DNS VIZSGALATA AGAROZ GEL ELEKTROFOREZISSEL
Forras: Molekularis bioldgiai modszerek (DEOEC jegty - Dombradi Viktor

Az elektroforézis elvi alapjai

Toltéssel rendelkézrészecskék elektromos térben toltésiknek megfakahyban
mozognak. A pozitiv toltéskationok a negativ katéd, mig a negativ tditésionok a pozitiv
anod felé haladnak. Az elektrodok fellletéhez @z enok toltésiket elvesztik. Elvalasztas-
technikai szempontbdl az ionok aramlasa az Untreliekézis a Iényeges; az ionok
semlegesfidése az elektrolizis masodlagos kisg@liyamatnak tekinthét

Az ionok vandorlasi sebességét toltességik és az alkalmazott feszililtség- gradiens
nagysaga szabja meg. A fesziltség-gradiens egyenedeyos a két elektrod kozotti
feszlltségkulénbséggel és forditottan aranyosektrédok tavolsagaval. Az elektrédok
nem all médunkban megvaltoztatni. Szabalyozhattovisaz elektrédokra kapcsolt
egyenaramu aramforras, illetve egyeniranyito fesegke. Minél nagyobb a
fesziltségkulonbség (egy bizonyos hatarig), anpdtsabb az elvalasztas, azonban arra is
gondolni kell, hogy a nagy feszlltséghez nagyobimésseég tartozik; ami a készuléek
felmelegedéséhez vezet. Nagyoldimiérsékleten viszont gyorsabb a diffazio, ami az
elvalasztas misségét rontja. Ezért a készulakietségét és az alkalmazott puffer-rendszer
ellendllasét figyelembe véve olyan optimalis fetsgiget kell megvéalasztani, ami a léhet
legrovidebb id alatt megfelel elvalasztast biztosit.

Az ionok toltéssriisége egyenesen aranyos a netto-toltéssel és oattinyos a
meérettel. A méret megadasakor szamitasba kell \&nadott ion hidratburkat is, mivel az
ionhoz kotott vizréteg az ionnal egyutt vandorofeAti szabaly aldl kivételt jelent a H+ és
OH-, melyek mozgékonysaga a vartnal sokkal nagyohiagy mozgékonysag oka az, hogy
vizes oldatban a tdltés a hidrogénhiddal 6sszekéittinolekuldkon keresztil vandorol a H+,
illetve OH- aktualis elmozdulasa nélkil. A fenti két ion nagydorlasi sebessége miatt
vizes oldatban a katdodhoz a H+, az anédhoz a etebszor. Ezért, és a puffer alkotorészek
redoxpotencialja miatt az elektroforézist késélektrolizis soran a katédon H2, az anédon O2
gaz keletkezik. Bar ez a folyamat az elvalasztamgontjabdl mellékes, az elektrédon
buborékok formajaban megjelegaz minden mémiszer nélkil is bizonyitja, hogy a
rendszeren aram folyik at, azaz nincs kontaktusfiibabra).
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1. abra. Az elektroforézis elvi vazlata



Az ionok eltéb toltéssiriségik miatt eltér sebességgel mozognak az elektromos
mértéke, és igy a toltéssel rendetkamok kialakulasanak mértéke, a kbozeg pH-jatébfig
Ikerionos és poliionos anyagok esetében a pH ndnacsandorlas sebességét, de annak
irAnyat is megszabja. Egy adott anyag ionjainaiését és meéretét komplexképz
segitségeével is lehet modositani. Ezért az elvidisisaz alkalmazott puffer pH-ja és
adalékanyagok jelenléte alapien befolyasolja.

Agardz gél elektroforézis

Az agar0z linearis poliszacharid, melyet tengegébbl nyernek. A polimert alkotd
diszacharid-egység képlete a kdvetkez
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A kereskedelemben kaphaté agar6z nem teljesdn,tisds szénhidratokat, sokatt, s
fehérjéket is tartalmazhat. Mivel az agar6z tisagasnagymértékben befolyasolja az
elvalasztas misségét és a DNS tovabbi felhasznalhatdésagat, Ujadpgeanialisan DNS
tisztitdsra alkalmas készitményeket hoznak forghdorAz agardz géleket altaldban nagyobb
meéreti molekulak szeparalasara alkalmazzak hatékonyan.

A DNS vandorlasi sebességét az agardz gélben szémaest befolyasolja. A DNS
neutralis pH mellett negativ tolieges az andd felé mozog. Az elektromos tér hataskedts
hélixet alkoté DNS a méretének logaritmusaval fimttiaranyban |&6v sebességgel vandorol
a gélben. Azaz a nagyobb DNS darabok lassabbaselldek gyorsabban mozognak a
molekulas#ré hatas miatt.

A gél atlagos pérusmérete az agaroz koncentraéldjigg és megszabja, hogy a gél
milyen méreit DNS darabokat tud hatékonyan szétvélasztani.

A DNS mérete mellett annak alakja is modositjarsdeélas sebességét; a szuperhelikalis,
cirkuléris és linearis DNS mozgékonysaga az eléktéais korilményedl (aramebsség,
ionesséq) fug§ modon eltas. Ezért célszdra vizsgalni kivant DNS-hez hasonlo
szerkezdt ismert mérdt DNS darabokbdl standardokat alkalmazni, és azristhea
mozgékonysagat ehhez viszonyitani.

Ujabban népszévé valt az un. ,1 kb-os létra” alkalmazasa. Ez Si#fisosen
egymashoz ligalt 1018 bazispar hosszusagu DNS dlasadyozata, amelyben megtalalhato a
vektor 1636 bp mérétsavja is. Egy tipikus létra 1018, 1636, 2036, 3C®¥2, 5090, 6108,
stb mérei savokbadl all.

A gélben l1é¥ DNS-t ethidium-bromiddal festik. A festék molekiteekebdnek a
DNS bazisparjai kozé. A kotott ethidium-bromid 382366 nm-en ultraibolya sugarzast nyel
el és 550 nm-es voroses narancdsfliroresszcens fényt bocsét ki. Tehat a DNS-hedtkot
festék UV fényben lathatova valik. A festék intdétaédasat a keisszali DNS bazisparjai
ko6zzé a 3. bra mutatja. A DNS festését legtobbsz@lvalasztas utan végzik, azonban



meggyorsithatd a detektalas oly modon, hogy auetidbromidot mar a gél készitésekor
belekeverjik a gél anyagaba.

AZ ETIDIUM BROMID KARCINOGEN, A VELE VALO MUNKA ES A
FELESLEGESSE VALO HULLADEK MEGSEMMISITESE NAGY KORUTEKINTEST
IGENYEL!

3. 4bra. DNS festése etidium-bromiddal

A kisérlet kivitelezése

Agaroz geél készitése

A gélagyakat helyezze a futtato talcakba majdgait® csavar segitségével
folyasmentesen zarja le és helyezze a talcakatintes fellletre. Helyezze a talca mellé a
mintafelvivo fédiket.

500 cm3-es Elrenmeyer-lombikba mérjen ki 1,5 gégaOntse az agarézra a 100
cm3 TAE puffert és a lombik sz4jat egytiamyag teivel zarja le. Oldja fel az agarézt
forrasig tortéd melegitéssel, és gyakori rAdzogatassal. A 6 olitaizefi, attetss, dirtibb,
agardz-szemcséket nem tartalmaiitdd le az agardz oldatot kb. 60°C-ra, adjon hozta 1
EtBr-ot és buborékmentesen ontse ékédzitett futtato talcaba. Az agardz gél 20-30perc
alatt szilardul meg.

Helyezze a gélt a futtatd kadba (vigyazzon a gébgy lecsusszon a talcardl!), és
ontson r4 annyi elektroforézis TAE puffert, hogykéaiz 2 mm-es rétegben fedje el a gélt.
Ovatosan, de hatarozott mozdulattal htizza ki@ &@gélts|.

(1.-Tris, ecetsav, EDTA elegyét tartalmazo puffeab)

Gélelektroforéezis

Ha a gél elkészitése jOl sikerult 8 mintafetvixélyu all rendelkezésre. (Ha a valyuk
koézil néhany megsérult, ezeket hagyja tresen!).AAlyuba mikropipetta segitségével
pipettazzon Jul DNS “létrat”, majd a kovetkgzvalylukba vigyen fel 5ul ismert DNS éub
ismeretlen DNS mintat novemintaszam szerint. A mintak nagyréséguk miatt a valyu
aljan gyilnek 6ssze. A diffuzio elkertilése érdekében igyekaza mintafelvitelt gyorsan
elvégezni. Jegyezze fel, hogy mely valyiba melyeigtien kertlt. Zarja le a futtato kadat az



elektromos csatlakozokat tartalmazodeel. A vezetékeket csatlakoztassa a tapegységhez. A
gélelektroforetikus készllékkel az optimalis sebgselvalasztashoz 60-80 V fesziiltséget

kell biztositani. Az elektroforézist 80 V konstdasziltséggel 30 percig végezze. Amikor a
jelzoéfesték a gélben az ut kb. 2/3-at megtette, kapr&ohz aramforrast €s huzza ki a
banandugodkat a stabilizatorbadl.

Mintak detektalasa

Gyors detektalast biztosit, ha a gél ontésekol@ufférbe oldjuk fel az etidium
bromidot. Ekkor a festék interkaldlodasa mar aalebztas soran megtorténik, igy nincs
szlikseég kulon festési lépésre. Ha ezt a modszZadatpuk, természetesen mar a gélontés
pillanatéatél kezdve alkalmazni kell az etidium bidrkezelésére vonatkozé dvintézkedéseket.
Arra is gondolni kell, hogy a festék kifut a géllbami a puffer elszennyédéséhez és nem
teljesen egyenletes festési intenzitdshoz vezédssi modszer megvalasztasakor
meérlegelniink kell a gyorsasaghbdl adodingbket és az ezzel jaré nagyobb szennyezés
veszélyt, a képmifség romlasat és a veszélyes hulladék megsemmisit¢de
tObbletmunkat is.

A gél vizsgalata

A DNS savok detektalasa ( BIO-RAD Gel Doc képatkatndszer, mely magaban
foglalja: s6tétkamra, UV atvilagito, epi-fehér meggitas, kamera, szoftver) UV atvilagito
asztalon torténik. Helyezze a gélt az atvilagipFdaés zarja be a védedelet. Kapcsolja be
az UV fényt az asztalon |&kapcsoloval. Az UV fényben lathatova valnak a galéw
DNS sévok. Fényképezze le a gél képét, igy tatéetalik az adatok elektronikus
tovabbitasa, tarolasa és nyomtatasa. A szamitogegiaska segitségével megvaldsithato a
kép manipulélasa (kontraszt, szinintenzitas, naéllitasa), azonban ne feledkezziink meg
arrol, hogy valédi dokumentacios értéke csak adedréelveteleknek van. A vizsgalat utan a
gélt az ethidium-bromid tartalmu szilard hulladékijgésére rendszeresitett taroldba tegye!

A gélkép alapjan a kdvetkéanformaciok nyerhéik:

(1) A DNS savok helyzete és intenzitdsa felvilagess ad a minta tisztasagarél. Ha a
vart sav(ok) mellett tovabbi sav(ok) is észleftkeez a minta szennyezettségére utal. A vart
€s extra savok intenzitdsa a szennyezées méstatijékoztatast. Elképzellbehogy a
szennyezes a minta degradacidjanak eredmeényekdyanvartnal kisebb mérfeextra savok
jelennek meg. Az aspecifikus médon degradalédotEDm ad jél elkilonithétsavokat, a
gélen széles mérettartomanyban detektalhatédést Hasonléan elmosodott savot okozhat
MRNS szennyezés is.

(2) Ha a minta DNS pontos koncentraciéjat nem rfiilkea sav(ok) intenzitasabol
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kulonbo® terfogatokat felvinni egymas melletti valydakbaaéestdeés intenzitasat ismert
mennyiséfl DNS-t tartalmaz6 savok intenzitasaval 6sszehasoinli



