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Elméleti bevezetés
A nukleinsavak szerkezete

A nukleinsavak linearis, el nem agazé polimerekgydsivagy enyhe savas hidrolizisiik soran
nukleotidok szabadulnak fel (1. abra). A nukleotidok tovabb thatok nukleozidokra és
foszforsawa. A nukleozidok tovabbi bontadsa révén 5 szénasprggiriis szénhidratoR’-
dezoxirib6zt (dezoxiribonukleinsav/DNS esetén) vadlpozt (ribonukleinsav/RNS esetén),
illetve heterociklusopurin- és pirimidin bazisokat kapunk (2. abra). A pirimidin bazisok a
pirimidin szarmazékai: citozin, uracil, timin (5-tilauracil). A purin bazisok vaza egy
pirimidin- és egy imidazoldyrii egyesulésével alakult ki. Puringyt tartalmazé bazisok:
adenin ésguanin. A DNS adenint, guanint, citozint éstimint tartalmaz, az RNS-bdimin

helyett mindiguracil talalhato.

A szabad nukleotidokban a foszforsav altaldbankarcoolekula 5’-OH csoportjat észteresiti,
a bazis pedig3-N-glikozidos kotéssel a cukormolekula 1'-szénat@moz kapcsolodik. A
kotésben a purin bazis 9-es helyiz&l-atomjaval, a pirimidin bazis pedig 3-as helyizbk-
atomjaval vesz részt.

A nukleotid egységek 3'-5'-foszfodiészter-kotéssel Osszekapcsolodva alkotjak a
polinukleotid lancokat agy, hogy az egyik nukleotid dezoxiribézanak Sioixilcsoportja
egy foszfatcsoporton keresztil egy masik nukleotikoregységének 3’-hidroxilcsoportjahoz
kapcsolodik (3. abra).
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1. abra: A nukleotidok felépitése
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2. dbra: A nukleotidokat alkoté cukormolekuldk és ritrogéntartalm( szerves bazisok

3. abra: A polinukleotid lanc felépitése



A DNS kettés spiral (kettos hélix) szerkezdt (4. abra) A kettés hélix modellt J. Watson és
F. Crick hozta létre 1953-ban. Munkgjuk soran szakutato, kdztik R. Franklin, M. Wilkins
és E. Chargaff eredményeire tAmaszkodtak. Fragkliwilkins rontgendiffrakcios vizsgalatai
révén bebizonyitotta, hogy a DNS két lancbdél émll Chargaff és munkatarsai pedig
megallapitottak, hogy az egyes bazisok éleanyban fordulnak &la kiilonbds forrasokbdl
szarmazo6 DNS mintakban, de a pirimidin bazisok rgséige mindig egyedla purin bazisok
mennyiségével, valamint az A és T, illetve a G édhya 1:1.

Azaz A=T és GC, valamint T+C (pirimidinek) = G+A (purinok).

Watson és Crick eredeti Nature cikke, melybéazélr szamoltak be a DNS Kstspiral
szerkezetét, a jegyzet mellékletében olvashato.

L

L]
=

-

Cukorfoszfat
gerinc

f
1]

I
HE -4
Ve
| |I—'.
-
-

4. dbra: A DNS molekula szerkezete

A kettés hélix atmésje 2 nm, egy menet magassaga 3,4 nm és kb. 10pkézid all, a
bazisok sikja egymastol 0,34 nm tavolsagra helydikkel. A ketts spiral kil§ részét
képed cukorfoszfat-gerinc csavarulatai kozott két hdigarok helyezkedik el, a szélesebbet
nagy aroknak (2,2 nm), a keskenyebbet kis aroktgk im) nevezzik. Watson es Crick az
an. B-konformacioju, jobbmenetes DNS szerkezetetdr.

A fenti (B) konformacién kivil A-DNS, C-DNS, és ZNB formak is léteznek.



A nukleinsavak funkcidja és elhelyezkedése a sejtedn

A nukleinsavak az 8l sejtek létfontossagu makromolekulai, genetikai informacio
tarolasaban édehérjeszinten valé megjelenitéd#en jatszanak fontos szerepet.

O. T. Avery, C. M. MacLeod és M. McCarty munkajanebszonheien 1944 ota ismert,
hogya genetikai informacié hordozoja a DNS

A. Gierer és G. Schramm dohanymozaik betegségeidokioussal végzett kisérleteivel 1956-
ban azonban bebizonyitotta, ho@®NS is lehet 6rokit anyag Mai tudasunk alapjan
leszogezhét, hogy prokaridta é€s eukaridta sejtekben, valasgdmos virusban a DNS, egyes
virusok (pl.: influenzavirusok, Ebola-virus, encaltis-virusok, hepatitis-virusok,
RNS-tumorvirusok, AIDS-virusok) esetén pedig az RMN¥olja a fehérjék etglleges
szerkezetére vonatkozo informaciot.

A bioldgiai informacié aramlasi folyamatat az oOridkianyag és a fehérjék kozott a

molekularis biologiaentralis dogmakeént ismert alaptorvénye irja le (5. abra, fekétzek).
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5. dbra: A genetikai informacié aramlasa

Hosszu idn keresztll ugy véltek, hogy a genetikai informa@iamlasa egyiranyu, de 1970-
ben H. Temin és D. Baltimore felismerte, hogy azSRNmor virusok genetikai informacioja
komplementer DNS-be (cDNS) irodik at egy revernsekriptdz nefr enzim segitségével.
Az 5. abran ezen kivil még az alabbi informacidkdéok:
> A genom képes 6nmagat megduplazbNG-replikacio). Ha a genom RNS, akkor
RNS keletkezik RNS-replikacid). Az orokith anyag megketizédése a sejtben tarolt
genetikai informacio utddsejtekbe tordeatvitelének difeltétele. A replikacionak a

5



teljes genomra ki kell terjednie, ellenkeesetben a sejtosztdodas az utoddsejtekben
génveszteséget okozna; hatékonynak kell lenniey hoagymérdt genomok is
viszonylag rovid id alatt megketizédhessenek; megbizhatonak kell lennie, hogy az
utodsejtekben az elviselldemnértéken felll ne jojjenek létre mutaciok.

» Az orokitt anyaggal szemben tamasztott fontos kdvetelméngllanddésag. Ennek
teljestlése érdekében a DNS-ben kelgikéibak tualnyomo része kijavitodik a
kilénb6d DNS-reparaciés mechanizmusok sorén. A sejteknek kilon enzimesnds
van a hibajavitasra (,repair” enzimek). Mutaciokfgbe hatas okozhat. A replikacio
hibaja esetén a szintetizaldéddé DNS-lancba nem kemmghter bazisok épulnek be. A
DNS karosodasat spontan kémiai folyamatok is okipakaA bazisok dezaminacioval
aminocsoportot veszithetnek, igy példaul a citoaialakulhat uracilla. bhatasra
depurinacio torténhet, melynek soran a purin b&zisszakadnak a 2’-dezoxiribozrol
€s un. AP (apurin)-helyek keletkeznek a DNS-benkémiai mutagének kozil
egyesek bazismetilaciot okoznak (alkilalé agenseidsok kovalens kotéssel a DNS-
hez kapcsolodnak, vagy keresztkdtést hoznak |ékengplementer lancok kozott. Az
ultraibolya sugarzasnakdsen mutagén, hatasara a DNS-lancok szomszédosdairim
bazisai kozott kovalens kotéssel dimerek alakulkakmelyek a replikaciot és a
transzkripciét is gatoljak. Az ionizal6 sugarzasdinctoréseket és ezaltal
kromoszOma-rendellenességeket idézhetniek el

» A DNS genom informéaciétartalma RNS-be irodik atranszkripcionak nevezett
folyamat soran. Az RNS genom géntartalma RNS{RBIS-transzkripcid) vagy
DNS-be (everz transzkripcié) ird6dhat at. Az RNS-genomrél kdzvetlendl is
végbemehet a transzlacio.

» A transzlacio egyiranyu. (nincs arra utald ismeretiink, hogy fghér RNS-felé is

iranyulhat informaciéatadas.)

Alakjat tekintve a DNS-molekula cirkularis (prokdta DNS, egyes virusok genomja,
mitokondrialis DNS, kloroplaszt DNS-e) vagy linearfegyes virusok DNS-e, eukariota
nuklearis DNS). A prokariétédk orokitanyaga kdzvetlendl a citoplazmaban helyezkedik el,
mig az eukariota genom membrannal elhatarolt sgjtezskében, a sejtmagban taldlhatd. Az
eukariota sejtekben @brduld cirkularis konformécidja, kovalensen zarttokondridlis és
kloroplaszt DNS-ek un. extrakromoszomalis DNS-ekr@moszomalis DNSét fuggetlendl
osztddnak. A prokaridtadk is tartalmaznak a kromoszies DNS-61 fluggetlentl osztédé
extrakromoszomalis DNS molekulakat, an. plazmidokaEzek altalaban olyan
tulajdonsagokat kodol6 géneket tartalmaznak, arkelye kornyezethez valé jobb
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alkalmazkodast segitik (pl.: toxin termelés, neégrfezisztencia, antibiotikum rezisztencia),
de nem esszencidlisak a gazdaszervezet életbenddsalmz. Egy baktériumsejtben a
plazmidok tobb, akar szaz képiaban i$feldulhatnak, illetve tobbféle plazmid is lehet
ugyanabban a sejtben. Méretilk a néhany kilobazit6i bp) a megabazis (10bp)
nagysagrendig terjedhet.

Kinyujtott &llapotban a DNS nem férne el a szamhiztositott helyen, ezért @&en
felcsavarodott, szuperhelikalis formaban van jelesejtekben (6. 4bra). A DNS-nek nagyon
tomornek kell lennie tehat, hogy elférjen a pro&iricitoplazmaban illetve az eukariota
sejtmagban, mindemellett ebben a szorosan csomatpgbtban is végre kell hajtani azokat
a biokémiai folyamatokat (pl. replikacid, transgqib), amelyek a sejt életben maradaséhoz

és szaporodasahoz szikségesek.

6. abra: A bakterialis DNS relaxalt és szuperhelikls (felcsavarodott) allapotban

DNS-alapu vizsgalati modszerek

A DNS jéval stabilabb molekula, jobban ellenall @&gwaltozott kérilményeknek, mint a
fehérjék, ezért a DNS-alapu vizsgalatok szamosleieni ebtérbe kertltek napjainkban.
Ehhez az is hozzajarult, hogy olyan eljarasokagaizibk ki az elmult évtizedekben, amelyek
forradalmasitottak a nukleinsavak vizsgalatanaletteggeit (pl.: restrikciés endonukleazok
alkalmazasa, hibridizacios és elektroforetikus médsk tokéletesitése, nukleotid sorrend
meghatarozasa (szekvenalas), nukleinsavalitro szintézise, polimeraz lancreakcio (PCR)).
A modszerek kozos jelleie, hogy kis mennyiségben jelentewiukleinsav szekvenciak

vizsgalhatok vellk, illetve kis kilénbségek is gsemm és specifikusan kimutathatok.

Felhasznalasuk kiterjed tébbek kdzott
» patogén mikroorganizmusok azonositasara (egészgagyiigelelmiszeriparban)
> 0roklods betegségek diagnosztizalasara
» genetikailag médositott élelmiszerkomponensek dét@sara

» kriminalisztikai vizsgalatokra



A DNS-alapu biokémiai, molekularis biolégiai vizsgéatok elsé |épése csaknem minden
esetben a DNS kinyerése a mintdb&h DNS stabil vegytilet, izolaldsa soran azonban mégi
koraltekintbnek kell lenni, mert a lancsZem feléplib molekula véletlenszértoréseket
szenvedhet, melynek kovetkeztében hosszabb-révidedsgmentekre darabolodik fel. A
folyamat katalizatorai lehet a viz és a benne oldiokledz enzimek, melyek aktivitdsa a DNS
feldarabolaséra és alkotoelemeire valé bontasdjedtdi. A viz és a nukleaz enzimek a
természetben barhol fellelld&t megtalalhatok az &lszervezetek minden egyes sejtjében.
Részt vesznek a sejtek reprodukci6jaban, és a#t alhdvetek, sejtek DNS allomanyanak
megsemmisitésében. A sejt pusztuldsa utan aktikitdem s#nik meg, igy gazdasejtjik
anyaganak lebontasaban is szerepet jatszanak. Adbi8itdsanak meégzése érdekében az
izolalasi procedura soran olyan korilményeket (pidmérséklet, stb.) kell biztositani,
amelyek jelertis mértékben lecsdkkentik a nukleazok aktivitasat.

A biokémiai degradacios folyamatokon tul egyébkiziés kémiai tényék (pl.: mechanikai
behatasok, vegyszerek) is hatassal lehetnek azldgolsordn a kinyerni kivant DNS
stabilitasara. Emiatt a DNS integritasanak I8hegnagyobb mértékmedirzése érdekében a
DNS izolalasi eljarasnak gyengédnek kell lenniesMazt azonban elég erélyesnek is kell
lennie, hogy hatékonyan elvdlassza a DNS-t a@&efi komponensét.

A DNS tartalom kivonasara tobbféle médszer létezilattdl fligghen, hogy milyen tipusu
DNS-t szeretnénk kinyerni (egyszald DNS, kétszaNSDsejtmagi DNS, organellaris DNS),
mi a kinyerés célja (PCR, blotting technikak, klaas, génmanipulacios technikak, stb.) és
milyen mintabdl (virus, prokariéta, nbvény, ésilstb.) kivanjuk kivonni azt.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a kuldmbdzolalasi eljarasok els |épései a DNS
sejtekldl vald kiszabaditasara iranyulnak, a sejt falanalembranjanak és magjanak
elroncsolasa révén (pl.: ozmotikus sokkal, enzimessztéssel, detergens alkalmazasaval,
mechanikus behatassal). Ezt k&eat torténik meg tobb |épésben a DNS elvélasztasa a
szennye& komponensekt, a fehérjékdl, RNS-ek®l, lipidektél és poliszacharidoktol (pl.:

fehérje és RNS degradald enzimekkel, oldoszerealexbval, kromatografias eljarassal).

A DNS izolalast kdvéien a DNS oldat koncentracioja spektrofotometrias modsarel
hatarozhaté meg Ennek alapja az aromas szerkézeukleinsav bazisok delokalizalt
elektronszerkezete miatti, ultraibolya tartomanyénykelnyelés/gerjeszthietég. 260 nm
hullamhosszusagon fényabszorpcios (extinkcios) mawiuk van. Ezen az elvenikodd

késziulék az an. NanoDrop, mely ft2mintabdl is képes meghatarozni az oldat DNS



“ sz

kevés az izolalt DNS.

A DNS mennyiségének meghatarozasa lathatd fénybemdgvalosulhat az alkalmazott
szinreakcio abszorpcios maximumanak megielel

Példa erre az un. Dische-reakcio, melynek soran NS Dmolekula cukor része, a
2-dezoxiribdz savas korulmények kdzott kek széamplexet képez a difenilaminnal.

A kék vegylletnek 595 nm-nél van abszorpciés mariauSavas korilmények kozott a
2’-dezoxiriboz atalakul reakcioképes O-hidroxi-lémtaldehiddé, ennek dimerje reagal végs
soron a difenil-aminnal (7. abra).

A fotometrids mérések kvantitativ adatokkal szalghkl melyek alapja a Lambert-Beer

torveny.
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7. abra: Dische-reakci6

A DNS oldat fehérjével valé szennyezettségének megaizasaaz A234/A260 hanyados
kiszamitasaval torténhet. A nukleinsavak abszoigneigyanis 234 nm-en minimalis, mig
az aminosavak jol elnyelnek ezen a hullamhossziealis minta esetén a hanyados kisebb,
mint 0,5. A fehérje szennyezettség mérteke az ARBR) hanyados meghatarozédsa révén is
megadhatd, mivel az aromas aminosavaknak 280 neirgelési maximumuk van. Tiszta
DNS oldat esetén a hanyados érteke 1,8-2,0 kokele8inal alacsonyabb érték fehérje (vagy
az izolalasi modszeit figgoen fenol) szennyezettségre utal, 2,0-nél magasebhk pedig
RNS-sel valé kontamin&ciot feltételez. A fehérjéaraas aminosav tartalma azonban valtozo,
ezért ez a modszer adBinél kevésbé alkalmas a DNS oldat tisztasaganahkoetiésére.



Az izolalt DNS fragmentumok meéret szerinti (kvalitaiv) meghatarozasa és elvalasztasa
agaroz gélelektroforézisseldrténhet.
Az agar6z a D-galaktéz és a 3,6-anhidro-L-galalitdearis polimere, tengeri moszatokbdl
izolaljak. Az agardzhdl készitett gt#rhalos szerkezel, ez teszi alkalmassa a kulonboz
hosszusagu (molekulatomigddNS molekulak elvalasztasara. A DNS molekulalkietenos
erétérben képesek a gél térhaldjdban vandorolni. A [PNS7,0 korul negativ toltédi, igy
az elektromos ei6térben a pozitiv polus (andd) felénozdul el. A DNS mozgési sebességét
tobb tényeé is befolyasolja:

» A DNS fragmentum mérete
Az agar0z gél koncentracibja
A DNS konformécidja (cirkularis, szuperhelikélisydaris)

Az elektroforézis puffer dsszetétele

YV V VYV V

Az alkalmazott feszliltség

» Az alkalmazott interkalal6dé festék
A mintankban talalhat6é ismeretlen hosszlisagu DN&katak nagysagat ugy hatarozhatjuk
meg, hogy ugyanazon a gélen ismert hosszusagu dragket tartalmazo kontrollt
(ladder/marker) is futtatunk. Ehhez viszonyitjukjdna mintankat.
Lemérjuk a kontroll ismert méretfragmentjei &ltal a futtatds alatt megtett tavgiga(a
mintafelvitel helyétkezds vonalnak véve), majd kalibracios gorbét készitimklinearis
kettésszali DNS molekula vandorlasi sebessége (azaz aboth idé alatt megtett ut)
forditottan aranyos a molekulatomegek tizes alaploharitmusaval. (13. abra)
A DNS tomegét legtdbb esetben a molekulat alkotdsparok (bp) mennyiségével, azaz a
DNS hosszaval adjak meg. Ez parszaz bazispartblttdlkilobazisig (kb) is terjedhet.
A DNS fragmenteket a DNS két lanca kozé é#élun. interkaladlodd festék segitségével
lehet lathatova tenni UV fénnyel megvilagitott gabllyen festék példaul az etidium-bromid
(8. abra), mely UV fény hataséra gerjéslit, és az igy szerzett energiat lathaté fény
formajaban adja le (590 nm, narancspiros) (9. akXa)etidium-bromid disen mutagén,
ezért kelb elovigyadzatossaggal kell hasznalni. Manapsag mar éteegészségre kevésbé

artalmas festékek is, de ezek ara jélsah meghaladja az etidium-bromidét.
Ezen festékeket két modon juttathatjuk a gélbe:

> a gél megontésedt adjuk hozza

> a futtatas utan a festék oldataba aztatjuk a gélt
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Sziikség esetén a DNS visszanydrh&tvaghatd) a géltl, és tisztitas utan felhasznalhat6
tovabbi molekularis biolégiai célokra.

+ A mddszer alkalmas hozzaslegesmennyiségi meghatarozasra is, de ez csak, egymashoz
viszonyitott (relativ) adatokkal szolgal, és csé@kdk azonos mérétmolekulak esetén. Az

ergsebben lathat6é fragmentek nagyobb mennyiségberakgelen, mint halvanyabb tarsaik,
a tobb interkalalodo festék miatt.

Interkalalods

dgens

Interkslalada
dgens

e Wl B

8. abra: Az etidium-bromid szerkezete és beépiiléseDNS molekulaba
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9. dbra: Gél UV fényben

Elsésorban fehérjék, deitkhn DNS esetén is, a néiseégi meghatarozas poliakrilamid
gélelektroforézissel torténhet. A poliakrilamid ejéktroforézis (PAGE) sordn N,N’-
metilénbiszakrilamiddal keresztkotott akrilamid ipotrek altal 1étrehozott gélben futtatjuk a
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DNS mintat. A polimerizacié szabadgyokok jelenlé&ebzajlik le, altalaban ammonium-
perszulfatot  hasznalunk  szabadgyok  donorként, és MHE  (N,N,N’,N’-
tetrametilénetiléndiamin) katalizélja a gyokkégeést. A gél porusméretét a polimerek hossza
€s a keresztkdtések szama hatarozza meg. Ezek adondadgok az akrilamid
koncentraciéjaval, és az  akrilamid:biszakrilamid amgranak  megvalasztasaval
befolyasolhatjuk. A PAGE végrehajtasa joval korimyesebb és tidgényesebb, mint az
agardz gélelektroforézisé, de tobbrsle is van:

» Felbontasa sokkal nagyobb, akar 0,2% kilénbségnaththaté a DNS fragmentumok

méretében
» Nagyobb mennyiségmintaval lehet dolgozni
> A poliakrilamid gélll izolalt DNS tiszta, igy az a tisztasagra kényeglszereknél is

felhasznalhat6 (egys#b tisztitas)
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Gyakorlati rész

+ DNS izolalasa névényi mintabdl

Az id6 rovidsége miatt a gyakorlaton csak néhany léfiédld DNS izolalasra van lehitég.

Az igy kinyert DNS csak tovabbi tisztitasi lépésetan valna alkalmassd molekularis

biologiai vizsgéalatokra.

A DNS izolalas lépései:

o b~ 0N

510,59 banant (a pontos mennyiséget a munkanapjéggezzik fel) aprora
darabolunk, majd dérzsmozséarba helyezzik.

Hozzaadunk 2,5 ml DNS izolal6 puffert, és 5-7 pgadrzsoljuk.

Ismét hozzaadunk 2,5 ml DNS izolalo puffert, és bgenitasig dorzsoljuk.

A homogenizatumot 15 ml-es Falcorbbs toltjuk.

Hozzaadunk 0,5 ml 10%-0os SDS és 0,5 ml 5M-os Nd@itot, majd a ds fel-le
forgatdsaval 6sszekeverjik a minBtGYELEM: A gyakorlat sordn pipettazaskor
mindig Ugyelj arra, hogy a megfedainéreti pipettat hasznald!

~ 60 °C-os vizfurdn 20 percig inkubaljuk a mintat, kbzben 5 percemnkgengéden a
cs fel-le forgatasaval keverjuk.

A Falcon- csoveket kiegyensulyozzuk, majd 10 pe&i8000 rpm fordulatszamon
centrifugaljuk 4°C-on.FIGYELEM: A centrifugélasok alkalmaval mindig ugyel;
arra, hogy a rotorba kiegyensulyozottan helyezd bgdveket!

A felUliszot tiszta Falcon-6be toltjuk at, és meghatarozzuk a térfogatat.

Azonos térfogati -20°C-os cc. izopropanolt rétegkzia feliliszéra, majd jol
osszeforgatjuk-IGYELEM: Az izopropil-alkohol irritativ ésiizveszélyes!

10.A mintat par percig allni hagyjuk, majd a kicsaptid®NS-t centrifugalassal

letlepitjuk (7-9000 rpm, 7-10 perc).

11.A felllaszoét ledntjuk, a DNS-t ~10 percig szariglaZnyben szaritjuk (illetve addig,

amig az alkohol illata mar nem érezl)efA szariths meggyorsithatd, ha a Falcoh cs

oldalan visszafoly6 izopropanolt pipettavabidl-idére leszivjuk.

12.Feloldjuk a DNS-t 5 ml TE pufferben, és jégen tgulal
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Az izolalas soran hasznalt oldatok 6sszetéiv

 DNS izolal6 puffer

50 mM Trisz-(hidroxi-metil-amino-metan)
150 mM NacCl

1 mM EDTA

pH=8,0

» TE-puffer
10 mM Trisz-(hidroxi-metil-amino-metén)

1 mM EDTA
pH=8,0

 10%-0s SDS oldat

« 5M NacCl oldat

e cc. iPrOH (-20 °C-0s)

X/
X4

% Az izolalt DNS mennyiségének és tisztasdganak meglzasa

Az izolatumbal tizszeres higitast készitink TE @uiél.

Mérjuk a DNS oldat abszorbanciajat 260 nm-en

Mérjik a DNS oldat abszorbanciajat 234 nm-en.

Szamitsuk ki 1g banan kozélitDNS tartalmat a 260 nm-en meért abszorbancia

“ s

PwpNPE

kettészalu DNS oldat esetén Qfa=1,0 (10. abra). A szamitas kbzben eltekintliink a
fehérjeszennyezésbadodo hibatol, de ne feledkezziink meg a higitiasro

5. Szamitsuk ki a AsdAxo hényadost, és mondjunk véleményt a DNS
fehérjeszennyezettségér

&0 - L
y.
6 L

; =zRNS
0w - ‘ -

pg/mi
L3

Kettéz =zdld DNA (dzDNS):
Agep = ODyp = 1 — =50 pg/mi
Egyes szalu RNS (3sRNS):
Ay = ODyp = 1 — c=40 pg/mi
Egyes szalu DNA (zsDNS):
Asy = 0Dy = 1 —+ €233 pg/ml
10. abra: Az ssDNS, ssRNS és dsDNS-t tartalmaz6 atdkoncentracidja 260 nm-en
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% DNS minta minéségi meghatarozasa (agar6z gélelektroforézis)

Az agar0z gélelektroforézis kivitelezésének 1épései

1.

N o 0 A

Kimérjuk az adott mennyiségagaroz port, és TAE (Tris-ecetsav-EDT@yfferben
oldjuk (altaldban 1 m/v%-os oldatot készitiink, egthez a géltalca nagysagatol
fuggéen 30-100 ml oldat sziikséges). Az agarGz csak néselhatasara oldodik, ezért
mikrohullamu sliben melegitjik az oldatot. Teljes felolddédasig keklegiteni az

oldatot, mivel a fel nem oldédott kis szemcsék rdkaa mérést, Ugyeljink arra,

hogy elkerlljik az oldat felforrdsat, hiszen az iglparolgd olddészer az oldat

betdményedéséhez vezet.
Kb. 55°C-ra litjuk folyéviz alatt, majd hozzaadjuk az interkatdddfestéket (100

mikrogram/ml-s  térzsoldatbél ezred mennyiség). Uigpé arra, hogy ne

érintkezzlink a festékkel, mivel mutagén hatasu.

Megontjuk a gélt a mintaszamnak megfélési hasznalataval, melynek feladata a
mintafelviteli zsebek kialakitasa a gélben. Ugyshjiarra, hogy a gél ne tartalmazzon

buborékokat!

Hozzavetleg 20 percig alini hagyjuk, mig a gél megdermed.

A szilard gélt a futtatokddba helyezzik, és a kéaltiltjik TAE pufferrel.

Eltavolitjuk a fééit, majd felvisszik a markert és adla@szitettimintakat.

A készulékfed elhelyezése utan elinditjuk a futtatast adott afgsziltségen, melyet
a futtatokadhoz csatlakoztatott tApegységen dilittkabe (ez 40-120 V kozotti érték,
nagyobb gél esetén nagyobb fesziltséget alkalmazhatalamint az elvalasztasisid
is csokkenthét magasabb fesziltség alkalmazasaval, de ez egyrpadl az
elvalasztas misségének rovasara megy).

A futdsi frontot figyelve megallapitjuk a futtat&égét. Ha a front elérte a gél aljat,
lekapcsoljuk a késztiléket.

A gélt UV-fénnyel alulrol megvilagitva vizsgaljulefotézzuk vagy kivagjuk béle a

kivant fragmentet.

11. abra: Futtatékad, gél forma és kulonkibméreti fésik
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A minta elékészitése:

A mintéat festékkel keverjuk 6ssze a futasi fronh#dva tételenek érdekében, mivel a mintak
szabad szemmel nem lathaték. Ennek alkalmazasi&keaiibet), hogy a mintakat kifuttassuk

a gélbl. A festék tipusatdl/toménységétiggoen allapitjuk meg az 6sszemérés aranyait. A
gél zsebeinek meéret#t céljainktdl és a mintank koncentracijatol fidgg 5-5Q mintat
szokas felvinni a gélre. A felvitt minta 15-20%-&@antot jelz festék.

Az elokészitést parafilmen cseppek formajaban vagy PGRecsis végezhetjik.

Fontos megjegyezni, hogy a futasi frontotjedz az interkalalodo festék nem ugyanaz! Mind
dsszetételben, mind funkcidban kulonboznek.

A futasi frontot jelz 6 festék 6sszetedi:

Az egyik leggyakrabban hasznalt festék az WoadingDye mely az alabbi 6sszetéket
tartalmazza:
» Glicerin: nagy firiiséget ad, ezért a mintakat konnyen a zsebek gjpedtazhatjuk,
mikdzben a gél a futtatépufferbe van meritve
» Egy vagy kétféle festék (futds nyomon kodvetése)
o brémfenolkék: mobilitasi tulajdonsagai nagyon jékkismérei (100 bp alatti)
DNS molekulakkal egy vonalban fut, ezért ez a &étészin a futasi frontot
jelzi (legalabb ennek a festéknek benne kell leaneintakban)
0 xilén-cianol: aranylag lassan halad a gélben, a Bbp korali DNS
molekuldkkal egyvonalban, igy alkalmazasaval |&thhbgy adott pillanatban
ez a mérettartomany hol halad a gélben.

Egyes keverékekben akar 3-4 féle festék is taldlf@atpontosabb nyomon kévetbség
végett.

Kalibracio:

Minden esetben ismert méfidtagmenteket tartalmazoé laddert futtatunk az isthen mintak
mellett, mivel a futtatast sok tényezbefolyasolja. A gyart6 megadja a ladder altal
tartalmazott fragmentek méretét (12. abra). Ezsdbhez viszonyitott tavolsagaemeérjik,

ésabrazoljuk a méret (bp-k szama) logaritmusanak figgényében.igy kapjuk anegativ

meredekséd, linearis kalibracios egyenest (13. abra).
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1.6 % Agarose

12. abra: Kalibraciés marker/ladder

6
55
5
4.5
4
235 " —wreg—
= 3 e
8’255 — —
- 2
1,5
1
0,5
0
0 50 100 150
=-0,0095x+3,7772 futasitavolsag (mm)
Rz =0,9851

13. abra: Kalibracios egyenes

Az agar6z gélelektroforézis kellék#iés a kivitelezés fontosabb lIépédkiovabbi fotdk
talalhatok a mellékletben.

17



Ellenérzé kerdések
Felkészilés: laborjegyzet, Biokémidaas kapcsolédo anyaga

1. Milyen kulénbség van a DNS és az RNS molekula kBzZ8evezz meg legalabb
harom kulonbséget!

. Milyen alkotékbal éplilnek fel a nukleotidok?

. Hogyan épiilnek fel szerkezetileg a polinukleotidok?

. Mi a hiperkromicitas és a hipokromicitas jelensége?

a b~ W DN

. Mit értiink a molekularis bioldégiaban centralis dagid Milyen kivételes eseteket
ismersz?

. Vazold fel a Chargaff-szabalyokat!

. Milyen feladatot végez a reverz transzkriptaz erfzim

. Mit jelent az, hogy a DNS szintézis szemikonzewati

© 00 N O

. Mit értiink az alatt, hogy a genetikai kod univeiZadMit és milyen formaban kodol?

10.Tanulmanyozd &t a DNS izolalas soran hasznalt mifésszetételét és az
alkalmazott egyéb vegyszereket! Mi lehet a szerepuk

11.Hogyan mérhétaz izolalt DNS tisztasaga? Ismertesd a tisztaimah kritériumait!

12.Vé&zold fel roviden az agardz gélelektroforézis Egst! (alkalmazas, tikodési elv)

13.Mitél figg a DNS vandorlasi sebessége az agar6z gélben?

14.Mit értiink definiciészdren a DNS olvadaspontjan? A DNS mely tulajdonséagai
vannak befolyassal az olvadaspont értékére?

15.Hogyan tehdik lathatova a gélelektroforézis soran a DNS frageien gélben? Mi
all a jelenség hatterében?

16.Hogyan hatarozhaté meg egy DNS-fragment méretedaggielektroforézissel? (elv,
aranyossag, kalibracio)

17.Hogyan kdvethét nyomon a futtatas agaroz gélelektroforézis soran?

18.Jellemezd a DNS méretének meghatérozaséara székgéléacios egyenest!

19.Milyen tulajdonsagokkal kell birnia a DNS- replikécak?

20.Mi a kulonbség az agardz- és a poliakrilamid gétetdorézis kozt? Sorolj fel

legaldbb harmat!
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Melléklet: Watson és Crick eredeti cikke 1953-bdl

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

J. D. Watson
F. H. C. Crick

April 25, 1953 Naturg Vol. 171, page 737

WE wish to suggest a structure for the salt of dabrge nucleic acid (D.N.A.). This
structure has novel features which are of consideraiological interest.

A structure for nucleic acid has already been pseddy Pauling and Coreyhey kindly

made their manuscript available to us in advanqaubfication. Their model consists of three
intertwined chains, with the phosphates near thre faxis, and the bases on the outside. In
our opinion, this structure is unsatisfactory feotreasons: (1) We believe that the material
which gives the X-ray diagrams is the salt, notftee acid. Without the acidic hydrogen
atoms it is not clear what forces would hold thracure together, especially as the negatively
charged phosphates near the axis will repel edddr.af2) Some of the van der Waals
distances appear to be too small.

Another three-chain structure has also been sugmybst Fraser (in the press). In his model
the phosphates are on the outside and the bagths orside, linked together by hydrogen
bonds. This structure as described is rather filkdd, and for this reason we shall not
comment on it.

We wish to put forward a radically different struiet for the salt of
deoxyribose nucleic acid. This structure has twlicalkchains each
coiled round the same axis (see diagram). We haderthe usual
chemical assumptions, namely, that each chain stsnsi phosphate
diester groups joining beta-D-deoxyribofuranoseédiess with 3',5'
linkages. The two chains (but not their basesyeleted by a dyad
perpendicular to the fibre axis. Both chains folloght-handed
helices, but owing to the dyad the sequences ddtibras in the two
chains run in opposite directions. Each chain Iyogsembles
Furberg'smodel No. 1; that is, the bases are on the inslidee helix
and the phosphates on the outside. The configurafithe sugar and
the atoms near it is close to Furberg's "standanfiguration,” the
This figure is purely sugar being roughly perpendicular to the attaches®bThere is a
diagrammatic. Thetwo  regjdue on each every 3.4 A. in thdirection. We have assumed an
ribbons symbolize the  angle of 36° between adjacent residues in the shimie, so that the
two phophate-sugar structure repeats after 10 residues on each dhainis, after 34 A.
chains, and the The distance of a phosphorus atom from the fibig iax1.0 A. As the

horizonal rods the pairs  pnhogphates are on the outside, cations have eesysain them.
of bases holding the

chains together. The The structure is an open one, and its water coigeather high. At
vertical line marks the lower water contents we would expect the basei#t sotthat the
fibre axis. structure could become more compact.

The novel feature of the structure is the mannevhith the two
chains are held together by the purine and pyrimeithases. The
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planes of the bases are perpendicular to the dikise They are joined together in pairs, a
single base from one chain being hydroden-bondedsingle base from the other chain, so
that the two lie side by side with identi@atoordinates. One of the pair must be a purine and
the other a pyrimidine for bonding to occur. Thetogen bonds are made as follows: purine
position 1 to pyrimidine position 1; purine positié to pyrimidine position 6.

If it is assumed that the bases only occur in thectire in the most plausible tautomeric
forms (that is, with the keto rather than the arwifigurations) it is found that only specific
pairs of bases can bond together. These pairadeaine (purine) with thymine (pyrimidine),
and guanine (purine) with cytosine (pyrimidine).

In other words, if an adenine forms one memberpdig on either chain, then on these
assumptions the other member must be thymine;aiiypilor guanine and cytosine. The
sequence of bases on a single chain does not a@gpearestricted in any way. However, if
only specific pairs of bases can be formed, iofol that if the sequence of bases on one
chain is given, then the sequence on the othengbautomatically determined.

It has been found experimentallyhat the ratio of the amounts of adenine to thynand the
ratio of guanine to cytosine, are always very ckosenity for deoxyribose nucleic acid.

It is probably impossible to build this structuréiwea ribose sugar in place of the
deoxyribose, as the extra oxygen atom would maieluse a van der Waals contact.

The previously published X-ray datan deoxyribose nucleic acid are insufficient for a
rigorous test of our structure. So far as we clnités roughly compatible with the
experimental data, but it must be regarded as wegrantil it has been checked against more
exact results. Some of these are given in thevtig communications. We were not aware
of the details of the results presented there wieedevised our structure, which rests mainly
though not entirely on published experimental @deid stereochemical arguments.

It has not escaped our notice that the specificrawe have postulated immediately
suggests a possible copying mechanism for the igematerial.

Full details of the structure, including the coradis assumed in building it, together with a
set of coordinates for the atoms, will be publisbEgwhere.

We are much indebted to Dr. Jerry Donohue for @misadvice and criticism, especially on
interatomic distances. We have also been stimulatealknowledge of the general nature of
the unpublished experimental results and ideasroWDH. F. Wilkins, Dr. R. E. Franklin
and their co-workers at King's College, London. @hes (J. D. W.) has been aided by a
fellowship from the National Foundation for InfdatParalysis.
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Melléklet: Agaroz gélelektroforézis fotok(a felvételeket készitette: Kadar Veronika)

A megszilardult gél

Gélontes

Agaroz feloldasa mikroban

A gélt a talcaval egyiitt a futtatokadba helyezzilk,
&5 a kadat futtatopufferrel feltlttiik A minta eldkészitése parafilmen Mintafelvitel

Tapegység
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