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A nukleinsavak mennyiségének és fragmentumok méretének vizsgalata

A nukleinsavak koncentracidja meghatarozhatd spektrofotometriaval, a fragmentumok méretének
vizsgalatara alkalmazott leggyakoribb eljaras a gélelektroforézis.

UV Spektrofotometria: A nukleinsavak (RNS és DNS is) jellegzetes fényelnyelési maximumot mutatnak
UV tartomanyban 260 nm-es hullamhossznal.
= 260 nm-en mért fényelnyelésiik alapjan koncentracidjuk meghatarozhaté. OD,.,=1 esetén DNS
oldat koncentracidja 50 pg/ml, RNS oldat koncentracidja 40 pug/ml.
= A 260 és 280 nm-en mért fényelnyelés értékek hanyadosa alapjan a nukleinsav oldat fehérje
szennyezettsége becsilhetd, tiszta DNS-nél a OD,,,/OD,g, hdnyados 1,8-2 kozotti, szennyezettnél
alacsonyabb.

Gélelektroforézis: Gélelektroforézis soran toltéssel rendelkez6 molekulak elektromos er6tér hatasara
egy gél matrixban vandorolnak. A nukleinsavak a foszfat csoportok miatt uniform negativ toltéssel
birnak, ezért a pozitiv pdlus felé vandorolnak.
= Nukleinsavak elvalasztdsara haszndlt leggyakoribb géltipusok az agardéz gél (nagyobb méretl
fragmentumok elvalasztasahoz) és a poliakrilamid gél (kisebb fragmentumok elvalasztasahoz).
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koncentracidjatoél, a nukleinsav fragmentumok hosszatdl és konformacidjatol is.

Minél hosszabb egy fragmentum, annal lassabban vandorol a gélben. A vandorlas sebessége a
fragmentum hosszanak logaritmusdaval mutat linearis 6sszefliggést.

A gélelektroforézis kovetéen a DNS fragmentumokat UV fényben fluoreszkald DNS koté festékkel
teszik lathatéva. (pl. etidium bromid)

A DNS fragmentum méretét ismert méretd DNS darabokat tartalmazé molekulasuly markerhez
(DNS létre) hasonlitva hatarozhatjuk meg.

A gélbdl a megfelel6 méretl DNS fragmentumok kivaghatdak, visszaizolalhatoak.



A nukleinsavak analizisében és manipulalasaban hasznalt enzimek

Polimerazok: nukleinsavak szintézisét végz6 enzimek.

A nukleinsavakat templat (minta) szal alapjan szintetizaljak ugy, hogy vele komplementer szekvenciaju,
antiparalel szalat hoznak I|étre nukleotidok (ribonukleozid-trifoszfatok (NTP) — RNS, illetve
dezoxiribonukleozid-trifoszfatok (ANTP) — DNS) felhasznaldsaval.

»  DNS polimerdzok (pl. E. coli DNS polimerdz Ill): a természetben a replikacidért felel6s enzimek
= DNS templat fliggd DNS polimerazok, lanc inditd primer szikséges a szintézis kezdéséhez, a
szalszintézishez dNTP nukleotidok.
= Aktivitdsai: 5’-3" iranyu szintézis aktivitas, 5’-3’ iranyu és 3’-5
aktivitas.
= Felhasznalas példa: Polimeraz lancreakcid, nick transzlacio.
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iranyd (hibajavitd) exonukledz

» RNS polimerazok (pl. T7 bakteriofdg RNS polimeraz): a természetben a transzkripcidért felelSs
enzimek
= DNS templat fliggd RNS polimerazok, az RNS szintézis inditasahoz promoéter DNS szakasz
szlkséges, a szalszintézishez NTP nukleotidok.
= Aktivitasa: 5’-3’ iranyd RNS szal szintézis.
= Felhasznalas példa: RNS hibridizacids préba elballitasa

» Reverz transzkriptdzok (pl. MLV retrovirus reverz transzkriptaz): a természetben retrovirusok RNS
genomjarol DNS masolat elGallitasaért feleldsek.
= RNS templat fliggd DNS polimerazok, lanc inditd primer szlikséges a szintézis kezdéséhez, az
szalszintézishez dNTP nukleotidok.
= Aktivitdsa: 5’-3" iranyu DNS szal szintézis
= Felhasznalas példa: cDNS szintézise




A nukleinsavak analizisében és manipulalasaban hasznalt enzimek

Nukleazok: nukleinsavak bontasat végz6 enzimek.
A nukleotidokat 6sszekapcsold foszfoészter kotéseket bontjak.

»  aszubsztrat molekula szerint:
o DNazok: DNS mlekulak bontasat végzik (pl. DNaz |)
o RNazok: RNS molekuldk bontasat végzik (pl. RNaz A)
o DNS-t és RNS-t is hasitd nukleaz (pl. S1 nukleaz)

» a hasitas pozicidja szerint:
o exonukledzok: a polinukleotid lanc végérdl képesek nukleotidokat lehasitani. Hasithatnak az 5’,
vagy a 3’ vagy mindkét végrél . Felhasznalas példa: tulnyuld egyesszald DNS vég leemésztése.
o endonukledzok: a polinukleotid lancon beliil barhol képesek felbontani a foszfoészter kotéseket.
Mikodhetnek szekvencia fliggetlen mddon (pl. DNAz 1), vagy lehetnek szekvencia specifikusak (pl.
restrikcios endonukleazok). Felhasznalas példa: DNS fragmentumok létrehozasa klénozashoz.

» A DNS klénozas szempontjadbdl kiemelt fontossaguak a restrikciés endonukledzok, amelyek
szekvencia specifikus DNS endonukleazok. (p. EcoRl, Notl)
= Felismerd/hasitohelyilik legtobbszor palindrom szekvencia, melyek szimmetrikusak, szekvenciajuk
a DNS két szalan olvasva azonos.

palindrom példa: 5’ -GCGGCCGC -37 Notl enzim felismer6helye
3" -CGCCGGCG-5"

= A felismer6 hely hossza alt. n=4, 6, 8 bp, egy hasitdhely el6fordulasi valdszinlisége 1/4".
= A hasitas eredményeképpen létrejové fragmentumok végein 5’-foszfat és 3’-hidroxil csoport van,
a vég tipusa lehet tompa, vagy ragadds (ezen belll 5’-tulnyuld vég vagy 3’ tulnyuld vég).



A nukleinsavak analizisében és manipulalasaban hasznalt enzimek

Polinukleotid ligazok: polinukleotid lancok 6sszekapcsolasat végz6 enzimek, a lancokat foszfodiészter
kotés kialakitasaval hozzak létre. (pl. T4 DNS ligaz) Felhasznalas példa: DNS fragmentumok egyesitése.
= A reakcidohoz energiaihordozo kofaktor (ATP) szikséges.
= DNS ligazok akkor tudnak két DNS lancot 6sszekapcsolni, ha (1) megvannak a 3’-végi hidroxil és az
5’-végi foszfat csoportok, (2) a végek tompak vagy egymassal komplementer tulnyuld végek.

Példa tompa (A) és ragadds (B) végek ligalasara.

P-CGATG-0OH P-AATGTTG-0OH P-CGATGAATGTTG-0OH (A)
HO-GCTAC-P HO-TTACAAC-P HO-GCTACTTACAAC-P
s
P-TCGA-OH P-ATTCTTC-0OH P-TCGAATTCTTC-0OH (B)
HO-AGCTTA-P HO-AGAAG-P HO-AGCTTAAGAAG-P

Polinukleotid kinazok: polinukleotid lancok foszforilalasat végzé enzimek. (pl. T4 polinukleotid kinaz)
= A reakcid soran ATP-rél szarmazo foszfat csoporttal foszforilaljak a DNS 5’ végét ugy, hogy vagy az
5’-OH csoporthoz kapcsoljak foszfoészter kdtéssel, vagy az 5'-foszfat csoportot cserélik le ra.
= Felhasznalas példa: hibridizacids préba 5’ végjeldlése radioaktiv foszfort tartalmazo csoporttal.

Alkalikus foszfatazok: nukleotidok, polinukleotid ldncok 5’ végi foszfat csoportjat eltavolitdé enzimek.
(pl. CIAP — borju bél alkalikus foszfataz)

= 5’-OH csoport marad vissza, ami nem ligalhaté.

= Felhasznalas példa: klonozé vektor onligalédasanak megakadalyozasa.



A molekularis kldnozasban hasznalt fébb vektor tipusok

A rekombinans DNS technikdaban hasznalt vektor biztositjak azt, hogy a klénozott DNS molekula
fenntarthatd, szaporithatd legyen a gazdasejtben.

A vektoroknak az alabbi f6 funkcidkat kell ellatniuk:

hozzakapcsolhatd a kldnozandd DNS fragmentum (multiklénozo hely)
a sejtbe juttatva ott képes fennmaradni (replikacids origd)
a vektort tartalmazé sejt szelektalhatd legyen (pl. antibiotikum rezisztencia gén biztosithatja)

A f6bb vektor tipusok:

>

plazmid vektorok: a leggyakrabban hasznalt kiénozé vektorok (pl. pUC19)

extrakromoszomalis, cirkularis, duplaszald DNS elemek

magas kdpiaszamban lehetnek a sejtben, altalaban max. ~10 kb fragmentum hordozasara
alkalmasak

bakteriofag vektorok: pl. E. coli A fag vektorok
a kldnozandd DNS a A fag genomjanak fert6zéshez nélkilozhetd helyére keril
a baktérium sejteket a vektorral fert6zve lehet a klonozott DNS-t bejuttatni, tarfoltok jonnek létre

cosmid (kozmid) vektorok: kombinalt plazmid — bakteriofag vektorok
a sejtben plazmidként fenntarthaté, de fagként képes pakolddni és fertézni is

mesterséges kromoszomak: nagy, 100 ezer bp feletti DNS fenntartasara is képesek
bakterialis mesterséges kromoszéma (BAC) — cirkuldris extrakromoszomalis elem
éleszt6 mesterséges kromoszéma (YAC) — linearis eukaridta kromoszéma



A molekularis kléonozas

=  Molekularis kldonozas alatt idegen eredet(i DNS molekulakbdl rekombinans DNS el6allitasat és él6
sejtekben torténd fenntartasat értjik.

=  Rekombinans DNS alatt tobb eltérd forrasbdl szarmazé DNS molekula kombinalasaval el6allitott
DNS molekulat értiink.

= A klénozas soran a klénozni kivant DNS szakaszt vektor molekulaba inszertaljuk in vitro, majd az
igy el6allitott rekombinans DNS-sel gazda sejteket transzformalunk, azokban in vivo tartjuk fenn.

=  Felhasznalasi célja sokféle lehet, példaul: DNS térképezése, szabalyozd szakaszok izolalasa,
géntermék heteroldg expresszidja, genetikailag mddositott él6lények létrehozasa.

Tradicionalis kldnozds menete (restrikcids enzimek, ligdz, plazmid vektor felhasznalsaval):

1. A klénozandd DNS szakaszt restrikcids enzim(ekk)el kivagjak, a plazmid vektort ugyan ezen (vagy
vellik kompatibilis DNS véget add) enzim(ekk)el felnyitjak.

2. Az emésztett DNS-t és a vektort agardz gélben megfuttatjdk, a megfelel6 méreti
fragmentumokat gélbdl visszaizolaljak.

3. DNS ligazzal 6sszekapcsoljak a klénozandd DNS szakaszt (inszert) és a plazmid vektort.

A ligatumot kompetens E. coli sejtekbe transzformaljak.

5. A transzformdlt sejteket szelektiv médiumra szélesztik, azonositjak a sikeresen transzformalt
sejteket tartalmazo koldniakat.

B

Klénkdnyvtarak:

» genomi DNS konyvtar: klénok 0Osszessége, melyek egyiitt a teljes genom szekvenciat
reprezentaljak. Restrikcios enzimmel [étrehozott fragmentumok kldnozasaval allitjak eléd.

» cDNS konyvtar: klonok 6sszessége, melyek egyiitt a teljes transzkriptdmot reprezentaljak. Reverz
transzkriptaz enzimmel mRNS-bdl atirt cDNS klonozasaval allitjak el6. A gének szovetspecifikus
kifejez6dése miatt 6sszetétele szovet specifikus.




Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR egy DNS in vitro felszaporitasara alkalmas mddszer. Kidolgozasaért Kary Mullis 1993-ban kapott
megosztott Nobel dijat. Széles korlen felhasznalhaté mddszer: pl. klénozas, variancia analizis.

= A reakcio ciklusokban zajlik melyek soran a DNS mennyisége ciklusonként duplazadik.

A PCR ciklust egymas utan tobbszor (n=25-40) ismétlik, igy exponencialis (2") amplifikaciot érnek

el.

= Minden PCR ciklus 3 |1épésbdl all, ezek a: denaturacid, annealing, elongacio.

= Egy PCR ciklus soran a DNS szalait el6sz6r héhatassal szétvalasztjuk (denaturacid), majd az
amplifikalni kivant DNS szakasz végeihez oligonukleotid primerek kapcsolédnak (annealing), végul
a primerektd! indulva héstabil DNS polimeraz megszintetizalja a DNS szalakat (elongacid).

= Ezt kdvetSen egy Uj PCR ciklus kezdédik, ahol az Ujonnan szintetizalt DNS szalak is templatként
szolgalnak. A DNS mennyisége igy ciklusonként duplazodik — végeredményben exponencialis
amplifikaciot érink el.

denaturacio:
T=95°C

t=30mp
3’ -TAACGCACTTGTCACGACTGCCAACGTGGAC-5'

5’ -ATTGCGTGAACAGTGCTGACGGTTGCACCTG-3"

5’ -ATTGCGTGAACAGTGCTGACGGTTGCACCTG-3"

3’ -TAACGCACTTGTCACGACTGCCAACGTGGAC-5" PCR ciklus )
ismétlése annealing:
5/ -ATTGCGTGAACAGTGCAGACGGTTGCACCTG-3’ 25x — 40X T= primerek Tm-je (3alt. 50-60 °C)

37/ ~TAACGCACTTGTCACGACTGCCAACGTGGAC-5" t=30 mp

elongacio:
T= polimeraz h6mérsékleti optimuma (72 °C) 5/ CATTGCGTGAACAGTGCTGACGGTTGCACCTG= 3"
t= amplifikalt szakasz hosszatdl fugg (~1p/kb) 37/ -ACGTGGAC-5'

5" -ATTGCGTGAA-3'
3’ -TAACGCACTTGTCACGACTGCCAACGTGGAC-5"



Hibridizacios modszerek

Nukleinsav hibridizacié alatt azt a folyamatot értjik, amikor egyesszalu polinukleotid lancok kozott
hidrogén hid kotések alakulnak ki, azok kettds szalu hibrid molekulat képeznek.
= A hibridizacio feltétele a két szal kozotti (nem feltétlentl teljes) baziskomplementaritas.
= DNS — DNS, DNS — RNS, RNS — RNS hibridek is |étrejohetnek.
= A hibridizaciés modszerek alkalmasak egyedi nukleinsav_molekuldak komplex mintaban valé
kimutatdsara, mennyiségi meghatarozasara, tisztitasara is.
= A kimutatni kivant target molekulat a.n. hibridizacios probdval mutatjuk ki, ami valamilyen
modon (radioaktivan, fluoreszcensen, biotin) jel6lt, a targettel komplementer egyesszalu
polinukleotidlanc.

» Southern blot: a kimutatni kivant target molekula DNS
DNS fragmentumokat gélelektroforézisssel méret szerint elvalasztjak, majd a gélb6l a DNS-t az
elektroforézis soran kialakult futasi mintdzatot megtartva hibridizaciés membranra viszik at
(blottoljak), denaturaljak (egyesszaluva teszik), majd hozzaadjak a hibridizacidés probat. A nem
kot6dott probak lemosasa utan a hibridizald (membranhoz kotédott) probak altal adott jelet
detektaljak.

» Northern blot: a kimutatni kivant target molekula RNS
Munkafolyamata hasonlé a Southern blottéhoz, de a target molekula RNS, denaturaldé gélben
végzik, hogy az RNS masodlagos szerkezetét felbontsak.

» Microarray (DNS chip): nagy szamu target molekula szimultan vizsgalatara alkalmas maddszer.
Egy hordozd fellileten (microarray) tobb ezer kilonb6z6 probat rogzitenek meghatarozott
elrendezésben, majd a target molekuldkat ezekhez hibridizaljak. A mintaban jelenlévé
nukleinsavakat ugy azonositjak, hogy megnézik, melyik rogzitett probaknal kaptak hibridizacios
jelet.



DNS szekvencia meghatarozas

DNS szekvenalds alatt a DNS bazissorrendjének meghatarozasat értjik. Az elsé szekvenalasi
modszerek a Maxam-Gilbert féle (kémiai degradacion alapuld) és a Sanger féle (DNS szintézisen
alapuld) médszerek voltak (osztott Nobel dij 1980).

» Sanger szekvenadlas: Az eljaras két f6 1épésbdl all, el6szor (1) DNS szintézissel egyesszali DNS
fragmentum populaciot hoznak létre, majd (2) a fragmentumokat poliakrilamid gélelektroforézissel
(PAGE) elvalasztjak és az egyes fragmentumok mérete alapjan meghatarozzak a szekvenciat.
= Az (1) |épésben négyféle reakcidelegyet allitanak 6ssze: mindegyik van meghatarozandd templat
DNS, DNS polimeraz, radioaktivan jeldlt primer, és dNTP keverék; valamint mind a 4 reakciéban
kis mennyiségben egyetlen féle lancterminald didezoxi-NTP (ddATP, ddCTP, ddGTP vagy ddTTP).
Amikor a polimeradz lancterminalé nukleotidot épit be, a szintézis megszakad. igy a négyféle
reakcidelegyben kiilonb6z6 hosszusagu DNS szakaszok keletkeznek, amelyek mindig egy olyan
nukleotidnal végzédnek, amilyen a reakcidba adott lanctermindlé ddNTP volt.
= Ezt kdvetben a négy reakcid termékeit poliakrilamid gélen egymas mellett megfuttatjak, a gélrél
autoradiografias képet készitenek. A fragmentumok futasi sebessége hosszuktdl fligg, ezért 4-féle
reakcidbdl szarmazé gélsavokat az altaluk megtett tavolsag szerint sorba allitva leolvashatjuk a
DNS bazissorendjét.

» Kapillaris szekvendlas: a Sanger szekvenalds jelenleg haszndlt vdltozata, ebben a ldnctermindld
nukleotidokat 4-féle kulonbozé szind fluorofdrral jel6lik, majd kapillaris gélelektroforézist
kbvet6en egy detektor a megjelené szinek alapjan olvassa le a bazissorendet.

> Ujgeneracios szekvenalas (NGS): ezeknél a szekvenaldsi eljardsoknal egyszerre tdbb millé
kiilonb6z6 DNS bazissorendjét hatarozzak meg egyszerre. A DNS molekulakat egymastdl térben
elvalasztva szilard felllethez kotik, ahol a szekvenalas megtorténik. pl. az Illlumina NGS
szekvenalas DNS szintézisen alapul, a sorban beéplulé nukleotidokat hozzajuk kapcsolt
fluoreszcens festékek segitségével azonositjak.



