlat soran, a t6bbi mdédszernek csak az elvét
ismertetjiik.

DNS kinyerése agardz gélb6l mikroméretii iiveggyongyok segitségével

(1) Az etidiumbromiddal festett agaréz gélt helyezze UV-transzilluminatorra, s a kivant
fragmentumot tartalmazd csikot vagja ki a gélb6l borotvapengét hasznalva. 2-3 parhuzamosan
futtatott mintabdl egyszerre is kivaghatja ugyanazt a csikot. A géldarabkat tegye
mikrocentrifugacsdbe. Feltétleniil haszndljon UV-szemiiveget, vagy pajzsot, és viseljen
gumikesztyiit! Mérlegen mérje le a géldarabka tomeggét.

(2) A gélszelet tomegének 2,5-3-szorosat kitevé tomény (6M) Nal® oldatot mérjen hozza. Pl.
0,4 g tomegii géldarabhoz 1 ml-t. (0,4 g-nal nagyobb géldarabkat vagy kisebb darabokra kell
vagni, vagy pedig nagyobb csovet kell hasznalni.)

(3) A géldarabkat tartalmazo csovet helyezze 50°C-os vizfiirdébe 5 percre, ill. addig, amig az
agardz fel nem oldédik. Semmiképp ne tartsa 15 percnél tovabb a vizfiirdében.

(4) 5 pg-nal kevesebb DNS-hez adjon 5 pl iveggyongy-szuszpenziét, minden tovabbi 0,5 pg-
ra tovabbi 1 pl-t. 0,5-1 ml végtérfogatnal ajanlatos 10 pl-t hasznalni. (A fehér szinii
liveggyongy-szuszpenzidt vagy iivegtejet elozdleg kémcsokeverével gondosan fel kell
szuszpendalni.) Osszekeverés utdn 5-15 percig hagyja szobahdmérsékleten allni. Ebben a
lépésben a DNS megkotddik a mikroméretll liveggyongyok felszinén. 1 ml-nél nagyobb
térfogat esetén célszerli 15 percig varni, idonként felrazni a szuszpenziot, vagy folyamatosan
enyhe razatast alkalmazni.

(5) 30 masodperces centrifugalassal (16 000 fordulat/perc)’ iilepitse az iiveggyongydket, majd
szuszpendalja 200-700 pl mosopufferben, melynek 6sszetétele 10 mM TRIS-HCI pH 8,0, 50
mM NaCl, 1 mM EDTA, 50% etanol. Ezt a ,,mosast” még kétszer ismételje meg. Ebben a
lépésben az iiveggyongyokhoz kotve marad a DNS. A moséds utan alaposan szivja le a
mosopuffert és 5-10 percig szobahdmérsékleten szaritsa az tiledéket, mert az etanol nyomok
zavarjak az eluciot.

(6) Az iiledéket szuszpendalja fel TE pufferben. Olyan mennyiséget valasszon, ami a tovabbi
munkahoz megfeleld DNS koncentraciot nyujt (pl. 1-2 pg-ra 10-20 pl). Egy altalanos szabaly:
hasznalhat kétszer annyi TE-t, mint a felhasznalt iivegtej mennyisége. Ezzel a DNS-t elualja
az liveggyongyokrol.

(7) 30 masodperces centrifugalassal iilepitse az {iveggyongyoket, a DNS-t tartalmazo
feliilluszdt pedig gondosan szivja le. Az izolalt DNS fragmentumot -20°C-on tarolja.

A leirt mddszer jol alkalmazhato a DNS-be be nem épiilt nukleotidok és szerves
olddszerek eltavolitasara, plazmid DNS tisztitdsra és DNS mintdk koncentralasara is. A
modszerhez sziikséges anyagok rendszerint készlet (kit) formajaban elérhetok. A legismertebb
kitek egyike a Geneclean, gyartoja: QBIOgene. Ugyeljen arra, hogy egyes kitek csak TRIS-
acetat (TAE) pufferben futtatott gélek esetében alkalmazhatok!

% Ha 200-500 bp méretii fragmentumot izolalunk, ajanlatos 1/200 térfogat 10%-os ecetsavval 6,0 és 6,5 kozotti
értékre savanyitani a Nal oldat pH-jat, mert ilyen koriilmények koz6tt hatékonyabb a DNS-kotés.

7 Altalaban elég az asztali mikrocentrifuga maximalis fordulatszamat hasznalni.
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DNS kinyerése agaréz gélbol centrifugalhaté minioszlop segitségével

(1) A minioszlop mosasa. Mérjiink ra az oszlopra 100 ul TE puffert, majd helyezziik bele egy
1,5 ml-es mikrocentrifugacsobe. Centrifugaljuk 10 masodpercig maximalis fordulatszdmmal,
majd a centrifugacso aljan 6sszegyilt puffert tavolitsuk el.

(2) Az etidiumbromiddal festett agaréz gélt helyezziik UV-transzilluminatorra, s a kivant
fragmentumot tartalmaz6 csikot vagjuk ki a gélbdl borotvapengét hasznalva. 2-3
parhuzamosan futtatott mintabol egyszerre is kivaghatjuk ugyanazt a csikot. Ugyeljiink arra,
hogy a DNS csikon kiviil ne vagjunk ki sok agardzt. A géldarabkat tegyiik ra a minioszlopra.
(Egy géldarabka 0,1 és 0,3 g kozotti tomegli lehet.) A gélbdl valo kivdagdshoz feltétleniil
haszndljunk UV-szemiiveget, v. pajzsot, s viseljiink gumikesztyiit!

(3) A minioszlopot helyezziik bele egy 1,5 ml-es mikrocentrifugacsdbe és centrifugaljuk 10
percig maximalis fordulatszdmmal. A centrifugacsd aljan osszegyiilt DNS nem tartalmaz
etidiumbromidot és felhasznalhatd restrikcios hasitashoz, ligdz reakcidhoz, jeloléshez, stb.

(4) Mikropipetta segitségével mérjikk le a DNS térfogatat. Ha az 20 pl-nél kevesebb, az
egészet, vagy Osszesen maximum 10-20 pl-t 1/5 térfogat bromfenolkékkel keverve vigyiink
fel agaroz gélre. Elektroforézis utan probaljuk megitélni a kivonas hatasfokat, 6sszehasonlitva
a csikok intenzitasat az eredeti plazmid hasitasi képével.

]
\ r-.-— — minioszlop
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1. abra: Minioszlop mikrocentrifugacsébe helyezve
Egyéb modszerek

Ha nem 4&ll rendelkezésére iivegtejet tartalmaz6 kit, vagy minioszlop, akkor
elektroelucio révén lehet kinyerni a DNS-t. Ilyenkor helyezze dializalo zsakba a gélszeletet
kis mennyiségli (néhany tized ml) elfo-pufferrel, majd az egészet tegye gélelektroforézisre
hasznalt tankba ugy, hogy a puffer ellepje. Fesziiltséget kapcsolva a tankra futtassa ki a gélb6l
a DNS fragmentumot, amely igy belefut a dializalé zsédkon beliil levé pufferbe. (A DNS
helyzetét lehetdleg UV-lampaval ellendrizze). A pufferben oldott DNS-hez adjon 1/10
térfogat Na-acetatot, majd 2 térfogat -20°C-os etanollal csapja ki, mossa 70% etanollal, és a
kivant mennyiségii TE-ben vegye fel.

Egy alternativ mddszer, aminek itt csak az elvére utalunk, azon alapul, hogy agaroz
gélelektroforézis kdzben az izolalni kivant sav elé pozitiv toltésti csoportokat tartalmazo
DEAE-papirt helyeziink a fragmentum futasanak utjaba, azt a DEAE-papirba futtatjuk, majd a

c s
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DEZOXYOLIGONUKLEOTIDOK KEMIAI SZINTEZISE
Aradi Janos

A nukleinsavak szerkezetének felderitésével szinte egy idoben elkezdédtek az
er6feszitések a nukleinsavak kémiai szintézisére. Az 6tvenes évek elején Michelson és Todd
publikaltak az els cikkeket melyekben 2' és 3' nukleotidokat polimerizaltak, elészor vegyes 3'-5'
és 2'-5' kotéseket produkalva.

Mindségi valtozast hozott a nukleinsavak kémiai szintézisének kutatasdban a DCC (N,N'-
diciklohexil karbodiimid) tipusu kondenzal6 agensek kifejlesztése. A karbodiimidek piridines,
s6t vizes piridines kozegben is képesek voltak foszfatésztereket alkoholos hidroxillal jo
hozammal kondenzalni, ezért adott szekvencidji oligonukleotidok szintézis¢hez idealis
kondenzalé agensnek tlintek. Mar az Otvenes évek végére Khorana laboratériuma vezette a
szakteriiletet. Kutatasaik elsd, az éppen kibontakozd molekularis bioldgia szempontjabol is
értékes eredménye, a 64 lehetséges triplet szintézise, valamint ismétlédo szakaszokat tartalmazo
hosszabb oligomerek elballitasa volt. Ezeket a vegyiileteket sikerrel hasznaltak a genetikai kod
megallapitasara, illetve az eddigi eredmények megerdsitésére. Khorana tevékenységének csucsa
az alanin specifikus tRNS génjének szintézise, melyet 1970-ben publikalt munkatarsaival. Ez
volt az els6 kémiai uton szintetizalt gén, mely egy 77 nukleotid hossziit DNS szakasz volt. Habar
Khorana munk3jat Nobel dijjal jutalmaztak, a tudomanyos kozvélemény még ebben az idében is
csak mérsékelt lelkesedéssel fogadta ezeket a nagyszeri eredményeket. T6bbszor elhangzott a
kérdés, elériink-e valaha oda, hogy kémiailag szintetizalt oligonukleotidokra sziikségiink lesz a
mindennapok kutatasaban? A helyzet a restrikcids endonukleazok felfedezésével, tehat mar a
hetvenes évek elején, alapvetéen megvaltozott. A DNS, a hatalmas makromolekula, jol definialt
helyeken hasithatova valt. Nagy tavlatok nyiltak meg a molekularis biologia el6tt, Oriasi
tempoban fejlodott a genetic engineering és hirtelen megndtt az igény adott szekvenciaju
oligonukleotidok irant.

A Khorana és munkatérsai altal kidolgozott eljaras az un. foszfodiészter modszer volt.
Ennek az immar klasszikus eljardsnak a lényege az, hogy olyan nukleotidokat kapcsol Gssze
piridines kozegben DCC segitségével melyek a foszfiton nem tartalmaznak kémiai
véddcsoportot, csak a bazison és a pentdzon. A modszer nagyon munkaigényes, minden 1épés
utan izolalni kell az oligomert. Hosszabb oligomerek szintézise csak enzimatikus 1épések
beiktatdsaval lehetséges. A diészter szintézis lassusaga és munkaigényessége miatt nem volt
alkalmas arra, hogy a fokozatosan emelkedd igényt kielégitse. Mar a hatvanas évek végén
megjelentek az elsd publikdciok az un foszfotriészter modszer alkalmazasarol Letsinger
laboratériumabol. Ennél a modszernél a foszfat is tartalmaz véddcsoportot (a kémiailag védett
monomer egy foszfodiészter), igy a kondenzacios termék lipofil, és egyszerii szerves oldoszeres
extrakcioval izolalhato, tisztithatd. A modszer 1980-ra versenyképessé valt. Az oligonukleotid
szintézis harmadik f6 mddszere szintén Letsinger laboratoriumabdl indult ki. Ez a. foszfit-
triészter modszer, melynek napjainkban hasznalt valtozata az un. foszforamidit médszer, bazison
védett nukleozid foszforamiditek tetrazollal torténd kapcsolasat jelenti. Ez az eljaras nem foszfat-
triésztereket produkal a kondenzacié elsé lépésében, hanem foszfit-triésztereket. A foszfit
triészterek enyhe oxidacioval foszfatta oxidalhatok. A modszer oriasi elénye a kozel 100 %-os
kapcsolasi hozam. A torténeti hliség kedvéért érdemes megemliteni, hogy a nyolcvanas évek
elején probalkozasok torténtek adott szekvencidju oligonukleotidok enzimatikus szintézisére is.
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Az utdbbi két kémiai moddszer szilard fazishoz kotott formaban is alkalmazhatd. A
nyolcvanas évek kozepétdl megjelentek az automatizalt oligonukleotid szintetizald késziilékek,
melyek mostanra teljes mértékben kielégitik a molekularis biologiai kutatas igényeit. A jegyzet
tovabbi részében kizarolag a foszforamidit moédszer automatizalt valtozataval fogunk foglalkozni
a Pharmacia Biotechnoldgiai Cég GENE ASSEMBLER PLUS késziilékét hasznalva.

Elméleti hattér

Az 1. dbrdn a DNS szerkezet felelevenitésére bemutatjuk egy 3' végen foszforilalt, a
négy kozonséges bazist tartalmazo, dezoxy-tetranukleotid kémiai szerkezetét.

,/Lj,cu, Tirmin (T)
J\
b Citozin (C)

1. dbra. Egy 3'végen foszforilalt, négy kizonséges bazist tartalmazo, dezoxitetranukleotid
szerkezete
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A szildrd fazisu foszformidit (foszfit triészter) oligonukleotid szintézis kémiai alapjai

eltavolitas o

2. abra. A szilard fazisu foszforamidit oligonukleotid szintézis egy ciklusa

A szilard fazisu kémiai oligonukleotid szintézis soran az oligonukleotidokat 3'-5'
iranyban szintetizaljuk (tehat nem ugy, ahogy a bioldgiai DNS szintézis torténik). Ez a tény a 2.
dbran bemutatott sémabdl is kideriil. Az els6 (3'-végi) nukleozid szilard fazishoz van kétve. A
hordoz6 anyaga leggyakrabban kontrolalt pérust tiveg (CPG) vagy polistirén alapi miigyanta.
Természetesen, négyféle hordozé (késoObbiekben support) sziikséges. A szintetizalando

oligonukleotid 3’ végének megfelel6 supportot kell valasztani (A, G, C vagy T).

A szintézis ciklus els6 fo 1épéseként a supporthoz kotott védett dezoxynukleozidrol
eltavozik a 4,4'-dimetoxi tritil (DMTr) csoport, mely savra érzékeny éterkotéssel kapesolodik az
immobilizalt nukleozidhoz. Ez a Iépés (Aktivalas, Deprotection a 2. abran) egy enyhe savas
hidrolizis, ami a dikldretanban oldott di- vagy triklorecetsavval torténik. A 4,4'-dimetoxi tritil

csoport szerkezete a 3. abrdn lathatd.
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3. abra. A 4,4"-dimetoxi tritil csoport szerkezete

A DMTr védbesoport savas hidrolizise soran keletkezd tercier alkohol élénk narancs
vOrosszinii, mennyisége spektrofotometriasan mérhetd. Az automata szintetizalo késziilékek egy
atfolyd kiivettaval mérik e termék mennyiségét. EbbSl az adatbol a késziilek szoftvere
automatikusan szamitja a kapcsolas hatasfokat.

A szintézis ciklus masodik 6 1épése a kapcsolas (Coupling). Az €16z06 1épésben detritilalt
dezoxynukleozid (késobbi lépésekben nukleotid) szabad 5' hidroxiljahoz kapcsolddik a nukleotid
tetrazolit. A szintézishez hasznalt - kereskedelemben beszerezhetd - védett monomer egy
foszforamidit (a foszfit egy szekunder aminnal- rendszerint di-izopropilaminnal - képez
foszforamiditet). A foszforamidit forma stabilis vegyiilet, viszonylag jol tarolhato. Ezt
kozvetlentil a reakcié el6tt, mintegy a kapcsolds részeként, tetrazoliddd konvertaljuk, tetrazol
segitségével. Ez a termék reagal az 5' hidroxillal. A folyamat a 4. dbran részleteiben is lathatd.
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4. abra. A kapcsolas folyamata

A foszforamidit kémia Oriasi elonye a haromértékii foszfor nagy reaktivitaisa. Ebben az
allapotban a foszfor atom elektron deficiens és készségesen reagal minden elektron donor
csoporttal pl. hidroxillal. Hatranya ennek a reakcidtipusnak, hogy a viz is szerepelhet
elektrondonorként. Ennek kovetkeztében a folyamatnak teljesen vizmentes kozegben kell
végbemennie.
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A szintézis ciklus harmadik {6 1épése a blokkolas (Capping). Ebben a 1épésben torténik a
nem reagalt szabad 5' hidroxilok 100%-os acetilalasa (5. dbra). Ha ez nem torténne meg, a nem
kapcsolodott 5' hidroxilok egy késObbi szintézis ciklusban nem a kivant szekvencianak
megfeleld nukleotiddal reagédlnanak, igy fals szekvencidk is képzddhetnének. A capping
biztositja, hogy fals szekvencidk nem szintetizalédnak. A nem tokéletes kapcsolas
eredményeként tehat nem hibas szekvenciak, csak rovidebb de helyes szekvencidju oligomerek
szintetizalddnak. Tekintve, hogy mennyiségiik nem jelentds, a legtobb molekularis bioldgiai
célra megfelel a szintetizalt oligomer tovabbi tisztitas nélkiil.
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5. dbra. Nem reagalt 5' végek blokkoldsa (capping)
A szintézis ciklus negyedik {0 lépése az oxidaci6 (6. dbra). Ez a 1épés a foszfitot, a

természetes nukleotidokra jellemzd, foszfat csoporttd oxidalja. A reagens vizes acetonitrilben
oldott Jod.
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6. abra. Foszfit triészter oxiddcioja foszfat triészterré

Az itt felsorolt f6 Iépéseken kivill természetesen jelent6sek az egyes fO0 reakcidkat
elvalaszté mosasok, melyek dikloretannal és acetonitrillel térténnek. A mosasok feladata, hogy
eltavolitsak az el6z0 reakciobdl visszamaradd, a kovetkezd 1épést zavard, reagenseket és
melléktermékeket.

Mindezen lépések egy kis reaktorcsdbe zart, 10x7 mm-es oszlopban elhelyezett szilard
fazisu hordozo felilletén torténnek (support). A reagenseket egy precizids perisztaltikus pumpa
szallitja a reagens iivegekbdl. A motorizalt szelepeket és a perisztaltikus pumpat egy szamitogép
iranyitja. A foszforamiditek, tetrazol és az acetonitril felett szdraz argon atmoszférat kell
biztositani.
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Véddcsoportok és szildrd hordozo

Az oligonukleotid szintézis reakcidinak bemutatasa soran mar nyilvanvaldva valt, hogy a
reagalé nukleotid monomereket, valamint a 3' véget alkotd szilard fazishoz kotott nukleozidokat
véddcsoportokkal kell ellatni. Ezen ideiglenesen kapcsolt véddcsoportoknak két szerepe van:

1. megakadalyozni a nemkivanatos reakciokat,

2. fokozni a hidrofil nukleotidok szerves olddszerekben val6 oldhatosagat.

A kovetkez6 reaktiv csoportokat kell megvédeni:

1. 5" hidroxil csoportok,

2. a bazisok primer aminjai,

3. foszfor atom hidroxil csoportja.

Az 5' hidroxil véddcsoportjarol, a DMTr csoportrdl mar megemlékeztink (3. abra).
Fontos hangsulyozni, hogy ez a véddcsoport savlabil éter-kotéssel kapcsolddik a nukleotidhoz
ellentétben a primer amin és foszfor védécsoportjaival. Igy szintézis kozben szelektiven
eltavolithatd (ez az egyik oka a 3'-5' szintézis iranynak). Itt kell megjegyezni, hogy a ribo-
oligonukleotidok szintézisénél a 2' hidroxilcsoportot is védeni kell. Az amino csoportok
védelme, amid formaban torténik. Ezek a véddcsoportok a szintézis folyaman
stabilisak, csak a szintézis végén koncentrdlt ammoniaval valé kezeléssel tavolitandok el.
Szamos véddcsoportot kidolgoztak; a 7. dbran az un. standard amiditek bazisai lathatok
(a timinen nincs véddcsoport!). Az utobbi néhany évben a standard amiditeken kiviil forgalomba
keriiltek un. PAC (fenoxyacetil) amiditek is melyek labilisabb, konnyebben -eltavolithatd
véddcsoportokat tartalmaznak.
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7. dbra. Standard amiditek bazisainak véddcsoportjai

A foszfit triészter médszernél a foszforon levd hidroxil csoport -cianoetil csoporttal van
védve (8. abra), melyet a szintézis végén ammonias kezeléssel tavolithatunk el. A foszfor
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tovabba N,N-diizopropil csoportot is hordoz mely kozvetleniil a kapcsolas el6tt (aktivalas)
tetrazolidda alakul.
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8. abra. Foszfit csoport védelme

A szilard hordoz6 lehet tiveg (CPG), polisztirén, szilika, celluléz. A hordozdéhoz a kezd6 (3")
védett nukleozid egy karon (spacer) keresztiil kapcsolodik (9. dbra). Az oligomer eltavolitasa a
hordozdrol szintén ammonias kezel€ssel, a szintézis végén, torténik. A szilard hordozo

grammonként 20-50 Fmol védett nukleozidot tartalmaz.

DMTrO 0
) + NM
AVAVAVAVA A A
O o)

9. abra Polisztirén alapu, hordozothoz kapcsolt nukleozid

Uj oligonukleotid felhasznalasi lehetéségek és uj kihivasok az oligonukleotid szintézis
teriiletén

Az oligonukleotidok molekuldris biologiai, biotechnoldgiai €s terapias felhasznalasa
egyre novekszik. A leggyakoribb felhaszndlasi terillet az oligonukleotidok primerként val6
alkalmazéasa. Nagyszamu primert igényel az altalanosan elterjedt polimeraz lancreakcio. Egyre
nagyobb az oligonukleotidok diagnosztikai alkalmazasa, ahol legtobbszor szintén primer
funkciét latnak el. A nagyszamu, kiilonb6z6 szekvenciaju primerek el6allitisira mar
alkalmatlanok voltak az egyszerre egy-két oligomert szintetizalo késziilékek, ezért olyan gépeket
szerkesztettek melyek akar otven primert is készitenek egyszerre a reagenseket egyszeriien
racsepegtetve a milanyag csOben elhelyezett szilard hordozora.
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Az oligonukleotid szintézis fejlesztd laboratoriumok megoldotték az oligonukleotidok
fluoreszcens festékekkel torténd jelolését, igy ez lehetové tette a quantitativ PCR megjelenését,
és a kiilonb6z6 fluoreszcens mikroszkdpias technikak kiterjesztését oligonukleotidokkal torténd
jelolésre.

Ujabb felhasznalési teriiletet jelent az RNS interferencia felfedezése és in vitro kutatasi
célu alkalmazasa. Igaz, itt kozvetleniil RNS oligonukleotidok az aktiv agensek, de ezeket igen
gyakran szintetikus DNS templatrol masoljak, megfeleld RNS polimerazzal.

Tovabbi felhasznalasi teriiltet jelent az aptamer technika kifejlesztése. Az aptamerek
olyan rovid, rendszerint kémiailag szintetizalt RNS vagy DNS oligonukleotidok, melyek,
masodlagos szerkezete alkalmas a célzott molekula, pl. protein, felismerésére.

Az antiszensz oligonukleotidok kutatasi célu alkalmazasa elterjedt, és néhany antiszensz
oligonukleotid jelenleg a klinikai kiprébalas fazisdban van. Ez a technika Ujabb kihivasokat
jelentett a szintetikus oligonukleotidok kémiaja szamara. gy meg kellett oldani a nukleiz
rezisztens foszforotioat internukleotid kotések szintézisét, és a mg-os szintézis adagokat
kilogrammos méretekké kellett alakitani. Napjainkban mar olyan oligonukleotid szintetizald
késziilékek vannak forgalomban, melyek egy szintézisben tobb kg oligonukleotidot képesek
eldallitani.

Az antiszensz oligonukleotidokon kiviil szamos mas mechanizmussal hat6 oligonukleotid
alapu gyogyszer van kifejlesztés alatt, melyek varhatéan a kovetkez években jutnak el a
gyakorlati alkalmazasig. Ez azt is jelenti, hogy az oligonukleotid szintézis a biotechnologia egy
6nallo 1j agat képezi a kozeljovoben.

A kisérlet kivitelezése

A foszforamidit modszer kondenzicids 1épése abszolut vizmentes koriilmények
biztositasat igényli. Ezért a tetrazol €s az amiditek acetonitriles oldata, valamint az acetonitril,
mintegy 10 % (térfogat) vizelvond agenst (Molecular sieve 0.3 nm, Merck vagy Aldrich) kell
hogy tartalmazzon. A fenti oldatok felett a késziilék kis nyomasu szaraz argon atmoszférat
biztosit. A vizmentes koriilmények biztositasa érdekében szokja meg a gyors hatarozott
mozdulatokat, hogy fenti higroszkopos anyagjaink minél rovidebb ideig érintkezzenek a kiilsé
atmoszféraval.

A késziilék beinditasat a megfelelé reagensek megfeleld helyre torténd csatlakoztatasaval
kell kezdeni. A késziilék als6 reagens tarold szintjén hat szamozott teflon c¢s6 van, ezekhez kell
csatlakoztatni sorrendben a dikléretant, detritildld oldatot, acetonitrilt (szaritd6 agens, argon
atmoszféra), oxidald oldatot, capping A oldatot és capping B oldatot. A felsé reagens tarold
szinten van az amiditek és a tetrazol oldat helye. Mind az 6t oldat tartalmazzon 10 % szarito
agenst, és argon atmoszféra alatt kell lennie (ez utdbbit egy argon palack biztositja, mely a
késziilékbe beépitett reduktoron keresztiil kapcsolddik a megfeleld tivegekbe).

Az amiditek 0,1 M -os oldatat kell hasznalni, a tetrazol oldata telitett, 0,5 M -os. Ez azt
jelenti, hogy standard amiditek haszndlata esetén az amiditek koncentracidja: A-amidit 82
mg/ml, T-amidit 71 mg/ml, G-amidit 80 mg/ml, C amidit 80 mg/ml. A tetrazol oldat készitése:
2000 mg tetrazolt kell oldani 58 ml szaraz acetonitrilben. A szarit6 dgenst csak az anyagok teljes
feloldodasa utan adja a reagensekhez. Az amiditek és a tetrazol is rendkiviil draga és nem
tarolhatd oldott allapotban hosszabb ideig, ezért csak a késziilék szoftvere altal szamitott
térfogatd oldatokat készitse el. :

Az egyes reagensekbe meriil6 vékony teflon csovek végere kis pordzus teflon hengereket
kell huzni, melyek megsziirik az oldatokat és olddszereket, eltavolitva a szaritd agens esetleges
tormelékét.
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A reagensek és oldoszerek csatlakoztatdsa utan kapcsolja be a késziiléket és a
szamitogépet. Az argon palackot megnyitva allitsa be az argonnyomast, majd a szoftver
iranyitasat kovetve adja meg a szintetizalni kivant szekvenciat, és inditsa be a szintézist. Meg
kell jegyezni, hogy a késziiléken két extra hely van kémiailag modositott nukleotidok beépitésére
(pl. inozin, 5-brom deoxyuridin stb.). A késziilék két reaktort tartalmaz, igy két szekvenciat lehet
bevinni egyszerre, melyeket egymas utan készit el a késziilék. A szintézis adatait tarolja, kérésre
kinyomtatja.

A késziilék standard reaktora két kiilonb6zo toltet mennyiségli supportal hasznalhat6 0,2
Fmolossal és 1,3 Fmolossal. Beszerezhetd 10 mmolos reaktor is. Molekularis biologiai célokra
minden esetben elegendd a 0,2 Fmolos oszlop hasznalata. Az oligomer hosszatol fiiggden 200-

800 Fg oligomer szintetizalhatd ezen az oszlopon.

A szoftver

A GENE ASSEMBLER PLUS szoftvere rendkiviil egyszerii, konnyen kezelhetd, a
kovetkez6 f6 meniiket tartalmazza:

Sequence Editor, Run Synthesis,  Utilities, Purge/Cal, Method Editor.

A Sequence Editor lehetévé teszi a szintetizdlandé szekvencidk bevitelét, azok
manipulalasat, alkalmas arra, hogy azonos pozicioba tobbféle bazist (wobble) beirjunk (és
természetesen szintetizaljunk). Alkalmas a szekvencia adatok tarolasara is.

A Run Synthesis iranyitja a szintézist. Menetkozben szamitja és mutatja az egyes
kapcsolasok eredményességét. Alacsony kapcsolasi szazaléknal (ez megvalaszthatd) leallitja a
szintézist. A sziikséges reagens mennyiségeket kalkuldlja. A szintézis végeztével lehetOséget
kinal az utolso tritil csoport fennhagyasara, vagy hidrolizisére.

A Utilities a szekvencidk tarolasara hasznalt diszkek specialis elOkészitésére ad
lehetdséget. Tovabba a szekvencia file-ok manipulalasat masolasat, nyomtatasat végzi.

A Purge/Cal hasznélhatd a késziilék csoveinek reagensekkel valo feltoltésére, a késziilék
mosasara kikapcsolas elott. A pumpa kalibralasa is ezzel a meniivel végezhet6 el. Minden uj
szintézis sorozat el6tt célszerli ujra kalibralni a pumpat.

A Method Editor alkalmas arra, hogy a standard moédszert megvaltoztassuk és sajat
elképzelésiink szerint mas programot adjunk a késziiléknek. Lehetséges a kapcsolasi fazis
megnyujtasa, ezzel bizonyos mennyiségii amiditet megtakarithatunk. Az eredeti program
modositasaval foszforotionat internukleotid kotés kialakitdsara, 5' végre amino csoport
helyezésére vagy foszfotriészter kémiaju szintézisre is lehetdség nyilik.

Post-szintetikus tennivalok

A szintézis végeztével még messze van attdl, hogy tiszta oligonukleotid oldata legyen.
Az els6 lépés az oligonukleotid lehasitasa az oszloprél és a véddcsoport eltavolitasa
(deprotection). Ez a kovetkezOképpen torténik.

1. Vegye ki a kis miilanyag oszlopot a reaktorbol és helyezze egy Eppendorf csébe
(peremével felfelé), melybe el6zdleg 1 ml 33 %-os amméniumhidroxidot pipettazott.

2. Centrifugalja a csovet 3000 rpm-el 2 percig, igy az oszlopa, mely kovalensen koétve
tartalmazza az oligonukleotidot, jol telitédik témény ammonium-hidroxiddal.

3. Standard amiditek hasznalata esetén tartsa az oszlopot tartalmaz6 Eppendorf csovet 16
oran at 55 °C-on. Ez csak ugy oldhaté meg biztonsagosan, ha a csovet egy nyomasallo tartalyba
helyezi, melybe 33 %-os ammoniumhidroxidot 6nt. Igy a csévon kiviil beliil azonos nyomas
alakul ki. Nyomasalld, légmentesen zarod csavaros csovekben is torténhet a deprotection.
Megjegyzendd, hogy PAC amiditek hasznalata esetén egy éjszakan at szobahdfokon lezajlik a
reakcid (deprotection).
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4. A megfelel6 id6 letelte utdn nyissa fel a lehiitott tartalyt, és az oszlopba tiit szirva
helyezze azt egy masik Eppendorf csébe és centrifugdlja mint eldbb. Az oszlopbdl
kicentrifugalédott kevés ammonias oligonukleotid oldatot egyesitse az inkubdciés csOben
maradttal. fgy kozel 1 ml oligonukleotid oldatunk van koncentralt amméniaban, mely ezen kiviil
tartalmazza a véddécsoportok hidrolizis produktumait.

A tiszta oligomer kinyerése az ammonias oldatbol tobbféleképen torténhet:

1. Ateresztheti az ammonias oldatot a Pharmacia altal forgalmazott NAP oszlopon. Ez
lényegében egy kis specidlis tisztasagu Sephadex G-25 gélsziird oszlop. Hatranya, hogy az
oszlopot 10 mM NaOH, 0,5 M NaCl oldattal kell ekvilibralni. Tehat ebben kapja meg az
oligonukleotidot.

2. Anioncseréld HPLC oszlopon tisztithatd a teljesen védScsoport-mentes (deprotected)
oligonukleotid.

3. Denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel rendkiviil tiszta, homogén
oligonukleotidot lehet preparalni. Hatranya ennek a modszernek, hogy legalabb 70 %
veszteséggel jar.

4. Amennyiben az utolso tritil csoportot nem tavolitja el az oligonukleotidrol
(a Run Synthesis menii ezt megkérdezi) az oligomer forditott fazisu oszlopra jol kothetd és
onnan tisztan elualhat6. A tritil csoport csak azon az oligonukleotid populacidn van rajta mely
teljes hosszisagu, hiszen a rovidebbek (a nem reagaltak) a capping soran acetilalodtak az 5'
hidroxilon és ez az acetil csoport lehidrolizalddik az ammonias kezelés soran. Ez a kiilonbség
(tritilalt teljes hossz és rovidebb nem tritildlt) jelentdsen befolyasolja az oligonukleotidok
hidrofobicitasat, igy kotodését a forditott fazisi oszlopon, ami jo elvalasztast biztosit. Ne felejtse
el, hogy az ammonias kezelés nem tavolitja el a tritil csoportot. A forditott fazisu kromatografia
utan, a tritil csoport 30 percig szobahdfokon torténd 80%-os esetsav kezeléssel lehidrolizalhatd.
Az ecetsavas kezelés csak 30 percig tartson, ne tovabb!

5. Az ammonias oligonukleotid oldatb6l legkonnyebben alkoholos vagy butanolos
kicsapassal nyerheti ki az oligonukleotidot.

a. 100 ¥l ammonias oligonukleotid oldathoz adjon Eppendorf cs6ben 1,1 ml n-butanolt,
nagyon gondosan keverje 0ssze, majd centrifugalja 14 000 rpm-el 3 percig. Feliiluszot ontse le, a
csapadékot szuszpendalja 100 ¥l vizben, majd ismételten csapja ki, mint elébb. A masodik
csapadékot vakuumban szaritsa meg és oldja a megfeleld pufferben (ha marad oldhatatlan anyag
ez a védbdcsoportok maradéka, nem okoz problémat, centrifugalassal tavolitsa el).

b. 400 F1 ammonias oligonukleotid oldathoz adjon 2 1 1 M MgCl, oldatot és 40 ¥1 10 M
ammoniumacetat oldatot, majd 950 ¥l hideg etanolt. Osszekeverés utén tartsa 30 percig -20°C-
on, ezutan centrifugdlja 8 percig 14 000 rpm-el. A csapadékot 100+l vizben szuszpendalja, majd
csapja ki n-butanollal (mint fent).

6. A kicsapott oligonukleotid jol tisztithaté vékonyrétegen, szilikagélen (preparativ
vékonyréteg nem jo!), n-propanol/koncentralt ammonia/viz (55:35:10) futtatd elegyben. A
leglassabban vandorl6 sdv a tiszta oligomer, ez lekaparhat6 és tisztan elualhatd. A mddszer
analitikai célokra is alkalmas. Ezzel a mddszerrel ellenérizheti leggyorsabban a szintetizalt
oligonukleotid tisztasagat.

Szintetikus oligonukleotidok hosszabb tarolasara legalkalmasabb az ammonias oldat. Ha
megtisztitott oligonukleotidot kivan hosszabb ideig tarolni (hénapokig) érdemes legalabb 8-as
pH-ju oldatban eltenni. fgy nem hasadnak le az alacsonyabb pH-ra érzékeny purin bazisok, f0leg
az adenin.
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Oligonukleotid oldatok koncentrdcidjanak mérése

perklorsavval elroncsolja és mérjiikk a foszfor tartalmat. A modszer megbizhat6é és pontos, de
munka és anyagigényes. Csak kivételes esetekben kell ehhez a modszerhez folyamodnunk, féleg
ha kémiailag mddositott szarmazékokrol van szd, melyek molaris abszorbcios koeficiense nem
ismert. Legegyszeriibb, ha a 260 nm-en mért abszorpci6 alapjan szamolak az oligonukleotidok
mennyiségét. Az irodalomban 1 Ay egység (U) oligonukleotidot 25-332 Fg-nak szamitanak.
Altalaban elfogadhato, ha egy atlag osszetételii oligonukleotid esetén 1 AzgU-t 30 Fg-nak
tekintiink. Ha kiilonleges bazis-Osszetételii (egyik bazisbol az atlagnal sokkal tobb van)
oligonukleotidunk van egyszeriien a kovetkezd molaris abszorpcios koeficiens értékeket
(A260U/mmol) vehetjiik figyelembe dA = 15.4, dC =74, dG = 11.5, dT = 8.7. Szamos szoftver
van forgalomban melyek a szekvencia és a bazisok kolcsonhatisai alapjan szamitjak a
molekulara vonatkozd moléaris abszorpcids koeficienseket. Tovabba vannak specialis
fotométerek (pl. Pharmacia GeneQuant) melyek a beadott szekvencia alapjan a mért
abszobcidbol kozvetleniil szamoljak az oligonukleotid koncentraciot.
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POLIMERAZ LANCREAKCIO
Dombradi Viktor

A polimeraz lancreakcié (angol nevének Polymerase Chain Reaction kezddbetiii alapjan
roviden PCR) felfedezését K. Mullis 1985-ben jelentette be az Amerikai Human Genetikai
Tarsasag konferencidgjan. Az elmult idészakban ez az egyszer( eljaras forradalmasitotta a
molekularis biologia eszkoztarat és szemléletét. Ma mar egy ismert DNS szekvencia alapjan
barmely molekularis biologiai laboratériumban néhany nap alatt eld lehet allitani a kérdéses
szekvencianak megfelel6 DNS mintat. Ez oriasi elorelépést jelent a genom projektek felhasznaloi
szamara, hiszen a genetikai informacié az elektronikus lekérdezés utan kozvetleniil
felhasznalhat6 a kisérletes munkéban.

Az el6szor leirt alapreakcio tipust tobbszor modositottak, és ujabb otletekkel egészitették
ki, igy a PCR szamos helyen felhasznalhatéva valt a molekularis bioldgiai kutatasban és az
orvosi diagnosztikaban. Az aldbbiakban felsorolunk néhany tipikus alkalmazast: DNS probak
eléallitasa hibridizaciohoz, moédositott DNS eldallitasa (iranyitott mutacio), klonozas, cDNS
eldallitasa, DNS szekvenalashoz minta eldkészitése (aszimmetrikus PCR), illetve genetikus
betegségek kimutatasa, fert6zést okozo élolények detektalasa betegtdl vett mintabol, igazsagigyi
orvostani vizsgalatok, rokonsagi viszonyok felderitése, evolucios vizsgalatok (6si mintak
vizsgalata) stb.

Jegyzetiinkben el0szor leirjuk a PCR alapelvét és egy egyszerli kisérleti elrendezés
megvalositasat, majd bemutatunk néhany kiilonleges technikat (az RT-PCR-t kiilon fejezetben
targyaljuk), és végiil ismertetjiik a hasonl6 elveken alapul6 ligdz lancreakciot.

A PCR elve

A PCR alapelve egyszerii, csak sokaig nem jottek ra. Mullis az oligonukleotidok
felhasznalasara irdnyul6 vizsgalatai kozben dobbent ra arra, hogy ha a DNS-fiiggd polimeraz
reakciot két megfeleld oligonukleotid primer jelenlétében tobbszor megismétli az eredeti DNS
szekvencia egy része megsokszorozhatd. Ehhez egy kettdsszali DNS targetre, egy DNS
polimerazra és két olyan oligonukleotid primerre van sziikség amelyek a DNS két kiilonb6z6
szaldval hibridizalnak ugy hogy 3’-végiik egymassal szembenéz (/. dbra).

A reakci6 1épései a kovetkezok:

(1) A kett6sszalt DNS denaturalasa hékezeléssel (95 °C-on).

(2) A targettel komplementer két oligonukleotid hibridizalasa az egyes DNS szalakhoz
ugy, hogy az egyikiik az egyik, masikuk a masik szalhoz k6tddjon. A kapcsolat stabilizalasahoz
az elegyet le kell hiiteni €s az oligonukleotidokat nagy feleslegben kell alkalmazni.

(3) Uj DNS szélak szintézise INTP és DNS polimeréaz segitségével. (Az elsé ciklusban
szintetizalt szalak hossza nem egységes.)

(4) A ciklus megismétlése. Ekkor a sokszorozandé DNS szakasz megduplazodik. A 3.
ciklusban megjelennek azok a kettds szalak, melyeket az oligonukleotidok 5’ végei hatarolnak.
Mivel az egységes hosszusdgu termékek szdma exponencialisan novekszik kb. 20 ciklus utan
ezek lesznek dontd tobbségben.
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1. abra. A polimeraz lancreakcio (PCR) elve

A médszerrel a DNS kb. 10%-szoros sokszorozasa érhet el. Egy 1d6 utén
exponencialis novekedés leall, ez az ugynevezett plato effektus (2. abra).

0.0 T T T T T !

2. abra. A PCR ciklusszama és a DNS kitermelés kozotti dsszefiiggés
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A platé létrejotte valdszinlileg azzal magyarazhatd, hogy a DNS oly mértékben
koncentralodik a koézegben, hogy gyakoribb a hosszu szadlak renaturalodasa mint az
oligonukleotiddal t6rtén6 hibridizacié. A platé kialakuldsa utdn varhaté a nemspecifikus
masolatok felgyiilemlése, ezért még a platd eldtt abba kell hagyni a lancreakciot. Ha tovabbi
sokszorozas sziikséges célszerli a termék 1000-10000- szoros higitdsa utdn egy ujabb PCR
reakciot elvégezni.

Kezdetben a PCR reakcidban az E. coli DNS polimeraz I proteolitikus fragmentjét, az
ugynevezett Klenow-fragmentet hasznaltdk, ami nem rendelkezik exonukledz aktivitassal. Ez
egy hoérzékeny fehérje, igy minden egyes hddenaturaldsi 1épés utan friss enzimet kellett adni a
kozeghez. Tovabbi hatranya volt, hogy a reakciot 37 °C-on hajtottak végre, és igy gyakori volt a
fals hibridizacioé, ami a kitermelést rontotta. A fenti problémak megoldasaban segitett a 7.
aquaticus DNS polimeraza, a Taq polimerdz (kereskedelmi nevén AmpliTaq) bevezetése 1988-
ban. Ez az enzim hdstabil, felezési ideje 92,5° C-on 130 perc. Optimalis szdmara a 75-80 °C
hémérsékleti tartomany, ahol atviteli szama 150 nukleotid/s. Alacsonyabb hémérsékleten is
alkalmazhato, pl. 70°C-on az atviteli szam 60 nukleotid/s; de még 55°C-on is 24 nukleotid/s. Ez
az Ujitas lehet6vé tette az enzim egyszeri beadasat a reakcidsorozat elején, ami egyszeriibbé tette
a reakci6 automatizalasat. Egy tipikus AmpliTaq PCR hémérséklet profiljat mutatja be a 3. dbra.

1. 1épés 2. 1épés 3.1épés 4. 1épés 2. ciklus stb.
384 A8 282 <
> > b
94__ ‘ /.-_,....
/
o ! Szintézis
Snt )
= , Denaturalas
= /
‘8 /
&5 /
E /
N
o
Hibridizalas
|1 T 2 T :3I I 4 I |5 T 6 T I7
1d6 (perc)

3. abra. Egy tipikus PCR ciklus homérséklet profilja

Egy tipikus PCR ciklus a kdvetkezd 1épésekbdl all:

(1) Denaturalas 92-95 °C-on.

(2) Primerek hibridizalasa az oligonukleotidok olvadaspontjatdl fiiggd
hémérsékleten (Tp, - 3 °C-on).

(3) DNS szintézis 72°C-on.

(4) Ujabb hédenaturalas.

Ezt koveti a ciklus tobbszori ismétlése.

Az automatizalas technikai megvalositasara két lehetOséget kisérleteztek ki. Az egyik
lehet6ség a minta mozgatasa kiilonbozé homérsékletli vizfiirdok kozott (robotszerii megoldas); a
masik a mintatartd flitése-hiitése (hdciklus rendszer). A gyakorlatban az utdbbi terjedt el. A fiitést
fiit6szallal, a hiitést félvezetd Peltier-elemmel oldottdk meg. A leghjabb késziilékeket fiithetd
tetovel gyartjdk. Ez a mddositas meggatolja az elparolgott viz kondenzalodasat a lezart
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eppendorf cs6 kupakjaban, ami elejét veszi a reakcidkozeg koncentralddasénak, illetve
beszaradasanak. A régebbi berendezésekben a kozeg elparolgasat a felszinére cseppentett
olajréteg gatolja meg.

Optimalizalas

Nem létezik olyan recept, amely minden PCR reakcidban tokéletesen mitkddne. Ezért a
kisérletek elkezdésekor a legels0 feladat az optimalis reakciokoriilmények megallapitdsa. A
sokszorozas a target DNS-t6l és az oligonukleotidoktdl fiiggdé modon kiilonbozd hatékonysaggal
jatszodhat le egy adott késziilékben. Csak a koriilmények optimalizaldsa utan varhatunk
specifikus és jo kitermelésti reakciét. Az aldbbiakban felsoroljuk azokat a legfontosabb
tényezOket, amelyek megszabjak a reakcid hatékonysagat. [Szogletes zardjelben a leggyakrabban
hasznalt értékeket tiintettiik fel.]

(1) A 20-30 nukleotid hossziisagu primereket ugy kell megtervezni, hogy ne
tartalmazzanak bels6 hurkot, a G-C tartalmuk kb. 50% és a 3'-végiik lehetdleg G vagy C legyen,
valamint a 3-végen nagyfoki legyen a target DNS szekvenciaval valé komplementaritas. Az
egyes primerekben ne alakuljanak ki hurkok a belsé komplementer szekvencidk kovetkeztében.
A primer par tagjai se legyenek egymassal komplementerek és a Tn értékiik kozel essen
egymashoz. Ma mar egyszerli computer programok teszik lehetévé a fenti szempontokat
figyelembe vevo pontos tervezést.

Tervezhetok degeneralt, vagy a target szekvencidval nem teljesen komplementer
oligonukleotidok is, ilyenkor azonban az 1-5 ciklus profiljat célszerli modositani (4. dbra). A
lassﬁ felmelegitéssel kihasznélhaté az enzim alacsonyabb hémérsékleten is jelent()’s aktivitésa a
meghosszabbitott prlmer mar magasabb hOmérsékleten is stabilan kapcsolodlk a target
szekvenciahoz, ahol az enzim j6 hatékonysaggal elvégezheti az G DNS szal szintézisét. Miutan
felszaporodnak a végiikon a primert is tartalmazo6 kdpidk, a tovabbi c1k1usokban alkalmazhato a
megszokott hdmérséklet profil.

94+ 94+
8 72 ? 72
> 1>
% = 50f
2 37t 7
QO 0
g =
He) 0
am o
1 23456 I 2 3 45 6
1dé (perc) 1d6 (perc
— (pere)
Ciklus szam : 1-5 25-40

4. abra. A target szekvencioval nem teljesen komplementer (degeneralt) oligonukleotid primerek
eseten javasolt PCR homérséklet profilok

(2) Be kell allitani az optimalis reakci6 kozeget; a Mg”>" koncentraciét [1.5 mM], az
enzim mennyiséget [2,5 U], a pH-t [8.4] és végiil az adalékanyagok pld. DMSO, formamid,
BSA, glicerin, (NH4),SO4, KCl, zselatin koncentracidjat [SO0 mM KCl; 100 mg/ml zselatin] is
optimalizalni kell.
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(3) Nagy tisztasagu dNTP oldatokat [20-200 mM] kell hasznalni. Szuboptimalis ANTP
koncentracio javitja a masolas hiiségét.

(4) Elvileg egyetlen kettésszald DNS molekula elegendé a masolas beinditdsahoz, de
ekkor magasabb ciklusszam €s sziikség esetén ismételt lancreakcio sorozat sziikséges
[a target DNS mennyisége altalaban 0,1-1 pg].

(5) Rendkiviili fontos a szennyezések és keresztszennyezések elkeriilésére. Nem
kivanatos a szennyez6 DNS sokszorositdsa!

Még optimalis koriilmények kozott végrehajtott PCR esetében is szamolni kell a
kovetkez problémakkal:

(1) A Taq polimeraz nem rendelkezik ellen6rzé (proof reading) aktivitissal, igy a
beépitési hibak szama 1/5000 nukleotid koriil mozoghat ciklusonként. Ez a hiba akkor valik
jelentdssé, ha a terméket klonozas utan szekvenaljak. Célszeri a teljes PCR termék kozvetlen
szekvenalasa (ahol a hibas képidk aranya magas target DNS koncentracié esetén elhanyagolhatd)
vagy tobb klon ellendrzése. A probléma kikiiszobolhetd a Pyrococcus furiosus (Pfu) hostabil
DNS polimeraz alkalmazasaval, ami rendelkezik 3'-5' exonukleaz (proof reading) aktivitassal.

(2) Eléfordulhat a primerek aspecifikus kotddése, ami kiilonosen a specifikus target
hianyaban figyelhetd meg €s félrevezetd eredményt szolgaltat.

(3) A primerek dsszekapcsolddasaval ugynevezett primer dimer keletkezhet.

(4) A PCR alkalmazasanak korlatot szab az a tény, hogy csak akkor hasznalhat6, ha mar
van megbizhaté szekvencia informacionk vagy a nukleinsav, vagy a fehérje szintjén. A genom
programok eldrehaladtaval ez a probléma egyre inkabb az adatok megbizhatosagara
korlatozddik, sajnos az adatbazisokban még ma is sok a pontatlan nukleinsav szekvencia.

A PCR alkalmazasai

A PCR eldnye Oriasi sokszorozd képességében rejlik. Vannak olyan alkalmazasok,
amikor pontosan ezt a lehetséget aknazzak ki. Onmagaban is nagy elSrelépést jelentett, hogy
sokkal kevesebb DNS mintara van sziikkség egy adott diagnosztikai teszthez, egy biiniigy
megoldasahoz vagy egy kutatasi feladat elvégzéséhez. A diagnosztikaban legtébbszor fert6zé
agensek (virusok és baktériumok) kimutatdsara hasznalhaté fel a PCR. A modszer
érzékenységére jellemzO, hogy akar néhany fg mennyiségii idegen DNS is detektalhato. A
primerek megfeleld megvalasztdsaval nemcsak a fert6z6 anyag jelenléte, hanem annak minGsége
is detektalhat6. Példaul ily médon kiilonbség tehetd a fertdzést okozo HIV virus variansok
kozott. A PCR és specialis kivitelezését jelenti a vizsgalando szovetminta, illetve sejtpreparatum
in situ vizsgalata. A vizsgalati mintat ilyenkor egy mikroszkop targylemezére helyezik, és
Osszekeverik a megfelel reagensekkel. A targylemez fiitése és hiitése segitségével a lemezen
jatszatjak le a polimeraz lancreakcidt. Ily modon nemcsak a vizsgalt DNS mennyisége, hanem
annak lokalizacidja is meghatarozhato.

A modszer leirasabdl kitlinik, hogy a PCR csak a kettdsszali DNS megsokszorozasara
alkalmas. Ez azonban nem jelenti azt, hogy csak DNS mintak kimutatasara hasznalhato. A
kvantitativ PCR fejezetben leirjuk azt, hogy az mRNS hogyan alakithat6 at kett6sszali cDNS-¢é
és mennyisége hogyan hatirozhatdé meg PCR segitségével. A fehérjék detektilasaban is
kihasznalhaté a PCR hatalmas érzékenysége, ha azt az immundetektalas specifitasaval 6tvozzik
(immuno PCR). Ennek lényege az, hogy a specifikus antitesthez egy jol ismert kettdsszali DNS
darabot kotnek, majd az antitest-antigén reakcid lejatszodasa utan a jelet PCR segitségével
erdsitik.

A PCR felhasznalhatdé mutaciok detektalasdra is. Azon kiviil, hogy megfeleld
mennyiségli mintat biztosit a hagyomanyos vizsgalatokhoz a megfelel6 pozicidban elhelyezett
primer parok segitségével kozvetleniil is észlelhet6 a termékeke méretének megvaltozasa, illetve
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a vart reakcié elmaradasa. Ily méodon jelentGsebb gén atrendez6dések (delécio, inzercid és
rekombinacio) detektalhatd, mint ahogyan azt a mutacioé analizis cimii fejezetben részletesen
ismertetjiik. Pont mutacié detektalasara jol alkalmazhato a ligat lancreakcio (LCR, lasd késobb),
illetve a DNS szekvenalds. Ez utobbi megvalositasdhoz is felhasznalhatjuk a PCR reakciot
egyszali DNS targetek eldallitasa céljabol.

A PCR szerepe a DNS szekvenalasban
Mind kétszali, mind egyszali DNS szekvenalasa megoldhatd, de a szekvenalashoz

célszerli egyszali DNS-t eldallitani, ugyanis ennek szekvenalasi reakcidja sokkal érzékenyebb.
Az egyszalu DNS eldallitasanak egyik megvalositasi lehetdsége az aszimmetrikus PCR (5. abra).

Primer A
(50 pmol)
................................................................. >
- ||
Primer B
(0.5 pmol)
PCR
30 ciklus
0.5 pmol ds DNS
e
-
5-10 pmol ss DNS
o

5. abra. Az aszimmetrikus PCR elve. Az A és B primer ardanya 100: 1. Ennek megfeleloen a
termékben az egyes szalu DNS (ssDNS) sokkal t6bb mint a kettos szalu DNS (dsDNS)

Az aszimmetrikus PCR lényege az, hogy a primereket nem 1:1 aranyban alkalmazzuk,
hanem az egyik primert 100 szoros feleslegben vissziik be a reakcidokézegbe. Ilyenkor a PCR
csak a feleslegben jelenlévd primer mitkodik, igy a szintézis egyszalti termékhez vezet. Az
egyszalu DNS felhalmozddasa a PCR reakcio kés6bbi szakaszaban figyelhetd meg (6. dbra).

Az egyszald DNS agaréz gélelektroforézissel elvalaszthaté a kétszali DNS-t6l. Igy
megoldhat6 a reakcié kitermelésének ellendrzése is. Meg kell jegyezni, hogy a gél ethidium
bromidos festése nem tekinthetd kvantitativan értékelhetd eljarasnak, mert az egy- és kétszalu
DNS masképpen festodik. '

A kvantitativ analizishez célszeri radioaktivan jelzett oligonukleotid primert hasznalni,
vagy a gélr6l Southern-blottot késziteni. Az oligonukleotidok €s dNTP eltavolitasa utan
elvégezhetd a szekvenalasi reakcio, pl. a kisebb koncentracidban alkalmazott primer
felhasznalasaval. Célszerii a szekvenalasi reakciot Taq polimeraz jelenlétében magasabb reakcid
hémérsékleten elvégezni. Mivel az itt leirt eljards csak in vitro 1épésekbdl all elényosen
alkalmazhato a teljes szekvenalasi folyamat automatizaldsara.
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6. abra. Egyszalu DNS eléallitasa aszimmetrikus PCR reakcioban. A primerek ardnya 50:0,5
pmol. [Jegyszdalu DNS, @ kétszal DNS

Iranyitott mutagenézis

A PCR primerek ¢€s a target DNS szekvencidja nem kell hogy sziikségszertien 100 %-ig
komplementer legyen, kiilondsen a primerek 5-végén van lehetéség eltérd szekvenciak
beépitésére. Ezek a szekvenciak a sokszorositott DNS részévé valnak, és maguk is
sokszorozodnak a target DNS szekvenciahoz kapcsoldodva. Ez teremti meg a DNS in vitro
manipulaldsanak (mutagenézisének) lehetdségét. A tudatos mutagenézistél meg kell
kiilnboztetni a hibas beépiilés kovetkezményeként 1étrejové random mutdciot, ami nem
kontrolalhato, ezért keriilendo.

Uj restrikcids hely kiépitése

PCR segitségével a sokszorozott szekvencia végére olyan restrikcids helyet €pithetiink
be, amely a természetes DNS-ben nem fordul elé. Ez akkor elonyds, ha a termék végét
restrikcios enzim kezeléssel "ragaddssa" akarjuk tenni, pl. ligdlas és klonozas céljabol.
Megfigyelték, hogy nem elegendé a kivant restrikcids enzim felismerési szekvencidjat az
oligonukleotid 5-végéhez szintetizalni, a hatékony hasitas érdekében tovabbi 1-3 szomszédos
nukleotid beépitése is sziikséges. (vO. 7. dbra). A reakcidban célszerli a 4. dabra bemutatott
hémérsékleti profilok kovetése.

5
G
GG
AA Eco RI

T

T
C
?TCGGATCTGCATCTGG 3
IO OO0

3 » GTTCATCGTCAGCCTAGACGTAGKCCATAG 5

7. abra. EcoRlI restrikcios hely létrehozdsa PCR segitségével. Az abran az egyik oligonukleotid

primer target DNS-el komplementer része és a restrikcios helyet tartalmazo tulnyulo 5'-vége
lathato
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G-C kapocs készitése

A PCR reakci6 egyik primerjének 5-végére G és C gazdag mesterséges szekvencia
illeszthet6. Ez er6s hidrogénhid kapcsolatot hoz majd létre a PCR reakci6é soran keletkezd
mesterségesen megnyujtott termék egyik végén. A PCR termék a nativ DNS szakaszhoz képest
stabilabban kapcsolodik 6ssze. Denaturalé gradiens gélelektroforézis soran a PCR termék nem
esik szét a G-C kapocs nélkiili (normalis) DNS széteséséhez sziikséges denaturaldszer
koncentracid mellett. A két DNS szal Osszekapcsolasa felhasznalhato pontmutaciok
detektalasanak érzékennyé tételére (lasd a Mutacidanalizis c. fejezetben).

Pontmutdcio létrehozdsa

Az oligonukleotidban tudatosan beépithetiink egy, a target szekvencidval nem
komplementer nukleotidot, és igy jol meghatarozott helyen pontmutaciét idézhetiink el6 (8.
abra). Az eljarashoz 4 darab (2-2 pér) oligonukleotid sziikséges; ezek koziil 2 komplementer, és
azonos helyen tartalmazza a mutdcionak megfeleld nukleotidcseréket. A mutagenézis elsé
lépéseként két kiilon PCR reakciot kell végezni (1. és 2. PCR), amelyek a kivalasztott gén egyik,
ill. masik oldaldn megroviditett mutans termékeket adnak. Az oligonukleotidok és a feleslegben
lévé dANTP eltavolitasa utan a két terméket Osszekeverik, denaturaljak, majd renaturaljak. Kis
valoszinliséggel az 1. és 2. PCR reakcidk termékei egymassal hibridizalédnak a komplementer
mutans primer szakaszon keresztiil. Ezen hibridek 3-vége polimeraz enzimmel feltolthetd, majd
egy 3. PCR reakcioban a teljes mutans génszakasz sokszorosithatd a masodik (kiilsé) primerpar
felhasznalaséaval.

S
1. PCR

Komplementer mutans oligonukleotid primerek

—I-L._>
2. PCR

‘ 1. PCR terméke

11

.’ 2. PCR terméke

keverés, denaturalas
hibridizalas
5 2

59

11 4m 11

Y

§ Feltoltés

3. PCR M

‘ Sokszorozas

m

Mutans termék

8. abra. Pontmutacio létrehozdsa PCR technikaval. A mutdciot okozo nukleotid cserét a primert
jelzo nyil megtorése mutatja
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Géntechnologiai manipuldciok
Az el6bb ismertetett stratégia tovabb fejlesztheté inzercids és deléciés mutansok,
valamint rekombinans (kimera) DNS eléallitaséara (9. abra).

A
~ Inzercid

_ 0Oy

™~

Inzercio

Komplementer
Delécio

target DNS

N\ gKomplementer

Promoter komplementere

Kédolo szakasz komplementere

kodolo szakasz

-

Promoter komplementere/ / \

K6dold szakasz kompl t
6dold szakasz komplemen ere‘ “rekombinans PCR”

kodolo szakasz

9. abra. PCR felhasznalasa a DNS szekvencia modositasara. Inzercio (A) és delécio (B)
eldidézése, illetve rekombindns DNS eléallitasa (C). A nyilak az oligonukleotid primereket jelzik.
Minden esetben 3 kiilonboz6 PCR reakciot kell végezni a 6. dbran bemutatott modon.

A. Inzercid gy épithetd be, hogy a két komplementer primer belsejébe egy hurkot alkotd
inzerciot szintetizalnak. A kezdeti PCR reakciokat (1. és 2. PCR a 8. dbrdn) alacsonyabb
hémérsékleten kell végezni, ahol a hurok még nem nyilik szét, majd 4-5 ciklus utan a
hibridizacios hémérsékleten megemelik ugy, hogy a hurok felnyilik és csak az inverzibt
tartalmazo target szekvenciak sokszorozddnak tovabb (vo. 4. dbra).
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B. Delécio igy hozhat6 1étre, hogy a 4 primer koziil egyik sem teljesen komplementer
egymassal, azonban van egy olyan primer par, melynek 5-végére a target szekvenciatol
fiiggetlen, egymashoz viszonyitva viszont komplementer régiot épitenek be.

C. Rekombindacio létrehozasdhoz a ko6zéps6 primerek tilnyalé 5'-vége az
Osszekapcsolodé DNS szakaszokkal komplementer. A 9. C dbrdn bemutatott rekombindciéval
egy promoter régio és egy fliggetlen kddolo régié dsszekapcsolasat lehet megvaldsitani.

Az 1. és 2. PCR termékek tisztitdsa, és Osszekeverése utan elvégzik a denaturalds és
renaturalas 1épéseit, majd a komplementer primer szakaszok hibridizacidja révén létrejott mutans
szalak 3-végének feltdltése utan 1étrejon a kivant modositast tartalmazé 6j DNS kettés szal Az
igy eléallitott kettds szali DNS egy harmadik PCR reakciéban sokszorozhat6 (vo. 8. abra).

Modositott nukleotidok beépitése

A szintetikus oligonukleotid primer nemcsak természetes nukleotidokat, hanem azok
modositott valtozatait is tartalmazhatja. Igy a sokszorozott DNS végére beépithetd jelzett
nukleotid (pl. biotinalt dUTP), mddositott nukleotid (pl. 7-deaza dGTP az oligonukleotidon
beliili bels6 hurok elkeriilése érdekében), vagy egy nukleotid analég (pl. dITP degeneralt
primerben).

Részben vagy egyaltalan nem ismert DNS szekvenciak sokszorozasa

A sikeres PCR el6feltétele a szekvencia legalabb kis részének elGzetes ismerete. Ez a
kévetelmény megkeriilheté olymodon, hogy a sokszorozandd DNS egyik vagy mindkét végére
altalunk ismert adapter szakaszt erésitiink. Ezen szakasz ismeretében az altaluk kozrefogott
ismeretlen szekvenciaju DNS sokszorozasa is megvaldsithato.

cDNS végek gyors erdsitése ( RACE = Rapid Amplification of cDNA Ends)

Sokszor megesik, hogy egy cDNS klén nem tartalmazza a megfeleld mRNS teljes
szekvencigjat. Az 5-vég hidnyozhat azért, mert a reverz transzkripcié til koran leallt. A 3-vég
alternativ poliadenilalas miatt valhat roévidebbé. Mindkét vég megrovidiilhet rekombinacio,
részleges degradacié és egyéb mithibak miatt, amik sajnos még a kereskedelemben kaphatd
cDNS koényvtarakban is gyakran el6fordulnak. Igy a kl6n szekvenalasaval csak résszekvencia
hatarozhat6 meg. A hianyzé szekvencia informacio megszerzését teszi lehetévé a RACE.

A 3-vég sokszorozisa mRNS-bdl (104 ébra) azon alapul, hogy az érett mRNS 3’ végén
poliA farokkal rendelkezik. Az ejaras a kovetkezd 1épésekbdl all: (1) cDNS szintézise reverz
transzkriptazzal poliT és #**** adapter szekvenciat tartalmazé kisegitd primerrel. (2) A
komplementer szal szintézise a mar megismert szekvencia részlet alapjan tervezett primerrel
(3amp). (3) PCR a 3amp és a **** adapter primer par segitségével.

Az 5-vég sokszorozdsa mRNS-bSl (10B dbra) bonyolultabb, hiszen a ¢cDNS hidnyzé
végén nem talalhato ismert szekvencia. Ezt ugy lehet megkeriilni, hogy a cDNS 5'-végére egy
mesterséges "poliA farkot" szintetizalunk. Az eljaras 1épései a kovetkezOk: (1) cDNS szintézise a
megismert szekvencia alapjan készitett primer (SRT) és reverz transzkriptaz felhasznalasaval. (2)
Mivel az 5-végen nem talélhato hosszii konszenzus szekvencia mesterséges poliA farkot kell ra
erSsiteni terminalis transzferdz enzimmel. Innent6l a technika analég a 3-vég sokszorozasaval
(A1-A3). Az utdbbi Iépésekben elvileg az SRT primert is felhasznalhatnak, azonban a nagyobb
specifitis érdekében érdemes egy masik ismert szekvencia részlet alapjan szintetizalt 5' amp
primert alkalmazni.
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10. abra. A RACE elve.

(4) A 3"-vég gyors sokszorozdsa. Az mRNS prepardtumbol TTTT**** primer és reverz
transzkriptdz segitségével szintetizdljdk a —DNS szdlat, majd a 3" amp és **** primerekkel
végzett PCR segitségével sokszorozzdk az ismert szekvencia részlet és a poliA farok kozotti
ismeretlen szakaszt.

(B) Ha az 5'-véget nem ismerjiik az SRT primer felhaszndldsaval eloallitott —DNS szal 5'-
végére elGszir egy mesterséges "poli A farkot" kell szintetizalni, ezutdn az (A) pontban leirt
Iépések kivetkeznek. Mindkét eljards végén kozel 1 0° ¢cDNS képia nyerhetd, amely a ****
adapter és az ismert 3' amp illetve 5' amp szekvencidk kozott hordozza az ismeretlen cDNS
darabotKét adapter szekvencia kézétti DNS sokszorozdsa. Politén kromoszémabol kivagott DNS
darab sokszorozdsa (helyspecifikus gének izoldldsa)

Szomszédos DNS szakaszok sokszorozdsa. Invery PCR, avagy kiszds a kromoszoma mentén

Amennyiben ismerjikk egy adott gén szekvencidjat lehet6ségiink van a szomszédos
szakaszok sokszorozéasara (1. dbra). Ehhez a kovetkezd 1épéseket kell elvégezni: (1) Restrikcios
enzimmel hasitjak a DNS preparatumot. Olyan enzimet kell hasznalni, amely az ismert gent nem
hasitja. (2) Higitas és ligalas segitségével restrikciés fragmentumok cirkularizalhaték. (3) PCR
reakcid a cirkularis DNS mintarél az ismert szekvencia alapjan tervezett 2 primerrel, vagy a
hasitasa az ismert szekvencian beliil hasité restrikcios enzimmel, majd az el6bbivel azonos
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PCR reakcio a lineéris templaton. Mindkét eljaras eredményeként a két szomszédos szekvenciat
tartalmazo termék keletkezik, amelyek tartalmazzak az (1) pontban leirt restrikcids enzim
felismerd helyét. Ez a szekvencia részlet jelzi a két szomszéd hatarat. (4) A hataron hasitd
restrikcidos enzimmel vald szétvagds utdn a sokszorozott DNS hibridizaciés probaként
hasznalhatd. Az eljaras azt az egyszerti elvet hasznalja ki, hogy a kornek nincs vége!

A fenti példakkal illusztraltuk a PCR sokoldalisagat. A fejlesztés még korant sem zarult
le, ujabb és ujabb technikakat vezetnek be kiilonleges €s specialis problémak megoldasara.
Mindez azt bizonyitja, hogy a Mullis altal felfedezett egyszerli sokszorozasi reakcié dontd
befolyast gyakorolt a molekularis bioldgia médszertanara.

]
l Emésztés restrikcios enzimmel
S

| Korbezéras
50
O 4

@ -_—
1 _

|

N .
PCR N
f“ korbezart PCR
mintan ¢« linearis mintan
O I

11. abra. Inverz PCR.

Egy ismert DNS szakasz (hullamos vonal) melletti ismeretlen szomszédos szekvencidk (sotét és
vilagos téglalapok) azonositdsa. A kisérlet megvalositasara elvileg ket lehetdség van, vagy a
korbezart DNS darabon, vagy a kérbezards utdan egy restrikcios enzimmel (vilagos fejii nyil)
linearizalt DNS darabon vegzik el a PCR-t. (A PCR linearis target DNS-el altalaban jobb
hatasfokkal megy végbe.) Mindkét eljards eredménye azonos, a két egymas mellett elhelyezkedd
szomszédos DNS darabok sokszorozddasa. A két szakasz hatarat a daraboldashoz hasznalt
restrikcios enzim (fekete hegyii nyilak) hasitasi helye jelzi
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KVANTITIV PCR
Scholtz Beata

Az RNS kvantitalas modszerei

Az RNS mennyiség kvantitativ meghatarozasahoz 6t modszer terjedt el szélesebb
korben: Northern analizis, in situ hibridizacié, RNase protection assay, microarray €s reverz
transzkripciés PCR. A Northern hibridizacio az egyetlen, amely a transzkript mennyiségén tul
informaciét nyujt annak méretérl - ezaltal az RNS minta mindségérdl, az esetleges
degradaciordl is -, valamint az alternativ splicing eredményeként keletkezett transzkript
valtozatok jelenlétét is kimutatja. Az in situ hibridizacié komplikalt moédszere lehetové teszi
annak megallapitasat, hogy egy sokféle sejttipusbol allé szovetminta mely sejtjeiben
termelddik az adott RNS. Az RNase protection assay segitségével igen pontosan azonosithatd
a transzkript €ls6 vagy utolsé nukleotiddja, az exon/intron hatarok, illetve az assay alkalmas
nagyon hasonld méretii, Northern blotton el nem kiilonithetd rokon szekvenciajui RNS
molekulak specifikus detektdlasara is. A microarray segitségével tobb ezer transzkript
mennyiségének egyidejii nyomonkovetése lehetséges. Ezen négy mddszer kozos hatuliitdje
azonban, hogy nem eléggé érzékenyek — sokszor csak hozzavetdlegesen tiikrozik a biologiai
folyamatok soran bekovetkezett génexpresszios valtozasokat. A reverz transzkripciés PCR
(RT-PCR) soran az RNS mintdkat el8szor in vitro konvertalni kell cDNS-s€ reverz
transzkriptdz enzim segitségével, mivel a PCR-ban hasznalhaté héstabil DNS-polimerazok
csak DNS-templaton képesek miikddni. A reverz transzkripci6 utdn koévetkez6 PCR
amplifikacids szakasz miatt az RT-PCR rendkiviil kis mennyiségli RNS-t is képes detektalni,
valamint lehet6vé teszi a transzkript valtozatok és homolog RNS-ek specifikus detektalasat is.

Reverz transzkripciéos PCR (RT-PCR)

Az egyszerli RT-PCR alig kvantitativ — a PCR sajatossdgai miatt altaldban csak
“nagyon kevés — sokkal tobb”, vagy “nincs jelen — jelen van” jellegli megallapitasokat lehet
tenni egy adott mRNS-r6l a kiilonb6z6 mintdk Osszehasonlitdsa soran. Az RT-PCR
pontatlansaginak egyik forrasa a detektdlas modja — az altaldnosan hasznalt agaroz
gélelektroforézis, és a PCR végtermék (DNS) megfestése etidium-bromiddal nem biztosit elég
jo felbontast a pontos méréshez. Eppen ezért fejlesztették ki a kompetitiv RT-PCR-t, amely
mar pontosabb mérést tesz lehetdvé. Ennek soran az RNS mintat tobb csobe osztjak szét, és
A referencia RNS molekula majdnem teljesen azonos a vizsgalandd6 mRNS-sel, tehat
ugyanazokkal a primerekkel amplifikalhato, de a detektalas soran pl. kis méretbeli kiilonbség
alapjan megkiilonboztethetd a vizsgalandé mRNS-t6l. Ha az egyik templat nagy feleslegben
van jelen, a masik templat alig amplifikalodik a kompeticiéo miatt — 1:1-hez kozeli arany
esetén azonban mindkét templat kozel azonos mértékben amplifikalodik, és jol detektalhatd
agaroz gélelektroforézissel. A kiviilrél hozzaadott referencia RNS koncentracidja ismeretében
kovetkeztetni lehet a vizsgalanddo RNS mennyiségére (/. abra). A kompetitiv RT-PCR nem
egyszerli technika, sok optimalizalast igényel, és meglehetdsen nagy hibat mutat, még ha a
referencia ill. target RNS azonos mennyiségben van is jelen. Mind az egyszerii, mind a
kompetitiv RT-PCR esetében a mérési hiba f6 forrasa az, hogy a PCR végtermékek
mennyiségét hagyomanyosan a 30-40. ciklus utan mérik, azaz akkor, amikor a reakcié mar a
platé fazisba keriilt. A vizsgalatok kimutattdk, hogy ugyanazzal a cDNS mintaval a PCR-t
tobbszor megismételve, a PCR végtermék mennyisége meglehetds szorast mutat az egyes
kisérletekben — vagyis a PCR termék mennyisége nem tiikkr6zi megbizhatéan az eredeti
mintaban jelenlevd templat cDNS mennyiségét.
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A.

Kompetitor DNS

primer primer

Célgén cDNS
B Kompetitor DNS csskkend koncentracidja
VU +—— Kompetitor
—_—— — [ [ - Célgén

Egyenld koncentrdcid

1. dbra. Kompetitiv RT-PCR
A. A kompetitor DNS és a célgén cDNS szerkezetének dsszehasonlitdsa
B. Az RT-PCR végtermék agaroz gélelektroforézis képe, EtBr-dal festve

A PCR reakcio-koriilményei csak a korai ciklusok soran optimalisak; ekkor figyelhetd
meg a PCR termék mennyiségének exponencialis novekedése a ciklusszam fiiggvényében. A
késobbi ciklusok soran tobb tényez0 is kozrejatszik abban, hogy a PCR-t gatolja, és ezért a
PCR termék mennyiségének novekedése el6szor linedrissa valik, majd gyakorlatilag megall,
azaz a plato fazisba keriil (2. dbra); illetve tovabbi ciklusok soran megfigyelheté a PCR
termék degradacidja is.

Platoé

Fluoreszcencia
8 8
L L

-
o
1

Ciklusszam

2. abra A PCR fazisai : termékmennyiség (fluoreszcencia) vs. ciklusszam
E= exponencidlis fazis, L= linearis fazis
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A PCR-t a kés6i ciklusok soran gatlo tényezok:

1) a szubsztratok (primerek, dNTP) elhasznalasa,
2) a DNS polimeraz héinaktivalasa, limitalo koncentracioja,
3) a megn6tt pirofoszfat koncentracid gatolja a DNS polimerazt.

A PCR korai ciklusai soran, az exponencialis fazisban azonban ezek a gatlo tényezdk nem
érvényesiilnek, és kimutathat6, hogy a PCR végtermék mennyisége ezekben a ciklusokban
aranyos a templat cDNS mennyiségével. Eppen ezért a pontos méréshez sziikséges az
exponencidlis fizis azonositasa - amely kiillonbozé mintdkban mds-mds ciklusszamnal
jelentkezik -, majd a PCR termék kvantitalasa ebben a fazisban. Ezt teszik lehetévé a real-
time kvantitativ PCR-késziilékek, melyek minden egyes ciklus végén detektaljak és
kvantitaljdk a PCR terméket (real-time, azaz folyamatos, egyidejii nyomonkovetése a
reakcionak). A ciklusszam-termékmennyiség fiuggvényt a PCR 30-40 ciklusara a
mérémiiszerek szoftvere rogziti, majd a PCR végén a gorbe alakjabol a felhasznalod
azonosithatja az exponencialis fazist.

DNS/cDNS aspecifikus detektalasa real-time rendszerben

A real-time kvantitativ. RT-PCR soran a mérOmiiszerek fluoreszcencia jelet
detektalnak, melynek intenzitisa aranyos a PCR termék mennyiségével. A PCR soran
keletkezett DNS termék kétféle modon detektalhatd: szekvenciatél fliggetleniil
(aspecifikusan) illetve szekvencia-specifikusan. Az aspecifikus detektalas barmely kettds
szali DNS molekulat detektal a reakcid soran, mig a szekvencia-specifikus detektalas
kiillonbséget tesz a keresett szekvencia, illetve a primer-dimerek vagy nem-specifikus
amplifikacios termékek kozott. Aspecifikus detektalasra leggyakrabban a SYBR Green
festéket hasznaljak, amely képes interkalalodni a kettds szali DNS-be (3. dbra). A DNS-sel
komplexet képezd festékmolekuldk 497 nm-en gerjeszthetdk, és 520 nm-n fluoreszcens jelet
bocsatanak ki — a DNS-hez nem ko6t6do, szabad festékmolekuldk fluoreszcenciaja ennek csak
szazadrésze.
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B. A DNS denaturdldsa, 95 C D. Az elongdcid vége

3. abra. SYBR Green I detektalds
A. A PCR kezdetén a SYBR Green I festék kotodik a kettds szalu DNS templathoz és
fluoreszkal. B. A DNS denaturdldsa utan a DNS- SYBR Green komplex felbomlik és a festék
fluoreszcencidja szazadrészére csokken. D. Az elongdcio végen, az ujonnan szintetizalt kettds
szalu DNS-hez ismét kétodik a SYBR Green, és intenziven fluoreszkal.
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Mivel a festék az aspecifikus PCR termékeket éppugy detektalja, mint a keresett

cDNS szekvenciat, a sikeres SYBR Green mérés kritikus feltétele a reakcid optimalizalasa.
Az optimalizalés soran a PCR reakcio-koriilményeket ugy modositjak, hogy a primer-dimerek
képzodése, illetve nem-specifikus amplifikacid ne legyen lehetséges. Az optimalizalas
eredményessége az ugynevezett olvadasi gorbe analizissel ellendrizhetd.
Ennek soran a PCR végén (30-40 ciklus utan) a reakcidelegyet 40 °C-rdl lassan 95°C-ra
melegitik, és kozben folyamatosan mérik a fluoreszcenciat. Egy adott hdmérséklet elérésénél
(olvadaspont) a PCR termék kettds szalu DNS-e egyszalu DNS-sé denaturalodik, és a SYBR
Green festék disszocial réla. A DNS-SYBR Green komplex felbomlasa a fluoreszcencia
meredek cs6kkenésével jar egyiitt (4. abra).

Denaturalas

H a kivint PCR termék H e s
u / ki e g Fluoreszcencia mérés
o
T 4- m \
e é
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Homérseklet (°C) 145 (s)
4. abra. A kivant PCR termek azonositasa 5. abra. Fluoreszcencia mérése

Mivel minden DNS molekulanak a hossztdl €s szekvenciatdl fliggéen mas az olvadaspontja, a
primer-dimereket is tartalmazd reakcidelegyeknél tobb fluoreszcencia-cstics detektalhato.
Ezzel szemben idealis esetben csak egyetlen fluoreszcencia-csics detektalhatd, amely a

~ specifikus PCR-terméknek felel meg. Az esetek egy részében azonban a kiilonbozé DNS
molekulak olvadasi gorbéje nem valik el elég jol egymastol, ezért az olvadasi gorbe analizis
csak gélelektroforézissel kombinadlva ad megbizhat6 eredményt. A pontos SYBR Green mérés
masik, az optimalizalast kiegészité modja az ugynevezett “negyedik szegmens”-ben torténd
detektalas. A fluoreszcens jel mérése altalaban a PCR ciklus harmadik szegmensében, azaz az
elongacio végén torténik meg. Ezen a hdmérsékleten azonban a primer-dimerek és aspecifikus
amplifikacids termékek jelentds része is kettds szalu lehet, vagyis hozzajarulhat a SYBR
Green fluoreszcens jel nagysagahoz. A negyedik szegmens mérés esetében azonban az
elongaci6 utdn minden ciklusba beiktatnak egy 2 masodperces 80-85°C-s 1épést, és a ciklus
fluoreszcens jelét ekkor mérik — ezt a hémérsékletet ugy valasztjak ki, hogy csak a specifikus
PCR-termék maradjon kettds szala DNS formajaban (az eldzetes olvadasi gorbe analizisek
alapjan)(5. dbra).

DNS/cDNS szekvencia-specifikus detektalasa real-time rendszerben

A DNS szekvencia-specifikus detektalasahoz sziikség van a két primerre, valamint a
fluorofort és quenchert hordozd oligodeoxinukleotidara, amelyet probanak neveziink. A
rendszer specificitdsat a SYBR Green-detektalashoz képest nagy mértékben megnéveli, hogy
fluoreszcens szignal keletkezésének eldfeltétele, hogy a primerek kozotti rovid DNS-
szakaszhoz a proba is hibridizaljon. A fluoreszcens szignal keletkezési mechanizmusa alapjan
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megkiilonboztetiink hidrolizis probakat és hibridizaciés probdkat. A hidrolizis probak,
melyeket a markanév utan TagMan probanak is neveznek, altalaban 5 végiikon hordozzak a
kovalensen kapcsolt fluorofort, 3° végiikon pedig a szintén kovalensen kapcsolt quenchert
(6. dbra). Amig a fluorofort €s quencher egyazon prdéba-molekuldn, egymas kozelében
vannak, a fluorofor sajat fluoreszcencidja nem vagy alig detektalhatd. A fluorofor molekula a
proban a miiszer altal kibocsatott fény hatasara gerjesztddik, de az alapallapotba vald
visszatéréskor kibocsatott energiat a quenchernek adja 4t FRET mechanizmus révén — a
quencher pedig a felesleges energiatdl egy mas hullamhosszu fluoreszcens sugédrzas révén
szabadul meg. A PCR amplifikaci6 soran a Taq polimeraz eldszor megkezdi a DNS szintézist
a primer szabad 3’OH végétdl indulva. Amikor azonban a Taq polimeraz elér a prébahoz, 5’-
3’ exonukleaz aktivitasa miatt elkezdi azt hidrolizalni, azaz nukleotidokka bontani.
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6. abra.TagMan proba

Az els6, 5’ végen levd nukleotiddal egylitt a fluorofor is lehasad a probardl, azaz elkeriil a
quencher kozelébdl. Ennek kovetkeztében a fluorofor detektalhatoé fluoreszcenciaja tobb
szazszorosara nd. A PCR elorehaladtaval egyre tobb probamolekula hidrolizal és a
reakcidelegy fluoreszcenciaja egyre nd, a ciklusszam fiiggvényében eldszor exponencialisan,
majd kvazi-linedrisan, végiil pedig a reakcido platofazisba keril. A 3’ véghez kapcsolt
quencher olyan kovalens moédositast jelent, hogy a Taq polimerdz nem képes a proba 3’
végétol kezdeni a szintézist, azaz a proba nem funkcionalhat primerként. A hibridizacios
probak legelterjedtebb tipusai a molekuléris villogé probak (molecular beacon), illetve a
skorpié prébak (scorpion probe). A molekularis villogdk kozépsd része a detektalni kivant
DNS-sel komplementer, két vége pedig egymassal komplementer, illetve a 3’ és 5’ véghez
kovalensen kapcsolddik a fluorofor és a quencher (7. dbra). A célszekvencia hianyaban a
proba a szamara energetikailag kedvezd hajtli (hairpin) konformaciot veszi fel, vagyis két
vége egymassal hibridizal, a proba kozépsé része pedig egyszali marad. Ebben a
konformacidban a fluorofor és a quencher egymas kozelében van, a fluorofor altal kibocsatott
gerjesztési energia atadodik a quenchernek, a quencher pedig hdsugarzas formajaban szabadul
meg a felesleges energiatdl, vagyis a fluorofor sajat fluoreszcencidja nem detektalhato. A
célszekvencia jelenlétében azonban a proba szdmdra energetikailag: kedvezObb a
célszekvenciaval torténd hibridizalds — a hairpin kiegyenesedik, a fluorofor és a quencher
elkeriil egymas kozelébol és a fluorofor detektalhato fluoreszcencidja t6bb szazszorosara né.
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7. abra. Molekularis villogo proba szerkezete
Molekularis villogé proba a target szekvencia hianyaban — nincs fluoreszcencia.
Molekularis villogo proba a target szekvencia jelenlétében, megfelelé homérsékleten —
intenziv fluoreszcencia.

Mivel a molekularis villogokban hasznalt quencher mas mint a TagMan probakhoz
hasznalt quencher, az energiatranszfer mechanizmusa is kiilonbozik. Ebbol kovetkezik, hogy
a TagMan probakkal ellentétben a molekularis villogokban a fuoreszcencia elnyeléséhez nem
elegendd, hogy ugyanazon probamolekulan legyen a kozelében kell lenniiik.

A skorpi6 proba tulajdonképpen egy PCR primer és egy molekularis villogo fuzidja
(8. dbra).

Hodenaturalas

Hibridizalas

Szintézis
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8. dbra. A skorpio probak miikodési mechanizmusa
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A molekularis villogé a skorpié proba 5’ végén helyezkedik el, €s a primerhez egy
linkeren keresztiil kapcsolodik, ami megakadalyozza, hogy a Taq polimeraz a molekularis
villogd szekvenciajat is replikalja. A PCR amplifikdcié soran, amint a célszekvencia
megszintetizalodott, a molekularis villogd hairpinje kiegyenesedik, és a fluorofor
fluoreszcencidja tobbszorosére nd. A skorpid probak egyik elénye, hogy egymolekulas
rendszerben van a primer-proba, ami a proba-célszekvencia nagyobb stabilitasat, végsd soron
pedig gyorsabb reakcidkinetikat eredményez, valamint a keletkezett szignal is er6sebb, mint
akar a TagMan probakkal, akar molekularis villogokkal. Mésrészt a skorpid probakkal a PCR
a polimeraz enzim optimalis homérsékletén végezheté (kb. 72°C), szemben a hidrolizis
probakkal hasznalt alacsonyabb hdémérsékletnél (60-62°C), amely viszont az 5’-nukleaz
optimalis aktivitdsdhoz sziikséges

A hibridizacios probak k6z6s elonye, hogy akar egy nukleotidas szekvencia kiilonbség
is energetikailag kedvezétlenné teszi a célszekvencidval vald hibridizalast, vagyis a probak
megmaradnak a nem fluoreszkald hairpin konformacidban. Ezért a hibridizacios probak
széles korben hasznalatosak a pontmutaciok és SNP-k rendkiviil érzékeny kimutatasara és
kvantitalasara.

Kvantitativ real-time PCR

Az RNS izolalas mddszereir6l a jegyzet egy masik fejezetében talalhatd részletes
leiras. Mivel a kvantitativ real-time PCR (tovabbiakban: QPCR) soran a mRNS-bdl csak egy
igen rovid, alig 100 bp-os szakaszt detektalunk és mériink, barmely rokon gén, amely a mért
szakasszal nagyfokd homologiat mutat, vagy pedig az RNS-t szennyezd genom DNS (gDNS)
tudtunkon kiviil ugyanigy templatja lehet a reakcidonak, mint a keresett cDNS. A homolég
gének okozta mérési hiba a gondos QPCR tervezéssel védhetd ki. Egy TagMan probat
hasznal6 assay-nél primerek €s proba olyan génszakaszon legyenek, amely egyedi szekvencia,
és a géncsalad tobbi tagjaban nem fordul el6. A homoldg génekrél BLAST analizissel
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  szerezhetiink informacidét, illetve bizonyos
homolodgiakat az Ensembl Genom Browser adatbazisdban (http://www.ensembl.org) is
megtalalunk. A homoldg gének szekvencidjat tobbszords alignment (CLUSTALW,
http://clustalw.genome.jp) segitségével egymas mellé rendezve vilagosan azonosithatok a
nagyfoku homoldgiat mutatd régidk, amelyek keriilenddk, ha génspecifikus QPCR assay-t
szeretnénk tervezni. A gDNS-szennyezés okozta mérési hibat nehezebb kivédeni. Ha az assay
egy exonon beliil van, ugyanigy fogja a gDNS-t is detektalni mint a cDNS-t — ez ellen elvileg
azzal védekezhetiink, hogy az assay-t exon-intron hatarra tervezziik. Ha az exon-intron hatér
akar valamelyik primeren, akar a préban fut keresztiil, a primer vagy proba hibridizaciéja nem
lesz elég stabil az intront is tartalmazé gDNS-en, €s a gDNS rossz templat lesz a QPCR
szamara. A problémat az jelenti, hogy léteznek egyexonos gének, illetve hogy nagyon sok
processzalt pszeudogén van a genomban - ezek intronokat nem tartalmaznak, és bar mRNS
nem termelddik réluk, a gDNS-ben templatként szolgalhatnak a QPCR szdmara. Ezért tehat
ajanlatos az RNS-t DNaz kezelésnek alavetni a QPCR elott, hogy a gDNS szennyezést
nagymértékben csokkentsik. A DNaz kezelésr6l részletes tajékoztatast ad az Ambion
honlapja  (http://www.ambion.com/techlib/tips/dnaseldemystified.html) a  “Technical
Resources/The RNA files” cimszo6 alatt. A gDNS okozta pozitiv mérési hiban kiviil hamis
negativ QPCR eredményt kaphatunk, ha az assay-t szekvenalasi hibat tartaimazo szekvencia-

cres

szekvenalasi hiba meglehetdsen gyakori a GenBank file-okban — ezt felismerve az NCBI
megkezdte az ugynevezett referencia-szekvencidk (RefSeq) 0Osszeallitasait a GenBank
adatbazisaban, melyekben igyekeznek ezeket a hibakat megtalalni és kikiiszobolni. Ha ez a
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szekvencia nem all rendelkezésre, a tervezés soran célszerl elkeriilni a BLAST/CLUSTALW
analizis alapjan bizonytalan szekvencigju régiokat. Az egyes gének esetében az alternativ
splicing lehetdségérdl a szakirodalom, a RefSeq file (GenBank), illetve az Ensembl adatbazis
adhatnak tajékoztatast. A QPCR tervezés altalanosan hasznalt szoftverei: Primer Express™
(Perkin Elmer), Oligo 6. (Molecular Biology Insights Inc.), és Primer3 (freeware,
http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), az tervezés részleteir6l pedig
Vandesompele et al. 2002. és az Applied Biosytems honlapja
(http://www.appliedbiosystems.com nyujtanak sszefoglalot.

A reverz transzkripcié a QPCR el6tti kritikus 1épés, mivel hatékonysaga jelentésen
befolyasolhatja a mRNS mérhetéségét a mintiban. Altalanossagban elmondhaté, hogy a két
lépéses RT-QPCR a hatékonyabb — ebben az esetben kiilén enzimet haszndlunk a reverz
transzkripcidhoz (leggyakrabban MMLV-RT-t), illetve a PCR-hoz (Taq polimeraz). A reverz
transzkripcidhoz haromféle primer valaszthato:

a) random hexamer, amely 6 nukleotida hosszi, random szekvenciaju

oligodeoxinukleotidak keveréke,

b) OligodT, amely a mRNS poli-A farkahoz hibridizal,

¢) génspecifikus reverz primer.

A random hexamerrel vagy oligodT-vel végzett RT elonye, hogy a keletkezett cDNS
mintaban elvileg minden mRNS reprezentalva van, tehat egy cDNS mintabdl tobbféle mRNS
is kvantitalhatd6. A random hexamerek hatranya, hogy a riboszomalis RNS-ekhez is
hibridizalnak, ami a reverz transzkripcié hatékonysagat csokkentheti, és a tapasztalatok
szerint a ritka mRNS-ek detektalasat gatolja. Az oligodT primerek hatranya, hogy a reverz
transzkripcid a mRNS 3’ végétol kezdddik, és a reverz transzkriptdz sokszor nem jut el a
mRNS 5’ végéig, ami a 3’ végtdl tavolabb elhelyezked6 QPCR assay-k esetében hatranyos
lehet. Legérzékenyebbnek a génspecifikus reverz primerek tiinnek - természetesen
figyelembe kell venni, hogy a reverz transzkripcid alacsonyabb (< 50 °C) hémérsékletén a kb.

Ty=60°C primerek nemcsak a 100%-ban kompementer régiokhoz fognak hibridizalni (vagyis
a priming nem teljesen génspecifikus), de még igy is ez a leghatékonyabb és legolcsébb a
harom lehetdség koziil.

A QPCR kiértékelése

Mint mar korabban emlitettiik, a PCR kisérletekben a kiinduldsi templat mennyisége
és a PCR termék mennyisége kozotti log-linedris Osszefliggés csak a PCR exponencialis
fazisaban all fenn, és csak akkor, ha a PCR hatékonysaga kozel 100%. A QPCR korai
ciklusaiban a reakcidelegynek egy minimalis sajat fluoreszcencidja mérhetd csak, amit hattér-
fluoreszcencianak neveziink — ez definicié szerint a korai ciklusok soran mért fluoreszcenciak
atlagértéke (baseline). Természetesen ezek a ciklusok is az exponencialis fazisba tartoznak, de
detektalhaté eredményt még nem adnak. Egy bizonyos ciklusszdm utdn azonban a
reakcioelegy fluoreszcencidja a hattérnél magasabb lesz, ahogy egyre tobb PCR termék
keletkezik. A mintdk/kisérletek Osszehasonlithatosdga érdekében a templatmennyiség
kvantitalasdhoz azt a legkorabbi ciklusszam-értéket hasznaljuk, melynél a reakcidelegy
fluoreszcencidgja a hattérnél szignifikansan magasabb. A szignifikins kiilonbséget egy
kiiszobérték (threshold) megadasaval biztositjuk — a kiiszobérték minimum a hattér-
fluoreszcencia 10 x SD értékének felel meg. A templadtmennyiség tehat abbdl a legkorabbi
ciklusszam-értékbdl (Cr=threshold cycle) hatarozhatd meg, amikor a reakcidelegy
fluoreszcenciaja el6szor eléri/meghaladja a kiiszobértéket (9. dbra).
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9. abra. A QPCR kvantitaldsdahoz hasznalt paraméterek grafikus abrazoldsa

Az ABI QPCR késziilékek SDS szoftvere minden egyes mintdra a ARn ~ C,, vagy a
IgARn ~ C, Osszefiiggést abrazolja grafikusan, ahol a ARn az “n”-edik ciklusban mért

fluoreszcencia (Rnt) és a hattér-fluoreszcencia (Rn-) kiilonbsége: ARn=(Rnt)-(Rn-). A
kiiszobérték korrekt meghatarozasa a pontos mérés egyik kritikus pontja. A kiiszobérték
minden Osszehasonlitott mintanal az exponencialis fazisban kell hogy legyen. A szoftver a
kiiszobértéknél magasabb fluoreszcenciat mutatd, de még az exponencialis fazishoz tartozo 3-

6 ciklusbdl extrapolalva szamitja ki a Cr —t . A 1gARn ~ C, Osszefiiggés ezen pontjaira
egyenest illeszt, és az egyenes és a kiiszobérték-vonal metszéspontja adja meg azt a téredék
ciklusszamot, ami a Ct. Minél magasabbra allitjuk a kiiszobértéket, annal kevesebb adatpont
(ciklus) van az exponencialis fazisbol a kiiszobérték felett, ami megnoveli a linearis regresszid
(egyenes-illesztés) hibajat, és pontatlan Cr megallapitashoz vezet. Ebbdl kovetkezden
alapvetéen fontos, hogy minél alacsonyabbra allitsuk be a kiiszobértéket.

A QPCR adatok kiértékelésére két alapveté modszert hasznalnak: abszolat kvantitalast
és relativ kvantitalast. A relativ kvantitalasrol (mas néven AACr modszer) részletes
informacid talalhaté a Livak et al. (2001) cikkben. Az abszolut kvantitdlds soran ismert
koncentracidju templatbdl (standard) higitasi sort készitiink, a Ct-t minden higitasra QPCR-
ral meghatarozzuk, és az igy kapott Cr ~ kdpiaszdm Osszefiiggés alapjan a vizsgalandé minta
Cr-jébdl a kdpiaszam meghatarozhato (/0. dbra).
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10. abra. QPCR standard higitasi sor : CT vs. kdpiaszam fiiggvény
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A legkonnyebben kezelhetd standard a szintetikus egyszali oligodeoxinukleotid
(ssDNS), vagy amplikon, amely a két primer altal amplifikalt rovid szakasz szekvenciajat
hordozza. A szintetikus ssDNS amplikon nagy el6nye, hogy stabil, sokaig tarolhaté a
degradalodas veszélye nélkiil, és ugyanaz a standard higitasi sor nagyon sok mérés
Osszehasonlitasahoz elegendd. A kilonboz6 higitasokhoz tartozé6 Cr és 1gARn linearis
Osszefliggést mutat — az egyenes meredeksége a PCR reakcio hatékonysagat jellemzi. Kozel
100%-os hatékonysag esetén az egyenes meredeksége —3.3; - az 1. tablazatbol lathatd, hogy a
meredekség valtozdsa milyen PCR-hatékonysagot takar - természetesen a nagymértékben
eltér6 meredekség (3.2>m, vagy m>3.4) pontatlan mérést eredményez. Az amplikon

srer

crer

cDNS PCR gatlokat is tartalmazhat — ez a fajta kvantitalas tehat pontatlan mérést
eredményezhet, ha a két PCR hatékonysaga Iényegesen kiilonbozik.

1. tablazat. A QPCR standard higitasi sor Cr vs. kpiaszam fiiggvény meredekségének
osszefiiggése a PCR hatékonysagaval és az amplifikacio mértekével.

Meredekség Amplifikacio Hatékonysag
-3.60 1.8957 0.8957
-3.55 1.9129 0.9129
-3.50 1.9307 0.9307
-3.45 1.9492 0.9492
-3.40 1.9684 0.9684
-3.35 1.9884 0.9884
~3.30 2.0092 1.0092
-3.25 2.0309 1.0309
-3.20 2.05635 1.0535
-3.15 2.0771 1.0771
-3.10 2.1017 1.1017

Az abszolut kvantitdlas masik modszere, a linearis regresszios PCR (LinRegPCR)
alapjan azonban a mRNS mennyisége pontosabban meghatarozhat6, ha a PCR log-linearis
(exponencidlis) szakaszdra illeszthetd linearis regresszids egyenes meredekségét és y-tengely
metszéspontjat meghatdrozzuk (/1. dbra). A PCR kinetikajat leir6 egyenlet szerint ugyanis

N¢=Ny x (E+1)¢
ahol N¢ az adott ciklusszamnal (C) mért kdpiaszam (vagy az azt helyettesité fluoreszcencia),
Np a kiindulasi templatmennyiség (a 0. ciklusban), és E= a PCR hatékonysaga(0< E <1, E=1 a
100%-os hatékonysag). Az egyenletet linearizalva
lg Nc=lgNy + Ig(E+1) x C,

vagy QPCR késziilékkel mérhetd fluoreszcenciaként kifejezve,

IgARn=IgAR0 +Ig(E+1) x Cn
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ahol IgNy a Cn ~ 1gARn Osszefliggésre illeszthetd linearis regresszids egyenes y-tengely
metszéspontja. Ez esetben természetesen a kiindulasi templatmennyiséget fluoreszcenciaként
kifejezve kapjuk meg, de a standard higitasi sort hasonloképpen analizalva, és a AR0 ~
kopiaszam osszefliggést hasznalva a minta abszolit cDNS kopiaszdma is meghatarozhat6. Az
egyenes meredeksége = Ig(E+1), amibol a PCR reakcidé hatékonysaga is kiszdmolhaté — ez az
érték mindségi kontrollként hasznalhatd, és az atlagosnal szennyezettebb mintak kisziirhetdk
vele. A LinRegPCR algoritmusa emailen keresztiil megkérhetd a bioinfo@amc.uva.nl cimen,
(subject:LinRegPCR). A modszerrdl részletesebben a Ramakers et al. (2003) cikkben lehet
olvasni.
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11. abra. A QPCR kvantitativ analizise LinRegPCR segitségével. A bal oldali abra a ARn vs
Cn Osszefiiggést abrdzolja egz mintaban, mig a jobb oldali dbra a IgARn vs Cn Osszefiiggést
dbrazolja.

A QPCR adatok normalizalasa

A standard higitasi sor segitségével meghatarozott abszolut kdpiaszam altalaban kevés
informacidt hordoz, hiszen csak az adott csében jelenlevd cDNS mennyiséget adja meg,
melynek bioldgiai relevancidja bizonytalan. A cs6ben jelenlevd cDNS mennyiségét szamos
tényez6 hatarozza meg: az adott mRNS mennyisége a totdl RNS-ben, a ¢cDNS szintézis
(reverz transzkripcid) hatékonysaga, a koncentracidmérés pontossaga €s pipettazasi hibak; a
QPCR soran mért fluoreszcenciat pedig a pipettazasi hibak, a QPCR assay mindsége és a PCR
hatékonysaga is befolyasolja. Eppen ezért a mintdk Osszehasonlithatésiga érdekében
tobbszorés normalizdlasra van sziikség. A PCR 6sszemérésébdl adodo pontatlansiagokat a
késziilék szoftvere automatikusan korrigdlja, a mintdkban jelenlevd bels6é referencia festék
fluoreszcenciaja alapjan. Ez a referenciafesték lehet a ROX, melyet a PCR master mixhez
keveriink, vagy a jelolt proba TAMRA quenchere, melynek szintén van sajat fluoreszcenciaja.
Elméletileg akar a ROX, akdr a TAMRA egyenld mennyiségben van jelen a kiilonb6z6
mintakban, tehat normalizalasra hasznalhatok. A bioldgiai szempontbdl relevans normalizalas
a belsé referencia gének mRNS kodpiaszamaval torténik. Ezek a referencia-mRNS-ek
ugyanabbdl a sejtbdl-szovetbdl szarmaznak mint a vizsgalt mRNS, és ugyanugy atestek az
RNS-izolalas ill. reverz transzkripcid procedurajan, tehat hasznalatukkal a legtobb kisérleti
hiba/variacid korrigalhato, valamint k6z6s viszonyitasi alapot jelentenek a kiilonb6z6 mintak
szamara. Fontos feltétel viszont, hogy a referencia-mRNS-ek mennyisége a kezelések
hatasara az Osszehasonlitott mintdkban ne valtozzon. A normalizalasra hasznalhaté gének
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panelja minden kisérleti rendszerben mas lehet, ezeket tehat egy tébb gént magaba foglalo
listabol kell kisérletesen kivalasztani. A potencidlis normalizald gének egyfajta listaja és a
méréshez hasznalhatd primerek részletesen megtalalhaté a Vandesompele et al. (2002)
cikkben. Még miel6tt a vizsgalandé mRNS-t mérnénk, az el6kisérletekben minden mintaban
megmérjiikk a potencialis normalizalé gének expresszidjat SYBR Green I technologiaval, és a
mintakat Osszehasonlitjuk. Azok a gének lesznek normalizalasra alkalmasak, melyek
expresszios szintje egymdshoz képest nem valtozik a kezelések hatdsira, a kiilonb6z6
mintdkban — természetesen ekkor feltételezzikk, hogy a gének nem ko-regulalédnak. A
mintdkban a gének paronkénti Osszehasonlitasdt €s az adatok feldolgozasat a geNorm
algoritmus automatikusan elvégzi (let6ltheté a http://medgen31.ugent.be/jvdesomp/genorm/

honlaprdl). A hasonlé elven miik6do BestKeeper© szoftverrel szintén automatikusan
azonosithatdk a normalizalasra alkalmas gének, kiszdmolhaté a normalizald faktor, illetve
tovabbi  adatanalizis is  végezhetd (letdltheté a  http:/www.wzw.tum.de/gene-
quantification/bestkeeper.html honlaproél). A pontos normalizalashoz célszerii 2-3 normalizald
gén expressziojat nyomonkovetni a mintakban, és a normalizald mRNS-ek kdpiaszamanak
mértani kozépértékét hasznalni normalizalé faktorként a szamitasokban. Fontos megjegyezni,
hogy a normalizalashoz még mindig 4ltalanosan hasznalt GAPDH gén expresszidja a
tapasztalatok szerint meglehet0sen varidbilis, ezért normalizalasra ritkan alkalmas. Tébben
javasoljak a 18S rRNS mennyiség vagy a total RNS mennyiség alapjan térténé normalizalast.
A problémat ezzel kapcsolatban tobbek kozott az jelenti, hogy a rRNS-ek mennyisége a
kiilonb6zé mintdkban nem ardnyos a mRNS-ek mennyiségével; hasonloképpen, mivel a total
RNS nagy részét a riboszomalis RNS-ek adjak, a total RNS mennyisége sem tiikrézi pontosan
a minta mRNS tartalmat.

A QPCR altalanos paraméterei és optimalizalasa

A QPCR-t altaldban 96-lyuku (vagy 384-lyuku) platen futtatjdk, mivel az
Osszehasonlitandé mintdk szdma egy kisérletben altalaban nagy, €s ilyen mintaszamnal ez a
formatum kénnyebben kezelhetd, mint az 6nalld csovek. Mivel a QPCR-t is ugyanezen plate-
en kell 6sszemérni és futtatni, kiillonleges, Un. optikai plate-et hasznalunk hozza. A reverz
transzkripciohoz maximum 100 ng totdl RNS-t haszndlunk mintanként, de ha a mérend6
RNS-ek nagyobb mennyiségben vannak jelen, ez cs6kkenthetd. Az RNS minta

crer

modszer, a mérés pontatlansagabol adddo hibat a normalizald faktorral késébb kiegyenlitjiik.
Az RT reakcid 6sszetevdi egy mintara (5 pl végtérfogat):

1 ul =100 ng total RNS (100 ng/ul, DEPC H,0-ban oldva)

1 pl 5X reverz transzkriptaz puffer

0.5 ul 100 mM DTT

1 pul 2.5 mM 4 dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP egyenl6 aranyu keveréke)
0.025 pl reverz transzkriptaz, pl. Superscript II (Invitrogen)

0.015 pl 100 uM reverz primer (az RNS szekvenciaval komplementer!)

1.46 ul H,O

A pipettazasi hibdk miatt egy 96-lyuku plate-re 105 mintara valé RT reakcidelegyet (master
mix) kell 6sszemérni.
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Az RT reakcio paraméterei

42°C - 30 perc
72°C -5 perc
4°C — tarolas.
cDNS forméajaban a minta sokkal stabilabb, és -20°C-n tarolhato.

Plate térkép
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NTC| Sl |S1 |[SI S2 |S2 |S2 |S3 S3 |S3 [S4 |S4
S4 | S5 |S5 |S5 R1 |Rl1 |RlI |NACI |[R2 |R2 |R?” 'NAC2

R3 |R3 |R3 |NAC3 |R4 |R4 |R4 |NAC4 |R5 |R5 | RS |NAGCS
R6 |R6 |R6 |NAC6 |R7 |R7 |R7 |NAC7 |R8 |R8 |R8 |NACS
R9 |R9 |R9 |NACY9 |RI10|RI10|RIO|NACIO|RII1|RII|RII|NACII
R12 | RI12 | R12 | NACI2 | R13 | R13 | R13 | NACI3 | R14 | R14 | R14 | NACI14
R15 | R15| R15 | NACI15 [ R16 | R16 | R16 | NACI16 | R17 | R17 | R17 | NAC17
R18 | R18 | R18 | NACI18 | R19 | R19 | R19 | NACI19 | R20 | R20 | R20 | NAC20

NTC = no template control, negativ kontroll minta, RNS-t nem tartalmaz.

NAC = no amplification control, negativ kontroll minta, reverz transzkriptdzt nem
tartalmazott, a gDNS szennyezésbdl ered6 szignal mérhetd vele

S1-S5 = standard higitasi sor, az amplikon kiillonb6z6 higitasai; S1= 10 amol/ul, S2= 1
amol/pl, S3= 0.1 amol/ul, S4=0.01 amoél/pl, S5= 0.001 amal/pl.

R= mérend6 RNS minta.

A QPCR isszetevdi egy mintdra

14.025 pl H,O

2 pl 10X Taq polimeraz puffer

2.4 ul 25 mM MgCI2

1 pul 2.5 mM 4dNTP

0.075 pul 100 uM forward primer

0.06 pul 100 uM reverse primer

0.2ul 20 uM TagMan préba,

0.125 ul Taq polimeraz ( pl. Promega)
5 ul cDNS

A pipettazéasi hibak miatt egy 96-lyuku plate-re 105 mintara valé RT reakcidelegyet
(master mix) kell 6sszemérni.

A PCR altalanos paraméterei:

95°C — 5 min

40 ciklus:
95°C - 15 sec
60°C -~ 1 min
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A QPCR optimalizalasanak célja, hogy a Cr-hez tartozé fluoreszcens jel (Rnt) és a
hattér-fluoreszcencia (Rn-) kiilonbsége minél nagyobb legyen az adott QPCR assay-re (minél
nagyobb ARn), illetve hogy a Cr minél korabbi ciklusnal legyen, mivel ezek érzékenyebb és
pontosabb kvantitativ mérést eredményeznek.

Az optimalizalast egyféle amplikon koncentracional (vagy adott RNS/cDNS
templatmennyiségnél) végezzik, és altalaban négy paramétert valtoztatunk:

1. Primerek koncentracidja, 50 nM — 500 nM végkoncentracio kozott

2. MgCl, koncentracio, TagMan assay esetében 1-8 mM végkoncentraciéo kozott,
SYBR Greenl assay esetében 1.5-6 mM végkoncentracio kozott

3 Primerek aranya: 50 — 300 — 900 nM koz6tt, primerenként (50/300, 50/900, 300/900
parositassal)(12. abra)

4. Prdba koncentracidja: 50-125 nM végkoncentracio kozott

A primerek és MgCl, koncentracidjanak valtoztatasa a Cr-t altalaban nem érinti, de a
ARn-t megvaltoztathatja. Tul magas primer ill. MgCl, koncentraci6 megnovelheti az
aspecifikus hibridizacié illetve a primer-dimer képzddés valosziniiségét, a til alacsony
koncentracidk pedig negativ eredményhez vezethetnek. A primerek aranyanak valtoztatisaval
akar 2°C Tm kiilonbséget is ki lehet egyenliteni — mint a 12/B. abra mutatja, nemcsak a ARn,
de a Cr is jelentdsen valtozhat. Ugyanigy a proba koncentracié valtoztatasa is befolyasolja a
ARn és a Cr értékét is.

reviforw |50 nM 300 nM  |900 nM 12/4. abra. A primerek aranyanak
50nM 50/50 300/50 900/50 optimalizalasahoz hasznalt matrix.
300 nM  |50/300 300/300 |900/300

900 nM  |50/900 300/900 }900/900

e e e

12/B. abra. A primer-arany valtoztatasanak hatasa a QPCR paramétereire.
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Ezen kiviil érdemes rendszeresen olvasni az interneten a fiiggetlen QPCR forumot, melynek
tagjai a kérdésekre is rendkiviil segitOkészen szoktak reagalni:
http://groups.yahoo.com/group/qpcrlistserver/.

A kovetkezd fejezetekben ismertetjiik a PCR. elven alapulo kisérletek részletes leirdsdt
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EGY GEN ES A ROLA ATIRODO mRNS JELLEMZESE
Kokai Endre

A Drosophila genom szekvenciajanak ismerete lehetévé teszi a géneket kodolé DNS
szakaszok kozvetlen sokszorositasat genomi DNS-r6l, polimeraz lancreakcioban (PCR). RNS
preparatumot haszndlva templatként, reverz transzkriptdiz RT-PCR modszerrel,
meggy6zddhetiink arrélhogy az adott gén tartalmaz-e intront. A gyakorlat soran a Drosophila
CG4362 jelli gén szekvencigjat vizsgaljuk. A Drosophila genetikai kutatasok nagy muiiltra
tekintenek vissza, szdmos génnek megfelel6 CcDNS kereskedelmi forgalomban
megvasarolhato. Kontroll templatként az LP08055 (Invitrogen) jelii cDNS-t hasznalhatjuk a
PCR kisérlethez.

PCR reakcio

Templat nukleinsavak

1. Drosophila melanogaster (Oregon R) torzs genomi DNS preparatum

2. pozitiv kontroll: Klénozott CG4362 cDNS preparatum

3. negativ kontroll: A reakcidelegyet templat DNS nélkiil allitjuk 6ssze, a térfogatot vizzel
egészitjlik ki 20,0 pl-re.

Primerek

1. DmVig h.-5'-ATG Nde I: 5" GGCTCATATGAAGTACCTGCTCAGCATGAC 3’

2. DmVig h.-3'-Not I: 5 CCCTGCGGCCGCAGTTCGTTGAATTTTAGTC 3’

(A vastag betiikkel jelzett szekvencia részletek komplementerek a target szekvenciaval. Az
5’-végiikon talahato extra nukleotidok Uj restrikcios hasitasi helyek beépitésére szolgalnak.)

Reakcio kizeg

MgCl; (2 mM) 1,6 pul

PCR puffer (1 X) 2,0 ul

dNTP (0,2 mM) 0,4 pl

primer 1-2 (0,4 uM — 0,4 uM) 2,0 ul

Taq polimeraz (2 U) 0,4 pul

H,O 12,6 pl

cDNS/genomi DNS (0.3 pg) 1,0 pl
20,0 pl

PCR hémérsékleti profil

94°C 2 perc

92°C 0,3 perc

55°C 0,5 perc 5 ciklus

72°C 1 perc

92°C 0,3  perc

65°C 0,5 perc 30 ciklus

72°C 1 perc

72°C 10 perc
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RT-PCR reakcio

Templdt nukleinsavak

1. Drosophila melanogaster (Oregon R) torzs total RNS preparatum

2. pozitiv kontroll: Klénozott CG4362 cDNS preparatum

3. negativ kontroll: A totdl RNS preparatumot alkalmazzuk a PCR reakcidban, az RT reakcid
kihagyasaval. Igy gy6z6diink meg arrél, hogy a totdl RNS preparatum nem tartalmaz
genomi DNS szennyezést.

Primerek: A PCR reakciéval azonos primereket hasznalunk (14sd fent).

Reakcio kiozegek
RT reakcio:
végkoncentracio térfogat
RNS (2 pg) (xub
H,O 10-x pl
oligo(dT) (2.8 uM) 1 ul
70°C 5 perc
RT puffer (1 X) 50 pl
dNTP (0,5 mM) 1,25 ul
H,0 6,75 ul
M-MLV RT (200 U) 1.0 i
25 ul
37°C 1 6ra
PCR reakcio:
végkoncentracio térfogat
MgCl, (3 mM) 3,0 ul
PCR puffer (1 X) 2,5 ul
dNTP (0.2 mM) 0,5 pul
primer 1-2 (0,4 uM — 0,4 uM) 2,0l
Taq polimeraz (2 U) 0,4 pl
H,0 11,6 ul
cDNS (0.3 ng) 5.0 ul
25 ul

A homérsékleti profil az el6z6 feledatban leirtakkal azonos.

A PCR és RT-PCR reakciok termékeit 1% agardéz gélben végzett gélelektroforézissel
vizsgaljuk. Hatarozza meg a gén és a cDNS méretét és szdmolja ki az intron(ok) méretét.

Internetes oldalak
Genomi DNS és cDNS szekvencidak
http://flybase.bio.indiana.edu web oldalon a CG15031 gén kod alapjan talalhatok meg.

Az oligonukleotid tervezéshez felhasznalhato programok
http://web.mit.edu/mmcmanus/www/home1.2files/OligoCalc.html
http://micro.nwfsc.noaa.gov/protocols/oligoTMcalc.html
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HUMAN DNS-POLIMORFIZMUS KIMUTATASA PCR-REL
Fehér Zsigmond

Az emberi genomban sok helyen, szinte minden kromoszéman talalhatok tandem®
ismétlodoé rovid szekvencidk. Az ismétlddés példanyszama kiilonb6z6 egyéneknél kiilonb6z6
lehet, és a homolég kromoszomakon is tobbnyire egymastél eltérs. Igy egy adott
kromoszomalis lokusznak a populdcioban tobbféle allapota (ugy is mondhatjuk, hogy tobbféle
allélje) lehetséges, attdl fliggben, hogy az ismétlddd szekvencia hany példanyban talalhatd
rajta. E szekvencidkat, melyek az emberi DNS-polimorfizmus jellemz6 példai, két nagy
csoportra osztjuk. Ha az ismétlédé szekvencia 2-9 bp hosszisagu, mikroszatellitinak®, 10 és
60 bp kozotti méret esetén variabilis példanyszami tandem ismétlédéseknek (Variable
Number Tandem Repeats, VNTR) nevezték el'®. Adott kromoszomalis lokuszon elhelyezkedd
VNTR kimutatasa polimeraz lancreakcidval olyan mddszer alapjaul szolgal, mely specifikus
genetikai marker kimutatdsaval személyazonositdsra alkalmas. (Az RFLP-n alapuld
azonositds és a DNS-fingerprinting klasszikus valtozata'' is informativ modszerek, veliik
szemben azonban a PCR technikanak az az elénye, hogy kevesebb DNS-t hasznal és nem
sziikséges hozza radioaktiv proba.)

A személy-specifikus DNS marker kimutatdsat egy konkrét példan mutatjuk be. A
D1S80 lokusz az l-es emberi kromoszoman taldlhaté. Egy 16 bazisparnyi szekvencia
ismétlédik 14-41 példanyban. Eddig dsszesen 29 féle allélt azonositottak'’, melyek 435 féle
kiillonb6z6 genotipust képezhetnek. (Ezek a szamok jol jellemzik a lokuszra jellemzé magas
foku polimorfizmust.) Az ismétl6d6 szekvencidk el6tti és utani régidhoz hibridizald primert
valasztva PCR-rel amplifikalni lehet két DNS-fragmentumot a két homoldg 1-es
kromoszémar6l. A PCR termékeket nagy felbontasi poliakrilamid gélen eziistfestéssel
vizsgalva, s 0sszehasonlitva megfelel6 méret-markerekkel meg lehet allapitani, hanyszoros
ismétlodést tartalmaznak (1. abra). A gyakorlaton a kisebb felbontasu é€s kevésbé érzékeny, de
a hallgat6i laboratorium korilményei kozott egyszeriibben Kkivitelezhetdé agardz gél-
elektroforézist fogunk végezni és a PCR terméket etidiumbromiddal detektaljuk.

A kaukazusi nagyrasszba tartozoknal (fehéreknél) a D1S80 allélek koziil a 18- és a 24-
szeres ismétlodési a leggyakoribb, amerikai feketéknél (afrikai amerikaiaknal) a 21-es 22-es
28-as és 34-es allélek is gyakoriak.

A vizsgalathoz hasznalt emberi DNS szarmazhat vérbdl (fehérvérsejtekbol),
szajnyalkahartya sejtekbdl, spermabol, stb., elvileg barmely bioldgiai anyagbdl, melybdl DNS
izolalhaté. Egy reakciohoz legaldbb 2,5-10 nanogrammnyi DNS sziikséges. A gyakorlat
soran, mivel kevésbé érzékeny modon végezziik a detektalast, egy nagysagrenddel nagyobb
mennyiségbdl (200 ng) indulunk ki.

A vizsgalattal megallapithat6, hogy a tesztelt bioldgiai minta szarmazhatott-e egy
konkrét személytdl (pl. blincselekmény gyanusitottjatdl) vagy sem. Vérségi kapcsolat (pl.
apasag) megallapitasara is hasznalhat6, mivel a gyermek a sziild egyik alléljat 6rokli. Négy
kiilsnb6zé populacié esetén meghataroztik az allélek gyakorisagat (I. tabldzar). Igy ha
meghatarozunk egy genotipust, a tablazat alapjan kiszamithaté annak a gyakorisaga. A két
leggyakoribb allélt hordoz6 (18,24) heterozigdtak gyakorisaga pl. 2(0,238)(0,348) =16,6%.
Két ritka allél esetén azonban (pl. 19,32) a heterozigota-gyakorisag 0,013%. Ez azt jelenti,
hogy minden hatodik embernek lehet 18/24-es genotipusa, de 19/32-es csak 7700-bdl egynek.

¥ Az ismétlods szekvenciak kozvetleniil egymas utan helyezkednek el. (L. még tandem kerékpar.)
? Masik elnevezése: Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP)

19 Masik elnevezése: miniszatellita

"' L. Genetika jegyzet (2003) 18. fejezet

12 Ezek koziil 27 gyakoribb allél 14-41 kozé esik, a tobbi 41-nél magasabb példanyszamu.
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Ezek a szamértékek azt jelzik, hogy ha a vizsgalt anyag és egy konkrét személy genotipusa
egyezik, 16,6% ill. 0,013% a valdsziniisége, hogy a bioldgiai minta mas szemelytol
szarmazik, tehat 83,4%, ill 99,987%-o0s valdsziniiséggel szarmazik a vizsgalt személytl.
(Természetesen a ,,klasszikus™ polimorf markerekkel, mint a vércsoport, HLA ¢és tovabbi
DNS markerek hasznalataval a személy-azonositist még biztosabba lehet tenni.) Ha a
biologiai minta és a vizsgalt személy genotipusa eltérd, akkor természetesen 100%-os
biztonsaggal kizarhat6, hogy az illet6t6l szarmazzon a minta.

1.tébldzat : A D1S80 allélek gyakorisdga négy kiilénbozo populdcioban

Allele Frequency
(n = number of alleles typed)

U.S. Caucasian African American U.S. Hispanic Japanese
Allele (n_=400) (n.=.400) {n.= 400) (n=178)

14 — —_ 0.003 —
15 - — — —_
16 — — 0.003 0.045
17 —_ 0.048 0.013 0.006
18 0.238 0.098 0.263 0.146
19 0.010 0.003 0.005 0.017
20 0.040 0.033 0.020 —
21 0.018 0.115 0.025 0.017
22 0.030 0.088 0.028 0.022
23 0.008 0.023 0.003 —
24 0.348 0.193 0.318 0.219
25 0.040 0.023 0.055 0.011
26 0.015 0.008 0.010 0.006
27 0.013 0.013 0.008 0.034
28 0.063 0.153 0.050 0.090
29 0.053 0.055 0.055 0.051
30 0.008 0.008 0.055 0.146
31 0.080 0.048 0.058 0.124
32 0.013 0.005 0.003 —_
33 0.003 0.005 — 0.017
34 0.003 0.073 0.008 0.011
35 0.003 — — —
36 0.005 0.003 - —
37 0.008 — 0.003 —
38 —_ — 0.005 —
39 — —_ — 0.017
40 0.003 0.003 0.010 —
41 — — — 0.006
>41 0.005 0.010 0.005 0.017

Az egyes alléleknek megfeleld PCR termékek hossza a kovetkezd képlettel szamithato:
115 + 14 + (n-1)*16 + 32. Ennek alapjan a 18-as allél 433 bp, a 24-es 529, a 28-as 593, a 31-
es 641, a 34-es 689 bp méretil.
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1. ébra D1S80 PCR termékek detektdlasa poliakrilamid gélen eziistfestéssel.
L: , Allél-létra”’: minden egyes allélra jellemz4 csikot tartalmaz 14-t61 41-ig. A leggyakoribb
allélok vastagabb csikkal szerepelnek. C: kontrol DNS, 18, 31 allélek; 1: 24, 37 allélek, 2:
18,18; 3: 28, 31; 4: 18,25; 5: 17,28, Az egyes alléleket az ismétlédések szamaval jelolik.
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A Kkisérlet kivitelezése
A vdltozat

A PCR kisérlethez human DNS templatot hasznalunk. Egy 28 és egy 29 nukleotid
hosszisagu primerrel amplifikdljuk a széban forgd polimorf kromoszomalis régi6 DNS-ét.
Jégben all6 0.5 ml-es mikrocentrifugacsdbe mérjiik 6ssze az anyagokat. A reakci6 §sszetétele
és a bemérések sorrendje a kovetkezo:

Bemérendé mennyiség Végkoncentracid
Steril desztillalt viz: 57,5 ul -
10x PCR puffer® 10,0 ul 1x
dNTP mix** 10,0 pl 200 uM
RedTaq DNS polimeraz (1 E/ pul) 2,5 ul 2,5 egység/100 ul
1. szamu primer 5,0 ul 1 uM
2. szamu primer 5,0 ul 1 uM
Human DNS templat (20 ug/ml) 10,0 pl 200 ng/100 wl

* 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 11 mM MgCly, 0.1 % zselatin
** (dATP,dGTP,dCTP,dTTP, egyarant 2 mM koncentraciéban)

Pipettdzzunk Ovatosan és finoman. Ha az Osszemérést befejeztiik, keverjikk dssze az
oldatokat 50 pl-re allitott mikropipettaba torténd 2-3-szori felszivassal. Az Osszemérendd
komponenseket mindig jégen kell tartani! Végiil a reakciokeverék felszinére rétegezziink 50
pl paraffinolajat a parolgds megakadalyozasara. Még egy hasonlo reakciokeveréket allitunk
Ossze egy masik vizsgalni kivant DNS-sel. Ezutan belehelyezziik a mintakat a PCR
késziilékbe (thermal cycler), melyet a kovetkez0 paraméterekre programoztuk:

1 perc 94°C (denaturacid)

1 perc 65°C (primerek hibridizacidja)
1 perc 72 °C (DNS szintézis)

30 cikluson at

A program kb. 2,5 ordn at tart, ezért célszerii a gyakorlat elején elinditani a reakciot. A

program végeztével a mikrocentrifugacsoveket -20°C-on taroljuk a kovetkezé heti
gyakorlatig.
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B valtozat

A vegyszereket, reagenseket forgalmazo6 cégek a napi munka megkonnyitésére Osszeallitanak
un. PCR-mixeket, melyek tartalmazzak a Taq DNS polimerazt, a nukleozid-trifoszfatok
keverékét és a puffert. Ilyen PCR-mix felhasznalaséval a fenti recept a kovetkezOképpen
modosul:

1 csre 4 csore

PCR-mix 10 ul 40 pl (mar benne van a csében, ehhez kell
hozzaadni az alabbi dsszeteviket!)
2. Steril desztillalt viz 6 ul 24 pl
3. 1. primer (20 uM) Il 4 ul
3. 2. primer (20 uM) 1 ul 4 ul
5. Human DNS (200 ng) 2ul -

Osszesen: 20 ul 72 ul

A piros szinli PCR-mix tartalmazza a négyféle nukleozid-trifoszfatot, a Taq polimerazt
¢s a PCR puffert. Ha lathatéan nem keveredett el egyenletesen, pipettdzassal Ovatosan
keverjiik Ossze a reakciot. Ha 4 csére Osszemértik az Osszes PCR-reakcioban kozos
komponenseket, mérjiink szét 3 x 18 pl-t 3 masik csébe, s az eredeti csében is maradjon 18
pl. Ezutan mérjiik be a csovenként kiilonb6z6é human DNS mintakat, 2-2 pl-t. A parolgas
megakadalyozasara rétegezziink 20-20 ul paraffinolajat mindegyik PCR-reakcidkeverékre. Jol
zarjuk le a csoveket €s helyezziik a PCR késziilékbe.

Futtassuk a reakcidt az alabbi programmal:

94 °C 2 perc kezdeti denaturacio6
94 °C 45 masodperc denaturacio
65 °C 45 masodperc hibridizacid
72 °C 1 perc DNS szintézis
35-40 cikluson at

A kisérlethez felhasznalt oligonukleotid primerek szekvencidja

D1S80A: 5°-GAA ACT GGC CTC CAA ACA CTG CCC GCC G-3’
D1S80B: 5’-GTC TTG TTG GAG ATG CAC GTG CCC CTT GC-3’
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Elektroforézis

— A kovetkezO gyakorlaton 2 %-os agardz gélen megfuttatjuk a méret-markerek kiséretében.

A 20 pl PCR termékbdl elég 16 pl-t felvinni, hogy a gélre vitt paraffinolaj mennyiségét
csokkentsiik.

A mintakat a kovetkezoképpen készitjik el. A PCR termékhez nem sziikséges
bromfenolkéket tenniink, mivel a RedTaq polimerazzal bevitt piros festék révén nyomon
kovethet6 lesz a minta felvitelkor és a futas soran.

1. minta: 20 pl PCR termék (1. sz.)

2. minta: 15 pl ,,allél-1étra” (méret-marker) 2,5x higitas
5 ul brémfenolkék

3. minta: 20 pl PCR termék (2. sz.)

4. minta: 15 ul ,,100 bp létra” (méret-marker) 15x higitas
5 ul brémfenolkék

A mintakat ebben a sorrendben felvissziik a 2%-os agardz gélre, melyet 0,5x Tris-
borat-EDTA" (TBE) pufferben futtatunk 100-120 V fesziiltséggel, mindaddig, mig a
bromfenolkék legalabb a gél 4/5 részéig el nem ért. Ezutan a gélt az UV transzilluminatorra
helyezve megszemléljiik, esetleg lefényképezziik. A méret-markereket hasznalva allapitsuk
meg a vizsgalt DNS mintak allélosszetételét. Egy hasonld kisérlet eredményét lathatjuk a 2.
abran.

2K 3 L 10

2. abra: D1S80 PCR termékek detektdlasa etidiumbromiddal 2% agaroz gélen

2K, 3 és 10: human DNS mintak. 2K: 18,24-es allélek, 3: 24, 28-as allélek, L: ,,allél-létra”, 14, 18, 24, 31, 34-es
allélek , 10: 20, 26-os allélek, L1: 100 bp ,,létra”

'3 0,5xTBE: 0,45 M Tris-borat, 0,001 M EDTA
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TRANSZGEN EGEREK GENOTIPIZALASA
Oros Melinda, Hartman Zsolt és Nagy Laszl6

A genetikailag mddositott egerek (transzgén vagy Knock Out egerek) genotipizaldsat
farok DNS izolélés utdan PCR reakcidval végezziik.

Genomi DNS izolalas

Farokvdgds-egérjelolés
Az egereket nem szerint szétvdlogatjuk és egyenként éter segitségével elaltatjuk oket.

Az egerek fiilét megjeldljiik, s a farkabdl egy kb. 0.5 cm hosszu darabot vdgunk le.

Az egerek jelolése:

1 vdgds a jobb fiilon

1 vagas a bal fiilon

egyenes vagds a jobb fiilon

egyenes vagds a bal fiilon

1 vagas mindkét fiilon

2 vagés a jobb fiilon

2 vagas a bal fiilon

XN R —

jeloletlen

A levagott farokvégeket 1.5 ml-es Eppendorf cs6be tessziik.

DNS izoldlds

A genomi DNS izoldldsdra szdmos moédszer létezik. Itt két modszert frunk le: az elsé
(A) egy meglehetdsen Gj mddszer, amely egyszerdi, gyors, kényelmes (fenol nélkiili) és
megbizhat6, a mdsodik (B) egy kicsit taldn idejétmilt (fenol/kloroform), de szintén
megbizhatd. A farokbdl izoldlt DNS-bdl PCR amplifikicié és gélelektroforézis utan az egerek
genotipusai meghatdrozhatdak.

A, Modszer

1, A kb. 0.5 cm-es farokdarabhoz 600 ul TNES puffert és 35 pl Proteindz K-t (10 mg/ml)
adunk hozz4.

2, Egy éjszakan 4t (8-24 h) 55°C-on inkubdljuk.

3, A cs6 tartalmdhoz 166.7 pl 6 M-os NaCl oldatot adunk és 15 sec-on keresztiil erdteljesen
Osszerdzzuk.

4, A csd tartalmét centrifugéljuk (10 min, szobahd, 12,000-14,000 x g).

5, A feliiliszot (kb.750 ul) egy 4j Eppendorf csébe tessziik és hozzdadunk ugyanennyi hideg
95%-o0s etanolt. Eroteljesen osszerdzzuk (kézzel), amig a fehér szinli csapadék szemmel
lathato lesz.

6, A cs6 tartalmét centrifugaljuk (3 min, szobaho, 12,000-14,000 x g).

7, A feliiliszot ledntjiik és a csapadékhoz 500 pul hideg 70%-os etanolt adunk hozza.

8, Ismét centrifugdljuk (3-5 min, szobahd, 12,000-14,000 x g).

9, A feliiliszat eltavolitjuk és a csapadékot hagyjuk megszédradni szobahdn.

10, A csapadékot ezutdn 100-500 pl TE pufferben szuszpendéljuk. A térfogat a pelletmérettel
legyen aranyos.

11, Ezt kdvetben 10 min-en keresztiil 65°C-on tartjuk, hogy a DNS tokéletesen feloldodjon.
12, A DNS mennyiségét és tisztasagit fotometrdldssal meghatdrozzuk és 4°C-ra tessziik a
tovabbi felhasznélésig.
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B, Mddszer
1, Az Eppendorf csdben 1évd kb. 0.5 cm-es farokdarabhoz hozzaadjuk az alabbi oldatokat:
+200 pl egérfarok puffer;
+15 ul (10 mg/ml) Proteinaz K.
2, Egy éjszakara 55°C-ra tessziik, hogy a fehérjék elbomoljanak. Erre a PCR késziiléket
hasznaljuk (104-es labor, 22-es program).
Az inkubalés sordn a mintakat j6, ha kézzel megrazogatjuk.
3, A megemésztett farkakat jol Osszerazzuk és 10 percig 14,000 x g-vel centrifugaljuk
(kozben 1j csoveket szamozunk).
4, A feliiluszot a csdvekbe pipettazzuk €és hozzaadjuk az alabbi oldatot:
+ 200 pl fenol:kloroform (1:1).
5, 3 perc extrahalas;
6, 5 perc centrifugalas; 14,000 x g (kozben 1ij sorozat Eppendorf csovet szamozunk).
7, A fels6 fazist az uj csovekbe tessziik és hozzaadunk 200 ul kloroformot.
8, 3 perc extrahalas;
9, 5 perc centrifugalas 14,000 x g-vel (kdzben 2 0j sorozat Eppendorf csovet szamozunk);
A csovekbe pipettazzuk az alabbi oldatokat:

1. sor: 20 pl 3 M-os Na-acetat, pH 4,5;

+ 400 pl 96%-os hideg (-20°C) etanol;

2. sor: 150 pl 70%-os hideg etanol.
10, A centrifugalas utan a fels6 fazist leszivjuk és a 3 M-os Na-acetatot és a 96%-os hideg
etanolt tartalmazé csovekbe tessziik (1. sor ¢s0).
11, Osszerazzuk és a kicsap6dé genomi DNS-t kipipettizzuk, majd attessziik a 70%-os hideg
etanolba (2. sor cs0).
12, 20 perc inkubdlas szobah6n, majd az etanolt ledntjiik €s leszivjuk;
+ 150 pl 70%-os etanol, 20 perc inkubalas szobahdn.
13, Az etanolt minél tokéletesebben leszivjuk, és megvarjuk, mig az esetlegesen benne maradt
folyadék is elparolog (kb. 5-10 perc);
+ 50 pl TE puffer.
14, Egy éjszakara 55°C-ra tessziik, hogy a DNS feloldodjon (PCR késziilék 22-es program).
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PCR reakcid

A beoldodott DNS-bdl 3 pl-t elére megszamozott PCR csébe pipettazunk, és jégre
rakjuk. A tobbi Osszetevobdl szintén jégen Master Mixet készitiink, a kovetkezOk szerint
(érdemes raszamolni, pl. 3 mintanyival tobbet mériink 6ssze):

Osszetevd Torzsoldat Mennyiség/reakcid (ul)
PCR puffer 10x tdmény 2

MgCl, 25 mM 1,5

Primer 1 10 mM 1

Primer 2 10 mM 1

Primer 3 10 mM 1

dNTP 25 mM 2

Taq Polymerase 5 U/ml 0,25

Desztillalt viz 8,25

Ebbdl az elegybdl 17 pl-t mériink rd a mar kimért DNS-re. A mintdkat a PCR késziilékbe
tessziik. A program lejarta utdn a mintakat megfuttatjuk.

Gélelektoforézis

Gélkészités

A futtatashoz 1%-os agarozgélt készitiink:
0,5 g agaroz;
+ 50 ml 1x tomény TAE puffer.

-Géazlang felett felf6zziik, majd vizcsap alatt 50-60°C-osra lehiitjiik;
+ 10 pl ethidium-bromid.

- Gélontokadba ontjiik (beletessziik a féstit);

- hagyjuk megdermedni (hiitében gyorsabb);

- ha megdermedt, kivessziik a fésiit és a gélt a futtatokadba tessziik.

Mintaeldkészités
- Kivessziik a PCR késziilékbdl a mintakat;
+1 pl Loading puffer.
- Pipettaval dvatosan elkeverjiik, tigyeljiink, hogy buborékot ne csinaljunk;
- ¢s felvissziik a gél zsebeibe.

Futtatds

-Ha minden mintat felvittiink, feltessziik a futtatokad tetejét ugy, hogy a mintdk a pozitiv
(piros) polus felé futnak.

- Csatlakoztatjuk a tdpegységhez;

- beallitjuk a fesziiltséget 80-100 V-ra, és kb. 35-40 percig futtatjuk;

- az eredményt az Alpha Imagerrel értékeljiik.
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Oldatok

TNES puffer:
10 mM Tris, pH 7.5
400 mM NaCl
100 mM EDTA
0.6% SDS

76 M NaCl: Telitett NaCl sooldat,
tarolasa (hasznalat el6tt) 37°C-on

TE puffer:
10 mM Tris, pH 8.0
1 mM EDTA
Egérfarok puffer (Tail buffer, TB):
1 litererhez: 60.57 g Tris
37.22 g EDTA
5.84 g NaCl
10 g SDS
50x tomény TAE puffer:
1 literhez,: 242 g TRIS, pH 8.5
57.1 ml jégecet
37.2 gEDTA
Loading puffer:
10 ml-hez: 2 g Ficoll 400
0.372 g EDTA
0.1 g SDS

25 mg bromfenolkék
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LIGAZ LANCREAKCIO
Dombradi Viktor

Az ligaz lancreakcidt (angol elnevezésének roviditésébdl LCR = Ligase Chain Reaction)
a PCR helyettesitésére javasoljak diagnosztikai céllal. A Thermus thermophylus (Tth) vagy
Pyrococcus furiosus (Pfu) hoéstabil ligdz enzimek felfedésére tette lehetdvé az 1 eljaras
bevezetését (1988). A reakcid kivitelezéséhez a hagyomanyos PCR késziilék hasznéalhat6. Bar az
LCR elve 1j, a PCR-hez val6 hasonlosag és a késziilékek azonossaga miatt az eljaras 1ényegét itt
mutatjuk be.

A mddszer segitségével eldonthetd, hogy egy ismert szekvencidju DNS szakasz a
vizsgalt mintaban jelen van-e, illetve, hogy tortént-e mutacié a vizsgalt ponton. Ehhez 4 db
oligonukleotid kell, melyek parosaval a target DNS egy-egy szalahoz hibridizalnak ugy, hogy 3
OH és 5 foszfat csoportjuk egymas mellett legyenek a templaton (/. dbra). Az ilyen
oligonukleotidokat a ligaz képes Osszekotni. Ha a target szekvencidkban kiilonbség van az
érintkezési ponton akkor a ligalas nem torténik meg.
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1. abra. A ligaz lancreakcio (LCR) elve.

Az dbra felsé része (A) a négy oligonukleotid (1-4.) tervezését szemlélteti. A gyors detektdldst
biztositia az 1. és 2. oligonukleotidok jelzése. Példaul az 1. 3-végére biotint, a 2. 5-végére
alkalikus foszfatizt kotnek. Az oligonukleotidok taldlkozdsi helyén van a vizsgalni kivant
mutdcios pont.

Az elsé ligaz reakcio eredményei lathatok az abra (B) részén. Ha nem kévetkezett be mutacio a
ligdlas sikeres, ahogy azt a sotét mezok érzékeltetik az abra bal oldalan. Mutdcio, pld. delécio
esetén a ligalas nem jatszodik le. Ezt érzékelteti az dbra jobb oldala.

Az abra aljan (C) a kivetkezd ciklus hibridizacios lépését latjuk. Az abra azt szemlélteti, hogy a
ciklus megismétlésével csak a vad tipusi DNS esetében szaporodik fel a ligalas terméke

91



A korabban megismert PCR stratégia analogiaja alapjan az LCR 1épései a kévetkezok:

(1) Kettds szali DNS hédenaturalasa.
(2) Két oligonukleotid par hibridizalasa.
(3) Ligaz reakcid, az oligonukleotid parok 6sszekapcsolasa.

A folyamat tobbszori megismétlésével jelentosen felszaporithato a sikeres ligalasi reakcio
terméke. Amennyiben a szekvencia megfelel az oligonukleotidoknak két hosszabb
oligonuklkeotid keletkezik, melyek szdma minden ciklusban megduplazodik. Igy 10°-10%-szeres
sokszorozas érhetd el. A megfelelé oligonukleotidok dsszekotddését uigy lehet detektalni, hogy
az egyik oligonukleotid végére egy kotd csoportot (pl. biotint) a masik oligonukleotid végére
pedig egy enzimet (pl. alkalikus foszfatazt) kotnek. A biotin-sztreptavidin kétés révén a biotinalt
oligonukleotidok kikothetok egy szilard feliilethez. A felillethez k6tve csak azok a termékek
adjak az alkalikus foszfatdzra jellemz06 szinreakciot, amelyek ligalasa lejatszodott. |

A kozvetlen detektalhatésadg elény a PCR-rel szemben. Azonban itt is megvan a
lehet6sége a miitermék kialakuldsanak, ugyanis kis valdszinliséggel az oligonukleotidok templat
tavollétében is ligalddhatnak. Az igy létrejott termék ezutan exponencialisan szaporodik
ugyanugy, mintha templattdl fiiggé modon jott volna létre.

Elképzelhetd, hogy a diagnosztikaban az LCR a PCR vetélytarsa lesz, azonban egyéb
alkalmazasokban nem képes azt helyettesiteni.
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NUKLEINSAV HIBRIDIZACIOS TECHNIKAK
Biro Sandor és Dombradi Viktor

A Southern és Northern blot elve

A blottolas (blotting) eredeti angol jelentése pacdzas, ami arra utal, hogy egy membran
felszinén talalhaté nukleinsav foltot vizsgdlunk. Az eljaras a nukleinsavak szekvencia
specifikus hibridizacidjan alapul. Mint ismeretes a komplementer szekvencidju nukleinsav
szalak egymashoz hidrogén hidakkal kapcsolddnak és a kapcsolddés specifitdsa lehetdvé
teszi, hogy megfeleld modon jelzett nukleinsav probakkal az altalunk keresett
génfragmentumot vagy mRNS-t detektaljuk. A genomi DNS vizsgélatara Southern 1975-ben
vezette be a késébb réla elnevezett blottolasi eljarast. Uttéré munkassagat Nobel-dijjal
jutalmaztak. KésObb vezették be az RNS vizsgdlatidra alkalmas modszert, amit Northern
blotnak neveztek. Az elnevezésben rejld ellentétes égtdjak ellenére a két eljaras kozott sok
hasonldsag figyelhet meg (1. abra).
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1. dbra A Southern (A) és Northern (B) blot lényege
Az abra mindkét részén nyillal jeloltiik az altalunk vizsgalni kivant DNS darab, illetve mRNS
~ pozicidjat az agaroz gélben, illetve a membranon. A szamok magyardzata a sz6vegben
talalhato.

Southern blot (1. A dbra):

1. A genomi DNS hasitisa restrikcios enzimmel. A DNS feldarabolasara nem
elsOsorban azért van sziikség, mert a kovetkezd 1épés, az agardz gélelektroforézis nem
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alkalmas nagyon nagy méretli DNS darabok szeparalasara, hanem sokkal inkabb azt a célt
szolgalja, hogy nagyobb feloldasu, gén szintli informaciot nyerjiink. Az eljarassal ugyanis
azonosithat6 az altalunk keresett gén, vagy annak egy része.

2. A gén darabok méret szerinti elvdlasztdsa agaroz gélelektroforézissel. (A modszert
részletesen ismertetjilk a DNS vizsgalata agaréz gél elektroforézissel cimii fejezetben.) A
gélben valo futtatas soran a DNS darabok a molekulasziird hatas kovetkeztében elvalnak
egymastol. A DNS savok etidium bromid festéssel tehetdk lathatéva, azonban a gél gyenge
mechanikai sajatsagai nem teszik lehetévé, hogy hibridizaciéval kozvetleniil analizaljuk a
benne taldlhatd savokat.

3. A DNS mintazat atvitele membranra. A fent emlitett problémat ugy oldottak meg,
hogy a DNS savokat egy jol kezelhetd membran feliiletére vitték at. Kozben a DNS savok
sokkal kisebb feliileten oszlanak meg, igy a minta koncentralédik. Ez a tulajdonképpeni
blottolasi 1épés. A transzfer eldtt (vagy kozben) denaturdljak a kettdés szalu DNS-t, majd
rogzitik a mintazatot.

4. Hibridizalas. A membran aspecifikus kotdhelyeinek lefedése utan (prehibridizalés)
az altalunk keresett génre specifikus probat ontiink a membran felszinére és megfeleld
koriilményeket biztositunk a szekvencia specifikus hibridizacio lejatszodasahoz.

5 Detektalas. A feleslegben 1évé prdéba eltavolitisa utdn a proba jellegétdl fiiggd
eljarassal a membran felszinén kimutathat6 a vizsgalni kivant gént tartalmazé DNS sav.

Northern blot (1. B abra)

1. Tekintettel arra, hogy a vizsgdlni kivant mRNS szdlak mérete megfeleld6 nem
sziikséges azok emésztéssel torténd tovabbi darabolasa. Ezzel szemben el kell végezniink az
mRNS denaturalasat, annak érdekében, hogy a kovetkezd 1€pésben a molekuldk alakja ne
befolyasolja a méret szerinti szétvalasztast.

2. Az mRNS szalakat denaturdldo korulmények kozott szeparaljuk agardz
gélelektroforézissel.

3. A savok membranra torténd atvitele utan nem sziikséges tovabbi denaturacios 1épés
elvégzése, elegend a mintazat fixalasa.

4. A prehibridizalas és hibridizalas, valamint

5. Akeresett sav detektalasa a Southern blot esetében mar ismertetett modon tor.énik.
Természetesen a Northern blot minden egyes 1épése kdzben tigyelniink kell az RN-az mentes
koriilmények betartdsara. A fent emlitett néhany kiillonbségtdl eltekintve a Northern blot
kivitelezése hasonlit a Southern blothoz, igy a két eljaras egyes lépéseit az alabbiakban
kozosen targyaljuk.

Transzfer modszerek

A nukleinsav savok agaréz gélbdl membranra torténd atvitelére tobb eljarast dolgoztak
ki. A klasszikus médszer a kapillaris er6t hasznalja ki a folyadék mozgatasara (2. dbra). A
nagy sotartalmu oldatot (20xSSC) Whatman 3MM sziirSpapir csik vezeti az agardz gélhez €s
a gélre fektetett membranra a felette talalhatdo papirtoriilk6z6 réteg szivd hatdsa révén
mosddnak at a savok.
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2. abra Kapillaris transzfer

A modszer nagy elénye egyszerlisége, olcsosaga és megbizhatdsaga. Mikozben a
szlir6papir réteg telitédik a puffer oldattal folyamatosan elvesziti nedvszivo képességét és
végill a transzfer automatikusan ledll. Az eljards egyetlen hatranya az idoigény,
megvalositasahoz altalaban egy éjszaka (kb10 6ra) sziikséges.

A transzfer folyamatanak meggyorsitasara tobb lehetdség is kinalkozik. A folyadék
aramlasat nyomassal vagy szivassal lehet eldsegiteni, a DNS vandorlasat pedig elektromos
fesziiltséggel lehet gyorsabba tenni (elektroblot). A lehetOségek koziil leggyakrabban a
vakuum transzfert alkalmazzak (3. abra). A mddszer gyorsasidga mellett kiilon elonyt jelent
az, hogy a transzfer oldatot kozvetleniil a gél felszinére pipettazhatjuk, és ily modon
jelentésen csokkenthetjiik az anyagigényt.

keret
gél
ablak

membran
sziiropapir
porézus lemez

— vakuum doboz

y a2 -
N

3. abra Vikuum transzfer berendezés

A blottolas még jobban felgyorsithaté oly moédon, hogy kihagyjuk a méret szerinti
szeparalas 1épését. Ekkor az eredeti elnevezésnek megfelelden kozvetleniil cseppentjiik fel a
nukleinsav foltokat a membranra. A folt alakjatdl fliggden szoktak beszélni dot blot eljarasrol,
amikor is kor alaku foltokat hozunk létre, illetve slot blot-rél amikor lekerekitett sarku
téglalap alakd foltokat készitink. A slot blot foltjainak alakja emlékeztet a
gélelektroforézissel nyerhetd savokra. A foltok szabalyos elhelyezését a megfeleld alakura
kivagott maszk nyildsai biztositjak, a gyorsasagot vakuum szivo ereje teszi lehetévé (4. dbra).
Ezek a mddszerek nem adnak informdciot a target nukleinsav méretérdl, csak a keresett gén
illetve transzkript gyors kimutatdsdra alkalmasak. Megfeleld kalibralassal a moddszer
felkantitativvé tehetd.
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4.abra. Dot blot (A) és salot blot (B) berendezések.
1. mintafelvivé maszk, 2. elvalaszto keret, 3. alatét lap, 4. szivo aljzat, 5. membran,
6. sziiropapir lapok

A membrdn megvdlasztdsa

Els6ként nitrocelluloz membrant hasznaltak blottoldsra. A nitrocelluléz jol kéti a
DNS-t, azonban mechanikai stabilitasa korlatozott, ami nem teszi lehetdvé a membran
tobbszori lemosasat és ujrahibridizalasat. Kilon problémat jelent a nitrocelluldz
tlizveszélyessége, ami miatt a 80 °C-on torténd fixalasi 1épést levegd mentes kérnyezetben,
vakuum alatt kell végezni. Ezeket a hatranyokat kiisz6bolte ki a nagy mechanikai stabilitassal
rendelkezd nylon membran bevezetésével, azonban a nylon DNS kot képessége kisebbnek
bizonyult. A legjobb membran alapanyag a kémiailag mddositott pozitiv téltéseket hordozo
nylon, ami stabilitasa mellett nagy nukleinsav ko6t kapacitassal is rendelkezik.

Depurinalas és denaturalas

Bar a blottolasi eljarasok célja az, hogy a membranon az agaréz gélben talalhatd
sdvszerkezet pontos masa alakuljon ki, ezt a feltételt nem mindig lehet teljesiteni. A savok
méretkiilonbségiikbél adodoan kiilonboz6 sebességgel vandorolnak. gy rovid transzfer id6vel
atmasolhatok a kisebb sadvok, mikdzben a nagyobb savok atvitele még nem térténik meg. A
hosszu transzfer id6 sem kivanatos, ugyanis a membran DNS kot6 képessége ellenére masik
oldalan bekovetkezik a DNS kimosodasa. Tehat hosszu transzfer id6 esetében jol lathatova
valnak a nagyobb méretii savok, mikézben a kisebb méretiiek elhalvanyulnak. A probléma
megoldasara vezették be a depurinlas 1épését. Ha a DNS-t savas kozegben inkubaljuk purin
bazisai véletlenszeriien leszakadnak, és a modositds helyén bekovetkezik a cukor-foszfat
gerinc megszakadasa is. Ezért ha a gélt a transzfer eldtt savas oldatban aztatjuk a kiilénbozd
helyzetli sdvokban 1évé DNS fragmentumok kisebb darabokra toredeznek. A depurinalas utan
el kell végezni a gél semlegesitését, majd a kettds-szali DNS ligos kozegben torténd
denaturalasat. Ezutan a sdvokban levd DNS darabok az eredeti méretiiknek megfelel6 helyen,
de a lecsokkent valddi méretliiknek megfeleld sebességgel jutnak at a membranra. A
denaturalasra azért van sziikség, hogy a késdbbi hibridizacio soran a jelzett nukleinsav proba
hidrogén-hidakat képezhessen az egyes-szalu target molekuldkkal. A kivitelezés egy tjabb

......

denaturaciojat is.
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Fixalas

A membran felszinére vitt nukleinsav savok mintdzatat kovalens kotéssel kell
rogziteni. Korabban ezt a membran kiszaritasat kovetéen a membran 2-3 dra hosszaig 80 °C-
on tartasival oldottdk meg. Mint mar emlitettiik nitrocelluléz membran alkalmazédsakor
kiilongsen tigyelni kellett a tlizveszélyre. Ezeket a membranokat csak vakuum excikkéatorban
a levegl kiszivatasa utan lehetett felmelegiteni. Ha nylon, illetve moédositott nylon
membrannal dolgozunk természetesen nincs sziikség a vakuum excikkator alkalmazasara. Egy
masik fixalasi lehet6séget biztosit az UV fénnyel torténd megvilagitas és a kémiai kotések
fotokémiai kialakitasa. Erre a célra kiilon berendezéseket gyartottak, amelyekben az UV fény
hullamhossza optimalis és intenzitasa, valamint a megvilagitds hossza (azaz a besugarzas
energiaja) szabalyozhatd. A legbiztonsagosabb megoldas az, ha mindkét eljarast alkalmazzuk.
Fixalas utan a szaraz membran t6bb napig tarolhato, illetve kozvetleniil felhasznalhato.

Prehibridizalas

Felhasznalas el6tt a membrant ujra meg kell nedvesiteni. Erre a legjobb megoldas az,

hogyha a membrant 6xSSC oldat feliiletére helyezziik és megvarjuk mig magéaba szivja a
nedvességet. Ezutan a membrant mar be is merithetjiik az oldatba.
A hattér zaj lecsokkentése érdekében meg kell gatolnunk a proba aspecifikus kotddését a
membran reaktiv kotOhelyeihez. Ezért indifferens DNS tartalmii és nagy slirliségii
prehibridizacios oldattal eléinkubaljak a membrant (prehibridizacié). A prehibridizal6é oldat
készitésére felhasznalhaté a lazac vagy hering spermdjabdl készitett genomi DNS, de
megfeleld a sokkal olcsdbb tyukvérbdl kinyert DNS is. Figyelniink kell arra, hogy az
indifferens DNS-t mechanikai modszerekkel (pld. felmelegitéssel és kis atmérdjii injekcids
tlin keresztiil torténd fel-leszivassal) kisebb darabokra tordeljiik.

A prehibiridzalas ugyanazon berendezésben €s ugyanazon korlilmények kozott
végezziik, mint a hibridizalast. Alkalmazhatunk vizfiird6s razdgépet, amelynek vizterébe
legtobbszor kiilon dobozban nylon zacskéba forrasztva helyezzilk a membrant és a
prehibridizald oldatot. Sokkal biztonsagosabb és anyagtakarékosabb azonban a szorosan zard
tivegesovek befogadésara alkalmas légtermosztatos hibridizacids kamra. A csoveket fedd
mianyag kupak sokkal biztonsagosabban nyithatd és zarhatdé mint a nylonzacské. Mivel a
membran az tiveges6 falahoz simul kisebb térfogatu oldat is elegendd folyamatos mosasahoz,
amit a csovek folyamatos forgatasaval biztositunk. A prehibridizaciot legalabb 3 ora hosszaig
kell végezni, gyakori az egy €jszakan at torténd prehibridizacio.

Hibridizalas

Hibridizalasra az altalunk vizsgalni kivant nukleinsav szekvenciajaval jelent6s foku
hasonlosagot mutatdé DNS, RNS esetleg oligonukleotid probat hasznalhatunk. A proba
jelolése lehet radioaktiv, flouroescens vagy enzimes. Kiilonb6zé jelolési modszerek
kivitelezésérol és alkalmazasi lehetdségeirdl ,,A nukleinsav probéak jelolése” cimii fejezetben
adunk tajékoztatast. A jelolt probat denaturalas utan a prehibridizacios oldathoz kell adni,
majd a membran felszinére ontve az oldatot elkezdjiik a hibridizalast. A hibridizalast addig
végezziik, amig a membranhoz kotott €s az oldatban 1évé proba kozott be nem all az
egyensuly. Ez altaldban néhany drat vesz igénybe.

A hibridizéacié koriilményeit a proba és a target szekvencia egymashoz valo viszonya szabja
meg. Altalanos szabély, hogy a proba és a target kozott kialakuld duplex olvadaspontja (Tm)
alatt kell dolgozni. Amennyiben nem ismert pontosan a szekvencia azonossag mértéke
célszerli hogy a hibridizaciot alacsonyabb szigorusagi fok mellett végezziik, majd t6bb egyre
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novekvd szigorusagu mosassal folyamatosan tavolitjuk el a gyengébben kotddott proba
molekulakat a membranbdl.

A kettds szalu nukleinsavak (DNS vagy RNS homoduplex, illetve DNS-RNS
heteroduplex) olvadaspontjat és ezzel a hibridizacios korilmények szigorisagat szabalyozni
tudjuk az oldat s6 koncentraciéjaval valamint szerves olddszer hozzaadasaval. Altalanos
hibridizacidés koriilményeket biztosithatunk, ¢és ennek megfeleléen alacsonyabb sé
koncentracié és szerves oldoszer (pld. formamid) jelenlétében szigoru hibridizacios
koriilményekrol beszélhetiink. A szigorisag mértéke és az oldatok homérséklete kozott
mindig egyenes aranyossag all fenn. A legszigorubb hibridizacios koriilmények csak a teljes
mértékben komplementer nukleinsav szalak kozotti kapcsolddast engedik meg. Ilyenkor a Tm
kozelében kell dolgozni.

Mosas

A mosas célja a feleslegben 1évom, a membranhoz ko6tott nukleinsavhoz nem ko6t6do
proba eltavolitasa. El0szor is ontsiik le a hibridizalé oldatot a membranrdl és Orizziik meg,
ugyanis ez az oldat (kiilondsen nem-radioaktiv jelzés esetén) ismételten felhasznalhato.
Ezutan tomény sooldattal oOblitsiik le a membrant és kezdjiikk el a mosasi folyamatot. A
korabban mar emlitett okok miatt célszerli a mosast enyhe koriilmények kozott (magas so6
koncentracid, alacsony homérséklet) elkezdeni, majd a mosas szigorisadgat fokozatosan
novelni. A membranhoz tapadt radioaktiv proba mennyiségét kézi szadmlaldval lehet kdvetni.
Minden egyes mosasi 1€pés utan célszerti annak hatékonyséagat ellendrizni.

Detektalas

A detektalasi modszer a prdéba jelolésétol fligg. Korabban egyeduralkodd volt a
radioaktiv jelolés. Legtobbszor 32p, p vagy *°S B sugarzo izotopokat hasznaltak, és ezek
kimutatdsat autoradiografiaval oldottdk meg. Manapsag egyre inkabb tért héditanak a nem
radioaktiv jelolési modszerek. A kozvetlen fluorescens jelolést kis érzékenysége miatt csak
ritka esetben hasznaljak, sokkal hatékonyabbak az indirekt €s enzimes jelolések. Az utdbbiak
koziil is nagyon kedvelt a kemilumieszcencian alapulé mddszer az ugynevezett ECL. Az
enzim altal katalizalt reakcio soran keletkez0 fényfelvillanast fotdlemezen lehet régziteni.
Amennyiben a detektalas soran erds hatteret, illetve tul sok savot latunk célszerli a mosast
magasabb szigorusagi fokon végezni, és az eredményt ujra regisztralni. igy egy olyan adatsort
kapunk, amely megmutatja a prébankkal kisebb, illetve nagyobb szekvencia azonossagot
mutato savokat és foltokat.

Az is elképzelhetd, hogy a mar egy probaval alaposan letesztelt membrant egy masik
probaval is meg kivanunk vizsgalni. Ekkor a membran feliiletérdl le kell mosni az els6 probat,
amit leggyakrabban 0,1 % SDS oldatban 5 percig torténd fozéssel szoktak megoldani. A
membran t6bbszori felhasznalasanak egyik feltétele a mechanikai stabilitds a masik feltétel a
probak reverzibilis kotddése. Az utobbi csak akkor biztosithatd, ha a membranunkat
folyamatosan nedves allapotban tartjuk. Ezért nagyon fontos a membranok kiszaradasanak
elkertilése!
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NUKLEINSAV PROBAK JELOLESE
Birdo Sandor

A hibridizalasban hasznalatos nukleinsav probak jelolésére ma mar szamos izotopos €s
nem radioaktiv mddszer all rendelkezésiinkre. A legfontosabb €s leggyakrabban alkalmazott
eljarasokat foglalom réviden 6ssze az alabbiakban.

Kettésszalia DNS jelolése nick transzlaciéval

A “nick” sz jelentése bevagas, bemetszés, s itt a rendkiviil alacsony koncentracioban
alkalmazott DNaz I enzim 4ltal, a kett6sszalu DNS molekulaban véletlenszeriien létrehozott
bemetszésekre utal. A transzlacio szd jelentése itt eltolds, athelyezés, s arra utal, hogy az
eljaras soran a DNaz I altal létrehozott bemetszés a DNS polimerdz I enzim miikodése
kovetkeztében az eredeti helyérdl eltolddik. A DNaz I altal l1étrehozott bemetszések ugyanis
szabad 3’-véget hoznak létre, amelyeknél a DNS polimerdz I enzim a mintaként szolgél6 szal
komplementerét kezdi szintetizalni, mik6ézben 5°>3’ irdnyban maga el6tt exonukledz
aktivitasaval az 5’-végi nukleotidokat eltavolitja. Ezaltal ezeken a szakaszokon a régi DNS
szal , Gjonnan szintetizaltra cserélddik. Amenyiben a-pozicidban jelolt prekurzor
dezoxiribonukleotidokat (dANTP) hasznalunk, az Gjonnan szintetizalt szal jelolt lesz. Az eljaras
kettosszali DNS molekuldk uniformizalt jeldlésére szolgal. A jelolt nukleotidok mindkét
szalba beépiilnek. Az eredeti eljaras 32p_jelslt nukleotidokkal valé jeldlést ir le, de mas
radioaktivan (*°P, *°S) vagy nem radioaktivan (Fluorescein-11-dUTP, biotin, digoxigenin)
jelolt nukleotidok, illetve nukleotid analdgok is beépithetdk (/.abra).

duplaszalu DNS jelzett szakaszok

1. abra. A nick transzlacio elve. A DNaz I bemetszést koveti a DNS polimeraz I (DNS Pol 1)
reakcio, ami jelzett nukleotidokat épit be a DNS szalba.

Mivel az eljaras soran megtorténhet, hogy a mar beépiilt jelolést is lecseréljiikk, a
beépiilés hatisfoka limitalt. Altalidban az sszes jelolt nukleotidnak nem t5bb mint 40-60
sz4zaléka épiil be. Magas specifikus aktivitasi (3000 Ci/mmol) **P-jelslt ANTP-t hasznélva a
proba specifikus aktivitdsa azonban igy is magas, elérheti a 10% cpmy/ pg DNS értéket.

A nick transzldcio kivitelezése
1. Mérje Gssze az alabbi komponenseket:

jeloletlen ANTP elegy 10 pl (tipikusan 3 jeloletlen nukleotid 20-20
nmol mennyiségének elegye)

nick transzlacids puffer 5 ul (10 x koncentracioju)

jelolendé DNS TE pufferben X ul

[a-*2P] ANTP (3000 Ci/mmol) 5 pl (jelslt nukleotid)

enzim elegy 5 ul (DNS polimeraz I és DNaz )

DNaz mentes viz 25-xul
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2. Inkubalja az elegyet 15 C°-on 60 percig.
3. Allitsa le a reakciot 5 pl 0,2 M EDTA oldattal.

Mivel a beépiilés hatasfoka valtozo, ezért célszerli meghatarozni a beépiilés mértékeét,
illetve eltavolitani a be nem épiilt radioaktiv prekurzort.

A beépiilés hatdsfokdnak meghatdrozdsa DES8I ioncseréld papirral

A moédszer azon alapul, hogy a DNS sokkal erésebben kotédik a DE81 ioncseréld
papirhoz, mint a nukleotidok.
1. 20 pl TE-hez adjon 2 ul mintat a reakcidelegybdl.
2. A higitott mintabdl 4 x 5 ul-t cseppentsen 1 cm atméréjli Whatman DES81 ioncseréld
papirkorongra.
3. 2 korongot szaritson meg infravords lampa alatt.
4. A masik 2 korongot mossa 2 x 5 percig 2 x SSC-ben, oblitse le desztvizzel és mossa
etanolban 5 percig, majd szaritsa meg Oket.
5. Szcincillacids oldatban mérje meg a korongok radioaktivitasat.
6. A mosott korongokban a DNS-be beépiilt radioaktivitast, a nem mosott korongokon pedig
az 0sszes radioaktivitast mérheti. A kettd hanyadosa adja a beépiilés mértékét.

A beépiilés hatdsfokdnak meghatdrozdsa triklor ecetsavas (TCA) kicsapdssal

Az eljarés alapja az, hogy a nukleinsavak TCA-val kicsaphatok, mig a nukleotidok
oldatban maradnak.
1. Vegyen a reakcioelegybdl mintat (0,5 -1 pl) és higitsa 20 ul 20 mM EDTA-val (pH = 8,0).
2. A higitott elegybdl 10-10 pl-t adjon két Eppendorf csébe elére kimért 200 pul 20 mM
EDTA és 50 pl hordozo DNS (pl. 100 pg/ml borju timusz DNS) oldatahoz. '

3. Mindkett6bdl cseppentsen ki 10-10 Fl-es részleteket az 6sszes radioaktivitas méréshez két
nitrocelluléz membrandarabra.

4. A maradékhoz adjon 2-2 ml 10 %-o0s TCA-t, s jégflirdén hagyja allni 15 percig.

5. Vakuum sziirje a csapadékot nitrocelluléz filterre, s mossa hatszor 2 ml 10 %-o0s TCA-val.
6. Hatarozza meg a 3. lépésben vett mintdk és az 5. Iépésben nyert mosott csapadék
radioaktivitdsat, s szamolja ki a beépiilés hatdsfokat.

A probaba be nem épiilt nukleotidok eltavolitisa Sephadex G-50 kromatogrdfidval

A be nem épiilt nukleotidok eltavolitdsa ennél a jelolési modnal ajanlatos, mivel a be
nem épiilt hanyad viszonylag magas, s emiatt a hibridizacid soran a hattér is magas.

Ekkor a prébat egy kicsiny, pl. 1 ml-es Eppendorf pipettahegyben 6ntott Sephadex G-
50 oszlopon bocsatja at, amikor is a be nem épiilt kis molekulatomegi jel6lt nukleotid az
oszloprol csak sokkal késobb elualhatd, mint a nagyobb molekulatomegii jelolt DNS. A
kisérlet elvégezhetd hagyomanyos elucioval is, de manapsdg inkabb a modszer egy
cetrifugalassal kombinalt gyors valtozatat hasznaljuk.

1. Készitsen egy 1 ml-es Eppendorf pipettahegyben TE-pufferrel ekvilibralt Sephadex
G-50 oszlopot a kovetkezéképpen. Egy 1 ml-es Eppendorf pipettahegy végébe helyezzen
steril iveggyapotot vagy vattadugot. Toltse meg a pipettahegyet TE-pufferrel ekvilibralt
Sephadex G-50-nel. Helyezzen egy 1,5 ml-es Eppendorf centrifugacsdvet egy 15 ml-es
konikus centrifuga csObe s ebbe allitsa bele a Sephadex oszlopot. 1600 g-vel centrigalja 5
percig, majd az oszlop tomordodése miatt ismét toltse fel Sephadex G-50-nel. Ismételje meg a
centrifugalast. Cserélje ki az Eppendorf cenrifugacsévet. 50 ul TE puffert az oszlopra felvive
centrifugalas utan ellendrizze, hogy az oszloprdl 50 pl koriili folyadék jon le.

2. Vigye fel az oszlopra a jelolési reakcioelegyet, s tiszta Eppendorf csovet haszalva
centrifugalja az eldbbiek szerint. Az Eppendorf csében a be nem épiilt nukleotidtol
elvalasztott jelolt proba gylilik 6ssze.
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A probdba be nem épiilt nukleotidok eltavolitdsa a jelolt DNS szelektiv kicsapdsdval
A DNS etanolos lecsapasaval is elvalaszthatja a jelolt DNS-t a be nem épiilt
nukleotidtol.
1. Adjon 1 térfogat 4 M ammonium acetatot (pH= 4,5) a reakcioelegyhez, s keverje dssze.
2. Adjon hozza 4 térfogat etanolt, és tartsa -70 C°-on legalabb 30 percig.
3. A minta kiolvadasa utan centrifugalja 15 percig maximalis fordulattal (kb.12000 rpm)
szobahémeérsékleten Eppendorf centrifugaban, majd a feliiluszét dvatosan ontse le.
4. Mossa az iiledéket szobahémérsékleten 0,5 ml 0,67 M pH = 4,5 ammodnium acetat, 67 %
alkohol oldattal , majd centrifugélja, s a feliiluszot ontse le.
5. Mossa az tiledéket 90 %-os alkohollal, és szaritsa meg.
6. A probat oldja TE pufferben.

Mivel a jelolt proba kettdsszalu, hibridizacio elétt hédenaturalni kell (pl. 95 C®-on 5-
10 percig torténd inkubalassal).

Nukleinsavak jelolése random szekvenciaji oligonukleotid primerek felhasznalasaval

Az eljaras azon alapul, hogy amennyiben egyszalu nukleinsavhoz rovid
oligonukleotidok k6tddnek, azok a nukleinsavon mint templaton a DNS polimerazok szamara
a szintézist inicidlé primerként szolgalnak. Ily médon a komplementer szal
megszintetizalhatd. Amennyiben az oligonukleotidok szekvencidja véletlenszerti, a templaton
tobb helyen is megtapadnak, s az 5’-végi szekvencia kivételével, a teljes templat lemasolodik
(2.abra). Ha a szintézis soran valamelyik nukleotid az o-pozicidban jelolt, nagy specifikus
aktivitasu probak allithatdk elo.

duplaszili DNS
proba
hédenaturalas

egyszalu DNS

M m
random hexamerek
i

wm

hexamer bazisparok kialakulasa

Klenow fragment + dNTP
jelzett dUTP

jelzett DNS

2. abra. DNS jelolése random szekvencidju hexamer bazisparok kétodése a templathoz
oligonukleotidok segitségével. Héodenaturalds utan a jelzett nukleotidot (pld. jelzett dUTP-t) a
DNS polimeraz I Klenow fragmentuma (Klenow fragment) segitségével épitik be az ujonnan
szintetizalt szdlba.

101



Random oligonukleotidként kezdetben mesterségesen szintetizalt hexamereket
hasznaltunk, Gjabban ezeket oktamerekkel és nonamerekkel helyettesitik.

Az alkalmazott DNS polimerdz a templattél fiigg, RNS templat esetén RNS fliggd
DNS polimeraz (reverz transzkriptaz), illetve DNS templat esetén az E. coli DNS polimeraz I
enzim egy olyan fragmentuma (az un. Klenow fragment), amely nem rendelkezik 5° > 3’
exonukleaz aktivitassal. Az 5’ > 3’ exonukleaz aktivitas hianya azért fontos, mert ez az enzim
igy nem képes az ujonnan szintetizalt szal eltavolitasara (ld. nick transzlacio), s igy nagyobb
specifikus aktivitasu proba allithatd eld.

Mivel templat csak egyszali nukleinsav lehet, a jelolés elott a kettOsszalu DNS-t denaturalni
kell.

Ezzel a moédszerrel nagyon kis mennyiségli templat (25 ng) jelolhetd igen nagy
specifikus aktivitassal (10° cpm/pg DNS), nagyon rovid id6 alatt (5-30 perc). Mivel a
beépiilés hatasfoka is magas, altalaban nincs sziikkség a be nem épiilt nukleotidok
eltavolitasara sem. Amennyiben ez mégis sziikséges, a beépiilés hatasfoka, ill. a nem
inkorporalddott nukleotidhdanyad a nick transzlacional leirt médon meghatarozhatd, ill.
eltavolithato.

Egy tipikus jelolési reakcio lépései

1. Mérje 0ssze az alabbi komponenseket:

Jelolend6 DNS (25 ng) TE pufferben 10 ul
Oligonukleotid primer keverék S5ul
Steril desztillalt viz 16 pl

Denaturalas 95 C®-on, 5 perc.
2. Centrifugalassal gyiijtse az oldatot a cs6 aljara, s szobahdémérsékleten adja hozza az alabbi
oldatokat:

Jeloletlen nukleotidok (250 uM) 4-4ul
Reakcio puffer Supl
Jelolt nukleotid ([o->*P]dATP, 3000 Ci/mmol) 5l
Klenow fragment 2ul

3. Ovatosan keverje 6ssze, majd centrifugalassal gyiijtse az oldatot a cs6 aljara, s inkubalja 37
C°-on 10 percig.
4. Allitsa le a reakciot 5 pl 0,2 M EDTA-val.

Az igy jelolt proba tovabbi tisztitdst altalaban nem igényel. A beépiilés hatékonysagat az
el6z6 fejezetben ismertetett eljardsokal lehet meghatdrozni. A hibridizacioban vald
felhasznalas elott természetesen sziikség van a proba denaturalasara.

Egyszali nukleinsav probak eléallitasa

Az egyszalu probak hasznalata tobb szempontbol is eldnydsebb a hagyomanyos
kettésszali probakndl. Ilyenkor ugyanis nem all fenn a jelolt proba két szala kozotti
hibridizacié lehetdsége, ami noveli a detektalas érzékenységét. Ez kiillonosen egymastol tavoli
fajok homoldg génjeinek detektalasa esetén jelentds. Ugyancsak elonyods hasznalatuk S1
nukleaz térképezéskor, ahol DNS-RNS hibridek vizsgalata a cé€l, s nem kell a DNS-DNS
hibridek keletkezésével szamolni, illetve azok keletkezését gatld reakciokoriilményeket
alkalmazni. Az egyszali prébak segitségével a transzkripciora keriilé szal is konnyen
azonosithatd.
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Egyszalit DNS préba szintézise M13 fag vektorba (vagy phagemid vektorba) kiénozott
DNS fragmentumrol

Az eljaras soran a rekombinans MI13 bakteriofaghoz rovid oligonukleotidot
hibridizalnak, s ezt primerként hasznalva a kldnozott DNS fragmentum komplementerét
megszintetizaljak. A primer altalaban a poliklonozo hely melletti /ac Z génnel homoldg. Ezt
az oligonukleotidot tobb cég is forgalmazza univerzalis primer néven. Az eljaras lépéseit az 3.
dabran mutatjuk be. A komplementer szalat Klenow fragmenttel szintetizaljuk. A reakcio
soran valamelyik dezoxi-ribonukleotid o-helyzetben jelolt, pl. *°P-vel. A prekurzor
hogy parcialisan duplaszali DNS molekulat kapjunk. Ezt a terméket emésztjiikk egy olyan
restrikcidos enzimmel, amelynek felismeréhelye vagy a klénozott fragmentumon beliil, vagy
kozvetleniil utana talalhatd. A proba a templattdl és az emésztés soran keletkezett rovid jelolt
fragmentumoktdl denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel elvalaszthato. A moédszerrel
10° cpm/pg DN specifikus aktivitas érhet6 el.

Kldnozzuk a jellendd szekvencidt M13 fég vektorba

Univerzélis
\ primer

izdl juk meg a kompl; szdlat.

E. coli Klenow fragment

3 jeldletlen ANTP
1 radioaktiv dNTP

Eméssziik a DNS-t a jelolt szdl 3'-végéhez kizel
hasft6 restrikciés enzimmel

A jeldlt préba tisztitdsa denaturdl6 poliakrilamid gélelektroforézissel

Jeloletlen
templidt DNS

Radioem\
jeloitpréba | —u —_

DNS
~
T~ Radioakt{v molekulasiily
_ J— markerek

Préba 3'-végi
fragmentek JE— — »i/

\E
\g
=
et

3. abra. Egyszalu DNS proba szintézise
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A jelolési reakcio kivitelezése

1. Mérje 6ssze a kovetkezd komponenseket:

egyszalu templat DNS (0,5 pmol) 1 ug
univerzalis primer 5 pmol
10 x Klenow puffer 3ul

és desztvizzel egészitse ki 20 pl -re

2. Az elegyet vizfiirdén melegitse fel 85 C°-ra, és hagyja lassan lehiilni 37 C°-ra. Ekkor a
primer a templathoz koétodik.
3. Adja a reakcidelegyhez a kovetkezd oldatokat:

0,1 M dithiotreitol 2 ul
[a-**P]dATP (3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul, 16 pmol) 5 pl
4 uM dATP (jeloletlen) 1 pl
20 mM dCTP, dGTP, dTTP 1l

4. Osszekeverés utan vegyen ki 0,5 ul mintat és adja 20 pul 20 mM EDTA-hoz. Tegye félre a
beépiilés mértékének meghatirozasahoz.

5. Adjon a reakcid elegyhez 5 egység Klenow fragmentet és inkubalja szobahdmérsékleten 30
percig.

6. Ismét vegyen mintat a beépiilés monitorozasara a 4. 1épés szerint.

7. Adjon az elegyhez 1 pl 20 mM jeldletlen dATP-t s inkubalja szobah6én tovabbi 20 percig. A
dATP koncentracidjanak jelentds megemelése biztositja, hogy a megkezdett lancszintézisek
tovabb folytatddva tulhaladjanak a kivalasztott restrikcios enzim felismerési helyén.

8. Ezalatt az id0 alatt hatarozza meg a beépiilés mértékét TCA precipitacidval.

9. Inaktivalja a Klenow enzimet 68 C°-on 10 percig, s allitsa be a reakcidelegy NaCl
10. Eméssze a DNS-t 20 egység restrikcids enzimmel 1 6rdig (lasd Restrikcios analizis c.
fejezetet).

11. Tisztitsa a DNS-t fenol/kloroform extrakcioval.

12. Futtassa a mintat denatural6 poliakrilamid gélen.

s

fragmentumot a gélbal.
RNS proba szintézise in vitro transzkripcioval bakteriofag promoterekrdl

Az eljaras olyan plazmid vektorok hasznalatan alapszik, amelyekben a poliklonozd
hely két oldalan, a klénozo helyek felé mutat6 orientacidban Salmonella typhimurium SP6, E.
coli T7 vagy T3 bakteriofagok promoter szekvenciai talalhatok. Ezen promoterek
legfontosabb jellemzdje, hogy nagy hatasfokkal atir6do, un. erés promoterek, s a hozzajuk
tartozd DNS fliggé RNS polimeraz nagy specifitassal, csakis ezekr6l képes a transzkripcid
elinditaséra. Igy, amennyiben egy alkalmas restrikciés enzimmel linearizaljuk a plazmidot, in
vitro transzkripcid soran az RNS szintézis a promoterrdl indulva minden esetben a linearis
molekula végén fejezOdik be, s a szintetizalddé RNS a klénozott DNS fragmentum egyik
szalanak komplementere. Ezek a probak a hagyomanyos nick transzlaciéval vagy random
inicidcioval jelolt duplaszalu DNS prébakkal szemben az egyszali DNS probaknal emlitett
elényokon tilmenden tovabbi eldnyokkel is rendelkeznek. Ezek koziil kiilonésen jelentds,
hogy a proba a templat DNS-t61 DNaz [ emésztéssel megszabadithato, feleslegessé téve a
nehézkes elektroforetikus tisztitast. EIony tovabba, hogy az RNS hibridek nagyobb stabilitisa
miatt a szignal er6sebb mint a hasonlo specifikus radioaktivitisu DNS proba esetén. Az
eljaras Iépéseit a 4. abran mutatjuk be.
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4. abra. RNS proba szintézise
A jelolési reakcio kivtelezése

1. Készitsen 2 pmol linearizalt templat DNS-t a kldnozott fragmentumot tartalmazo
rekombinans plazmid emésztésével. A restrikcids emésztés teljes végbemenetelérdl
gélelektroforézissel gy6z0djon meg. Célszerli olyan enzimet valasztani, amely tompa véget
ad. Ha ez nem lehetséges, (elsdsorban a tilnyulé 3’-vég esetében) a tulnyilo véget Klenow
enzimmel toltse fel. Végiil tisztitsa a fragmentumot fenol/kloroform kezeléssel és alkoholos
lecsapassal.
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2. Mérje Ossze a reakcidelegyet szobahdmérsékleten a kovetkezd sorrendben:

RNaz mentes desztillalt viz 0,4ul
Templat DNS (kevesebb mint 1 pl) 0,2 pmol
(2¥g 3 kb plazmid DNS kb 1 pmolnal felel meg)

1 M dithiotreitol 0,1 ul
rATP, rUTP, rCTP (5-5 mM) 1l

10 x transcripcids puffer 1 ul
RNaz inhibitor (10 egység) 0,5 ul
BSA (V. frakcid, Sigma) 2 mg/ml 0,5 ul

[a-*2P]rGTP (3000 Ci/mmol, 10 pCi/pul) 5 pl

DNS fiiggé RNS polimeraz (10 egység) 1 pl

és inkubalja az alkalmazott enzimnek megfeleld hémérsékleten 1-2 éraig (37 C°-on E. coli T7
és T3 polimerazok, ill. 40 C°-on S. tiphymurium SP6 polimeraz hasznélata esetén).

3. Ezutan adjon az elegyhez 1 pl RN4z mentes DNéz I enzimet, s inkubalja 37 C°-on 15
percig.

4. Adjon hozza 100 ul RNaz mentes vizet, s tisztitsa az RNS-t fenol/kloroform extrakcidval.
5. A vizes fazist vigye at tiszta csObe s adjon hozza 20 pl 5 M ammonium acetatot, majd 250
ul jéghideg etanolt. Tartsa -20 C°-on 30 percig, s centrifugalja le a DNS-t.

6. Szaritsa meg a csapadékot, oldja fel 100 ul vizben, adjon hozza 200 pl jéghideg etanolt, s
tarolja felhasznalasig -70 C°-on. Felhasznalas el6tt ebbdl a proba ammoénium acetat
hozzaadasaval Gjra kicsaphato.

A DNS lanc végének jelolése

Az eddigiekben olyan jelolési mddszereket targyaltunk, amelyekben a jelolés DNS
vagy RNS polimerazok miikodésének eredményeként részben vagy teljes egészében ujonnan
szintetizalt nukleinsav molekuldkba épiil be, s ennek megfelelden a jelolés eloszlasa a
molekulaban egyenletes. Az alabbiakban roviden olyan jel6lési eljarasokat targyalunk,
amelyekben a detektalhat6 szignalt a polinukleotid lanc végéhez kapcsoljuk.

Kettdsszalia DNS fragmentum 3’-végének jelolése Klenow enzimmel

Az eljaras olyan DNS restrikcios fragmentumok jelolésére alkalmas, amelyek 5’
tulnyulé véggel rendelkeznek. Ilyenkor az enzim a fragmentum 3’-végi hidroxil csoportjahoz
koti az ujonnan beépiilé nukleotidokat. A reakciodt kivitelezhetjiik egyetlen radioaktivan jelolt
nukleotiddal. Ilyenkor a jel6lt nukleotid megvalasztasa fiigg az alkalmazott restrikcios
enzimt6l. Mint az alabbi egyenlet mutatja, EcoRl enzimmel emésztett DNS esetén a jelolt
nukleotid dATP kell legyen:

.pCpTpTpApA &’ «.pCpTpTpApA &’
+[a-""P]dATP >>
..pGOH 3’ ...pGpApAOH 3’

Amennyiben a jelolt nukleotid mellett a masik 3 nukleotidot is hozzaadjuk a
reakcidelegyhez, akkor tulajdonképpen végfeltoltési reakcid jatszodik le.

A fenti reakcioban a DNS molekula mindkét szalanak 3’-vége jelolédik. Ha a DNS
molekula két végén kettds emésztés eredményeként eltérd restrikcids hasitohelyek talalhatok,
alkalmasan megvalasztott enzimek és jelolt nukleotid felhasznalasdval lehetséges csak az
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egyik szal specifikus jelolése is. (Pl. BamHI és HindIll kett6s emésztés esetén [a-**P]dGTP
az egyik, [0->*P]dATP a masik szalat jeloli.)

Egy tipikus jelolési reakcio lépései

1. Emésszen 1 ug DNS-t 25 ul pufferben.

2. Adjon hozza 10 pCi (3000 Ci/mmol) megfeleléen megvalasztott jelolt AINTP-t.

3. Adjon hozza 1 egység Klenow enzimet és inkubalja szobahdémérsékleten 15 percig.

4. Allitsa le a rakcidt 5 percig 70 C°-on valé inkubalassal.

5. Tavolitsa el a be nem épiilt jel6lt nukleotidot a korabbiakban leirtak szerint (Sephadex G-50
kromatografia vagy alkoholos lecsapas).

DNS 5°-végének jelolése T4 polinukleotid kinazzal (PNK)

A T4 PNK mind egyszalu, mind kettdsszali DNS molekula 5’-végének jelolésére
hasznalhat6. A reakcidban a nukleotid a radioaktiv foszfor izotdpot y-helyzetben kell
tartalmazza, mivel az enzim a reakcid koriilményektol fiiggden vagy a szabad 5’-hidroxil
csoporthoz kapcsolja a y-helyzetli foszfat csoportot, s nukleozid difoszfat keletkezik, vagy
pedig cserereakciot katalizal az 5°-végi foszfat és a y-helyzetli foszfat kozott.

Szabad 5’-hidroxil csoport talalhaté altaldban a mesterségesen szintetizalt
oligonukleotidok  végén, illetve Iétrehozhaté a DNS restrikciés fragmentumok
defoszforilalasaval. Erre a célra bakteridlis eredetli vagy borju bél alkalikus foszfatazt (calf
intestine alkaline phoshatase = CIAP) hasznalnak. Az utébbi elénye, hogy hdvel
inaktivalhat. A reakciok megtervezésekor vegyiik figyelembe, hogy 1,6 ¥g 4,4 kb linearis
DNS kb 1 pmol 5 -(illetve 3'-) végnek felel meg.

A jelolési reakcio kivitelezése

1. Mérje Gssze az alabbi komponenseket:

5’-defoszforilalt DNS szubsztrat (10 pmol) 29ul
10 x kinaz puffer Sul
[Y**P]JATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) 15 pl
T4 PNK (10 egység/pul) 1 ul
steril desztillalt viz 4 ul

és inkubalja 37 C°-on 30 percig.

2. Allitsa le a reakciét 2 pl 0,5 M EDTA-val.

3. Hatarozza meg a beépiilés mértékét és tavolitsa el a be nem épiilt radioaktiv nukleotidot a
korabban mar ismertetett modon.

DNS 3’-végének jelolése terminalis dezoxinukleotidil transzferazzal (TdT)

Az enzim mind egyszalu, mind kétszali DNS molekuldk 3’-hidroxil csoportjahoz
tovabbi mononukleotidokat tud hozzdkapcsolni. Igy amennyiben azok a-helyzetben
radioaktivan jeloltek, a DNS 3’-vége jelolddik. A reakcidelegytdl figgden vagy homopolimer
farok jon 1étre, vagy (3’-dezoxi nukleotid alkalmazasakor) egyetlen jelolt nukleotid
kapcsolddik a molekulahoz.
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A jelolési reakcio lépései

1. Mérje Ossze a kovetkezd reakcioegyenletet:

5 x TdT puffer 4 pl
DNS szubsztrat (2 pmol 3°-vég) 1l
[0**P]dNTP (3000 Ci/mmol) 2 ul
TdT (20 egység/ul) 1l

2. Inkubélja 37 C°-on 1 éréig.

3. Allitsa le a reakci6t 10 percig 70 C°-on vald inkubélassal.

4. Hatarozza meg a beépiilés mértékét és tavolitsa el a be nem épiilt nukleotidot a mar ismert
madon.

Az eddig leirt legfontosabb és leggyakrabban hasznalt radioaktiv jel6lési mddok
skalja korantsem tekinthet6k teljesnek. Ezeken kiviil még szamos mas jel6lési eljaras ismert.
Végezetiil fel szeretném hivni a figyelmet egy egyre gyakrabban hasznalatos eljarasra
(anélkiil, hogy elvi, vagy metodikai részletekkel szolgalnék, hisz ez a jegyzet egy masik
fejezetében megtalalhatd). Ez a DNS probak jelolése polimeraz lancreakcioban (PCR).

Nukleinsav probak nem radioaktiv jelolése

A molekularis bioldgia elmult évtizedekben tapasztalt rendkiviil gyors fejlédése
kétségteleniil elvalaszthatatlan és elképzelhetetlen a fentebb leirt hagyomanyos, nagy
érzékenységili nukleinsav jelolési és detektalasi modszerek nélkiil. Széleskorii elterjedésiik
azonban egyre inkabb kikovetelte hasonld érzékenységli, alternativ, nem radioaktiv
detektalasi modszerek kidolgozasat, hiszen a radioaktiv izotopok hasznalatanak szamos
hatranyos kovetkezménye van.

(1) Egyes izotdpok rovid felezési ideje.

(2) Az izotdpok egészségkarositd és kornyezetszennyezo hatasai.

(3) Emiatt sziikséges a kezelési/alkalmazasi, tarolasi €s megsemmisitési rendszabalyok
szigoru betartasa és ellenérzése.

Napjainkban mar szamos, a radioaktiv detektalashoz hasonld érzékenységii
nemradioaktiv eljaras all rendelkezésre. Ezek legtobbjében a nukleinsav probak jelolése a mar
jol ismert radioaktiv jelolési eljarasokhoz hasonldéan torténik, azzal a kiilonbséggel, hogy
radioaktivan jel6lt nukleotid helyett valamilyen nem radioaktiv nukleotid analdgot épitiink be
a probaba (nick transzlacioval, vagy random inicialt DNS szintézissel, egyszali DNS proba
szintézisekor M13 vektorban vagy egyszadli RNS proba szintézise soran bakterialis
promoterekrdl), illetve kapcsolunk a molekula végéhez valamelyik végjeldlési eljarassal.

Fluorescens jelolés

Fluorescensen jel6lt nukleotidanaldgokat (pl. fluorescein-11-dUTP) épithetiink be a
probaba, melyeket a gerjesztéskor kibocsajtott fény alapjan detektalunk. A fluorescencia
intenzitdsa az etidium bromidos festéshez hasonld modon fényképezéssel rogzithetd és
kvantifikalhato.
Nukleinsav jelolése enzim fehérjével

Az eljaras azon alapszik, hogy a nukleinsav probahoz olyan enzimet kotiink

(kozvetlentll, vagy kozvetve), amelynek aktivitdsa konnyen detektalhato. Erre a célra
leggyakrabban torma peroxidazt (Horse Radish Peroxidase: HPR) és alkalikus foszfatazt
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hasznalnak. Mindkét enzimnek ismeretesek €s hasznalatosak kemilumineszcencian alapulo (5.
abra) illetve szines csapadékképzésen alapuld detektalasi lehetdségei.
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