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1. fejezet - Novénynevelés
laboratoriumi kisérletekhez

szerz6: Dr. Fodor Ferenc

1.1. A kornyezeti tényezok kontrollja

A szabad természetben ¢é16 novények életiik soran adaptalodtak az élohelyiikre jellemz6 kornyezeti tényezokhoz.
E tényezok koziil legmeghatarozobbak a fény, a hdmérséklet, a vizellatas és a levegd gazosszetétele. A fény
intenzitasa, Osszetétele egy adott helyen a napszakok, illetve az évszakok valtakozasatdl és az ttjaban 1évo
akadalyoktol (pl. arnyékold fak korondja) fiigg. A homérsékletre is ehhez hasonlé valtozékonysag jellemzd. A
vizellatast meghatarozzak a csapadékviszonyok és a talaj vizmegtartd képessége, mig a levegd gazosszetétele
(paratartalom, CO,, mérgez6 gazok koncentracidja) a Iégmozgastol fiigg. A talaj is szamos pontrol pontra valtozo
paramétert mutat. Ezek koziil kiemelkedik a szilard talajrészecskék és a talajodat elemtartalma, a pH és a szerves
anyag tartalom.

A névények fizioldgiai vizsgalatahoz megmérhetjiik kiilonb6z6 tulajdonsagaikat a szabad természetben is, illetve
mintakat gyUjthetiink, hogy ezeket utobb a laboratoriumokban elemezziik, de az egyes mért értékek, pl.
fotoszintetikus pigment koncentraciéo vagy a tapelem tartalom igen széles hatarok kozott valtoznak annak
figgvényében, hogy az adott névények milyen kornyezeti tényez6khoz alkalmazkodtak. Ugyanazon névényfaj
egyedeinek akar egyetlen réten is eltérd lehet pl. a klorofill koncentracioja, igy egy atlagos érték megallapitasahoz
nagyon sok mérést kell atlagolnunk, hiszen a koérnyezeti tényez6k befolyasoljak a mért értéket. Ahhoz, hogy a
genetikailag meghatarozott optimalis értéket meg tudjuk mérni egy-egy paraméterbdl, illetve két fajt/valtozatot
Ossze tudjunk hasonlitani, el6bb a kdrnyezeti tényezbket kell egységesiteni, optimalizalni. A névénynevelés soran
tehat mindenekel6tt erre toreksziink. Ennek érdekében a kisérletekhez tigynevezett kisérleti parcellakat hoznak
1étre, amelyekben az egymas melletti sorokban vagy parcellakban névekedd novényeket hasonld kdrnyezeti hatasok
érik. Am ezek is talajban ndnek és a talaj elemtartalma pontrél pontra véltozhat. Ezért a talajbl mintat lehet venni,
majd dsszekeverni, homogenizalni, és tenyészedényekbe tenni, ami nagyjabol azonos tulajdonsagu talajt biztosit
andvényneveléshez. A kornyezeti tényezok egységes, allando szinten tartasat azonban az biztositja leginkabb, ha
bevissziik a tenyészedényeket a laboratériumba, pontosabban klimatizalt névényneveld helyiségekbe, kamrakba
és ott kezdjiik meg a nevelést. Ez mar lehetévé teszi, hogy a ndvények kiilonbozo fizioldgiai valaszreakeioit
kiilonb6z6 kezelésekre biztonsaggal tudjuk mérni csupan néhany, minimum 3-5 ismételt mérés segitségével is.
Vannak azonban olyan paraméterek, amelyek még igy is nehezen mérhetdk. Példaul, ha azt szeretnénk megtudni,
hogy a vizsgalt n6vény gydkere mennyi kaliumot vesz fel, akkor a talajban térténd nevelés tobb szempontbdl sem
a legjobb modszer. A méréshez ugyanis a gyokeret el kell tavolitani a talajbol. Az oldalgyokerek és gyokérszorok
azonban olyan mértékben belendnek a talaj porusaiba, és behaldzzak a talajrészecskéket, hogy csaknem lehetetlen
megtisztitani 6ket. Ezért mosast alkalmaznak, ami viszont a gyokérbél is eltavolithatja a kilium egy részét. igy a
tapelem felvételi vizsgalatokhoz a legalkalmasabbak a talaj nélkiili, csak tapoldatokat alkalmazo, ugynevezett
hidroponikus névénykultarak, vagy vizkultarak.

A kutatashoz felhasznalhat6 névények eldallitasanak tehat alapvetd kovetelménye, hogy a ndvény ndvekedéséhez
sziikséges feltételeket optimalizaljuk. Ehhez el6szor is megfeleld intenzitasu és hullamhossza fényt kell biztositanunk
a nevelokamrakban. A rendelkezésre allo sokféle vilagitoeszkoz (fémhalogén, kvarc és LED izzok, fénycsovek
stb.) koziil a legmegfelelobbek azok, amelyek a nappali fényhez leginkabb kozelalld spektrumu fényt biztositjak.
A napfény intenzitasat (kb. 2000 pmol foton m™ s PPFD, fotoszintetikus fotonaram stirliség, lényegében
fényintenzitas) a mesterséges vilagitoeszkdzok azonban altalaban nem érik el, de nincs is ra feltétleniil sziikség,
ugyanis a termesztett névények tobbsége joval alacsonyabb (akar 150 pmol foton m™ s'l) fényintenzitason is
gyorsan megnd. (A fény intenzitasanak novekedésével a fejlodoé hé mennyisége is nd, amit nehéz elvezetni — erre
aproblémara az Uj fejlesztésii vilagitoeszk6zok jelenthetnek megoldast.) Fontos még a fényperiodus, vagyis a sotét
€s megvilagitott id6tartam naponkénti aranya, amely befolyasolja a névények fejlodését (pl. viragzas). Ezt idozitett
kapcsoloorakkal lehet szabalyozni.

A homérséklet szabalyozasat termosztattal iranyitott hiit6 és fiité klimarendszerrel oldjak meg. Nappal a hazai
termesztett névények igénye szerint 25-27 °C-ra, mig éjjel 20-22 °C-ra allitjuk be a hémérsékletet. Ezeken tul
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biztositani kell a Iégtérben az allando6 paratartalmat (70%). Erre vagy olyan klimarendszer képes, amely a befujt
levegdt parasitja, vagy kiilon szabalyozorendszerrel mitkodtetett vizporlasztora van sziikség, amely desztillalt viz
permetet juttat a helyiségbe/kamraba. A ndvények neveléséhez egyes cégek kisebb vagy nagyobb méretii, akar
szoba nagysagu, klimatizalt un. fitotron kamrat gyartanak (1.1. abra). Ezekben, igény szerint, akar a levegd
gazosszetételét is szabalyozni lehet. A tobbi kornyezeti tényez6 mesterséges szabalyozasa a novénynevelés modjatol
fiigg: talajban vagy tapoldatban mas tényezokre kell figyelemmel lenniink.

1.1. abra Kisérleti novények klimakontrollalt nevelésére szolgalo, kis méretil, fitotron kamra

A talajkultarak esetén csupan a megfeleld vizellatast kell biztositanunk. A hidroponikus kulturdban a ndvény
gyokere talaj helyett tapoldatba meriil. Itt természetszeriileg a névény vizellatasa folyamatos, de problémaként
meriil fel a gyokér oxigénellatasa és a tapanyag utanpotlas. A megfeleld oxigénellatast biztosithatjuk a tapoldat
idonkénti cseréjével, vagy levegd atbuborékoltatasaval. A ndvény viz- és tapanyagfelvétele (ill. ionleadésa)
koncentraciovaltozast okoz az oldatban, és emellett az oldat allando pH-valtozasaval is szamolni kell. Ennek
kikiiszobolésére szintén alkalmas a tapoldat csere, de hasznalnak folyamatosan aramoltatott vagy atfolyo kultarat
is, amelyben az oldat tdpanyagtartalmat allando szinten tartjak. A névény gydkere igy mindig friss folyadékréteggel
érintkezik. A ndvénynevelés idedlis, amde koltséges modszere az un. aeroponikus kultira, amelyben egy rotor
folyamatosan tapoldatot porlaszt egy kamra légterébe. Ezzel a permettel érintkezik a gyokér.

A vizkulturakat nemcsak laboratoriumi koriilmények kozott hasznaljak, hanem nagyteriiletii, tokéletesen
kontrollalhat6 kereskedelmi arutermelésre is. Ezek az atfolyd kultirak kiilondsen ott gazdasagosak, ahol a fiitést
a geotermikus energia szolgaltatja. Az atfolyo kulttira pH-jat és ion 6sszetételét ion-szelektiv elektrodokkal ellenérzik
¢és a hianyzo ionokat automatikus rendszerek potoljak. Ezzel a technikaval elére megrendelhetd az érett, szallithato
termés. A termésérés idejét a ndvényfajtakra vonatkozéan meg tudjuk allapitani ismert fény-, hdmérséklet viszonyok
és tapanyag-Osszetétel esetén. [lyen rendszer(i paradicsom-termesztés megtalalhato példaul Szentesen.

1.2. A tapelemek

Az autotrof novényeknek a szénen, oxigénen és hidrogénen kiviil, amit CO,-bol és H,O-bdl nyernek, még 13
elemre van sziikségiik. Koziiliik a nitrogén, foszfor, kén, kalium, kalcium, magnézium nagyobb mennyiségben, a
boér, mangan, cink, molibdén, réz, vas, klor kis mennyiségben esszencialis a legtobb autotr6f novény névekedéséhez.
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A felsoroltakon kiviil néhany elemre csak néhany fajnak van sziiksége, pl. a kék alga fajoknak, sotliré novények
némelyikének natriumra, néhany mikroorganizmusnak és szimbiontanak kobaltra, a kovamoszatoknak sziliciumra,
a Scenedesmus obliquus-nak vanadiumra van sziiksége.

Az esszencialis elemek hidnyaban a novények novekedésében zavar tdmad, az egyes elemek hidnyara jellemzd
tiinetek jelennek meg. Korunk egyik jelentds kdrnyezeti-mezdgazdasagi problémaja, hogy az intenziv miitragyazas
relativ makro- és mikroelem hidnyokat, vagy toxikus koncentracidkat hozhat létre. A névények optimalis
novekedéséhez nem elég csupan az esszencidlis mikroelemek biztositasa, ugyanilyen fontos a tdpanyagok aranya
is a talajoldatban. Laboratériumi koriilmények kozott a tapanyagsziikségletet legkdnnyebben és legjobban
kontrollalhaté modon vizkultiraban tanulméanyozhatjuk.

1.3. Novénynevelés talajban

A kisérletek megkezdése elott a felhasznalt talaj jellemzdit meg kell hatarozni. Az alkalmazott mérések rendkiviil
sokfélék lehetnek, ezért itt csak a legfontosabbakat emlitjiilk. Megvizsgaljak a talajt alkot6 szemcsék méret szerinti
eloszlasat, a talaj fajlagos feliiletét, higroszkdpossagat, vizfelvevd kapacitasat és nedvesség tartalmat. A talaj
szervesanyag tartalmat 600 °C-ra torténd hevités utdn tdmegméréssel hatdrozzak meg, pH-jat desztillalt vizes vagy
CaCl,-os kivonat segitségével mérik. A kémiai elemek koncentracioja a talajban széles hatarok kozott valtozhat.
Az sem mindegy, hogy milyen formaban vannak jelen, hiszen az oldhatd sokat a novények felvehetik, az
oldhatatlanokat azonban nem. Igy egyrészt meghatirozhato a talaj Gsszes elemtartalma, amelyhez tomény
salétromsavas kezeléssel kioldjak a talajrészecskékbdl az oldhatd sdkat. Masrészt a ndvénynevelés szempontjabol
fontosabb tudni, hogy a névények a talaj 6sszes elemtartalmdbol mennyit képesek hasznositani, illetve felvenni,
azaz meg kell hatarozni a felvehetd elemtartalmat. Ezt haromféle eljarassal vizsgaljak, majd az eredményeket
Osszegzik: desztillalt vizes, CaCly,-os és EDTA-s (etilén diamino teraecetsavas) kivonassal. Magat a mérést
atomabszorpcids spektrofotométerrel, vagy ICP-MS-sel (induktivan csatolt plazma tomegspektrométerrel) és
hasonl¢ analitikai eszkdzokkel végzik. A rontgenfluoreszcens méréstechnika azonban ma mar jo kozelitéssel akar

crer

hogy ezek az elemek milyen sk formajaban vannak jelen, tovabbi analitikai mérésekkel hatarozhatjuk meg.

1.3.1. Homogén talaj viztartalmanak meghatarozasa

Egységnyi tomegli homogeén talajt helyezziik 105 °C-os termosztatba 24 oran at, majd mérjiik vissza a tomegeét.
(Az igy kezelt talajt 1égszaraznak tekintjiik.) A két érték kiilonbsége a talaj viztartalma, melyet a kiindulasi talaj
szazalékaban adunk meg.

1.3.2. Homogén talaj vizkapacitasanak meghatarozasa

A megfeleld oxigén és vizellatas érdekében altalaban meghatarozzak a talaj vizfelvevd képességét, vagyis
vizkapacitasat. Az a vizmennyiség, amelyet a talaj magaba fogadni és megtartani képes, kiilonboz6 talajoknal mas-
més érték. Nagysaga fiigg a talajrészecskék méretétol, alakjatol, valamint a kolloidalis osszetevék aranyatol. Ertékét
100 g légszaraz talaj szazalékaban fejezziik ki. A talaj viztartalmat az un. szant6foldi vizkapacitas 60%-ara kell a
novénynevelés soran beallitani.

A vizkapacitas meghatarozasahoz lemérjiik egy 10-12 cm hosszt és 3 cm atmérdji, elozetesen 3 réteg gézzel lezart
iiveges6 tomegét. Majd megtoltjiik 1€gszaraz talajjal, tomoritjiik, lefedjiik egy sziirdpapir koronggal, és a tomegét
ujra megmérjiik. A csovet fliggdleges helyzetben allvanyra szereljiik, majd szlir6papir korongra lassan vizet
csepegtetiink, amig az aljan a géz atnedvesedik. Megvarjuk, mig a gravitacios viz lecsepeg, miutan abbamaradt a
csepegés, tomegét ujra mérjiik és a talaj, illetve az altala felvett és megtartott viz tomegének ismeretében kiszamitjuk
a vizsgalt talaj szant6f6ldi vizkapacitasat.

1.4. Novénynevelés tapoldatban

A talaj a novények szamara nem csupan tapelemeket €s vizet, hanem megfeleld tamasztékot is biztosit, amelyhez
a gyokerek rogzitik a novényt. Ezt a funkciot a tiszta kvarchomok (Si0,) ill. a perlit (vagy vermikulit) is betdlti,
de nem tartalmaz a névények szamara felveheté elemeket. Eppen ezért, ezeket sokkal kontrollaltabban, ismert
mennyiségben és aranyban lehet a ndvénykultirahoz adagolni, az 6nt6zéshez hasznalt tipoldatban. A tapoldatot
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kombinalhatjuk kavicskultaraval is. Ennek 1ényege, hogy tisztara mosott kvarckavicsot ill. elére gyartott, égetett
agyaggolyocskakat helyeziink a névénynevel6 edénybe, majd tapoldatot ontiink ra, gy hogy a folyadék szintje
alacsonyabb legyen. A kavicsok ill. golyocskak feliiletén folyadékfilm képzddik, amelybdl a gyokér konnyedén
felveheti a tapanyagot, ugyanakkor oxigénellatasa is idealis.

1.4.1. Tapoldatok osszeallitasa

A tapoldat 0sszeallitdsanal iigyelniink kell arra, hogy a foszfat oldhatatlan csapadékot adhat a Ca’' ¢ésa Mg2+
ionokkal, tehat ha s6 formajaban adjuk a desztillalt vizhez a bemért anyagot, varjuk meg, mig minden egyes anyag
feloldodik, razzuk Gssze az oldatot, és csak utdna mérjik be a kovetkezd tapsot. A mikroelemekbdl, mivel
koncentracidjuk nagyon kicsi, altalaban tdrzsoldatot készitlink, és ebbdl pipettazzuk ki a sziikséges mennyiséget.
A mikroelemek esetében tigyelniink kell arra, hogy az optimalis koncentracioé nagyon sziik intervallum, kénnyen
jelentkezhet hianytiinet, és a mérgezés hatasa is.

A tapelemek felvételének vizsgalatdhoz a tapoldatbol kihagyhatunk egy vagy tobb elemet is. Az ilyen Gn.
hianytapoldatok Osszeallitasanal {igyelniink kell arra, hogy a kiilonbdz6 tapsok aranyat helyesen valasszuk meg,
pl. a lassan felvevodo SO42'-ta1 nem potolhatjuk teljesen a gyorsan mozgd NO5™ aniont, hanem C1 ™ ot tartalmazo
sokat is kell valasztanunk mellé. Az egyes anionoknak nemcsak az anyagcserében van szerepiik, hanem
ozmotikumként is befolyasoljak a viz mozgékonysagat, és emiatt a gyokérnyomas altal szallitott viz mennyiségét.
A hatasok értékelésénél ezeket a tényezdket is figyelembe kell venni.

A kiilonb6z6 ndvények neveléséhez eltérd dsszetételll, tapasztalati uton dsszedllitott tapoldat receptek allnak
rendelkezésre az irodalomban. Ezeket a ndvényekben mérhetd elemkoncentraciok segitségével alakitottak ki. Itt
a legegyszerlibb Hoagland-tapoldatot mutatjuk be, amelynek Osszetételében a sajat méréseink alapjan hataroztuk
meg a mikroelemek aranyat (1.1. tablazat). A tapoldatokhoz nem hasznalhatunk csapvizet, mert az szamos elemet
tartalmaz, ami befolyasolna az oldat tervezett dsszetételét. Ezért kétszer desztillalt vagy ioncserélt vizet alkalmazunk,
mely utobbinak rendszerint enyhén savas a pH-ja. A kész tapoldat pH-ja 5-5,5 fiiggden a kiindulasi viztdl és az
alkalmazott vasformatol (Fe-EDTA vagy Fe-citrat).

1.1. tablazat: A moédositott, 4-szeresére higitott Hoagland tapoldat dsszetétele

tapso molekulatomeg | koncentracio
KNO, 101,1 1,25%1073
Ca(NO3), 236,15 1,25%1073
MgSO, 246,46 0,5%107
KH,PO, 136,09 025%1073
Fe-EDTA / Fe-citrat [367,1 1,0¥10°
H;BO; 61,83 1,156%107
MnCl,*4H,0 197,91 4,60%107°
ZnSO,*7H,0 287,54 1,9%107
Na,MoO,*2 H,0 |241,95 1,2%107
CuS0,*5 H,0 249,68 8,010

1.4.2. A novények csiraztatasa

Tudomanyos munkahoz, iskolai bemutaté kisérletekhez a magasabbrendii novények koziil a j6l, azonos id6 alatt
csirazd novényeket valasszuk ki. Leggyorsabban és legegyenletesebben csirazik a biza és rozs, az arpa gyakran
tartalmaz csirazast gatlo anyagokat, amit 24 oras mosassal el lehet tavolitani. A kukorica csirazasa gyakran
egyenetlen, de a gyokere gyorsan nd. Jol hasznalhato olyan kisérletekben, ahol a sztélét (kdzponti hengert) el kell
valasztani a gyokér kéregrészétol.

A kétszikli novények koziil jol hasznalhat6 a paradicsom €s az uborka. Egy-egy ndvény kisérletbe valo beallitasa
elétt mindig meg kell vizsgalni a rendelkezésiinkre 4ll6 mag csirdzasi szazalékat, a csirdzas egyenletességét
(fiziologiai, genetikai heterogenitas).
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Az egyenletes novényi anyag kivalogatasa érdekében a magokat Petri-csészében, 2 réteg desztillalt vizzel nedvesitett
szlirGpapiron, sotét termosztatban csiraztatjuk, (ha a mag csirazasa nem fényigényes).

1.4.3. Az ultetés

A csirandvények iiltetése szintén sokféle modon torténhet a névényfajtol, a nevelés tervezett idétartamatol és a
nevelés modjatol fliggden. Itt egy hazilag is kdnnyen elkészithetd neveldeszkdzt mutatunk be, amely tetszéleges
méretl, vizhatlan tenyészedényben alkalmazhatd, pl. uborka, paradicsom vagy bliza esetében. 2 cm vastag polisztirol
lapokbdl 4,5 cm atmér6ji és 0,5 cm vastag karikakat vagunk a polisztirol olvadasi hdmérsékletére melegitett 0,2
mm vastag drottal. (A kivago szerkezet gyermekjatékként forgalomba keriilt, de hazilag is konnyen 0sszeallithato).
Két karika kozé megfeleld lyukméretii milanyaghalobol vagott korongot tesziink, és a polisztirol karikakat
rozsdamentes acéltiikkel néhany helyen Osszetlizziik. Az igy elkészitett novénytarté a viz feliiletén uszik, a
tapoldatbdl barmikor konnyen kiemelhetd €s athelyezhetd egy masik kisérleti oldatba anélkiil, hogy a novény
gyoOkere barmilyen sériilést szenvedne (1.2. abra).

——m

LEVEGDO

NOVENYTARTO

TAPOLDAT —————+ 0

TENYESZEDENY

1.2. abra A novények neveléséhez hasznalt ndvénytartd szerkezete és elhelyezése a tenyészedényben

A ndvények nevelésé¢hez 500 ml trtartalmtt miianyag edényeket hasznalunk, amelyekbdl két sorozatot készitlink
el6 a tapoldatok cseréjéhez. A polisztirol ndvénytartokat tiltetéskor ezekben az edényekben helyezziik el.

A kicsirazott magvak koziil azokat valogatjuk ki, amelyeknek 2 cm-es gyokdcskéjiik van. A novényeket a neveléshez
hogy a gyokdcske ki ne szaradjon, tobb réteg, desztillalt vizzel nedvesitett szlirpapirral boritjuk, majd termosztatba
helyezziik.

A novényeket addig tartjuk a sotét termosztatban, megfelelé homérsékleten, amig a koleoptil, vagy a hipokotil 1-
1,5 cm-es lesz. Ehhez maximalisan 48 orara van sziikség. Ezutan a CaSOy-oldatot tapoldatra cseréljiik és a
ndvényeket a nevel6kamraba helyezziik. A tapoldatot hetenként haromszor frissre cseréljiik, de ha sziikséges,
akkor akar naponta is. A cserék gyakorisagat a névények mérete, ndvekedési liteme hatarozza meg, ill. az, hogy
levegoéztetjiik-e a tapoldatot vagy sem.

A gabonaféléket (pl. buza, rozs) ettdl eltéréen neveljiik A buza-, rozs szemeket sterilizalas céljabol, 3%-os H,O,-dal
5 percig razzuk. A mag : oldat arany 1 : 5. A magokat fertdtlenités utan el6szor csapvizzel, majd desztillalt vizzel
alaposan atmossuk. Ezt kdvetoen, atfoly6 csapvizben, 24 6ran at megduzzasztjuk €s az iiltetést a fentebb ismertetett
moddon elvégezziik.
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1.5. Feladatok

1.5.1. Uborka novények nevelése kulonb6zo
tapoldatokban

Vetés: 15 cm atmérdjii Petri-csészébe két réteg sziirdpapirt helyeziink, és 12 ml ioncserélt desztillalt vizzel
(vezetoképessége max. 3 uS) megnedvesitjiik. A Petri-csészébe korkoros elrendezésben 50 uborkamagot helyeziink
el és 30 °C-os sotét termosztatban egy napig csiraztatjuk.

Ultetés: Mitanyag edényekbe 200-200 ml 0,5 mM-os CaSOy-oldatot &ntiink. Edényenként 3-3 db csirandvényt
iiltetiink a korabban sszeallitott ndvénytartora. A ndvényeket desztillalt vizzel nedvesitett sz{irGpapir korongokkal
fedjiik be. Az edényeket is takarjuk be nedvesitett sziirGpapirral és helyezziik vissza a sotét termosztatba.

A névenyek fenyre és tapoldatra helyezése: A ndovényeket egy nap mtlva 400 ml tapoldatot tartalmazo edényekbe
tessziik, és atvisszilk a novényneveld helyiségbe. A kisérletekhez négyszeresére higitott Hoagland-tapoldatot
hasznalunk, amelyhez a sziikséges makrosokat altalaban 1000-szeres, a mikrosokat 4000-szeres toménységl
torzsoldatok formajaban készitiink eld. Hianytapoldatot vagy a kisérleti célnak megfelelé adalék anyagokat
tartalmazo6 tapoldatokat készitiink az alabbiak szerint.

kontroll: Fe-EDTA-t vagy Fe-citratot tartalmazo teljes tapoldat

Fe hidnytapoldat: a teljes tapoldatbol kihagyjuk a vasat,

Cd kezelés: a teljes tapoldathoz 0,01 mM Cd(NO;),-ot adunk,

Pb kezelés: a teljes tapoldathoz 0,01 mM Pb(NOs3),-ot adunk,

Cu kezelés: a teljes tapoldathoz 0,01 mM CuSOy-ot adunk,

Cu-EDTA kezelés: a teljes tapoldathoz 0,01 mM CuSOy-ot és 0,01 mM K,EDTA-t adunk

NH4-tapoldat: a teljes tapoldatbol kihagyjuk a nitratot tartalmazo sokat és helyettiik (NH,4),SO4-ot, K,SO4-ot és
CaCl,-ot mériink be a sziikséges koncentracioban,

KHCO;-pufferolt tapoldat: az NH,-tapoldathoz mérjiink be 10 mM KHCOj5-ot.

Mereés, értékelés: Mérjiik meg a friss és a hasznalt (2 napos) tapoldatok pH-jat! Mérjiik meg a két hetes novények
részeinek (gyokér, szar, sziklevél, levelek) friss tomegét, majd 80 °C-on tomegallanddsagig torténd szaritas utan
a szaraz tomegét! (A gyokér friss tomegének méréséhez tobb réteg sziirOpapir segitségével tavolitsuk el a
tapoldatcseppeket!) Szamitsuk ki a szaraztomeg szazalékos értékét! Minden adathoz szamitsuk ki az egyes
novényekbdl (ndvényi részekbdl) mért atlagot és a szorast! Ertékeljiik a kezelések hatasat a gyokér anyageseréjére
(elsésorban H' leadas), a ndvény viztartalméara és ndvekedésére!

1.5.2. Uborka és buza nevelése talajon

Talaj elokészitése: Hatarozzuk meg a felhasznalt talaj viztartalmat és szantofoldi vizkapacitasat. Szamitsuk ki a
vizkapacitas 60 %-at egységnyi talajra nézve. Az iiltetéshez elokészitett tenyészedényeket toltsiik fel a sziikséges
mennyiségi talajjal, majd nedvesitsiik meg.

Ultetés, nevelés: Ultessiink el cserepenként (15 cm 4tmérd esetén) 5-5 uborkamagot, illetve 10-10 buzaszemet.
Helyezziik el a cserepeket a novénynevel6 kamraban.

Meérés, értékelés: Két hét nevelés utan mérjilk meg a ndvények részeinek (gyokér, szar, sziklevél, levelek) friss
tomegét, majd 80 °C-on tomegallanddsagig torténd szaritas utan a szaraz tomegét! (A gyokér friss tomegének
méréséhez tavolitsuk a talajt csapvizes mosas segitségével, majd tobb réteg sziirdpapirral tavolitsuk el a feliiletérol
a vizcseppeket!) Szamitsuk ki a szaraztomeg szazalékos értékét! Minden adathoz szamitsuk ki az egyes novényekbol
(n6vényi részekbdl) mért atlagot és a szorast! Ertékeljiik a ndvények novekedését a talaj és a tapoldat viszonylataban!
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2. fejezet - Porometria: a transpiracio
meérése
szerz6: Dr. Fodor Ferenc

A transpiralo levelekben a viz a sejtfalakbol parolog el, majd diffuzidval a sztomak alatti 1égudvarba kertil, athalad
a légrésen, kijut a leveg6 nem keveredd rétegébe, végiil az atmoszféraba. A fotoszintézisben felhasznalédd szén-
dioxid ugyanezt az utvonalat koveti ellentétes iranyban. A gazcserenyilasokon keresztiil torténé gazaramlas
vizsgalata a porometria.

srer

és egymastol valo tavolsagatdl fiigg, mig a levegd nem keveredo rétegének ellenallasa fiigg a levél tulajdonsagaitol
€s a szélsebesseégtol.

Kiilonb6z6 novényfajokban az dtlagos sztdbmaszam mm?-enként 100-200, melyek lehetnek a levél szinén és fonakan
egyarant (amfisztomatikus levél), csak az abaxidlis epidermiszben (hiposztomatikus levél), vagy ritkdbban csak
az adaxialis epidermiszben (episztomatikus levél). A 1égrés mélysége 10 és 30 um, mérete a zarosejtekkel egyiitt
10 és 80 pm.

A sztomak mérete forditottan aranyos a stiriiségiikkel, igy az altaluk altal elfoglalt levélfeliilet kevéssé valtakozik
fajonként, és altalaban 1% koriil mozog (6 pm atlagos légrésszélesség esetén). A sztomak formaja és eloszlasa
annal valtozatosabb: az egysziki fiiféléken hossziak és keskenyek, sorokba rendezddnek, melyek parhuzamosan
futnak a féérrel, mig a kétszikiiek levelein ellipszis alakuak és latszolag véletlenszerlien, de egymastol nagyjabol
egyenletes tavolsagra helyezkednek el.

A sztomak nyitddasat, illetve zarddasat befolyasolja a fény, a szén-dioxid, a hémérséklet, a szennyez6 anyagok,
a szarazsag- és vizstressz, valamint a patogének. A porometria alkalmas a kiilonb6z6 névényfajok és valtozatok
kornyezeti tényezok valtozasara adott valaszreakcidjanak sszevetésére. A porometrias mérés soran a levél feliiletnek
vizgdzleadassal szembeni ellenallasat, rezisztenciajat mérjikk. Ez a levél, illetve novény fiziologiai allapotara
jellemzd érték. A mérés soran a levélbdl tavozo vizgdz megndveli a paratartalmat a cellaban, amit egy mikroszenzor
érzékel. A szoban forgd késziilék tehat csupan a vizgdzleadast méri, mas gazokat nem. A késziilék a gyakorlatban,
az adott kornyezeti tényezok mellett torténd kalibracio soran, az alkalmazott cellahoz eldre beallitott paratartalom
érték eléréséhez sziikséges id6t méri. Ezt azutan dsszeveti a gyari kalibracios lemezhez tartozo értékekkel. Ebbol
kovetkezden az adatokat rezisztencia egységekben kapjuk meg. A novények vizgdzleadasa szempontjabol azonban
sokkal egyszeri{ibben értelmezhetd az egységnyi feliileten és id0 alatt tdvozo viz moljainak szama, amely az alabbiak
szerint szamithato.

Az ellenallast, rezisztenciat az alabbi 6sszefliggés irja le:

ah
g5
r

ahol E a vizgéz aram mértéke, mely kifejezi, hogy egységnyi id6 alatt, egységnyi feliileten keresztiil mennyi viz
halad at [g m? s'l] vagy [mol m™? s'l], 3D pedig a koncentracio kiilonbség, az r pedig a vizarammal szembeni
ellenallas értéke. @ =[g m> ] vagy [mol m'3]. A vezetOképesség, vagyis konduktancia, a rezisztencia reciprokaként
értelmezhetd:

Fentiekbdl kovetkezik, hogy r mértékegysége [s m']] és ¢ mértékegysége [m s']]. Ha a koncentraciot (®) a viz és
alevegd moljainak hanyadosaként adjuk meg, [mol mol™! ], akkor a rezisztencia mértékegysége is tartalmazni fogja
az anyagmennyiséget [m2 S mol'l]. Ekkor E = [mol m’ s'l], c= [mol m™ s'l]. A ndvények transpiracidjanak
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jellemzeésére a legkézenfekvébb a konduktancia és ez utobbi mértékegység hasznalata, amely a mérdkésziilékben
kozvetleniil beallithato és az id6 és feliiletegységen at leadott viz mennyiségét jelenti.

2.1. Az AP4 porométer

A mérés el6tt a késziilékhez (AP4 porométer) csatlakoztatnunk kell a mérdcellat tartalmazo fejet és egy szaraz
szilikagéllel feltoltott mutanyagoszlopot. A késziilék hordozhatd, akkumulator lizemelteti, de a haldzatba
csatlakoztatva is miikodtethetd. A kalibralashoz sziikség van egy gyari (mlianyag) kalibracios lemezre, méretre
vagott sziirGpapir lapocskékra, sziir6- vagy vatta papirra, széles, vizhatlan ragasztdszalagra, egy egyenes ollora és
kevés vizre. A mérés utan a porométerbdl az adatokat RS232 kabelen keresztiil szamitogépre menthetjiik, amelyhez
elézoleg telepiteniink kell a letdltd szoftvert (2.1. abra).

A porométer legérzékenyebb része a méréfej, amely a kalibracios lemezre, illetve a levelekre csiptethetd. Ez
tartalmazza a paratartalom-méré feliiletet a celliban. Emellett talalhato egy mikrochip termisztor (miniatiir h6méro),
amely a cella hdmérsékletét méri, illetve a ,,csipesz” masik oldalan, egy hajlékony szilikongumi lapba dgyazva
egy masik termisztor, amely a levél homérsékletét méri. (A szilkongumi biztositja, hogy a levelet sériilés- és
légmentesen lehessen a mérdcellara szoritani.) Végiil, a fej tartalmaz még egy fénymérdpanelt is.

2.1. abra AP4 porométer ¢s tartozékai(a Delta-T Devices Ltd. engedélyével) (A) és a méréfej nyitott allasban (B)

2.1.1. A kalibralas

A mérés elott legalabb egy oraval nedvesitsiink meg egy elére elkészitett szlirGpapir lapocskat, majd két réteg
sz{r6- vagy vattapapir kozott itassuk le rola a felesleges vizet, majd ismételjiik meg ezt a 1épést még haromszor
friss (szaraz) feliiletek kozott. A kész lapocskat helyezziik ra a gyari kalibracios lemezre a 2.2. dbra szerint, majd
ragasszuk le a ragasztdszalaggal és vagjuk le a felesleges részeket. Az igy eldkészitett kalibralo lemez akar napokig
is tarolhato a milanyag tokjaban.
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2.2. abra AP4 porométerhez tartozo kalibralo lemez dsszeallitasa és a mérofej elhelyezése a lemezen. A. A mlianyag
kalibral6 lemez, B. A sziirGpapir csik elhelyezése a kalibralo lemezen, C. A méréfej elhelyezése a lemezen.

A késziilek bekapcsolasa el6tt varjuk meg, amig az felveszi a kdrnyez6 levegd homérsékletét. Kapcsoljuk be a
késziiléket, ellendrizziik az elem toltottségét €s a memoriat, allitsuk be a datumot és az iddt, majd valasszuk ki a
kalibracio iizemmodot. Mérjiik le a Iégkori nyomast, a kdrnyezd levegd paratartalmat és allitsuk be a mért értékeket.
A fej csipesz-részének kismértéki nyitasaval helyezziik el a kalibracios lemezt az els6 vagy a hatodik, majd az ezt
kdvetd poziciokba (2.2. dbra). (A kiilonbozd pozicidkban novekvo atmérdji furt lyukak talalhatok a lemezen.) A
kalibralé mérés elinditasa utan a késziilek belsd pumpdja segitségével a kiviilrol beszivott levegdt atnyomja a
szilikagéllel feltoltott oszlopon, majd a mérdcellat tartalmazo fejhez vezeté csdvon, végiil feltdlti a cellat
vizgézmentes levegdvel. Ezutan a megnedvesitett sziiropapirbol elparolgd vizgoz teliti a cellat a kalibrald lemez
furatain at és a gyarilag el6re beallitott érték elérésekor a késziilek ledllitja a mérést, kijelzi az integracios idot,
majd yjrainditja az egész folyamatot. Tovabbi beavatkozas nélkiil ez ismétlédik ciklikusan mindaddig, amig a két
egymast kdveté mérési ciklus kozott a kiilonbség megsziinik (vagy lecsdkken), tehat a kijelzett érték stabilizalodik,
amit a késziilék egy dupla sipolassal is jelez. Ekkor, tetszés szerinti ciklusszam utan leéllithatjuk a mérést és
tovabbléphetiink a kdvetkezd pozicidba. Az dsszes pozicid lemérése utan a késziilék kalibrald gorbére illeszti az
adatokat és amennyiben a beallitott paratartalom és hémérséklet értékek mellett kisebb a kiilonbség a gyari
értekekhez képest, mint 5 %, akkor elfogadjuk és atlépiink a mérési funkcioba. Amennyiben ennél nagyobb a
kiilonbség, akkor Ujra kezdjiik a kalibracios mérést, melyhez elegend6 csupan a kijelzon olvashaté dsszehasonlito
lista szerinti legrosszabb adatokhoz tartozo6 poziciokban ismételni.

2.1.2. A mérés

A levél formajanak megfelelden a porométerhez (AP4, Delta-T Devices, Cambridge, U.K.) kétféle mérdcellat
alakitottak ki: egy hosszu, keskeny és egy kor alaku cellat. A cellat tartalmaz6 mérdfejet gy rogzitjiik a levélen,
hogy annak szilikongumival koriilhatarolt része a levéllemez kivalasztott szegmensét teljes egészében lefedje a
megfeleld oldalon (2.3. abra). Egy-egy mérésnél tehat erre a kis levélfeliiletre jellemz0 értéket mérjiik. A levelek
azonban eltérd fejlettségiick, arnyékolhatjak egymast €s kiillonboz6 mértékben lehetnek érintettek a kornyezeti
stresszhatdsok altal. Ezért az egész novényre, illetve levélre jellemzo érték eléréséhez célszerii tobb pozicidban, a
sztomak eloszlasanak fliggvényében az alsé és felsd epidermiszen is megismételni a mérést, melyet késbb
atlagolunk. A mérés inditasa utan ugyanaz torténik, ami a kalibraci6 soran és minden automatikus mérési ciklus
utan leolvashatok az aktualis adatok az elézbleg beallitott mértékegységben. A késziilék tehat addig ismétli a
ciklusokat ebben az tizemmodban is, amig a stabilnak tekinthetd, egymast6l nem vagy alig kiilonb6z6 értékeket
(melyek elérését itt is dupla sipolas jelzi) el nem fogadjuk és a ciklust le nem allitjuk. A mérés soran leolvashato
a cella és a levél homérséklete kozotti kiilonbség, mely nem lehet tobb 1°C-ndl, bar a késziilék korrigalja a
kiilonbséget. Ennek érdekében varjuk meg, mig a homérsékletek kiegyenlitddnek. Eltarolas eldtt megjegyzést
fiizhetiink az adathoz (pl. klorotikus levélszegmens), majd a fejbe épitett fénymérd segitségével, melyet a levél

crer

foton m2 s7]) értékeét is.

http:// www.renderx.com/



:

Porometria: a transpiraciéo mérése

2.3. abra AP4 porométer mér6fejének elhelyezése a levélen a transpiracio levél fonakjan végzett méréséhez

A mért adatok atlagolasanal iigyeljiink arra, hogy tobb ndvényen végzett mérések esetén, csak azonos pozicioban
talalhato leveleket atlagoljunk. Laboratériumban nevelt ndvények esetén, ahol a kornyezeti tényezok stabilak, az
alacsony szoras €s a statisztikailag szignifikans kiilonbségek eléréséhez elegendd lehet 9 atlagolhaté adat, de a
szabadfoldi mérések esetén ennél joval nagyobb adatmennyiségre van sziikség.

Az AP4 porométer mikroprocesszorral vezérelt miiszer, ami lehetévé teszi, hogy a kalibralast nem kell a kdrnyezeti
tényezok kis megvaltozasa esetén is ujra elvégezni, hanem automatikusan korrigalja a mért adatokat. Ennek ellenére
mégis sziikség van ismételt kalibralasra, ha a hdmérsékletvaltozas meghaladja az 5 °C-t, vagy megvaltozik a levegd
paratartalma az eléz6leg beallitott értékhez képest. 80% relativ paratartalom felett a mérés bizonytalanna valik, a
porométer hasznalata csak ez alatt az érték alatt javasolt.

2.2. Feladatok

Kalibraljuk a késziiléket! Mérjiikk meg az uborka levelének transpiraciojat (sztoma konduktanciajat vizgézre nézve
a transpiracio és a sztdoma konduktancia nem azonos) mmol H,O m?s-1 egységekben, mind a levél szinén, mind
a fonakan. Atlagoljuk az adatokat és szamitsuk ki a szérast! A méréshez kontroll, vashianyos és kadmiummal
kezelt novényeket hasznaljunk. Magyarazzuk meg a kiilonbségeket a vashidny és a Cd vizhaztartasra gyakorolt
hatasa alapjan!
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3. fejezet - Infravoros gazanalizis

szerz6: Dr. Fodor Ferenc

A ndvényi gazcsere vizsgalatanak egy masik eszkdze az infravords gazanalizis (angolul infra red gas analysis,
IRGA). Ez a modszer azonban nem csupan a levelek vizleadasat, hanem a fotoszintetikus szén-dioxid fixaciot,
illetve a 1égzési szén-dioxid leadasat is képes mérni. S6t, ezeken tal, mérni lehet vele a levegd (gaz) minta kén-
dioxid, nitrogén-oxid, ammonia és szén-monoxid koncentraciojat is. Ennek koszonhetden az IRGA az dkofiziologiai
meérések fontos eszkoze.

A 800 nm feletti, infravords fény elnyelése az egyes gdzok esetében jellegzetes abszorpcids spektrumot mutat,
amit az elektromos toltések egyenlétlen eloszlasa, vagyis a dip6lus momentum okoz a molekuldkban. Ezeket a
molekulakat az infravords sugarzas gerjeszti. Csak olyan gazok képesek erre, amelyek molekulai kiilonb6zo
atomokbol épiilnek fel, vagy amelyek tobb mint két azonos atombdl allnak. Ez utdébbiak ugyanis szintén dipdlus
momentumra tehetnek szert azaltal, hogy az atomjaik hol kozelednek, hol pedig tavolodnak egymastdl, vagyis
oszcillalnak. Ilyen gazra példa a harom oxigén atombol all6 6zon, amelyben a két-két oxigén kozti tavolsag
valtakozo, ezaltal id6legesen pozitiv és negativ polus alakul ki a molekuldkban. Ennek megfelelden a két azonos
atombol all6 gazok inszenzitivek az infravords sugarzasra, mert bar molekuldikban az atomok tavolsaga valtozhat,
de nem valtozik a toltéseloszlas. Ilyen gaz pl. az oxigén, a nitrogén vagy a hidrogén.

3.1. Az infravoros gazanalizator

Az infravoros gazanalizator elvi felépitéséta 3.1. dbra mutatja. A késziilék négy gdzkamrabol all. Az 1. és I1. kamra
inkabb tekinthetd csének, amelyen a referencia, ill. a mérd gazaram halad at. A referencia gadzdram ismert, alland6
Osszetétell gaz adott sebességgel torténd aramoltatasat jelenti, amelyet egy gazpumpa biztosit, s egy rotaméter
(gdzaramlas mérd) segitségével mériink, illetve szabalyozunk. A mérend6 gazt ugyanilyen sebességgel aramoltatjuk
at a masik oldalon. Az elébbi kamrak alatt helyezkedik el a III. és IV. kamra, amelyek zartak és azzal a gazzal
vannak feltdltve, amit mérni szeretnénk. E két utobbi kamrat egy membran valasztja el egymadstol, amely
alaphelyzetben — amikor a két kamraban azonos a gdz nyomasa — semelyik irdnyban sem domborodik ki. Az
infravoros fényforrasbol szdrmazé és a mérendd gaznak megfeleld hullamhosszu sugéarzas egyenletes eloszlatasat
a referencia- és a mér6 oldal kozott egy forgd korong biztositja, amely azonos ritmussal szakitja meg a sugarzast
mindkét oldalon. A mérés soran a referencia- és a mérd kamraban dramlé gdzkeverékben a vizsgalt gdz molekulai
koncentraciojuknak megfeleld mértékben elnyelik az infravords sugdrzast, amelybdl igy kevesebb jut at az alséd
kamrakba. Az ezekben 1év6 gdz nyomasat az odaérkezo sugarzas a zart térben megnoveli. A két gazkorben mérhetd
gazkoncentraci6 kiilonbséget az alsé kamrak kozti membran a nyomaskiilonbségnek megfeleld alakvaltozasa jelzi,
amelyet jelerdsités utan analdg vagy digitalis kijelzén olvashatunk le.
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3.1. abra Az infravoros gazanalizator egyszertsitett modellje és miikodésének vazlata. (I. mérd gazkamra, I1.
referencia gazkamra, I1I-IV. a mérend6 gazzal feltoltott, zart gdzkamrak)

Az IRGA segitségével a gyakorlatban megmérhetiink gazmintakat, melyeket a kornyezetben gy(;jtottiink be, de
megmérhetjiik egy-egy novény, vagy csupan egy levélrészlet gazcseréjét is. A mérés menetét egy laboratériumi
(nem szallithato) késziiléken, az ADC 225 MK3 tipusu infravords gazanalizatoron mutatjuk be, amelyet szén-
dioxid mérésére allitottunk be.

3.1.1. ADC 225 MKS3 tipusu infravoros gazanalizator

3.2. abra ADC 225 MK3 infravords gazanalizator

A mérés fentebb olvashaté elvét szem el6tt tartva a késziilékben az 1. és II. gazkamra tovabbi két részre oszthato.
A referencia gazkorben az 1. kamra egy 98 és egy 2 %-0s, a méré gazkorben a II. kamra egy 95 és egy 5 %-os
szeparalhato szakaszbol all. Ezek a szakaszok egyiitt és kiilon is tizemeltethetok tigy, hogy szilikoncsovekkel kotjiik
Ossze Oket. A késziilék egy pumpa segitségével a kdrnyezetében talalhato levegdt be tudja szivni és athajtani egy
adszorbenssel (CaO/NaOH) toltott tivegesovon. Az adszorbens megkoti a levegdbdl a szén-dioxidot, igy ennek
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segitségével a gazkamrakon szén-dioxid mentes gazt tudunk atdramoltatni. A kamrak szakaszolasara ¢s a szén-
dioxid mentesitésre a késziilék kalibralasakor van sziikség.

3.1.2. Gazkeverék szén-dioxid koncentraciéjanak mérése

1. Kapcsoljuk be a késziiléket a ,,Power On” gomb segitségével, legalabb egy 6raval a mérés el6tt, majd kapesoljuk
a mérésmod valaszto kapcsolot ,,ABS” allasba.

2. Allitsuk be a 3.8.A abran lathato osszekottetést szilikoncsovekkel ugy, hogy a szén-dioxid mentesitett levegd
athaladjon mind a referencia gazkoron, mind pedig a méré gazkoron, a kamrak teljes hosszaban. A késziiléken
most tehat nem halad at szén-dioxid, igy beallithatjuk a ,,0” értéket a ,,zero control” gombbal.
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3.3. ébra ADC 225 MK3 infravérés gézanalizétor mérc’ikamréinak kapcsolasi rajza gézelegyek C02

crer

Ismert (kahbralaskor) és 1smeretlen Osszetételd gazelegy mérése CO,-mentes levegdvel szemben.

3. Allitsuk at a gazkamrak kapcsolasat a 3.3.B 4bra szerint. Igy a szén-dioxid mentesitett leveg6 athalad a referencia
gazkor teljes hosszan, majd tovabbhalad, és ataramlik hosszabbik méré kamran (amely a teljes szakasz 95%-at
teszi ki). Vezessiink at ismert dsszetételi (300-500 ppm CO, tartalmu) gazkeveréket a rovidebb mérdkamran
(vagyis a teljes hossz 5%-an). A két gazkoron a gazaram sebességét azonosra kell beallitani a rotaméter segitségével.
Végiil allitsuk be a megfeleld értéket a ,,SPAN ABS” gomb segitségével.

4. Cseréljiik ki az ismert dsszetételli gazt tartalmazé palackot a mérni kivant gazt tartalmazo tartalyra. (Tehat a
mérendd gaz is csupan a mérékamra 5%-an halad at.) Majd olvassuk le a mért értéket. A ,,Power on” gomb mellett
talalhato ,,A-B kapcsold” segitségével méréstartomanyt valthatunk. ,,A” esetben 0-500 ppm, mig ,,B” esetben 0-
1000 ppm kozott olvashatjuk le a kijelz6 alsé skalajan lathato értéket.

3.1.3. Levelek CO, leadasanak, illetve elnyelésének
mérése
1. Allitsuk at a mérésmod valasztd kapcsolot ,,DIFF” allasba.

2 Allitsuk be a 3 3. A abran la'lthat(') ésszekéttetést ugy, hogy a készﬁléken (illetve a névény k(')rnyezetén)
gazkoron, mind pedlg amérd gazkoron, a kamrak teljes hosszaban. A késziiléken most tehat nem CO,-mentes gaz
halad at, de a referencia és méré gazkor kozott nem lehet kiilonbség, hiszen azonos Osszetételii gdz, azonos méretii
kamrakon megy at. Az igy leolvashato érték a kijelzo felsé skalajan nulla kell legyen. (Ha kis eltérés mutatkozik,
beallithatjuk a ,,0” értéket a ,,zero control” gombbal.)
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3.4. abra ADC 225 MK3 infravords gazanalizator mérékamrainak kapcsolasi rajza gazelegyek CO,
koncentraciojaban torténd valtozasok mérése¢hez: kalibralas. A. A ,,0” érték beallitasa kiindulasi gazelegy (levegd)
ataramoltatasa soran. B. A referencia-érték beallitasa kiindulasi gazelegy (levegd) ataramoltatasa soran.

3. Allitsuk 4t a gazkamréak kapcsolasat a 3.4.B 4bra szerint. gy a mérd gazkor rovidebb, 5%-os szakaszan szén-
dioxid mentesitett levegd halad at, mig a referencia gdzkor teljes hosszan, majd tovabbhaladva a mérdé kamra
hosszabb, 95%-os szakaszan tavozik a késziilekbol. Az el6z6 1épésben alkalmazott gazkeverék szén-dioxid
aval csokken a mérékamra hossza, ez ilyen aranyban csokkenti a mért értéket. Abban az esetben ha mondjuk az
alkalmazott gaz 400 ppm CO,-ot tartalmaz ez azt jelenti, hogy a kiilonbség 20ppm-nek felel meg. Ezért allitsuk
be ezt az értéket a ,,SPAN DIFF” gomb segitségével. Ezzel a késziilék mind pozitiv (képz6dés), mind negativ
(elnyelés) iranyba mérni képes a CO, koncentracid valtozasat a kiindulasi gazkeverékhez képest. A ,,Power on”
gomb mellett talalhatd ,,A-B kapcsolo” segitségével méréstartomanyt valthatunk. ,,A” esetben —25 és +25 ppm,
mig ,,B” esetben —50 +50 ppm kozott olvashatjuk le a kijelzd felsd skalajan lathatd értéket.)

4. Végiil allitsuk be a 3.5. abra szerint ugy a gazkamrak kapcsolasat, hogy a referencia és a méré gazkor kozott a
levegd (gazkeverék) egy zart mérdkiivettan is athaladjon. Ebbe a mérdkiivettaba helyezhetjiik el a vizsgalt levélbol
kivagott darabot. Igy a két gazkor teljes hosszan athalad a levegd, eldszor a referencia koron, majd a levélmintat
tartalmazo kiivettan, végiil a mérd koron. A gazaram hosszusagara valo tekintettel kiilondsen figyelni kell arra,
hogy a pumpak és a rotaméter segitségével mindkét gazkoron azonosra allitsuk a gaz aramlasi sebességét.
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3.5. abra ADC 225 MK3 infravords gazanalizator mérokamrainak kapcsolasi rajza a levegé CO, koncentraciojaban
levélkorong gazcseréje hatasara bekovetkezd valtozasok méréséhez.

A levélszovet szén-dioxid leadasanak vagy felvételének méréséhez attdl fiiggben, hogy milyen levélrdl van szo,
mennyi ideig akarunk mérni, illetve akarunk-e kezelést alkalmazni, eltér6 modon vesziink mintat. A levélszovet
gazcseréjének az adott fizioldgiai allapotban torténd gyors méréséhez vagjunk dugdfiroval egy 2 cm atmérdja
korongot vagy flifélékbol egy vagy tobb 2 cm hosszisagu darabot. Tegyiik a mintat a mérékiivettaba és zarjuk le
légmentesen. Inditsuk el a pumpat, majd ellendrizziik és allitsuk azonosra a két gazkoron a gazaram sebességeét.
Vilagitsuk meg a szévetdarabot a kivant intenzitasu fénnyel és olvassuk le a maximalis értéket a kijelz6r6l. A
megvilagitd fény lehetdség szerint fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PAR) legyen és intenzitasa az adott névényre
nézve érje el a telitési fényintenzitast, vagyis azt az értéket, amely a maximalis fotoszintetikus aktivitast biztositja.
Ilyen beallitasok mellett azonban csak par percig mérhetiink, mert a szovetdarab kiszarad. A mérend6 névénymintat
kozvetleniil a neveldkamrabol vegyiik, nehogy a laborban t6rténd tarolas soran bekdvetkezo fény, paratartalom
stb. valtozas hatdsara megvaltozzon a sztomak nyitottsaga. Ugyeljiink a sztémamiikddés napi ritmusara is: a mérést
célszerii a délelotti orakban elvégezni. A mérés utan a szovetminta feliiletét meg kell hatdroznunk.

A mérdkiivetta egyéb vizsgalati lehetoségeket is biztosit. Ha a mérendd levél elég nagy, akkor vaghatunk a kiivetta
teljes korfeliiletének megfeleld méretii korongot. Ez rdgzithetd igy a kiivettaban, hogy az alsé és a felsé epidermisz
feletti 1égtér szeparalt maradjon. fgy a levegd (gaz) aramot be lehet ugy kotni a kiivettaba, hogy a levélnek csak
az also vagy csak a felsd oldalan torténd gazcserét mérjiik. A levélkorong vagott keriilete ilyenkor egy folyadékkal
telithetd, zart csatornaba illeszkedik, amelyen keresztiil tapoldatot lehet keringtetni, ezzel biztositva a levél
vizellatasat vagy esetleg kiilonb6z6 hatéanyagokkal torténd kezelését. Ilyen esetben a mérés idotartama sokkal
hosszabb is lehet.

A levélszovet szén-dioxid leaddsat vagy elnyelését a ppm-ben leolvasott érték, a gdzaram sebessége és a szovet
feliiletének figyelembe vételével feliiletegységre vonatkoztatva szamithatjuk ki.

3.2. Feladatok

srer

srer

A méréshez kontroll, vashianyos és kadmiummal kezelt ndvényeket haszndljunk. Magyardzzuk meg a kiilonbségeket
a vashiany és a Cd anyagcserére gyakorolt hatasa alapjan!
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4. fejezet - Radioaktiv izotopok
alkalmazasa a novényélettani
kutatasokban

szerz6: Dr. Szigeti Zoltan

4.1 Egyes alapfogalmak diéhéjban

Miel6tt a cimben jelzett téma targyalasara ratérnénk, eldszor kémiai tudasuk felfrissitéseként, emlékeztetoként a
radioaktivitassal Osszefliggd néhany alapismeretet kell rdviden tisztaznunk, melyek az izotopokkal végzendd
munkahoz, annak megértés¢hez sziikségesek.

Az elsé az, hogy mik azok az izotépok? Az izotopok az elemek olyan atomjai, melyekben a protonszam azonos, a
neutronszam kiilonb6zo, azaz az izotopok azonos rendszamu, de elterd tomegszamu atomok. A radioaktivitas adott
rendszamt és tomegszamu atommagok azon tulajdonsidga, hogy spontan sugarzas kibocsatasa kozben a
tomegszamuk, a rendszamuk vagy a magenergiajuk valtozik. A radioaktiv sugarzasnak 3 fajtajat kiilonboztetjiik
meg: az o-, B- és y-sugarzast. A radioaktivitas mértékét az aktivitas fogalmaval jellemezziik. Az aktivitas az
iddéegységre esé magbomlasok szama (a bomlas sebessége). Mértékegysége a Bq (becquerel) 1 Bq = 1 bomlas s
Megkiilonboztetjiik a specifikus aktivitas fogalmat is, ami nem mas, mint tdmegre, molra, térfogatra vonatkoztatott
aktivitas (Bq g'l ,Bq mol’!, Bq cm'3). A radioaktiv elem bomlasi valosziniiségét a felezési idovel (t;,,) jellemezziik.
Ez az az id6, amely alatt az aktiv atommagok szama a kezdeti érték felére csokken.

4.2 Radioaktiv izotopok, mint a biolégiai
nyomjelzés eszkozei

A radioaktiv izotopokkal torténd nyomjelzés kémiai, majd orvosi, bioldgiai, biokémiai alkalmazéasainak
kidolgozasaban, s ezaltal egy 0j tudomanyag, a nuklearis medicina létrehozdsdban uttoérd szerepe volt Hevesy
Gyorgynek (1885-1966), aki eziranyu kutatasaiért 1943-ban kémiai Nobel-dijat kapott. Hevesy 1923-ban az é16
szervezet szamara nem specifikus Pb, Th és Po izotdpokat juttatott be kisérleti allatokba. 1935-ben mar az €16
szervezetekben is el6forduld P egyik izotopjaval jeldlt bizonyos folyamatokat.

A nyomjelzés célja megegyezik a kémiai indikatorokéval, azaz a nyomjelz6 radioaktiv anyagok egy allapotot,
vagy egy folyamatot jelolnek, ugy, hogy a vizsgalni kivant jelenséget, folyamatot 1ényegében nem befolyasoljak,
de arrdl bizonyos informaciot nytjtanak. Az izotdpos nyomjelzés egyik nagy elénye az érzékenység, a masik az,
hogy az izotop, mint jelzé anyag akar a vizsgalandé reakcioban részt vevo partner is lehet. Az izotdp legtobbszor
csak radioaktiv sugarzo mivoltaban kiilonbozik a stabil elemtdl, mas 1ényeges tulajdonsagaban nem.

A radioaktiv elemeknek — nyomjelz6 tulajdonsagaikat figyelembe véve — harom 6 felhasznalasi teriilete van:

1. Lokalizaci6 vizsgalata, mivel a sugarzas a radioaktiv elem atommagjainak bomlasakor egy jol meghatarozhat6
helyrél emittalodik.

2. Mennyiségmérés, mivel a sugarzas mértéke a radioaktiv elem mennyiségévei aranyos.
3. Iddmeghatarozas, mivel a radioaktivitas az idovel aranyosan valtozik.

A lokalizacio céljabdl torténd izotopalkalmazés jelentheti valamely izotoppal jelolt anyag, vagy prekurzor

s

vérkeringés). Novényi vonatkozasban ilyen tipusu alkalmazas az ionok gyokéren, hajtason beliili, vagy akar
szovetek, sejtek kozotti eloszlasanak, lokalizacidjanak vizsgalata.
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A mennyiségmérésre az izotophigitasos analizis néhany esete nyujt szemléletes példat. A higitasi elv lényege,
hogy a zart rendszerben levd izotop Osszaktivitasa nem valtozik azzal, hogy az inaktiv kdzeg, a hordozok mennyisége
megvaltozik, specifikus aktivitdsa viszont igen. A specifikus aktivitds valtozasa lesz az aktiv/inaktiv
anyagmennyiségek aranyanak mértéke. Ennek az elvnek az alapjan lehet példaul zart rendszerekben térfogatot
meghatarozni, fazisok kdzotti ioncserét vizsgalni. Nyitott rendszerekben — és ilyenek a bioldgiai rendszerek is —
azun. dinamikus izotophigitds modszerével hatarozhatdé meg az akkumulacio, a kiiiriilés, a turnover, valamely tér,
kompartment térfogata, vagy egy folyadék atfolyasi sebessége.

Iddmeghatarozésra azt a példat emlithetjiik, amikor egy vegyiiletet in vivo jelzetté tesziink és a ndvény valamely
szervében bekovetkezo fokozatos aktivitdscsdkkenésbdl kovetkeztetiink az adott anyag atlagos bioldgiai élettartamara
az adott szervben. Az aktivitas csokkenése a vegyiiletnek az adott szervezetben, szervben torténdé metabolizmusa,
kitiriilése kovetkeztében fellépd bioldgiai felezésén, valamint a radioaktiv izotdp fizikai bomlasan alapul. E két
folyamatot egyiittesen jellemzi a tényleges felezési id6 az alabbi Osszefliggés szerint:

ahol Tya fizikai, Ty, a biologiai, T a tényleges felezési id6.

Az idomeghatarozas egyik specialis esete a kormeghatarozas. A természetben el6fordulod radioaktiv izotopok
lehetéséget adnak arra, hogy valamilyen régen elhalt él61ény halalanak idopontjat megallapithassuk. Az adott 1ény
anyagcseréje ugyanis a halal idépontjaban leall, tobb radioaktiv anyag nem jut mar szervezetébe a kdrnyezetbdl,
a benne 1évok bomlasa azonban idében allanddan tovabb zajlik. Tehat az aktivitas csokkenésébdl az anyagesere
leallasanak idépontja kiszamithato. Legtobbszor ezt a 1¢C tartalom alapjan mérik, mely modszert radiokarbonos
kormeghatarozasnak nevezik. A 2¢c/Mc arany a természetben ¢és igy az éldlényekben is életiik soran tobbé-kevésbé
allando, 12 : 1. Az ¢lélények elhaldsa utan ez az arany eltolodik, mert a 14C bomlik. A modszer kb. 10-12 ezer
éves korig terjedden alkalmazhato, bar nem tilsagosan pontos, mert a 1égtér ¢ koncentracidja a valdosagban nem
allando és a levegd !¢ tartalmanak pontos meghatarozasa sem egyszert.

Biologia kisérletekben nem ritka, hogy sziikség van sugarzo radioaktiv anyagokra. Itt most nem a diagnosztikai
vagy terapids célu alkalmazédsokra gondolunk, hanem kifejezetten a nyomjelzésre, azaz arra, hogy megtudjuk,
valamely anyagbo6l mennyi és hol van. Novényélettani, ndvénybiokémiai kutatadsok soran is gyakran alkalmazzak
ezt a modszert, els6sorban akkor, ha nem all rendelkezésre mas, kelloképpen érzékeny analitikai technika valamely
funkcid, vagy lokalizacid vizsgalatara. Elég csak arra a tankonyvi esetre utalni, ami a fotoszintetikus CO, fixacid
és redukcid utjanak feltarasat irja le M. Calvin és munkatarsainak munkassaga alapjan. Ennek lényege, hogy
radioaktivan jelolt H14CO3'—t alkalmazva vizsgaltak egysejtli zoldalgdkban a fotoszintetikusan megkotott,
radioaktivan jeldlt C utjat, s egy nagyon otletes kisérletben megallapitottak, hogy a CO, fixacio elso stabil terméke
a glicerinsav-3-foszfat, melynek karboxilcsoportjaban volt a radioaktiv jelolés. Ennek segitségével tartak fel a
késébb Calvin-ciklusnak elnevezett folyamat részleteit is.

4.3 Az izotopvalasztas szempontjai

Radioaktiv izotopokat csak akkor kell alkalmazni, ha az adott feladat mas, inaktiv modszerrel nem oldhaté meg.
A radioaktiv anyagok alkalmazasdnak erdltetése ugyanugy indokolatlan, mint az izotopoktol valo félelem. A
megfeleld izotop kivalasztasa azonban alapos megfontolast igényel. Figyelembe kell venni ugyanis az izotop
felezési idejét, a bomlas soran keletkez6 termék atom milyenségét, valamint az izotop detektalhatdosagat és az
esetleges sugarhatast.

A biologiai kisérletekben altalaban hasznalt izotopok esetében a felezési id6 rovidsége ritkan okoz problémat, mert
hiszen példaul a '*C felezési ideje 5568 év, a *H-¢ 12,26 év, a >2P-¢ 14,3 nap, a °'I-¢ 8,04 nap, a **Na-é 15 ¢ra.
Ha a felezési id6 nagyon rovid, akkor hosszabb idejii kisérlet nem végezhetd, vagy a kiinduld aktivitast kell
megndvelni. Egyes izotdopok esetében azonban problémat okozhat, hogy bomlasuk eredményeként az azokat
tartalmazé molekuldk az ¢16 szervezetben funkcidképtelenné, sét mérgez6 hatasava alakulhatnak és
felhalmozodhatnak. Ilyen példaul a béta-bomlassal jard 32p_,329 4talakulas, melynek kovetkezményeként pl. a
nukleinsavak szerkezetében keletkezhet zavar, mivel a magatalakulas kovetkeztében kémiai kotések szakadhatnak
fel. Ha a detektalhatosag szempontjat vessziik figyelembe, akkor a *H - béta-sugarzasanak kis energiaja miatt -
csak folyadékszcintillacids rendszerben detektalhato. Mivel a bioldgiai mintak tulnyomo tobbsége vizes kozegil,
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bennilk a nagyobb béta-energiaval rendelkezé 1C és 33S mérése a viz erés kiolto hatisa miatt még
folyadékszcintillacios rendszerrel sem egyszerd.

Az aktivitas ésszerli megvalasztasahoz a kisérlet id6tartamaval sszefiiggésben harom szempontot kell figyelembe
venni: az egyik az, hogy a mintaban az aktivitas csokkenését nemcsak a bomlas, hanem az esetleges metabolizalodas
is elosegitheti. Masik fontos szempont, hogy az izotopok sugérzasa ne okozzon sugarkarosodast. Novények esetében
példaul egy gyors anyagfelvételi vizsgalathoz 32p_bol 74 kBq/1 aktivitasu tapoldat elegendd. Arpaval végzett
kisérletekbdl kitlint, hogy 370 kBq/l aktivitds esetén mar csdkkent a gydkérzet sulya, 3.7 MBq/1 aktivitas
alkalmazasakor pedig kromoszémaaberraciok voltak megfigyelhet6k, részben magatalakulasok, részben pedig a
DNS altal elnyelt sugarzas hatasa kdvetkeztében. Harmadik, ugyancsak praktikus szempont az izotdp vegyiiletek
ara, ami kiilondsen specialisan jeldlt szerves molekulak esetében rendkiviil magas is lehet.

4.4 A radioaktiv sugarzas meérése

Hogyan tudjuk detektalni a radioaktiv sugarzasokat? A radioaktivitas detektalasanak alapja a sugarzasoknak az
anyaggal vald kolcsonhatasa. Bioldgiai mintak esetében leggyakrabban B-sugarzoé izotopokat hasznalunk melyek
kimutatasdhoz a szcintillacios méréstechnikat, vagy ha a sugarz6 anyagnak a mintaban valo eloszlasat akarjuk
detektalni, akkor az autoradiografia kiillonboz6 tipusait alkalmazzuk. A radioaktiv mintak mérésekor barmilyen
késziilékkel is dolgozunk, nem tudjuk az aktiv magok bomlasanak szamat, tehat az aktivitast 100%-os hatasfokkal
meghatarozni. Amit barmilyen mérékésziilékkel, szamlaloval is mériink, azt beiitésszamnak nevezziik. A belitésszam
tehat nem mas, mint az idéegység alatt szamlalt részecskék szama. Jelolése cps = belitésszam egy masodperc alatt,
illetve cpm = beiitésszam egy perc alatt).

Az aktivitas szcintillacios meghatarozasanak az alapja az, hogy a radioaktiv sugarzas kinetikus energiaja bizonyos
anyagokban, azokkal kdlcsonhatasba 1épve, molekulaikat gerjesztve bizonyos hatasfokkal fényenergiava alakul
at, a gerjesztett allapot megsziinésekor a felszabaduld energia fényfelvillanasban realizalodik. Az ezzel a
tulajdonsaggal rendelkez6 anyagokat szcintillatoroknak, az ilyenkor bekdvetkez6 fénykibocsatast, felvillanasokat
pedig szcintillacidbnak nevezziik. Ezek a fényfelvillanasok — melyek szama aranyos a mérendé minta
radioaktivitasaval — egy célszertien kialakitott mérdrendszerrel megszamlalhatok, a minta aktivitasa tehat mérhetd.
A szcintillator anyaga lehet szilard vagy folyékony. Biologia mintak mérésére altalaban legalkalmasabb a
folyadékszcintillacios méréstechnika.

4.5 A folyadékszcintillaciés méréstechnikarél
roviden

A radioaktiv anyag altal kibocsatott részecskék, energiajuktol fliiggden egy szerves oldoszer molekulait gerjesztik,
mely gerjesztett molekulak energiajukat vagy egy foton formajaban adjak le, vagy atadjak azt egy masik, az oldatban
jelenlévé molekulanak, igy az valik gerjesztetté. A molekula ebben a masodik 1épésben is foton formajaban adja
le a gerjesztési energidjat. Az emittalt fotonok szdma fligg az emittalt radioaktiv részecskék altal gerjesztett
molekulak szamatol. A fotonok egy fotoelektronsokszorozoban gyiilnek Ossze, amely azokat elektromos
impulzusokka alakitja. A kiilonbdz6 tipust ionizald sugarak kiilonb6z6 hatékonysaggal képesek fotonemissziot
kivaltani. A relativ fotonhozam negativ B-sugarzo részecske esetében 1,00, a proton esetében 0,20-0,50, mig o-
részecske esetében 0,08-0,12. Mindez megszabja, hogy mely sugarzasfajtat lehet folyadékszcintillacios technikaval
a legjobb hatasfokkal detektalni.

A folyadékszcintillacios folyamatban az energiaatadas el6szor az aromas oldoszerrdl a primer szcintillator anyagra
torténik, amely olyan hullimhosszon emittal fotonokat, amit a detektor érzékelni tud. Ha ennek lehetésége nem
all fenn, akkor olyan tovabbi anyagoknak alkalmazasara van sziikség, melyek a primer szcintillator altal kibocsatott
fény spektrumat a detektor érzékenységéhez illesztik. Ezt szekunder oldott anyagokkal lehet elérni. Ezek az anyagok
az emittalt fény spektrumanak a fotoelektronsokszorozé érzékenységével nagyobb atfedését biztositjak, jobb
hatasfokt detektalast tesznek lehetévé. Ezeket a szekunder oldott anyagokat a primer szcintillatorhoz képest
altalaban 1/20 koncentracioban alkalmazzak.

A mérés hatasfokat ndvelni lehet a méréedénynek a detektorokhoz viszonyitott helyzetének valtoztatasaval is. A
szcintillacios oldatb6l minden iranyba torténik fotonemisszid, a méréshez ezeket 6ssze kell gytijteni, s a detektorra
kell iranyitani a nagyobb hatasfok eléréséhez.
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Tekintettel kell lenni arra, hogy a mérérendszerben ne legyen olyan hatas, ami a szcintillaciot elnyeli, és igy a
radioaktivitas meghatarozasanak hatasfokat csokkenti. Az ilyen n. kioltast eredményezd hatasok alapvetden két
csoportba sorolhatok: 1. a szinkioltas, amelynek soran bizonyos pigmentek elnyelik az emittalt fotonokat, 2. a
kémiai kioltas, amikor az oldatban jelenlévo esetleges szennyez6 anyagok okoznak csokkenést a mérendd fotonok
szamaban, azaltal, hogy eltéritik a fotonokat a kivant iranytol.

Ha egy t6ltott részecske gyorsabban halad valamely kdzegben, mint amekkora sebességgel a fény halad at az adott
kozegen, akkor a spektrum kék tartomanyaban emittalt in. Cserenkov sugarzas keletkezik. Ez a sugarzas is alkalmas
lehet bizonyos esetekben a radioaktivitds meghatarozasara. A modern folyadékszcintillaciés méréberendezések
alkalmasak a Cserenkov sugarzas detektalasara. A mérés hatasfoka azonban lényegesen kisebb, mint normal
szcintillacios mérés esetén, hiszen csak a kiiszob energiat meghaladd részecskék képesek a fényimpulzusok
kivaltasara, ezért j6 hatasfokkal csak az 1 MeV energianal nagyobb maximalis béta-energiaji nuklidok mérésére
alkalmazhat6. Elonye viszont, hogy nem kell esetenként draga szcintillacios koktélt alkalmazni.

4.6 Az izotopokkal végzendé munka biztonsagi
eldirasai

Radioaktiv izotopokat csak akkor célszer(i hasznalni, ha az adott feladat mas, inaktiv modszerrel nem oldhatd meg.
A nyitott radioaktiv készitményekkel kapcsolatos valamennyi munkafolyamatot csak olyan munkahelyen szabad
végezni, ahol, egyrészt biztositva van a sugarzasok elleni védelem, masrészt a munkahelyek specialis kialakitasa

V4

Az izotoplaboratériumokat harom csoportba lehet sorolni, attél fiiggéen, hogy milyen izotépokkal, milyen
aktivitasokkal dolgoznak benniik. Mindez meghatarozza a labor kialakitasat, felszereltségét, az alkalmazando
veédofelszereléseket, stb. A nyitott radioaktiv készitményekbdl eredd sugarveszély a radionuklidok fajtajan és
mennyiségén kiviil fiigg annak fizikai és kémiai tulajdonsagaitol, valamint az elvégzendd miiveletek jellegétol.
Az A tipusu laborban a veszélyesnek besorolt izotopok nagy aktivitasat is lehet alkalmazni ennek megfeleld,
szigoru biztonsagi el6irasokkal. A B tipusu laborban kdzepes szintii lehet a veszély, itt kozepesen veszélyes izotopok
meghatarozott mennyiségével lehet dolgozni. Novényélettani, novénybiokémiai vizsgalatokra, a leggyakrabban
alkalmazott *H, *C, *?p, ®°Rb izotopokkal torténé munkahoz a legegyszeriibb, a C tipust izotdplaboratérium is
megfeleld. A C tipust izotoplabor egy jol felszerelt kémiai labor, amelyben a felhasznalhatoé izotopok kis
veszélyességiick és az aktivitas alacsony. A laborban a feliileteknek hézagmentesnek és dekontaminalhatonak kell
lenni. A laborban jol mikodo elszivassal rendelkezd vegyi fiilke, ezen kiviil 1abbal nyithatd, miianyag zsakkal
bélelt fém hulladéktarolo sziikséges. A csaptelepek csak konyokkel nyithatok lehetnek. A kézmosonal tiikor megléte
sziikséges, a kéz szaritasahoz csak papirtoriilkozot, vagy elektromos kézszaritot lehet hasznalni. Az izotopok
tarolasahoz zarhato és arnyékolt tarold (trezor) kialakitasa sziikséges, ami lehet szabadon 4llo, vagy falba épitett.
A munkéhoz egyéni védofelszerelés sziikséges. A C tipusu laboratoriumban ez legalabb kopeny, valamint
veédokesztyli viselését jelenti. Tovabbi eldirasokat a vonatkozo6 rendeletek és szabvanyok tartalmaznak, melyek
meghatarozzak, hogy milyen szennyezettségméro eszkdznek kell rendelkezésre allni, valamint azt, hogy az esetleges
radioaktiv szennyezddések eliminalasahoz milyen dekontamindcios alapkészlettel kell a labornak rendelkezni. Az
izotoplaborban dolgozoknak rendszeres orvosi ellendrzésen, és sugarvédelmi tovabbképzésben kell részt venni.

Barmely tipusu laborban rendelkezésre kell, hogy alljanak a sugarvédelem olyan eszkdzei, mint béta-sugarzoé izotop
haszndlata esetén a plexilemez, vagy gamma sugarzas esetén a megfeleld vastagsagu o6lomvért. Valamennyi
izotoplaboratorium bejaratanal el kell helyezni a sugarveszély nemzetkozi tarcsajelét (4.1. abra).

4.1. abra. A sugarveszély nemzetkdzi tarcsajele a szabvany szerinti alakban.
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Radioaktiv izotépok engedély nélkiil is hasznalhatok valamely munkahelyen, ha azok Gsszaktivitasa kisebb a
vonatkoz6 szabvanyban megadott értékeknél. Az izotopos munka soran keletkezett radioaktiv hulladékokat kiilonos
gonddal kell kezelni, melynek szabalyait is eldirasok rogzitik. Folyékony hulladékrol akkor beszéliink, ha benne
a kiilonbozo felezési idejl izotopok atlagos koncentracidja eléri, vagy meghaladja a radioaktiv izotopoknak ivovizre
bocsathatok. Fajlagos aktivitasuk alapjan a folyékony radioaktiv hulladékok nagy, kozepes és kis aktivitasu
csoportba sorolhatok, melyeket - ahol erre lehetdség van - kiilon kell kezelni.

A szilard hulladék kozonséges szemétként kezelheto, ha a radioaktiv anyagok koncentracidja (kBq/g) nem haladja
meg az ivovizben megengedett koncentracio (kBq/ml) ezerszeresét. Ennél nagyobb aktivitast anyagokat hulladékként
kell kezelni és megfeleld zarhatd edényben kell tarolni az izotoptemetdbe valo elszallitasig. Az éghetd, illetve nem
éghet6 hulladékokat is kiilon kell gytijteni és tarolni.

A kovetkez6kben néhany ndvényélettani alkalmazast irunk le.

4.7 Zold novények in vivo fotoszintetikus
széndioxid fixacidéjanak meghatarozasa

Ismert, hogy a fotoszintézis azon folyamatok dsszessége, melyek soran a z6ld ndvényi szervezetek a fényenergiat
a légkori széndioxid megkotésére, majd szerves anyagok szintézisére forditjak. Novényélettani tanulmanyaik soran
megismerték azt, hogy a fotoszintézisnek van egy a fénytdl kozvetlentil fliggd tin. fényszakasza és egy Un. sotét
szakasza, melyet az utobbi idében inkabb szénszakasznak neveznek. A fotoszintézis mindkét szakaszanak kooperativ
mitkodése a CO, megkdtésében realizalodik. A fényszakaszban teremtddnek meg a CO, megkotésének és
redukcidjanak energetikai feltételei. A CO, fixaciot a novény szarmazasi helyébol adodo adaptaltsagi allapotan,
genetikai meghatarozottsagan, a novény fejlettségi allapotan til az aktualis kornyezeti tényezok is befolyasoljak,
mint pl. a fényintenzitas, a hémérséklet, a vizellatottsag, biotikus stresszorok, xenobiotikumok, tapanyaghiany,
stb.

crer

vizsgaljuk. A kisérletet a 4.2. dbran lathato késziilék alkalmazésaval végezziik.

4.2. abra Az in vivo CO, fixacio meghatarozasara szolgalo késziilék vazlata. 1. megvilagitas, 2. hészlro, 3. a
14COz-t tartalmazo6 zart gaztér, 4. a mintabevezeto sin, 5. higanyzar, 6. a 14C02 felszabaditasara szolgdlo rész, 7.
plexi fedd, 8. mintatarto.

A késziilék két £6 részbol all, az egyikben torténik a *CO, felszabaditasa Ba'*CO5-bol 70%-os perklorsavval, a
masik rész az 500 ml-es {iveg kamra, ami feliilrél megyvilagithatd, s amelyben a 14C02 talalhato. A zart gaztérben
a CO, koncentracioja 1%, a radioaktiv 14C02-é 0,1%, a gaztér radioaktivitasa 74 kBq em™. A fényintenzitas-fliggés
vizsgalatakor a megvilagito lampat az eléirt megvilagitas intenzitas elérésének megfelelden kozelitjiik a kamrahoz,
illetve tavolitjuk attol. A levagott leveleket két atlatszo folia k6zé helyezve egy plexi vezetd sin segitségével,
higanyzaron keresztiil juttatjuk a zart gaztérbe. A mintakat meghatarozott ideig (30-120 s) megvilagitva torténik
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a CO, megkdtése. Az el6irt ido elteltével a megvilagitast lekapcsolva a két film kozé helyezett leveleket a gaztér
zartsaganak megtartasa mellett a higanyzar alatt kihtizzuk a kamrabol. A fixalasi id6t, a ndvényfajtol és a kisérlet
céljatol fliggden allapitjuk meg. A kivett levelekbél vagy 5 mm atmérdji korongokat, vagy keskenyebb
csirandvények, pl. buza esetében 1 cm hosszisagu darabokat vagunk. Legalabb 12-18 parallel mintara van sziikség
a valamennyire is megbizhatd eredményhez. A kivagott levéldarabokat sziir6papirok kozt enyhe nyomas alatt
hével denaturaljuk (kivasaljuk). Az igy denaturalt, megszaritott levéldarabokat 1 ml szcintillator oldatot tartalmazo
fiolakba helyezziik. A szcintillator oldat 500 ml toluolban oldott 2,5 g 2,5 difenil-oxazolt (PPO) és 25 mg1,4-di(2-
(5-fenil)-oxazolil)-benzolt (POPOP) tartalmaz. A mintak radioaktivitasat folyadékszcintillaciés méréstechnikaval
hatarozzuk meg. Célszerli, megvilagitas nélkiili, un. sotét fixaciot is végezni, melynek eredményét korrekcioba
kell venni. Ilyenkor a fixalo késziiléket elsotétitjiik, s igy juttatjuk be a leveleket, s tartjuk benn a megvilagitott
leveleknél alkalmazott fixacio idejéig. A hattérsugarzas méréséhez a folyadékszcintillacios spektrométerhez tartozo
hattér standardet hasznaljuk. A hattér értékét a mintak mért radioaktivitasabdl le kell vonni.

A folyadékszcintillacios mérdkésziilék hatasfokat egy ismert aktivitast ¢ standarddal kell meghatdrozni. A
hatasfok nem mas, mint a '*C standarddel cpm-ben mért érték osztva a standard kiivettdjan feltiintetett tényleges
aktivitassal. A hatasfok ismerete sziikséges a bioldgiai mintak tényleges aktivitdsainak megadasahoz. Ennek értéke
altalaban 90% felett van.

4.7.1 Feladatok

fuggését! A megvilagitd fény intenzitasat 0-600 pumol em™? 57 kozott valtoztassak! Az eredményeket kBq cm™

levélfelilletben adjak meg!

2. Gyomirtoszerek hatasa a fotoszintetikus CO, fixaciora. A levagott leveleket a gyakorlatvezet6 altal megadott
eredményeket kBq em™ levélfeliiletben adjak meg! Hatarozzak meg a mintak klorofilltartalmat és arra is
vonatkoztassak a CO, fixacio mértékét!

3. Nehézfém-kezelések hatdsa a fotoszintetikus CO, fixaciora. Hidroponikus kultiraban nevelt novényeket

sy

srer

4. Abrazoljak célszertien megvalasztott grafikonon a kapott mérési eredményeket és ndvényélettani ismereteik
alapjan értékeljék azokat!

4.8 lonfelvétel mérése gabonafélék levagott
gyokerével

Minden anyagfelvételi vizsgalatot két alapgorbe felvételével kell kezdeni. Meg kell hataroznunk a vizsgalando
anyag felvételének id6- és koncentraciofiiggését. Az idogorbe lefutasabol meg tudjuk allapitani, hogy kisérleti
koriilmények kozott kell-e szamolnunk a kezdeti gyors felvétellel (latszolagos szabad helybe valo bejutas,
kicserélodési reakciok), valamint meg tudjuk hatarozni azt az idtartamot, amely alatt a felvétel sebessége nem
valtozik. Feltételezhetjiik, hogy ebben a linearis szakaszban a felvétel mechanizmusa és az energiaszolgaltato
anyagcsere még nem valtozott meg. A koncentraciofiiggést széles koncentracidtartomanyban vizsgaljuk.
Makroelemek esetében az éltaldnosan hasznalt értékek 107 mol dm™-t6] 3x107 mol dm'3—ig terjednek. Az &t
nagysagrendnyi kiilonbséget mind elméleti, mind gyakorlati szempontbol érdemes vizsgalnunk: igy donthetjiik el,
hogy a felvételi rendszer mely koncentracion telitddik, hany telitési szakaszt kiilonithetiink el.

Eszkozok: ollo, csipeszek, tivegbot, Nuts-tdlesér és palack, nagyporust sziirdpapir, levegdztetd késziilék, 1 dm>-es
fézépoharak, taramérleg, razogép, 200 cm’-es Erlenmeyer-lombikok, Nal-os y-szcintillacios szamlalo, kémcsovek,

kémcsotartok, automata pipettak.

Anyagok: blza, rozs, 8Rb izotop, torzsoldatok a tapoldathoz és a felvételi oldathoz.
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Vizsgalatainkat legkonnyebben gabonafélék sotétben, allandd hdmérsékleten csirdztatott novényeinek levagott
gyokereivel végezhetjiik el. A ndvények csiraztatasanak, nevelésének koriilményeit e jegyzet masik fejezetében
talaljak.

A kisérlet megkezdése el6tt legalabb egy oraval a gyokereket levagjuk. Vagas kdzben gondosan iigyeljiink arra,
hogy a gyokerek ki ne szaradjanak. Alapos 6blités utan a gydkereket egy o6ran keresztiil a kisérlet céljanak megfeleld
oldatban leveg6ztetjiik. Kozvetleniil a kisérlet megkezdése elott a gyokerek feliiletérol a vizet sziiréssel eltavolitjuk
(Nuts-tolcsér + nagy porusu kvantitativ sztir6papir). Gyorsan kimériink 1-1 g gyokeret, és az elékészitett felvételi
oldatba helyezziik. A felvétel ideje alatt az oldatokat razatjuk vagy allanddan levegéztetjiik. A kisérleti periodus
végén a gyoOkereket ismételten leszlirjiik, és a kisérlet céljanak megfeleld 0sszetételi és hdmérsékleti oldattal
mossuk. A felvétel mértékét legegyszertibben radioaktiv, jeldlt anyagokkal allapithatjuk meg.

4.8.1.Feladatok

1. Id6gorbék felvétele

107, 107 és 10> mol dm™ KCl tartalmu oldatot készitiink, amelyet %Rb-mal jeloliink. Az egyik oldatsorozatban
a megfelel6 mennyiségli KCl-ot desztillalt vizbe, a masik sorozatban 5x10™* mol dm™ CaS04-oldatba mérjiik be.
Az oldatokat (100 cm’ ) 200 cm’es Erlenmeyer-lombikokba toltjiik szét. Minden kisérleti varianshoz 3-3 ismétlést
szamolunk. Az id6gorbe felvételéhez 0 (a gydkeret a vizsgalando oldattal 6sszerazzuk és azonnal kiszlrjiik), 5,
10, 15, 30, 60, 90, 120 perces felvételi periddust hasznalunk. A felvételi periodus utan a gydkereket desztillalt
vizzel vagy az aktiv oldattal azonos dsszetételii inaktiv oldattal &blitjiik le. Oblitéshez 100 cm® oldatot hasznalunk.
A megmosott gyokereket kémcsdvekbe tomjik, 4 cm® desztilllt vizet pipettdzunk ra, majd a gyodkerek
radioaktivitasat a S°Rb y-sugarzasa alapjan mérjiik.

2. Koncentraciogorbék felvétele

5x10™* mol dm™ CaS0,-oldatbol 107, 3x107, 10, 3x10™* 10~ mol dm™ KCl-oldatot készitiink. Valamennyi
koncentraciobol 600-600 cm>-t mériink ki. Az oldatokat pontosan megfelezziik: 300 cm’-t S°Rb-mal jelolink, a
mésik 300 cm’ a gyOkerek oblitéséhez kell. A gyokereket az altalanos részben leirtak szerint kezeljiik. A felvételi
periddus 1 6ra. Minden egyes variansnal 6blit6 folyadéknak a megfeleld koncentracidjt inaktiv oldatot hasznaljuk.
A tovabbiakban ugyanugy jarunk el, mint azt az id6gorbe felvételénél leirtuk.

+ . . , r,r
A K" -influx kiszamitasa

radioaktivitasat kozvetlen méréssel hatarozzuk meg. Kémcsovekbe 5-5 cm’>-t mériink be, a lemért radioaktivitasbol
kiszamitjuk 1 dm® oldat radioaktivitasat. Feltételezziik, hogy a gyokér a radioaktiv és az inaktiv ionokat nem tudja
megkiilonbdztetni, tehat aranyba allithatjuk az ismert radioaktivitast az ismert kiils6 koncentracio-értékkel, valamint
a gyokér radioaktivitasat és a felvett anyag mennyiségével.

Ertékelés: Az id6gorbékbol meghatarozzuk a latszolagos szabad helybe jutott ionok mennyiségét. Megadjuk az
aktiv felvétel sebességének értékeit. A koncentraciogorbébdl kdvetkeztethetiink a felvételi rendszerek 1étezésére.
Az enzimkinetikabol ismert abrazolasi modok segitségével (Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk, Hofstee)
kiszamithatjuk a Ky értékeket.

59 . . ny
4.9 ""Fe adszorpcidjanak és felvételének
mérése

Az esszencialis mikroelemek jo része a nehézfémek k6zé sorolhato. Az esszencialis és a mérgez6 nehézfémek a
novényi sejtekkel, szovetekkel érintkezve pillanatszertien kotddhetnek aspecifikus és a felvétel szempontjabdl
specifikus helyekhez. Kiilonboz6 szerves vegyiiletekkel adott, in vitro koriilmények kozott mért komplexek
stabilitasi alland6jabodl nagyjabol kovetkeztetni lehet kotddésiik "sorrendjére" (€16 rendszerben is), vagy legalabb
arra, hogy a nehézfémek koziil melyek azok, amelyek ionos és kétott formaban fordulhatnak eld. Erdekesek ebbol
a szempontbdl azok az adatok is, amelyek egyes nehézfémeknek a természetben eléforduld molekulakkal valo
kapcsolatukrél rendelkezésiinkre allnak (pl. aminosavak és szerves savak nehézfémekkel képzett komplexei és a
komplexek stabilitasanak pH-fliggése).
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Az esszencialis és a mérgez6 nehézfémek viselkedésének ismerete nemcsak elméleti, hanem gyakorlati szempontbol
is egyre fontosabba valik, elsdsorban kornyezetszennyezési problémak miatt. Meg kell emliteniink azt a tényt,
hogy a taplaléklanc szempontjabol 1ényegtelen, hogy passzivan kotdtt, vagy az anyagceserétdl fiiggd folyamat
segitségével felvett nehézfémrol van sz6, mivel mindkett6 az élelmiszerekbe jut.

Az adszorbedlt és a sejtekbe felvett vas mennyiségének meghatdrozdsa

Bienfait és mtsai (1985) kidolgoztak egy moddszert, amelynek segitségével a plazmalemman kiviil maradt vas
mennyisége meghatarozhatd. A modszer 1ényege az, hogy az adszorbealddott Fe(Ill) Na,S,04-tal nitrogén-
atmoszféraban Fe(II)-vé redukalodik, és az oldatban jelen 1évo bipiridillel stabil komplexet képez, ami a gydkéren
mar csak nagyon kis mértékben kotédik. Bizonyitottak, hogy a kezelés 10 perce alatt a redukcié megtorténik, de
a plazmalemma szemipermeabilitdsa megmarad, azaz a gyokérbol K-efflux nem mérhet6.

Eszkozok: ollo, csipeszek, iveg bot, Nuts-tolcsér és palack, nagyporusu sziirdpapir, taramérleg, razogép, 200 és
50 cm’-es Erlenmeyer lombikok, Nal-os y-szcintillacids szamlalo, kémcsovek, kémesotartok, automata pipettak,
vatta.

Anyagok: uborka csirandvények, SFe izotop, torzsoldatok tapoldathoz és felvételi oldathoz, 5x107* M CaS0y, 0,5
mM Ca(NO3)2, 2.,2v -blplrldll, Nazszo4, Nz-géZ.

Modszer: Ya-es Hoagland tapoldaton nevelt uborka ndvényeket hasznaljunk. A névényeket a kisérlet megkezdése
lemossuk. Kézben 0.5 mM-os Ca(NOs),-ban oldott 1.5 mM-os bipiridil oldatot készitiink és ebbdl a gyokér
mennyiségének megfeleld térfogatot 50 cm’ -es Erlenmeyer-lombikokba szétmériink (1 g gyokér, 19 cm® oldat).

A ndvényeket a lemosas utan az elére elkészitett, SFe-vel jelolt, a mosofolyadékkal megegyezd CaSO4-ot tartalmazo
oldatokba helyezziik, de elé6z6leg Nuts-tdlcsér f616tt eltavolitjuk a nevelésiikhdz hasznalt felsé Nitrocell-karikat.
Az PFe-t tartalmazo oldatban, amelyet tetszés szerinti Fe-komplex vagy anorganikus vas formajaban adtuk az
oldathoz, a névényeket 6 percig razatjuk. Ezt kovetden 30 percig mossuk a novényeket inaktiv, CaSOy4-ot tartalmazo
oldatban.

Mosas elott az alsé Nitrocell-karikat eltavolitjuk. (Ez a karika radioaktiv, tehat az izotop hulladéktaroloba keriil.)
A gyokerek mosasa utan (ismét Nuts-tolcsér folott) a neveld halo alatt a ndvények gyokerét levagjuk, és kozelitéleg
kétfelé osztjuk. Az egyik felét megmérjiik, €s lemérés utan kémcsobe tomjiik. A masik felét bipiridiles oldatba
helyezziik. Ezt megel6zen 5-10 perccel a bipiridilt tartalmazé oldatokat vattaval lezart lombikokban N,-vel
kezdjiik buborékoltatni. A Na,S,04-0t ugyancsak N,-atmoszféraban tartott oldatban kozvetleniil a gydkerek
kezelése el6tt oldjuk fel. Végkoncentracidja 12 mmol dm™. A ditionitot tartalmazo6 oldatbél a gyokér betételével
egyiddben 1 cm>-t mériink, ¢és a lombikot vattaval zarjuk. 10 perc elteltével a gyokereket az oldatbol csipesszel
kivessziik, és Nuts-tolcséren a felesleges oldatot leszivatjuk, majd tomegét lemérjiik és kémesdbe tomjiik. A
ditionitot tartalmazo oldatbol 5 cm’-t mériink kémesdbe. A gyokerekre 4 cm’ vizet rétegeziink, és valamennyi
mintanak az aktivitasat mérjiik az Fe y-sugarzasa alapjan.

srer

ismeretére. A bemért vas koncentracidjat ismerjiik (10'5 mol dm'3), a beiitésszamat pedig az oldatok szétontése
utan, de a gyokerek behelyezése el6tt kivett 5-5 cm’-es mintdk aktivitasdnak mérésébdl hatdrozzuk meg. Fel kell
tételezniink, hogy a ndvény az inaktiv és az aktiv vas atomokat nem kiilonbozteti meg, és igy egyenes aranyossag
van az oldat, a gyokér aktivitasa és az oldat koncentracidja, valamint a gyokérben talalhatdé vas mennyisége és
koncentracidja kozott.

4.9.1 Feladatok

1. Hasonlitsuk dssze a kiilonboz6 N-formékon (NO5”, karbamid, NH, ") nevelt novények SF eEDTA-adszorpciojat
és felvételét!

2. Hasonlitsuk 6ssze a levagott gyokerek és az intakt novények viselkedését!

3. Figyeljik meg a S%FeEDTA, a *’Fe-citrat és a 59FeCl3 adszorpcidja és felvétele kozotti kiilonbséget!
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4. Mérjilk meg a vastartalmui tapoldaton és a vashidnyos tapoldaton nétt ndvények vas-adszorpcidja és felvétele
kozotti kiilonbséget! Hasonlitsuk dssze azokkal a vashianyos tapoldaton nétt ndvényekkel, amelyeket a radioaktiv
jelolés elott 1 oraig inaktiv vasat tartalmazo oldatban kezeltiink!

Ertékelés: Szamitsuk ki a feliileten adszorbealt és a ténylegesen felvett vas mennyiségét! Adjuk meg a hozam
(nmol vas/movényi rész) és a koncentracio-értekeket (nmol vas g'1 friss tomeg)! A kapott értékek alapjan
magyarazzuk meg az egyes kezelések kozotti kiilonbségeket!

4.10 Felhasznalt irodalom

Gyurjan I, H. Nagy A, Szigeti Z. (1988) Radioaktiv izotopok és biologiai alkalmazasuk (Szerk.: Szigeti Z.) p. 219,
Tankényvkiado Budapest (kézirat).

Boddi B, Cseh E, Fodor F, Kiraly I, Nyitrai P, Sarvari E, Szabo E.-né, Szigeti Z, Tamas L. (1994) Novényélettani
gyakorlatok (Szerk.: Lang F)) p. 236, ELTE, Budapest (egyetemi jegyzet).
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5. fejezet - A fluoreszcencia leképezeés
alkalmazasa a noveényi stresszek
detektalasaban

szerz6: Dr. Szigeti Zoltan

5.1. Roviden a novényi stresszrol altalaban

A ndvények életiik soran szamtalan biotikus és abiotikus stresszor hatdsanak vannak kitéve. Biotikus stresszorok
koziil elsdsorban a kartevé mikroorganizmusokat, koztiik virusokat, baktériumokat, gombakat kell emliteni, de a
rovarok, csigdk okozta ragas is ide sorolhatd, mig abiotikus stresszoroknak a ndvényi kornyezet extrém
megvaltozasaibol adodo hatasokat, pl. h6ség, fagy, szarazsag, erés fény, UV-sugarzas, tapanyaghiany, stb. tekintik.
Mindkét tipusu stresszor altalaban a védekezést, a jobb alkalmazkodast szolgalo, tobbletenergiat és egyes anyagok

R

folyamatait, ami termesztett ndvények esetén terméscsokkenést, de legalabb is mindségromlast okoz.

A megterheléssel jard, sokféle helyzet leirasara — mely helyzetek egy adott szervezetben a normalis viselkedéstol
valo eltéréshez vezetnek — a ndvények esetében is astressz kifejezést hasznaljuk. A stressz az a fiziologiai allapot,
amelyben a névények névekedése, fejlodése és szaporoddsa a fokozott kérnyezeti terhelés miatt a genomban
valtozast okoz, ami élettani alkalmazkodast eredményez. A stresszor hatdsara a szervezetben lezajlé folyamatok
egy jellegzetes eseménysort, tiinetcsoportot alkotnak, melyeket sszefoglaléan stressz szindromanak neveziink. A
ndvényegyed alkalmazkodasat — attol fliggden, hogy egy vagy tobb stresszor hatasa éri — akklimacionak, vagy
akklimatizacionak nevezziik. Mindez a névényegyed morfologiai és fiziologiai illeszkedése annak érdekében, hogy
kompenzalja a stresszor hatasara bekovetkezo funkcidcsokkenést. Az akklimacio és az akklimatizacié a kdrnyezeti
tényezO0k megvaltozasaira adott fenotipusos valaszok, melyeknek mértéke a fenotipusos plaszticitastol fiigg. (E
valasztol kiilonbozik a sziik fenotipusos plaszticitasu, tehat az egyed életében alkalmazkodni nem képes egyedek

e

5.2. A novények fluoreszcencia sajatsagai

A ndvényekben eléforduld anyagok nagy része megfeleld hullamhosszi gerjesztés hatasara fluoreszkal. UV-
gerjesztés hatasara a levelek a kék és a zold spektralis tartomanyban 440 és 460 nm kozott mutatnak emisszios
maximumot (F440), illetve 520 és 530 nm kortiil egy valtozo mértékben jelentkezd vallat (F520) (5.1. abra). A zold
levelekben a kék és zold fluoreszcencia elsdsorban a klorofillmentes epidermiszsejtekbdl és a legnagyobb
levélerekbdl, sejtfalakbol szarmazik. A mezofill sejtekben kék és zo1d fluoreszcenciat nem, vagy alig tapasztalunk,
mert azt a mezofillsejtek fotoszintetikus pigmentjei részben, vagy egészben abszorbealjak. A reabszorpcio a zold
fluoreszcenciat kevésbé érinti, ezért az a kék fluoreszcencidhoz képest az erek kozotti teriileten intenzivebb, mint
az edénynyalabokban, de mindezzel egyiitt is csak ritkan nagyobb intenzitast, mint a kék fluoreszcencia.
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5.1. abra. Kezeletlen és dohany mozaik virussal fert6zott dohany (Nicotiana benthamiana) levél fluoreszcencia
spektruma.

21 kiilonbozé ndvényfajon végzett kutatdsok azt mutattdk, hogy jelentds kék fluoreszcencia emitter a sejtfal-
poliszaharidokkal észteresitett ferulasav. A sejtfal mas hidroxifahéjsav szarmazékai, mint a p-kumarsav és a kavésav
csekély mértékben jarulnak hozza. A zo6ld spektralis tartomanyban fluoreszkalnak a kempferol- €és kvercetin-
glikozidok, valamint a berberin és a riboflavin.

A gerjeszté UV fényt a felsé és also epidermisz nyeli el legjobban. Itt talalhatdak a 440 nm és az 520 nm-es fényt
kibocsatd anyagok (elsésorban flavonoidok), mig a levél k6zéps6 parenchima rétegében a 690 nm-en és 740 nm-
en emittald klorofill-a a meghatarozo fluorofor. Az UV sugarzas, ami, ha nem abszorbealodik az epidermiszben
és eljut a parenchima sejtekig, gerjeszti a klorofill-a voros (F690) és tavoli vords (F740) fluoreszeenciajat is
elsdsorban a paliszad parenchima sejtekben kozvetleniil az epidermisz alatt. A laboratériumban, vagy {iveghazban
nevelt névények, melyek altalaban a szabadfoldi koriilményekhez képest alacsony megyvilagitason ndnek, viszonylag
intenziv UV-indukalt klorofill-a fluoreszcenciat mutatnak, ami azonban a névénynevelési fény intenzitasanak
emelkedésével progressziven csokken. A teljes napfénynek, a természetes UV-sugarzasnak kitett szabadfoldi
novényekben ugyanis az oldhato flavonoidok (flavonok, flavonolok, kalkonok), valamint a fahéjsav szarmazékok
szintje — éppen az UV sugarzast elnyel6 képességiikon alapuld védo funkcidjuk miatt — tobbszorose az tiveghazi
novényekének. Ilyenkor az epidermisz sejtek abszorbealjak a novényt ér6 UV-sugarzas legnagyobb részét, igy
csak kevés UV-sugarzas jut a levél mezofillumaba, s ennek kdvetkeztében a szabadfoldi novényeknek a klorofill-
a-tol szarmazo vords és tavoli voros fluoreszcenciaja alacsonyabb lesz. Z61d levelekben a klorofill fluoreszcencia
az erek kozotti (intercostalis) teriiletekrdl szarmazik.

A kék és/vagy a zold fluoreszcencia és aranya a klorofill vords és tavoli vords fluoreszeenciajahoz képest fajonként
kiilonbo6z6. Ismeretes, hogy az egyszikiiekben a sejtfalhoz kotott, UV-abszorbeald fenolos anyagok mennyisége
sokkal magasabb, mint a kétszikliekben, ennek megfeleléen az egyszikiiek pl. fiifélék, sasok nagyobb intenzitast
kék és zo6ld fluoreszcenciat emittalnak. A fluoreszcencia intenzitas egyrészt az emittalo anyag koncentracigjatol,
a leveleknek a spektralis tulajdonsagokat befolyasolo sajatsagaitol, pl. a sejtek elrendezddésétdl, sejtek kozotti
flureszcencia k6zotti energiaeloszlastol fiigg. Mindezen okokbol a fluoreszcencia savok intenzitasa fajok kozott,
sOt akar egy novényen beliil is varialhat.

5.3. A stresszelt novények fluoreszcenciaja

A kiilonbozé stresszorok hatasara fellépd valaszreakciok soran a ndvényekben jellegzetes fluoreszcencia
sajatsagokkal rendelkez6é metabolitok is felhalmozodnak. Ezek altalaban olyan anyagok, melyek a kék és a zold
spektralis tartomanyban emittalnak. A stresszorok kozvetve, vagy kozvetleniil a fotoszintetikus apparatus
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modosulasat, vagy akar karosodasat is okozhatjak, ezért a legfontosabb fotoszintetikus pigment, a klorofill-a
fluoreszcencia jellemzoit is megvaltoztatjak. A fluoreszcencia leképezést — elsésorban a vords és a tavoli voros
régioban — kiterjedten alkalmazzak a fotoszintetikus apparatus allapotanak jellemzésére. E célra kidolgozott specialis
technikdkkal olyan fotoszintetikus paraméterek is kozvetleniil leképezhet6k, mint a PSII maximalis
kvantumhatékonysagat jelz6 Fv/Fm, vagy a kiilonféle fotokémiai és a nem-fotokémiai kioltas paraméterek. A
stresszfiziologiai vizsgalatokban azonban a fotoszintetikus miikddést jellemzd paramétereken kiviil nagyon
informativ a kék és a zold spektralis régioban emittalt fluoreszcencia mértéke (5.1. abra.) és a vords, valamint a
tavoli vords fluoreszcenciahoz viszonyitott aranya. Ennek meghatarozasara, egy levél feliiletén torténd képszerti
megjelenitésére ad lehetdséget a tobbhullamhosszt (multispektralis) fluoreszcencia leképezd rendszer.

Egyes ndvényi stresszorok, mint pl. a nitrogénhiany, vagy a nagy fényfelesleg a klorofill-a voros fluoreszcencidjanak
csokkenése révén az F440/F690 fluoreszcencia arany novekedését okozzak. Ugyanakkor ezen és mas stresszorok
hatasara a klorofill destrukcié fokozddhat, a bioszintézis lassulhat, ami a klorofill-a fluoreszcencidjanak az
alacsonyabb klorofilltartalom miatti kisebb Onabszorpcidja révén, 690 nm-nél nagyobb intenzitdsu vords
fluoreszcenciat eredményez. Ezért az F690/F740 ardny is nagyobb lesz, mely arany az in situ klorofilltartalom
inverz indikatora. Ugyanakkor a kék és z6ld fluoreszcencia intenzitasa is emelkedhet, amennyiben tartos stressz
esetén az UV-abszorbeald, kék és zold tartomanyban fluoreszkalé anyagok mennyisége az epidermiszben nd,
ugyanakkor a kék és zold fluoreszcenciat abszorbealo pigmentek (klorofillok és karotinoidok) mennyisége lassan
csokken. Ezaltal kevesebb UV sugarzas jut a mezofillum sejtjeibe, ami ugyancsak a voros fluoreszcencia csokkenését
eredményezi. Az F440/F690 arany is n6, de ezt sok esetben elsdsorban a kék spektralis régidban emittalo stresszjelzo
anyagok mennyiségének novekedése okozza.

Egy fotoszintézisgatlo herbiciddel, a diuronnal kezelt dohanyndvényben a F440/F690 és a F690/F740 fluoreszcencia
aranyok csokkentek, mivel a klorofill-a fluoreszcenciaja a fotoszintézis gatlasa kovetkeztében megnétt, mikdzben
a kék fluoreszcencia intenzitdsa nem valtozott szignifikansan. Hasonl6 valtozasok voltak megfigyelhetdk a hkezelt
dohanynal. Stresszorok hatasara a kék fluoreszcencia intenzitasa altalaban kisebb ingadozasokat mutat, mint a
klorofill fluoreszcencia. Az F440/F690 és az F440/F740 aranyok jo és korai stresszindikatorok, melyek érzékenyen
reagalnak a stressz-szituaciokra, a megvaltozott kdrnyezeti feltételekre. A fiziologiai allapotvaltozasok tehat a
kiilonb6z6 fluoreszcencia aranyokban (F440/F690, F440/F740, F690/F740) jol tikrézddnek, ezért ezeknek a
mutatoknak nagy diagnosztikai jelentésége van.

A voros és a tavoli vorods tartomanyl emisszios maximumeért elsdsorban a PSII reakcidcentrumaban és antennajaban
1évo klorofill-a molekulak a feleldsek, a tavoli vords tartomanyt emissziot azonban a PSI fluoreszcencija is
befolyasolja, mely erételjesen fiigg a levél hdmérsékletétol. Szobahdmérsékleten a PSI fluoreszcenciajanak hatasa
a voros/tavoli voros emisszios hanyadosra elenyészd. Bar szerves olddszerekben oldva a klorofill-b molekulak is
mutatnak emissziot, ez azonban intakt ndvényben a klorofill-b és klorofill-a k6z6tti hatékony energiatranszfer
miatt nem jelentkezik. Az epidermiszen atjuto UV fény altal gerjesztett klorofill fluoreszcencia a reabszorpciod
miatt csak a viszonylag kiilsé sejtrétegekbdl szarmazhat. Alacsony klorofilltartalmu levelek esetében azonban
mélyebb rétegek is forrasai lehetnek az emisszionak. A levelek adaxialis és abaxialis felszinérol eltérd intenzitasu
fluoreszcencia, és kiilonb6z6 vords/tavoli vords emisszids hanyados mérhetd, ugyanis a levél leggyakrabban
aszimmetrikus szdveti felépitése, valamint a szivacsos ¢és a paliszad parenchima kozotti strukturalis kiilonbség
eltéré modon valtoztatja meg a vords tartomanyl emissziot a reabszorpcid révén. Laboratoriumi koriilmények
kozott nevelt ndvények, melyek a mesterséges fényviszonyok kozt alacsonyabb UV-hanyadot kapnak, s emiatt a
szabadfoldi ndvényeknél kevesebb fotoprotektiv anyagot halmoznak fel az epidermiszben, joval magasabb klorofill
fluoreszcenciat mutathatnak, mint a természetes fényen néttek. Olyan stresszhatasok, mint pl. a nehézfémek, vagy
az esszencialis tapelemek hidnya modosithatjak mind a voros-tavoli voros, mind a kék-zold fluoreszcenciat, igy a
tiinetek erdssége, kozvetve a stresszeltség mértéke, s annak a levél feliiletén tiikr6z6d6 eloszlasa jol mérhetd a
fluoreszcencia leképezéssel.

Mint mar emlitettiik a kék és a zold fluoreszcencia reabszorpcidja is szerepet jatszik az aranyok valtozasaban, a
z61d¢ azonban lényegesen kisebb mértékii, mint kéké — mivel a klorofill-a-nak e spektralis régidban nincs elnyelése
— és ezért a klorofilltartalom csokkenésekor az F440/F520 fluoreszcencia arany csdkkenhet. A valtozas azonban
nem lehet nagyon jelentds, hiszen a kék-zo6ld fluoreszcencia tulnyomo része a klorofillt nem tartalmazé bérszoveti
sejtekbdl szarmazik, ezért az dnabszorpci6 eleve csak a kék-zold fluoreszeencia kisebb, mélyebb rétegekbdl
szarmazo részét érintheti. Bizonyos korokozok, pl. névénypatogén gombak dnmaguk altal emittalt fluoreszcencia
révén is fokozhatjak a kék-zold fluoreszcencia intenzitasat, igy ilyen esetekben a felvételek értékelésénél ezt is
figyelembe kell venni. A stressz tipusa és a ndvény valaszreakcidja hatdrozza meg, hogy mely fluoreszcencia
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aranyok csokkennek és melyek nonek. A fluoreszcencia aranyoknak a stresszorok hatasara bekovetkez6 valtozasainak
iranyat mutatja az 5.1. tablazat.

5.1. tablazat

A kék/voros (F440/F690), kék/tavoli vords (F440/F740), vords/tavoli vords (F690/F740) és kék/zold (F440/F520)
fluoreszcencia aranyok, mint stressz indikatorok mértékének valtozasai kiilonbozo stresszorok hatasara a kezeletlen
ndvényhez képest. ++ = jelentdsen magasabb, + = magasabb, — — = jelentdsen alacsonyabb, — = alacsonyabb, 0 =
nincs szignifikans valtozas (Buschmann et al., 2000 nyoman, kiegészitve, Szigeti et al., 2008)

stresszor F440/F690 F440/F740 F690/F740 F440/F520
Vizhiany ++ ++ 0 0
Nitrogénhiany ++ ++ + 0
Erés fény ++ ++ + ——
Levéltett szuras ++ ++ 0 +
Levélrozsda fertézés + + ++ ++ -
Hostressz —— i 0 _
UV A-stressz —— - 0 +
Fénygatlas ++ ++ —— 0
Paraquat kezelés + + - —
Kadmium-stressz + + + -
Diuron kezelés —— - + 0

A szokasos spektrofotometrias mérésekkel szemben a fluoreszcencia leképezéssel a levél teljes feliilete altal emittalt
fluoreszcencia és annak feliileti eloszlasa detektalhatd. Az eloszlas ismeretének kiilondsen egy stressznek vagy
patogénfert6zésnek a kezdeti stddiumaban van jelentésége, mely hatasok csak ritkan érintik egyforman a levél
teljes feliiletét, hanem a hatas természetétdl fiiggé modon, példaul a patogének (virusok, baktériumok, gombak)
levélen beliili terjedésétdl fiiggden érintik a levél egyes részeit. A tiinetek heterogenitasa tehat képszeriien is
megragadhato.

5.4. A fluoreszcencia leképez6 rendszer
miikodése vazlatosan

A fluoreszcencia leképezo rendszerben (5.2. abra) a névényi minta fluoreszcenciajat egy 16,7 Hz-cel villog6 (flash)
xenonlampa (FX-300UV, Perkin Elmer Optoelectronics, Cambridge, UK) gerjeszti, amely elé egy UV ateresztd
szlir6t (DUG 11, Schott, Mainz, Germany, 340 nm) helyeztek el. A lampat a leképezendd mintatol 45-50 cm-re
helyezziik el, gy, hogy a gerjeszt6 fénysugar kb. 60-65°-0s szoget zar be a minta sikjaval.
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5.2. abra. A fluoreszcencia leképez6 rendszer vazlata.

A minta altal emittalt fluoreszcencia egy optikai és erdsit6 rendszeren keresztiil jut a CCD kameraba (Photonetics,
Kehl, Germany). A sziirék (LOT-Oriel, Darmstadt, Germany) egy a kameraba beépitett sziirbtartoban a kamera
lencséje utan talalhatok, amelyek a szoftver segitségével torténd valtoztatassal, a fény utjaba helyezésével teszik
lehetévé a négy hullamhossz tartomanyban az emittalt fluoreszcencia ateresztését és leképezését. Ez a négy
hulldmhossz a kék tartomanyban 440 nm, a z6ldben 520 nm, a vérésben 690 nm, a tdvoli vordsben pedig 740 nm.
A kamera nyitasat a xenon lampa felvillanasaval szinkronizaljuk egy antenna révén, ami a villogé xenon lampat
gyujté aramot biztositd kabel elektromagneses terét érzékeli. A kamera miikodését szamitogép vezérli. A képek
rogzitését a Camille 1.04, korrekciojat, kiértékelését a Camille 1.05 szoftver (Photonetics, Kehl, Germany)
alkalmazasaval végezziik. A kis intenzitasu fluoreszcens jel felerdsitése részben a kamerara adott fesziiltséggel,
de inkabb tobb szaz gerjeszt6 fényfelvillanas alkalmazasaval torténik. Minden mintar6l mind a négy hullamhossznal
altalaban 400-400 képet 6sszegeziink (de ez a szam a fluoreszcencia intenzitasatdl fiiggben valtoztathatd), majd
ugyanennyi képet vesziink fel a gerjesztd fény alkalmazasa nélkiil, ami a hattér spontan fluoreszcenciajanak
meghatarozasara szolgal, amit a villogd gerjeszté fénnyel kapott képek 6sszegébdl levonunk.

A j6 mindségil képalkotast szamos méréstechnikai buktatd neheziti. Problémat jelenthetnek nagy vastagsagbeli
kiterjedéssel és valtozatossaggal (redokkel, kiugro erezettel) rendelkez6 levelek. A méréshez alapvetd fontossagu,
hogy az UV gerjesztd fény lehetdség szerint egyenletesen érje a levél feliiletét. Ez gyakorlatilag nem oldhat6 meg,
tekintettel arra, hogy a gerjesztd fény beesésének szoge nem azonos a detektalas 90°-os szogével. Viszont megfeleld
korrekcidval a megvilagitasnak ebbdl kovetkezd egyenetlenségébdl adodo fluoreszcencia intenzitas kiilonbségek
kikiiszobolhetdk (részletesebben lasd késobb), de a levél gorbiileteinek, redozottségének hatasai nem eliminalhatok.
Folyamatosan figyelni kell a detektorba juté nem fluoreszcens fény és a kamera belsé zajanak szlirésére, €s a
lampa-kamera szinkron megtartasara. Ez utobbi azért fontos, mert a kamera impulzus tizemmodban miikoddik, azaz
csak akkor nyilik, amikor a gerjeszt6 xenonlampa is villan. Ha e kettd nincs szinkronban, akkor sok kép veszhet
el, s ez a valos fluoreszcencia intenzitas helyett Iényegesen alacsonyabb értéket eredményez.

5.5. A fluoreszcencia leképezéssel kapott képek
kiértékelese
A kiértékelést a Camille 1.05 programmal végezziik. A File menii Open Sequence parancsaval (Shift+S) a megfeleld

fajlnév beirasaval behivhato egy 440-520-690-740 nm-en felvett képsorozat. Valamennyi kép lathatosaga érdekében
a Window/Tile paranccsal mozaikszertien jelenitsiik meg a négy képet.

A kiértékelés soran az els6 1épés a gerjesztd fény inhomogenitasanak, a mintat ér6 gerjeszt6 fény egyenetlenségének
a figyelembe vétele, ami gy torténik, hogy a minta helyett egy fehér papirlapot megvilagitva a fehér papir 440
nm-nél emittalt fluoreszcencidjaval korrigaljuk a képeket (uniformity correction, 5.3. abra).
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5.3. abra A megvildgitas inhomogenitasanak korrekcidjara szolgalo felvétel, ami egy fehér papir 440 nm-nél mért
fluoreszcencidja alapjan mutatja a megvilagitas egyenetlenségét (fent), illetve a felvétel horizontalis profilja a fels6
képre huzott vonal mentén (lent).

Ehhez el6szor be kell hivni a korrekcios képet. (Uniformity/Load uniformity image), majd képenként elvégezni a
korrekcidt (Processing/ Uniformity Correction, vagy Shift+U). A korrigalt képek ilyenkor altalaban tul vilagosak
lesznek, ilyenkor a — gombbal lehet csokkenteni a fényerdt, igy hogy a lehetd legtdbb részlet lathatova valjék.

A hattér zavar6 jeleinek eliminalasa érdekében, a 690 nm-es képet alkalmazva készitsiink egy binaris maszkot
(Binary mask/Create). A cél az, hogy a levél minél jobban elvaljon a hattértél. A maszk két sz¢€ls6 értékének olyan
értéket kell valasztani, amellyel a képen a hattér minél inkabb fekete, mig a levél képe szines. A binaris maszk
készitése soran a legmagasabb intenzitast — a fekete-fehér képeken fehér szinti — teriiletek piros, mig a legkisebb
intenzitasu, fekete teriiletek sotétkék szinben jelennek meg. Az elkészitett maszk bmp fajlban elmenthetd (Binary
mask/Save), majd minden —ugyanazon mintarél késziilt — képre kiilon-kiilon alkalmazandé (View/Apply the binary
mask). Az igy megvaltoztatott képek 1j sorozatban is elmenthetdek: File/Save Sequence. Ha nem akarjuk a teljes
levél fluoreszcencia értékeit atlagolni, hanem csak egyes teriileteire vagyunk kivancsiak — f6leg akkor, ha a levél
fluoreszcencidja nagyon heterogén — akkor az egyik képen kijelolhetd egy vizsgalni kivant téglalap alaku tertilet
(region of interest: ROI, 5.4. bra) és ez a kijelolés a ROI/Duplicate (Ctrl+D) paranccsal az adott képsorozat tobbi
tagjara is atvihetd. Ez a teriilet, a ROI el is menthetd. A kijelolt ROI atlagos intenzitasértékeit a Processing/Sequence
Intensity Ratio (Ctrl+]) paranccsal lehet megjeleniteni. A kijeldlésnél vigyazni kell arra, hogy a hattér elemei ne
kertiljenek bele, mert a hattér alacsony intenzitasértékei befolyasoljak a meghatarozni kivant teriilet atlagértékeit.
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5.4. abra A vizsgalando levél egy teriiletének (ROI) kijeldlése (jobbra) és az adott teriiletre jellemz6 intenzitas
atlagok megjelenitése a képernyon (balra).

A fenti paranccsal kiirt atlagértékek a Copy Mean Values to Clipboard paranccsal kimasolhatok és pl. Excel
tablazatba beilleszthetdk, de ilyenkor a tizedespontokat azonnal tizedesvesszokre kell cserélni. A sziir6k kiilonb6z6
érzékenységét a gyarto altal megadott korrekcios tényezok (440 nm-nél: 0,40, 520 nm-nél: 1,00, 690 nm-nél: 0,71,
740 nm-nél: 0,58) alkalmazasaval vessziik figyelembe. Az atlagnak a szlirék érzékenységi faktoraval korrigalt
értékeit is ismeri a program, de kimasolni csak a korrigalatlan értékeket lehet, ezért egy eldre elkészitett Excel-
korrektort érdemes hasznalni, amibe a korrigalatlan értékeket beirva, az adott hullamhosszhoz tartozo
szlirbparamétereket beadva, megkapjuk az adott hullamhosszra érvényes, korrigalt fluoreszcencia intenzitas
értékeket.

Egy adott képen egy-egy pont, vagy egyenes, illetve a kijeldlt ROI atlagos, legalacsonyabb és legmagasabb

intenzitasértékeit is megmutatja a program, ha a menii alatti ikonsor [%] elemére kattintunk. Ekkor az adatok (pl.
korrigalatlan atlag, szoras, minimum, maximum) a programablak als6 soraban leolvashatok. A hamisszin-
hozzarendelés esetén (lasd késébb) a szinskala hatarainak megadasakor e sz¢€1s6 értékek ismerete fontos lehet.

A Processing/Histogram paranccsal (Ctrl+H, vagy [la ikon) az aktiv kép teljes egészének, vagy ha van kijelolt
ROI, annak a hisztogramjat lehet megkapni, ami megmutatja, hogy az egyes intenzitasértékek hany pixelen fordulnak
el6 (5.5. abra).

Area histogram from {306, 188) to (358, 254)
Mb of occurrence

100
75
a0
25
0 A Intensity
0 168 340 508 630 848 1020

5.5. abra Egy adott levél, vagy azon kijelolt teriilet (ROI) fluoreszcencia intenzitdsanak gyakorisagat mutato
hisztogram.

Ugyanebben a meniiben talalhat6 a horizontalis és vertikalis profil felvételének parancsa. Az el6bbi (Shift+H, vagy

[l ikon) pl. megmutatja, hogy egy savban mennyi a pixelek intenzitasdsszege, illetve egy adott vizszintes egyenes
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mentén mekkorak az egyenes mentén levd pixelek intenzitasértékei. Egy alkalmazasi lehetdséget mutatunk be az
5.6. abran egy kinai kel levelén szemléltetve a z61d és a tavoli vords fluoreszcencia eloszlasat egy egyenes mentén
a horizontalis profil felvétel segitségével. Az abran latszik, hogy az erek kiugréoan magas zold fluoreszcenciat
mutatnak, mig a tavoli vords fluoreszcencia az erekben csokkent értékeket mutat.
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5.6. abra Kinai kel levél fluoreszcencia leképezése 440, 520, 690 és 740 nm-né¢l (balra). Horizontalis profil az 520
nm-nél (feliil) és 740 nm-nél felvett képen (alul) feltiintetett vonal mentén (jobbra).

A Camille 1.05 program segitségével, az egyes képekkel szamitasi miiveleteket is lehet végezni, pl. a klorofilltartalom
valtozasanak bemutatdsahoz szemléletes a 690, ill. 740 nm-en felvett fluoreszcencia kép hanyadosa (F690/740),
amely érték forditottan ardnyos a klorofilltartalommal. A két — aranyba allitani kivant — képpel a

Processing/Arithmetic Operations (Shift+O, vagy [= ikon) paranccsal végezziik el a miiveletet, ami a két kép
pixelenkénti intenzitasértékeinek osztasaval adja a hanyadosképet. Mivel a keletkez6 képen a hanyadosértékek
nagyon alacsonyak lesznek, egy szorzast is kell alkalmazni a m{iveletben, mely szorzé faktor értéke az aranyképek
egyes pontjainak nagysagrendjétdl fiigg, ez lehet pl. 100, vagy 1000. Az igy kapott értékek — pl. a hamis szin
hozzarendelésekor — mar konnyebben kezelhetdk lesznek.

Az egyes hullamhosszaknal felvett fluoreszcencia képeket az intenzitastol fiiggden hozzarendelt szinekkel tessziik
szemléletesebbé. Ezt a miiveletet nemcsak a Camille 1.05 programmal, hanem az Imagel] szoftverrel is elvégezhetjiik.
A Camille 1.05 programbol bmp kiterjesztéssel kell elmenteni azt a fajlt, amelyet ebben a programban kivanunk
megnyitni. A Plugins/ LUT Panel 2.2/ Gradient LUT paranccsal lehet el6hivni a szinezéshez hasznalhat6 szinskala-
beallito tablat (LUT: Lookup table). 2-5 szin beallitasa valaszthato, érdemes kihasznalni a maximalis lehetéséget.
Az els6 szin (Define color 1) fog tartozni a legkisebb intenzitasu teriiletekhez, az 6todik a legnagyobbhoz. Ha
nagyjabol egyenletesen valasztunk szineket a szinskala tertiletérél, a hamisszinezés is szimmetrikus lesz, ellenkez6
esetben az intenzitastartomany adott részét finomabb, mas részét durvabb szinfelbontassal képezziik le. Egy
lehetdség pl.: kék/fekete — piros — narancs — sarga — fehér. A zold szint a levél szinére valo asszocidlas miatt el
lehet keriilni. A beallitott szinskala elmenthet6 (Export LUT).

Ezt a képet 24 bites bmp formatumban célszerti kimenteni. Ehhez pl. az Image/Type meniiben a 8 bit mélységet
RGB formara kell alakitani. Az elmentett bmp fajl megnyithaté Paint programban, ahol a Kép mentiben atlatszova
kell alakitani a képet. Egy barmilyen képszerkesztd programban megnyitva az ehhez a sorozathoz tartozo és bmp
kiterjesztéssel korabban elmentett binaris maszkot és azt rimasolva az atlatszova tett hamisszines képre, a hattér
nagy része kiszlirhetd: Ez a kép, illetve az ebbdl négyszoges, vagy szabadkézi kijeloléssel kivagott levél képe
elmenthetd szintén 24 bites bmp formatumban.

5.6. A mérés menete

1. Kapcsolja be a mérést vezérld szamitogépet €s a monitort, majd a CCD kamerat!
2. A megfeleld ikonra kattintva inditsa el a Camille 1.04 méréprogramot!

3. Kapcsolja be a xenon flash lampa tdpegységét!
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4. A program mentijében valassza a Setup-ot és kattintson a Camera parancsra, majd a
megjelend panelen valassza a kovetkezoket:

Camera control: Remote

Intensifier Gain voltage: 650 V' (max. 700V)

Operation mode: Pulsed

5. Kapcsolja be a minta rogzitését biztositd ventillatort!

6. Helyezze el a levélminta(ka)t!

7. Valassza ismét a Setup-ot, allitsa be a kivant paramétereket, kiilonos tekintettel az
Osszegzend6 képek szamara!

8. Az Acquisition men(iben valassza a Multiple acquisition-t, amire a mérés azonnal elindul.
A miiszer egymas utan felveszi a képeket mind a 4 hullamhossznal.

9. A mérés automatikus leallasa utan a képfajlokat a program altal korlatozott rovid névvel
ellatva mentse el!

10. A mérések befejezése utan a Camera mentiponton beliil vegye le a fesziiltséget a
kamerarol, kapcsolja ki a xenon lampa tapegységét és a ventillatort, a kamerat, 1épjen ki a
programbol!

11. A képek korrigalasa (uniformity és szlir6paraméterek), feldolgozasa, aranyképek készitése
a Camille 1.05 programmal torténik.

12. A munka befejezése utan 1épjen ki a programbol és kapcsolja ki a szamitogépet!

5.7. Feladatok

1. Egy fotoszintézisgatldo gyomirtoszer felvételének nyomon kovetése a levélben. A mérés azon alapul, hogy a
levélbe jutd gyomirtdszer a kloroplasztiszban az elektrontranszportot gatolva fokozza a klorofill-a voros és tavoli
voros fluoreszeenciajat.

2. Miiveletek fluoreszcencia képekkel

- A képek szinezése a hamis szinekkel, a uniformity correction, sziirékorrekcio.
- A képek intenzitasanak fliggése az erdsitéstdl, az dsszegzett képek szamatol

- Horizontalis profil felvétele egy levélrdl az egyes hullamhosszaknal emittalt
fluoreszcencia pontos helyének lokalizalasara, szemléltetésére.

- Aranyképek készitése.

3. A gerjesztd fény beesési szogének hatdsa az emittalt fluoreszcencia eloszlasara és a fluoreszcencia aranyokra.
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6. fejezet - A fotoszintetikus oxigén
evolucio és a légzés intenzitasanak
meéreése polarografias moédszerrel

szerzd: Dr. Nyitrai Péter

Biologiai mintak fotoszintetikus oxigén fejlédésének, illetve a 1égzés soran fogyasztott oxigén mennyiségének
mérésére tobb modszert fejlesztettek ki. Gaz fazisban 1évé O,, illetve vizes oldatokban oldott O, mérésére, az
oxigén koncentracio valtozasanak nyomon kovetésére, egyszertisége és sz€éleskorii alkalmazhatésaga miatt leginkabb
a polarografias modszer terjedt el. A leggyakrabban alkalmazott oxigén polarograf, az un. Clark-tipust elektrod,
(Clark 1956) ami egy bipolaris, alland6 potencialti O,-szenzor.

6.1. A Clark-tipusu O,-elektrod

A Clark-tipust oxigén-elektrod kisméretii platina (Pt) katodot és egy nagyobb méretii eziist-kloriddal boritott eziist
(Ag) anddot tartalmaz, amelyeket altalaban indifferens anyagba (epoxigyanta) agyaznak be. Az elektrodok tdmény
KCl elektrolitba mertilnek, ami puffert (bikarbonat, borat), illetve kiszaradas ellen glicerint, vagy polietilén-glikolt
tartalmazhat. A két elektrod kozotti polarizacios egyenfesziiltség 600-700 mV. Az elektrodokat egy olyan
polipropilén membran boritja, ami permeabilis az oxigénre és a CO,-ra, de nem ereszti at a vizet és az ionokat,
tovabba megakadalyozza olyan vegyiileteknek az elektroédokhoz vald bejutasat, amelyek azokat mérgezhetik, vagy
a mérést zavarhatjak. Ilyen lehet pl. a ferricianiddal végzett Hill-reakcid, amelynek soran az eziist a cianiddal
komplexet képezve tonkreteszi az elektrodot (elektrodméreg).

Az elektrodokra adott egyenfesziiltség hatdsara a Pt katdd polarizalodik, felillete negativva valik és rajta az
odadiffundalé O, redukalddik, mig az anddon az eziist oxidalodik és AgCl valik ki. Az elektrod folyamatok soran
keletkez6 aram egyenesen aranyos a katodon redukalodott oxigén mennyiségével. A gaztérben, illetve folyadékban
torténd mérés azonos elv szerint torténik, de folyadékfazisban az oxigén diffuzidja sokkal lasstbb, ezért a
mintatartoban az egyenletes oxigén koncentracio eléréséért és fenntartasaért a mintaoldatot megfeleld, allando
sebességgel kevertetni kell.

Az alabbi elektrod folyamatok mennek végbe:
Pt katod: O, + 2H,0 + 2¢” — H,0, + 20H  —»H,0, + 2¢ — 20H"
Agandd: 4 Ag — 4Ag +4e 4 Ag” +4Cl — 4 AgCl

Az O,-elektréd mitkodése soran az elektrolit a katodd kornyékén lugossa valik és a CO, atjutva a membranon
oldédik benne, karbonat ion formajaban (ezért az alland6 pH fenntartasara alkalmaznak puffert).

A redukcios aram értékét az O,-nek a katodhoz valo diffuzidja szabja meg (diffuzios hatararam). A diffuzios dram
¢és az oldott oxigén mennyisége kozott, adott homérsékleten, linedris kapcsolat van. A diffizids hatararam
hémérsékletfiiggd, a homérséklet emelkedésével az dram exponencialisan né. A hdmérséklet valtozasa befolyasolja
az oxigén oldékonysagat is (kiilondsen nyitott mintatartoval miikodé rendszer esetén). De valtozik a biologiai
minta anyagcseréjének sebessége is. A fentiek miatt az O,-elektrod hasznalata soran a rendszert allando
hémérsékleten kell tartani, termosztalni kell.

Annak ellenére, hogy a Clark-elektrdd kvantitativ oxigénmérést tesz lehet6vé, két hatranyos tulajdonsaga is van.
Egyrészt az elektrodokat boritd membran miatt a rendszer csak lassan, akar tobb tiz masodperces késéssel (lag
fazis) tudja kdvetni az oxigén koncentracid idébeli valtozasat. Masrészt a Pt katod érzékenysége a kis feliilete
miatt, Kicsi.
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6.2. Joliot-féle O,-elektrod

A fent ismertetett hatranyoknak a kikiiszobolésére fejlesztették ki a gyors és nagyérzékenységii, un. impulzus
elektrédokat. Ezeknek els6 formajat a 70-es években P. Joliot készitette. A Joliot-elektrod esetén a Pt katod feliilete
nagy, kb. 1 cm atmér6ji korlap, és az Ag anod egy 2-3 cm atmérdjii gyird. A minta kozvetleniil a Pt katodon
helyezkedik el, igy az O, azonnal eljut az elektrodhoz. Ez az elrendezés teszi lehetdvé a kis térfogata (50-100 ml)
mintabol térténd oxigénfejlodés kinetikajanak néhany ms-os felbontast kovetését, illetve a folyamatos megvilagitas
helyett a rovid (1-2 ms) fényimpulzusok alkalmazasat is. A Joliot-elektrod hasznalata tette lehetové annak
felfedezését, hogy fényimpulzusokkal torténé megvilagitas esetén az oxigénfejlédés 4-es periddusu csillapitott
oszcillaciot mutat. Ezek a mérések vezettek el a 4 pozitiv toltés szekvencialis tarolasara szolgald fotoszintetikus
vizbontd rendszer ma elfogadott modelljének kidolgozasahoz.

6.3. Készulék tipusok

A Clark-tipusu elektrodok alapvetéen kétféle mintatartoval késziilhetnek. A nyitott mintatartoju késziilékek
oxigéntartalmanak mérése, hordozhato, elemes késziilékkel. Az ilyen tipusi miiszerek a 1égzésintenzitas, illetve
a fotoszintetikus oxigén evolucio iddbeli kovetésére, kinetikai mérésekre kevésbé alkalmasak. Az ilyen méréseket
zart mintatartoval rendelkez0 késziilékekkel lehet pontosan elvégezni. Bar az O,-elektrodok miikddési elve azonos,
a késziilékek felépitése kiilonbozik. Ezért a mérés eldtt az adott késziilék miiszaki leirasat és hasznalati utasitasat
célszerii attanulmanyozni.

6.3.1. A Hansatech gyartmanyu O,-elektrod (6.1. abra)

6.3.1.1 A késziulék osszeallitasa

Az elektrdd (1) Osszeallitdsa: a Pt elektrodot tartalmazéd korbefutd valyuba elektrolit oldatot pipettazunk.
Cigarettapapirbol egy olyan méretli korongot vagunk ki, amely befedi az Ag elektrodot tartalmazé kupos részt és
mindenhol beleér az elektrolitba. Ezutan a membranszalagbdl is egy hasonlé méretii korongot vagunk ki és
rahelyezziik az elektrod kupos részére. A membranfeszitd eszkozre (2) felhtizunk egy megfeleld méretli gumigytiriit
(3) és ranyomjuk a ktipra tigy, hogy a gumigytirti a kip oldalan kérbefuté bemélyedésbe illeszkedjen. Az elektrodtest
kiils6 vajataba behelyeziink egy gumigytiriit (3). Ellendrizziik a membran épségét, valamint az esetleges buborékok
jelenlétét. Ha a membran alatt buborék van, tjra elvégezziik az elektrod elokészitését.

Ha gaztérben torténé mérést végziink, rahelyezziik az elektrodot a haromrészes kamra alsdé egységére (4).
Ellendrizziik a kozéps6 egység (5) szemben 1€v6 részén, hogy az elektrod kipos részéhez illeszkedd gumigytirh
(3) a helyén van-e, majd az alsé (4) és kozéps6 (5) kamraegységet dsszecsavarjuk, hogy szorosan illeszkedjen, de
azért nem erdltetve az 6sszehuzast. A késziilék harmadik, zard egységét (6) a megfelelé gumigytirii (3) behelyezése
utan, nyitott csapokkal (7), 6sszezarjuk, és a késziiléket csatlakoztatjuk a vezérld egységhez (8), majd azon keresztiil
a szamitogéphez, amin behivjuk a programot (Oxylab V1.10)). Ha sziikséges, elvégezziik a kalibralast, illetve
ellendrizziik az elektrod mikodoképességét tigy, hogy a kilélegzett levegbt az egyik csapon keresztiil a kamran
atfajjuk. Az elektrod josagat a képernyon a gorbe gyors csokkenése mutatja.
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6.1. abra. A Hansatech-tipusu O,-elektrod részei. A szamozott részek leirasat lasd a szovegben.

6.3.1.2 Mintaelokészités

A levélbol ismert feliiletii korongot vagunk ki, akkorat, ami lehetdleg kitdlti a mintakamraban (5) rendelkezésre
all6 felilletet. A korong tomegét is lemérjiik és a levélanyagbol klorofilltartalmat hatirozunk meg. Igy az
oxigénfogyast, illetve termelést feliiletre, tomegre és klorofill tartalomra is tudjuk vonatkoztatni. A kamratérbe (5)
el6szor egy kozépen zart fémhalot (9) tesziink, ami védi az elektrodot a kdzvetlen fénytdl, majd egy filckorong
(10) kdvetkezik, amire a natriumbikarbonat oldatot csepegtetjiik. Erre jon a levélkorong és végiil egy fémracs (11).
Ezutan a késziilék harmadik, zar6 egységét (6), nyitott csapokkal (7), a két kapocs (12) segitségével 6sszezarjuk,
¢és zarjuk a két csapot is. A késziilékhez csatlakoztatjuk (13) a termosztat vezetékeit, €s meginditjuk a viz keringését.
A Start gombbal inditjuk a mérést. Elétte beallitjuk az y tengelyen a méréshatart és az x tengelyen a mérési id6t
(Graph — set axis). El6szor sotétben felvessziik a 1égzés oxigénfogyasztasat tiikr6z6 alapvonalat, majd feliilr6l
megvilagitjuk a mintat. A megvilagitas intenzitasat fénymérdvel mérjiik. Néhany perc utan leallitjuk a mérést
(Stop), és az eszk6zok meniibdl (Tools) kivalasztjuk az egyenes illesztési funkciot (get rate). Mind a 1égzési gorbére,
mind a fotoszintetikus oxigéntermelést mutatd gorbe szakaszokra egyenest illesztiink. Az értékeket az egér bal
gombjanak megnyomasaval kaphatjuk meg. A fotoszintetikus oxigéntermelést a 1égzés és a fény okozta
oxigéntermelés algebrai dsszegével szamoljuk. Az adatokat és a gorbét elmentjiik a gépre, vagy floppy lemezre
(File — Save). A korabbi adatokat a File — Load funkcidval hivhatjuk el6.

A folyadékban torténd mérés esetén (kloroplasztisz, vagy alga szuszpenzio) az elektrod (1) el6készitése megegyezik
a fentebb leirtakkal, de a késziilék fels6 egysége (14) mas. Ez az egység egy mérdkiivettat tartalmaz, amelyet az
also egységgel (4) kell sszecsavarozni (gumigytirii - 3). A minta a kiivettaba keriil, aminek kb. 1.5 ml a térfogata.
A kiivetta egy csavaros, kapilldrist tartalmaz6 résszel (15) zarhato ugy, hogy annak homoru, als6 plexi része a
mintaoldat felszinét buborékmentesen elérje. A késziiléket csatlakoztatjuk a termosztathoz (13), illetve a vezérld
egységen (8) keresztill a szamitogéphez. A megvilagitas a késziilék oldalan kialakitott nyilason (16) keresztiil
torténik.
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6.3.1.3 Az O,-elektrodok kalibralasa

Az O,-elektrdd kalibralasa altalaban két pontra torténik, egy adott hdmérsékleten. Oldatban torténd mérés esetén,
a kalibralés a levegdvel telitett mintaoldat oldott O, tartalmara (100%), illetve az O,-mentes mintaoldatra kapott
jel ismeretében (0%), vagy ismert mennyiségii O, koncentraciévaltozast eldidéz6 kémiai reakcioval torténhet. A
mintaoldat oxigénmentesitése torténhet egyéb, nem sztdchiometrikus kémiai reakcidval is (pl. Nay,S,04 + O, +
H,0 — NaHSO,4 + NaHS O3, vagy 2Na,SO5 + O, — 2Na,SO,), vagy szulfitokkal, pl. Na,SO5-tal. Gaztérben vald
mérésnél a kalibralds a levegd oxigéntartalmara (100%), illetve oxigénmentes gézra (argon, nitrogén gaz, szén-
dioxid) torténik.

6.3.1.4 Mérési koriilmények

Zart rendszerben val6 fotoszintetikus oxigénfejlédés méréséhez megfelel6 CO, koncentraciot (min. 350 ppm) kell
biztositani, amely a fotoszintézis sebességét altalaban nem limitalja (a 350 ppm a legtobb novény fotoszintézisét
limitalhatja, a megvilagitas erésségének fliggvényeében is). Mind a tiil magas, mind a tal alacsony CO, koncentracio
karosan befolyasolja a fotoszintetikus oxigénfejlodést. Ha mérés gaztérben torténik, a megfeleld szén-dioxid
koncentraciot 1 M bikarbonat oldattal lehet biztositani a kamraban, azaz potolni a mérés soran megkotdtt CO,-ot
(NaHCO3; — NaOH + CO,), kb. 200ul mennyiséggel. Oldatban torténd mérés esetén a megfelelden megvalasztott
puffer biztositja a szén-dioxidot.

Az elektrod miikodését kilélegzett levegd atfujasaval is lehet ellendrizni, mivel a normal levegben 21% az oxigén
¢s 0.035% a CO,, mig a kilélegzett levegbben kb. 14% O, és 5% CO, van, amely oxigénkoncentracio kiilonbségeket
a rendszer érzékeli.

Fotoszintetizald névényi minta (levéldarab, vagy alga szuszpenzio) mérésekor a mintat néhany percig sotétben
tartjuk, és felvessziik a 1égzési alapvonalat. Intakt fotoszintetikus rendszerek esetén az alapvonal negativ
meredekségll, jelezve a 1égzés altal elfogyasztott oxigént. Izolalt kloroplasztiszok, vagy tilakoid membranok
esetében az alapvonal meredeksége elvben nulla (ettdl eltérést a hdmérséklet valtozasa vagy az elektrdd instabilitasa
okozhat). Az alapvonal felvétele utan a mintat megvilagitjuk és az egyensulyi allapot beallta utan meghatarozzuk
a fényindukalt és a sotétben mért jel meredekségének kiilonbségét. Ez az érték megfeleld kalibralas esetén a minta
oxigén fejlesztésének sebességét adja. A ndvényi mintak oxigén fejlesztésének tradicionalisan hasznalt mértékegysége
a umol O, mg! klorofill h™!, de az oxigéntermelés megadhaté levélfeliiletre, levéltomegre, kloroplasztisz, illetve
algasejt szamra is.

Az oxigén koncentracid valtozasanak mérése soran altalaban kiilonboz6 allapotii mintakat kell 6sszehasonlitani,
ezért relativ 0sszehasonlitisra van lehet6ség. Ezt a mérés soran kapott gorbék meredekségének dsszevetésével
lehet megtenni, és ilyen esetekben a késziilék kalibralasa elhagyhato.
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6.4. Fuggelék

6.4.1 Az elektrolit 6sszetétele: 1 rész telitett KCI oldat, 1 rész 0.4 M-os borat puffer (pH 9.0) és 2 rész 1.0 M-os
NaHCOj oldat, amelynek a pH-jat 1.0 M-os NaCOs-al kell pH 9-re beéllitani. Bemérések: 17.5 g KCI 100 ml
desztillalt vizben, 1.23 g bérsav 50 ml desztillalt vizben NaOH-val pH 9-re beallitva. Az elektrolit oldat tartalmazhat
még 1 rész glicerint, vagy etilénglikolt.

6.4.2 A Hansatech késziilék hasznalata soran felmeriilé problémak, amikor a késziilék nem miikodik:

« elpiszkolodott az elektrod. Altalaban a platina katod szennyezddhet. A feliiletét aluminium-oxid tartalmu
polirpasztaval lehet megtisztitani, majd desztillalt vizzel lemosni. — tisztitas

* az elektrod tér membrannal val6 lezarasa soran buborék maradt az elektrodok és a membran kozott, vagy sériilt
a membran. Ezt ellendrizni akar lupe segitségével is lehet. — jra kell késziteni az elektrodot

* azelektrodhaz osszeillesztésénél kimaradtak a tomitd gumigytiriik, vagy ezek sériiltek, eloregedtek. Az elektrodhaz
als6 és kozépso részének dsszecsavarasa elégtelen, vagy tilzott — pdtolni, vagy cserélni a gumigytirtiket, ellendrizni
a lezarast

* nyitva maradtak a kamra bels6 1égterét lezaro csapok — a mérés alatt zarva kell tartani a csapokat

* nincsenek meg a sziikséges elektromos kapcsolatok — ellendrizni a csatlakozasokat

6.5. Kloroplasztiszok intaktsaganak mérése
K;[Fe(CN)g] redukcio alapjan

A K;[Fe(CN)g] (K-ferricianid), mint Hill-oxidans nem tud atjutni a kloroplasztiszok borité membranjan, de elektron
donorként reakcioba 1ép a szabad tilakoid membrénok elektrontranszport lancaival a kdvetkezdk szerint: 2 H,O +
4Fe* > 4Fe? +4H + 0, +4 ¢

100% intakt kloroplasztiszt tartalmazo oldat megvilagitasakor, K-ferricianid jelenlétében, nem kapunk
oxigénfejlodést, mig ozmotikus sokkal szabadda tett tilakoidok maximalis oxigén termelést mutatnak.

Az izolalt kloroplasztiszokat reszuszpendalo pufferben (RS) kell felszuszpendalni ugy, hogy a klorofill tartalmuk
kb. 1 mg klorofill ml! legyen. A két reakcioelegy azonos Osszetételll, csupan abban kiilonbdzik, hogy a 1-es
Hintakt”, a 2-es széttort kloroplasztiszokat tartalmaz.

A reszuszpendalo oldat dsszetétele: 330 mM szorbitol (szahardz), 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 50
mM-os HEPES-KOH (pH 7.6), és esetleg 0.2% BSA. Az oldat pH-jat KOH-val kell beallitani.

1. reakcidelegy és mérés: 1 ml 2 x tomény RS oldat + 0.8 ml bidv + 10 ul K-ferricianid (2 M-os), 10 pl D,L-
glicerinaldehid (0.5 M-o0s) + 0.1 ml intakt kloroplasztisz szuszpenzié — sotétben 1 percig kevertetni a
mérokiivettaban, majd 10 ul NH4CI-t (0.5 M-o0s) hozzaadni — mérés fényen, majd a meredekség leolvasasa (V)

2. reakcioelegy és mérés: 0.8 ml bidv + 0.1 ml kloroplasztisz szuszpenzié 1 percig keverés (ozmotikus sokk),
majd hozzaadjuk a tdbbi komponenst az 1-es mérés szerint. A meredekséget leolvasva kapjuk a V,-t.

A mérés soran a D,L-glicerinaldehid a CO,-fixaciot gatolja, ezaltal megakadalyozva a CO,-fiiggd O, fejlodést
intakt kloroplasztiszokban, de nincs hatéassal a fotoszintetikus elektrontranszport lancra. Az NH4Cl szétkapcsoloként
miikddik és a K-ferricianid hatasat erételjesen fokozza, mivel kikiiszoboli a protongradiens iddt igénylo felépiilése
okozta retardaciot, illetve a foszforilacids kontrollt kikapcsolja.

Az izolalt kloroplasztiszok intaktsagat az alabbiak szerint lehet szamolni:

(V,—V()/V, x 100 = intakt plasztisz %
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6.6. Tesztfeladatok

6.6.1 Kloroplasztisz szuszpenzid fotoszintetikus aktivitasanak mérése kiilonb6z6 fényintenzitasokon és kiilonbozo
klorofill koncentraciok mellett.

ey

6.6.3 Fotoszintézisgatlo herbicid hatasanak mérése. Do6zis-hatasgorbe felvétele, D5 érték meghatarozasa.

6.6.4 Izolalt kloroplasztiszok intaktsaganak meghatarozasakK;[Fe(CN)g redukcid mérésével

6.7. Irodalom

Walker D. (1990): The Use of the Oxygen Electrode and Fluorescence Probes in Simple Measurements of
Photosynthesis. Robert Hill Institute, The University of Sheffield

www.dawalker.staff.shef.ac.uk/daw/use.pdf
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7. fejezet - A fluoreszcencia indukcio
felhasznalasa a fotoszintetikus
apparatus miukodésének vizsgalataban

szerz®: Dr. Solti Adam

7.1. A fotoszintetikus apparatus alapveto
miikdédeéese

A novényi ¢élet legjellemzobb tulajdonsaga a fotoautotréf metabolizmus. A fotoautotrof anyagcesere alapja a fény,
mint energiaforras hasznositasa. A fotoautotrof él6lények a fotoszintetikus pigmentjeik segitségével elnyelt
fényenergiat a redukalt, magas redox potenciali donor-molekulak (D) oxidalasara hasznaljak fel, mikozben az igy
nyert redukald kapacitassal alacsony redox potecialu akceptor-molekulakat (A) redukalnak. A fotoszintézis
alapegyenlete a kdvetkez6képp irhato fel:

H2D +A—fény — H2A + D.

Magasabbrendii fotoszintetizald élélények esetében a redukalt donormolekula minden esetben H,O, mig az
elektrontranszportlanc végén a felszabaduld redukald kapacitast konvertibilis redukalokapacitas-valutak (NADPH,
redukalt glutation, ferredoxin és tioredoxin) taroljak mas felépit6 anyagcsere-folyamatok szamara.

A leveleket elérd lathato fény egy része a levél felszini struktirdin visszaverddik (reflektalédik), vagy elnyelddés
(abszorpcio) nélkiil athalad a szoveteken (transzmittalédik), igy energidja nem hasznosul. A ndvényi pigmentek
egy része nem-fotoszintetikus pigment (pl. antocianok, betalainok), az altaluk elnyelt fényenergia szintén nem
hasznosul a fotoszintézisben. A fotoszintetikus pigmentek altal elnyelt gerjesztési energia harom f6 utra terelodik:
egy része (i) fluoreszcencia, egy masik hanyada (ii) hé forméjéban vész el, igy végsd soron a fotoszintetikus
pigmentek altal elnyelt fény csak egy része hasznosul a (iii) fotoszintetikus elektrontranszportlanc meghajtasaban.

A fotoszintetikus szoveteken mérhetd fluoreszcenciaért legnagyobb mértékben a II. fotokémiai rendszer (PSII)
antenndi (LHCII), és a PSII emisszioja felelés. A PSII reakcid centrumban a gerjesztett Pggy a feofitin-a
kozvetitésével adja le a gerjersztés hatdsara lazitdé palyara keriilt elektronjat a Q4 kinon akceptornak (stabil
toltésszétvalas). Ha erre nincs lehetség, mert a Q, redukalt llapotban van, akkor a Pggq €s a vele izoenergetikus
antenndjanak (t.i. a gerjesztett energia visszajuthat a reakcid centrumbol az antenndra) gerjesztett allapota
fluoreszcencia vagy hd kibocsatassal relaxalodhat, ezért ilyenkor magasabb a fluoreszcencia intenzitasa. A Qp
csupan egy elektron felvételére képes, melyet tovabbad a masodlagos kinon akceptornak (Qg), mely a
tilakoidmembran plasztokinon- (PQ-) pooljanak egy, a PSII reakciécentrumhoz aktualisan k6tdd6 PQ-molekuldja
(PQ), redukalodasa utan levalik a PSII-rol. A Pgg,™ leadott elektronjat a PSII vizbonté Mn-centruméban éppen
oxidalodo vizmolekulak O-atomjardl szarmazo elektronokbol, a reakcidcentrum protein (D1) egyik tirozin-oldallanca
(Y,) kozvetitésével kapja vissza.A vizmolekulak oxidacidja soran a tilakoidmembran lumenjében igy O, molekulak
és H'-k szabadulnak fel.

7.2. Klorofill-a fluoreszcencia indukcio

A fotoszintetikus aktivitas valtozasanak kovetésére széles korben elterjedt a klorofill-a fluoreszcencia indukcidjanak
(a fotoszintetikus elektrontranszportlanc miikddésének hatasara valtozo fluoreszcencia intenzitds) mérésén alapuld
mddszer. Kautsky és Hirsch (1931) fedezte fel, hogy a fluoreszcens jel és a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
allapota kozt szoros Osszefiiggés van, melynek alapja az alabbi egyenlettel felirhato torvényszeriiség:

Eabszorbeélt = Efotoszintézis + Eh(’ﬁ + Eﬂuoreszcia

.Mivel a fotoszintetikus elektrontranszportlanc meghajtasara forditott gerjesztési energia mennyisége kozvetleniil
nem mérhetd, mértékére a fluoreszcencia-hozam segitségével tudunk kdvetkeztetni. A klorofill-a fluoreszcencia
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indukci6 hasznalatat nagyban eldsegiti, hogy a vizsgalt ndvény roncsolasa nélkiil is alkalmas a stressz-valaszok
nyomon kdvetésére. Butler (1978) modellje szerint a reakcidcentrumként funkcionald Pgg, klorofill-a dimert
gerjesztve (Pgg™) a dimer kétféeleképpen adhatja le a gerjesztési energidjat: a PSII kinon akceptorara (Q,) torténd
elektronatadas esetén nem torténik fluoreszcencia kibocsatas: ezt a jelenséget fotokémiai kioltdsnak nevezi a
szakirodalom (bar szorosan vett értelemben itt nem kioltasrol, hanem a fényenergianak a fotoszintézisben torténd
hasznosulasarol van sz6). Amennyiben az elektrontatadas valamilyen okbdl gatolt, az alapallapotba valo visszatérés
nagyobb hatékonysagu fluoreszcencia kibocsatassal parosul. Azokat a PSII reakcidocentrumokat, amelyek Q4
akceptora oxidalt allapotban van, nyitott reakciéocentrumoknak nevezziik, mig a Q, redukalédasa esetén zart
allapotrol beszélhetiink. A PSII reakcidécentrumok miikodési hatékonysaga és allapota tehat erételjesen befolyasolja
amérhet6 aktualis fluoreszcencia-hozamot (F). A levelek fluoreszcencia emisszidja a kovetkezéképpen definialhato:

F = I*Ajeva*FRpg* O

ahol I a levelet érd fény intenzitasa (fotoszintetikusan aktiv foton fluxus denzitas, PPFD), A, a fotoszintetikus
pigmentek fényelnyelésének mértékét jellemzé hanyados, FRpgyp a fotoszintetikus apparatus abszorpcidjabol a
PSII részesedése és O a fluoreszcencia kvantumhozama. A fluoreszcencia kvantumhozamat a @ hanyadossal
definialhatjuk (kibocsatott fluoreszcens fotonok szama/elnyelt fotonok szama). A @ hanyados felirhato a gerjesztett
allapotbol az alapallapotba valo visszatéréshez vezetd kiilonbozo reakcioutak sebességi allandoinak segitségével
is:

(I)F = kp/(kF + kH + kPP)

ahol kg, ky és kp a fluoreszcencia, hokibocsatas és fotokémiai kioltas sebességét jellemzo allando, P pedig az
aktudlisan nyitott PSII reakcid centrumok aranyat jeloli.

Néhany percig sotétben tartott levelekben a PSII reakcidcentrumok elektron-akceptorai oxidalodnak, azaz fokozatosan
mind nyitott allapotba keriilnek (P=1). A sttétadaptalt leveleket Kis intenzitasi, modulalt fénnyel (PPFD ~ 0,1
pmol foton m? s'l) megyvilagitva a megvilagitas kezdettdl szamitott 30-40 ps idéskalan a fluoreszcencia hozam
egy lokalis maximumot ér el, ezt F, értéknek (alap fluoreszcencia, O-pont) nevezziik. (Sokszor tévesen F értekként
talalkozhatunk az alap fluoreszcenciaval, amely jeldlés azonban téves, az eredeti elnevezés ugyanis az oligomicin-
érzékeny fluoreszcenciabol [F,] szarmazik.) Az alap fluoreszcenciaért féként az antennakomplexek fluoreszcens
emisszidja felelés. Mivel nyitott allapotban P=1, a fluoreszcencia hozam

(I)F = kp/(kF + kH + kp)

Az F fluoreszcencia kialakuldsa utan a leveleket telitési fénnyel megvilagitva (PPFD ~ 2000 umol foton m™ s'l)
jellegzetes lefutasu fluoreszcenciahozam-valtozasokat mérhetiink. A fluoreszcencia hozam (7.1. dbra) meredeken
emelkedni kezd (a reakcidcentrumok zarodnak), majd a megvilagitas kezdetétdl szamitott 2-3 ms-ot kdvetden
lokalis telitést mutat (J-pont), amely telités egyik f6 oka a Pggy ¢s a Q~ kozotti stabil toltés-szeparacio. A
fluoreszcencia hozam tovabbi emelkedésének letorésében a vizbonté centrumtél sziarmazé elektronok
megjelenésének van szerepe (I-pont), a megvilagitas kezdetétdl szamitott 60-70 ms idGintervallumban. Végiil a
fluoreszcencia hozam id6gorbéje egy utolso telitést is mutat 110-120 ms idSben (P-pont, F,). Ha a folytonos
megvilagitas leliti a PSII elektrontranszportot (a reakcid centrumok zart allapotba keriilnek), maximalis
fluoreszcenciardl (Fy,) beszélink. A fluoreszcencia hozam emelkedését a Q, és a Qg kinon akceptor kozott
megindul6 elektrontranszport tori. P-pontban a zart reakciécentrumok fluoreszcencia hozama:

O = kg/(kp + ky)
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7.1. abra. Sotétadaptalt levelek megvilagitas hatasara kibocsatott fluoreszcencia hozam emelkedése. A jellegzetes
lefutasu hozam emelkedés lokalis telitési pontokon halad keresztiil. A fluoreszcencia hozam emelkedésének
letoréséért a I1. fotokémiai rendszer miikddési allapotai tehetdk felelGssé (részletes magyarazatot 1d. a szovegben).

A fluoreszcencia hozam emelkedését befolyasolja tovabba a PQ-pool heterogenitasa, az inaktiv PSII reancid
centrumok mennyisége, a vizbont6 rendszer allapota, és a membran potencial is.

A sotétadaptalt levelek klorofill-a fluoreszcencia indukcidjanak gyors szakaszaban meghatarozhat6 az F, F,,
értéke. E kett érték kiillonbsége az tn. valtoz6 fluoreszcencia, Fy, (7.2. dbra). A valtozd és a maximalis fluoreszcencia
aranya megmutatja a PSII reakcidcentrumok maximalis kvantumhatékonysagat (a PSII-ben lezajlo fényeneria-
atalakitas elméleti legnagyobb hatasfoka, kp):

Fy/F, = (Fp — Fo)/F=kp/(kg + ky + kp)

ahol kg + ki + kp aranyos a megvilagitas intenzitasaval, hiszen a mérés soran I, Aj.y¢ €s FRpgp nem véltoznak.
Ha a levelek so6tétadaptacidja nem volt megfeleld hosszusagu, a Q,-pool nem tudja elérni a maximalis oxidalt
allapotat, igy a mérés soran alulbecsiiljiik a maximalis kvantumhatékonysagot (talbecsiiljiik az F, értékét). Ennek
elkeriilésére a mérés eldtt egy rovid, tavoli vords (>700 nm) megvilagitast kell alkalmazni, amely els6sorban a
PSl-et gerjeszti, ezaltal mintegy 'megszivja’ a fotoszintetikus elektrontranszportlacot az akceptor-oldalrdl és
eltavolitja az elektronokat a Q, akceptorrol. Néhany magasabb rendi ndvény levelében és algakban jelent6s
redukalt Q,-felhalmozodas mérhetd a klororespiraciobol szarmazo plasztokinon-redukcié miatt, mely sotétben is
miikddo folyamat. Stressz koriilmények, mint a vashaztartas zavara mellett szintén a PQ-pool részleges redukaltsaga
figyelhetd meg, ezért az F /F,, meghatarozasa el6tt a redukaltsagot csdkkentd tavoli voros megvilagitast kell
alkalmazni, az érték alabecslésének elkeriilésére.

Sotétadaptalt leveleket megvilagitva a t id6pillanatban mért aktudlis fluoreszcenciahozam (F;) ~ 1 s alatt eléri a
maximalis hozam értékét (F ), majd fokozatosan csokken (7.2. abra). A fényadaptacié nagyjabol els6 egy percében
jelennek meg az S és M tranziensek (lokalis minimum és maximum a fluoreszcencia hozamban). E tranziensek
eredete kevésbé feltart, leggyakrabban az oxigénevolucid stabil beindulasaval, a fénygyiijtd komplexek a két
fotorendszer k6zotti megoszlasanak valtozasaval (state 1-state 2 atmenet) és a CO,-megkdtés beindulasaval (redukalt
koenzimek oxidalasa) hozzak osszefiiggésbe. Tartos megvilagitas hatasara a fotoszintetikus apparatus adaptalodik
az adott megvilagitashoz (fényadaptalt allapot). Fényadaptalt allapotban a fluoreszcencia hozam stabilizalodik,
steady-state érteket vesz fel (F,). A fényadaptalt allapothoz tartozo alap fluoreszcencia (F,’) az aktinikus
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megyvilagitas néhany masodperces sziineteltetése, valamint tavoli vords megvilagitas alkalmazasa utan mérhetd.
A steady-state allapot a gyakorlatban igy hatarozhaté meg, hogy egymastol 50-100 s idokiilonbséggel adott telitési
fényfelvillanas altal kivaltott fluoreszcencia-maximum (F,,”) értékek azonosak (iigy, hogy kdzben az F, értéke sem
valtozik). A fényadaptalt allapotban a maximalis fluoreszcencia (F,”) alacsonyabb, mint a sdtétadaptalt allapotban
mérhetd F, (F,,’<F.,). AzF,’ és a F értekek segitségével szamithato a fényadaptalt reakciocentrumok miikodésének
hatékonysagat jellemz6 aktualis kvantumhatékonysag (AF/F,;’):

AF/F, =(F, -F)/F,y

A fotoszintetikus elektrontranszport 1anc miikddését az ETR (electron tranport rate) paraméter szamitasaval
jellemezhetjiik:

ETR = AF/F,,"*PPFD* FRpg; *A;,

ahol PPFD a levelet érd fotoszintetikusan aktiv besugarzas, FRpgy a PSII-n abszorbealodo fotonok részesedése a
teljes abszorbealt fénymennyiségbdl (ha PSI ~ PSII, akkor FRpgp; = 0,5) és A, a levél abszorpcids koefficiense
(C5 levelek esetében ~0,84).

sotétadaptalt megyvilagitott

Fi

7.2. abra. Sotétadaptalt és megvilagitott levélrdl pulzus amplitidé modulalt (PAM) fluorométerrel regisztralhatd
klorofill fluoreszcencia valtozasok. M: méréfény, A: aktinikus megvilagitas, T: telitési felvillanas. A sotétadaptalt
mintat modulalt méréfénnyel megvilagitva F, fluoreszcenciat, telitési felvillanas hatasara az F, fluoreszcenciat
regisztralhatjuk, e kettd kiilonbsége a valtozo fluoreszcencia (F,). Sotétadaptalt levelet aktinikus fénnyel megvilagitva
kezdetben jelentésen nd, de 1-2 s utan csokken a fluoreszcencia intenzitasa, és a beindul6 fotoszintetikus
elektrontranszport kovetkeztében fokozatosan eléri az egyensulyi értéket (Fy). Az egyenstlyi allapotban mérhetd
minimalis és maximalis fluoreszcencia hozamok az F’ és az F,” értékek. Az F, és az F” hozamok kiilonbsége a
fényadaptalt allapot valtozo fluoreszcenciaja (AF).

A fényadaptalt allapot valtozo fluoreszcenciaja valdjaban: Fv’=Fm’-Fo’. AF-et nem szoktak igy jellemezni.

7.2.1. A nem-fotokémiai kioltas (NPQ)

A sotétadaptalt allapothoz képest a maximalis fluoreszcencia hozamot kiilonbdzd eredetli energiaveszteségek
csokkentik: ez az energiamennyiség elvész a fotoszintetikus elektrontranszportlanc, kiilondsen a PSII meghajtasa
szempontjabol. A jelenségeket 0sszefoglald néven a nem-fotokémiai kioltasként (NPQ) ismert folyamatok kozé
soroljak. Fényfelesleg esetén, ha az abszorbealt fotonok szama nagyobb a fotoszintetikusan felhasznalhat6 fotonok
szamanal, egyes klorofill-protein komplexek a felesleges fény nem-fotokémiai disszipacidjaban is részt vehetnek.
Az NPQ tipusai kozott legjelentésebb a ApH-fiiggé kioltas (qE), mely gyorsan kialakul6 (20-60 s) és relaxalodo
folyamat. Az elektrontranszportlanc miikodése soran keletkezd, és ATP-szintézisre nem hasznalddo proton-gradiens
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hatasara a tilakoid lumen savasodik, amely kivaltja a violaxantin de-epoxiddz (VDE), illetve a PsbS protein
protonalddasat. A protonaldédott VDE aktivva valik, és a pigment-protein komplexeken és a PsbS-en kotott
violaxantin-molekulakat két 1épésben, anteraxantin koztes allapoton keresztiil, zeaxantinna de-epoxidalja.
Csokkend lumen savassag hatdsara a VDE inaktivalodik, és a zeaxantin epoxidaz miikodése lassan violaxantinna
alakitja a xantofill-pool nagy részét (xantofill-ciklus). A violaxantin gerjesztési energidja magasabb a klorofillok
tobb telitetlen kotéssel rendelkezd zeaxantin viszont gerjesztési energiat képes atvenni a klorofilloktol, amely ho
formajaban emittalodik. A xanthofillok oxidaltsagi allapotanak valtozasa befolyasolja az LHCII antennak
szervez6dését és aggregaltsagat, amely folyamatok szintén hozzajarulnak a termikus energiakibocsatas
ndvekedéséhez. A PsbS protein protonaldodva konformaciot valt, és antennakomplexekhez kapcsolodva, maga koré
gyljtve a PSII antennarendszerének egy részét, kioltdé centrumma alakul.

Valtozé kis fényintenzitas mellett nagy jelent6sége van a mobilis LHCII antennak PSII illetve PSI
reakciocentrumokhoz valo kapcsolodasanak is, melyet state 1 —state 2 Atmenetnek neveziink. Szerepe a gerjesztési
energia két fotorendszer kozotti megosztasanak szabalyozasa. PSII fényfelesleg esetén az LHCII komplexek 30%-
a foszforilalodhat az LHCII kindz segitségével, amit a PQ-pool redukalt allapota (a PSII talmiikddése) aktival.
A foszforilalt LHCII a PSII-r6l levalva monomerizalodik és a PSI-hez kapcsolddva az elnyelt energiat a kevésbé
fluoreszkalo PSI-re tovabbitja (state 2), ezaltal a PSII fluoreszcencidjanak csokkenését (qT) eredményezi. A PSII
fényhianya esetén a foszforilalt LHCII az oxidalt PQ altal aktivalt LHCII foszfatdz katalizalta reakcioban
defoszforilalodik, igy visszakothet a PSII-re (state 1). E folyamaton keresztiil a PQ-pool redoxallapota szabalyozhatja
a fényenergia megoszlasat a két fotokémiai rendszer kozott. Gatolt linedris elektrontranszport (LET) esetén emellett
noveli a ciklikus elektrontranszport (CET) aktivitasat. A qT kozepes idétavon (5-10 perc alatt) relaxalodo kioltas.

Mig a qE és a qT viszonylag gyors és reverzibilis folyamatok, az NPQ egy masik, PSII inhibicioval 6sszefiiggd
tipusa (qlI) lassan alakul ki, és gyakran irreverzibilis. A magas fényintenzitas hatarara kialakul6 fotoinhibicio
mellett a PSII mitkddése szamos mas stresszhatas eredményeképpen is gatlodhat (PSII inhibicié szarazsag, hideg,
tapelem-hianyok és toxikus anyagok hatasara), amikor gatolt reakciocentrumok tartds gerjesztése karosodasokat
eredményez alacsony fényintenzitason is. A reakciocentrumot felépité D1 protein oxidativ karosodasai gatoljak
az elektrontranszportot. Az inaktivalt PSII reakciocentrumok kiolt6 centrumokként miikddhetnek, amelyek gerjesztett
allapota hokibocsatassal relaxalodik. Az NPQ legaltalanosabban az

NPQ = (Fm'Fm,)/Fm’

egyenletbdl szamithatd. Az egyes kioltasi tipusok részesedésének meghatarozasa az NPQ egészébdl a gyakorlatban
azonban nem egyszer(i feladat. A qE legegyszeriibben a Stern-Volmer egyenletbdl szamithato:

qE = (F,-F,')/F,

Az alap fluoreszcencia meghatarozasanak nehézsége (1d. Hibalehetségek) miatt azonban a legtobb esetben nem
nyujt pontos eredményt.

Az egyes kioltasi tipusok részesedésének méréséhez felhasznalhato a relaxaciojukban mérhetd idobeli eltérés. A
fényadaptalt levelet s6tétbe helyezve és meghatarozott id6 elteltével (30 s, 5 min, 20 min) telitési felvillanasokkal
megvilagitva egyre ndvekedé maximalis fluoreszcencia értékek (F ") mérhetdk. Az F 30>, F,”’s» €s Fp, 7o €rtékek

crer

qE = (Fy”s- Fiy )/ (Fip-Fo).(%)
qT = ([F- Fiy” 5°]-[Fin~ Fin 720D/ (FiFo).(*)
ql = (Fp- Fiy"20)/(Fiy-F)

A gyorsan relaxalodo NPQ folyamatok (qE, qT) azonban erés idébeli atfedést mutatnak, ezért gyakran a qE
meghatarozasanak pillanatdban a qT jelentds része is relaxalodik, igy elkiilonitésiik hibaval terhelt.

A PSII inaktivacio és az energizaltsag-fliggd kioltas részesedésének szamitdsadra Hendrickson modell adja a legjobb
eredményt. A modell a teljes elnyelt gerjesztési energia megoszlasat adja meg:

2Ecxe = @pgspp + Onp + Prpg + Prp = 1
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ahol ZE,, a teljes abszorbealt kvantumhozam, ®pg); a fotokeémiai kioltas, @¢py a fluoreszcencia mértéke, Oypq az
antennafiliggd folyamatok kioltasa és @y a PSII inaktivaciobol eredd kioltas. A gerjesztési energia megoszlasanak
szamitasadhoz a modell hasznal egy kvazi inaktivaciot nem szenvedett fotoszintetikus apparatus sotétadaptalt
maximalis (F,y,) és variabilis fluoreszcenciajat (F,)), a kapott eredmények ezért az adott ndvényre és allapotra
jellemzo relativ értékek. Az elnyelt fényenergia megoszlasa a kiilonbozo folyamatok kozott a kdvetkezo egyenletek
szerint alakul:

F,\ . F,/F,
Pep = [_| o
z F Lungf & r

1-_.'".11"-,__
Pyr = 1 - (22

b

7.2.2. Hibalehetoségek a méréshen

A steady-state allapot jellemzésekor tobb hiba is felmeriilhet. Amig a PSII fluoreszcencidja indukalhatd, addig a
PSI fluoreszcenciaja stabilnak tekinthetd (az alap fluoreszcenciaban jelentkezik), és jellemzdéen csak a 700 nm
feletti hullamhossztartomanyban jelentkezik. 700 nm f616tt a PSI fluoreszcencidja C5 és C4ndvények esetében 30
¢és 50%-ban jarul hozza az F , értékéhez. Kovetkezésképpen a PSI fluoreszcencidjanak nagyobb mértékii megjelenése
a fényadaptalt allapotra jellemzd fluoreszcencia-paraméterekben (Fg, F,’) az aktudlis kvantumhatékonysag
alulbecslését eredményezik. A pusztan alacsonyabb hullimhosszu (680-700 nm) fluoreszcencia emisszié mérése
a levél szoveteinek reabszorpcidja miatt okoz téves eredményt. A tal hossza idejii telitési felvillanas alkalmazasa
szintén negativ hatasu a mérésre: a hosszl telitési megvilagitds nem csak a Q,, de a PQ-pool redukcidjat is
eredményezi. Mivel a PQ szintén kiolt6 hatasu, a redukalodasa az F,” tulbecsiilését okozza, amely akar a 20%-ot
is elérheti. A steady-state allapotot nagymértékben befolyasolja a LET allapota. C4 ndvényekben, illetve alacsony
légkori O, koncentracio mellett C; ndvényekben is a LET altal termelt NADPH és ATP f6 felhasznaldja a
CO,-megkétés. Hatékonysaganak (Ocg,) barmilyen eredetli csokkenése gatolja a LET miikodését, igy alabecsiiljiik
a AF/F,’ értékét. Az F,” meghatarozasa is sokszor hibaval terhelt lehet, mert a steady-state allapotban a Q 5-pool
nem oxidalhaté minden esetben egy rovid tavoli vords megvilagitassal. Ilyen esetekben az F,,” értéke a kovetkezo
egyenletbol szamithato:

Fy' = Fo/[(Fy/Fy) + (Fo/Fy)]

feltéve, hogy a minta fotoinhibicioja relaxalodott a sotétadaptalas soran, 1d. gl.

7.3. Klorofill-a fluoreszcencia indukcio mérése
pulzus amplitudé modulaciés (PAM)
fluorométerrel

A fotoszintetikus elektrontranszportlanc meghajtasahoz a fotoszintetizal szoveteket megvilagitasnak kell kitenntink.
A fotoszintetikus apparatus a gerjesztd fény egy részét, mint lattuk, fluoreszcencia formajaban emittalja, azonban
az aktinikus fény nagy intenzitasa mellett a gyenge fluoreszcens emisszidt nehéz kdzvetleniil mérni. Amennyiben
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az aktinikus fény spektruma atfed a fluoreszcens fénnyel, a mérés gyakorlatilag lehetetlenné valik. Erre a problémara,
tehat az aktinikus megvilagitas mellett az indukalt fluoreszcencia mérését lehetdvé tevo késziilékek nagyjabol
harminc éve allnak rendelkezésiinkre. A pulzus amplitadé modulacié (PAM) elvén dolgozo fluorométerek az
1980-as évek kozepén keriiltek elészor forgalomba. Elényiik a kozvetlen fluoreszcencia emissziot mérd klorofill-
a fluorométerekkel szemben az, hogy a mérés nemcsak sotétitett kamraban, hanem barmilyen megvilagitas mellett
is elvégezhetd. A klorofill-a alap fluoreszcenciat egy extrém alacsony intenzitast méréfény indukalja, mig a
fotoszintetikus elektrontranszportlancot egy konstans intenzitasti aktinikus fény hajtja meg. Ez utdbbi szintén
indukal egy, az el6z6nél erdsebb allando klorofill-a fluoreszcenciat, de ezt a fazis-érzékeny detektalas eltiinteti a
jelbol.

A PAM fluorométerek (7.3. dbra) miikodésének alapja, hogy olyan valtoztathaté nagy frekvenciaju (1,6 kHz, a
pulzusok gyakorisaga: us idéskala), kis intenzitasu (0,05 pmol foton m2s! a méréfény kvazi nem valt ki fotokémiai
reakcidt, csak fluoreszcenciat), gyors felfutast és lecsengésti voros (A < 680 nm) méréfény felvillandsokkal
dolgozik, amelyek elhanyagolhaté mértékben novelik a fluoreszcencia-hozamot. A kivaltott, szintén ps idéskalaju
fluoreszcencia pulzusok a szaloptikan keresztiil eldszor egy sziir6hdz jutnak, amely csak a A > 700 nm fotonokat
engedi at. A fluoreszcens jelet egy nagy érzékenységii €s széles tartomanyban (109) linearis fotodioda detektor
érzékeli. A digitalis jel ezt kovetden egy pulzus-jelerdsitobe keriil, amely AC-kapcsolt, igy lehetdvé teszi a hattérbol
szarmazo jelek sziirését. A jel sokszorozasat egy szelektiv erdsitd végzi, amely a gerjesztd pulzus és a pulzus utan
néhany ps-mal mérhetd fluoreszcens jel kdzotti kiilonbséget erdsiti fel. Ezt a kiilonbség jelet csak nagyon gyors
valtozasok befolyasolhatnak, igy kvazi konstansnak tekinthetjiik.

’ Pulzus Szelektiv
LED driver generator T jelerbsité
Kiadott Pulzus Adatrégzites
pulzusok S el jelek
. Fotodidda Pulzus-
Ll AN detektor jelerdsits
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pulzugok UDFESZEEHC!;ﬁ.:::#_E
EEEEFE
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fény

7.3. abra. A PAM elven miikddo klorofill-a fluorométerek miikddési elvének vazlatos rajza. A miiszer altal generalt
nagy frekvenciaju gerjesztd fényimpulzusok ugyanilyen frekvenciaval kis fluoreszcenciaintenzitas-novekedést
okoznak. A fluoreszcencia hozam meghatarozasahoz a szelektiv erdsit6 a mér6fény-pulzusok altal kivaltott
fluoreszcens jelet erdsiti fel.

A telitési fényimpulzusok szinkronizalasa a méréfénnyel ugy torténik, hogy a telitési felvillanas kezdete a méroéfény-
pulzusok k6zotti *ablak’ kdzepére essen, amely kiviil esik a pulzus utani néhany ps-os mintavételezéstol. A méréfény
pulzusainak frekvencidja ndvelhetd, amely lehetdvé teszi az indukcio és a relaxacio gyors kinetikajanak mérését
is. A mérésben el kell kiiloniteni a hozam (yield) és az intenzitas (intensity) fogalmakat. A mér6fény modulalt jele
segitségével a hozam hatarozhatdé meg, mig példaul az folytonos aktinikus, vagy telitési fény nem-modulalt
intenzitasemeld hatasat sziiri az erdsité. A rendszer lehetdvé teszi igy a klorofill-a fluoreszcencia mérését mind
folytonos megvilagitas (pl. napfény), mind pedig a sziirén szabadon atjutni képes tavoli vords hattér mellett. A
méréfény gyors fel- és lefutdsu pulzusait lézer-emisszios diddak (LED) biztositjak. A miiszer felépitése
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szempontjabol fontos, hogy minden fény (mérdfény, aktinikus fény, telitési pulzus, tavoli vords hattér) sajat
szaloptikan keresztiil éri el a mintat, ami a szaloptika hatékonysaga miatt fontos. A fluoreszcens jelet fotodiodak
detektaljak, melyekben a fotonsokszorozokhoz (photomultiplyer) képest az emelkedo fényintenzitassal parhuzamosan
nem novekszik a zaj mértéke. A digitalissa konvertalt jelet szamitdgéppel regisztraljuk

7.3.1. Mérés PAM fluorométerrel

A gyakorlaton PAM 101-102-103 klorofill-a fluorométert (7.4. abra) hasznalunk. A miiszer bekapcsoléasa el6tt ne
felejtsiik el elinditani a szamitogépet és a regisztrald nyomtatot, és bekapcesolni a telitési fényimpulzusokat szolgaltatd
lampat (KL-1500)! A fluoreszcens jeleket a DA-100\DA-100.exe program regisztralja. A miiszer bekapcsoldsa
utan a fluoreszcencia hozamot a ’Zero offset’ gomb nyomasaval alapértékre kell allitani! A maximalis
kvantumhasznositis meghatarozasahoz 15-30 percig sotétadaptalni kell a mintakat (leveleket). A leveleket specidlis
csipeszekkel rogzithetjiik a méréfényt és a fluoreszeens jelet kozvetitd kevert szali szaloptika végzddésére (7.5.
abra). A mér6program numerikus izemmodjaban (N) beallithatok a telitési fényimpulzusok idéegységei, €s a
telitési felvillanasok gyakorisaga.

ACTINIC LIGHT CONTROL &

TIMER
10ME 450 mes
s @

10

7.4. abra. A PAM 101-102-103 chlorophyll fluorometer kezel6feliilete. A fluorométert bekapcsolasa utan a Zero
offset gombbal alapvonalazhatjuk. Mérés el6tt ne felejtsiik el a méréfény-impulzusokat elinditani a Pulse on
kapcsoloval! A 101 egységen talalhato kapcsolokkal (Light intersity, Gain és Damping) a méréfény-impulzusok
tulajdonsagai valtoztathatok. A 102 egység az aktinikus fény tulajdonsagait szabalyozza — kiils6 fényforras (KL-
1500) hasznalata esetén a fényintenzitas a kiilsé fényforras sajat szabalyozoéival allithato be, ilyenkor a Timer
kapcsolot Manual (Man.) allasban hagyjuk. Mérés inditasakor a z6ld *Start’ gombot kell megnyomnunk, a
leallitasakor pedig a Timer-t allitjuk Stop allasba. A 103 alegység a telitési fényimpulzusok vezérlését végzi.
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7.5. abra. Szaloptikara rogzithetd zart (A) és nyitott (B) levélcsipeszek. Zart levélcsipesz segitségével a levelek
sOtét- és fényadaptacioja is elvégezhetd, mig nyitott levélcsipesszel a fényadaptalt levelek gyors mérését lehet
kivitelezni.

7.3.1.1 Az elméleti maximalis kvantumhasznositas mérése

A mintat a hordozd/adapter segitségével a szaloptika végére erdsitjiik, Ggy, hogy a szaloptika feliilete kozvetleniil
a minta felszinére illeszkedjen. Ellendrizziik, hogy a mérépulzus kapcsold bekapcsolt allapotban (On) all-e. A
miiszer kiilonalldo hullamhossz-valtojat allitsuk tavoli vords (H) allasba, és vilagitsuk meg a mintat 3-4 s ideig
tavoli vords fénnyel, majd valtsunk ujra vorods (R) allasba. A rovid tavoli vords megvilagitassal érhetjiik el a Q
akceptorok maximalis oxidalt allapotat (nyitott reakcidcentrumok). A szamitégép M billentyliparancsaval inditjuk
a telitési fényimpulzust. A telitési F gorbe megjelenik a szamitogép monitoran. A gorbe lefutdsaban ellendrizziik,
hogy elérte-e a teljes telitést, valamint hogy F,, < 5xF ! Stressz koriilmények kozott a variabilis fluoreszcencia
értékének csokkenése természetes folyamat. Az értékek az Enter paranccsal fogadhatdak el. Szamoljuk ki a minta
maximalis kvantumhasznositasanak mértékét!

7.3.1.2 A tényleges (fényadaptalt) kvantumhasznositas mérése

Inditsuk el a mérOprogramot a szamitégép F10—measure—numeric parancsaval. A nyomtatd regisztralja a
maximalis kvantumasznositas korabban mért értékeit. Ellendrizziik, hogy az ’Actinic light control’ panel (102)
idékapcsoloja (Timer) kézi vezérlésben (Manual) all-e. Az aktinikus fényt kapcsoljuk be a kontroll panel Start
gombjaval és az aktinikus megvilagitast szolgdldo KL-1500 fényforras kapcsoldjanak egyidejui elforditasaval. A
fényadaptacio soran telitési pulzusok az impulse (Y) paranccsal adhatok manualis tizemmodban. A szoftver
maximum 15 percig tud folyamatosan adatokat gytijteni (30 ms adatmentési frekvencia mellett), ha ennél tobb
iddre van sziikség a fényadaptacidhoz, Esc paranccsal leéllithatjuk a mérést, majd ujra elkezdhetjiik, ellenkez6
esetben 15 min utan az adataink feliilirddnak az adatfajl korlatozott mérete miatt. Ha az F,;” értéke 100 s-on beliil
nem mutat valtozast, beallt a steady-state allapot (7.6. abra). Az F,” meghatdrozdsa a PAM 101-102-103
fluorométerrel csak manualisan lehetséges, a program nem regisztralja az értéket. Méréséhez kapcsoljuk le az
aktinikus megvilagitast (KL-1500 fényforras), és ezzel parhuzamosan valtsunk at tdvoli vords lampara. 3 s id6
mulva a Timer-t kapcsoljuk ki (Stop), és a program F; ablakabol olvassuk le az F,> értékét (~5 s beliill mért
legalacsonyabb érték). Szamitsuk ki az aktualis kvantumhasznositas (AF/F,;’) és az NPQ értékét! Inhibiciot nem
szenvedett (’kontroll”) minta maximalis kvantumhasznositasi adatait felhasznalva szdmitsuk ki a gerjesztési energia
megoszlasat a kiilonbdzo folyamatok kdzott!
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7.6. abra. Kiegyensulyozott tipanyag-ellatasu (A) és cink-mérgezésben szenvedd ndvény (B) sdtétadaptalt leveleirdl,
fényadaptacio alatt regisztralt fluoreszcenciahozam-valtozasok. Mindkét regisztratum az aktinikus fény
felkapcsolasaval indul, amely kezdetben magas fluoreszcenciahozamot indukal, a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc beindulasaval parhuzamosan azonban a fluoreszcenciahozam fokozatosan eléri a steady-
state allapotra jellemz6 értéket. A fényadaptacio soran 100 s-onként kapott a levél telitési fényfelvillanasokat,
melyek a maximalis fluoreszcencia hozam (F,,) értékénél kisebb fluoreszcenciahozam-megemelkedéseket és -
lecsengéseket eredményeztek. A regisztratumokon piros szinnel a fotokémiai kioltas (qP), sarga szinel a hozam
(Y), zold szinnel pedig a nem-fotokémiai kioltas (qN) program altal szamolt értékei jelennek meg. A cink-mérgezett
névénnyel szemben a kiegyensulyozott tapanyag-ellatasu ndvény levelei hamarabb adaptalodtak az aktinikus
megvilagitashoz. Az (A) abrarészen a nyillal jelol pontban a fényadaptalt levél ujra s6tétbe kertilt, a 100 s-onként
tovabb alkalmazott telitési felvillanasok egyre lassabb lecsengései a sotétadaptacié megindulasat jelzik.

7.3.1.3 Nem-fotokémiai kioltas komponenseinek meghatarozasa

Kapcsoljuk ki a tavoli vords megvilagitast, és allitsuk a Timer-t Manual allasba, majd adjunk a mintanak 30 s
mulva telitési fényimpulzust az impulse paranccsal. Folytassuk az impulzusokat 100 s id6k6zonként, amig az F,”
értékek stabilizalodnak. Szamoljuk ki a qE és qT kioltasok részesedését az NPQ-bol!
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7.4. Klorofill-a fluoreszcencia indukcio mérése
diszkrét hullamhosszokon méro fluorométerrel
(FMM)

A PAM fluorométerek eldnye, hogy hattérvilagitas mellett is képesek a fluoreszcenciahozamot mérni. Hatranyuk
azonban, hogy a A > 700 nm emisszios szlir6 jelentds mennyiségii PSI fluoreszcenciat engedhet at, amely kiilondsen
C4 novények esetében az aktudlis kvantumhasznositas alulbecslését eredményezheti (1d. Hibalehetéségek). Az
FMM fluorométer fényforrasa egy A = 635 nm lézerdidda (500 umol foton m? s maximalis emisszids teljesitmény).
A két csatornas detektalas lehetdvé teszi a klasszikus Kautsky indukeids kinetika mérését az emisszids spektrum
két maximuman (vords: A = 690 nm és tavoli voros: A =735 nm). A monokromdetektalast a diszkrét hullamhosszakon
interferencia- és vagoszlrok segitségével lehet elérni. Mivel FMM fluorométer esetén a fluoreszcencia indukciojat
¢s a fotoszintetikus elektrontranszportlanc meghajtasat is a gerjesztd lézer végzi, a szennyez6 fénytdl évni kell a
mintat, j0l zar6d6 mintatarto sziikséges a méréshez. A mért adatok méretének minimalizalasahoz a miiszer szoftvere
kvazi-logaritmikus adatgytijtést végez (0,1 ms mintavételezés az els6 4 ms, 1 ms mintavételezés 1 s, 20 ms
mintavételezés 15 s idotartomanyig, utana 200 ms mintavételezés a mérés tovabbi szakaszaban.

A tavoli voros fluoreszcencia eredete tobbrétii. Szemben a voros fluoreszcenciaval, a tavoli vOrés emisszié nem
reabszorbealédik a levél szovetein keresztiilhaladva (1d. fluoreszcencia leképezés). A vords fluoreszcencia re-
abszorpcidja csak az intenzitast befolyasolja, a hozamot nem (ld. mérés PAM fluorométerrel), az intenzitast mérd
FMM esetében a jel erdssége azonban a levél szoveti felépitésétodl is fligg. A tavoli voros fluoreszeenciat befolyasolja
a PSI alap fluoreszcenciaja a fotoszintetikus apparatus felépitésétol fiiggden (vo. C; és C4 ndvények) és a kiolto
antennakomplexek alap fluoreszcenciaja. Mivel az FMM a klorofill-a fluoreszcencia intenzitasat méri (7.7. abra),
ezért a steady-state voros/tavoli vords fluoreszcencia arany negativan és linearisan korrelal a klorofill-tartalommal
(1d. fluoreszcencia leképezés), igy kalibracid (spektrofotometrids klorofilltartalom-mérés acetonos kivonatbol)
utan felhasznalhato a klorofill-tartalom meghatarozasara is.

Az FMM fluorométer tovabbi sajatsaga, hogy képes valtoztatni a gerjesztd lézer intenzitasat (LP) is, amely valtozo
intenzitasu LP mellett a voros fluoreszcencia konstans értéken tarhato. A fluoreszcencia konstans értéken tartasanak
hatasara az LP telitési gorbét ir le, ami a konvencionalis F lefutdshoz hasonléan hasznalhat6 az aktualis
kvantumhasznositas szamitasara. A modszer alkalmas a fotoinhibicio indukalasara is. A konstans értéken tartott
voros fluoreszcencia mellett vizsgalt valtozo intenzitast tavoli vords fluoreszcencia mérése egyben mérési lehetdséget
teremt a state-atmenetek okozta, PSI és PSII kozotti gerjesztési energia elosztas atrendezddés mérésére, és a tavoli
vords fluoreszeenciat mutatd kioltd antennakomplexek szervez6dési valtozasanak vizsgalatara is.
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7.7. abra. Klorofill-a fluoreszcencia indukcié mérési adatok kiértékelése FluorMeas 1.0 programmal. A bal oldali
ablakokban a fluoreszcencia gyors felfutasa, mig a kzépsd ablakokban a steady-state allapot kialakulas
(fényadaptacio) lathato. A jobb oldali ablakok a kinetikat jellemz6 paramétereket tartalmazzak. A f61s6 ablakok
a diszkrét hullamhosszakon regisztralt adatokat (lila: 735 nm fluoreszcencia, voros: 690 nm fluoreszcencia), mig
az alsé ablakok a két fluoreszcencia aranyat (z61d: fluoreszcencia arany) mutatjak.

7.4.1. Mérés FMM fluorométerrel

A késziiléket bekapcsolva a PC modul LED-kijelz6jén jelenik meg a meniisor. Valasszuk ki a Measure opciot (1).
A mérémeniiben a Py almenii szolgal a gerjesztd 1ézerfény kinetikdjanak beallitasara (= Kautsky-kinetika; <
gerjesztd kinetika). Allitsuk a miiszert Kautsky-kinetika {izemmodba. Csatlakoztassuk a mintatartot a miiszer
szaloptikajahoz. A mérés a méromenii Start (0) funkcidjaval indithat6. Kautsky-kinetika mérése esetén valaszthato,
hogy a 690 nm, vagy a 735 nm fluoreszcencia indukcids gérbéjét jelenitse-e meg a miiszer. Az aktinikus megvilagitas
5 min ideig detektalja az indukalt klorofill-fluoreszcenciat. A mérés befejeztével ne felejtsiik elmenteni a mérési
adatokat, és feljegyezni a mérési fajl nevét! A mérési adatok soros csatlakozon keresztiil tolthetok le asztali PC-
re. A miiszer adatait a FluorMeas for FMM data evaluation 1.0 program kezeli. Ertékeljiik a vizbontd centrum
miikodését az (I-Fy)/1 és (F,-F,)/F, kvantumhatékonysigok Osszevetésével! Vessik Ossze a maximalis
kvantumatékonységot a Fg.q90/F.735 aranyokkal egy erésen klorotikus €s egy egészséges ndvény esetében!
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8. fejezet - Novényi fehérjék vizsgalata
poliakrilamid gélelektroforézissel

szerz®: Dr. Sarvari Eva

8.1. EIméleti bevezetés

Az €16 szervezetek, illetve sejtjeik és organellumaik miikodésének megismerésében fontos szerepet jatszik a
proteomika (omics — kutatasi teriilet). Célja a teljes protein dsszetétel megismerése, a proteinek funkcionalis
szempontbol fontos modositasainak (foszforilacid, glikozilacid, acetilacio, degradacid) és kolcsonhatasainak
feltarasa, illetve a fejloédési, fiziologiai és kornyezeti valtozasok kdvetkeztében fellépd fehérje-Osszetétel €s -
kolcsonhatas valtozasok nyomon kovetése. Micro-array technoldgiaval és bioinformatikaval kombinalva a vizsgalt
objektum mitkddése egyre teljesebben tarhato fel. Ugyanakkor csak a genomika és a transzkriptomika alapjan nem
hatarozhat6 meg a proteom, illetve annak valtozasai. Eukaridtakban a génekben kddolt informacio alapjan tobb
protein is képzddhet (10.000-40.000 gén, >200.000 protein) alternativ start helyek hasznalata, alternativ splicing,
poszt-transzlacios modositas kovetkeztében. A transzkriptumok mennyisége sem egyértelmt indikatora a
proteomnak, s6t a proteinek aktivitasdban bekdvetkezd szamos valtozas a transzkriptumok mennyiségi valtozasa
nelkiil, a protein poszt-transzlaciés modositasaval dsszefliggésben kovetkezik be.

A fehérjeprofil feltarasahoz az egyes fehérjéket izolalni, majd azonositani kell. A fehérjék kémiailag inhomogének
(oldhatdésagban, molekulatdmegben és toltésben kiilonb6zok, poszt-transzlaciosan kiilonbdzéképpen modositottak)
¢s tobb nagysagrenddel is kiillonbdz6 mennyiségben vannak jelen. Ezért a proteom feltarasat nagyban eldsegitheti
az, ha a fehérjekeveréket eldzetesen valamilyen modszerrel frakcionaljuk, s igy csokkentjiik a tovabbiakban egyiitt
vizsgalando fehérjék szamat. Egy fehérjekeverékbdl a fehérjék legtokéletesebb elvalasztasa (legjobb felbontés)
gélelektroforézissel érhetd el.

8.1.1. Az elektroforézis alapjai

Az elektroforézis toltott részecskék elvalasztasara alkalmas modszer. A valtozd szamu karboxil-, imino-, hidroxil-
€s amino-csoport pH-tol fiiggd toltést ad a fehérjéknek, kivéve az izoelektromos pontjuknak (pI) megfelelé pH-
n, amikor a pozitiv és negativ toltések szama megegyezik, azaz a fehérje nettd toltése nulla. Az elektroforézis
lényege, hogy potencial gradiens hatasara a toltéssel rendelkezé molekulak az ellenkezd toltést polus felé mozdulnak
el v sebességgel (v=E m [cm s'l]). A sebesség a toltésstirliségiiktol, ami meghatdrozza a mozgékonysagot (m),
valamint az alkalmazott elektromos térerdsségtol (E) fiigg. Ha az elvalasztandod molekulak egyenletes eloszlasban
talalhatok az oldatban, akkor E hatasara igazi szétvalast nem tapasztalunk. Ha azonban a fehérjéket az elektrodoktol
tavol, vékony zonaban vissziik be a rendszerbe (zonalis elektroforézis), akkor az eléggé kiilonbozé mobilitasu
fehérjék szétvalnak. A mozgo részecskék vandorlasuk soran egymassal {itkdznek, ami hd termelédését eredményezi.
A hémérséklet emelkedésével né a diffuzidé mértéke, ami keveredést okoz az oldatban és folyamatosan szélesiti
az elvalt savokat. Ezért az oldatot altalaban valamilyen hordozo kozeggel stabilizaljak. Ezek egyik csoportja inert,
azaz az elvalasztas szempontjabol tigy viselkedik, mint egy oldat, de akadalyozza a keveredést és a diffuziot (pl.
papir, celluloz-acetat, szilikagél, celluléz- és aluminium-vékonyréteg, agardz gél), az elvalasztas tisztan a
toltésslirliség alapjan torténik. A masik csoport (keményité- és poliakrilamid gélek) az elvalasztasi folyamatban
is részt vesz azaltal, hogy a hordozd porusmérete a fehérjék méretével azonos nagysagrendbe esik, ezért
molekulasziiréként viselkedik. fgy az elvalasztast nemcsak a toltéssiiriiség, hanem a molekulatémeg (molecular
weight; MW) ¢és az alak is befolyasolja. A keményitébdl, 1évén bioldgiai folyamat terméke és kiillonb6zo
szennyezddéseket is tartalmazhat, nem készithetiink jol reprodukalhato géleket és porusméret-tartomanya is limitalt.
A poliakrilamid gél (PAG) eldnye, hogy nagy tisztasagu szintetikus monomerekbdl polimerizaltathato, kémiailag
inert, széles pH (3-10), hdmérsékleti és ionerd tartomanyban stabil €s atlatszo, valamint igen kiilonbdz6 porusméretl
gélek allithatok eld beldle. Ezért a fehérjék és polipeptidek elvalasztasara féleg a poliakrilamid gélelektroforézist
(PAGE) hasznaljak.
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8.1.2. A poliakrilamid gélek osszetétele, strukturaja és
eloallitasa

A PAG-¢k az akrilamid (AA) monomerek és a véletlenszerlien beépiilé biszakrilamid (Bis) ko-monomerek
polimerizacidjaval (vinil-polimerizacid) képzddnek (8.1. abra). Ha a géleket a PAGE utan fel akarjuk oldani, akkor
Bis helyett etiléndiakrilatot (EDIA) haszndlunk, amely lugos pH-n oldhat6, vagy N,N’-diallil-tartardiamidot
(DATD), amelyet 2%-os perjodsavban lehet feloldani. Ez utobbi a Bis-tartalmu gélekhez nagyon hasonlo strukturat
hoz létre. A szabad gyokok képzddését az ammonium-perszulfatbol (AP - (NH4),S,0g) a TEMED
(N ,N,N’N’—tetrametil—etiléndiamin) katalizalja, amelyek kivaltjak a monomerek polimerizaciojat. A polimerizacidhoz
a TEMED szabad bazis formajaban sziikséges, ezért az alacsony pH késlelteti, vagy megakadalyozhatja a
polimerizaciot (savas tartomanyban Na,SOj, aszkorbinsav és FeSO, is hasznalhato katalizatorként). A molekularis
oxigén — szabad gydk kioltd — a polimerizaciot gatolja, tehat gélontés eldtt az oldatokbdl a levegdt vizlégszivattyuval
el kell tavolitani. A polimerizaciot a fémszennyezddések is gatolhatjak. A polimerizacié mértéke (lanchossziisag,
keresztkotések gyakorisaga) a monomerek koncentracidjan kiviil a polimerizacio sebességétol is fiigg (katalizatorok
mennyisége, hémérséklet). A polimerizacio koriilményeit (reagensek tisztasaga, koncentracioja, hémérséklet, O,
eltavolitasa) tehat standardizalni kell ugy, hogy a polimerizacio kb. 10-30 perc alatt megtorténjen. A géleket
kétszeresen desztillalt (ioncserélt) vizzel (bidv), gélpufferrel vagy izo-butanollal (ezt a polimerizacio utan pufferre
kell cserélni) feliilrétegezziik, ami biztositja a gélek egyenes felszinét, és gatolja az O, beoldodasat.
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8.1. abra. A poliakrilamid gélek szerkezete. Az akrilamid (AA, piros) lancokat biszakrilamid (Bis, kék)
keresztkotések kapcesoljak dssze. Ez végiil is egy haromdimenzids szivacsszerti szerkezet kialakulasat eredményezi,
amely egy atlagos pérusmérettel jellemezhetd.

A PAG-ek nagyon oxidativak, mivel a polimerizacio szabad gyokds katalizise relative magas peroxid koncentraciot
hoz 1étre. A peroxid nem toltott, tehat — a perszulfat ionoktdl eltéréen — elé-elektroforézissel nem tavolithato el.
Oxidacidra érzékeny fehérjemintak esetén ezért a monomerek polimerizacidjat el6idéz6 szabad gyokforrasként a
riboflavin fény hatasara torténé lebomlasakor keletkez6 leukoflavint hasznaljuk. A szabadgyok képzddéshez a
leukoflavin Gjboli oxidacidja sziikséges, aminek feltétele kis mennyiségii O, jelenléte is. TEMED jelenlétében a
polimerizacidé megbizhatobb. A polimerizacid soran a fényenergiat (15 W teljesitményii izz6 mar megfelel) és az
id6t standardizalni kell.

A gélek porusméretét, viszkozitasat, elaszticitdsat és mechanikai tulajdonsagait az AA és Bis koncentracidja, a
polimerizacio foka és a keresztkotések szama hatarozza meg. Ha az AA/Bis<10, akkor a gél torékeny, merev és
atlatszatlan lesz, ha pedig >100, akkor a gél nyulds és konnyen szétfolyik. Elasztikus és atlatszo géleket kapunk,
ha >3%-0s AA koncentracional az AA/Bis arany ~30. Az elasztikus gélekben az AA koncentracié novekedését a
Bis koncentracio csokkenése kell, hogy kisérje: C=6,5-0,3T (5-20%-os géleknél £1%-os eltérés elfogadhato), ahol
a C és T a gélek Osszetételét jellemzd adatok, ha V az oldattérfogat:
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AA+EBis AA+EBis
R S T o —_— %

T(%) = 100 C(%) = 100

A PAG-ek porusmérete fiigg az AA és a Bis koncentraciotol. Bis hidnyaban random polimer lanc képzddik
(viszkdzus oldat). Adott Bis koncentracional az AA koncentracié novelésével a porusméret csokken. Adott AA
koncentracional a Bis koncentracié novelése kb. az Ossz-monomer 5%-aig csokkenti a porusméretet (né a
keresztkotések gyakorisdga). Nagyobb Bis arany esetén azonban a polimer lancok vastag kotegekbe rendezddnek,
amelyek szintén (kisebb szamu) keresztkotéssel kapcsolodnak, ezaltal nagy porusok is nagyobb szamban keletkeznek,
tehat az effektiv porusméret no.

A géleket altalaban két (10-20 cm széles és hosszh) liveglapbol és tavtartokbol allo, leggyakrabban 1 mm vastag
kazettaba ontjiik (8.2. abra). A mintahelyek kialakitdsahoz kiilonb6z6 méretii féstiket hasznalunk. Az 6ntés végezhetd
egy-egy gélkazettaban kiilon-kiilon, illetve tobb gélt is Onthetiink egyszerre ontdkadba helyezett kiilonbz6 szama
kazettaban. Lehet6ség van kész gélek vasarlasara is.

K q

8.2. abra. A poliakrilamid gélek el6allitasahoz sziikséges felszerelés. 1 —iiveglapok, 2 — tavtartok, 3 —a mintahelyek
kialakitasahoz sziikséges fésti, 4 — gélonto kad, 5 — gradiens keverd.

A gradiens gélek ontéséhez gradiens keverd is sziikséges. Ez olyan kozlekedd edény, amelynek két tartalyaba
linedris gradiens Ontése esetén azonos térfogati, a gradiens két végpontjanak megfeleld gélkeveréket ontiink. A
kevertetett edényfélbe a higabb keverék keriil. Mikozben a kevertetett gélkeveréket a fiiggdlegesen allo kazettaba
juttatjuk, a hidnyz6 térfogat dllanddan potlodik a mésik edényfélbdl, igy a kazettaba kertilé keverék folyamatosan
toményedik. Az egyre toményebb oldatok egymas ald rétegzddve alkotjak a gradienst.

8.1.3. Mintakészités a poliakrilamid gélelektroforézishez

A fehérjek elektroforézishez vald el6készitéschez kiilonb6z6 miiveletekre lehet sziikség. Ha a mintdban az ionerd
magasabb, mint a szeparald gélben, akkor nem jo6 az elvalés, tehat a mintabol el kell tavolitani a sok nagy részét
(dializis, gélszlirés). Hig oldatok esetén a fehérjetartalmat koncentralni kell. Ez torténhet kicsapassal és Gjraoldassal,
ami eltdvolitja a sokat és a nem dializalhat6 szennyezddést is. Alkalmazhatunk acetonos, alkoholos, ammoénium-
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szulfatos, vagy denaturalt proteineknél triklorecetsavas kicsapast is. Koncentralasra felhasznalhaté még az ultrasziirés,
liofilizalas, illetve hidrofil polimerekkel (polietilén-glikol, Sephadex) valé beszaritas. El6fordulhat, hogy egyes
proteinek olyan nagy mennyiségben vannak jelen, hogy nagymeértékben zavarjak mas proteinek elvalasztasat,
detektalasat (albumin a vérszérumban, Rubisco a kloroplasztiszban). Ilyenkor ezeket szelektiven eltavolitjak a
fehérjekeverékbdl még a gélelektroforézis el6tt. Az oldott DNS ndveli a minta viszkozitasat, eltdmheti a gél
porusait, a proteinekhez kdtédve megvaltoztatja mobilitasukat. A nukleinsavakat enzimes emésztéssel tavolithatjuk
el a mintabol.

Mivel a PAGE-sel torténd elvalasztishoz a proteineknek oldott allapotban kell lenni, a nem vizoldékony
membranfehérjéket a mintakészités soran szolubilizalni kell, a denaturdl6 PAGE-hez pedig az oldhat6 fehérjéket
is denaturalni sziikséges. Szolubilizacié/denaturacié céljabol kiilonféle anyagokat (detergensek, kaotrop agensek,
redukalo- és alkilaloszerek) adhatunk a mintahoz.

A detergensek erdsségiiktol fiiggden a hidrofob lipid-protein illetve protein-protein kdlcsonhatasokat sziintetik
meg, valamint novelik a proteinek oldhatdsagat az pl pontjuknal (8.3. abra). Kettds karakterti vegyiiletek, amelyek
hidroféb és hidrofil molekularészletet is tartalmaznak. Vannak anionos, kationos, iker-ionos és nem-ionos
detergensek. Jellegzetességiik, hogy egy adott koncentraciojuk, a kritikus micellaris koncentracié (CMC) felett,
kiilonboz6é méretli micellakat alkotnak. A membranfehérjék szolubilizalasa azt jelenti, hogy a detergensek szétbontjak
a membrant, a fehérjéket (lipideket) micellakba zarva elkiilonitik, amelyek igy mar vizoldhatoak és kiilonb6z6
technikakkal elvalaszthatok. A leggyakrabban hasznalt és legtokéletesebben szolubilizaldé/denaturald detergens a
Na-dodecilszulfat (sodium dodecylsulphate, SDS). A teljes denaturaciéhoz 4:1 (w/w) SDS/protein arany sziikséges.
Ilyenkor 1,4 g SDS g'l protein kotodik, azaz a proteinek feliileti toltésslirlisége azonos lesz (sajat toltésiik
elhanyagolhato). A teljes denaturacié az alak azonossagat is jelenti (hidrodinamikai szempontbol palcikaszerti
struktara: a molekuldk atmérdje hasonlo, hosszuk a molekulatomeggel aranyos). A detergensek és tulajdonsagaik
részletesebb leirasat 1d. a_Detergensek fejezetben.
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detergens tipusa, koncentracidja, hdmérséklet) a membrankomplexeket (A,B,C), illetve a membranfehérjéket
(1,2,3) oldhatova teszik, vagy az utobbiakat denaturaljak. A teljes denaturaciohoz a diszulfid-hidakat redukalé
agensek is sziikségesek.

A tokéletes denaturacidhoz redukalé agensek, tiol reagensek (diszulfid-hidakat hasitjak) is sziikségesek.
Leggyakrabban a merkaptoetanolt hasznaljak. A ditiotreitol, bar dragabb, kevésbé erds szagu €s nem reoxidalodik.
Az intermolekularis diszulfid-hidak hasitasaval alegységeket kapunk. Az intramolekularis diszulfid-hidak hasitasaval
az SDS-k&todés lehet teljesebb, azaz a protein a konformacios kiilonbozdség (a nagyobb mennyiségli SDS
tokéletesebben denatural, nagyobb a feliileti toltéssiirliség) miatt gyorsabban fut. A redukaltsagot az—SH csoportok
jodacetamidos alkilalasaval tehetjiik irreverzibilissé.
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Az oldhatova tételt/denaturaciot eldsegitheti a magas hémérsékleten valo inkubalas, mivel a hdmérséklet emelésével
ametastabilis komplexek disszocialnak, illetve kaotrop agensek alkalmazasa is. A kaotrop agensek a nem-kovalens
intermolekularis kolcsonhatasokat (H-hid kotések, van der Waals kolcsonhatasok, hidrofob kolcsonhatasok)
befolyasolva fejtik ki hatasukat. A denaturalo agensek is kaotropok, de a kaotrop agensek nem mindig denaturalnak!
Kaotrop agensek az urea (6-8 M), tiourea (2 M), guanidium-klorid (6 M), litiumperklorat (4,5 M). A sok szintén
kifejthetnek kaotrop hatast azaltal, hogy arnyékolva a toltéseket destabilizaljak az elektrosztatikus kélcsonhatasokat
és sohidakat. A PAGE soran leggyakrabban az ureat hasznaljak, amely a H-kotések megbontasa révén denatural.
A teljes denaturaciohoz magas urea koncentracioé allando jelenléte (a gélben is) sziikséges. Mivel nem valtoztatja
meg a fehérjék toltését, az elvalasztas toltés és méret alapjan torténik. Bizonyos proteinek (hisztonok, riboszomalis-
€s membranproteinek) urea és SDS jelenlétét is igénylik. Az ureat friss oldatként kell hasznalni, mivel a tarolas

soran kémiai izomerizacidval cianat- [o' e C o N] ionok képzddnek, amelyek a fehérje amino-csoportjaival
reagalnak, és igy karbamilalt proteinszarmazékok képzddnek. Ennek kdvetkeztében a protein toltése valtozik, és
ha a reakci6 nem teljes, akkor egy proteinbdl tobb kiilonbozo toltésti részecske is képzddhet. Trisszel pufferelt
oldat, amelynek amino-csoportjai megkétik a cianat-ionokat, és alacsony hdmérséklet (a hdmérséklet emelkedése
gyorsitja a cianatképzodést) alkalmazasa javasolt. A cianat-ionok ioncseréld gyantan valo deionizacioval tavolithatok
el.

A fehérjemintat altalaban tomorit6 gélpufferben oldva vissziik fel a PAG-ek mintahelyeire. A minta —a kadpufferrel
valo keveredést megakadalyozando — glicerint vagy szachardzt is tartalmaz. Mivel a fehérjék szintelenek, a futas
elérehaladasanak jelzésére a ligos tartomanyban 0,001% bromfenolkéket, savasban pedig 0,005% Pyronine Y-t
vagy metilénkéket hasznalunk. Ezek a festékek a futas frontvonalat jelzik. A proteolizis gatlasa céljabol sziikséges
lehet proteazgatlok alkalmazasa is. Szerin tipusu protedzok esetében PMSF-t (fenil-metil-szulfonil-fluoridot),
Mez+—ﬁigg(')'knél o-fenantrolint, cisztein tipustaknal jodacetamidot hasznalhatunk. A proteazok gatlasa a minta
1,5-3 perces forralasaval is torténhet, ha a fehérjék ho hatasara nem aggregalédnak. A nem oldodott/aggregalodott
proteinek eltavolitasa centrifugalassal (5-15 min, 10000-20000 g) torténik. Ez azért sziikséges, hogy ne tomjék el
a gél porusait, ami akadalyozza az oldott fehérjék bejutasat. A gél mintahelyeire egyféle fehérjébol 1-10 pg-t,
fehérjekeverékbdl 50-100 pg-ot ajanlott felvinni.

8.1.4. A poliakrilamid gélelektroforézis korulményei

A protein gélelektroforézishez altalaban vertikalis gélelektroforézis késziiléket (8.4. abra) hasznalunk (pl. BioRad,
Hoefer, Amersham). Ez egy fels6 és also puffertartalybol all, amelyekbe elektrodok meriilnek. Bazikus pH-n, ahol
a fehérjék toltése negativ (a karboxil-csoportok disszocialnak), a fels6 a katod, az also pedig az anod. A két tartaly
csak a gélen keresztiil van elektromos kapcsolatban, amelynek a tetejére rétegezziik a mintat. A t6ltott részecskék
elmozdulasahoz sziikséges térerGsség gradienst egy egyenaramu tapegység szolgaltatja. A modern tapegységeken
alland6 aramerdsség, allando fesziiltség, ill. specialis esetben allando teljesitmény is beallithato. A késziilékekben
az elektroforézis soran keletkezd hé elvezetését a géleket koriilvevo kadpuffer, illetve a gélektroforézis berendezésbe
beépitett hiitérendszer is biztosithatja.
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8.4. abra. Gélelektroforézis berendezés. A kész gélek egy tartoba (1) keriilnek, amelyet a futtatokad (2) elektrodokat
hordozd részéhez csatlakoztatunk. A gélelektroforézis soran az egyenfesziiltséget a tapegység (3) biztositja.

A PAGE-t szamos tényezd befolyasolja, amelyeket mindig megfelelden kell megvalasztani az adott
fehérjék/komplexek mind tokéletesebb elvalasztasa érdekében. Fontos tényezok az elvalasztando fehérjék/komplexek
¢és a hordozo6 tulajdonsagai. A fehérjék feliileti toltéssiiriisége a mozgékonysagot szabja meg, mérete ¢és alakja
a gél molekulaszliré sajatsagaval osszefliggésben fontos. A hordozd pédrusmérete szintén a molekulasziirést
befolyasolja, formajatol (csogél/lapgél) a futas reprodukalhatdsaga fiigg. A PAGE kozegének viszkozitasa a
mozgékonysagot, pH-ja a toltésslirliséget, ionereje a hofejlodést és a savélességet befolydsolja. Az elektromos
térer6sségtdl a futasi id6, az alkalmazott aramersségtdl pedig a hétermelés fligg. A fehérjék elvalasztasahoz
altalaban 10-20 mA cm™ gélfeliilet allandod aramerdsséget, illetve ~120 V (tomorités), majd 200 V (szeparalas)
alland¢ fesziiltséget alkalmazunk.

A PAG-ek molekulasziir sajatossdga miatt a porusméretettol fiigg a felbontas, azaz két szomszédos sav szétvalasa.
Nativ fehérjekeverék esetében 7,5%-os gélekkel érdemes probalkozni (vagy 5-15%-os AA gradienssel), denaturalt
fehérjék elvalasztasara pedig 12%-os gél (vagy 10-25%-o0s gradiens) a legmegfelelbb. A két fehérje elvalasztasara
legalkalmasabb modszer (méret vagy toltés alapjan torténjen-e) kivalasztasara, illetve a fehérje tisztasaganak és
normalis futisanak az ellenérzésére a Ferguson-féle analizis révén nyilik lehetdség. Ha a log Ryt (Ry: a fehérje
vandorlasa/a jelzéfesték vandorlasa) a gélkoncentracio (T%) fiiggvényében abrazoljuk, akkor a tengelymetszet
(Y,) a T=0 esetben (azaz elvileg az oldatban) mérhetd mobilitas, a meredekség (Ky - retardacios koefficiens) pedig
a MW fiiggvénye (8.5. abra).
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8.5. abra. Ferguson-féle analizis. (A) ’a’ és b’ fehérje feliileti toltéssiiriisége azonos, méret szerint a’<’b’, csak
méret szerint valaszthatok szét. (B) feliileti toltésstirliség: *a’>’b’, méret: *a’<’b’, méret és toltés szerint is
szétvalaszthatok. (C) feliileti toltéssilirliség: *a’>"b’, mérete *a’>’b’, mindkét tulajdonsag alapjan szétvalaszthatok,
de nem annal a T%-nal, ahol ugyanolyan a mobilitasuk. (D) feliileti t6ltésslirliség: *a’>’b’, ’a’ és *b’ mérete azonos,
csak toltés szerint valaszthatok szét. Y — oldatbeli mobilitas (extrapolalt érték), Ki — retardacios koefficiens (az
egyenes meredeksége).

A fehérje elvalasztas kontinuus vagy diszkontinuus PAGE rendszerben torténhet. A kontinuitas és diszkontinuitas
minden Osszetevore vonatkozhat. A kontinuus gélrendszerben a gél egyféle porusméreti, a pufferek iondsszetétele
és pH-ja mindenhol (gélpuffer, kadpuffer) azonos, a pufferek ionereje azonban kiilonbozhet. Altalaban a mintdban
a puffer ionereje 1/5-1/10 része a gélpufferének. Ennek koncentrald, savélesedést kivaltod hatasa van az oldatbol a
szeparald gélbe valo belépéskor, mivel azon tilmenden, hogy az oldatban és a gélben a futasi sebesség kiilonb6zo,
ilyenkor a kisebb ioneré miatt még a térer6sség gradiens is nagyobb az oldatban. A diszkontinuitas megjelenhet
a g€l porusméretében (altalaban nagy poérusméretl, a mintat tomorité gélt, és kis poérusméretii, a proteineket
szeparald gélt alkalmaznak), a pufferek Gsszetételében (ionok mindsége, koncentracidja, pH). A diszkontinuus
rendszereknek a kontinuus rendszerekénél joval er6sebb mintakoncentrald, azaz savélesitd hatasuk van. A tomoritd
gél pH-jat tgy kell megvalasztani, hogy a fehérjék mobilitasa a pufferben 1év6 gyorsabban és lassabban futd ion
a gélbdl valo kizarodasahoz vezet. A diszkontinuus rendszer miikddését a kovetkezo példa alapjan érthetjiik meg
(8.6. abra). Az Ornstein-Davis Trisz-glicin (kadpufferek) - Trisz-HCI (gélpufferek) rendszerben a tomorito gél
pH-jat Ggy valasztjak meg, hogy az kozel legyen a glicin (gyenge sav) disszociacios allanddjahoz, igy az csak
gyengén disszocial. [lyenkor v = E m, (x a disszocialt molekuldk aranya). A klorid mobilitasa joval nagyobb Iévén
(leading ion) a térer6sség gradiens hatasara elfut a glicinattol (zrailing ion) egy kis konduktivitast zonat hagyva
maga mogott. Az igy kialakuld nagyobb térerdsség gradiens felgyorsitja a glicinat ionok futasat Ggy, hogy azok
kozvetleniil a klorid utan futnak, koztiik éles hatarfeliilettel. A proteineket a klorid gyorsan elhagyja, igy azok
futasa is felgyorsul a kis konduktivitasu kdzegben. Végiil is a proteinek egy sziik (néhany u vastagsagii) zonaban,
amobilitasuk sorrendjében futnak a klorid és a glicinat ionok kozti hatarfeliileten. (isotachophoresis). A proteinsav
vastagsaga nem a minta protein koncentraciojatol, hanem a gélre felvitt protein mennyiségétél fiigg. A szeparalod
g¢él pH-jan mar a glicin is jol disszocial, ilyenkor mind a klorid, mind a glicinat ionok mobilitasa nagyobb lesz a
proteinekénél, igy a proteinek el6tt futnak egy ion-hatarfeliiletet képezve. A fehérjék az egyenletes térerdsség
gradiens hatasara mozognak a gélben. Mozgéasi sebességiiket a gél molekulasziiré hatasa erésen befolyasolja, igy
szétvalnak.
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8.6. abra. A diszkontinuus gélrendszer miikodése. (A) A felvihetd mintatérfogat viszonylag nagy, a mintat a
tomoritd gél pufferében vissziik fel. (B) A tomoritd gélben kialakuld nagy térerdsség gradiens hatdsara a fehérjék
a pufferek negativan toltott ionjai k6z¢ rendez6dve néhany um vastagsagu savban érik el a szeparald gél tetejét.
(C) A szeparald gélen az ionok gyorsan mozogva elhagyjak a fehérjéket egy ion-hatarfeliiletet képezve, a fehérjék
mobilitasuk szerint szétvalnak.

A PAGE torténhet disszocialé és nem disszocialo koriilmények kozt. A nativ proteineket altalaban nem disszociald
koriilmények kozt futtatjuk. Ilyenkor a nativ protein konformacio és a bioldgiai aktivitas, illetve a tobbkomponensii
komplexekben az alegység-kdlcsonhatdsok megmaradnak a PAGE soran is. Az elvalasztés altalaban méret és toltés
szerint torténik. A leggyakrabban hasznalt rendszerek a Trisz-glicin (Laemmli-féle, pH=8,3-9,5) és a Trisz-borat
(Neville-féle, pH=8,3-9,3). Ha a fehérjék nativ allapotanak fenntartdsdhoz redukalé agens is sziikséges, akkor 1
mM ditiotreitolt tesziink a gélbe (a merkaptoetanol 10 mM koncentracidban effektiv, ez azonban gatolja a
polimerizaciot, ezért nem alkalmazhatd). Masik lehetdség toltott tiol-reagensek (1 mM tioglikolat vagy 10 mM 3-
merkaptopropionsav) hozzaadasa a felsé pufferhez. Gyenge detergenseket is hasznalhatunk nem denaturald
koriilmények kozt. Ha nem sziikséges a nativ allapot fenntartdsa, hanem a fehérjék jobb elvalasztasa a cél, akkor
disszocialo koriilmények kozt végezzik az elektroforézist. Altalaban erds detergenst (SDS) és redukéloszereket,
esetleg magas homérsékletet, kaotrop agenseket is alkalmazunk a minta teljes szolubilizacidja/denaturacidja
céljabol.

A pufferek pH-ja elvileg barmilyen lehet. Nativ PAGE esetén azonban kritikus, mivel a protein sajat téltése pH-
fiigg6. Minél tavolabb van a pH a pl-tdl, annal nagyobb a tdltés, azaz a szeparacid sebessége, tehat kisebb a
savkiszélesedés. Minél kozelebb van az pl-hoz, annal nagyobb a proteinek kozti toltéskiillonbség és igy ez is
novelheti két fehérje elvalasat. Sok protein pl-ja pH 4-7 k6zott van, ezért tobbnyire pH 8,0-9,5 PAGE rendszereket
alkalmaznak. Fontos lehet a pH a protein stabilitdsa és biologiai aktivitdsanak megmaradédsa szempontjabdl is,
mivel extrémebb pH-knal protein hidrolizis (deamidécio) 1éphet fel. Diszkontinuus rendszerben a koncentrald
hatas miatt lehet kritikus a tomoritd gél pH-ja. Disszocialo rendszerekben a pH nem annyira kritikus, mivel az
SDS-t koto proteinek széles pH-tartomanyban negativan tdltottek.

8.1.5. Gélelektroforézis modszerek

Megkiilonboztetiink analitikai és preparativ PAGE modszereket. Az analitikai modszereket, amelyek célja a
fehérjék elvalasztasa és jellemzése/azonositasa, gyakrabban alkalmazzdk. Néha azonban nagyobb mennyiségii
tiszta fehérje eldallitasara preparativ PAGE-t is hasznalnak. Mivel ehhez nagyobb méretli gélekre van sziikség,
ilyenkor az elektroforézis kozbeni melegedés megakadalyozasara nagyobb gondot kell forditani.

Az elvalasztas elve alapjan megkiilonboztethetiink nativ PAGE-t, ahol a proteinek elvalasztasat a méret, a
toltéssiiriiség és az alak is befolyasolja, izoelektromos fokuszalast, ahol az elvalasztas az aminosav 0sszetételtol
fiiggd toltéskiilonbség alapjan torténik, és SDS PAGE-t, amikor a fehérjék molekulatomege az elvalasztast
meghataroz6 paraméter.
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A nativ PAGE olyan kdriilmények kozt torténik, amikor a fehérje a gélelektroforézis alatt is nativ allapotban
marad, alegységszerkezetét, funkcidjat megtartja. Sokféle valtozata lehet. Egyik specialis esete a ,,Blue-Native”
(BN) PAGE, amely 100-1000 kDa mérettartomanyba esé strukturalis vagy funkcionalis szuperkomplexek nativ
allapotban torténd elvalasztasara alkalmas. E modszerrel tehat vizsgalhatdo a komplexek kozotti kdlesonhatas
(interaktom) is. Az elektroforézis el6tt a mintakat csak gyenge detergensekkel kell szolubilizalni, amelyek a lipid-
fehérje kolcsonhatasokat anélkill bontjak meg, hogy a fehérjék/komplexek nativ komplexstrukturdjaban kart
tennének. Leggyakrabban n-dodecil-$-D-maltozidot vagy digitonint hasznalnak. Az elektroforézishez sziikséges
negativ toltéseket a detergensek helyett a mintahoz adott ,,Coomassie Brilliant Blue” (CBB) festék biztositja.

Az SDS PAGE soran a fehérjéket teljes mértékben denaturaljuk. A nem vizoldékony fehérjéket erds detergens
(SDS) alkalmazasaval oldhatova tessziik. (Az SDS a gélben és a tartalypufferekben is jelen van, hogy a fehérje a
PAGE soran is denaturalt/oldhaté maradjon.). A vizoldékony fehérjékhez is SDS-t kotiink. A nagymértékii SDS
kotédés miatt minden fehérje jelents negativ toltést nyer, ami mellett sajat toltése nem lényeges, feliileti
toltéssiiriiségiik azonos lesz. A fehérje harmadlagos/negyedleges szerkezetét reduktansok, alkilalas, kaotrop agensek
alkalmazasaval megsziintetjiik, igy hidrodinamikai szempontbdl alakjuk is azonos lesz. A gélek porusmérete a
molekulamérettel 6sszemérhetd, igy a teljesen denaturalt fehérjék a PAGE soran MW-ok szerint valnak el. Az
ettdl eltérd, anomalis viselkedés Fergusson-féle analizissel allapithaté meg (az Y, kiilonbdzo, ha a specifikus SDS
kotés nem azonos).

A nativ és SDS PAGE egy specialis esete a gradiens PAGE, amikor a gél porusmérete a molekuldk mozgasi
iranyaban csokken, tehat a molekulak mindig egy nagyobb pdrusu gélbdl egy kisebb poérustba Iépnek be, ami
allandé savélesedést eredményez. Egy id6 utan elérik a nagysaguk altal meghatarozott porushatart, és nem képesek
tovabb vandorolni. A naluk kisebb molekulak azonban igen. igy a kisebb feliileti toltésstiriiségii, de kisebb molekulak
tavolabbra juthatnak a gélen. A fentiekbdl kdvetkez6en a homogén porusméretii géleknél jobb felbontast eredményez
mind nativ, mind denatural6 koriilmények kozt. Konkav gradiens gélek a nagy, a linearis gradiensek a kis MW
tartomanyban szeparalnak jobban. A gradiens gélek mintegy 100 fehérje sav felbontasara alkalmasak. A gradiens
PAGE széles MW tartomanyban biztosit jobb elvalast, ugyanakkor kevéssé kiilonb6z6 MW-i fehérjék jol
megvalasztott homogén gélen valaszthatok el tokéletesebben.

Izoelektromos fokuszalas (IEF) esetén az elvalasztas nagy porusméretli hordozon (agardz, nagy porusu PAG)
torténik, amfolitok jelenlétében. Az amfolitok amfipatikus, iker-ionos poliamino-polikarbonsavak elegyei, amelyeket
akrilsav és kiilonb6z6 polietilének, poliaminok szintézisével allitjak eld. Vizoldékony, jo pufferkapacitast, jo
vezetOképességli, a fehérjékhez képest kis molekulatomegii (~5 kDa), UV-ban alacsony abszorbanciaju molekulak.
Stabil pH gradiens eléallitasara alkalmasak. A pH gradiens eldallitasa gy torténik, hogy elektromos aramot
bocsatunk az adott pH tartomanynak megfeleld, egymastdl kevéssé kiilonbozo pl-tal rendelkezé amfolitokat
tartalmazo oldatba. Kezdetben, a kdzegben a pH egységes és megfelel az amfolitok atlagos pH értékének. Elektromos
tér hatasara a legnegativabb, legkisebb pl-u, legsavasabb amfolit az andd felé mozog addig, mig a netto toltése 0
lesz. A kevésbé savas amfolitok rendre az anddtdl tdvolabb érik el a 0 nettd toltést. Hasonld a helyzet a pozitiv
toltésti, bazikusabb amfolitokkal, amelyek a katdd felé mozognak. A pH-gradiens felépiilését a vezetdképesség,
illetve az daramerdsség valtozasanak, csokkenésének mérésével lehet nyomon kdvetni. Az egyensuly bedllta jelzi
a folyamat végét. A pH-gradiens gyorsabb kialakitasa érdekében a fesziiltséget 1épcsézetesen emelik (200-400-
800 mV). Manapsag inkabb kész strip-eket hasznalnak, amelyek immobilizalt pH gradienseket tartalmaznak.
Széles (pH 2.5-13) és sziikebb (pl. 4-6, 6-8, 9-11) pH tartomanyt képviselve keriilnek forgalomba. Kaphatok nem-
linearis pH-gradienst tartalmaz6 gélek is, amelyek elvalasztasi hatékonysaga a gradiens kdzepén a legjobb és a
gradiens szélei felé logaritmikusan csdkken.

Az IEF soran a fehérje elvalasztas elve az, hogy ha egy fehérjeclegyet elektromos fesziiltség hatasara egy linealis
pH-gradiens mentén mozgatunk, akkor minden egyes fehérje azon pH-ju térrészig mozog, ami megegyezik a pl
értékével. Mivel itt mar toltéssel nem rendelkezik, igy az elektromos er6tér nem hat ra, megall. Amikor a pl-ot
elérd fehérje a diffuzios mozgasa miatt akar a katdd, akar az anod felé elmozdul, ismét toltotté valik és az elektromos
erbtér visszakényszeriti az izoelektromos pontjara. igy az azonos pI-u fehérjék, amelyek IzoElektromosak, mérettdl,
tomegtol és alaktol fliggetleniil éles savot alkotva valnak el (Fokuszalas). Az elvalasztas feloldasa az alkalmazott
pH-gradiens 1éptékétdl fiigg és igen nagy pontossagu is lehet (0,01-0,02 pH egység). A fehérjék pl-je altalaban 3-
12, leggyakrabban 4-7 pH-ju tartomanyba esik. Az IEF soran a fehérjék oldatban tartasat alapvetden nem-ionos,
illetve iker-ionos detergensekkel (Triton X-sorozat, CHAPS, Nonidet P40, Zwittergent, TWEEN 20, oktil-gliikozid,
1-2%-0s koncentracioban) érik el. Denaturald agensként altalaban ureat (4-9 M) alkalmaznak. A gélen torténd
elvalasztasnal fontos szempont, hogy a hordozé porusmérete megfelelden nagy legyen, ne akadalyozza a fehérjék
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szabad mozgasat. Egyes esetekben a nagyobb porusméret miatt indokolt lehet agar6z alkalmazésa. A gél, illetve
a pH-gradiens stabilizalasa céljabol 10-12% gliikozt, szorbitolt, szachardzt is adhatnak a géloldathoz.

Szamos egyéb specidlis PAGE modszer is ismeretes. A kis molekulatomegii komponensek (1000-10000 Da) pl.
jobban elvalnak, ha a gélbe ureat is tesziink, vagy specidlis puffereket (pl. Trisz-glicin helyett Trisz-tricint)
hasznalunk.

Gyakran alkalmaznak egymasra épiilé 2 dimenzios (2D) és 3D (pl. BN/BN/SDS PAGE, BN/IEF/SDS PAGE)
modszereket is. A legaltalanosabban hasznalt, legjobb felbontasi 2D PAGE mddszer az IEF/SDS PAGE, amely
az 1.D-ban pl, a 2.D-ban méret szerint valaszt el (8.7A. abra). Kimutatasi modszertdl fiiggden (Coomassie-, Ag-
festés, illetve autoradiografia) 400-2000 protein detektalhatd. Hatranya, hogy az IEF-t megel6zé delipidalast
kovetden a hidrofob proteinek nem vagy kevéssé oldhatok vissza, tehat membranproteinek kvantitativ vizsgalatara
nem alkalmas. Azt kikiiszobolendd, hogy a sok protein folt miatt a kiértékelés és mas mintakkal valod dsszehasonlitas
nehéz, kidolgoztak a differencial gél elektroforézis (DIGE) modszert (8.7B. abra).

A B

IEF IEF

-+
* - *

- o. & @

Glicin, 12%
12%

8.7. abra. Fehérjék elvalasztasa IEF/SDS PAGE 2D rendszerekben. (A) Tilakoidmembran-fehérjék elvalasa
hagyomanyos rendszerben: A fehérjék fokuszalasa pH 4-7 linedris gradiens strip-en tortént. A szélséértékeknél
kisebb/nagyobb pl-vel rendelkez6 fehérjék az elektrod mellett gytiltek 6ssze, és futottak a 2.D-ban. Az antenna-

(LHC-) fehérjék mind izoelektromos pontjaik, mint tdmegiik kiilonb6z6ségei alapjan jo elvalast mutatnak. (B)
patkany agy szolubilis fehérjéinek elvalasztasa DIGE IEF/SDS PAGE modszerrel. A DIGE gél harom kiilonb6z6
festékkel (Cy2, Cy3, Cy5) elore festett harom kiilonbozé mintat tartalmaz, amely festékeket a sajat gerjesztési
hullamhosszukon emittalo 1ézerrel szkennelve az egyes mintak foltmintazata kiilon-kiilon digitalizalhato. Az igy
nyert foltmintazatokat egymasra helyezve a mintakban eltéré mennyiségben jelen 1évo proteinek a sajat festékiik
szinével jelennek meg (bekeretezett foltok), mig a minden mintaban jelen 1évo proteinek fehér szinnel lathatok.

A BN/SDS PAGE modszer membranproteinek kvantitativ vizsgalatara is alkalmas. A nativ allapotban szétvalasztott
(BN PAGE az 1.D-ban) protein-komplexeket a masodik dimenzidban denaturalé SDS PAGE-t alkalmazva protein
OsszetevOikre bonthatjuk (8.8A. abra). Ez az IEF/SDS PAGE alternativdja membran proteinek esetében. 3
dimenzidssa is tehetjiik, ha a 2.D-ban is nativ PAGE-t alkalmazunk, amivel a protein komplexeket alkomplexeikre
bontjuk, és ezutan alkalmazzuk az SDS PAGE-t.

A fentieken kiviill még szamos 2D PAGE technika létezik, amelyek alapja az, hogy az 1. és 2. dimenzidban
kiilonbozo gélrendszereket alkalmazunk. Egy érdekes alkalmazas a ,,metal affinity shift” modszer, ami azon az
nem koto protein mobilitasa kiilonbdz6 még az SDS PAGE koriilményei kozt is. Ha tehat az egyik dimenzidban
divalens kationok, a masik dimenzidban egy erds kelator (pl. EDTA, EGTA) van jelen a gélben, akkor a fémet
nem ko6td, mobilitasukat nem valtoztato, azaz a 2. dimenzioban atldsan futd proteinektol eltéréen a fémkotd proteinek
foltjai kivalnak a diagonalisbol. Hasonléan mobilitast valtoztatnak (kivalnak a diagonalisbol), tehat elvalaszthatok
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a szolubilis proteinektdl a hidrofob proteinek, ha a két dimenzidban valtoztatjuk az akrilamid koncentraciot, a gél
urea tartalmat és/vagy a trailing iont (8.8B. abra). E modszerekkel egy komplex proteinkeverékbol elvalaszthatok
a fémiont koté vagy hidrofob proteinek.
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8.8. abra. Membranfehérjék elvalasztasa 2D gélrendszerekben. (A) Tilakoidmembran-fehérjék elvalasztasa BN/SDS
PAGE sel. A piros keret a fénygylijté komplexek 20-29 kDa-os proteinjeit mutatja a tilakoid-komplexekben. (B)
A hidrofil és hidrofob mitokondrium proteinek szétvalasztasa kiilonb6zé A A koncentraciot alkalmazo Trisz-Tricin
SDS/SDS PAGE-sel. Az ND a NADH dehidrogendz komplex, a Cox a citokrom oxidaz komplex
fehérjekomponenseit jeldli a mitokondriumokbo6l szarmazé mintaban (Rais és mtsai, 2004 — engedéllyel
reprodukalva).

8.1.6. A proteinek detektalasa

A detektalasi modszer kivalasztasat befolyasoljak, az érdeklddésiinkre szamot tartd protein tulajdonsagai,
mennyisége, illetve a modszer érzékenysége, a festési modszer linedris tartomanya, és nem utolsésorban anyagi
lehetdségeink, valamint a rendelkezésre allo képalkotd berendezés igényei.

A proteineket az aromas aminosavak (Trp, Tyr) UV elnyelése alapjan festés nélkiil is detektalhatnank, de mivel a
fehérjék extinkcios koefficiense kicsi, és a szennyezddések — a monomerek és az SDS — szintén elnyelnek, csak
nagymennyiségli fehérje lenne detektalhatd nagyon tiszta reagensekbdl készitett gélekben. Ezért a protein
savokat/foltokat festve, illetve egyéb jelolések utan detektaljak. A detektalasi technika a jelolés modjatdl fiigg. A
festett géleket szkennelhetjiik vagy fényképezhetjitk (abszorbancia alapjan), a fluoreszkald agensekkel jelolt
fehérjék fluoreszcens detektorral, a radioaktivan jelolt fehérjék pedig autoradiografiaval mutathatok ki.

A festés el6tt a diffuzio megakadalyozasa céljabol fixalni kell a proteineket és el kell tavolitani azokat az anyagokat,
amelyek zavarhatjak a procedurat (SDS, redukalé agens, glicin, amfolit). [onmentes vizet és iivegedényeket kell
hasznalni. Figyelembe kell venni, hogy a proteinek a kiilonbozé festési eljarasokkal kiilonb6zo
mértékben/intenzitassal festddnek, tehat a proteinek minél teljesebb kimutatdsahoz néha egymas utan kétféle
technikat is alkalmaznak.

Legaltalanosabb a CBB R250 és G250 (vords ¢és zold arnyalata) festékek hasznalata, mivel ezek a proteinek széles
spektrumaval reagalnak. (Régebben ¢ festékeket a gyapju festésére hasznaltak.) Savas/alkoholos kdzegben az -
NH;" csoportokkal és hidrofob oldallancokkal 1épnek kélesonhatisba. A savas kozeg fixalja a proteineket és
elésegiti a festekkotést. A festéktelenités diffuzioval vagy a gél vastagsaga iranyaban végzett elektroforézissel
torténhet. A CBB festékek abszorpcidos maximuma 560-575 nm kdzt van, 40 ng protein a detektalhatosag hatara.
Hatranyai, hogy erds a hattérfestddés, munkaigényes, DNS, lipopoliszaharidok és poliszaharidok is festddhetnek.
A kolloidalis CBB G-250 festéket alkalmazo procedurakban a festés érzékenysége 10 ng, megkozeliti az eziist-
festését (blue silver), és a hattérfestddés elhanyagolhato.
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Az eziist-festés soran Ag' ionok (AgNO;) savas kozegben a proteinek toltott oldallancaihoz kapcsolodnak,
amelyeket azutan a formaldehid lugos pH-n Ag-té redukal (az oldat savanyitasaval leallithatd). Az Ag fehérjékhez
vald kotodését oxidaloszerek (K-permanganat/dikromat, ferricianid) elsegithetik. 2D gélek esetében a masodik
dimenzi6 festésénél gyakran hasznaljak. Vannak a mddszernek szines valtozatai, amikor a kiilonb6zé fehérjék
kiilonboz6 szintire festddnek.

A fluoreszcens jelolés 1ényege, hogy fluoreszkald anyagot (danzil-klorid, fluoreszcein, MDPF — 2-metoxi-2,4-
difenil-3(2H)-furanon) kdtnek kovalensen a proteinekre, ami UV megvilagitas hatasara a lathato tartomanyban
fluoreszkal. Detektaldsa és a mennyiségi meghatarozas azonban specialis miszert igényel, és a reagensek
fluoreszcencidgja hamar megsziinhet. Ujabban uj, fluoreszcens festékeket allitottak elé, amelyek stabil
fluoreszcenciaval rendelkeznek. Pl. a SYPRO Ruby érzékenysége 1-10 ng és széles koncentraciotartomanyban
linedris a fluoreszcens jel, nem festi a nukleinsavakat, de kimutatja a gliko- és lipoproteineket, kis MW-1 és fémkotd
proteineket is, amelyek nem jol festddnek mas festékekkel.

A lathatova tett proteinek mennyiségi kiértékeléséhez a géleket szkenneljiik/fényképezziik ¢és a savok/foltok
denzitasat hatarozzuk meg (denzitogram). Erre a célra megfelel egy jo optikai felbontast szkenner, de specialis,
kalibralhato, pixeldenzitast vagy fluoreszcenciat detektil6 berendezések is kaphatok. A kiértékeléshez specialis
szoftverek vasarolhatok. A proteineket automata pipettavégekkel, illetve szofisztikalt, erre a célra kifejlesztett
berendezésekkel vaghatjuk ki a gélekbdl (pontos foltkivagas, microplate-re helyezés).

Az autoradiografias detektalas soran radioaktivan jelolik a proteint, ami térténhet a szintézis soran, vagy radioaktiv
anyagokkal valo kezeléssel, igymint 3H- vagy 14C-danzill-klorid vagy H¢., 35S-fenilizocianat rakotésével, *H-
vagy *C-jodacetamiddal torténd alkilalassal, *H- vagy '*C-formaldehiddel torténé reduktiv metilacioval vagy a
Tyr jodinacidjaval (1251). A detektalas soran a szaritott gélt Rontgen-filmre helyezve a sugarzas hatasara az AgCl-
bol Ag valik ki, a feketedés fotozhatd, denzitometralhatd. Ha oldhato gélekkel dolgoztunk, a géleket szeletelés
utan feloldjuk, és szcintillacids szamlaloval mérjiik a radioaktivitast.

Glikozilalt proteinek (glikoproteinek) kimutatasara fukszin-alapt Schiff- (PAS-) festés a legelterjedtebb modszer,
a legérzékenyebb modszerek k6zé azonban olyan kimutatdsok tartoznak, mint a timol-szulfaton, vagy az akar 40
ng szénhidratot is kimutatni képes danzil-hidrazinon alapuld festés. A lektinek specidlis, szénhidrathoz k6tédo
fehérjék. Izotoppal, fluoreszcens festékkel jelolt vagy enzim-konjugalt lektinekkel ugyancsak detektalhatok a
glikoproteinek a gélekben.

Foszforilalt proteinek kimutatasara nukleinsavaktdl tokéletesen megtisztitott minta esetében van lehetdség. A
kimutatasra fel lehet hasznalni in vivo izotoppal jeldlt mintakat, hiszen a 32p g fehérjékbe csak foszforilacioval
épiil be. A nem-radioaktiv kimutatasi technikdk koziil legérzékenyebb az alkalikus hidrolizissel szabadda valo
foszfatcsoport oldhatatlan kalcium-foszfatta torténd alakitasa, €és ammonium-molibdat és metilzold festék segitségével
torténd kimutatdsa (foszfomolibdat képzddik). A modszer kimutatdsi hatdra 1 nmol foszfat koriil mozog.
Rodamin-f-foszfomolibdat kialakitasaval a kimutathatdsag hatara 2-3-szorosara ndvekszik.

A lipoproteinek detektalasa torténhet elektroforézis utani kimutatassal (pl. Schiff-festés alapu modszerek), illetve
futtatas elotti festési modszerekkel (pl. nitroblue tetrazolium: NBT, acetilalt Sudan black B), melyek idedlis esetben
nem, vagy csak kevéssé zavarjak az elektroforézist.

Enzimek aktivitasfestése gélekben leggyakrabban in situ szinreakcioval torténik (8.9. abra). A modszerek szemi-
kvantitativak, és viszonylag kevés enzim festésére jol kidolgozottak. Hasznalatukkal azonban lehetové valik egy
adott enzimreakciot mutatd fehérjesav kimutatdsa mas fehérjék jelenlétében. Az enzimfehérjéket, aktivitasuk
megorzése érdekében, csak nativ koriilmények kdzott valaszthatjuk el, ami csokkenti az elvalasztas hatékonysagat,
bar ismert néhany példa, pl. human hasnyalmirigy enzimek koziil, amikor az enzimek SDS-PAGE elvalasztas utan
is jo enzimaktivitast produkalnak.
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8.9. abra. Enzimfehérjék aktivitasanak kimutatasa in situ aktivitasfestéssel. (A) A peroxidaz izoformak hidrogén-
peroxid jelenlétében aromas monomereket oxidalnak szines végterméekkeé. (B) A szuperodid diszmutaz izoformak
hidrogén-peroxidot bontanak, igy aktivitasuk helyén a gél nem szinezddik el (negativ festés).

Redoxreakciokban tetrazolium sokat (NBT; metil-tiazolil-tetraz6lium: MTT) lehet hasznalni a kimutatashoz,
melyek végso elektron-akceptorként redukalodva szines végterméket eredményeznek. Peroxidaz enzimreakciok
kinonos ¢és benzidin jellegli szubsztratokkal mutathatok ki (8.9.A és 8.10. abra). Az enzimreakcié gélben torténd
kimutatasahoz a szubsztratnak be kell jutnia a gélbe, valamint a keletkez6 szines, vagy fluoreszcenciara képes
terméknek nem, vagy csak kis mértékben szabad a gélben diffundalni. Minden enzimreakcido pH optimummal
rendelkezik, amelyet a gél megfelel6 pH-ju pufferben torténd inkubalasaval tudunk elérni. Ritkan hasznalt modszer
a szubsztratok poliakrilamid gélbe torténd szilarditasa a gélelektroforézist megel6zden.

8.10. abra. Peroxidaz enzimreakci6 kimutatasa poliakrilamid gélben. A szubsztratként felhasznalt benzidin-vegyiilet
a peroxidaz enzim aktivitasa kovetkeztében hidrogén-peroxid jelenlétében polimerizal, majd egy kovetkezd
enzimatikus l1épésben oxidative ciklizalodik, igy oldhatatlan, gélben maradoé szines végtermék keletkezik.
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8.1.7. A gélek tarolasa

A géleket tarolhatjuk is. A tarolas torténhet nedvesen (a tarolo oldatban, tasakba hegesztve), illetve szaritas utan.
A szaritas el6tt a géleket egy éjszaka 5-szords térfogata 1% (v/v) glicerint és 10% (v/v) ecetsavat vagy 30% (v/v)
metanolt és 3% (v/v) glicerint tartalmazo6 oldatban aztatjuk a szaritas kdzbeni torés megakadalyozasara. Ezutan
sziirdpapirra helyezve, melegitds szaritoban vagy egy keret felhasznalasaval, a fenti oldattal megnedvesitett cellofan
lapok koz¢é feszitve levegdn szaritjuk.

8.1.8. Az elvalasztott proteinek jellemzése/azonositasa

A legegyszeriibb jellemzé a MW, amely a teljesen denaturalt fehérjék SDS PAGE-sel torténd elvalasztasakor
hatarozhat6é meg. A MW-et altalaban dalton (Da), illetve inkabb kDa egységekben fejezik ki. 1 Da a 2c (6 proton
+ 6 neutron) tomegének 1/12-ed része. Denaturald koriilmények kozt elvalasztott fehérjék MW-ét azonos
koriilmények kozt futtatott standard fehérjék MW-e alapjan készitett kalibracios gorbe segitségével hatarozzuk
meg: a Ry—a jelzdfestékhez viszonyitott mobilitas — fliggvényében abrazolva log MW-et a géltdl fiiggden kiilonbozo
MW tartomanyban egyenest kapunk. 5%-os gélben kb. 60-200 kDa, 10%-osban 15-70 kDa, 15%-osban 12-45
kDa-os tartomanyban egyenes a kalibracios gérbe. A MW meghatarozas akkor realis, ha az SDS kotés nem anomalis.
(Anomalia: pl. a glikoproteineknél, amikor csak a protein része kot megfeleld mennyiségii SDS-t, tehat a csokkent
feliileti toltésslirliség miatt a MW nagyobbnak adodik.) Novekvo T%-os géleken futtatva a mérett6l fliggd sziir6hatas
egyre inkabb el6térbe keriil és igy a latszélagos MW egyre jobban kdzelit a valddihoz.) Gradiens gélekben a log
T% (linearis gradiensen log Ry) és a log MW kozott van linedris dsszefiiggés. 7-25%-0s (C=1%) gélekben a 14-
330 kDa, 5-20%-osban (C=2,6%) 14-210 kDa, 3-30%-osban (C=8,4%) 13-950 kDa-os tartomanyban egyenes a
kalibracios gorbe. A gradiens géleken tehat a kalibracids gorbe szélesebb MW tartomanyban linearis, mint a
homogén porusméretii géleken. A standard protein keverékek kiilonb6zé MW tartomanyban allnak rendelkezésre.
Elore festett standard proteinek is kaphatok, amelyek a western blot-nal (1d. lejjebb) jol hasznalhatok.

Informaciot nyerhetiink a proteinekrdl peptidtérképezés (peptid mapping) segitségével is. Ezzel a modszerrel
eldonthetjiik, hogy két minta ugyanolyan mobilitasu savjaban futo proteinek azonosak-e, illetve ugyanazon mintaban
a kiilonbozo helyen futd proteinek kozt van-e hasonlosag (prekurzor-produktum vagy oligomer-monomer kapcsolat).
E kérdések eldontésére a proteinekbdl specifikus peptid fragmentumokat allitanak eld. Specifikusak abbdl a
szempontbol, hogy adott aminosavak kozt torténik a hasitas, és a peptid fragmentumok nem tiil kicsik. A fragmentalas
kiilonb6z6 kémiai vagy enzimatikus méodszerekkel torténhet. Barmely mddszer, ami specifikusan hasitja a fehérjét,
alkalmas erre a célra, mint a proteazok alkalmazasa, savas hidrolizis (Asp-Pro), hidroxilaminos vagas (Asn-Gly),
cianogén-bromiddal torténd hasitas (Met). A peptidek azonositasa torténhet MW meghatarozassal (SDS-PAGE),
immunologiailag (western blotting, 1d. lent), illetve aminosav szekvencia alapjan (Edman-degradacio,
tomegspektrografia, 1d. késébb).

Egyes fehérjék azonositasara hasznalhatunk immunologiai modszereket (western blotting). A blottolas soran az
elvélasztott fehérjét egy vékony hordozéra transzferdljuk, amelynek a feliilletén a proteinek hidrofob és
elektrosztatikus kolcsonhatasokkal k6todnek (8.11. abra).
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8.11. abra. Western blotting. (A) A fehérjéket a gélbol a hordozo feliiletére vissziik at elektroforézissel (transzfer),
majd a hordozo fehérjét nem koto részeit fehérjeszerti anyaggal fedjiik le (blokkolas). A vizsgalni kivant fehérjét
specifikus antitesttel reagaltatjuk. (B) A specifikus antitest-fehérje komplexhez a specifikus antitesthez kot6do
masodik antitestet kotiink, amely egy enzimet kot. (C) Az enzimreakcio termékét szines végterméket ado reakcioval
mutatjuk ki.

A hordozé lehet nitrocelluléz membran (altaldban 0,45 pm poérusméretiit hasznalnak, de kis proteineknél a 0,22
pm-es a jobb), illetve nylon membran (erdsebb, nagyobb proteinkotd kapacitdsu, de immunoldgiai detektalasnal
vagy festésnél az erdsebb kotéképesség miatt nagyobb nem specifikus antitestkotés, illetve sotétebb hattér figyelhetd
meg). A blottolas félszaraz és nedves rendszerben is végezhetd. A félszaraz rendszer kevésbé effektiv nagy
molekuldk esetében. A transzfer hatékonysaga nvelhetd a transzfer idejének novelésével, illetve 0.01% SDS-t is
adhatunk a transzfer pufferhez, de ez redukélja a nitrocellulézhoz val6é kotddést is. A transzfer hatékonysaga
nyomon kovethetd szines protein standard-ek blottoldsaval. A transzferre azért van sziikség, mivel a nagyméretii
antitestek a gél sziik porusain keresztiil nehezen jutnak el a protein antigénekhez, mig a membranok felszinén
kot6dd proteinek kénnyen hozzaférheték. A blott azonnal analizalhato, vagy 2-8 °C-on néhany hénapig eltarthato.
A specifikus antitest hozzaadasa el6tt, a nagymértékii aspecifikus antitestkdtddés (ez is fehérje) gatlasa céljabol,
a membranok transzferalt proteineket nem kotd helyeit blokkoljuk, azaz inert, fehérjetermészetii anyagokkal (pl.
zselatin, szérum albumin) boritjuk. Ezutan, specifikus poliklondlis vagy monoklonalis antitesttel reagaltatjuk a
membranra atvitt fehérjéket. A protein-antitest komplexet ugy mutatjuk ki, hogy anti-IgG-enzim komplexet kotiink
hozza, majd az enzim szubsztratjaval torténd reakcidjat szines végterméket add reagenssel lathatova tessziik. A
reakcid érzékenységét ndvelhetjiik sokszoros enzimkdtéssel vagy fluoreszcens modszerrel (anti-IgG-fluoreszcens
anyag komplexet kotiink a specifikus antitesthez) torténd kimutatassal. Ugyanazon a blotton, egymast kdvetden
néhany reakci6 lejatszathato, ha a probat minden alkalommal eltavolitjuk.
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A nem blokkolt N terminalist tartalmazoé fehérjékbdl az N-terminalis peptid meghatarozhatd Edman-lebontassal
is (8.12. abra). A kapott peptid szekvencidkat az ismert nukleotid/fehérje szekvencidkkal 6sszevetve a protein

azonosithato.
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8.12. dbra. Edman-lebontas. A polipeptid N-terminalis aminosavat (R; oldallanc) fenil-izotiocianat hozzaadasaval
fenil-tiohidantoin-R; komplex formajaban lehasitjuk. A lehasitott funkcios csoportot azonositjuk. A reakcio
ismétlésével az N-terminalis szekvencia aminosavrol aminosavra meghatarozhat6. A szekvenciat adatbazisokkal
Osszevetve a protein azonosithato.

A leggyakrabban tomegspektrografias modszerrel azonositjak a proteineket. A proteinfoltokat/sdvokat kivagjak
a gélbdl és eltavolitjak a festéket. Ezutan specifikus proteazzal emésztik, leggyakrabban tripszinnel, ami a Lys ¢és
Arg C-terminlis oldalan hasit. fgy 0,5-2 kDa méretii peptidekre bontjak a proteint. Ezutin MALDI TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-of-Flight) vagy ESI-Q-TOF (ElectroSpray lonisation Quadrupole Time-
of-Flight) modszerrel peptideket valasztanak el. A MALDI TOF spektrumok esetében a tomeg/tltés (m/z)
figgvényében kapjak a peptid intenzitast. Az m/z peptid Osszetételt dsszehasonlitva az adatbazisokbol nyert
szekvenciak elméleti hasitasaval el6allithato peptidek m/z értékeivel azonositjak a proteint. Az ESI-Q-TOF esetében
a peptidek koziil a kivalasztottat tovabb hasitjak, és az igy nyert kis darabok m/z aranya alapjan szekvenciak
nyerhetdk, amibdl az adatbazisok alapjan a protein azonosithato. Tomegspektrografiaval inkabb csak kvalitativ
informaciok nyerhetok, kvantitativ meghatarozasra kevésbé alkalmas.

A fehérjéket jellemezhetjiik/azonosithatjuk specifikus reakciok alapjan is. Ezek a fehérjék valamilyen mddositasara
(foszfoproteinek, glikoproteinek, lipoproteinek), illetve aktivitasara (enzimreakciok) utalnak (1d. detektalas).

8.2. PAGE gyakorlatok

Vigyazat!

A polimerizalatlan akrilamid idegméreg. (A polimerizacié sohasem 100%-o0s!) A TEMED rikkeltd, a tébbi
anyag hatisa nem kell6képpen tisztazott.

Kesztyiiben dolgozzunk! Automata pipettival mérjiik be az oldatokat!
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8.2.1. A fehérjék elvalasztasa denaturalé poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS PAGE)

Gélontés: A gélek elkészitéséhez sziikséges elegyek 6sszemérése el6tt helyezziik a gélkazettakat az 6ntékadba. A
szeparalo gél 10-18-os (w/v) linearis akrilamid gradienst, 0,375 M Trisz-HCI-t (pH 8,8), 10% glicerint (v/v) és
0,1% (w/v) SDS-t, a toméritd gél 5% (w/v) akrilamidot, 0,125 M Trisz-HCI-t (pH 6,8), 10% glicerint (v/v) és 0,1%
(w/v) SDS-t tartalmaz. Az akrilamid-biszakrilamid arany 30:0,8. A polimerizaciot a szeparald gélben 0,013-0,017%
(v/v) TEMED gradiens és 0,04% (w/v) AP, a tomoritd gélben 0,055% (v/v) TEMED és 0,1% (w/v) AP hozzédadasaval
inditjuk. A gélontéshez (4 db 7x10 cm-es 1,5 mm vastag gél) a kdvetkez6 elegyeket allitsuk dssze (8.1. tablazat):

8.1. tablazat. Denatural6 poliakrilamid gél 6sszemérése

Szeparalo Thé
% akrilamid 10% 18% 5%
B (szep.), C (tom.) |4,0 ml 4,0 ml 5,0
ml
A 2,7 ml 4.8 ml 1,7
ml
60% (w/v) 0,8 ml 2,4 ml -
szacharoz
Glicerin 1,6 ml 1,6 ml 2,0
ml
Bidv 6,8 ml 2,1 ml 11,0
ml
10% (v/v) TEMED |25 pl 20 pl 110
pl
10% (w/v) AP 60 ul 60 ul 220
ul
z 16 ml 16 ml 20
ml

Alarétegzéshez: 3 ml 30%-o0s (w/v) szacharoz.

Az sszetevoket az AP oldat kivételével szivopalackban mérjiik dssze, majd az oldott levegét vizlégszivattytival
tavolitjuk el (kb. 0,5-1 min). Az AP hozzaadasa utan a gélelegyeket azonnal gradiens keverdn keresztiil az el6készitett
ontdékadba juttatjuk, majd 30%-o0s szachar6z oldatot rétegziink ala azért, hogy a géloldat teljes egészében a kazettakba
kertiiljon. A polimerizaci6 utan (a viz és a gélkeveréek kozti éles hatarfeliilet eltiinik, majd Gjbol megjelenik) a vizet
szlir6papir csikkal leszivatjuk, radntjiik a szeparalo gélelegyekhez hasonloan elékészitett tomorité gélelegyet, és
beletessziik a mintahelyek kialakitasara szolgalo fésiiket. A 6%-nal tdményebb géleket a tokéletes polimerizacid
érdekében a felhasznalas el6tt egy nappal ontjiik.

Szolubilizacié: A tilakoid membranokat (0,3 mg klorofill ml!'~1 mg fehérje ml'l) szolubilizal6 pufferben (62,5
mM Trisz-HCI (pH 6,8), 2% (w/v) SDS, 2% (w/v) DTT, 10% (v/v) glicerin és 0,001% (w/v) bromfenolkék),
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaljuk. (A tetszéleges pufferben 1évé membranfehérjékhez 1/3 térfogatban 3-
szoros toménységii szolubilizal6 puffert adunk — maximum 1 mg fehérje ml'l). A nem szolubilizaldédott anyagot
centrifugalassal (5 min, 10000 g) tavolitjuk el.

Elektroforézis: Tegyiik a kész géleket a késziilékbe. 20-50 pg fehérjét tartalmazo szolubilizalt mintat vagy 5 ug
fehérjét tartalmazo standard fehérjekeveréket vigyiink fel a mintahelyekre. Toltsiik fel a késziiléket tartalypufferrel
(0,025 M Trisz, 0,192 M glicin (pH 8,3), 0,1% (w/v) SDS). Az elektroforézist hiitdszekrényben, 20 mA/lap allando
aramerdsséggel végezziik, amig a jelzéfesték eléri a gél végét (~2 h).

Egyszerii festés: A géleket 50% (v/v) metanolt, 7% ecetsavat (v/v) és 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue (CBB)
R-250-et tartalmazo6 oldattal festjiik legalabb 3 6ran keresztiil. A hattérfestddés eltavolitasa érdekében a géleket
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30%-o0s (v/v) metanolt és 10% (v/v) ecetsavat tartalmazd oldatban mossuk a hattér elszintelenedéséig. Fixalas,
festés és mosas kozben a géleket folyamatosan billend asztalon razatjuk. A tarolas 7%-os (v/v) ecetsavban torténik.

Blue Silver médszer: A géleket 50% (v/v) metanol, 2% (w/v) foszforsav elegyében fixaljuk (legalabb 1 h). Ezutan
3x20 min bidv-zel mossuk. A festés 0,12% (w/v) CBB G-250-et, 10% (w/v) ammoniumszulfat, 10% (w/v)
foszforsav, 20% (v/v) metanol elegyében torténik (1-2 h, vagy amig a savok erdsen festédnek). A hattérfestédést
bidv-es mosassal tavolithatjuk el, ha sziikséges, és a gélek tarolasa is bidv-ben torténik.

A gélek értékelése: A megfestett géleket szkennelt/fényképezett képrol értékeljiik. A géleket szkennelés vagy
fényképezés céljabol — arnyéksavok megjelenésének elkeriilése érdekében — alulrol kell megvilagitani. A szkennelt
gélek savdenzitasat denzitometralo programmal (Phoretix 4.01, Phoretix International, Newcastle-upon-Tyne, UK)
értékeljiik. A MW meghatarozasahoz kalibracios gorbét készitiink: a standard fehérjék MW-ének logaritmusat a
T% (az 6sszes monomer %-a a gélben, a szeparalo gél elejétdl a végeig 10,3%-18,5% kozott valtozik) logaritmusanak
fiiggvényében abrazoljuk. Az ismeretlen fehérjék MW-ét a szeparal6 gél elejétdl mért futasi tavolsagukbol szamolt
T% ismeretében, a kalibracios gorbe felhasznalasaval hatarozzuk meg.

8.2.2. Enzimek elvalasztasa nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel

Mintakészités: 100 mg friss névényi anyagot 1 ml izolalé elegyben (50 mM Na-K-foszfat puffer (pH 7,8), 2 mM
MgSOy, 2 mM EDTA, 2% (w/v) nem o0ld6doé polivinil-pirrolidin) homogenizalunk. A szolubilis proteineket 10
min 15000 g centrifugalast kovetden a feliilluszoban kapjuk.

Szolubilizalas: A mintakat futtatas el6tt enyhén szolubilizaljuk 5 mM Trisz-HCI (pH 6,8), 0,01% (w/v) SDS, 10%
(v/v) glicerin, 0,001% (w/v) bromfenolkék oldatban.

Elektroforézis: Ugyantgy torténik, mint a denaturdldo PAGE, de a gélpufferek nem tartalmaznak SDS-t, és a
kadpufferhez is csak 0,001% (w/v) SDS-t adunk. Az enzimpreparatumot szolubilizalas nélkiil, de 10% (v/v) glicerint
hozzaadva vissziik fel a gélre.

Aktivitasfestés:

Class-III peroxidazok (POX; E.C.1.11.1.7.) hem kofaktorral miik6dé enzimek, amelyek H,O, felhasznalasaval
oxidalnak fenolos és kinon tipusu vegyiileteket. A pozitiv szinreakcid el6hivasat 2 mM benzidin (DMSO-ban
oldva), 3 mM H,0,, 50 mM K-acetat puffer (pH 4,5) jelenlétében végezziik (30 min). A POX enzimreakci6 a

crer

bidv-es mosassal torténd leallitasat kovetden a géleket 50% metanolban fixaljuk.

A szuperoxid diszmutazok (SOD; E.C. 1.15.1.1.) fém kofaktorral miik6d6 enzimek (megkiilonboztetiink FeSOD,
MnSOD és Cu/ZnSOD tipust enzimeket, melyek koziil a FeSOD és MnSOD enzimek egymas rokonai, mig a
Cu/ZnSOD izoformak nem mutatnak az el6z6 kettdvel szekvencia homoldgiat), a szuperoxid anion gyok (O, ")
vizz¢ és hidrogén-peroxidda torténd diszmutacios reakcidjat katalizaljak a reaktiv oxigénformak (ROS) elleni
védekezés kezd6 1épéseként. A SOD izoformak kimutatasa negativ szinreakcioval torténik. A gélt 50 mM Na-K-
foszfat puffer (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin, 60 uM riboflavin, 2,25 mM nitroblue-tetrazolium-klorid
(NBT) oldataban torténd 15 perces sotétben torténd eldinkubacid utan 30 percre megvilagitjuk. Megvilagitas
hatésara a riboflavin a metioninnal O, ~ gyokoket general, melyek az NBT-vel reagalva lila szinreakciot adnak. A
SOD enzimreakcié mellett a lila elszinezddés elmarad, igy a gélben aktiv enzimek helyén negativ (nem festddo)
savok tlinnek eld. A reakci6 bidv-es mosassal torténd leallitdsat kovetden a savokat azonnal detektaljuk.

A gélek értékelése: A szkennelt gélek savdenzitasat denzitometrald programmal értékeljiik.

8.2.3. 1zoelektromos fékuszalas (IEF)

Proteinextrakcio: A fehérjeoldatbol 80% (v/v) acetont és 0,07% (v/v) B-mekaptoetanolt tartalmazo oldattal -20
°C-on kicsapjuk a fehérjéket (1 éjszaka, de minimum 1 h). A kicsapodott fehérjéket centrifugalassal iilepitjiik (10
min, 14000 g), egyszer mossuk a fenti oldattal (felszuszpendalva 1 orat allni hagyjuk, majd jra centrifugaljuk).
A fehérje csapadékot nyitott Eppendorf csében -20 °C-on vagy nitrogéngazzal beszaritjuk.
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Rehidratacié: Készen vett strip-eket hasznalunk. 7 cm-es strip esetén 50 ug proteint visziink fel 125 pl rehidratalo
oldatban: 2 M tiourea, 8 M urea, 20 mM Trisz, 4% (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, 0,05% (w/v) n-dodecil-$-D-maltozid,
2 mM PMSEF, 0,5% (v/v) amfolin (pH 3-10). Az oxidaci6 elkeriilésére kdolajdesztillatumot rétegziik a strip folé.
A rehidratacio 24 °C-os termosztatban (1 éjszaka, de minimum 2 h) torténik.

Elektroforézis: Az elektroforézist allando fesziiltségen, kdolajdesztillatum alatt végezziik a kdvetkezd program
szerint (8.2. tdblazat):

8.2. tablazat. Izoelektromos fokuszalas részfolyamatai

Fesziilség 1dé V-h Modd
1) 250V 20 min =~ ------ Lin,
2) 4000V 2h - Lin,
3) 4000V - 10000 Gyors
Total - ~5h 14000 ------

4) [opcionalis] 500 V leallitasig ------ ------

Az elektroforézist kdvetden a strip-ek -80 °C-on, kdolajdesztillatum alatt tarolhatok.

A masodik dimenzids futtatas el6tt a strip-eken elvalt, az pl pontjaiknal denaturalodott proteineket két 1épcsében
szolubilizaljuk. A lecsurgatott strip-eket 6 M urea, 0,375 M Trisz (pH 8,8), 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) glicerin, 2%
(w/v) DTT oldatban (10 min), majd 6 M urea, 0,375 M Trisz (pH 8,8), 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) glicerin, 2,5%
(W/v) jod-acetamid oldatban (10 min) inkubaljuk. Ennek a célja, hogy a kicsapodott proteineket visszaoldjuk (SDS),
denaturaljuk (redukalészer és SDS), illetve a denaturalt allapotot fenntartsuk (alkilaloszer). Az optimalis
szolubilizalas eléréséhez fontos az inkubacios idok betartasa. A masodik inkubacid utan a strip-ekrdl a denaturalod
elektroforézishez hasznalt kadpufferrel le kell dbliteni a szennyezddésként rajta maradt kdolajdesztillatumot. A
strip-eket bromfenolkéket tartalmazo, 0,5% (w/v) agardzzal szilarditott kddpufferben buborékmentesen rogzitjiik
a denaturalo gél tetejére.

8.2.4. Nativ allapotu fehérjekomplexek elvalasztasa,,blue-
native” poliakrilamid gélelektroforézissel (BN-PAGE)

Gélontés: A gélek elkészitéséhez sziikséges elegyek dsszemérése elott helyezziik a kazettakat az ont6kadba. A
szeparald gél 5-12%-os (w/v) linearis akrilamid gradienst, 50 mM Bisz-Trisz-HCI puffert (pH 8,8) és 500 mM 6-
aminokapronsavat, a tomorit6 gél 4% (w/v) akrilamidot, 50 mM Bisz-Trisz-HCI puffert (pH 8,8) és 500 mM 6-
aminokapronsavat tartalmaz. Az AA/Bis arany 32:1. A polimerizaciot a szeparal6 gélben 0,03-0,05 % (v/v) TEMED
gradiens és 0,03-0,05% (w/v) AP gradienst, a tomorité gélben 0,1% (v/v) TEMED és 0,1% (w/v) AP hozzaadasaval
inditjuk. A gélontéshez (4 db 7x10 cm-es 1,5 mm vastag gél) a kdvetkezo elegyeket allitsuk 0ssze (8.3. tdblazat):

8.3. tablazat. BN-PAGE 0sszemérése.

Szeparalé Tomorité
% akrilamid 5% 12% 4%
3xGB 5,5ml |55ml (7 ml
AB 1,7ml |4,1ml |1,75 ml
60% (w/v) szacharoz|0,8 ml (2,5ml |-
Glicerin 1,6 ml |1,6ml [2,1 ml
Bidv 6,8ml [2,7ml |9,0ml
TEMED 8 ul S5ul 20 ul
10% (w/v) AP 80ul |[50ul {200 ul
z 16,5 ml|16,5 ml|20 ml
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Alarétegzéshez: 3 ml 30%-o0s (w/v) szachardz.

Mintael6készités: A membranokat 330 mM szorbitolt, 50 mM Bisz-Trisz-HCI-t (pH 7,0) és 250 pg ml™! Pefabloc-
ot (proteaz gatld) tartalmazo pufferben felszuszpendalva és centrifugalva (10 min, 10000 g) mossuk.

Szolubilizalas: A membranokat 750 mM 6-aminokapronsavat, 50 mM Bisz-Trisz-HCI-t (pH 7,0), 0,5 mM EDTA-
t, 250 pug ml! Pefabloc-ot és 2% (w/v) n-dodecil-f-D-maltozidot tartalmazo szolubilizal6 pufferben (0,5 mg ml’!
klorofill vagy 50-100 pg fehérje) 0°C-on inkubaljuk (30 min). A nem szolubilizalédott membréanokat centrifugalassal
(20 min, 20000 g, 4 °C) tavolitjuk el. 100 pl feliiliszéhoz 20 pl 750 mM 6-aminokapronsavat és 5% (w/v) Serva
Blue G-t (SBG) tartalmazo oldatot adunk.

Elektroforézis: Tegyiik a kész géleket a késziilékbe. Toltsiik fel a kadat fels6 (15mM Bisz-Trisz, 50 mM Tricin
(pH 7,0), 0,02% (w/v) SBG) és also (S0mM Bisz-Trisz, pH 7,0) tartalypufferrel. 20 ul szolubilizalt anyagot vagy
szolubilizal6 puffert (iires helyek) vigyiink fel a mintahelyekre. Az elektroforézist hiitészekrényben, el6szor 15
min 40 V allando6 fesziiltséggel (5 mA/gél) végezziik, majd 120 V allando fesziiltséggel, amig a front eléri a gél
kozepét (~60 min). Ezutan kicseréljik a fels6 puffert festék nélkiili pufferre, és addig futtatjuk, mig a festék eléri
a gél végét (~ 3 h).

8.2.5. Western blotting

Transzfer: a géleket buborékmentesen a blottold pufferrel (25 mM Trisz, 192 mM glicin, pH 8,3, 20 % (v/v)
metanol — ez utdbbi csokkenti a gél méretvaltozasat, eldsegiti a nitrocelluloz fehérjekotését) megnedvesitett
nitrocellul6z membranra helyezziik, és a tartot megnedvesitett szlirdpapirokkal kibélelve (hogy a gél és a membran
egymashoz képest ne mozdulhasson el) a blottolé kadba tessziik. A blottolds 3 6ra hosszat, 4-6 °C-on, 90 V alland6
fesziiltségen (<0,4 A) torténik.

Minden tovabbi folyamat szobahdmérsékleten torténik mikdzben billend asztalon razatjuk a membranokat.

Blokkolas (csokkenti a nem-specifikus antitest-k6tddést a fehérjét nem kotd membranrészeken): a bidv-zel alaposan
lemosott membranokat 60 percig infralampaval melegitett 3 % (w/v) zselatint tartalmazo TBS-ben (Tris Buffered
Saline: 20 mM Trisz, 500 mM NaCl, pH 7,5) razatjuk.

Specifikus antitestkezelés (specifikus k6tdédés az adott proteinhez): antitest pufferben (1% [w/v] zselatin TBS-
ben) megfeleld koncentracidban oldott antitesttel razatds 1 éjszakan keresztiil (mlianyag zacskoba hegesztve
kevesebb antitest sziikséges).

Mosas: 2 x 20 min razatds TTBS oldatban (0,05% Tween 20-tartalmi TBS-ben — a nem specifikusan kotédé
antitest eltavolitasara), majd 2 x 20 min TBS-ben.

2. antitestkezelés: 2 ora inkubalas 60 ml antitest pufferben, amely 20 ul masodik antitestet (minden, az adott
allatbol szarmazo elso antitesttel reagal, és egy kotott enzim van rajta) tartalmaz.

Mosas: 2 x 20 min razatas TTBS oldatban, majd 2 x 20 min TBS-ben.

Eléhivas: Keverjiink ssze 100 ml 60 ul 30%-0s H,O,-t tartalmazo 4 °C-os TBS-t 20 ml 60 mg HRP (horse radish
peroxidase) reagenst (fényérzékeny) tartalmazo -18 °C-os metanollal (frissen készitendd). A keverékben razogassuk
a membranokat (lejatszodnak az enzimreakcid és a szinreakcidk), mig a savok, foltok elég erésen latszanak. Az
enzimreakciot bidv-es mosassal allitjuk le.

Ertékelés: A membranokat szkenneljiik/fényképezziik, és denzitometralé programmal kiértékeljiik.
8.2.6. Proteinek elektroforézisekor felmerulé gyakori
problémak

1. A nagy T%-os gél torik a polimerizacio alatt - nagy a h6képzddés, hiitsiik le az oldatokat.

2. A gél buborékokat tartalmaz a polimerizacid utan - az oldatokat gaztalanitsuk.
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3. A tapegység nem mutat aramerdsséget - valahol rossz a kontaktus.

4. A kiindulasi fesziiltség (4llandd dramerdsséggel valo futtataskor) eltér a szokasostdl - nem jo a puffer, illetve
valahol elektromosan atereszt a rendszer.

5. Az elvalasztas utan a sdvok nem egyenesek
a. a gélek vagy a mintahelyek a polimerizacio vagy atrakas soran torzultak (~),
b. nem megfeleld a kontaktus a gél és az tiveg vagy a gél és tavtarto kozt (?),

c. ,,smile-effect” (v) - az elektroforézis soran a gél tilmelegszik a til magas alkalmazott aramerésség vagy a
nem megfeleld hlités miatt.

6. A festés utan a gél teteje festodik (oldhatatlan proteinek a gél tetején)

a. a gél T%-a nem megfeleld,

b. tal alacsony a denaturalo agensek koncentracioja,

c. tal alacsony a minta pH-ja (pl. TCA-as koncentralas utan),

d. a diszkontinuus rendszer nagyon koncentralta a proteineket, amelyek aggregalodtak,

e. a minta hokezelése tul magas hdmérsékleten tortént, a proteinek aggregalodtak,

f. nem megfelelden tavolitottuk el a nem szolubilizalodott anyagokat centrifugalassal.
7. A protein kenddik a gél egész hosszéban (a savban a hattérfestddés magas)

a. nem megfeleld a szolubilizacio

b. kontaminacio jelenléte

8. A savmintazat nem reprodukalhato (pl. nagymennyiségii kis moltdmegti komponens jelenik meg proteolizis
kovetkeztében) - protedzok adasa, hokezelés.
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proteins and mass spectrometric identification. Proteomics 4, 2567-2571. — Hidroféb proteinek

Candiano G, Bruschi M, Musante L, Santucci L, Ghiggeri GM, Carnemolla B, Orecchia P, Zardi L, Righetti PG.
(2004) Blue silver: A very sensitive colloidal Coomassie G-250 staining for proteome analysis. Electrophoresis
25, 1327—-1333. — Blue silver festés

Merril CR, Pratt ME. (1986) A silver stain for the rapid quantitative detection of proteins or nucleic acids on
membranes or thin layer plates. Anal. Biochem. 156, 96-110. — Ag festés

Cleveland DW, Fischer SG, Kirschner MW, Laemmli UK. (1977) Peptide mapping by limited proteolysis in sodium
dodecyl sulfate and analysis by gel electrophoresis. J. Biol. Chem. 252, 1102-1106. — Peptid mapping

Gershoni JM, Pallade GE. (1983) Protein blotting. Principles and applications, Anal. Biochem. 131: 1. — western
blotting
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8.4. Fuggelék

Oldatok készitése:

Az AA oldhatésaga 30 °C-os vizben 2 g ml!, oldata sotét iivegben, 4 °C-on 1-2 hoénapig stabil (fény, ultrahang és
y-sugarzas hatasara imid-hidak képzddnek az amid csoportok intermolekularis polimerizacidjaval). Hosszabb id6
alatt hidrolizalhat akrilsav és NH; keletkezése kozben (az akrilsav megkothetd, ha az oldathoz kevés Dovex 1 vagy
Amberlite IRA-400 bazikus ioncseréld gyantat adunk). A Bis oldhatosaga 20 °C-os vizben 0,31 g ml™!, oldata
hasonléan érzékeny, mint az AA. Az AP oldata maximum néhany napig stabil 4 °C-on tartva. Minden alkalommal
friss oldat készitése ajanlott. A TEMED szintelen vagy halvanysarga, olajszert, kellemetlen szagt folyadék, amely
sotét livegben 4 °C-on eltarthatd. Az éregedés soran sargul.

Az oldatokat, ha masképpen nem jeldltiik, 4 °C-on tartjuk.
SDS-PAGE
AKkrilamid-biszakrilamid keverék (A: 60% AA, 1,6 % Bis, tarolas sotét iivegben)

60,0 g akrilamid (AA)
1,6 g Bis ad 100 ml bidv

4x tomény szeparalo gélpuffer (B: 1,4 M Trisz-HCI-t (pH 8,8), 0,4% (w/v) SDS-t)

18,17 g Trisz
0,4g SDS ad 100 ml bidv

4x tomény tomorité gélpuffer (C: 0,5 M Trisz-HCI-t (pH 6,8), 0,4% (w/v) SDS)

6,06 g Trisz
0,40 g SDS  ad 100 ml bidv

3x tomény szolubilizalé puffer (3xL: 187,5 mM Trisz-HCI (pH 6,8), 6% (w/v) SDS, 6% (w/v) DTT, 30% (v/v)
glicerin és 0,003% (w/v) bromfenolkék
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7,5 ml glicerin

1,5ml DTT

9,5ml C

1,5g SDS ad 25 ml bidv
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4x tomény kadpuffer (0,1 M Trisz [pH 8,3], 0,768 M glicin, 0,4% SDS)

18,0 g Trisz
86,4 g glicin ad 1500 ml bidv

Blue silver festékoldat (elkészitésénél fontos a jeldlt sorrend betartasa, tarolas szobahdmeérsékleten, sotét tivegben!)

55 ml bidv

10 ml orto-foszforsav

10 g ammonium-szulfat (feloldani!)

0,12 g CBB G250 (feloldani!)

20 ml metanol (keverés kozben) ad 100 ml bidv

BN PAGE

1,65 M szorbitol (tdrolas -20 °C-on!)

30,63 g szorbitol ad 100 ml bidv

1 M Bisz-Trisz-HCI (pH 7,0)

20,92 g Bisz-Trisz ad 100 ml bidv

Mos6 puffer (330 mM szorbitol, 50 mM Bisz-Trisz-HCI [pH 7,0], 250 ng ml™! Pefabloc)

0,5ml 1M Bisz-Trisz-HCI (pH 7,0)
2,0ml 1,65 M szorbitol
2,5 mg Pefabloc ad 10 ml bidv

2M 6-aminokapronsav (AC)
13,12 g 6-aminokapronsav ad 50 ml bidv

Szolubilizalé puffer (750 mM 6-aminokapronsav, 50 mM Bisz-Trisz-HCI [pH 7,0], 0.5 mM EDTA, 250 pg ml™!
Pefabloc and 2% (w/v) n-dodecil-f-D-maltozid) (tarolas -20 °C-on!)

0,1 ml 1 M Bisz-Trisz-HCI (pH 7,0)

0,75 ml 2M 6-aminokapronsav

Sul 200 mM EDTA

0,4ml 10% (w/v) n-dodecil-f-D-maltozid

0,5 mg Pefabloc ad 2 ml bidv

3x tomény gélpuffer (3xGB: 1,5M 6-aminokapronsav, 150 mM Bisz-Trisz-HCI, pH 7,0)

19,68 g 6-aminokapronsav
3,14 g Bisz-Trisz ad 100 ml bidv

Katéd (fels6) puffer (CB: 15mM Bisz-Trisz, 50 mM Tricin [pH 7,0] — nem kell beallitani a pH-jat!)

3,14 Bisz-Trisz
8,96 g Tricin ad 1000ml bidv
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Kék katod puffer (15mM Bisz-Trisz és 50 mM Tricin [pH 7,0], 0,02% SBG) (tarolas szobahémérsékleten!)

100 ml katod puffer
20mg SBG

Anéd (alsé) puffer (50mM Bisz-Trisz-HCI, pH 7,0)
20,93 g Bisz-Trisz ad 2000 ml bidv
Akrilamid-biszakrilamid keverék (AB: 48% (w/v) akrilamid, 1.5% (w/v) biszakrilamid, tarolas s6tét ivegben)

24,0 g akrilamid (AA)
0,75 g biszakrilamid (Bis) ad 50 ml bidv

Szolubilizalashoz SBG (750 mM 6-aminokapronsav, 5% (w/v) SBG)

0,375 ml 2M 6-aminokapronsav
0,05g SBG ad 1 ml bidv

Western blottin

TBS (20 mM Trisz-HCI [pH 7,5], 500 mM NaCl) (tarolas szobahdmérsékleten)

4,84 g Trisz
58,44 g NaCl ad 2000 ml bidv

TTBS (20 mM Trisz-HCI [pH 7,5], 500 mM NaCl, 0,05% [w/v] Tween 20) (tarolas szobahémérsékleten)

800 ml TBS
400 pl Tween 20

AKktivitasfestés

POX (50 mM K-acetat puffer [pH 4,5], 2 mM benzidin [DMSO-ban oldva], 3 mM H,0,)

1,4ml 10% KOH

140 ul  100% CH3COOH

18,5 mg benzidin (2 ml DMSO-ban oldva el6szor!)

15u H)O, ad 50 ml bidv.

SOD (50 mM Na-K-foszfat puffer [pH 7,8], 0,1 mM EDTA, 13 mM L-metionin, 60 pM riboflavin, 2,25 mM
nitroblue-tetrazélium-klorid; sotétben tartando!)

9,35 ml 500 mM Na,HPO,

0,65 ml 500 mM KH,PO,

25ul 200 mM EDTA (pH 7,8)

97 mg L-metionin

1,1 mg riboflavin

92 mg NBT (nitroblue-tetrazolium-klorid) ad 50 ml bidv.
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9. fejezet - RNS kinyerése novényekbol

szerz6: Dr. Rudndy Szabolcs

9.1. Miért pont az RNS?

Miért is érdemes tanulmanyozni az RNS-t? A sejtek és szovetek minden mitkodését végsé soron a génexpressziod
szabalyozza, amelyet a génektdl a fehérjékig az RNS kozvetit. A transzkripcio, ill. génexpresszio valtozasa szamtalan
tudomanyos kérdést vet fol, amelyek leggyakrabban egy vagy tobb transzkriptum mennyiségének megvaltozasa
koriil forognak. A legfontosabb ilyen kérdések:

1. Egy sejt (vagy egy kompartment) egy vagy tobb transzkriptumanak mennyisége egyensulyi allapotban, azaz a
szintézis, a stabilitas és a lebontas netté eredményeképpen. Ez a génexpresszio leggyakoribb vizsgalt jellemzdje,
mivel a kinyerhetd RNS-b6l ez az informacio sziirhetd le legegyszeriibben. Az RNS mennyiségi és mindségi
vizsgalatat sokféle modszer alkalmazasa segiti (PCR-alapt technikék, Northern analizis, nukleazos emésztés,
stb.).

2. A transzkripcid sebességének, vagy az RNS-érés valamely folyamata sebességének mérése. Ehhez gyakran
alkalmaznak radioaktiv jelolésti nukleotidokat, amelyek beépiilése egyenes aranyban mutatja az adott RNS
eléfordulasat. Ha Northern analizissel, vagy hasonld, olyan vizsgalattal kombinaljak, amely az egyensulyi
allapotban fennall6 RNS-szintet méri, a transzkripcids €s a transzkripcid utani szabalyozas is vizsgalhato.

3. A transzkripcios kezdépont meghatarozasa. Az mRNS-molekulak térképezését eredetileg nukledzos emésztéses
modszerrel hataroztak meg: a keresett szekvencidhoz antiszensz szalat hibridizaltak, majd az 6sszes tobbi, egyes
szalt RNS-t erre specifikus nukledzzal elemésztették, végiil a megmaradt RNS-t vizsgaltak tovabb. Manapsag
viszont inkabb a RACE modszer (rapid amplification of cDNA ends) hasznalatos, ahol az mRNS 3’- és/vagy
5’-végét sokszorozzak meg egy belsé és egy, a molekula végén kot6, tn. horog primer segitségével. Mivel egy
adott genetikai 16kuszrol, pl. szovettdl fiiggben, tobbféle mRNS szintetizaldodhat és mindegyik mas-mas
transzkripcids kezd6pontbdl, e pont meghatarozasa igencsak fontos lehet.

4. A komplementer DNS (cDNS) szintézise. Az instabil egyes szalt mRNS templatként szolgal a sokkal stabilabb
egyes, vagy kettds szalt cDNS in vitro szintézisé¢hez. A cDNS-t PCR technikaval szaporitjak fol, pl. a kdvetkezo
célokbol: mennyiségi meghatarozas; transzkript-térképezés, vektorba ligalas (szekvenalas, vagy a kddolt fehérje
expresszalasa céljabol); két vagy tobb cDNS elvalasztasa; ill. teljes cDNS-kdnyvtar 1étrehozéasa hosszabb tava
tarolas ¢s vizsgalat céljabol. Ilyenkor az adott sejt/szdvet ,,biokémiai pillanatfelvétele” késziil el, ami sokaig az
egyik legfontosabb, ugyanakkor legtobb kihivast tartalmazé feladatnak szamitott a molekularis bioldgiai
laboratériumokban.

5. A tisztitott mRNS in vitro transzlacidja. A keletkezé fehérje tovabb vizsgalhato Western analizissel, vagy
immunprecipitaciéval. A modszer annak eldontésére is alkalmas, hogy ha egy 16kuszrol alternativ transzkripcios
kezddpontokkal tobbféle mRNS szintetizalodik, vajon mindegyik alkalmas-e a kodolt fehérje szintézisére?
Fehérjék tervezésénél szintén elengedhetetlen a modszer, hiszen a keletkezett fehérje szerkezeti és funkcios

ey

9.2. Néhany sz6 az RNS-rol
9.2.1. Az RNS altalaban

Az RNS ribonukleozid-monofoszfat (NMP) monomerekbdl allo, elagazas nélkiili, lancjellegii polimer molekula,
amelynek egységei foszfodiészter kotésekkel kapcsolodnak egymashoz. Mind a pro-, mind az eukariotakban
l1étfontossagu vegyiilettipus. Alapvetden egyes szalu lancot képez, de ismertek kettos szalt RNS-molekulék is. Az
RNS két {6 kiilonbsége kémiailag DNS-hez képest az uracil (U) bazis, ill. a riboz cukormolekula jelenléte a timin
(T), ill. a dezoxiriboz helyett. Ezeken kiviil szamos modosult bazis figyelheté meg az RNS-ben, kiilondsen az
TRNS és tRNS tipusokban. E kémiai kiilonbségek jelentds szerkezeti valtozasokat okoznak, igy az RNS alapvetden
egyes szall struktiraban van jelen a sejtben, viszont képes sajat lancan beliil, ill. mas nukleinsav molekulakkal
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Watson-Crick bazisparokat kialakitani és kettds szalu szerkezeti elemeket képezni. Szamos RNS 6sszetett masodlagos
¢és harmadlagos szerkezetet vesz f61 (rRNS, tRNS, sok kis RNS), mas tipusok lancaiban a bonyolultabb szerkezeti
elemek egyes szalu részekkel valtakoznak (sok mRNS). Az A-T bazispar helyett itt A-U par jelenik meg, de az U
képes n. ,,16tydg6” bazispart 1étrehozni guaninnal is. A kémiai kiilonbség kdvetkezménye az RNS kisebb fizikai
stabilitasa is: a rib6z 2’OH-csoportja nukleofil reakciokban vehet részt a szomszédos foszfodiészter kotéssel, pl.
lugos kdzegben, vagy (nehéz)fémionok hatasara.

Sok kiilonféle RNS-tipust ismeriink, amelyek mindegyike szertedgazo és fontos funkciot lat el a sejt miikodésében.
Az RNS alapvet6 szerepei kozt tartjuk szamon a transzkripcié (mRNS), az érés vagy splicing (snRNS), a transzlacid
(tRNS, tmRNS) és a transzkripcids és azutani szabalyozas (miRNS, siRNS) folyamatait. A sejt RNS kozvetitésével
szintetizdlja fehérjéit, amelyek aktivitasat els6 szinten az RNS-anyagcsere befolyasolasaval szabalyozza. A mar
felhaszndlt mRNS-ek gyorsan lebomlanak RN4z enzimek kozremiikodésével, amelyek viszont komoly veszélyt
jelentenek az RNS kinyerésére nézve és hatékony semlegesitésiik a sikeres kinyerés egyik alapvetd kritériuma.

9.2.2. Az RNS a novényekben

A ndvények is eukaridta szervezetek, mint az allatok és a gombak, és hozzajuk hasonléan bonyolult génexpresszios
halozatokkal és szabalyozasi folyamatokkal rendelkeznek. igy az allati szovetekhez, sejtekhez alkalmazott technikék
az alapjai a novényeknél hasznalatos modszereknek is. A ndvényi biotechnologia intenziv fejlédése megkovetelte
a jo mindségli RNS kinyerését a legkiilonb6z6bb novényi szovetekbdl (levél, gyokér, kéreg, virag, termés, mag,
ill. sziklevél). Mivel a ndvények a kdrnyezeti koriilmények valtozasa esetén nem képesek helyiik valtoztatasaval
reagalni, anyagcseréjiiket valtoztatjdk meg, igy RNS-profiljuk feltérképezése kiilonosen fontos, amikor
stresszreakcidikat probaljuk megérteni. Napjainkban szamos kutatas igyekszik felderiteni pl. a hidegedzédés, vagy
a kiillonbozo abiotikus és biotikus stresszhatasok esetén indukalodd névényi géneket, ill. ezek kifejez6dési mintazatat
¢és szabalyozasi halozatait. A biolizemanyagok eléallitasahoz sziikséges novényi gének vizsgalata szintén erésen
kutatott teriilet. Eddigi ismereteink szerint a névényi RNS valamivel ellenallobbnak tiinik a kdrnyezeti hatasokkal
szemben, mint az allatoké, ami jo hir a laboratoriumban dolgozok szamara és kedvezd a hosszabb tavu tarolas és
vizsgalatok szempontjabol is.

A ndvényi sejt harom legfontosabb jellemzdje, egyben az allati sejtektd]l megkiilonboztetd jegye a sejtfal, a nagy,
kdzponti vakuolum és a kloroplasztisz. Az RNS ugyan kémiai értelemben nem kiilonbozik az allati szovetek
hasonlé molekul4itol, a novényi szilarditoelemek jelenléte mégis sokkal agresszivebb feltarast igényel és a kinyerhetd
RNS varhaté mennyisége is kevesebb azonos tdmegili mintat tekintve. Szamos kinyerési eljaras és gyari kit 1étezik
a kiilonboz6 novényfajok, szovetek €s szervek nyujtotta eltérd kihivasokhoz optimalizalva, igy nincs egy dltalanos
procedura, amely minden novényi mintahoz alkalmas lehetne.

A novényi sejtfal fontos sejtalkotd, amely alapvetd védelmi szereppel bir a sejtek €s a szervezet szintjén egyarant,
de a viz, az 4svanyi anyagok és szamos egyéb vegytilet forgalmaban is alapvetd jelentdségii. Kisérleti szempontbol
a sejtfal nyilvanval6 akadalyt jelent a makromolekuldk kinyerésében, vagy barmilyen anyagnak (génkonstrukciok,
siRNS-molekuldk, stb.) a névényi sejtbe valo bejuttatdsdban. Az érett ndvényi sejt sajatossaga a nagy, kdzponti,
folyadékkal telt vakuolum, amelyet a sejtplazmatol a tonoplaszt hatarol. Molekularis bioldgiai szemszdgbol a
magas viztartalom gyakran egyiitt jar a fajlagosan kisebb nukleinsav-tartalommal. A zo6ld szovetek nagyszamu
kloroplasztiszt is tartalmaznak, amelyek a mitokondriumokhoz hasonléan sajat genommal ¢€s a roluk kifejezett
transzkriptumokkal rendelkeznek. Az RNS kinyerése soran a plasztiszok — akarcsak a mitokondriumok — széttérnek
és szamottevd mRNS- és rRNS-tartalmuk a kornyezetbe keriil és gélelektroforézis soran is feltling savokat
eredményezhet (9.5. abra), amelyekkel az allati RN'S-kivonat esetében nem talalkozunk. Az €16 sejt RN'S-tartalmanak
~80%-a rRNS, kb. 10-15%-a tRNS, mig az mRNS-ek aranya kb. 2-3, de max. 10%. Az rRNS dominanciaja miatt
az RNS-kivonat épsége is a két legjobban felttind rRNS-tipus, a sejtmagi 18S és 26S rRNS (9.1. tablazat) alapjan
becsiilhet6 (9.5. abra).
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9.1. tablazat. A buza sejtmagban, kloroplasztiszban és mitokondriumban kodolt rRNS-tipusai és méretiik (nu:
nukleotid)

Sejtmagi Plasztisz  Mitokondrialis

név méret (nu) név méret (nu) név méret (nu)
58S 120 4,58 95 58 122

5,88 164 58 121 18 S 1955

18S 1810 16 S 1492 26 S 3467

26 S 3391 23S 2888

9.3. Az RNS kinyerése

9.3.1. A kinyerés altalanos jellemzoi

Az RNS kémiailag és biologiailag kevésbé stabil a DNS-hez képest, kiillonosen magasabb hdmérsékleten (>65°C),
ill. nehézfémionok jelenlétében. Tovabbi nehézség a rendkivill ellendll6 ribonukledazok (RNdzok) aktivitasa, amit
mindenképpen semlegesiteni kell a kinyeréskor. A magas RNaz-aktivitdsu bioldgiai mintakbol a szokottnal is
nagyobb kihivas a jo mindségii és megfeleld mennyiségli RNS kinyerése. A ndvényi anyag homogenizalasa soran
megszlinik az organellumok és a vakudlum integritdsa, az itt tarolt RNazok kiszabadulnak, ezért a kiilonb6zo
kinyerési eljarasokban nagy hangsulyt fektetnek az RNaz-aktivitas semlegesitésére. Az izolalas soran kiilonféle
szennyezdanyagok is maradhatnak a kivonatban, amelyek akar nyomnyi mennyiségben is befolyasolhatjak az RNS
tovabbi felhasznaldsat. Az RNS-t felhasznalo kisérleteket alaposan meg kell tervezni és a kivonatot a lehetd
leghamarabb fel kell hasznalni!

Tobb hatékony RNS-kinyerési eljarast dolgoztak mar ki és mindegyiknek tovabb finomitott, ill. a kiilonb6z6 RNS-
tipusokhoz optimalizalt formaja is elérhetd kiilonboz6é publikaciokban. Fiiggetleniil attol, melyik recept mellett
dontiink, érdemes két 1épéssel elére gondolkodni és figyelembe venni, mi lesz a tisztitott RNS sorsa, milyen tovabbi
mérésekben, reakciokban kivanjuk felhasznalni?

A kinyerés legfontosabb részletei:

1. A membranok (és a névények esetében a sejtfalak) felszakitdsa egy megfelelé modszerrel. Az els6 1épés a sejtek
feltarasi modjanak meghatarozasa, ill. a sziikséges RNS-populacio kivalasztasa. Kiilonbozo lizis pufferek
lehetnek alkalmasak pl. sejttenyészet, allati szovet, vagy egy novényi mag RNS-ének kinyeréséhez. A DNS
korai elvalasztasa és a sejtszervecskékben levé RNS kiilonvalasztasa szintén olyan igények, amelyek befolyasoljak
ezt a 1épést.

2. A nukledzok aktivitasanak megsziintetése. Az RNazok gatlasa alapvetd fontossagu, ezért egyrészt minden
alkalmazott eszk6z és reagens tisztasagarol gondoskodni kell, masrészt a feltart sejtnedv RNaz enzimeit is minél
elobb hatéstalanitani kell. A kinyerés tovabbi lépései soran is mindig szem el6tt kell tartani az RNazok
aktivitasanak kikiiszobolését.

3. A minta fehérjéinek eltavolitasa. A fehérjék tokéletes eltavolitasa nem csak az RNaz-aktivitas megelézése miatt
alapveto jelent6ségii, de mind DNS-, mind RNS-kivonat esetében a tovabbi reakcidkat és vizsgalatokat is erésen
zavarhatjak a kivonatban maradoé szennyez6 fehérjék, hiszen kapcsolatba 1éphetnek a nukleinsavval, ill. egyéb
reagensekkel.

4. A nukleinsav koncentralasa. Ez a legtobb RNS-kinyerési eljaras utolsé 1épése, ami tobbnyire a nukleinsav
kicsapasat jelenti sok és alkohol kiillonb6z6 kombinacidjanak felhasznalasaval (9.2. tablazat). A kiilonféle sok
komplexet képeznek a nukleinsavakkal €s jelentdsen csokkentik oldhatosagukat etanolban €s izopropanolban,
ezt pedig tovabb lehet fokozni a homérséklet csokkentésével, amire az RNS kinyerésénél sziikség is van.

5. A tisztitott RNS tarolasa. Mivel az RNS kémiailag joval kevésbé stabil, mint pl. a DNS, a helytelen tarolas

crer
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Négy {0 kisérleti koriilményt kell elkeriilni az RNS-sel valo munka soran: 1) a ligos kémhatasu kdzeget, 2) a
magas homérsékletet, 3) a fém-, kiilondsen a nehézfémionok jelenlétét és 4) az RNazok jelenlétét, ill. aktivitasat.
A megfeleld kozeg semleges, vagy enyhén savas, igy el lehet keriilni a rib6z 2’ OH-csoport nukleofil aktivitasat,
amely az RNS-lanc toredezését okozhatna. A magas hémérséklet hasonld okbdl keriilendd, igy végig 0-4°C kozott
(azaz pl. jégen) érdemes végezni a kinyerést. A karos fémionok pl. ioncseréld gyanta hasznalataval tavolithatok
el a felhasznalt oldatok készitése soran. A masik lehetéség 0,1 M EDTA alkalmazéasa az oldatokban, amely
komplexbe viheti a fémionokat.

Az RNS-t bonté RNazok szarmazhatnak a bioldgiai mintabol, ahol eredetileg nem férnek hozza szubsztratjukhoz,
de a homogenizalas hatasara az enzim és az RNS talalkozik és a reakcié azonnal elindul. Ezért a minta feltarasakor
erds denaturald reagenst hasznalnak, ami természetesen nem csak az RNazokat denaturdlja, hanem megsziinteti
az RNS-fehérje kolcsonhatasokat és az RNS masodlagos stb. szerkezetét is. Ha ezek megtartasa fontos lenne,
specifikusabb RNaz-inhibitort érdemes hasznalni, mint pl. a vanadil-ribonukleozid komplexek, a heparin, vagy
kiilonboz6 peptid RNaz-inhibitorok. Az RNazok kiviilrdl is a mintaba kertilhetnek, akar kdzvetlen biologiai forrasbol
(korabbi mintakbdl, vagy a munkat végzd személyekrdl), akar az egyéb laboratoriumi munka soran alkalmazott
RNS-mentesitési eljarasokbol, ahol tobbnyire RNaz A hasznalatos, amely rendkiviil ellenall6 a magas hémérséklettel
és a kémiai kezelésekkel szemben is. Az ilyen szennyezddés elkeriilhetd egyszer hasznalatos eszkozok
alkalmazaséaval, a nem eldobhat6 eszk6zok alapos sterilizalasaval, elovigyazatos steril munkaval és az RNaz A
egyéb, kevésbé agressziv RNazokkal vald helyettesitésével (pl. RNaz T,). Mivel az RNazok szdrmazhatnak a
kézrdl is, alapszabdly az eldobhatd gumi-, vagy latexkesztyii viselése és nagyon jo szolgalatot tehet — ha van ra
mdd — a szlir6betétes pipettahegyek hasznalata is.

Ha az endogén RNazok aktivitasanak megel6zésére megtettiik a sziikséges 1épéseket, altalaban nincs sziikség
RN4z-inhibitorok alkalmazasara. Ugyanakkor sok recept ajanlja a kinyerés és a tovabbi alkalmazasok soran hasznalt
vizes oldatok kezelését a dietil-pirokarbonat (DEPC) nevii vegyszerrel, amelyrdl ismert, hogy reakcioba 1ép az
aminokkal, igy semlegesiti az RNazokat is. A kezelés soran a viz, ill. vizes oldat DEPC-tartalmat 0,1%-ra allitjak
be és 37°C-on 12 orat hagyjak hatni, majd 100°C-os, 15 perces f6zéssel, vagy autoklavozassal tavolitjak el a
reakcioban részt nem vett molekulakat. A DEPC azonban nem csak a fehérjékkel reagal, hanem az adenozin
nukleotidokat is modosithatja, vagyis karosithatja az RNS-t, ezért hasznalatat az utobbi idében mellézik. Egy masik
gyakori megoldas az RNS védelmére a fehérjetipusu emlés RNaz-inhibitorok hasznalata, amelyek gatoljak az
RNaz A, B és C enzimeket (de sok mas RNazt nem). Ezek az inhibitorok az emlitett RNazokkal 1:1 aranyu, nem
kompetitiv kotést alakitanak ki, viszont denaturaciojuk vagy oxidaciojuk hatasara a kotés megsziinhet és az inaktivalt
RNazok felszabadulva ijra miikodésbe 1éphetnek.

9.3.2. A minta feltarasa és a makromolekulak
denaturacidja

A novényi RNS kinyerésekor az els6 feladat a sejtfal minél alaposabb megbontasa, amelyet elsésorban folyékony
nitrogénes eldorzsoléssel, ill. kézi, vagy elektromos tor6 szerkezettel oldanak meg. Utdbbihoz gyakran alkalmaznak
kemény anyagbol (pl. volfram-karbid) késziilt apré gyongyoket és hozzavald razokésziiléket, de a folyékony
nitrogénes fagyasztassal is kombinalhatd sok gépi technika. Mig a puha szovetek tobbnyire kdnnyen
homogenizalhatok fagyasztas nélkiil is, a novényi mintak tobbségénél e 1épés nem hagyhatd el a kinyert RNS
mennyiségének jelentds csokkenése nélkiil (9.1. abra).
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9.1. dbra. Paradicsom levélminta feltdarasa folyékony nitrogénnel, mozsarban

Az 0sszes eljaras természetesen a sejtek feltarasaval kezdddik, amelyhez a mechanikai hatason tal alapvetéen
kétféle puffer hasznalatos: 1) a durva membranbonto és denaturald agenst tartalmazok, amelyek szétroncsoljak a
membranokat és egyuttal inaktivaljak az RNazokat; ill. 2) a plazmamembrant finoman megbont6, pl. nem-ionos,
hipotonias pufferek, amelyek a sejtalkotok integritasat nem befolyasoljak. Ez utobbiak azonban a sejtfallal rendelkez6
sejteknél nem hasznalhatdk, igy a ndvényi RNS kinyerésekor is jellemzden az elébbi tipust alkalmazzak.

A kivono6 pufferekben alkalmazott leggyakoribb durva membranbonté és denaturalé anyagok a kovetkezok: 1)
guanidiniumsok; 2) Na-dodecil-szulfat (SDS); 3) szarkozil (Na-lauril-szarkozinat vagy Na-dodecil-szarkozinat);
4) cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB); 5) fenol; 6) kloroform; 7) urea.

1. A guanidiniumsok. A guaninb6l szarmaztathatd guanidin élettani koriilmények k6zott protonalodik és guanidinium
kation jon Iétre, amelyet guanidiniumsok 1étrehozasdhoz hasznalnak. A legismertebb formak a -klorid, -hidroklorid
és -tiocianat sok. E vegytiletek a leger6sebb denaturaldszerek kozé tartoznak, a nukleinsav-kinyerésben manapsag
oly gyakran alkalmazott TRI® reagensek alapanyagai.

2. SDS, szarkozil. Anionos detergensek, erés denaturald tulajdonsaggal, ezért gyakran alkalmazzak Oket
makromolekulak elvalasztasa, pl. elektroforézis soran.

3. CTAB. Kationos detergens, elsdsorban a DNS kinyerése soran hasznaljak, de RNS-kivonasban is hasznalatos,
pl. ndvényi mintaknal, ahol a magas polifenol- és/vagy poliszacharid-tartalom miatt mas pufferek kevésbé
hatékonyak.

4. Fenol és kloroform. A legtobb hagyomanyos DNS- és RNS-kinyerési eljaras alapjai, ma mar sokszor nem
elsdsorban a feltarashoz, hanem a fehérjék eltavolitdsdhoz hasznaljak.

9.3.3. A fehérjék eltavolitasa és az RNS tisztitasa

Az RNS kinyerésénél alapvetd a fehérjék eltavolitasa, amelyet fenollal, vagy proteaz enzimekkel oldanak meg. A
legtobb fehérje denaturalodik a vizes fenolban és fazisszétvalas utan oldodik a fenolos fazisban, vagy mindkét
fazisban oldhatatlan 1évén, a vizes és a fenolos fazis kozott oldhatatlan hartyaként megjelend interfazist képez. Az
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RNS ilyenkor, centrifugalas utan a felsd, vizes fazisbol etanollal kicsaphato. A tiszta fenol helyett gyakran fenol-
kloroform elegy hasznalatos, mivel ez még jobban denaturél és megakadélyozza a poli(A)” mRNS-ek oldodasat
a fenolban, ami bizonyos koriilmények kozott megtorténhet. A fazisok szétvalasa kis mennyiségii izoamil-alkohol
hozzaadasaval segithetd, mivel fokozza a feliileti fesziiltséget a fazisok hataran. A fenol oxidaciojat pirosas, r6zsas
elszinezddés jelzi, az ilyen oldat mar nem hasznalhato, viszont megel6zhetd a sargas szint kolesonzo 8-hidroxikinolin
hozzaadasaval, amely megeldzi a vizes fenol oxidacidjat. Az emlitett fehérje interfazis jelentds mennyiségi
nukleinsavat is visszatarthat, amit egy masodik extrakcios 1épésben érdemes lehet kinyerni bel6le. A gyakorlatban
a fehérjék tokéletes eltavolitasa megkdvetelheti a Mg2+ és Ca®" ionok eldzetes eltavolitasat EDTA segitségével,
a fehérjék kicsapasahoz pedig gyakran hasznalnak ionos detergenst (pl. SDS), vagy ersen denatural6 vegyiiletet
(pl. guanidinium-tiocianat). A fenolos kinyerés eldtt szintén gyakran alkalmazzak a fehérjék lebontasara a proteinaz
K emésztdenzimet, amelyet késobb pl. SDS-sel denaturalnak. A fenolos kinyerésnél a sokoncentracio, a kémhatas
¢és a homérséklet beallitasa is fontos. Ha a sokoncentracio kellden magas, az 6sszes RNS a vizes fazisba keriil. A
DNS kinyerése soran a pH 7 folott tartando, mert semleges kémhatasu kdzegben a DNS hajlamos interfazisba
keriilni, pH 7 alatt pedig a fenolos fazisban oldodik. Az RNS-ek nagy részének oldodasi tulajdonsagait nem
befolyasolja ennyire a kémhatas, ezért pH 7 alatt DNS-szennyez6déstdl mentesen szelektiven izolalhatok. A
poli(A)" mRNS-ek viszont részlegesen oldédnak a fenolos fazisban pH 7,6 alatt és kinyerésiikhoz javasolt a fenol-
kloroform(-izoamil-alkohol) elegy pH 5-9 kozétt, vagy a fenol pH 9 kémbhatassal.

A mddszer sikerét alapvetden befolydsolja a kiindulasi minta tomegének és az alkalmazott puffernek az aranya.
Logisztikailag érdemes lehet koncentraltan tartani a mintat és mikrocentrifuga csévekben dolgozni, mint nagyobb
méretekben. Ujabban a guanidinium- és/vagy ammonium-tiocianat pufferek és a savas fenol kombinécioja is
el6fordul a receptekben. A kombinacio elénye lehet a tobb szerves komponens eltavolitasa, igy magasabb A,g0/Asgg
arany (9.4. abra, 9.3. tablazat), azaz tisztabb kivonat érheto el.

A vizes fazis levétele némi gyakorlatot igényel, hiszen ahogy csdkken a térfogata, egyetlen cseppé ugrik 6ssze.
Erdemes a pipettahegyet a fenolos és az interfazistdl legtavolabbi ponton a cs6 falahoz vezetve kinyerni (9.2. abra).

Pipettahegy

Fehérje interfazis
9.2. abra. A fehérjék eltavolitasa soran a vizes fazis elkiilonitése a fenolos (szerves) fazistol és az interfazistol.

Egy masik lehet6ség, ha a feliiltiszo kb. 90%-anak levétele utan a szerves fazist tavolitjuk el aldla tigy, hogy csak
egy csepp maradjon bel6le. Az ezt kdvetd centrifugdlas utan a vizes fazis maradéka mar konnyen eltavolithato.

9.3.4. Az RNS koncentralasa

Az RNS kinyerése a tisztitott vizes oldatokbdl etanolos kicsapassal torténik. Megfelelden magas ionerd mellett
(0,2 M NaCl, 0,3 M Na-acetat, 0,8 M LiCl, vagy 2-2,5 M NHy-acetat) a minimalis kicsaphatd mennyiség kb. 20
ng/ml. Higabb oldatokbdl valo kinyeréshez, ill. a kis molekulatomegii RNS-ek hatékony megtartasahoz a kicsapast
segitd egyéb anyagokra is sziikség van. A hagyomanyos recept szerint 0,3 M Na-acetatos oldatbol 2,5-3 térfogat
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(tf) hideg 96%-os etanollal kicsaphato az RNS. A homérséklet csokkentésével (pl. 5 perc szarazjégben, ill. 15 perc
-20°C-on, vagy jégen) és az id6 ndvelésével a kinyert RNS koncentracidja novelhetd, ill. a kisebb molekulak is
megtarthatok. A csapadékot ilyenkor centrifugalassal gytjtik dssze (12000 g, 15 perc, 4°C), a kis fragmentek
visszanyerés¢hez, ill. alacsony RNS-koncentracio esetén a centrifugalasi id6t és fordulatszamot ndvelni lehet. A
cs6bdl az etanolt maradéktalanul el kell tavolitani. A csapadékban és a cs6 bels6 feliiletén szennyezodésként
jelenlevé sokat egyszeri, vagy tobbszori mosassal tavolitjak el, ami torténhet 70%-os etanollal, ill. 70%-os etanol
¢és 0,25 M NHy-acetat keverékével. Ha a csapadék a mosas kozben elmozdul a csé aljarol, rovid centrifugalassal
iilepitik vissza. A mosofolyadékot szintén maradéktalanul és gyorsan el kell tavolitani, pl. 65°C-on 5-10 percig
melegitve, vagy steril fiilkében nyitva hagyva a kiszaradas eldsegitése végett. Az etanolos kicsapas soran kiilonb6z6
sok hasznalatosak az elérendo cél fiiggvényében (9.2. tablazat). A leggyakrabban hasznalt s6 a Na-acetat (NaOAc;
0,3 M, pH 5,2), mig NaCl (0,2 M) ajanlott, ha a minta SDS detergenst tartalmaz, mert a konyhaso eldsegiti az SDS
oldodasat a 70%-os etanolban. Ha a kicsapas nagy mennyiségii etanolt kivan, gyakran hasznalnak LiCl sot (0,8
M), mert igen jol oldodik etanolos oldatokban, igy nem csapodik majd ki a nukleinsavval egylitt. Ha kizarolag a
nagyméretli RNS (rRNS és mRNS) megtartasa a cél, akkor a kicsapast nem etanollal végzik, hanem a LiCl-
koncentracio 0,8 M-ra emelése utan a mintat jégen hagyjak 2 orat, majd centrifugalassal (15000 g, 20 perc, 0°C)
iilepitik a nagy RNS-molekulakat. A sot ezutan el kell tavolitani, mert a LiCl zavarhatja az ezt kovetd reakciok
némelyikét, pl. a reverz transzkripciot.

A szabad nukleotidok kicsapodasat 2-2,5 M NHy-acetattal lehet megakadalyozni, az ammoniumionok viszont
zavarhatjak pl. a fag-tipusti T4 polinukleotid-kindz miikodését a késdbbi reakciok soran.

9.2. tablazat. So-alkohol kombinaciok a nukleinsavak kicsapdsahoz*

So A torzsoldat |Sziikséges mennyiség Végkoncentracio
koncentracioja

NaOAc 3M,pHS5,2 0,1 térfogat 300 mM

NaCl IM 0,1 térfogat 200 mM

LiCl** 8 M 0,1 térfogat 800 mM

NH4OAc*** 10M 0,2 térfogat 2M

KOAc 25M 0,1 térfogat 250 mM

Alkohol A s6 hozzaadasa utan sziikséges mennyiség

Etanol (95-100%) 2,2-2,5 térfogat

Izopropanol (100%) 0,6-1,0 térfogat

* A kiiszobértékek: DNS — 50 ng/ml, RNS — 100 ng/ml. Ha az oldatok ennél higabbak, a kicsapas egyéb segédanyag

nélkiil nem megy végbe hatékonyan.

** A LiCl nem csapddik ki a nukleinsavakkal egyiitt, mindazondltal keriilik a hasznalatat, ha az RNS-t reverz

transzkripcidban kivanjak késébb felhasznalni.

*** A ¢cDNS kicsapasa soran a legkedveltebb s6, mert megakadalyozza a szabad nukleotidok csapadékba keriilését.

9.3.5. MRNS-ek és kis RNS-ek kinyerése

Az mRNS-eket leggyakrabban az 6sszes RNS-t tartalmazoé kivonatbdl tisztitjak tovabb, de 1éteznek eljarasok,
amelyek mar a kinyerés elején elkiilonitik 6ket az egyéb komponensektdl. A kis RNS-ek iranti érdeklddés az utdbbi
években nétt meg, midta szamos tipusuk szerepe tisztdzddott a transzkripcid utdni és egyéb szabalyozo
folyamatokban.

A kis RNS-ek megtartasahoz alkalmas kinyerési eljaras megegyezik a fentiekkel: lizis és denaturacio, extrakcio
¢és végiil az RNS kicsapasa. Erés denaturaldszert (pl. guanidinium) és sokszor ezzel egyiitt erds redukaloszert (pl.
2-merkaptoetanol) adnak a mintahoz a lizis kozben/utan, hogy meggatoljak az RNazok aktivitasat és megtartsak
az RNS integritasat. A denaturalo kdzeg megsziinteti a diszulfid-hidakat, a redukalé agensek pedig megakadalyozzak
a polifenolok oxidaciojat, ami nagy veszteséget okozna a nukleinsavak oldhatatlan allapotban valé megkdtésével.
A merkaptoetanol (és hasonldan a ditiotreitol, DTT) szintén képes megsziintetni a diszulfid-hidakat.
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Az extrakci6 soran fenol, savas fenol, vagy kloroform a leggyakrabban hasznalt szerves oldoszer. Az ezt kdvetd
centrifugalds utan az RNS elvélaszthaté a DNS-t61 és a fehérjéktdl. Végiil a felsd, vizes fazisbol a nagy és a kis
RNS-ek egyarant kicsaphatok alkohollal. Az ioncseréld és szilikon alapu technikak (pl. Qiagen RNeasy spin
column) a névények esetében sokszor nem alkalmasak a 200 nu alatti RNS-ek, igy a miRNS frakcio hatékony
elvalasztasara. A gyakran hasznalt LiCl-os kicsapas sem megfelel6 a kis RNS-ek megtartasara, helyette érdemes
natriumsot és/vagy alkoholt alkalmazni.

Az mRNS-ek a sejt RNS-tartalmanak minddssze 2-3%-at teszik ki, igy szelektiv dusitasuk megndveli a statisztikai
valészintiséget egy vagy tobb mRNS megtaldlhatosagahoz egy adott mintdban. A dusitds soran igyeksziink
megtartani az mRNS-eket és megszabadulni a tobbi tipustol. igy pl. 1) novelheté a transzkripciot vizsgald modszerek
érzékenysége (Northern analizis, nukledzos emésztés, RT-PCR), ill. 2) abszolut reprezentativ cDNS-kdnyvtar
készithetd. A megtalalhatdsag statisztikai novelésével a ritka mRNS-molekulék is konnyebben azonosithatok. Az
mRNS-frakcié izoldlasanak azonban hatuliit6i is vannak: a szelekcid egyes ritka transzkriptumok aranyéanak
csokkenésével is jarhat és veszélyeztetheti az adatok megbizhatosagat.

Az mRNS-ek szelekcidjanak alapja szinte minden esetben a poli(A)-farok kétése oligo(dT)-szekvencidhoz. Azonban
fontos tudni, hogy bar a legtobb eukariota mRNS rendelkezik e jellegzetességgel, egy kis résziiknek nincs poli(A)-
farka, igy az ezen alapul6 szelekcioval csak a poli(A)" mRNS-ek maradnak meg, a poli(A)” mRNS-ek elvesznek.
Utobbiak joval ritkabbak, de vannak olyan gének, amelyeknek mindkét tipusba tartozo transzkriptumai is lehetnek.

Az oligo(dT) elemek alkalmazasa hossz( multra tekint vissza. Mig korabban latex, ill. cellul6z hordoz6hoz csatoltak
6ket és ehhez kototték ki a poli(A)” mRNS-molekulakat, az utobbi idében 1) biotinhoz kétik az oligo(dT) elemeket
¢és az avidin-biotin kotés kihasznalasaval szelektaljak az mRNS-t, ill. 2) magneses gyongyokhoz kotott oligo(dT)
lancokra kotik a poli(A)” mRNS-molekulékat és mosassal tavolitjak el a tobbi nukleinsavat (9.3. 4bra).

Osszes RNS

eﬂ
Magas sokoncentracio

| poli(A)* kétédés
U
3 AAAAAAAAA-RNS 5

Magnes

polilA) mosas
4

Alacsony sokoncentracio
4

¥ AAAAAAAAA-RNS 5

polilA)* RNS leoldas

W
Felhasznalas (pl. cDNS-szintézis)

9.3. dbra. A poli(A)” RNS diisitdsa magnesgyongyos modszerrel. A nyers sejtkivonatot, vagy a tisztitott RNS-t
magas sokoncentrdacio mellett oligo(dT) lancokat hordozo magnesgyongyékkel keverik dssze. Az A-T kétések
kialakuldsa utdn a kikétott poli(A)™ RNS tisztithato, majd a sokoncentrdcio csokkentésével leoldhato és eltavolithato
a gyongyoktol.

9.4. A kivonat ellenorzése

Minden vizsgélatnal, amelyhez tisztitott RNS-re van sziikség, er0sen ajanlott a kinyert RN'S mennyiségének ¢és
mindségének ellendrzése. Maga a kinyerés is id6- és kdltségigényes, de ez fokozottan igaz az RNS-t felhasznalo
alkalmazésok tobbségére, igy fontos ismerni a kivonat mennyiségi €s mindségi jellemzoit. Az ellenérzd vizsgalatot
rogton az RNS kinyerése utan el kell végezni, amennyiben pedig az RNS-t hosszabb (vagy akar rovidebb) ideig
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taroljuk, kdzvetleniil a felhasznalas eldtt szintén érdemes megvizsgalni, hiszen kiilondsen érzékeny molekularol
van sz0.

9.4.1. UV-spektrofotometria

A nukleinsavak mennyiségi meghatarozasahoz leggyakrabban a 260 nm-en mért elnyelési értéket szoktak figyelembe
venni. Ez a legegyszeriibb, leggyorsabb és legelterjedtebb modszer a kitermelés, a tisztasag €s a valdszinii
felhasznalhatosag megallapitasara. A tiszta nukleinsavak jellegzetes elnyelési profilt mutatnak 230 és 320 nm
kozott (9.4. dbra). 320 nm-nél a tiszta nukleinsavmintanak nincs mar elnyelése. A normalis gorbétdl valo eltérés
szennyezOk jelenlétére utal, amelyeknek természetére a gorbe mddosulasanak helyébol kovetkeztethetiink. Az
elnyelés egyenesen ardnyos a minta RNS-tartalmaval, amelynek ismerete elengedhetetlen pl. a helyes enzim :
primer : RNS-templét ardny beallitdsdhoz, ami viszont a hatékony reverz transzkripcié alapja. A nukleinsavak
abszorpcidés maximuma 260 nm-nél lathatd. Az elnyelés mértékébdl a koncentracio a kovetkezd egyenlet alapjan
szamithato:

pg RNS / ml = Ajyg x higitas x 40

ahol

Ajgp = elnyelés (abszorpcio, optikai denzitas) 260 nm-nél (OD,)
higitas = a higitas mértéke, pl. tizszeres higitasnal 10

40 = az RNS 4atlagos extinkcios koefficiense (40 pg / ODy4g)

A pontos érték fiigg az RNS elsddleges és masodlagos szerkezetétdl és a pH-tol, ill. kozvetett modon az ezeket
befolyasold tényez6ktdl (ionerd, ionok tipusa, EDTA, ill. denaturaloszerek jelenléte, hdmérséklet). A kettds szala
DNS koncentracidja hasonldéan szdmolhato (50 pg / ODyg(), de mivel a timin és az uracil extinkcios koefficiense
kiilonbozik, a DNS-szennyezett RNS-oldat, ill. az RNS-szennyezett DNS-kivonat elnyelésébdl helytelen adat
szamolhato.

A 0,1 OD alatti elnyelés foként a régebbi tipust spektrofotométereken hamis eredményt adhat, igy ha higitas miatt
lett ilyen kicsi a kivonat elnyelése, érdemes toményebb oldatot mérni. Gyakorlati probléma lehet az UV-
spektroszkopia alkalmazasa soran a mérendé RNS kis mennyisége. Az elnyelés pontos meghatarozasahoz — egy
atlagos fotométer esetében — 5 pg/ml folott kell lennie az RNS toménységének, ami a szokasos kiivettakat hasznalva
min. 4 pg. Ez a mennyiség nem feltétleniil all rendelkezésre, ilyenkor hasznos lehet a mikrokiivetta, amellyel mar
7 ul mintat is meg lehet mérni. Egy masik, modernebb lehetdség az in. cseppfotométerek (pl. NanoDropTM)
hasznalata, amelyek nem kiivettaban, hanem két szaloptika kozott kifeszitett egyetlen cseppben mérik egy adott
oldat elnyelési tulajdonsagait. 0,5-3 pl minta elegend6 a méréshez, ami nem elhanyagolhato elény egy 20-60 pl
végtérfogatl nukleinsav-kivonat esetén. A késziilék a mérés utan a 220 és 350 nm kozotti spektrumot is kirajzolja,
ill. a helyes beallitas mellett ng/ul (= pg/ml) mértékegységgel azonnal kijelzi a minta RNS-tartalmat is (9.4. abra).
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9.4. abra. Novenyi RNS-kivonat UV-spektrofotometriai vizsgalata NanoDrop fotométerrel. A: az elnyelési spektrum
220 és 350 nm kézott és az elnyelési alapadatok; B: tabldzatos riport a késziilék programjabol a fenti adatokkal.

A mennyiségi meghatarozast leginkabb a szennyez6 anyagok nehezitik. Ezek tipikus példai a fehérjék, fenoloidok
és kisebb mennyiségben a kinyerés egyes reagensei, mint pl. a 2-merkaptoetanol vagy a DTT.

Az Ay érték azonban dnmagaban nem sokat mond a minta minéségérdl és tisztasagarol, ezért az A,q/Asgg
€sArg0/Azzo (s esetlegArgo/Argg) aranyokat is érdemes figyelembe venni (9.3. tablazat). A tiszta RNS-kivonat
Aygo/Aggy ertéke 2,0 + 0,1, mig az Ayge/Agy;zg arany 2,0 és 2,4 kozott van. Az alacsony Aygp/Ajrgy érték
fehérjeszennyezésre utal, mig az 1,5-1,8 alatti A,q0/Ay3¢ arany eredhet guanidinium, merkaptoetanol, vagy egyes
sok, ill. specidlisan a ndvényi mintaknal poliszacharidok jelenlétébdl. Az A,gy/Aj4g ardny 1,4 alatti értéke azt
jelezheti, hogy nagyobb mennyiségii s6 maradt a kivonatban. Ilyenkor érdemes ujra kicsapni az RNS-t az oldatbdl,
majd tobbszori etanolos mosas utan szaritani és tjra feloldani a csapadékot.

9.3. tablazat. A nukleinsav-kivonatok tisztasagdanak ellendrzése az UV-elnyelés alapjan: a helyes és a problémara
utalo aranyértékek

DNS RNS Szennyezettségre utalé arany és a szennyezés tipusa

Aseo/Asgo| 1,8 2,0 Az 1,8 alatti arany fehérjeszennyezésre utal

Are0/A30]2,0 —2,412,0 — 2,4| Az 1,8 alatti arany poliszacharidok, vagy detergens jelenlétére utal

Aren/Ansp|1,4—2,011,4—2,0| Az 1,4 alatti arany s6szennyezésre utal

9.4.2. Agaroz gélelektroforézis

A kinyert RNS agaro6z, vagy poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgalhato. Ha denaturald koriilmények sziikségesek,
formaldehidet adnak az agardz, ill. ureat a poliakrilamid gélhez.
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Az RNS integritasat, sértetlenségét legegyszeriibben agaroz gélelektroforézis modszerrel ellendrizhetjiik. 1-1,2%-
os, denaturalé agardz gélen futtatva a kivonat néhany pl-es mennyiségét, az rRNS savok és a hattér tisztasaga
alapjan becsiilhet6 a kinyert RNS épsége. Az elmosddott savok €s a hosszan elnytlo hattérzaj (,,smear”) az RNS
bomlasara utal. A teljes bomlaskor a savok eltiinnek és csak nagyon alacsony molekulatomegii ,,smear” figyelhetd
meg a gélen. Denatural6 koriilmények kdzott az RNS mindségét jol jellemzi a 25-28S és a 18S rRNS savok aranya:
mivel el6bbi molekula durvan kétszer akkora, mint az utobbi, igy a festék (pl. etidium-bromid) intenzitasa is kb.
kétszerese a magasabban levd savban, ha az RNS sértetlen allapotban van.

Novényi mintadknal a sejtmagban kodolt (sm) rRNS csikok kozott és alatt megjelennek a kloroplasztisz rRNS-ek
— ¢és esetenként mRNS-ek — is, de a savok sorrendje novényfajtol és a szovet tipusatol fliggden valtozhat (9.5.
abra).

& 265 rRNS ——

sm 185 rRNS ——

9.5. abra. Novényi RNS-kivonatok elvalasztasa agaroz gélen. A sejtmagban kodolt (sm) 26S és 18S rRNS-ek mellett
megjelennek a kloroplasztiszban kodolt rRNS és mRNS molekuldak savjai is.

A hagyomanyos mddszer modern alternativdja a mikrofolyadék technolodgia, amely soran az elektroforézis
miniatiirizalt formaban megy végbe egy apro liveglap (,labchip™) felilletén. A moddszer elénye a nagyobb
érzékenység, a minimalis mintafogyas és a nagy felbontds. Az eredmény a hagyomanyos gélszeri kép mellett
elektroferogram formajaban is megjelenithetd és sokkal pontosabb vizsgalatot tesz lehet6vé.

A kisebb RNS-molekuldkat denaturdldé (7 M urea) poliakrilamid gélen szoktdk vizsgdlni. Ez a modszer (a
berendezéstdl fliggden, ill. kb. 150 nu méret alatt) elvileg alkalmas egyetlen nukleotid méretkiilonbség feloldasara
is. Az RNS-gél festésére altalaban etidium-bromidot hasznalnak, amely UV-megvilagitas (~300 nm) hatdsara
narancs-vords szinben fluoreszkal (~600 nm). Fluoreszcencidja nukleinsavhoz kdtve erdsen nd, igy a hattértol
tobbnyire kimosas nélkiil is jol megkiilonboztethetd.

9.4.3. Egyéb ellendrzési lehetéségek

Az UV-spektroszkopia egyik alternativaja a fluorometriai vizsgalat, amikor az RNS-hez fluoreszkald anyagot
kotnek. Ilyen pl. a RiboGreen (Life Technologies), amelynek fluoreszcenciaja a ktddés utan 480 nm-en gerjesztve
520 nm-en mérhet6 és 1-1000 pg/ul tartomanyban alkalmazhatd. A RiboGreen eldnye a spektroszkdpiaval szemben,
hogy specifikus az RNS-re, mig utobbit a DNS-szennyezés zavarja. A RiboGreen emisszidja alapjan egy standard
higitasi sor ismeretében szamolhatd a minta RNS-tartalma.
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A PCR tulajdonképpen a mindség ellendrzésének végso 1épése is lehet: ha jo mindségli RNS-kivonaton mindig
biztosan mikodo primerekkel (pozitiv kontroll) sem sikeriil terméket produkalni az 0j kivonattal, az biztos jele az

V4

9.5. Az RNS tarolasa

Az RNS helyes tarolasara érdemes nagy gondot forditani, mert nem megfelel6 koriilmények esetén orak alatt
szamottevOen csokkenhet a kivonat épsége. A folyékony nitrogénben, vagy legalabb -80°C-on gyorsan lehiitott
és frissen eltarolt mintakbol egy évvel késobb is jo mindségli RNS nyerheté ki. A guanidinium pufferben
homogenizalt minték szintén jol tarolhatok -80°C-on és késobb folytathatd beldliik az RNS-kinyerés. A tisztitott
RNS etanolos csapadék formajaban a legstabilabb, szintén -80°C-on tarolva, ilyenkor honapokig, vagy akar még
tovabb is biztonsagosan eltarthatd. Ha egy héten beliil biztosan felhasznalasra keriil, etanolos csapadékként -20°C-
on is tarolhato. A vizes oldatban levé RNS a legsériilékenyebb, ezért munka kdzben jégen tartando! Rovid ideig
oldott formaban az RNS 1-10 pg/ml vizes oldatban (semleges, vagy enyhén savas pH), esetleg TE pufferben (10
mM Trisz-HCI, pH 7,5, 0,1 M EDTA) -20/-80°C-on tarolhato. Ilyen koriilmények kozott az RNS masodlagos
szerkezete denaturalodik, vagyis egyes tovabbi alkalmazasokhoz renaturacio (re-folding) sziikséges. Ha évekig
akarjuk tarolni a kinyert RNS-t, vagy a legbiztosabb eltartasi modot kivanjuk valasztani, etanolos csapadékként
érdemes -20 vagy -80°C-on tarolni.

Ha nagyobb mennyiségli RNS-t izolalunk, a legjobb a koncentracié (és a mindség) meghatarozasa utan alikvotokban
-80°C-on tarolni, igy elkertilhet6 a minta tobbszori felolvadasa. RNéaz-inhibitort is lehet adni a tarolt mintakhoz,
de ezzel csak akkor érdemes ¢élni, ha a hozzaadott fehérje, vagy egyéb anyag biztosan nem fogja zavarni a soron
kovetkezo felhasznalasi 1épéseket. El6fordul még, hogy nagy tisztasagu, 100%-os formamidban, ill. a szabadalmazott
RNA/ater (Quiagen) nevil oldatban taroljak az RNS-t, ill. az utobbi a bioldgiai minta tarolasara is szolgal az RNS
kinyerése elott. Rovidebb idejli tarolasra alkalmas lehet még az 5 mM DTT-oldat is, mivel a DTT megsziinteti a
diszulfid-hidakat.

9.6. Egy gyakran alkalmazott kinyerési recept

1. 0,2 g buzalevelet kb. 0,5 cm-es darabokra vagva folyékony nitrogénben homogenizalunk, majd hozzdadunk
800 pl telitett fenol — 0,01 M Trisz-HCl (pH 7,5) — 0,01 M NaCl —0,1% SDS elegyet, amelyben a fenolos és a
vizes fazis aranya 1:1.

2. Eppendorf cs6be mossuk a homogenatumot, majd centrifugaljuk (10000 g, 10 perc, 4°C).
3. A fels6, vizes fazist tiszta csdbe pipettazzuk at. (Ez az RNS-bdl foként a tRNS és rRNS frakciokat tartalmazza)

4. Hozzdadunk 0,1 térfogat 20 %-os K-acetatot és két térfogat 96 %-os etanolt, majd legalabb egy oraig, vagy egy
¢jszakan at hagyjuk kicsapodni a nukleinsavakat.

5. Centrifugaljuk a mintat (10000 g, 10 perc, 4°C).
6. A feliiluszot elontjiik és oldjuk a csapadékot 60-90 pl 0,3 M NaCl-oldatban.

7. Hozzdadunk 24-36 pl 5 %-os CTAB-oldatot és legalabb 2 orara 4°C-ra tessziik. (A CTAB csapadékba viszi a
nukleinsavakat, mig a ndvényi mintakban gyakori poliszacharidok és cukor-foszfatok oldatban maradnak)

8. Centrifugaljuk a mintat (10000 g, 30 perc, 4°C).

9. Elontjiik a feliiliiszot és kétszer mossuk a csapadékot 30 pl steril, hideg, ultratiszta vizzel, majd centrifugaljuk
a mintat (10000 g, 30 perc, 4°C).

10. Oldjuk a csapadékot 30 pl 0,3 M NaCl-oldatban, majd ijra kicsapjuk 2,5 térfogat 96 %-os etanolban. -20°C-on
inkubaljuk 30 percig.

11. Centrifugaljuk a mintat (10000 g, 10 perc, 4°C), elontjiik a feliiluszot €s maradéktalanul eltavolitjuk az etanolt.
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12. A csapadékot 10 pul 2 M NaCl-oldattal kezeljikk, majd centrifugaljuk a mintat (10000 g, 30 perc, 4°C).
Megismételjiik ezt a két 1épést. Az igy kapott feliilluszo a tRNS-eket, a csapadék az rRNS-eket tartalmazza,
utébbit 30-50 pl 0,3 M NaCl-oldatban vehetjiik fel és fotometridsan, ill. gélelektroforézissel ellendrizhetjiik a
minta mindségét.

9.7. Feladatok

1. Készitsiink RNS-kivonatot zold és etiolalt fiatal buzandvényekbol! Hasonlitsuk dssze RNS-tartalmukat UV-
spektrofotometrias méréssel €s vizsgaljuk meg gélen a mintakbol kinyert RNS-t!

2. Készitsiink RNS-kivonatot zold, ill. kloramfenikollal, vagy linkomicinnel kezelt fiatal buzanévényekbdl! UV-
spektrofotometrias mérés utan vizsgaljuk meg gélen a mintdkbol kinyert RNS-t! Magyarazzuk meg a kapott
eredményeket!

3. A jo mindségl, frissen kinyert RNS-kivonat kisebb mennyiségeihez keverjiink néhany pl nyers bioldgiai

homogenatumot és hagyjuk hatni egy-két percig, majd a reakcio leallitasa utan vizsgéljuk meg agar6z gélen az
emésztetlen ¢és a degradalt mintakat!
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10. fejezet - DNS kinyerés novényekbol

szerz6: Dr. Oszvald Maria

10.1. A DNS izolalas

A molekularis diagnosztikai, kutatasi és azonositasi modszerek nagy szama igényel tisztitott DNS-t. Az alkalmazott
DNS sziikséges tisztasagat és mennyiségét a felhasznalas modja szabja meg. Ilyen felhasznalasi lehetdségek pl. a
kérokozok detektalasa, az emberi genetikai vizsgalatok, GM azonositasok vagy a molekularis biologiai kutatasok.

Az alkalmazott tisztitasi eljarasok eltéro tisztasagu DNS-t eredményezhetnek, ami meghatarozza a felhasznalasi
lehetéségeiket. Bar a PCR (polymerase chain reaction) reakcio elvégezheté nyers DNS kivonaton is, az olyan
érzékeny reakciok, mint a mennyiségi PCR ¢és a legtobb diagnosztikai alkalmazas nagy tisztasagli DNS-t igényelnek.
A tisztitott DNS-ben talalhaté szennyezddések ugyanis akadalyozhatjak a DNS polimerizaciot, vagy a DNS
restrikcios enzimmel torténd hasitasat.

A DNS tisztitas kihivasai
A DNS kinyerés fontosabb 1épései és az izolalas soran felmeriild problémak:

- A DNS molekuldk tokéletes elvalasztisa a tobbi sejtes komponenstdl, mint a fehérjék, lipidek, RNS-ek, de
leginkabb a poliszacharidok.

- Az endogén nukledzok (DN-az enzimek) inaktivalasa és a genomi DNS molekulak védelme kulcsfontossagu a
tisztitasi folyamatban. Az endogén DN-4z enzimek gyorsan degradaljak a DNS-t, ezért gyorsan ¢s hatékonyan kell
Oket inaktivalni. A legtobb esetben az endogén nukledzok inaktivalasa hdvel, vagy specialis anyagokkal torténik.

- A hosszl lanci DNS molekulak fizikai, illetve az endogén nukleaz enzimek okozta téredezettségének elkeriilése.
A DNS kinyerést lehet6leg friss szovetekbol kell megkezdeni. A szovetek (levél, szar, mag) melyek nem keriilnek
azonnal felhasznalasra fagyasztva tarolhatok. Szamos szovet el6zetes fizikai kezelést pl. a mechanikus dorzsolés
igényel.

- Nagy hozamu DNS kinyerése.

10.2. DNS izolalas lépései

10.2.1. A sejtek/ szovetek feltarasa

A DNS izolalas els6 1épéseként a sejteket és a sejtmagokat fel kell tarni, hogy a DNS molekulék szabadda valjanak.
A legtobb tisztitasi modszer esetében a sejtek feltarasa lizis pufferek segitségével torténik. Ezek olyan detergenseket
¢és denaturalo szereket tartalmazo pufferek, melyek a sejtmembranok lipid kettds rétegét bontjak, ezaltal lehetévé
teszik a genomi DNS kijutasat a citoplazmaba illetve a kiilsé oldatba. A sejtmembranok mellett, a pufferek a
citoplazma fehérjéit is denaturaljak. Olyan szervezetek, mint a ndvények is, melyeknek a sejtmembranon tal
sejtfallal is rendelkeznek, mechanikai torést illetve tovabbi enzimeket is igényelnek a sejtfal hatékony
megbontasahoz, vagy durvabb sejtfeltaro eljarast kell alkalmazni (pl. dérzsmozsar, kvarchomok, folyékony N-es
fagyasztas)

A kovetkez0 sejttipusok esetében az alabbi enzimek hasznalatosak a sejtfal megbontasahoz.
» Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak feltarasahoz lizozim enzim
* Az éleszték esetében a litikdz enzimek.

* A ndvényi sejtek DNS kinyerése soran cellulaz enzimet vagy durva homogenizalast (1d. fent) alkalmaznak.

91

http://www.renderx.com/



render

DNS kinyerés novényekbdl

A minta fehérjeszerkezetétdl fiiggden a detergensek lehetnek denaturalok és nem denaturalok. A denaturalok kozott
is megkiilonboztetiink anionos (SDS) és kationos (etil(trimetil)ammoénium bromid) detergenseket. Ezek teljesen
feloldjak a membrant és denaturaljak a fehérjéket a fehérje-fehérje kotések felbontasaval. Ez megvaltoztatja a

ey

un. nem ionos detergensek csoportjaba tartoznak. Ilyen hatasa van a Triton X-100, vagy a CHAPS kemikalidknak.

10.2.2. Fehérje denaturacié

crer

hogy az aminosavak k6zotti peptidkotések nem sériilnek. A fehérje denaturacio kovetkeztében a fehérjék oldhatdsaga
csokken, elveszitik biologiai aktivitasuk, a proteaz enzimek aktivitdsa ndvekszik, a kromoszémalis DNS elvalik
anukleoprotein komplexrél. DNS-kinyerés soran a fehérjéket mar a sejtmembran lizalasara alkalmazott detergensek
is denaturalhatjak (ld. fent), de més denaturald szerek alkalmazasa is sziikséges lehet:

 karbamid, vagy a guanidine a hidrogén kotések felszakitasara
* redukalo szerek a diszulfid hidak bontasahoz

+ toltéssel rendelkezd csoportokat tartalmazo sok, melyek alacsony vagy mérsékelt koncentracidban novelik a
fehérjék oldhatdsagat

* hokezelés a nem polaris és hidrogén kotések bontasara
* egyéb anyagok: EDTA, Mg2+

Denaturaci6 helyett a fehérjék proteinaz-K emésztéssel is eltavolithatok a lizatumbol.

10.2.3. RNS eltavolitasa

A DNS izolalas folyamatanak tovabbi 1épése az RNS-ek eltavolitasa a DNS mell6l. Az RNS-ek lebontasanak egyik
leghatékonyabb és leggyakoribb modszere az RNS lebontasara alkalmazott RN-az enzim. Az RN-az enzimmel
torténd kezelés a DNS extrahalasi folyamat mosasi 1épései koz¢é iktathato be.

10.2.4. A DNS elvalasztasa a fehérjéktél és a tovabbi
sejtes elemektol

A nukleinsavak elvalasztasa a citoplazma tobbi sejtes elemétdl tobbféle mddon torténhet.
Szerves oldoszerrel

A szennyez0 RNS ¢és fehérje eltavolitasa torténhet fenol/ kloroform/ izoamilalkoholos (25/24/1) extrakcidval. A
fenol denaturalja a fehérjéket és azért hasznaljak kloroformmal egyiitt, mert a fehérjementesités hatékonyabb, ha
két kiilonbozé szerves oldoszerrel végzik. Az izoamilalkohol a fenolos szerves és a DNS-t tartalmaz6 vizes fazis
tokéletesebb szétvalasat teszi lehetdvé. Egyes protokollok a fenol/ kloroform/ izoamilalkoholos extrakcio utan egy
extra kloroformos 1épést tartalmaznak, ez a fenol nyomokat tavolitja el a vizes nukleinsavak oldatbol.

Veszelyek

A fenol tartalmt oldatok szembe, bérre, ruhara ne keriiljenek! Fenolozaskor a gumikeszty(i hasznalata kdtelezo!
A csoveket gondosan zarjuk le! A kloroform erésen illékony, ezért pipettazasa nehéz, fokozottan tlizveszélyes,
nagyobb mennyiségben belélegezve boditdo hatasu. A centrifugalast kiegyenstlyozott rotorral a szabalyoknak
megfelelden végezziik!

Kisozas

A nukleinsavak hidrofob tulajdonsagtiak a negativ toltéssel rendelkezd foszfat csoportnak koszonhetden. A sokban
talalhato pozitiv toltésti ionok kapcsolatba 1épnek és semlegesitik a negativan toltott foszfat csoportokat a DNS

s s
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sre

acetat a legalkalmasabbak a kis6zasra. A kicsapodott fehérjék centrifugalassal tavolithatok el. A DNS a feliiliszéban
marad, melyet etanollal lehet visszanyerni (kicsapni) az oldatbol.

Szilard anyaghoz kotétt szelektiv DNS koté oszlopok

A legtobb modern DNS tisztitasi eljaras olyan tisztitdsi modszeren alapul, ahol a DNS-t a nyers sejt lizatumbol
szelektiven valamilyen anyaghoz kétve valasztjak el. Ilyen lehet a szilicium dioxid, vagy az anion-cseréld gyanta
(10.1. abra). Eldnyei, hogy gyors, kényelmes, szerves oldoszerekt6l mentes, automatizalasra/minimalizalasra
alkalmas.

» € » = » | =
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10.1. abra Novényi DNS izolalas 1épései a kereskedelmi forgalomban kaphatd anion cseréld oszlopot tartalmazd
kit segitségével. A két sorban abrazolt folyamatabra az egymast kdvetd 1épéseket mutatja be.

Szilicium dioxid oszlop:

a fehérjék azonban nem kétédnek
A lerakodott sok alkoholos oldatokkal eltavolithatok a membranokrol vagy az oszlopokrol
» Alacsony koncentraci6ju ionos pufferrel a DNS molekulék leoldhatok a membranrol.

Elénye: gyors, automatizalhato, centrifugalas nem sziikséges (vakuum is alkalmazhatd), és szerves olddszert nem
alkalmaz.

Anion cserélé oszlop (pl. QIAGEN Plasmid Midi Kit)

A DNS molekulaban 1év6 negativan toltott foszfat csoportok és pozitivan t6ltdtt részecskék kozotti kdlesonhatason
alapul. A DNS alacsony sokoncentracid jelenlétében kotddik az oszlophoz. A fehérjék és az RNS molekuldk

crer

lehetséges. Az oldatba vitt DNS molekulék etanollal kicsaphatok.

Elénye: Szerves oldoszermentes, gyors, de nagyobb feliigyeletet igényel és dragabb, mint a szilicium dioxid
oszlopok.

Magneses elvalasztas (szilicium vagy téltés alapu)
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Ebben az eljarasban a DNS-t magneses részecskéhez kapcsoljuk (10.2. abra). A magneses részecskék lehetnek
szilicium alaptiak. Itt is a DNS kapcsolddasa/elengedése a sdkoncentracio fiiggvényében torténik. Ha magneses
részecskek toltés alapuak, akkor a részecskék toltésének a valtozasa az oldat pH-janak fliggvényében valtozik. A
negativan toltott DNS-ek levalnak.

A magneses részecskékhez kotott nukleinsav (DNS/RNA) izolalasi modszer elénye, hogy gyors, szerves oldoszer
¢és lecsapasmentes. Konnyen automatizalhato.

. DNS
migneses :
Lizis & kitd i?lﬁ;liﬂ" tm?h:“u,o
putfer TR feliiliszd
l migneses  1épések I 'I
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10.2. abra Magneses részecskékhez kapcsolt DNS izolalas 1épései. Az dbra a DNS isolalas egymast koveto 1épéseit
mutatja be a feltiintetett nyilak irdnyanak megfelelden.

A kromatografids modszerek komoly hatranya, hogy viszonylag gyenge kihozatal mellett nem alkalmas nagy
molekulastlyt (> 50 kb) DNS izolalasara, emiatt molekularis klénozashoz ill. DNS blothoz mas mddszereket kell
valasztani.

10.3. Egyéb DNS tisztitasi modszerek

Nagy mennyiségii és nagy tisztasagu DNS izolalas CsCl-etidium bromid gradiens centrifugalassal

A modszer soran el6szor centrifugaléssal eltavolitjuk a lizatumbdl a sejtalkotok és fehérjék nagy részét. Ezt kovetden
ultracentrifugalassal, CsCl (cézium klorid)- etidium bromid gradiensben torténd egyensulyi centrifugalassal
valasztjuk el egymastol az eddig oldatban maradt DNS-t, RNS-t és a szennyezddéseket. A lizatum minden mL-
¢hez 1 g szilard CsCl-ot adunk. Ezutan minden 10 mL DNS/ CsCl oldathoz 0.8 mL etidium bromidot (10 mg/ml)
oldatot keveriink. Az oldatot 8000 rpm-en 5 percig centrifugaljuk, a feliilusz6t lezarhatd specialis ultracentrifuga
csbe (Beckman) toltjiik és 24 6ran keresztiil 60 000 rpm-el 20 °C-on ultracentrifugaljuk. A centrifugaléds utan a
szétvalt nukleinsavak UV fényben lathatok. Az RNS a centrifuga csd aljan, a linedris és a zart cirkularis DNS-ek
feljebb, elkiiloniild savban jelennek meg. Egy injekcids ti segitségével leszivjuk a DNS-t. Az etidium bromidot
vizzel telitett butanollal eltavolitjuk, a DNS-t tartalmaz6 oldatot dializal6 hiivelyben 24 éran keresztiil Trisz-EDTA
oldattal szemben dializaltatjuk. Kordbban a CsCl-os DNS-tisztitast altalanosan hasznaltdk a génpuskas névényi
transzformaciohoz sziikséges nagyon nagy mennyiségli, és nagy tisztasagth DNS el6allitdsara. Mdara a szilicium
alapu oszlopok, illetve az anioncseréld oszlopok hasznélata nagyrészt kiszoritotta ezt a munkaigényes, ¢és az
alkalmazott etidium bromid miatt veszélyes modszert.

Cetavlon médszer

Cetavlon (cetyltrimethylammonium bromide, CTA-Br) egy erds kationos detergens, mely segitségével a DNS hig
sooldatokbdl kicsaphatd. 1953-ban irtdk le, hogy a DNS viz-oldhatatlan sokat képez Cetavlon jelenlétében. A
nukleinsavaknak ez a tulajdonsaga a DNS izolalasra szolgal6é Cetavlon mddszer alapja. A modszer azt az elonyt
hasznalja ki, hogy a nukleinsavak nagy ionerdsség jelenlétében is feloldodnak, pl. ha a NaCl koncentracié magasabb,
mint 0,5 M. Az &sszes ismert Cetavlon modszer alkalmazasa soran a biologiai anyagot Cetavlon oldattal kezelik
nagy ionerGsség jelenlétében, majd a sejtes tormeléket és a fehérjéket kloroform-izoamilalkoholos extrakcioval
tavolitjak el, végiil az ionerdsség csokkentésével kicsapjak a DNS- CTAB komplexet. Ezutan a DNS-t natrium
acetat/etanol elegyben torténd mosassal natrium s6java alakitjak. A kapott DNS preparatumunk erésen szennyezettek
fehérjékkel és RNS-sel, ezért tiszta DNS izolalas tovabbi frakcionalast (pl. fenollal kombinalt extrakciot) vagy
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kromatografias tisztitast igényel. A modszer alkalmas a DNS 80%-ban torténd visszanyerésére a 20-10° Da és
nagyobb molekulatomeg tartomanyban.

10.4. DNS mennyiségi meghatarozasi
modszerek

Spektrofotométer: Az egyik leggyakrabban hasznalt modszer a koncentracié mérésére; az oldat fény elnyelését
hasznalja fel a Lambert-Beer torvény szerint: A = e x ¢ x 1, ahol A: abszorbancia, e: exsztincios koeficiens, c:
koncentraci6, l: uthossz. A spektrofotométer egy adott hulldmhosszon méri az elnyelt fényt. A DNS
koncentraciémérés azon alapul, hogy a DNS elnyeli a 260 nm hullamhossza UV-fényt. A mddszer nem pontos.

Egyéb nagy és kis érzékenységii modszerek: Fluoreszencids mérésen alapuld meghatarozas fluoriméteren DNS-
kot6 fluoreszeens festék, Ribogreen hasznalataval (érzékeny mddszer). DNS-koncentracié meghatarozasa kvantitativ

s

alkalmazasaval agar6z gélen (hozzavetdleges becslés).

10.5. A gyakorlat menete

Novényi genomi DNS izolalds

1. Anyagok: ~ 20 mg friss vagy fagyasztott novényi szdvet. Vagjuk a szoveteket kis darabokra. Ezutan
dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben porszeriivé dorzsoljiik, majd egy steril Eppendorf csdbe tessziik.
Hozzaadunk 200 pul AquaGenomic oldatot.

2. Homogenizaljuk az oldatot vortex segitségével. Majd adjunk hozza 1/10 térfogat aranyban (~30 pl) izopropanolt
a habzas csokkentéséhez. Ezutan a lizdtumot 65 °C-on 15 percig inkubaljuk.

3. Ovatosan vortexeljiik, majd a lizatumot centrifugaljuk 14.000 g-n, 5 percig.

4. A feliiluszot egy 1 centrifugacsébe helyezziik. Adjunk hozza 1 térfogatnyi (~180 pl) 100% izopropanolt és
vortexeljiik 1 percig. Centrifugaljuk az oldatot 14.000 g-én, 5 percig a DNS csapadék 6sszegytijtésére. Elontjiik
a feliiluszot, majd a DNS csapadékot 70% alkohollal mossuk. A mosast kétszer ismételjiik. Az alkohol teljes
eltavolitasa utan a DNS-t levegon, 37 °C-on szaritjuk. Adjunk 40 ul TE puffert vagy desztillalt vizet a DNS
oldatba viteléhez.
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11. fejezet - Nukleinsavak
elvalasztasanak modszerei

szerz06: Dr. Oszvald Maria

DNS-fragmentek egymastol valo elkiilonitésére leggyakrabban elektroforetikus modszereket alkalmaznak, melyek
a kromatografia elvén alapulnak. A kromatografids modszereknél allo és mozgd fazist alkalmaznak, ahol az allo
fazishoz kevésbé kotddd anyagok gyorsabban haladnak at a rendszeren (elualédnak). Pl. gélelektroforézisnél a
gélben kevésbé elakado, kisebb méretti molekulak adott id6 alatt messzebbre jutnak, mint a nagyok. Az elektroforézis
soran az egyenaramu elektromos térbe helyezett toltéssel rendelkezé molekulak a toltésiikkel ellentétes polus
iranyaban mozdulnak el. A molekulak az elmozdulasuk mértéke alapjan azonosithatok. Az elektroforézis preparativ
célra is hasznalhato, vagyis a szamunkra sziikséges fehérje- vagy DNS-molekulat tartalmazé savot ki lehet vagni
a gélbol, a molekulakat pedig vissza lehet nyerni bel6le.

A nukleinsavak elektroforetikus elvalasztiasa a fehérjéknél egyszeriibb, mert a foszfat csoport miatt toltéssel
rendelkeznek, igy jol mozognak elektromos erdtérben. Azt, hogy milyen elektroforézist hasznalunk, a DNS
fragmentek mérete, az elvalasztandd DNS-mennyisége és az igényelt pontossag donti el:

A) poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE): 500 nukleotidnal rovidebb fragmentek elvalasztasara hasznalatos
és segitségével egyetlen nukleotid pontossaggal meg lehet a fragmentek méretét hatarozni. Régebben DNS-
szekvenalasnal is hasznaltak.

B) agaroz gélelektroforézis: koncentraciotol fliggéen huisz — tobb ezer nukleotid hosszu fragmensek elvalasztasara
alkalmas, kevésbé pontos. Egyes specialis alkalmazasainal (pulse field, illetve rotation GE, 1d. lejjebb) tobb MB
méretii egész kromoszomak is elvalaszthatok. Az agaroz gélelektroforézis a legaltalanosabban hasznalt modszer
a DNS-elvalasztasara, érzékenysége (2 ng mar latszik egy fél centis zsebben Etidium bromiddal festve, SYBR
Greennel v. Golddal még kevesebb is) a legtdbb laboratériumi munkéhoz elegendd.

C) Kapillaris elektroforézis (CE): maximum néhany szaz bp. hosszit DNS-fagmentek elvalasztasara alkalmas, akar
egy nukleotid pontossaggal. Itt egy vékony, beliilrdl toltott részecskékkel boritott kvarc kapillarisban dramoltatjak
az elvalasztani kivant molekulakat, magas fesziiltséggel. Nagyon pontos, érzékeny (akar 0,1 ng/pL DNS érzékelhet6)
¢és jol automatizalhatd, de draga. DNS-szekvenaldsnal, vagy pl. igazsagiigyi DNS-laborokban PCR-termékek
elvalasztasara hasznaljak.

11.1. A gélelektroforézis

Toltéssel rendelkezo részecskék elektromos térben toltésiiknek megfeleld iranyban mozognak. A pozitiv toltésii
kationok a negativ katéd, mig a negativ t6ltésii anionok a pozitiv andd felé¢ haladnak. Az elektroédok feliiletéhez
érve az ionok toltésiiket vesztik. Elvalasztastechnikai szempontbol az ionok aramladsa az un. elektroforezis a
Iényeges; az ionok semlegesitdédése az elektrolizis masodlagos kiséréfolyamatnak tekinthetd.

A ,,gél” olyan matrixot jelent, mely tartalmazza, majd elvélasztja a molekuldkat. A legtobb esetben a gél egy
keresztkotott polimer, mely Osszetétele és porozitasa a meghatarozand6 molekula 6sszetételén és méretén alapul.

Kis molekulaméretii nukleinsavak (DNS, RNS vagy oligonukleotidok) elvalasztasara az akrilamid és a keresztkoto
gél hasznalhat6. Nagyméretli nukleinsavak (néhany szaz bp-nal hosszabb molekulak) esetében a tisztitott agaroz
az eldnyben részesitett elvalasztasi modszer. Mindkét esetben a gél szilard, porézus matrixot alkot. Az akrilamid,
a mar polimerizaloédott formajaval, a poliakrilamiddal ellentétben erds idegméreg, ezért megfeleld dvatossaggal
kell kezelni.

Az elektroforézis soran a molekulak elektromos térbe helyezve tomegiik/méretiik altal meghatarozott tavolsagra
jutnak el a matrixban, az elektroforézis ideje alatt.

Alkalmazas
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A gélelektroforézis a névényi molekularis biologiaban, genetikaban, mikrobiologiaban és a biokémiaban gyakran
hasznalt modszer. A dupla szalit DNS fragmentek a gélben hossza radként viselkednek. Az egyszalu DNS vagy
RNS molekulak komplex alaki molekulakka tekerednek fel és harmadlagos szerkezetiik alapjan egy Osszetett
viselkedés szerint vandorolnak a gélben. Ezért olyan anyagok, mint a natrium hidroxid vagy a formamid, melyek

V4

a DNS molekulak ismét hosszu radként viselkednek.

A denatural6 agardz gélelektroforézis rendszerint RNS preparatumok mindségének és méretének az ellendrzésére
szolgal. Az RNS molekulak sok kiillonb6z6 masodlagos szerkezetet alkothatnak, mely befolyasolja a mobilitasukat
elektromos térben. Egyik ilyen RNS denatural6 szer a formaldehid, amely denaturalt formaban tartja az RNS-t.
Az elektroforézis utan az RNS etidium bromid festékkel vizualizalhat6. A TBE puffer is denaturalja az RNS-t.

A lugos agardz gél alkalmas egyszaltt DNS-ek és a cDNS szal méretének az ellenérzésére.

11.2. Agaroz

Az agardz egy linearis agarobioz diszacharid az 1,3 kapcsolt béta-D-galaktopiranoz és 1,4 kapcsolt 3,6-anhidro-
alfa-L-galaktopirandz 6sszekapcsolodasabol allo poliszacharid, melyet tengeri vords algabol nyernek. A polimert
alkoto diszacharid egység képletét az 11.1. dbra mutatja.

OH OH

O
&, ~OH
H—O o \f’7\
OH H('_I') @)

= -n

11.1. abra Az agarobioz szerkezeti képlete. A molekula az agardz polimert felépito alegység molekulat mutatja.

Az agar6z gél agardzbol és az elektroforézis pufferbdl all 6ssze. Az agar-agar (agardz) melegités hatasara feloldodik
az elektroforézis pufferben. Az igy kapott viztiszta oldat megfeleld formaba dntve 32-40°C koriili hdmérsékletre
hiilve megszilardul, és térhalos szerkezetet alkot oly modon, hogy a linearis polimer szalak dupla helikalis szerkezetbe
rendezédnek, melyeket a jelenlévd vizmolekulak hidrogén hidak kialakitasaval stabilizalnak.

Az agaroz jellemzdi, tipusai

Az agaroz legfébb jellemzoi az olvadasi/ gélesedési homérséklet, a gél erdssége, és az elektroendozmézis (EEO).
Az agardz gélek alacsony olvadasi hdmérséklete (alacsonyabb, mint a DNS denaturalodasi hémérséklete) lehetové
teszi, hogy a DNS sértetlen maradjon a gél melegitése soran. igy lehet6vé valik a nukleinsavak gélbdl torténd
konnyi tisztitasa. A gél tovabbi fizikai paraméterei koziil az eréssége is fontos, ha a felhasznalasa mechanikai
valtozasokat vagy kezeléseket is magaba foglal, mint pl. a Southern vagy a Northern blot analizis soran. Az agaréz
EEO-ja (a nem tolt6tt molekuldk mozgasa a katdodon keresztiil az elektroforézis soran) meghatarozza a
makromolekulak természetes mobilitasat a gélen beliil. Az alacsony EEO érték esetén a nukleinsavak gyorsabban
vandorolnak novelve az elvalasztas hatékonysagét, mert ilyenkor a vandorlast csak a molekulaméret hatarozza
meg.

Az alacsony EEO nagy elektroforetikus mobilitast biztosit a makromolekulaknak, lehetévé téve a rovidebb futast
megndvekedett savfelbontassal.

A magas olvadasi hémérséklettel rendelkez6 agardz gélek leginkabb analitikai elektroforézishez hasznalatosak.
Idealis kisméretii 30-2000 bp DNS, RNS és PCR fragmentek elvalasztasara, illetve Southern valamint Northern
blot analizishez.

A) Alacsony olvadaspontu agardz

Az alacsony olvadaspontt agardzok idealis 1000 bp-nal nagyobb DNS és RNA fragmentek elvalasztasara, illetve
nukleinsavak agar6z gélbol torténd visszanyerésére, mivel olvadasi hémérsékletiik 65.5°C, ami alacsonyabb, mint
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a legtdbb nukleinsav olvadasi hdmérséklete. Az oldat folyékony allapotban marad 37°C-on, mig 25°C alatt gyorsan
megszilardul. Az alacsony olvadaspontu gél a preciz analizisekhez, beleértve az enzimekhez kapcsolt reakciokat,
mint a klénozas, a PCR, restrikcios hasitas, ligalas, vagy fluoreszcens illetve radioaktiv jeldlések a legalkalmasabbak.
A klonozashoz, PCR-hez, szekvenalashoz sziikséges DNS kinyerhet6 a felolvasztott gélbol.

B) Nagy felbontasu agaroz

Ebbe a csoportba tartozik a kdzepes gélesedési hdmérséklettel rendelkezé agardz, mely alkalmas kisméreti DNS
és RNS fragmentek elvalasztasra 20-800 bp hosszlisagban. Idealis DNS és RNS molekuldk visszanyerésére,
valamint kisméretli nukleinsavak analitikai és preparativ elektroforézisére. Az er6sebb gélszerkezet kovetkeztében
a gél kezelése konnyebb, a gél tisztasaga ¢s lathatésaga nagyobb lesz.

A nukleinsavak vandorlasat befolydsolo tényezdk

DNS molekula mozgasi sebességét tobb tényezd is befolyasolja. Ilyenek a molekula mérete, az agaroz
koncentracioja, a DNS konformadcioja, az alkalmazott fesziiltség, a festék jelenléte vagy a puffer dsszetétele.

A molekula mérete

Az elektromos tér hatasara a kettds hélixet alkoto DNS molekula a méretének forditott logaritmusaval megfeleld
sebességgel vandorol a gélben. Azaz a nagyobb DNS darabok lassabban, a kisebbek gyorsabban mozognak (11.2.
abra). Ez részben a korabban targyalt molekulasz{iré hatassal illetve a nagyobb surlodasi ellenallassal magyarazhato,
mivel a nagyobb molekulak atjutasa a gél porusain nehezebb.

11.2. 4bra Kettdsszalu DNS vandorlasa 0,5-1,4 % agardz gélben. A diagram az agar6z gélben a DNS molekula
altal megtett tavolsag (x tengely) fliggvényében mutatja a molekula méretének logaritmikus értékét (y tengely)

A molekula mérete és a gélben megtett vandorlasi tdvolsag kozott a kapcsolat logaritmikus és nem linearis. Ezért
a nagy fragmentek kozelebb vannak egymashoz, mig a kis fragmentek messzebb vandorolnak. A kisméretii
fragmentek festés utan széles gyenge savokat mutatnak a gélben. Ennek oka, hogy a savok intenzitasa fiigg a DNS
molekulaba beépiilt etidium bromid mennyiségét6l. Mivel a kisebb nukleinsav fragmenteknek kevesebb bazisbol
épiilnek fel, ahova az etidium-bromid be tud épiilni, igy a kisebb molekulék intenzitasa alacsonyabb lesz. Tovabba,
ahogyan a molekuldk egyre messzebb haladnak a gélben, igy a DNS egyre inkabb hajlamos a diffuziora. Ezért a
kisebb fragmentek homalyos savokat fognak képezni. A laboratoriumi gyakorlatban leggyakrabban hasznalt 1%-
os agardz gél leginkabb kozepes méretli fragmentek megkiilonboztetésére alkalmas, €s gyakran alkalmatlan nagyon
nagy és nagyon kicsi molekulaméretii DNS molekuldk elvélasztasra.

Az ismeretlen méret(i DNS molekulak méretének megallapitasahoz ismert méretli DNS darabokbdl 4116 standardot
alkalmaznak, és ehhez viszonyitjak annak mozgékonysagat. Az ismeretlen DNS méretének megallapitasahoz
legtobbszor a Afag HindIII restrikcids enzimmel torténé emésztésével nyert fragmentumait hasznalnak. Ujabban
népszeri az un. ,,1 kb-os 1étra” (gyari DNS-fragmentum keverék) alkalmazasa.

Az agaroz koncentracioja
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A nukleinsavak vandorldsat meghataroz6 harmadik tényez6é, a gél koncentracioja. Az alkalmazott agardz
koncentracioja meghatarozza a gél siiriiségét €s a porusok méretét. A halé poérusméretének ndvelése megkonnyiti
anagy molekulaju DNS fragmentek athaladasat, mig a haldo méretének csokkenése késlelteti a kisméretli molekulak
haladasat, ami csokkenti a diffazio mértékét is.

A gyakorlatban hasznalatos agardz gélek koncentracioja altalaban 0,5-3% kozott valtozik. Kisebb DNS-molekuldk
elvélasztasdhoz toményebb (pl. 150 bp DNS — 2%-o0s gél), még nagyobb DNS-molekuldkhoz higabb (pl. 1500 bp-
os DNS-hez 0,8 %) gél hasznalatos. A gél stirlisége a nukleinsavak szétvalasztasara van hatassal. A gél atlagos
poérusmérete megszabja, hogy a gél milyen méreti DNS darabokat tud hatékonyan szétvalasztani. A DNS
mozgékonysaga €s a gél koncentracidja kozott a kovetkezd dsszefiiggés irhatd fel:

logp = logp, — KrT
ahol a pu mobilitas a T pedig a gél koncentracio.
A DNS konformacioja

A DNS mérete mellett annak alakja is befolyasolja a vandorlas sebességét; a szuperhelikalis, cirkularis és linearis
DNS mozgékonysaga az elektroforézis koriilményeit6l (aramerdsség, ionerdsség) fliggd modon eltérd.

Az azonos molekulastlyu zart cirkularis (I. forma), nicked cirkularis (II. forma) és a linearis (III. forma) DNS
kiilonbozo sebességgel vandorol az agardz gélben. A harom forma relativ mobilitdsa elsGsorban az agardz
koncentraciojatol fiigg, de hat r4 az aramerdsség, a puffer ionerdssége €s az I. forman levé szuperhelikus menetek
stirtisége.

Alkalmazott fesziiltség, festék jelenléte

Az elektroforézis soran az ionok vandorlasi sebességét a toltéssiirliségiik és az alkalmazott fesziiltség- gradiens
nagysaga szabja meg. A fesziiltség-gradiens egyenesen aranyos a két elektrod kozotti fesziiltségkiilonbséggel és
elektrodok fix beépitésiiek, ezt a tényezét nem all modunkban megvaltoztatni. Szabalyozhato viszont az elektrodokra
kapcsolt egyenaramu aramforras fesziiltsége. Minél nagyobb a fesziiltségkiilonbség (egy bizonyos hatarig), annal
gyorsabb az elvalasztas, azonban a nagy fesziiltséghez nagyobb aramerdsség tartozik; ami a futtatd puffer és a
késziilék felmelegedéséhez is vezet. Nagyobb homérsékleten gyorsabb a diffiziéo mértéke is, ami rontja az elvalasztas
hatékonysagét. Ezért olyan optimalis fesziiltséget kell megvalasztani, ami a lehetd legrovidebb 1d6 alatt megfeleld
elvalasztast biztosit. A futtatashoz ajanlott fesziiltség 5 V/em.

A puffer dsszetétele

Elektroforeézis puffer osszetétele: A DNS mobilitasa az elektromos térben fiigg az elektroforézis puffer dsszetételétol
¢és ioner0sségétodl is. Tonok hidnyaban (pl. nem elektroforézis pufferrel készitett gél esetében) az elektromos
vezetoképesség minimalis és a DNS csak lassan, vagy egyaltalan nem mozog. Ha a puffer ionerdssége til magas
(pl. 10x toménységli elektroforézis puffer hasznalatanal), a vezetdképesség nagyon nagy lesz, ami jelentds
hoképzodéssel jar. Legrosszabb esetben a gél megolvadhat, ¢s a DNS denaturalodhat.

Tobb elektroforézis puffer ismert a gyakorlatban. Ezek a pufferek ionokat biztositanak az adott pH fenntartasara
egy viszonylag konstanst értéken. Az elektroforézishez leggyakrabban hasznalt puffer a Trisz/acetat/EDTA
Osszetételi TAE, illetve a Trisz/Borat/EDTA TBE pufferek.

Tovabbi pufferek, mint pl. a litium borat (LB) meglehetdsen ritkan hasznalatosak. A legtdbb esetben alacsony
aramer6sség (ami kevesebb hét termel) és/vagy azonos ion mobilitas jellemzé rajuk, ami hosszabb puffer élettartalmat
eredményez. A borat hasznalata a pufferben azonban problémas lehet, mivel polimerizaciora képes, illetve
kapcsolatba 1éphet az RNS-ben is talalhato cisz-diol kdtésekkel. A TAE-nek van a legalacsonyabb puffer kapacitasa,
de a legjobb mindségli elvalasztast biztositja a nagy molekulaméretii DN'S molekulak elektroforézist soran. Ilyenkor
nagyobb fesziiltségen és hosszabb ideig torténik az elvalasztas, de jobb mindségli terméket eredményez.

DNS tisztitas agaroz gélbol

Az elektroforézist kdvetd gélbdl torténd izolacios technikak a sziikséges DNS szakasz visszanyerését teszik lehetdve.
A kinyerés utan a fragmentek 6sszekeverhetok, lecsaphatok majd enzimesen sszekapcsolhatok, ligalhatok.
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A nukleotidok agardz gélbdl torténd visszanyerésére tobb modszer is 1étezik. A modszer kivalasztasanal fontos
figyelembe venni a DNS hozamot és a tisztasagot. Az agar6z szamos szennyezddést tartalmazhat, ami gatolhatja
a visszanyerés folyamatat, ha nem megfelelden valasztjuk el az agardzt a nukleotidoktol. A kereskedelmi forgalomban
kaphat6 modern tisztitd oszlopokat tartalmazo kitek egyidejiileg végzik a DNS tisztitast és az enzimek aktivitasanak
gatlasat, ezért nagyon jok a szennyezddések eltavolitasara, mig a korabbi modszerek kevésbé hatékonyak.

Els6 1épésben az etidium bromiddal megfestett DNS molekuldkat UV fénnyel vilagitjdk meg a keresett DNS
fragment azonositasara. A DNS mutagenezis elkeriilésére az UV fénnyel torténd megvilagitas idejének minimalisnak
kell lennie. Ezutan az azonositott DNS molekulat pengével elvalasztjuk a gél tobbi részétdl. A kivagott gél
tartalmazza a szdmunkra érdekes DNS fragmentet. Alternativaként SYBR Safe DNA gél festék hasznalhaté a DNS
toredezés elkeriilésére. Ezutan a melegitéssel az agaroz gél felolvaszthatd, majd a nukleotidok oszlopon tisztithatok,
illetve a mosasi 1épések utan visszanyerhetdk. A legtobb mddszer hatékonysaga azonban alacsony.

Elektroelucio

A legnépszerlibb alternativ modszer a teljes DNS tisztitasra az elektroelicio. Az elektroelticio legkdzvetlenebb
modja, ha a DNS savot kivagjuk a gélbdl, majd egy dializis membranzacskoba helyezziik. Ezt a membrant aztan
elektroforézis pufferrel toltjiik meg, majd elektromos térbe helyezziik. A DNS-ek kivandorolnak a gélbél a pufferbe,
majd a puffert benne a benne 1évé DNS molekulaval egyiitt 6sszegyjtjiik a membranbol. A nukleinsavak alkoholos
kicsapas utan felhasznalhatok tovabbi enzimes, kémiai és biologiai reakciokban.

Agaraz

Az agaraz enzim specifikusan emészti a poliszacharidokat agaro-oligoszacharid magokra. Az agaraz enzim lehetové
teszi a nukleotid fragmentek hatékony visszanyerését alacsony olvadaspontu agar6z gélbdl. Az igy visszanyert
nukleinsavak kozvetleniil hasznalhatok klonozashoz vagy a szevenalashoz. Kiméletes, nagy hatékonysagi modszer,
mely idealis mind hossza, mind révid (<100 bp) DNS fragmentek visszanyerésére. Az enzim aktiv TAE és TBE
elektroforézis pufferben egyarant.

11.3. Valtott elektromos mezeju gélektroforézis
(Field Inversion Gel Electrophoresis)

1984-ben Schwartz és Cantor irtak le el6szor a pulzald mezejii (pulsed field) gélelektroforézist (PFGE), bevezetve
ezzel egy lj modszert a DNS elvalasztasara. PFGE el6szor tette lehetévé extrém nagymeéretii DNS fragmentek
elvalasztasat, novelve a DN elvalasztas méretkorlatait a 30-50 kb-tol egészen a 10 Mb-ig. Igy nagyszamu kisméretii
fragment klonozasa helyett a PFGE lehet6vé teszi kisszamil, nagymeéretii genom darabok analizisét és klonozasat.

Alkalmazasa: mesterséges €lesztd kromoszoma kloénozasa, fizikai térképezés, in vivo kromoszéma degradacio és
torés detektalasa, kromoszoma méretek meghatarozasa és detektalasa.

Elmélete: A folyamatos elektromos térben a 30-50 kb-nal nagyobb DNS molekulak a mérettdl fiiggetlentiil egyiitt
mozognak, kb. elakadnak az agardz haloban, eltomik a gélt. Ez a gélen egy nagy diffiz savként tinik fel. Ha a
DNS-t a mozgéas iranyanak megvaltoztatasara kényszeritjiik, akkor a kiilonb6z6 méreti fragmentek ezen a diffuz
savon beliil elkezdenek szétvalni egymastol, ki tudnak kertilni a ,,katyabol” és elvalaszthatok. Az elektromos mezd
atrendezddése kovetkeztében a kisméretii DNS molekulak gyorsabban kezdenek az 1ij irdnyba mozogni, mint a
nagyobb nukleotidok. Igy lehetévé valik a nagyobb fragmentek elvalasztasa a kisebb méretii DNS molekulaktol.

Forgo gélektroforézis (RGE)

Az RGE az egy leggyakrabban hasznalt fajtija a pulzalé mezejli technikaknak. Az elektrodok meghatarozott
polaritassal az ellentétes oldalakon helyezkednek el a pufferben. A DNS 1j iranyba torténd elvalasat a gélben egy
magneses hajtomii egyszerti elforgatasaval lehet elérni. Mivel a DNS orientacios szogét egy mechanikus kapcsolas
hatarozza meg, igy a RGE nagy rugalmassagot biztosit a gél futtatds soran viszonylag alacsonyabb koltségek
mellett.

Szamos paraméter szerepet jatszik a PFGE-vel torténd elektroforézis soran. Ilyen az alkalmazott fesziiltség és
elektromos mezd er6ssége, a pulzusok hossza, a re-orinetacio szoge, az agardz tipusa és koncentracidja, az
alkalmazott standardok, és ha lehetséges, akkor a feltoltott DNS mennyisége. Pl: egy 18x20 cm-es 1-1,2%-0s
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agaroz gél futtatasa 1-8V/cm fesziiltséggel, 100-120 fokos orientacios szoggel, 60-120s pulzushosszal. A futtatas
ideje 16-50 ora.

Agaroz gél készitése

Készitlink egy 1%-0s (vegyes %) agar6z gélt (100 ml 1x TAE pufferben 1g agardzt tesziink). Mikrohullammal 1-
2 percig (szakaszosan) melegitjiik, gyakran razogatjuk. A j6 agar6z oldat vizszerd, attetszd, siiribb agar6z szemcséket
nem tartalmaz. Ha mar homogén és teljesen viztiszta, akkor kb. 50-60 °C-osra hiitjiik, majd a gélt beledntjiik az
elore elkészitett gél talcaba. A gél méretétdl fliggden legalabb 20-40 perc dermedési id6t kell hagyni, miel6tt a
"féslit" és a szigeteld szalagokat (1éceket) eltavolitjuk. A megszilardult gélt behelyezziik az elektroforézis kadba
Gigy, hogy a puffer ellepje (kb. 1 cm-rel). Ovatosan kihtizzuk a fésiit a gélbél és eltavolitjuk a ragasztoszalagot a
talca két végérol. A zsebek sériilésének megakadalyozasahoz a zsebek kornyékén a gél feliiletére 1XTAE oldatot
csepegtetiink.

A mintakhoz hozzaadunk 2 pl ,,sample loading dye”-t, majd évatosan 7 ul-t bepipettazzuk a gélen 1évo zsebekbe,
a puffer ala rétegezve. A mintak mellé standardként 7 ul DNS létrat vagy HindlIlI-mal emésztett A-fag DNS-t
visziink fel. A gélt a futtatokadba helyezziik és feltoltjiik pufferrel (kb. 600 ml 1xTAE) (11.3. abra). Bekapcsoljuk
a tapegységet, iigyelve a polaritasra (a DNS a pozitiv sarok felé vandorol). A mintakat 100 V fesziiltségen 0,5-1
orat futtatjuk. A ,,sample loading dye” (Biorad) két kék festéket tartalmaz, amelyek nem festik meg magat a DNS-
t, de megkonnyitik a zsebek megtoltését és segitik az elektroforézis allasanak nyomon kdvetését. A ,,gyorsabb”
festék a bromfenolkék a koriilbeliil 300 bp méreti, a ,,lassabb” a koriilbeliil 2,5 kb méretii DNS fragmentekkel
vandorol egylitt. A gél futasat a bromfenolkék allasa alapjan kovetjiik, alt. akkor allitjuk meg, ha kb. 1 cm-re van
attol, hogy kifusson. A futtatas utdn a DNS fragmentek elhelyezkedését festési eljaras segitségével vizsgaljuk. Az
elektroforézis befejezése utan a gélt 5 percre etidium-bromid oldatba aztatjuk, majd UV lampa alatt vizsgaljuk.

pipetta hegy puffer

/

i Y

i

zseb agaroz gel

11.3. abra Nukleotid minta felvitele és futtatasa agar6z gélben. A mintat pipetta segitségével vissziik fel a gélre
a mintatart6 zsebbe, majd a gélt pufferben elektromos erétérbe helyezziik.

A gélkép alapjan nyerhetd informaciok:

- A DNS séavok helyzete és intenzitasa felvildgositast ad a minta tisztasagarol. Ha a vart sav (ok) mellett tovabbi
sav(ok) is észlelhetdk, ez a minta szennyezettségére utal. A vart és extra savok intenzitasa a szennyezés mértékérol

crer

méretl extra savok jelennek meg. Az aspecifikus modon degradaldodott DNS nem ad jol elkiilonithet6 savokat, a
gélen széles mérettartomanyban detektalhato festddés. Hasonldan elmosodott sdvot okozhat mRNS szennyezés is.

s

crer

és a fest0dés intenzitasat ismert mennyiségli DNS-t tartalmazo6 savok intenzitasaval 6sszehasonlitani.

- Lehetdség van az ismeretlen DNS darab méretének meghatarozasara. Ehhez ismert méretii (standard) DNS mintak
mozgékonysagaval kell az ismeretlen anyag mozgékonysagat 6sszehasonlitani.
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11.4. Feladatok

1, Nyerjen ki DNS-t 100 mg btiza levélmintabol a DNS-k6t6 oszlopokkal! Majd készitsen 2%-os agar6z gélt!
Adjon a DNS mintahoz megfeleld mennyiségi felvivé puffert (6 ul), keverje 6ssze! Vigyen fel az agardz gélre 15
ul mintat a kontroll mintajukbdl és a frissen kinyert DNS-t. Futtassa meg a géleket, fesse meg etidium bromid
oldatban, majd mosas utan UV lampanal vizsgalja meg Oket.

11.5. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid gélelektroforézis (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) a leggyakrabban hasznalatos
gélelektroforézis, ahol az elektroforézis soran hordozo kozegeként poliakrilamid gélt hasznalnak.

Bar a PAGE végrehajtasa joval koriilményesebb, a modszer tobb elénnyel is rendelkezik az agardz
gélelektroforézissel szemben:

1, Kisebb méretli fragmentumok elvalasztasara alkalmas az akrilamid koncentraciojatol (3,5%-20%) fliggden 1000-
6 bp.

2, A felbontésa sokkal nagyobb, akar 0,2% kiilonbség is kimutathatd DNS fragmentumok méretében.
3, Sokkal nagyobb mennyiségii DNS-t lehet egy zsebbe tdlteni, mint agaréz gél esetében (akar 10ug/zseb).

4, A poliakrilamid gélbdl izolalt DNS nagyon tiszta, igy a DNS tisztasagara kényes modszereknél (pl. embriok
injektalasa) is felhasznalhato

Az akrilamid vizes oldatban, megfeleld katalizatorok és iniciatorok jelenlétében gyokos polimerizaciora képes, és
a reakcio soran nagy molsulyu linearis polimer, Gn. poliakrilamid keletkezik. Ez utdbbi vizes oldata rendkiviil
nagy viszkozitasu. Megfelel6 keresztkotd agens, N,N-metilén-bisz-akrilamid jelenlétében a hosszu poliakrilamid
lancok kozott "hidak" képzddnek, és térhalos szerkezetii gél jon 1étre. Az elektroforézis soran a nukleotidok ebben
a gélben vandorolnak.

Az poliakrilamid gél nagy felbontoképességnek oka, hogy a relativ toltések kiillonbségén alapuld elvalasztassal
egy idében a gélben a molekuldk méret és alak szerint is elvalnak egymastol. Ezt a hatast a gél atlagos porusmérete
aranyanak megvalasztasaval valtoztathatd. A gél mechanikus tulajdonsagai leginkabb a kb. 4-20% akrilamid
koncentracio-tartomanyban kedvezoek. A keresztkotd metilén-bisz-akrilamid mennyisége az alkalmazott akrilamid-
monomernek rendszerint 1-3%-a. A poliakrilamid gélek elényds tulajdonsagai, hogy hidrofilek, kémiailag
kozombosek, stabil vegytiletek, az elvalasztand molekuldkkal nem Iépnek specifikus kolesonhatasba, nem zavarjak
a detektalasara szolgalo festési reakciokat, valamit kompatibilisek a legtobb altalanosan hasznalt puffer rendszerrel.

A polimerizéacié a TEMED (tetrametil-etiléndiamin) és az APS (ammonium-perszulfat) hozzdadaséaval indukalhato.
Az APS egy szabad gyokdt tartalmaz, mely aktivalja a TEMED-et, ami a tovabbiakban aktivalja az akrilamid
monomert. Az aktivalt és a nem aktivalt monomerek reakcidja elinditja a polimerizacié folyamatat. A
meghosszabbodott polimer lanc pedig keresztbe kot a bisz-akrilamiddal.

A polimerizacios folyamat fizikai-kémiai tulajdonsagain tul, az alkotoelemek tisztasaga, kiilondsen a poliakrilamidé,
meghatarozza a gél mindségét. A katalizator anyagok mennyiségének csokkentése hosszabb polimer lancokat
eredményez, ami ndveli a gél tisztasagat és noveli annak nyujthatosagat. Az alapanyagokon til egyéb tényezoknek,
A polimerizacié exoterm folyamat, mely soran a kezdetben kibocsatott hé gyorsitja a folyamatot. Az alacsony
homérsékleten (4°C) polimerizalt gélek rugalmatlanok lesznek, mig a magas hdmérsékleten (25°C) torténd
polimerizacid atlatszo, kevésbé pordzus, rugalmas gélt eredményez.

A nukleotidok szétvalasztasahoz hasznalt poliakrilamid gélt tiveglapok kozé ontik. Az liveglapok kozotti tavolsagtol
fiiggden kiilonbozo vastagsagli gél onthetd. Az tiveglapoknak szennyezddés és nukledz enzimekt6l mentesnek kell
lennie.
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Az agardz gélhez hasonldan a poliakrilamid gél koncentracioja meghatarozza az elvalaszthaté fragmentek méretét
(11.4. abra).
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11.4. abra: A: DNS agaroz gélektroforézis kétfajta festékanyaggal (fent). B: Eltéré mennyiségi DNS molekulak
poliakrilamid gélelektroforézise etidium bromid festékkel (lent).

A DNS molekulék fiiggdleges gélelektroforézise a genetikai térképezéshez, a fragmentek klonozasahoz tokéletesen
megfeleld. Ha a vizsgalni kivant nukleonid molekula mérete 1000 bazispar alatti, az elvalasztds felbontdsa
szignifikansan romlik, ami alternativ mddszer hasznalatat teszi sziikségessé. A poliakrilamid gél 5% akrilamiddal
mar meggy6z06 elvalasztasi rendszert biztosit 10 bp-ig a fragmentek vizsgalatdhoz.

A poliakrilamid gélek egy bazisparnyi kiilonbségek kimutatasara is alkalmasak lehetnek pl. PCR termékek esetében.
Az elvalasztas specifikussaga nem csak a termékek (nukleinsavak) méretétdl, illetve a DNS toltésétdl fiigg, hanem
azok masodlagos szerkezettdl is, ezért sziikséges a konformacio okozta kiillonbdzoségek megsziintetése. Ez
denaturalé gélen torténd elektroforézissel érhetd el, ami olyan denaturdld szereket tartalmaz, mint a natrium
hidroxid, a karbamid, metil-higany hidroxid, formaldehid és a natrium dodecil szulfat (SDS).

A nem denatural6 poliakrilamid géleket nativ géleknek is nevezziik, melyben a nukleinsavak elvalasztasa detergensek
jelenléte nélkiil torténik. A denaturald gélekkel ellentétben a nativ gélek alacsony, 1-8 V/cm fesziiltségen futnak.

Detektalas

Az etidium-bromiddal térténé DNS festés a legjobb valasztas, mivel gyors, egyszerii és Osszehasonlithatoan
érzékeny. A DNS vagy RNS molekuldk a poliakrilamid gélen eziistfestéssel is lathatova tehetdk. Az eziistfestés
hozzavet6legesen 2-10 szer érzékenyebb modszer, mint az etidium-bromidos. Kiilondsen a denaturald gélek
esetében ajanlott az eziistfestés, mert az etidium-bromid festés ezekben a gélekben gyorsan elhalvanyul.

A gél fixalasa soran hasznalt oldatok tioszulfét tartalma teszi lehetdvé a nukleinsavak festésének fejlesztését és a
detektalasat nanogramm tartomanyban is. A meglehetésen mérgez6 etidium-bromid kivaltasara szolgal a kevésbé
karos SYBR® Safe festés, mely egy érzékeny festési modszer a DNS vizualizalasara agardz és poliakrilamid
gélben egyarant.

11.6. A gyakorlat menete

Tisztitsa meg az iiveglapokat. Az tijabb szennyezések elkeriilésre tartsa 6ket az oldalaknal, vagy viseljen kesztytit.
Ezutan egy etanolos mosast is végezzen el az esetleges nukleaz enzimek eltavolitasara, majd hagyja az iiveglapokat
megszaradni. Készitse el a szeparalo gélt a 11. 1. tablazatban szerepld recept alapjan.

sy
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Gel % 30% Akrilamide (29:1) H,O 5x TBE 10% APS TEMED

(ml) (m)  (ml) (rD  (uD)
8% 3.2 64 24 200 10
10% 4.0 56 24 200 10
12% 48 48 24 200 10

Az APS-t és a TEMED-et csak kozvetleniil a késziilékbe toltés elétt szabad az oldatba bemérni, hiszen ez inditja
el a polimerizaciét! Ezutan Ontse az oldatot a két iiveglap koz¢é, majd helyezze bele a féstit. A polimerizacié utan
helyezze a gélt a vertikalis elrendezésii késziilékbe, a féslit 6vatosan tavolitsa el. Adjon a kinyert DNS mintakhoz
mintafelvivd puffert, majd vigyen fel a mintakbol 10pl-t a gélre egymads mellé, a sorrendet gondosan feljegyezve.
A poliakrilamid gélekben a mintdk futtatdsara TBE puffert hasznaljon. A futtatast jeges hiités mellett végezze!
Amig a minta teljesen be nem vandorol a gélbe, a fesziiltséget 100V-ra (kb. 10 V/cm), ezutan pedig 200V-ra (kb.
20 V/cm e) allitsa!

Amikor a jelzofesték elérte a gél aljat, a késziiléket aramtalanitsa, szedje szét, minden alkatrészét gondosan
mosogassa el, a gélt pedig helyezze etidium-bromidos oldatban, majd UV fényben analizalja!

- Az akrilamid neurotoxikus és karcinogén hatasu. Mindig hasznaljon kesztytit!
- Akrilamid por kimérésekor elszivofiilke, pordlarc hasznalando!
Feladat:

10%-o0s poliakrilamid gél készitése, majd PCR termékek (100 bp hosszlisagl fragmentek) futtatasa, festése és
értékelése.
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12. fejezet - PCR a novényi molekularis
biolégiaban
szerz6: Dr. Tamas Laszlo

PCR moédszerek alkalmazasa buzafajtak azonositasara

A gyakorlat célja: buzafajtak azonositasa tartalékfehérje génjeik alapjan PCR alapti markerek alkalmazasaval.

Bevezetés

12.1. A PCR modszer

A polimeraz lancreakcid soran szekvenciaspecifikus oligonukleotidok segitségével megsokszorozzuk a ndvény
genetikai allomanyanak egy jol meghatarozott darabjat. A reakciohoz sziikséges egy hostabil polimeraz enzim,
valamint puffer, négy kiilonb6z6 dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP), Mg2+, DNS templat és két oligonukleotid. Ez
utobbi két rovid DNS szakasz, azaz primer sziikséges a kiegészité (komplementer) DNS szal szintézisének
elinditasahoz. A kivalasztott DNS szakasz nagy mennyiségii — agar6z gélen lathato — eléallitasat biztositja a ciklusba
szervezett harom 1épés (denaturalas, kapcsolas, lanchosszabbitas) tobbszori (25 - 45) ismétlése. A reakciod soran
a DNS mennyisége exponencialisan nd a 2 hatvanyai szerint. A reakcid hatékonysaga azonban nem mindig éri el
a 100 %-ot, ami csokkenti a szintetizalt DNS mennyiségét az elméletileg vart értékhez képest. Ennek oka lehet az
enzimpreparatum mindsége (szennyezettség, alacsony féléletidd), a DNS nem megfeleld tisztasaga, a reakcidelegy
kiilonb6z6 komponenseinek alacsony koncentracidja, esetleges szennyezettsége, tovabba a rosszul megvalasztott
(magas) ciklusszam is.

(Buza genomi DNS preparatumban 0,6 fg mennyiségben 1évé DNS szakaszbol 36 ciklus soran, 70%-os hatékonysag
mellett 70 ng DNS szintetizaltathato.)

12.1.1. A gyakorlaton alkalmazott két PCR moédszer
ismertetése

A PCR reakci6 tobbek kozott alkalmazhato analitikai és preparativ célokra is. Az analitikai célok kozott szerepelhet
egy adott szekvencia 1étének kimutatdsa a novény genetikai allomanyaban, vagy egyszeri nukleotid mutaciok
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP), ill. metilacios helyek vizsgalata. Mindkét esetben tobbféle megkdzelités
is alkalmazhato.

12.1.1.1 Nested PCR

A szekvencia kimutatasara a hagyomanyos modszer mellett alkalmazzak az ugynevezett nested PCR-t, melynek
soran két egymast kvetd PCR reakcidban sokszorozzak meg a keresett DNS szakaszt olyan mennyiségben, hogy
az agar6z gélen kimutathato legyen. A "nest’ sz6 magyarul fészket jelent, amit a médszernél Gigy lehet értelmezni,
hogy a masodik szintetizal6dé DNS molekula az elsére kapott szakasz belsejében, azaz azon beliil talalhaté (1asd
12.1. abra).
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1Bx7 HMW-GS TT buza 40 + 3 + 40 bp
1Bx7 HMW-GS NT buza 40 bp
[ [ l
BX7KF BxKR
BX7BF BX7BR

12.1. abra Példa a nested PCR-re. A masodik PCR reakcidéban a Bx7BF és Bx7BR primereknek (zold nyilak altal
kozrefogott szakasz) az elsé PCR reakcioban, a BxKF és BXKR (piros nyilak) altal felsokszorozott termékek
szolgaljak a templat DNS-t.

Az els6 reakcio soran eldallitott, valamivel nagyobb méretii DNS fragment a kovetkez6 PCR reakcidban — higitas
utan — templatként szolgal. Ezt a bonyolult, 6sszetett modszert annak ellenére alkalmazzak, hogy az alap modszerhez
képest nagyobb a keresztszennyezodés veszélye, mivel a reakciocsovet ki kell nyitni, a mintdkat higitani kell. A
mddszer eldnye, hogy nagyon kis mennyiségi DNS molekula (alacsony DNS koncentracio) esetén is detektalhatod
mennyiségti DNS-t allithatunk el6 anélkiil, hogy tulzottan magas ismétlésszamu reakciot kellene elvégezni. Ilyenkor
olyan nagy koncentracidoban kellene hasznalni a reakcidelegy egyes komponenseit, hogy valdsziniileg csokkenne
a reakcio specifikussaga.

A nested modszer alkalmazasanak masik teriilete, amikor nagyon hasonlé szekvencidji DNS szakaszok koziil kell
kimutatni egy keresett fragment meglétét a genomban. Egyetlen PCR reakcidoban nem tudnank a kivant
specifikussagot és megbizhatdsagot elérni, ezért van sziikség a masodik reakciora is. Az els6 1épésben tulajdonképpen
sziikitjiik a templatként szoba johetd szakaszok szamat, mig a masodik soran teljesen specifikus lehet az amplifikacio.
Egyes génekben, ill. promoter, vagy terminator szekvenciadkban meglévé méretbeli kiilonbségek kimutatasara is
alkalmas a mddszer. A szintetizalddott DNS meglétét, vagy hianyat, valamint méretét, annak polimorfizmusat
agar6z gélelektroforézist kovetden, a gél festése utan vizsgaljuk, ill. hatarozzuk meg.

12.1.1.2. Pontmutaciok vizsgalata SNP PCR-rel

Az egyszerl, vagy pontmutaciok (SNP) kimutatdsira alkalmas PCR modszer alapja, hogy a specifikus
oligonukleotidok egyike (pl. a Forward tipusu) optimalis reakciokoriilmények kozott nem kapcesolodik a mutans
szekvenciaju DNS-hez. Az oligonukleotid megfelel6en valasztott bazissorrendje lehetdvé teszi, hogy csak a *vad’
tipusu allélhez kapcsolddjon tokéletesen, hidrogénhid kotéseken keresztiil. A Reverz tipust primer olyan DNS
szekvenciat ismer fel, a DNS olyan szakaszdhoz kapcsoldodik, amely mind a két allélban teljesen azonos. Az
ugynevezett , kiegészitd” szal szintézise, az elmélet szerint, csak stabilan kapcsolodo kettds szala DNS-en indul
el. Ha a primer 3’ végi nukleotidja nem tud pontosan kapcsolddni a templat DNS-hez, akkor a polimeraz enzim
miikddése gatolt. A példanknal maradva, a ‘'mutans’ allélrél nem, ellenben a ‘vad’ allélrol szintetizalodik DNS. A
PCR soran keletkezett terméket altalaban agar6z gélelektroforézist kovetd festéssel (pl. etidium bromid) tessziik
lathatova, UV fénnyel megvilagitva a gélt.

12.1.2. A szintetizalt termék vizsgalata

Az elmult években a PCR modszertananak (késziilék, DNS festék) fejlodése kovetkeztében lehetdség nyilt a termék
keletkezésének valds idejii kovetésére is. Ezt nevezziik real-time PCR-nek. Ebben az esetben nincs sziikség agaroz
gélelektroforézisre és a gél festésére, hanem a keletkezett specifikus termék mennyiségét a fluoreszcencia mérés
alapjan tudjuk kovetni. A keletkezett kettds szala DNS-hez kot6d6 festék (SYBRGreen) fluoreszcencidja aranyos
a termék mennyiségével. (Fontos megjegyezni, hogy a real-time PCR moédszer alkalmazasa SNP kimutatasara
csak a van-nincs kérdésre keresi a valaszt és nem mennyiségi kérdésekre.)

Mindkeét kimutatasi modszer csak akkor alkalmazhato, ha a vizsgalt minta homozigéta. Ha mindkét allél eléfordulhat
andvény genetikai allomanyaban, azaz heterozigdta ndvényrol beszéliink, akkor olyan amplifikalt termékekre, ill.
modszerre van sziikség, ahol a ‘vad’ és ‘mutans’ allélrol keletkezett DNS fragment elkiilonithetd.
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TagMan proba

Az egyik megoldas az tigynevezett TagMan proba hasznalata. A kétféle szekvencianak megfeleld fluoreszcencia
hozam mérésével folyamatosan detektalhato a vad’, a 'mutans’, vagy mindkét allél jelenléte a reakcidelegyben a
reakcio soran. A TagMan proba egy a PCR reakcioban alkalmazott harmadik oligonukleotid, mely vagy a *'mutans’,
vagy a ’vad’ allélhoz képes specifikusan kapcsolddni a primerek altal kozrefogott rovid DNS-szakaszon beliil. A
kétféle proba két eltérd flourofdrral (fluoreszkald molekulaval) jelolt a proba DNS 5° végén. A polimeradz enzim
— mikozben szintetizalja az 4j DNS szalat — a templathoz kapcsoléddé DNS-t képes elbontani, mivel rendelkezik
5’ — 3’ iranyu exonukleaz aktivitassal is. Mivel az 5° végi nukleotid ezutdn mar nem kapcsolodik a probahoz, és
ezért a fluorofor csoportja felszabadul az oligonukleotid 3’ végén 1év6 *Quencher’ molekula gatl6 hatasa alol, igy
megfeleld hulldamhosszon mérhetd a fluoreszcencidja (12.2. abra).

allél 1 v %,W
F primer F primer
skl
sl Il cO0o o NEnng
match mismatch

allél 2 %”'
- F primer
F primer
Uuuip)uuuuu/. IIQ l_ll_l
F||_||_|l_|l_| r||_|r||_||_||—| = Ll L L1 =

12.2. abra SNP kimutatasa TagMan proba hasznalataval.

Ha csak a *vad’ allélhoz tud kapcsolodni a proba, akkor csak a “vad’ allélra jellemz6 fluoreszcenciat, ha a *mutans’
allélhoz akkor az erre jellemzd fluoreszcenciat mérhetjiik. Ha mindkét allél jelen van a ndvényi genomban, akkor
mindkét fluoreszcencia megjelenik a PCR reakcio ciklusszamanak novekedésével. A modszer gyors, megbizhatd
€s nagy mintaszamok esetén annak ellenére széles korben elterjedt, hogy dragabb a hagyomanyos kimutatast
alkalmazoé PCR modszernél.

SYBRGreen alkalmazasa

Mindkét termék egymas melletti detektalasara alkalmas az igynevezett Tm shift PCR modszer. Ebben az esetben
mind a ’vad’, mind a *mutéans’ allélhez kapcsolodni képes eltérd szekvenciaju oligonukleotid (pl. Forward primer)
jelen van a reakcidelegyben, A két Forward tipusu primer 5° végi szekvenciajahoz eltéré hosszisagu, a templattal
nem komplementer plusz szakaszt szintetizaltatunk, igy példaul a *vad’ tipust felismer6 primer néhany nukleotiddal
hosszabb, mint a "'mutans’ allélt felismerni képes primer. A keletkezett kétféle termék ennek kdvetkeztében eltérd
méretii és olvadasponti. Ennél a példanal maradva, a ‘“vad’ tipust allélrdl szintetizalodo termék olvadasi hémérséklete
magasabb. Az olvadasi hémérséklet jol vizsgalhato a reakcid befejezése utan SYBRGreen jelenlétében. Az olvadasi
gorbe elsé derivaltja megadja a szignoid gorbe inflexids pontjat, ill. pontjait. A matematikai miivelet eredményeként
kapott fiiggvény egy, ill. két csucsa megmutatja a szintetizalodott termék (termékek) olvadaspontjat. Homozigota
minta esetén egyetlen csucsot kapunk a fluoreszcens jel mérése és feldolgozasa utan, melynek azonositasa a két
allélhoz tartoz6 homérsékleti érték alapjan torténik. Heterozigdta minta esetén a fliggvény két maximumot mutat.

12.2. A PCR reakcio6 optimalizalasa

Az SNP megbizhaté kimutatasahoz sziikséges a reakcid nagyon pontos optimalizalasa. Az optimalizalas a
reakcidelegy szinte minden komponensére értelmezhetd, ami elsdsorban a megfeleld koncentracio alkalmazasat
jelenti. Az alkalmazott templat DNS mennyiségének meghatarozasakor azonban gondolni kell a preparatum
tisztasagara is.
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12.2.1. Templat DNS kinyerése, tisztitasa

Kiilonésen magas olaj, keményitd, vagy masodlagos anyagcseretermékeket tartalmazo novényi részekbol kinyert
DNS esetében fontos a megfeleld tisztasag elérése. A szennyez6 komponenseket, ha sziikséges, extra tisztitasi
Iépések soran kell eltavolitani. Nehézséget jelent a sejtek feltarasa, pl. elszaradt vagy fas novényi részek esetében.
A minta poritasdhoz ilyenkor nemcsak dorzsmozsarat, razogépet vagy kalapacsot hasznalnak, hanem folyékony
nitrogént és kvarchomokot is (lasd a DNS kinyerés fejezetet). Tobb biotechnologiai cég fejlesztett ki specialis
(lasd .... fejezet). Csak a megfelel6 mindségi és mennyiségi paraméterekkel rendelkezé DNS preparatum hasznalhato
PCR analizisre.

A reakciohoz sziikséges templat DNS mennyisége fiigg a ndvényi genom méretétdl. Arabidopsis DNS-bdl kevesebb
kell, mint rizs DNS-bd, és ez utdobbibol kevesebb kell, mint buza DNS-b6l. A genom méretén tul a kdpiaszam is
meghatdrozza a sziikséges templat mennyiséget. SNP kimutatasnal egy kopiardl beszélhetiink, s ezért buzabol 80-
100 ng DNS-re van sziikség, mig rizsb6l 20-40 ng, mig arabidopsis-bdl mar 5 ng alatti mennyiség is elegendd
sikeres PCR reakcidhoz 10-20 pl reakcio térfogatban.

12.2.2. Mg ion koncentracioja

Azon tul, hogy a polimeraz enzim megfelelé miikodéséhez Mg iont igényel, az oligonukleotidok specifikus
kotédéséhez is nélkiilozhetetlen, azaz biztositani kell az optimalis koncentraciot a reakcioelegyben. Magas
koncentracié mellett a primer aspecifikus kapcsolddasa esetén is stabilizalodhat a templattal valo kolcsonhatas, és
ez hibas lanckezdéshez vezethet. Ennek kovetkeztében hamis pozitiv eredményt kaphatunk. Alacsony Mg2+
koncentracio mellett nem elég stabil a DNS-DNS kolcsonhatas, igy nem jon Iétre stabil kapcsolat, nem tud elindulni
a lanchosszabbitas, ami pedig hamis negativ eredményre vezethet. Az MgCl, vagy MgSO, optimalis koncentracioja
a reakciodelegyben 1,5-5 mM kozott van. Az optimalis értéket kisérleti Gton kell meghatarozni, 0,5 mM-os
valtoztatasokkal, 1,5 mM koncentraciotol elindulva.

12.2.3. Oligonukleotidok koncentracidja

s

UM értékre szoktak beallitani. Ebbdl az oldatbol adnak annyit a reakcioelegybe, hogy koncentracidjuk 100 nM és
500 nM kozott legyen. A magas koncentracid azon tal, hogy aspecifikus lanckezdéshez is vezethet, megnoveli a
primer-dimer keletkezésének valoszinliségét is, ha nem hasznalunk ’hot-start’ polimeraz enzimet. Alacsony
koncentracié esetén nem kapunk megfeleld mennyiségli terméket. A sziikséges koncentraciot kisérleti Giton kell
meghatarozni itt is, 200 nM koncentraciotol kiindulva.

12.3. Polimeraz enzim tulajdonsagai

Nagyon fontos az enzim koncentracioja a reakcioelegyben, valamint annak tulajdonsaga is a sikeres, megbizhatd
PCR-hez. Az enzim koncentracioja szintén hatassal van a specifikussagra, ezért meg kell hatarozni az idealis értékét
az egyes reakciokhoz, kiilonosen nagy mintaszamon végzett szkrinelés (szekvencia szlirés) esetén. A leggyakrabban
alkalmazott koncentracié 0,1 és 1,0 Unit/10 pl érték kozott van. A polimeraz tulajdonsagai (hdstabilitas, idealis
reakciohémeérséklet, pontossag, processzivitas, lanchosszabbitas sebessége) koziil az egyik legfontosabb a masolasi
hiiség (angolul proofreading). A kiilonbdzo eredetli enzimek kisebb vagy nagyobb pontossaggal masoljak a DNS
templat szekvencidjat, attol figgden, hogy rendelkeznek-e 3’ — 5’ iranyli exonukledz aktivitassal. Ezen tulajdonsag
megléte javitja a masolasi hiiséget, mivel a tévesen beépitett nukleotidokat el tudja tavolitani az exonukleaz
funkcidval is rendelkez6 polimeraz az (ijonnan szintetizalddott DNS 3’ végérol. A szintetizald és bontd képesség
egyiittes megléte azt eredményezi, hogy az enzim lanchosszabbitasi sebessége csokken, azaz Gsszességében
lassabban halad a DNS szal mentén.

Altalaban fontosnak tartjuk a PCR reakcié pontossagat, de pl. analitikai céld PCR munkakban nem sziikséges ez
a tulajdonsag, mivel a keletkezett termék szekvenciaja nem érdekes a vizsgalat, az ellendrzés, a kisérlet értékelésekor.
Kiilondsen elonytelen, sot karos a 3° — 5 exonukleaz aktivitds SNP kimutatasara iranyulé munkak esetén, mivel
az enzim lehasitja a hibas nukleotidot a primer 3’ végérol, és ebben az esetben a primer nem tud kiilonbséget tenni
a ’vad’ és 'mutans’ tipusu allél kozott.
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12.4. A reakcioelegy osszemérése

Mar két DNS minta vizsgalata esetében sem kiilon-kiilon allitjuk 6ssze a reakcidelegyet, hanem minden mintahoz
egyszerre egy kozos reakcioelegyet, mixet készitiink. A reakcidé mix nem tartalmazza természetesen a templat
DNS-t és az enzimet. A reakcid mix mennyiségét gy kell meghatarozni, hogy az eredmény megbizhat6 értékeléséhez
szlikséges egy pozitiv és egy (néhany esetben két) negativ kontroll minta is. A pozitiv mintaban kapott termék
bizonyitja, hogy miikdott a reakcio, hogy minden komponens rendelkezésre allt az enzim miikodéséhez, és egyben
megadja a vizsgalt mintakban vart DNS termék méretét is. A negativ kontrollként hasznalt reakcidelegy DNS
helyett molekularis biologiai tisztasagu vizet tartalmaz, s igy DNS nem keletkezhet benne. Transzgénikus novények
DNS mintainak vizsgalatakor egy masodik negativ kontroll mintat is dsszeallitunk, melyben nem transzgénikus
novénybdl szarmazé DNS van. A kimutatdsra alkalmazott oligonukleotidok ezen a templaton nem adhatnak
terméket, ill. ha kapunk terméket, annak mérete nem megfeleld. Az egyszerre vizsgalt mintak értékelése csak akkor
megbizhatd, akkor fogadhaté el, ha mindkét, ill. mindharom kontroll minta a vartnak megfelelé eredményt adta.

12.4.1. Primer-dimer keletkezésének elkertulése, ’hot-
start’

A PCR reakcid eredményeként kapott termék ellendrzésekor tobbszor megfigyelhetd, hogy a termék mennyisége
nem megfeleld, ill. aspecifikus termékek is keletkeznek. Ezek kozott kiilondsen jelentés mennyiségben jelennek
meg nagyon rovid méretii, nem specifikus termékek. A nagyon révid aspecifikus DNS neve primer-dimer, mely
az oligonukleotidok egymashoz kapcsolodasa miatt keletkezik. Ennek oka, hogy a primerek a jeges vizfiirdében
rovid szakaszok atfedésével is képesek stabil kettds szalu DNS-t kialakitani, s nem csak primerként, de templatként
is szolgalnak a reakcioelegyben jelen 1év6 polimeraznak. Az enzim, ha nagyon lassan is, de képes uj szalat
szintetizalni, s ezaltal ellendrizetlen 3’ végii oligonukleotidok keletkeznek. Az enzim aktivitasa az els6 denaturacios
1épéshez felmelegedd oldatban egyre nagyobb, és ha talal kett6s szaltt DNS molekulakat, egyre nagyobb sebességgel
végzi az 01 szal szintézisét.

A nem kivant, hibas, specifikussagot ront6 termék keletkezésének megakadalyozasa érdekében meg kell oldani,
hogy a polimeraz csak a denaturacios 1épés utan tudja az els lanchosszabbitast elvégezni. Egyik lehetséges
megoldas, ha az enzim csak azutan valik aktivva, hogy minden kettés szalu DNS denaturalodott. Az ilyen enzimeket
“hot-start’ enzimnek nevezziik. A ’hot-start’ enzim komplexet alkot egy masik fehérjével, s ezért atmenetileg
elvesziti aktivitasat. A hdmérséklet emelkedésével a denaturalodott hélabilis fehérje mar nem képes a kolesonhatast
fenntartani, s igy az enzim aktiv helye szabadda valik. A kapcsolasi homérsékleten 1étrejové specifikus, kettds
szaltt DNS 3’ végén elindul a lanchosszabbitas, amely maximalis sebességgel 72 °C-on folytatodik.

A viszonylag draga "hot-start’ enzim hasznalatan kiviil masképp is csokkenthet6 az aspecifikus termékek keletkezési
val6szintlisége, ha igynevezett "hot-start’ modszert alkalmazunk. Ennek kivitelezése kétféle modon lehetséges. Az
egyik esetben a nem “hot-start’ enzimet a 95 °C-ra felmelegitett reakcidelegybe pipettazzuk. Ennek a megoldasnak
a legnagyobb veszélye a mintdk keresztbe szennyezése, ezért csak kevés minta esetén ajanlott az alkalmazasa. A
masik megoldas sokkal egyszeriibb, s ezért a szennyezés veszélye is sokkal kisebb. Ilyenkor a reakcid mix-hez
csak a legvégén adjuk a nem "hot-start’ enzimet, majd gyors 0sszekeverés utan azonnal belemérjiik a mar templat
DNS-t is tartalmazo reakciocsdbe, és azt a késziilék elére felmelegitett (95 °C) reakcid blokkjaba helyezziik. Nagy
mintaszamokkal azonban ebben az esetben sem szabad dolgozni, mert a mix kimérésével tl sok id6 telik el, s
addigra az utols6 mintakban a korabban leirt folyamatok lejatszodhatnak.

12.5. A PCR homeérseékleti programja

A PCR hémérsékleti programjanak dsszeallitasa soran figyelembe kell venni a keresett DNS-fragment hosszat, a

crer

Az elsé 1épés a novényi DNS teljes denaturacioja, amikor a kettds szalt DNS egyszaluva valik. Ezt altalaban 95-
97 °C-on végzik a templat DNS méretének fiiggvényében 1-tél 5 percig. Ha a polimeraz enzim egy ’hot-start’
enzim, akkor ez a legels6 1épés 7-10 perc(az enzimet eléallitd cég eldirasa szerint), hogy a hé labilis fehérje partner
tokéletesen denaturalodjon. Az ezt kovetd altalaban 3 1épéses ciklus elsé eleme a kapcsolas, amikor a Forward és
a Reverz tipust primerek pontosan kapcsolodnak a templat DNS szalhoz. A kapcsolas pontossaga, specifikussaga
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egyértelmiien meghatarozza a PCR reakcio sikerét. A kapcsolasi homérséklet mindig alacsonyabb, mint az olvadasi
hémérséklet. Az olvadasi hémérsékletet elsésorban az oligonukleotid dsszetétele hatdrozza meg. Pontos értéket
megallapitani csak kisérleti uton lehetséges, mert a szdmolasara alkalmas algoritmusok nem tudnak minden
koriilményt tokéletesen figyelembe venni. Alacsonyabb hémérséklet valasztasanal sok aspecifikus termék keletkezik,
mely ,,szennyezi” a kisérlet soran keresett, kimutatandé DNS fragmentet, mig magasabb homérséklet valasztasakor
nem kapunk terméket. Az optimalis kapcsolasi hémérséklet meghatarozasahoz az elsé PCR reakcioban 5 °C-kal
alacsonyabb értéket allitanak be, mint amennyi a szamitott olvadasi homérséklet. Az eredménytdl fiiggden emelik
vagy csokkentik a kapcsolas homérsékletét. A kapcsolas idejét a hémérséklet emelésekor novelni, forditott esetben
csokkenteni szoktak. A kapcsolashoz sziikséges inkubacio idejét altalaban 15-20 masodperc kozott valasztjak, ha
55 °C a kapcsolasi hdmérséklet.

A kiegészitd DNS szal szintézise, az elongacié hémérséklete tobbnyire 72 °C, de idénként ettdl alacsonyabbat is
szoktak alkalmazni. Ezt a polimeraz enzim tulajdonsdgai hatdrozzak meg, amit a gyartd6 cég megad. A
lanchosszabbitas ideje fiigg az enzim sebességétdl €s a szintetizalni kivant termék hosszatdl. Ha nem emlitik kiilon,
akkor altalaban 1000 nukleotid/perc sebességgel szamolnak. A rekombindns Taq polimerdz esetében akar 6000
nt/perc is lehet, mig a Pfu polimeraz sebessége csak 1000 nt/2 perc koriil van.

A harmadik 1épés a PCR ciklusban a denaturacio. A szintézis soran megkett6z6dott DNS-b61 ujra egyszali DNS-
t kell eléallitani. A denaturacié hémérséklete altalaban 94-95 °C, s hossza ritkan haladja meg az egy percet, inkabb
30 masodperc koriil szokott lenni. Nagyméreti PCR termék (> 4 kbp) esetén természetesen egy percnél hosszabb
idétartamot kell beallitani.

A fentebb leirt 3 Iépéses ciklust tobbszor ismételve érhetd el a megfeleld mennyiségli DNS eléallitasa, felszaporitasa.
A ciklusok szama igen széles intervallumban valtozik, de ritkdn megy 25 ala és 45 folé. Az elsé esetben nem
mindig szintetizalodik elegendé mennyiségben a DNS, mig a masodik esetben a reakcioelegy egyes komponenseinek
koncentracioja sebesség meghatarozo lehet, igy csokken az enzim aktivitasa és a polimeraz reakcio hatékonysaga.

A fentebb leirt 1épések, iddintervallumok a hagyomanyos PCR mddszerre jellemzdk. Ezt kovetve egy 1 kbp
hosszusagua DNS molekula felszaporitdsa novényi genombdl 36 ciklusos PCR keretében kb. 2 érat vesz igénybe.
Az utobbi idoben egyre elterjedtebb *fast PCR’ mddszer alkalmazasaval az id6 35-40 percre rovidithetd. A sziikséges
feltételek kozott harom jelentds van. i) A késziilék blokkjanak hémérsékletét gyorsabban kell valtoztatni, igy
lerovidiil a felmelegités és a lehiités idétartama. (Altalaban kisebb reakcidtérfogatot is vélasztanak a gyors
hémérséklet atadashoz az elegyben.) i) A polimerdz enzim lanchosszabbitasi sebessége magas (6000 nt/perc).
Erdemes a gyart6tol vasarolni PCR mixet, amelyhez csak az oligonukleotidokat és a templétot kell hozzaadni. ii)
A program szervezése is eltér a hagyomanyostol. A kezdeti denaturacié magasabb homérsékleten rovidebb ideig
tart (98 °C, 30 masodperc) a ’hot-start’ enzim aktivizalasaval egyiitt, tovabba a 3 1épéses ciklust 2 1épésessé alakitjak
ugy, hogy a kapcsolasi és lanchosszabbitasi 1épést sszevonjak. Ezen kiviil csokkentik a kettd egyiittes idejét is
(65 - 72 °C, 20 mésodperc). A denaturacié inkubacios ideje nagyon rovid, 1-5 masodpere.

12.6. A buzaliszt és a tészta

12.6.1. A liszt 0sszetétele

A lisztet a buza szemtermésének endospermium szoévetébdl allitjak eld. A malomipari eljarasok soran tobbféle
lisztet készitenek, melyek kinézete, tulajdonsaga attol fligg, hogy milyen aranyban tartalmazza a fehér endospermium
szovetet. A fehérlisztben nem taldlhatébak meg a blizaszem mas komponensei, pl. embrié vagy csira, maghé;j,
terméshéj, mig a teljes kidrlésii lisztben minden benne van. A fehérliszt Osszetételét és tulajdonsagait az
endospermium Osszetétele hatarozza meg. Legnagyobb mennyiségben keményitd talalhatd benne (~70-75%),
kevesebb fehérje (~10-15%) és még kevesebb zsir (~1-2%), valamint asvanyi sok és vitaminok nagyon kis
mennyiségben. Az endospermiumban talalhatd, tobbnyire fehérje testecskében felhalmozodott fehérjéket
tartalékfehérjéknek nevezziik. Az oldhatosag alapjan négy csoportba sorolhaté fehérjék kozil kettd van jelen nagy
mennyiségben az endospermiumban: a 70%-os etanolban, ill. 50%-os propanolban old6doé fehérjék, valamint a
hig savakban, ill. lagokban oldédoak. Ezt a két fehérje csoportot egyiittesen prolaminoknak nevezziik.

A prolamin fehérjéknek enzimatikus aktivitasuk nincs. Az endospermiumban valosziniileg egyetlen feladatot latnak
el: biztositjak a csirazas és a csiranovény kezdeti novekedésének tapanyagellatasat. Lebomlasuk soran keletkezd
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aminosavak U] fehérjék szintézisét teszik lehetévé amig nincs aminosav szintézis, tovabba a kiilonbozo szintetikus
folyamatokhoz szénvézat biztositanak.

12.6.1.1. A liszt tulajdonsagai

A liszt tulajdonsagat a siitdipari mindségén keresztiil értelmezik, mivel jelentds részben pékarut siitnek beldle. A
jO siitéipari mindségl lisztet Gigy definialjak, hogy belble jo mindségii, azaz magas —jellemzden nagy térfogati,
egyenletes bélszerkezetli kenyeret lehet siitni. J6 mindségli kenyeret lehet siitni abbdl a lisztbol, viz hozzaadasa
utan dagasztassal készithetd tésztabol, melynek nagy a rugalmassaga és jo a nytjthatésaga. Ezen két tulajdonsag
aranya hatarozza meg a tészta mindségét, vagy reoldgiai tulajdonsagat. Barmelyik iranyba mozdul el az arany, az
a kenyértészta mindségének romlasat eredményezi. A kenyérsiitéshez sziikséges megfeleld arany csak a buzalisztbol
készitett tésztara jellemzd. Sem a rozs, sem az arpa vagy kukorica lisztjébol nem készithetd a Magyarorszagon
kenyérnek ismert hagyomanyos termék, mivel a tészta szerkezete nem teszi lehetévé, hogy a kelesztés soran
keletkez6 CO,-ot a tészta visszatartsa, térfogata megnovekedjen, és a siités soran megtartsa formajat. Az utdbbi
idében sok helyen kaphatd hasab, vagy tégla alaku ,.kenyereket” tepsiben kelesztik (ha egyaltalan kelesztik), és
siitik meg.

A liszt tulajdonsagat nem csak kenyérsiitési szempontbol lehet, illetve kell jellemezni. Vannak olyan termékek,
ahol a nytjthatosag fontosabb a rugalmassagnal, pl. rétesek, kekszek. Ebben az esetben eldnydsebb, ha a nyujthatosag
erdsebb, mig a rugalmassag gyengébb értékkel jellemezhetd.

Amikor a liszt mindségi tulajdonsagairdl beszéliink, mindig meg kell hatdrozni milyen szempontok alapjan
értékeljiik, azaz mi késziil a lisztbol, ill. tésztabol. A vasarldo mas és mas tulajdonsagokat var el a végterméktol
fiiggben, amit a pék igyekszik kielégiteni, hogy a termékét el tudja adni. Az ehhez sziikséges lisztet a molnartol
vasarolja, aki azt, a megfeleld lisztet biztositani képes buzafajta orlésével allitja eld, vagy kiilonbozd lisztekbol
keveri 0ssze. A megfelelé buzafajtat a mezdgazdasagi termeld allitja el nagy mennyiségben, aki a vetdmagot a
nemesit6tdl vasarolja. A nemesitd feladata olyan vetémagot biztositani, amire vevo a piac.

12.6.1.2. A tészta tulajdonsagait meghatarozé komponensek

A liszt, ill. a beldle késziilt tészta tulajdonsagait meghataroz6 komponensek hatasarol az elmult évtizedek munkéjanak
eredményeként nagyon sokat tudunk, s ez felhasznalhat6 a nemesitésben. A nemesité munkajat egyre szélesebb
korben tudja tamogatni a molekularis biologus a liszt fehérje, ill. mas 6sszetevdinek szerkezet-funkcio vizsgalataval,
vagy példaul az egyes tulajdonsagokkal kapcsolhatdo markerek kifejlesztésén és alkalmazasan keresztiil. Ezek
alkalmazasaval célzottabb és gyorsabb lehet a szelekcio, rovidithet a nemesités folyamata.

Ahhoz, hogy meggértsiik a markerek hasznalatanak lehetdségeit a nemesitésben és az egyes, a gyakorlaton hasznalt
PCR markerek kapcsoltsagat a kiilonboz6 tulajdonsagokkal, sziikséges egy rovid ismertetd a tészta szerkezetérdl
¢s a kialakitasaban résztvevo egyes fehérjekomponensek tulajdonsagairdl.

A sikér fogalma ¢s tulajdonsagai

Sikérnek nevezziik a buza lisztjébdl viz hozzaadasaval, dagasztassal keletkezd tészta fehérjehalozatat, melyet
tisztan is eldallithatunk, ha a keményit6t és mas nem prolamin fehérjéket mosassal eltavolitjuk. Dagasztas soran
a hidratalodo fehérjék nagyon bonyolult haldzatot hoznak létre, mely biztositja a tészta kiilonleges viszkoelasztikus
tulajdonsagat, a rugalmassagat és nytjthatosagat. E két sajatossag teszi lehetéve, hogy a bliza lisztjébol kenyeret,
¢és sok mas lisztesipari terméket készithessiink. A sikérben 1évé fehérjéket a szerkezet kialakitasdban jatszott
szerepiik szerint két csoportba sorolhatjuk. Az egyikbe a polimerizalodasra képes molekulak (gluteninek) tartoznak,
melyek diszulfid hidakon keresztiil hozzak létre az 6rids méretii polimereket. A masik csoport a monomer molekulak
(gliadinok) csoportja, melyek masodlagos kotéseken keresztiil kapcsolddnak a fehérje haldzathoz, igy befolyésoljak
annak tulajdonséagait. A két fehérjefrakcio funkcionalis tulajdonsagai eltéréek. A gluteninek a tészta rugalmassagat
és elasztikussagat, a gliadinok a plasztikussagat és nyujthatésagat befolyasoljak. A prolamin fehérjék mindkeét
csoportjanak megvan a funkcidja a kivant reologiai tulajdonsagokkal rendelkezd tészta (sikér, makropolimer)
kialakitasaban. Egy adott felhasznalasra (kenyér, szaraztészta, piskota, rétes, keksz, stb.) alkalmas tésztaban a két
tulajdonsag, ill. az azt meghataroz6 fehérjekomponensek aranya a meghatarozo. Kenyér esetében példaul inkabb
a rugalmassag a dominans a nyujthatosag felett, de ha nem megfelel6 a nytjthatosag, akkor nem képes a tészta
térfogata novekedni kelesztés soran, azaz a rugalmassag 6nmagaban nem elegend?d a jo kenyértésztahoz. Keksz
esetében a jo nyujthatosag az elsddleges kdvetelmény.
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Buza prolamin fehérjék

Csak a buzalisztben vannak olyan fehérjék, melyek diszulfid hidakon keresztiil megfelelé méretii és erdsségii
fehérjematrixot, azaz sikért tudnak kialakitani. A buza prolaminjai koziil a legfontosabb szerepe ebben a nagy
molekulatdmegli glutenin alegységfehérjéknek (HMW-GS High Molecular Weight Glutenin Subunit) van. A
nemesités sordn ez az egyik legfontosabb jellemzd, amit vizsgalnak, ill. kovetnek a nemesitési vonalak jellemzésekor,
ha a jo siitdipari mindség a cél. A gyakorlat feladatainak megértéséhez ezért a fehérjék ezen csoportjanak
tulajdonsagait részletesebben ismertetjiik.

HMW glutenin alegységfehérjék

A HMW-GS fehérjék hig savakban és lugban oldédnak, de redukaldszeres [pl. DTT (ditiotreitol), vagy f-
merkaptoetanol) kezelés utdn 70%-os etanolban vagy 50%-os propanolban is. Ez azt jelzi, hogy a molekulak
diszulfid hidakkal 6sszekdtott hosszi molekulak, polimerek kialakitasara képesek, melyek csak méretiik miatt nem
oldédnak alkoholban. A makropolimerben a fehérjealegységek fej-lab (N-terminalis C-terminalis) formaban
kapcsolodnak egymashoz. A makropolimer mérete, tulajdonsaga jelentds mértékben meghatarozza a tészta (sikér)
reoldgiai tulajdonsagait, siitéipari mingségeét.

A prolamin fehérjék szerkezetére, igy a HMW-GS fehérjére is jellemzd, hogy a molekula kdzepén talalhatd egy
ismétl6dé aminosav szekvencidkbol felépiild, repetitiv régidnak nevezett szakasz, melynek masodlagos szerkezetére
a -sheet és B-turn a jellemz0. Ezt a szerkezetet ugy képzelhetjiik el, mint egy rugét. A HMW-GS fehérjék esetében
ez a szakasz viszonylag hosszt, s ennek kovetkeztében a molekulék jelentds rugalmassaggal rendelkeznek. Minél
hosszabb a molekula annal nagyobb a rugalmassaga. Ilyen tulajdonsaggal rendelkez6 fehérje csak kevés van az
élévilagban.

A HMW fehérjék génjei a hexaploid biiza mindharom genomjaban, annak 1-es kromoszémajan talalhatok.
Mindharom l6kusz egy-egy eltéré méretii fehérjét kodolod gént tartalmaz. A hosszabbat x-tipusunak, a rovidebbet
y-tipusunak nevezik. Az egyes buzafajtakban az adott 10kuszban szekvencidjukban kissé eltér6 alléleket talalunk.
Ez a kismértékli eltérés alkalmas korlatozott, fehérje szintl fajtaazonositasra. A fehérjék SDS poliakrilamid
gélelektroforézis modszerrel torténd elvalasztasa esetén a hexaploid kenyérbuza (Triticum aestivum) fajtakban 3,
4, vagy S HMW glutenin alegységfehérjét tudunk elkiiloniteni. A Dx, Dy és Bx jeli alegységfehérjék mindig jelen
vannak az egyes fajtakban, mig az Ay alegységfehérje nem talalhat6 az endospermiumban. A tetraploid (pl. Triticum
durum) buzaban 1, 2, vagy 3 HMW glutenin alegységfehérje expresszalodik.

Az elektroforézis soran mutatott mozgékonysaguk alapjan megkiilonboztethetd HMW glutenin fehérjékhez szamokat
rendeltek, €s ez alapjan alakult ki a nevezéktan. A fehérjéket kezdetben az SDS poliakrilamid gélelektroforézis
soran mutatott mobilitasuk alapjan szamoztak, igy a legkisebb mobilitast az Ax1, mig a legmozgékonyabb fehérje
a Dy12 HMW-GS. A késobb megismert fehérjék szamozasanal el kellett térni a rendszert6l, igy pl. nem a Bx20
jelti fehérje mozog a leggyorsabban SDS-PAGE-en.

12.7. A gyakorlaton vizsgalt nukleinsav
szekvenciak kapcsolata a liszt tulajdonsagaival

12.7.1. A D genom alegységfehérjéi

A legismertebb allélpar az 1Dx2-1Dyl12 és az 1Dx5-1Dy10, melyek mindségre gyakorolt hatasat részletesen
tanulmanyoztak elészor keresztezési kisérletekben (in vivo), késobb pedig molekularis biolodgiai modszerekkel (in
vitro) is. A tisztitott nativ és heterolog rendszerekben termeltetett fehérjékkel, valamint transzgénikus buza
ndvényekbdl kinyert lisztekkel végzett kisérletek megerdsitették a korabbi kdvetkeztetéseket €s eredményeket. A
molekularis bioldgiai modszerek bevezetésén tul jelentds hatassal volt e teriilet fejlédésére a szerkezet-funkcio
vizsgalatokat megkonnyitd kis mintamennyiséget (2-4 g liszt) igénylé modszerek kidolgozasa és elterjedése. A
2+12 fehérjét tartalmazo buzafajtakbol altalaban gyengébb mindségi paraméterekkel rendelkezd tészta készithetd,
mint az 5+10 fehérjéket tartalmazokbol. Ez valdsziniileg azzal magyarazhato, hogy mig az Dx2 HMW glutenin
fehérjében csak 3 cisztein aminosav talalhaté az N-terminalison, amibdl az egyik alkalmas molekuldk kozotti
diszulfid hid létrehozasara, addig az Dx5 HMW fehérjében van egy tovabbi SH csoport is, ami a polimer fehérjelanc
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elagazodasahoz vezethet. A negyedik cisztein aminosav valosziniileg egy pontmutacié soran keletkezett a Dx2
HMW glutenin fehérje génjébdl.

A pontmutéci6 alapjan tervezhetd olyan primer, amely megfelel6en valasztott kapcsolasi hdmérséklet mellett PCR
reakciéban meg tudja kiilonbdztetni az 1Dx2 és az 1Dx5 HMW-GS alléleket egymastol (12.3. abra). Ez az SNP
marker segit a hagyomanyos nemesitésben az utddnemzedékek szelekcidjaban.

P 8 ¥ T SerP Q Q ¥ 8 Y Y P ¢ Q A 8§ P
Dx? HMW-GS 5‘ CCAAGTGTAACTTCTCCGCAGCAGETTTCAT ACTATCCAGGCCARGCTTCTCOR

PEOETERErrrer teer e e e et et e e e e e e e el
Dx5 HMW-GS 3’ CCAAGTETAACTTGTCCGCAGCAGETTTCAT ACTAT CCAGGCCARGCTTCTCOR

P 8 ¥ T CysP Q Q ¥ 8§ Y Y P G Q A S§ P

Dxh? reverz tipusu primer 37 CAGGCGTCGTCCAARGTAT k¢

+

12.3. abra A btza D genomjan kodolt két alegységfehérje génje kdzotti pont mutacio (SNP) megkiilonboztetésére
tervezett primer.

A kiilonboz6 mindségi osztalyba tartozo buza siitdipari tulajdonsagait az egyes HMW glutenin alegységfehérjéek
jelenléte és relativ mennyisége egyarant befolyasolja. A Bankuti 1201 tajfajta, bar az 1Dx2-1Dy12 allélpart
tartalmazza, egyes torzseinek lisztjébol mégis kivalo reologiai tulajdonsagu tésztat lehet gyrni. Ennek egyik oka
nagy valosziniiséggel, hogy a D genomon kodolt HMW glutenin alegységfehérjék mellett mas HMW-GS fehérjéknek
is erds hatasuk lehet a tészta mindségére, még ha kisebb mértékben is.

12.7.2. A Bx7 HMW-GS fehérje

SDS-PAGE maodszerrel vizsgalva az egyes buzafajtak tartalékfehérje-mintazatat és mennyiségét megallapithato,
hogy a Bx7 HMW-GS fehérje mennyiségében eltérések vannak. Funkcionalis vizsgélatokkal bizonyitottak, hogy
a Bx7 HMW alegységfehérje mennyiségének novekedése a tészta erésségének, rugalmassaganak novekedését
vonja maga utan. Ez, mint elonyds tulajdonsag, fontos a hagyomanyos nemesitésben, a jo siitdipari mindségli lisztet
ado fajtak eloallitasaban, s ezért igény volt szelekcios marker kifejlesztésére. Kimutattak, hogy a Bx7 HMW-GS
Az erre 1étrehozott kodominans marker megkiilonbozteti az atlagos mennyiségii fehérjét termel fajtakat (révidebb
méretli PCR termék) az iigynevezett tultermeld fajtaktol (hosszabb méretii PCR termék).

Transzgénikus buza

Az elmult években tobb genetikailag modositott buzafajtat hoztak létre, kiilonbdzé tudomanyos gondolatok, Stletek
bizonyitasara. Tanulmanyoztak, vajon a GM buza megvaltozott tulajdonsagai megfelelnek-e az elméleti
megfontolasok alapjan vart eredményeknek, valamint hogy az in vitro kisérletekben kapott eredményekbdl lehet-
e egyértelml kovetkeztetéseket levonni a ndvényben varhatd, megvaltozott tulajdonsagokkal kapcsolatban.
Vizsgaltak tobbek kozott, hogy hogyan lehet modositani a szemtermés egyes tulajdonsagait, példaul a
szemkeménységet, az endospermium keményitd dsszetételét (amiloz-amilopektin arany), vagy a lisztbdl késziilt
tészta reoldgiai tulajdonsagait.

Az utdbbi tulajdonsag modositasakor a keletkez6 fehérje hatasanak vizsgalatdhoz olyan buzafajtabdl indultak ki
az egyik kutatasi program keretében, amelyik nem termel, nem expresszal sem Dx, sem Dy tipust HMW glutenin
alegységfehérjét. A buza genetikai allomanyaba egy Cheyenne btizafajta eredetti, a Dx5 HMW-GS fehérjét kodolo
gént juttattak. A DNS fragment tartalmazta a megfeleld méretli promoter €s terminator régiot is. A transzformalas
soran a pAHC25 plazmidot hasznaltak ko-transzformacidban, ami szelekcios markergént (pat gén, foszfinotricin
acetil-transzferaz) és riporter gént (uidA, B-gliikuronidaz/GUS) is tartalmaz. Az E. coli uidA gén transzkripciojat
egy un. konstitutiv (nem szovetspecifikus és folyamatosan miikddd) promoter, a foszfinotricin acetil-transzferaz
génjét a kukorica Ubi-1 gén prométere iranyitja. A GUS enzimet kodold szekvencia mogott az Agrobacterium
tumefaciens nopalin szintaz (nos) gén terminatora talalhato. A GM ndvényben a termelt GUS fehérje hisztokémiai
festéssel kimutathato.

113

http://www.renderx.com/



PCR a ndvényi molekularis biologiaban

12.8. Gyakorlat

12.8.1. Genomi DNS kinyerése a 12.1. tablazatban
megadott négy buzafajta levelébdl

crer

értékek segitségével (lasd a DNS kinyerés novényekbdl fejezetet)!

12.1. tablazat A gyakorlat soran vizsgalando buzafajtak HMW-GS 6sszetétele

Fajta Ax Bx By Dx Dy PAHC2S plazmid
Bénkuti 1201 TT 2)B 7T 8 2 12 _
Chinese Spring - 7NT 8 2 12 B
Glenlea 2% 7T 8 5 10 B
GM buza - 17 18 5 - +

Higitassal készitsen 100 ng/ul koncentraciéju DNS oldatot mind a négy DNS mintabol!

12.8.2. DNS mintak ellendrzése

Meg kell gy6zddni arrdl, hogy a tisztitott DNS alkalmas-e PCR alapu vizsgélatra. Olyan primerpart és olyan PCR
programot kell hasznalni, amikor a reakci6 eredményeként biztosan kapunk terméket. Erre alkalmas a Dx51 és a
Dx52 jelli primerpér, mely az 1Dx HMW-GS allél jelenlétének kimutatasara alkalmas 55 °C-on. Mind a négy
mintaban megtalalhat6 vagy a Dx2, vagy a Dx5 HMW-GS fehérjét kodold gén, €s alacsony kapcsolasi hdmérsékleten
a Reverz tipust primer (Dx52) mindkét génhez képes kapcsolodni, és a lanchosszabbitas elindul. Ha a PCR reakcid
eredményeként valamelyik DNS mintaban nem kapunk terméket, akkor lehetséges, hogy az a DNS minta nem
megfeleld tisztasagth PCR vizsgalatokhoz. Ha sziikséges, a reakciot kétszer, haromszor meg kell ismételni, vagy
ha ez sem vezet eredményre, 1j DNS mintat kell preparalni.

A reakcidelegy Osszetételét a 12.2. tablazat tartalmazza.

12.2. tablazat A Dx allél kimutatasara szolgalo reakcidelegy Osszetétele

Komponenseak Terfogat

DHS templat 100ng/pl 1 pl

A PCR program a 12.4. dbran lathato.
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! |
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12.4. abra A Dx allé]l kimutatasara szolgalé PCR reakci6 programja.

A reakcio soran keletkezett terméket, annak mennyiségét és méretét 1%-os agardz gélen végzett elektroforézissel
ellendrizziik (1asd a Nukleinsavak elvalasztasanak modszere fejezetet). Egyetlen, 450 bp hosszu terméket varunk.

12.8.3. Hatarozza meg gradiens PCR program
alkalmazasaval, hogy mely DNS mintaban van az 1Dx2,
illetve az 1Dx5 HMW-GS aliél!

Ha ellendriztiik és bizonyitottuk, hogy a DNS mintank alkalmas tovabbi PCR alapu vizsgalatokra, akkor allitsunk
0ssze két parhuzamos mintasort a 12.2. tablazatban megadottak szerint. Az elkésziilt reakcié mixet kettéosztjuk
(10 pl + 10 pl). Az egyik mintasorozatot az alacsony, mig a masikat a magas kapcsolasi hdmérsékleti sorba
(oszlopba) helyezziik, és végezziik el a PCR reakciot az 5. abran 1athatd program segitségével.

A PCR késziilékek egy csoportja (Gradiens PCR késziilék) ugy programozhato, hogy a mintatarté blokk minden
egyes sora vagy oszlopa kiilonbdz6 hémérsékletii lehet. A felhasznalo altal megadott hdmérsékleti intervallumot
a késziilék szoftvere osztja be 8 (sor) vagy 12 (oszlop) emelkedd értékre. A felhasznald a monitoron megjelend
értékek kozott valaszthat, hogy hova helyezze a mintakat tartalmazo reakcidcsoveket.

A reakci6 utdn az egyes mintdkat agardz gélelektroforézissel ellendrizziik. Alacsony (55 °C) kapcsolasi hémérséklet
mellett minden mintaban kell terméket kapni, mig magas (63 °C) kapcsolasi hdmérséklet mellett csak az 1Dx5
HMW-GS allél génjét tartalmazo reakcidelegyben (2 minta) kaphatunk terméket.

A PCR program az 12.5. abran lathato.
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12.5. abra Gradiens PCR reakci6 programja.

12.8.4. Hatarozza meg nested PCR maédszerrel, hogy
mely DNS mintaban van a normal, illetve a nagy
mennyiségben termel6dé Bx7 HMW-GS fehérje génje!

Az NT és TT 1Bx7-HMW-GS gént tartalmazo buzafajtak megkiilonboztethetdk a promoter szekvenciaban 1év6
méretbeli kiillonbség alapjan. A marker kifejlesztésekor nehézséget jelent, hogy a homeoldg kromoszémakon kddolt
HMW glutenin alegységfehérje gének promoter szekvenciai nagyon hasonloak. Ilyen esetben egy rovid inszercio,
delécio, vagy duplikacio kimutatasara szolgalod specifikus primerpar tervezése nagy koriiltekintést igényel. Egyik
megoldas lehet a nested PCR modszer alkalmazasa, amikor az elsd PCR reakcioban a specifikus DNS szakasz
Iépésben az ugynevezett kiilsé primerpar segitségével megsokszorozzuk az 1Bx7 HMW-GS gén promdter
mennyiségét a tobbi HMW gén promoterével szemben, majd a masodik 1épésben ebben a mintaban hatarozzuk
meg a jellemz6 szakasz méretét a belsé primerpar hasznalataval.

Az elsé reakciohoz az elegy Osszetételét a 12.3. tablazat mutatja.

12.3. tablazat Bx promoter vizsgalata nested PCR-rel. Az elsé (kiils6 primerpar) reakcid dsszetétele

Komponensek Terfogat
DHE templ 5t 100ng/ful 0,5 |.'.

uf 10w 1 pl

Tag polimeraz 10/ pl 0,5 pl
dNTE 2 mM 4 pl
Forward primer Bx7TKF 10 pM »3 |l

Ll
Bevers primer Bx KR 10 pM Q2 ul
i

25 mM 1. & pl
il -'.--:',-'I'.'..'l. mol biol grade
egen 10 pl

12.6. abra A buza 1Bx7 HMW-GS gén promoterének vizsgalatara hasznalt nested PCR elsd, a kiilsé primerparra
alkalmazott programja.

A PCR program a 12.6. abran lathato.
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A reakci6 soran felszaporitott DNS szakasz mérete kb. 1200 bp, melyet 1%-os gélben, agardz gélelektroforézissel
ellendrizhetiink. (Eléfordulhat, hogy nem latunk a gélen terméket, de ilyenkor is érdemes elvégezni a masodik
reakcidt.) Ha az agardz gélen festés utan tobb, eltéré méretli terméket kapunk az azt jelenti, hogy a PCR reakcio
nem volt specifikus. Ilyenkor jobb, ha megismételjiik a reakciot, bar ebben az esetben is eredményes lehet a masodik
PCR reakcio, azaz meg tudjuk kiilonbdztetni az eltérd promoter szakaszt tartalmazo fajtakat egymastol. A kiilsé
primerparral végzett PCR reakcidelegybdl a masodik (bels6 primerparral végzett) reakcidhoz 100x higitast készitiink,
¢és ezt hasznaljuk templatként. Kiilonos figyelmet forditsunk arra, hogy elkertiljiik a mintak keresztbe szennyezését.

A masodik reakcidhoz az elegy Osszetételét a 12.4. tablazat mutatja.

12.4. tablazat Bx promoter vizsgalata nested PCR-rel. A masodik (belsd primerpar) reakcid 0sszetétele

Hemponensek Térfogat
DHS templat 0,5 pl
Pulfer 10 1 pl
lagq polimeraz 10/pl 0,5 pl
ANTE 2 mM 4 ul
Forward primer BxTBF 10 upM 05

] 1 q 0.%

primer BxTBER 10 pM

(]
]

R

; e | I ;
Steril -'.l'.'.'?::'-\.'l'z:lr mol biel grade
USSZESEn 10 ul

12.7. abra A buza 1Bx7 HMW-GS gén prométerének vizsgalatara hasznalt nested PCR masodik, a belsd primerpérra
alkalmazott programja.

A PCR program a 12.7. abran lathato.
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A Bx7 HMW-GS fehérjét taltermeld (TT) buzafajtdknal egy 427 bp, a normal termel6knél (NT) egy 384 bp hosszu
terméket kapunk. A két fragmentet meg tudjuk kiilonboztetni 1,5% agardz gélen végzett elektroforézis utan.

12.8.5. Hatarozza meg mely minta tartalmazza a GM
buzara jellemz6 uidA gént!

A transzgénikus buza genetikai dlloméanyaban jelen van a pAHC25 plazmid altal kodolt informacio is. Ebben a
plazmidban talalhaté gének terméke vagy szelekcids elonyt jelent a transzgénikus buiza vonalaknak foszfinotricin
kezelés esetén, vagy felhasznalhato a transzkripcio €s a transzlacio gyors ellendrzésére. A termel6d6é GUS enzim
hisztokémiai festéssel mar a fejlodés korai stddiumaban egyszertien kimutathatd a regeneralt névény leveleiben,
mig a tartalékfehérje csak a szemtermésben expresszalodik.

A riporter gén kimutatasara olyan primerpart hasznalunk, melybdl a Forward tipusu primer az uid4 gén 3’ végéhez
kozel kapcsolddik, mig a Reverz tipusti gén a NOS terminatorhoz.

A reakcidelegy Osszetétele a 12.5. tablazatban lathato

12.5. tablazat Az uidA riporter gén kimutatasara szolgald reakcioelegy Osszetétele

Komponensek Térfogat
DME templat 100ng/ul 0,5 pl
Puffer 10 1 nl

Tag polimerdz 10/l 0,5 nl
dNTE 2 mM i pl
Forward primer GUS17&65F 10 pM 0,3 nl
Reverz primer HOSH 10 uM 0,3 pl
MogCl: 25 mM 0,6 nl
Steril desztviz, mol biecl grade

LSS 0w

A PCR program a 12.8. abran lathato.
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12.8. abra Az uidA riporter gén kimutatasara szolgalé PCR reakcid programja

A dominans marker a transzgénikus minta esetében egy 400 bp hosszi terméket ad, mig a nem GM bliza mintabol
szarmazd DNS esetében nincs termék.

Feladat

A kapott eredmények alapjan hatarozza meg, hogy az egyes levélmintak milyen buzabol szarmaznak a 12.1. tablazat
segitségével! Ha sziikséges, végezzen ellendrzé PCR vizsgalatokat is!

119

render

s http:// www.renderx.com/



render

13. fejezet - Kvantitativ Real-Time PCR

szerz®: Toth Gabor

A Kuvantitativ Real-Time PCR (Q-PCR) olyan PCR alapii modszer, mely lehetdvé teszi a PCR ciklusok soran
analizisre, genetikailag modositott organizmusok (GMO) kimutatasara, SNP genotipizalasra, allél diszkriminaciora,
virus terhelés mérésére.

13.1. EIméleti attekintés

13.1.1. PCR kinetika és fluoreszcens detekcio

A PCR ciklusok soran a reakcioelegyben 1évo vizsgalni kivant templat DNS-hez (mely lehet genomi DNS, vagy
c¢DNS) szekvenciaspecifikus oligonukleotidok kapcsolodnak, és az altaluk kozrefogott templat szekvencia (Target)
felszaporodik. A megsokszorozddott templat szekvencia az amplikon. A vizsgalat céljatol fiiggden az amplikon
lehet az érdekes gén egy szakasza - az angol szakkifejezésnek megfelelden - Gene Of Interest = GOI, vagy a
Referencia gén (Reference) egy szakasza (lasd: Normalizacio).

Az amplikon optimalis esetben minden ciklus soran megkétszerezOdik, igy a templatrdl keletkez6 DNS
ciklusaiban (1-10) az amplikon mennyisége a reakcioban eredetileg jelenlevd templat DNS-hez képest nem
szamottevo, igy az exponencialis DNS koncentracionévekedésnek megfeleld fluoreszcens jel er6sddése a detekcios
hatar alatt van. Amikor az amplikon mennyisége meghaladja a templat DNS mennyiségét a reakcid detektalhatoan
az exponencialis szakaszba 1ép, amely a 10-30. ciklus k6z¢é esé intervallumra korlatozddik. A reakcid késoi
ciklusaiban (alt. 30-40) el6bb az elérhetd szabad enzim és az amplikonok ujraegyesiilése valik limitalo tényezové,
majd a reakcidkomponensek (primer, ANTP) kimeriilésével a reakcid platofazisba keriil.

Hagyomanyos detektalas soran a PCR terméket a reakcid platofazisaban — agardz gélelektroforézist kovetden —
etidium-bromiddal jel6ljiik, amikor annak mennyisége mar nincs dsszefiiggésben a kezdeti templat mennyiséggel.
Ennek megfeleléen azt meg tudjuk mondani egy templat szekvenciarol, hogy benne volt-e a reakcidoban vagy sem.
Azonban azt, hogy milyen mennyiségben, csak mas PCR-re épiild, Osszetett modszerek alkalmazasaval tudjuk
meghatarozni, pl. szemi kvantitativ PCR, PCR-ELISA, Digital PCR.

A Real-Time PCR soran a DNS mennyiségének mérése fluoreszcens detektaldson alapul, amihez kettds szala
DNS-hez k6tdd6 fluoreszcens festékeket (SYBR Green I, EvaGreen) vagy fluoreszcensen jelolt szekvenciaspecifikus
probakat (pl.:Tagman, Hibridizacios proba, Molecular Beacon.. .stb.) hasznalnak. A Q-PCR mérés alapvetd feltétele,
hogy a fluoreszcens jel erdssége egyenesen aranyos legyen az amplikon mennyiségével.

A SYBR® Green1 egy kettdsszala DNS-ko6t6 fluoreszcens festék, melynek fluoreszcencidja kb. 2000-szer magasabb
kettds szaliit DNS-hez ko6totten, mint szabadon. Gerjesztési maximuma 494 nm, emisszds maximuma 521 nm. A
Real-Time PCR-ben a SYBR Green fluoreszcenciajanak detekcidja minden ciklusban a lanchosszabbitasi 1épés
végén torténik. Univerzalis ketts-szali DNS-ko6té tulajdonsagabol kovetkezik, hogy barmilyen szekvencidhoz
hasznalhatd, ugyanakkor a fluoreszcens jel nem specifikus egy adott amplikonra. Kiilondsen fontos ezért a primerek
specifitasa (lasd még: olvadasi gorbe), és a primer-dimer képz6dés elkeriilése (Iasd még: Hot Start).

A fluoreszcensen jelolt szekvenciaspecifikus probak esetében a detekcio altalaban a FRET (Fluorescens Resonance
Energy Transfer) jelenségen alapul. A Tagman proba az amplikon egy révid szakaszaval komplementer egyszala
oligonukleotid, melyhez két fluoreszcens festéket kotnek: az tigynevezett Riporter-t és Quencher-t. A Riporter
fluoreszcens emisszios spektruma atfed a Quencher gerjesztési spektrumaval. A fluoreszcens probakat ugy tervezik,
hogy a két festék fizikailag kozel legyen egymashoz (maximum 10-100 A). Alapesetben a Riportert gerjesztve
nem detektaljuk annak fluoreszcencidjat, mert atadja az energiat a Quenchernek. A reakcié soran a Riporter és a
Quencher eltavolodnak egymastol (pl. Tagman proba esetében a festékek kozotti oligunukleotidot a Taq polimeraz
57 -3’ exonukleaz aktivitasanal fogva lebontja). A FRET megsziintével a Riporterre jellemzo fluoreszcens szignal
detektalhatova valik, eréssége a reakcio eldrehaladtaval az amplikon mennyiségének megfeleléen nd.
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13.1.2. Real-Time PCR késziulék

Jelenleg sokféle Real-Time késziilék talalhatod a piacon és a kinalat egyre boviil. A késziilékekkel parhuzamosan
a kiilonbo6zo fluoreszeens festékek és probak szama is gyarapszik.

Fontos, hogy a kutato tisztaban legyen az altala hasznalt késziilék alapvet6 mitkodésével, fizikai képességeivel és
korlataival. Ezekrdl egy adott késziilék hasznalata el6tt mindig érdemes tajékozodni.

Noha a mitkodés részletei késziilékrol-késziilékre valtoznak, minden esetben megtalalhatd 3 f6 komponens: i) a
fényforras, ami meghatarozza, hogy az adott késziilék milyen fluoreszcens festékeket képes gerjeszteni; ii) a
detekcids rendszer, amit6l a detekcid spektralis tartomanya és érzékenysége fiigg; iii) a flités-hiités mechanizmusa
¢és egyben a mintak elhelyezése (thermal cycler), ami a reakcidé sebességét és a mintak pozicidjabol adodo
kiilonbségeket hatarozza meg, valamint azt, hogy egyszerre hany minta vizsgalhat6 az adott késziilékben.

A miiszer mellett a megfeleld szoftver alkalmazasa jelentdsen befolyasolhatja az adatok értelmezését. Fontos
megjegyezni, hogy bar a legtdbb szoftver az automata adatelemzés kiilonbozo szintii lehetdségeit biztositja, az igy
kapott eredmények nem lesznek annyira megbizhatéak, mintha a kutaté manualis beallitasokat (pl. alapvonal,
kiiszoberték. . .stb.) alkalmaz. Rendszerint lehetdségilink van az adatelemzés kiilonboz6 fazisaiban a nyers, félkész
vagy kész adatokat exportalni és MS Excel-ben megnyitni. Azon tul, hogy itt manualis adatelemzésre és kiilonb6z6
grafikus megjelenitésekre is lehetdségilink van, az Excel-bdl importalva az adatokat mas programokkal kiterjedtebb
értékelést tudunk végezni (pl. geNorm és LinReg szoftverek).

13.1.3. Az amplifikaciés gorbe és az alapvonal,
kiiszobérték, Ct fogalma

A Riporter szignal a SYBR Green vagy fluoreszcensen jeldlt specifikus proba fluoreszcens jele.

A passziv referencia festék a PCR reakcio elegy komponenseivel nem reagald, inert fluoreszcens festék (pl. ROX),
melynek alkalmazasa lehet6vé teszi, hogy figyelembe vegyiik a pipettazasbol vagy fluoreszcens fluktuaciobol
szarmazo kiilonbségeket az egyes mintak kozott.

A Normalizalt riporter szignal (Rn) a Riporter emisszios jelének €s a passziv referencia festék emisszios jelének
hanyadosa. Az Rn valtozasat (A Rn) a ciklusok fiiggvényében abrazolva az amplifikacios gorbét kapjuk (13.1.
Abra.). Ez a PCR kinetikanak és a detekcié korlatainak megfeleléen a kovetkez6 részekre kiilonithetd: linearis,
exponencialis, atmeneti és plato fazis.
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Delta Rn vs Cycle
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13.1. Abra. Amplifikicios gorbe A. Y tengely linearis nézetben; B. Y tengely logaritmikus nézetben; a gorbe
részei: linearis (sziirke), exponencialis (piros), atmeneti (lila), platd (kék). (ABI Prism 7000 szoftver)

Altalaban az elsé kb. 1-10 ciklusban a specifikus amplifikaciobol szarmazoé fluoreszcens jel keveset valtozik és
nem lépi at a nem specifikus hattér (Background) fluoreszcenciat. Fluoreszcens probak hasznalata esetében ez
szarmazhat a nem megfelel6 fluoreszcens kioltasbol (a FRET gyengén mikodik), illetve SYBR Green kémianal
gorbe elsd részét alkotd pontokra egyenes illeszthetd, ez az alapvonal (Baseline). Az alapvonalat kezdeti és végpont
ciklusszammal definialjuk.

A gorbék exponencialis szakaszara a kdvetkezd matematikai Osszefiiggés érvényes: Fy = Cj x 2N ahol N az a
ciklus szam, aminél a fluoreszcencia szintet vizsgaljuk, Fy az N-edik ciklusban a fluoreszcens jel erdssége (=
termék mennyisége), C, a kiindulasi templat szekvencia mennyisége. A mérés célja a C, meghatarozasa, mivel a
reakcid kezdetén nagyon kis mennyiségben van jelen, ezért a Cy-nak megfeleld fluoreszcens jel nem detektalhato
a hattér fluoreszcencia mellett. A reakcio el6rehaladtaval az EXPONENCIALIS szakaszban mért amplikon
mennyiségébdl (Fy) kovetkeztetiink a kiindulasi templat szekvencia mennyiségére (Cy), a fenti egyenletnek
megfelelden.

A PCR gorbe konnyebb elemzésének érdekében a fluoreszcens jel, A Rn logaritmusat abrazoljuk a ciklusok
fiiggvényében. Ekkor az exponencialis szakasz linearis formaban jelenik meg, amire egyenest tudunk illeszteni
(lasd: 13.1/B. Abra.)

Az amplifikacids gorbék exponencialis szakaszan kivalasztunk egy adott fluoreszencia szintet, ez a kiiszobérték
(Threshold). Azt a ciklust, ahol a gorbe eléri ezt a fluoreszcencia értéket, kiiszob ciklusnak nevezziik, roviditése
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az angol kifejezésnek megfelelden lehet Ct (Threshold Cycle) vagy Cq (Quantification Cycle) vagy Cp (Crossing
point) (lasd: 13.2. Abra). A kiilonboz6 reakcidkban jelen 16vé kezdeti templat szekvencia mennyiségét ugy tudjuk
Osszehasonlitani, ha ugyanazon kiiszobérték mellett vizsgaljuk 6ket. Ekkor az amplikon mennyisége minden
reakcioban egyenld, és a Ct értékek kiillonbségébdl kovetkeztetni tudunk a kiindulasi templat mennyiségének
kiilonbségére: Fy = Co x 2V — Fy(A)= Co(A) x 2°UA) = Fy(B) = Cy(B) x 2°"®). — P1.: Ha A minta Ct értéke 1-
el nagyobb, vagyis egy ciklussal késébb éri el ugyanazt a fluoreszcencia szintet (vagyis amplikon mennyiséget),
mint B mintaé, akkor B minta mennyisége kétszer nagyobb, mint A mintaé. (Lasd még A Ct mddszer.)

Minden amplikonhoz kiilon kiiszobérték allithato be, de értelemszeritien csak az azonos kiiszobértékkel rendelkezd
mintak vizsgalhatoak egyiitt.

L - 2

24

@
R G

Log (DNS koncentracid = Fluoreszencia)

4. Detekciés hatar | Ct
o 4 8 1z 16 o0 B % 32 3@ 40
Ciklus szam

13.2. Abra. Kiiszobérték és Ct A fluoreszcens jel erésségét logaritmikus skalan abrazoljuk a ciklusok fliggvényében.
Az amplifikacios gorbe linearis szakaszan valasztunk egy fluoreszencia szintet (vizszintes zold vonal), ez a
kiiszobérték. Azt a ciklust, ahol a gorbe eléri ezt a fluoreszcencia értéket, kiiszob ciklusnak nevezziik (Ct).

13.1.4. Standard gorbe és PCR hatékonysag

Egy kitiintetett mintabdl (1asd pl.: Kontroll/Kalibrator) higitasi sort készitiink. Ha a kitiintetett minta koncentracidja
vagy a templat szekvencia kopidja pontosan ismert, akkor Abszolut standard sort, ellenkez6 esetben Relativ standard
sort készithetiink. A higitasi faktor a kétszerestdl a tizszeresig valtozhat, és legkevesebb 6t higitasi tagnak kell
lennie. PL.: 10, 100, 1000, 10000, 100000 kopia templat szekvenciat tartalmazd Abszolut higitasi sor; vagy 100x,
200x, 400x, 800x, 1600x higitott Relativ higitasi sor.

Meghatarozzuk az egyes higitasi tagokhoz tartozo Ct értékeket (13.3A és B. Abra), majd abrazoljuk az ismert
koncentracid, vagy higitas logaritmusanak fiiggvényében (13.3C. Abra). Az igy kapott pontokra illesztett egyenes
a Standard gorbe. A Standard gdrbe mindségi kdvetelménye, hogy az egyenes illesztés pontossaga, vagyis a
determindacids egyiitthatd R>>0,99 legyen.

A Standard gorbe alapjan egy ismeretlen minta Ct értékébdl tudunk kovetkeztetni annak mennyiségére (lasd:
Mennyiségi meghatdrozas Standard gorbe alapjan).
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13.3. Abra. Higitasi sor és Standard gorbe Egy 100x, 200x, 400x, 800x, 1600x higitott Relativ higitasi sorhoz
tartoz6 amplifikacids gorbék linedris (A) és logaritmikus (B) abrazolasban. A vizszintes z61d vonal a kiiszobérték.
C: Az egyes higitasi tagokhoz tartozo Ct értékek a higitds logaritmusanak fliggvényében abrazolva. Az igy kapott
pontokra illesztett egyenes a Standard gorbe. A jobb felso sarokban az egyenes meredeksége, Y tengely metszete,

és determinacios egyiitthatoja lathat6. (ABI Prism 7000 szoftver)

Egy sok tagot tartalmazo6 és nagy koncentracio-intervallumot lefedd standard sor esetében a sz¢éls6ségesen tomény
vagy talsagosan hig tagok nem illeszkednek az egyenesre, mert kiesnek a reakciéo dinamikus tartomanyabol.
Pontos mennyiségi meghatarozas csak a dinamikus tartomanyon beliil lehetséges. (A dinamikus tartomany felfoghat6
ugy is, mint a legnagyobb koncentraci6 intervallumot lefedé Standard gorbe.) A dinamikus tartoméany vizsgalt
amplikononként kiilonb6z0, als6é hatarat a detektalas érzékenysége, vagyis a reakcié kémidja és a Real-Time
késziilék szabja meg. Felso hatara szintén fiigg a késziilék érzékenységégétdl, bar a tdmény mintdknal inkabb
érvényesill az un. matrix hatds, vagyis a reakcidelegy egyéb komponenseinek limitalé hatasa. A kiilonb6zo
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késziilékek a 10°-10'%-szeres kiilonbségek detektalasara lehetnek alkalmasak. A nagy dinamikus tartomannyal
rendelkez6 reakciok esetében pontosan megmérhetok a nagyon hig €s a nagyon tomény mintak is.

Ha egy sok tagot tartalmaz6 higitasi sor segitségével mar meghataroztuk a reakcié dinamikus tartomanyat, a tovabbi
vizsgalatokban azt nem feltétleniil kell a Standard gorbének teljes egészében lefednie. Ekkor a Standard gorbe
extrapolalasa a dinamikus tartomanyon beliil még pontos eredményhez vezet, azon til azonban keriilendd.

A PCR kinetika alapjan feltételezziik, hogy az exponencialis szakaszban az amplikonok mennyisége minden
ciklusban megkétszerezddik. Ez a tokéletes, 100% hatékonysagii PCR-re igaz. A gyakorlatban azonban ez ritkan
valdsul meg ¢és a kivant négyzetes emelkedés helyett, ennél alacsonyabb tobbszorozodést tapasztalunk. Mivel a
mérés alapegyenlete exponencialis, a kezdeti mennyiséget nagy hibaval becsiiljiik meg, ha a hatvanyalap 2-nél
jelent6sen kisebb. Minél nagyobb az eltérés a valds és az elméleti hatékonysag kozott, és minél késébbi ciklusokban
(hatvanykitevo) torténik az 0sszehasonlitas, a hiba annal nagyobb lesz.

Hagyomanyosan a Standard gérbe meredekségébdl becsiilhetd meg a reakcid hatékonysaga (Efficiency): E =
10¢1m)_ vagy 10¢1™_1x100 (%-ban kifejezve). Ennek megfelelden az alapdsszefiiggés igy modosul: Fy = C %
(E+1)N. 100%-os reakciohatékonysag esetén m = -3,322, E = 1. Ha a gorbe meredeksége nagyobb (m<-3,222) a
reakcidhatékonysag E<1, ha kisebb (m>-3,222) akkor a hatékonysag 100% felettinek tiinik (E > 1).

A Standard gorbe modszer alkalmazasanal feltételezziik, hogy a reakciohatékonysag a dinamikus tartomanyban
minden mintara azonos. Ez azonban nem mindig igaz!

Lehet6ségiink van megvizsgalni minden minta egyedi hatékonysagat kiilonféle gorbeillesztési modszerekkel. Ezen
algoritmusok egy része az eredeti exponencialis lefutdst gorbét vizsgalja, masok pedig a logaritmikus gorbe
tulajdonsagait. Ez utdbbi Osszefiiggéssel példaul az amplifikacios gorbék linearis szakaszara illesztett egyenes
képletébdl tudunk egyedi reakcidhatékonysagot és kezdeti templat mennyiséget is szamolni:

y = axx +b — Log(Fy) = Log(E xC) + Log(Cy) — E=10" és C,=10".

Egy adott vizsgalt génre a reakcid hatékonysagat az egyedi reakcidhatékonysagok atlagolasaval becsiiljiik, és az
atlagtol eltérd hatékonysagu reakciok konnyen azonosithatdak. Az egyenletbdl szamolt Cy értékek relativ mennyiségi
Osszehasonlitast tesznek lehetove.

Az egyedi amplifikacios gorbék analizisére hasznalhat6 pl. a LinReg szoftver (13.4. Abra.). A modszer elénye,
hogy a reakciohatékonysag szamolasa nem igényel kiilon Standard gorbét. Hatranya, hogy jelentdsen dsszetettebb
¢és iddigényesebb az eredmények értékelése.
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13.4. Abra. LinReg PCR szoftver Az egyedi amplifikacios gorbék analizisére és Standard gorbe nélkiili
reakcidhatékonysag becslésre hasznalhato szoftver. A logaritmikus nézetben abrazolt amplifikacios gorbe linearis
szakaszara illesztett egyenes képletébdl egyedi reakcidhatékonysagot és kezdeti templat mennyiséget is szamol.
Egy adott vizsgalt génre a reakcio hatékonysagat az egyedi reakciohatékonysagok atlagolasaval becsli.

13.1.5. Normalizacio

A normalizaci6 a mért mennyiségi kiilonbségek korrigalasa egy altalunk valasztott viszonyitasi alaphoz képest. A
normalizacid soran a Real-Time reakcioval mért kiindulasi templat szekvencia mennyiségét vonatkoztathatjuk a
minta tomeggére, a sejtszamra vagy a kinyert nukleinsav 6sszmennyiségére. Valaszthatunk azonban mas normalizacios
alapot is, un. bels6 Referenciat is, ilyenek lehetnek a riboszomalis RNS mennyisége, vagy bizonyos allandoan és
stabilan kifejez6d6 gének (példaul a housekeeping gének). A génexpresszid meghatarozasara gyakran ilyen belsd
Referencia géneket valasztanak, mivel a legtobb esetben a kezelések hatasara a mintdk egyéb paraméterei is
megvaltoznak, vagy, mert pontos mérésiik igen nehezen kivitelezhetd (pl. sejtszam ndvényi szovetnél).

Az alkalmazott normalizacios mddszer nagymértékben befolyasolhatja eredményeink értelmezését. A kisérletes
novénybiologiaban leggyakrabban hasznalt és elfogadott viszonyitasi alap a kinyert nukleinsav 6sszmennyisége,
vagy bels6é Referencia gének mennyisége illetve transzkripcids szintje.

A nukleinsav 6sszmennyiségének pontos meghatarozasa sziikséges ahhoz, hogy azt normalizacidhoz hasznalhassuk.
Példaul a genomi DNS mennyisége 260 nm-en spektrofotometriaval meghatarozva nem ad megfelelden pontos
eredményt. Azonban elfogadhat6 nukleinsav mennyiségi mérésnek tekinthetd, ha specialis fluoreszcens nukleinsav
kot festékkel mérjiik a nukleinsav koncentraciot: pl. a RiboGreen hasznalhatd mRNS és cDNS jeldlésére és
fluoreszcens mérésére.

A Referencia gének alkalmazéasakor alapvetd elvaras, hogy ezek kifejez6dését maga a kisérlet, kezelés ne
befolyasolja, vagyis transzkripcios szintjiikk egyforma legyen a mintak kozott. A housekeeping gének rendszerint
jo referencia jeloltek, azonban minden kisérlet soran igazolni kell, hogy az adott koriilmények valoban nem
befolyasoljak az altalunk valasztott housekeeping gének expresszios stabilitasat. Vagyis ugyanugy meg kell mérniink
expressziojukat a kisérleti mintakban, akarcsak a vizsgalt génekét, és meg kell becsiiljiik stabilitasukat. A referencia
gének validalasahoz kiilonféle algoritmusok allnak rendelkezésiinkre, amelyek a Real-Time reakcid soran kapott
nyers adatok alapjan expresszids stabilitast szamolnak (pl. geNorm és BestKeeper szoftverek). Az is elfogadott
eljaras, hogy az irodalmi adatokra tamaszkodva kivalasztott legalabb 3 belsé Referencia gén geometriai atlagat
hasznaljuk a vizsgalt gén mRNS szintjének normalizalasahoz.

Fontos hangsulyozni, hogy a normalizalt eredményeink sohasem lehetnek pontosabbak, mint a normalizaciéhoz
hasznalt referencia minésége. Barmilyen valtozas a referenciaban hibaként jelentkezik a végeredményben.
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Referencia gén helyett elterjedt a kontroll gén kifejezés is. Ezt semmiképp ne keverjiik a Kontroll minta fogalmaval
(ami helyett hasznaljak a referencia minta kifejezést is).

13.1.6. A kisérleti Kontroll és Kalibrator minta

A kisérlet tervezésénél mindig kell valasztanunk egy viszonyitasi alapot, hogy a kapott gén expresszios eredmények
biologiai értelmet nyerjenek. A kérdésfeltevés leggyakoribb modja, hogy a kisérlet soran alkalmazott kezelés
hatasara, milyen eltérést tapasztalunk a normal koriilményekhez képest. Vagyis mintaink egy része a ,,normal” un.
Kontroll kdriilményeknek felel meg, masik résziik pedig a kezelt mintak csoportjaba tartozik. Azt a mintat, amihez
viszonyitunk Kontroll vagy Kalibrator mintanak nevezziik. A Kontroll kifejezés inkabb a kisérletben, a Kalibrator
pedig a minta adatelemzésben betdltott szerepére utal.

A normalizacidhoz alkalmazott Referencia (gén) és a kalibracidhoz hasznalt Kontroll (minta) fogalma nem
keverendd. Az eldbbi a reakcioba bemért dsszes nukleinsav mennyiségét, utobbi a kisérleti koriilmények hatasara
jelentkezé mennyiségi eltéréshez jelent viszonyitasi alapot (lasd még: Kiértékelés A A Ct modszerrel).

13.1.7. Olvadasi pont meghatarozas

Minden kett6s szala DNS-nek van egy olvadaspontja (Tm), az a hdmérséklet, amin az adott DN'S molekulak fele
egyszalu formaban van jelen a reakcidelegyben. Ez a homérséklet fiigg a DNS szal hosszatdl, G:C tartalmatol,
nukleotid sorrendjétdl és a helyes Watson-Crick bazisparosodastol. Ha a DNS kettds-szala DNS-koto festékkel
van jeldlve, melegitéskor az olvadaspontot elérve a festék szabadda valik, ennek megfelelden a fluoreszcencia
hirtelen csokken. A fluoreszcenciat a hdmérséklet fiiggvényében abrazolva egy csokkend szigmoid gorbét kapunk,
aminek az inflexios pontja adja meg az olvadaspontot. Ezt a gorbét negativ derivalt alakban szokas abrazolni, ahol
az inflexids pont egyértelmii csticsként jelentkezik (Iasd: 13.5. Abra.). Egy adott amplikonhoz egy cstics tartozik.
Tobb cstces tobb inflexids pontot, végeredményben tobb eltérd amplikont jelez. Preciz detekcidval azonos méretii
amplikonok kozotti egyetlen bazispar eltérés is kimutathatd a szekvencidban. Az olvadasi gorbe analizisnek
alapvetden fontos szerepe van a SYBR Green kémiat hasznalo reakciok specifikussdganak ellenérzésében.

A Melt Curve B Melt Curve
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Drerivative Reporter (—FRna
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13.5. Abra. Olvadasi gorbe Linearis (A) és negativ derivalt (B) abrazolésban.
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13.1.8. Relativ mennyiségi meghatarozasi médszerek

A mérés alapulhat abszolit vagy relativ mennyiségi meghatarozason. Ha pontosan ismerjilk a Kalibratorként
vizsgalni kivant ismeretlen mintakat, akkor abszolit mérést végziink. Az abszolut mennyiségi meghatarozas
megbizhatosaga teljes mértékben a standard megbizhatdsagan mulik. Abszoliit meghatarozashoz a standard minta
létrehozasa, a pontos koncentracié meghatarozasa és stabilitdsa hosszabb tarolas alatt problémat jelenthet.
a tobbi kisérleti mintaban az adott gén kifejezodése milyen mértékben tér el ettdl. Ekkor beszéliink relativ mennyiségi
meghatarozasrol.

13.1.8.1. Standard gorbe moédszer

Ennek az altalanosan hasznalhato kiértékelési modszernek hatranya, hogy a Standard gorbéhez minden mérés
(esszé) alkalmaval legalabb 15 (5 higitasi tag, mindegyik 3 ismétléssel) plusz reakcidval kell szamolni és ez sok
esetben jelentésen megnoveli a kisérlet kdltségeit. A pontos kiértékelés megkoveteli, hogy a higitasi sor tagjait
egyiitt mérjiikk meg az ismeretlen, vizsgalni kivant mintakkal, ugyanabban a Real-Time esszében. Standard gérbét
kell késziteni egyrészt a vizsgalt GOI-re, masrészt és a Referenciaként kivalasztott génekre is. Minden Standard
gorbe illesztési pontossaganak R?>0,99 kell lennie és a reakcid hatékonysagoknak legaldbb 80%<E<110% kozé
kell esnie, optimalis azonban, ha 90%<E<100%.

A standard gorbék egyenlete alapjan [(y = ax+b) y = Ct; a = (m) Standard gorbe meredeksége; x =log C; b=y
tengely metszet] minden mintara meghatarozzuk a GOI és Referencia gén(ek) relativ mennyiségét.

A normalizacidhoz a GOI relativ mennyiségét vonatkoztatjuk a Referencia gén(ek) relativ mennyiségére, az adott
mintén beliil, igy kapjuk meg a minta normalizalt relativ mennyiségét.

Ha van Kontroll/Kalibrator mintank, akkor a kezelt mintak normalizalt relativ mennyiségét ehhez viszonyitjuk.

13.1.8.2. A CT modszer

A legegyszerlibb, a Ct értékek kozvetlen 0sszehasonlitdsadn alapuld relativ mennyiségi meghatarozasi modszer.
Abbol az alapfeltevésbdl indul ki, hogy ha két minta Ct kiilonbsége 1, akkor a kezdeti templat mennyiségének
kiilonbsége kétszeres, a kisebb Ct értékii minta javara. A Ct kiilonbség ndvekedésével a kezdeti templat szekvencia
kiilonbség exponencialisan nd. A/B =22, ahol A Ct = (CtB-CtA). [Maskép: A/B =2 ahol A Ct = (CtA-CtB).
A nagyobb Ct kisebb templat szekvencia mennyiséget jelent, mint a kisebb Ct. Vigyazz! Ne keverd!] A/B jelentheti
ugyanazon amplikon aranyat két kiillonbdz6 mintaban (példaul transzgén kopia szdmanak meghatarozasa) vagy
lehet ugyanabban a mintaban két eltéré amplikon aranya. Ez utdbbi legtobbszor a GOI és a Referencia gén kozotti
Osszehasonlitast jelenti.

Kezdeti feltételek:
* A vizsgalt Ct értékek a reakcié dinamikus tartomanyaban vannak.
A reakciohatékonysag kozel 100%.

* Ha két kiilon amplikont vizsgalunk, mindkettére feltételezziik a 100%hatékonysagot, vagy a reakciok
hatékonysaganak kiilonbségét elenyészdének tekintjiik (<4%, Standard gorbék meredekségének kiilonbsége <0,1).

A modszer korrekt hasznalatahoz a kezdeti feltételek bizonyitasa sziikséges. A kisérletes biologiaban rendkiviil
nehéz kozel 100% hatékonysagi reakciokat tervezni, és az optimalizalas sok plusz munkat vesz igénybe, ami a
madszer pontositasahoz és egyéb paraméterek bevonasahoz vezetett. A reakcidhatékonysag(ok) figyelembevételével
a becslés pontossaga javithato.

A A Ct modszer a gyakorlatban durva becslésre alkalmazhatod, kis Ct kiilonbségek esetén. A Ct kiilonbségek
ndvekedésével a becslés pontossaga rohamosan romlik.
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13.1.8.3. A A Ct modszer

Ugyancsak a Ct értékek direkt 6sszehasonlitasan alapul6 relativ mennyiségi meghatarozasi modszer. Alkalmazéasahoz
ugyanazokat a kezdeti feltételeket kell bizonyitani, mint a A CT modszer esetében! Plusz paraméterként vonjuk
be a kisérletben Kontrollként vizsgalt minta(ak) A Ct értékeit. A szamolas soran kisérleti mintanként 6sszehasonlitjuk
a GOI ¢és a Referencia gén(ek) Ct értékét, majd az igy kapott relativ mennyiségi adatokat viszonyitjuk egy Kontroll
mintadé¢hoz. Végeredményként azt az informaciot kapjuk meg, hogy a GOI milyen ardnyban van jelen a vizsgalt
mintdkban a Kontroll mintahoz képest.

A kovetkez6 négy adattal szamolunk: GOI és Referencia gén Ct értékei a Kisérleti mintaban (kék), valamint a
GOI és a Referencia gen Ct értékei a Kontroll mintaban (piros).

Els6 1épésben a A Ct értékeket szamoljuk ki mind a kezelt, mind a Kontroll minta esetében. Ez megfelel a
normalizacionak.

ACt(Minta): Ct(GOI) — Ct(Referencia)
ACt(Kontroll): Ct{(GOI) — Ct(Referencia)

Masodik 1épésben a vizsgalt minta A Ct értékébdl kivonjuk a Kontroll minta A Ct értékét.

AACt(Minta) = ACt(Minta) — ACt(Kontroll)
Kisérleti mintaban 1év6 normalizalt GOImennyisége = 2AACt

Az Osszefiiggés matematikailag sokféleképpen felirhato, de figyeljiink mindig oda, hogy mas felirdsban mi mit
jelent, mit mihez viszonyitunk.

Masképp:

El6szor minden mintara szamolunk A Ct értéket a GOIés Referencia reakciok Ct értéke alapjan.

Minta: GOI / Referencia = 2 (€&~ C1GOL)

Kontroll: GOI / Referencia = 2 (C1Re- CtGOD

Masodszor minden mintara kapott GOI/Referencia relativ mennyiséget elosztjuk a Kontroll mintara kapott relativ
GOI/Referencia mennyiséggel

2 (CtRef.— CtGOI) | 5 (CiRef. - CtGOT)

Egyben felirva az dsszefiiggést:
Kisérleti mintaban 1évé GOI mennyisége / Kontroll mintaban lévé GOT mennyisége =
5 [(CtRef — CHGON) - (CiRef. — CLGOD)]
Fontos megjegyezni, hogy ahhoz, hogy a Kisérleti mintaban 1évé GOI mennyiségét a Kontroll mintaban 1évé GOI
mennyiségéhez kapjuk meg:
Minta / Kontroll — Az osztas a hatvanykitevében ezt jelenti: [A Ct Minta — A Ct Kontroll]

GOl / Referencia — Ha a hatvanykitevSben: (Ct Referencia — Ct GOI) — 222 ! de, ha a hatvanykitevében (Ct
GOI- Ct Referencia) — 2AACtVIGYAZZ! Ne feledd, hogy a nagyobb Ct kisebb templat szekvencia mennyiséget
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jelent, mint a kisebb Ct. Nem mindegy, hogy a GOI-et viszonyitod a Referencidhoz, vagy forditva, mint ahogy az
sem, hogy a Mintat viszonyitod a Kalibratorhoz vagy forditva.

13.1.8.4. Pfaffl médszer

A A A Ct modszer tovabb finomithato, ha figyelembe vessziik a GOI és a Referencia reakciok hatékonysagat.
Pfaffl gyakorlatilag Gigy alakitotta 4t a A A Ct mddszert, hogy a hatvanyalapban 2 helyett a GOI és a Referencia
reakciok hatékonysagaval lehessen szamolni. (Ha ugyanazokkal a Ct értékekkel dolgozunk és mindkét reakcio
hatékonysagat 2-nek vessziik, ugyanazt az eredményt adja, minta A A Ct mddszer.) Feltételezi, hogy minden minta
Ct értéke a reakciok dinamikus tartomanyaban van és ismerjiik a reakciohatékonysagokat (E).

El6sz6r minden minta Ct értékét a Kontroll minta Ct értékéhez hasonlitjuk, kiilon a GOI és kiilon a Referencia
reakciok esetében.

GOI= EGOI((‘t Kontroll — Ct Minta)

Referencia = EReferencfﬂ {Ct Kontroll — Ct Minta)

Masodszor minden minta relativ GOI mennyiségét elosztjuk a relativ Referencia mennyiségével. (Ez felel meg a
normalizacionak.):

Kisérleti mintaban 1évé normalizalt GOI mennyisége:

EGOI(Ct Kontroll — Ct Mint (Ct Kontroll — Ct Minta)

%) / ERg’erencia

13.2. Példafeladatok

Két példat mutatunk be arra, hogyan alkalmazhatjuk a Q-PCR mddszert a ndvényi molekularis biologiaban. Az
els6 példa genomi DNS templat felhasznalasaval transzgén kopia szamanak meghatirozasa, mig a masodik egy
génexpresszios vagyis mRNS mennyiség mérésére szolgald vizsgalat. A példak mindkét esetben egy-egy nagyobb
kisérletsorozatbol kiragadott részletek, amiket megprobalunk 6nalloan értelmezni. A Q-PCR korrekt kivitelezéséhez
és kiértekeléséhez optimalizaciora és elokiséreltekre van sziikség, melyek itt most csak emlités szintjén szerepelnek.

Mindkét példaban a (Thermo Scientific) Maxima SYBR Green Master Mix-et és az (Applied Biosystems)
StepOnePlus™ és ABI Prism 7000™ Real-Time PCR késziilékeket hasznaljuk. A bemutatott abrak a késziilékekhez
tartozo szoftverek képanyaganak felhasznalasaval késziiltek.

13.2.1. Elokiséreltek

Ha olyan gének mennyiségét vagy expresszidjat akarjuk mérni, amiket el6ttiink mar masok is vizsgaltak, a
szakirodalom jo forrdsa lehet a mar bedllitott reakcioknak. Szerencsés esetben valamely biotechnologiai cég
forgalmaz optimalizalt, kész reakcidkat.

A kisérletes munka soran gyakran talalkozunk azzal a problémaval, hogy az altalunk vizsgalandé gén mennyiségét
vagy expressziojat mi szeretnénk meghatarozni elészor. Ilyen esetekben nekiink kell kisérleti reakciot tervezni, és
azt beallitani.

Primer tervezés: SYBR Green kémiat alkalmazé reakcioknal az amplikon optimalis mérete 50 — 150 bp.
Génexpresszios vizsgalatokhoz ugy tervezziik a primereket, hogy csak cDNS-en miikédjon a reakcid, genomi
DNS-en ne (pl. az egyik primert exon-exon hatarra).

A reakciokat optimalizalni kell hagyomanyos PCR-el: Egyetlen, nagyon erds savot kell kapnunk agaréz gélen.
FObb optimalizdlandd paraméterek: kapcsolasi hoémérséklet, primer ardnyok, Mg2+ koncentracié. Ha a Master Mix-
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et mi mérjiik 0ssze, akkor annak Osszetételét is optimalizalni kell: Taq polimeraz, puffer, SYBR Green, ROX, PCR
adalék (pl. DMSO, Glycerol) stb.

A hagyomanyos PCR-ben kivaléoan miik6do reakciot Real-Time vizsgélatban ellendrizziik tovabb, rendszerint
higitasi sor futtatdsaval. Fobb vizsgalati szempontok:

Olvadasi gorbe, dinamikus tartomany €s reakcidhatékonysag.
Belso referencia gének validalasa a kisérleti beallitashoz, szovethez stb. (1asd: 1. példafeladat.)

Kisérleti mintak el6zetes vizsgalata, és a megfeleld higitas kivalasztasa: A mintakat olyan higitasban kell alkalmazni,
hogy azok biztosan a reakci6 dinamikus tartoméanyaba essenek.

13.2.3. |. Példafeladat

Transzgén homo/hemizigota allapotanak meghatarozasa

Szovetspecifikus genetikai szabalyozoelemek vizsgalatahoz olyan transzgenikus arpa novényeket hoztunk létre,
melyek a transzgént, az uidA gént csak a szemtermésiikben expresszaljak. Az uidA gén a Gus (B-Gliikuronidaz)
enzimet kodolja. A Gus enzim a megfeleld szubsztratot jol 1athato kék termékké alakitja, ezért azok a szovetek,
ahol a Gus enzim aktiv kéken festédnek. A Gus enzim mennyiségét nagymértékben befolyasolja, hogy az adott
transzgenikus névény hany kopiaban tartalmazza a transzgént. A Q-PCR vizsgalat célja annak megallapitasa, hogy
a transzgén hemizigdta (olyan heterozigéta, aminél az adott lokusznak nincs megfeleldje a homolog
kromoszomaparon) vagy homozigota formaban van-e jelen.

Mivel kis kiilonbségeket (2X — homozigdta:hemizigota — 2:1) kell kimutatni nincs sziikség nagy dinamikus
tartomanyra. A bemutatott példa reakciot ugy allitottuk Ossze, hogy tobbféle kiértékelés is lehetséges legyen:
Standardgorbe; A Ct, A A Ct modszer, Paffl modszer.

Mivel az ilyen tipusu Real-Time vizsgalat genomi DNS felhasznalasaval torténik, a normalizaciéhoz elég egy
genomi Referencia gén. (A génexpresszios kisérletektdl eltérden, ebben az esetben nem kell tartanunk a Referencia
gén mennyiségbeli valtozasatol.) A vizsgalt templat szekvencidk szama igy Osszesen kettd: transzgén (GOI) és
Referencia gén. A GOI a Gus enzim génjének 125 bp, mig a Referencia egy Bzip transzkripcios faktor génjének
142 bp hosszii szakasza. Osszesen 10 kiilonbozé ndvény DNS mintajat vizsgaljuk meg, melyek egy a transzgénre
hemizigdta novény utddai (Minta 1-10). (Az el6zetes PCR eredmények alapjan a transzgént nem tartalmazo6 utédokat
nem vizsgaljuk Q-PCR-el.) A Minta 1 olyan ndvénytdl szarmazik, amirél mar tudjuk, hogy a transzgént egy
példanyban, homozigoéta allapotban tartalmazza (Kalibrator minta). A tobbi minta esetében azt akarjuk megtudni,
hogy a transzgén homozigdta vagy hemizigdta formaban van-e a genomban.

sy

nem alkalmas, de ahhoz igen, hogy a bemért templat DNS mennyisége ne legyen nagyon eltéré a kiillonb6z6 mintak
kozott.

Ahhoz, hogy a reakciok alapparamétereit meghatarozzuk és Standard gorbe modszerrel értékelhessiik
eredményeinket, higitasi sort készitiink, melyhez a Mintal-et hasznaljuk. A legtdményebb higitasi tag 10 ng genomi
DNS-t tartalmaz, majd kétszeres higitasonként 6sszesen 6 tagot (10ng; 5 ng; 2,5 ng; 1,25ng; 0,625ng; 0,3125 ng).
A 9 vizsgalando mintabdl 2-2 ng-ot mériink minden reakcioba.

A kezdeti beallitasokbdl kovetkezden arra szamithatunk, hogy az amplifikacios gorbék kozel lesznek egymashoz
és a Ct értékek egy sziik tartomanyba esnek.

A reakciot 6sszesen 96 mintara kell 6sszeallitani:

6 tagu higitasi sor (Minta 1 higitasaibol)

9 ismeretlen minta (Minta 2 — Minta 10)

1 NTC (DNS minta helyett, vizet tartalmazé Non-Template Control)

Mindent 3% technikai ismétlésben (az alapvet6 elvaras az eredmények értékeléséhez)
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Mindezt kétszer (a GOI és Referencia a szekvenciara)

(6+9+1=16) x3x2 = 96

Igy egy teljes 96 zsebet tartalmazo plate-et kihasznalunk. (lasd: 13.6. Abra.)

Reakciokomponensek:

Gyari Master Mix (MM):

2x toménységii PCR puffer
Hot Start Taq DNS polimeraz
dNTP (0,5 mM)

Mg>" (0,5 — 4 mM)

SYBR Green

ROX (100 nM)

Ehhez kell hozzaadni a

Altalanos reakciokra optimalizalt Master Mixet tobb cég is forgalmaz. Megfontoland6 a késziilékhez optimalizalt
Maser Mix hasznalata, de nem kotelezd. Sziikség esetén mi is Osszemérhetjiik a reakcidelegyet a felsorolt
komponensekbdl, ilyenkor lehetdségiink van a leginkabb megfelelé enzim kivalasztasara, és az ahhoz tartozo

templat DNS-t
primereket (0,5 — 4 pM)

¢és megfelelden beallitani tisztitott, desztillalt vizzel

puffer optimlizalasara.

Az elbzetes optimalizalas soran megallapitottuk, hogy a Bzip (Referencia) génre tervezett reakcié 1 uM primer
koncentraci6, mig az uidA gén (GOI) kimutatasara szolgalé PCR 2 pM primer koncentraciéo mellett miikodott a
leghatékonyabban. Az egyszertiség kedvéért a két kiilonbozo reakcidhoz tartozo primerparbdl olyan higitasokat
készitiink, hogy beldliik ugyan akkora térfogatokat kelljen a reakcioelegyekbe bemérni, és az 6sszetartozé Forward

¢és Reverse primereket egy cs6ben higitottuk az adott koncentraciora.

13.2.3.1. Az esszé 0sszemeérése

Egy reakciora szamolva az 6sszetevok:

12,5 ul MM

2,5 pl Forward és Reverse Primer keverék

7,5 ul H,0

2.5 ul Templat

> 25 ul végtérfogat

A leghatékonyabb pipettazasi stratégia és a mintak keresztszennyezésének elkeriilése végett a kovetkezo 1épésekben

hajtjuk végre az essz¢é 6sszemérését:
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1) A GOI kimutatasara tervezett reakciohoz készitiink egy Super Mix-et (SM), mely tartalmazza a Master Mix-et,
a GOl-re specifikus primerpart és vizet, de a templdt DNS-t nem. Osszesen 48 reakciora 10 % raméréssel szamolunk,
a pipettazasbol eredd talmérés ellenstlyozasara.

SM: 48 x 1,1=52,8

12,5 x 52,8 = 660 ul MM
2,5 x 52,8 =132 pl Primer
7,5 x 52,8 =396 ul H,O

2) 0,5 ml-es Eppendorf csdvekbe szétosztunk a 9 ismeretlen mintabol és a higitasi sor 6 tagjabdl 8-8 ul templat
DNS-t, torekedve a maximalis precizitasra. A negativ Kontrollhoz egy cs6be 8 pl steril desztillalt vizet mériink
be. A GOI reakcidhoz igy dsszesen 16 cs6ben egyenként 8 pl mintaval rendelkeziink.

3) A SM-bél 72 ul-t mériink minden egyes elokészitett mintdhoz, igy 6sszesen 80 ul reakcidelegyet kapunk. Ez a
80 pl felel meg az egy mintdhoz tartozé harom technikai ismétlés 6sszegének, Spl raméréssel szamolva.

A Referencia génre tervezett reakciohoz a fent leirtaknak megfeleléen megismételjiik az 1-3 1épéseket az arra
specifikus primerek bemérésével.

4) Utolso 1épés a Real-Time PCR-hez gyartott specialis plate-re vald szétosztas. A plate-et a csomagolasabol valo
kivétel utan az erre a célra gyartott plate-tartoban érdemes elhelyezni. A plate minden egyes zsebébe 25 pl-enként
bemérjiik a 3-3 technikai ismétlésnek megfeleld végtérfogatot. A reakcid szétosztasa utan a plate-t optikai foliaval
kell lezarni. Ennél a 1épésnél fontos, hogy a zarddas tokéletes legyen (kiilondsen a széleknél), valamint a folidanak
€s a plate zsebeinek kiviilrdl is szennyezddésmentesnek kell maradnia (pl. zsir a keziinkrdl, puder a kesztylirdl
ilyen szennyezddésnek szamitanak). A lezart plate-t centrifugéljuk (3000 rpm, 3 min), hogy a reakcidelegyek a
zsebek aljan 6sszegyiiljenek.

Megjegyzés: A reakcioelegy Osszetevoit, ill. az elegyeket sz&tosztas el6tti alaposan dssze kell keverni (vortex). A
pipettazas pontossagara kiilonds figyelmet kell forditani. Ha nem rendelkeziink kizarolagosan csak a Real-Time
PCR &sszemérésre fenntartott laborral és pipetta sorozattal sz{irds pipettahegy hasznalata hatarozottan ajanlott.

13.2.3.2. A Real-Time készililék beallitasa

Ez mindig az adott késziiléktol és szoftvertdl fiigg. Az I Példafeladatban az Applied Biosystems StepOne™ Plus
Real-Time késziiléket és a StepOne™ v.2.2.2 szoftvert hasznaljuk.

1) Plate setup:

hasznalunk higitasi sort, akkor a higitasi sor egyes tagjainak, az ismeretlen és a Kontroll mintaknak a megnevezése,
a mintak pozicidinak megadasa a plate-en szintén sziikséges. (lasd: 13.6. Abra.)
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13.6. Abra: Plate Setup A plate bal felében a GOI-re (Gus), jobb felében a Referencidra (Bzip) 6sszeallitott reakciok
vannak. Az egy mintdhoz tartozé haromszoros technikai ismétlések egymas mellett helyezkednek el (pl.: A1, A2,
A3). Az S a Standard sorozat, az U az ismeretlen, N az NTC reakciokat jelolik.

2) Homérséklet és idéprofil meghatarozasa:

A Hot Start Taq polimeraz aktivalasahoz 5-15 perc kezdeti denaturaciot kell beallitani a gyart6 altal megadottak
szerint. A ciklusos denaturacié 95°C 20 masodperc. [A primer kapcsolodasat és a lanchosszabbitast gyakran egy
Iépésként kezelik. Ezt magas primer kapcsolodasi hémérsékletnél Tm > 60°c és rovid amplikon méretnél (<150
bp) célravezetd. Ilyenkor a kapcsolddasi hémérsékleten tartjak a reakciot 40-60 masodpercig,. |

A bemutatott példaban a reakcidhoz mi kiilon kapcsolodasi (59 °C 30 s) és lanchosszabbitasi (72°C 20 s) 1épést
alkalmazunk. Nagyon fontos, hogy SYBR Green kémiat hasznalva a lanchosszabbitasi 1épés végére allitsuk a
detekciot idejét a késziilékben. Ez a késziiléktol fliggden tobb-kevesebb idébe telik és hozza kell szamolnunk a
lanchosszabbitasi 1épés idejéhez. A rendszerint 40 ciklusos amplifikacié utdn a keletkezett amplikonok
olvadaspontjanak analizise, vagyis a disszociciés protokoll hasznélata javasolt. igy tudjuk ellendrizni a reakcio
specifikussagat és az esetleges szennyezéseket. (lasd: 13.7. Abra.)
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13.7. Abra. Hémérséklet és id6 profil, és disszociacios protokoll

13.2.3.3. Kiértékelés

A mai modern késziilékek és szoftverek a reakcio futasa alatt kirajzoljak a plate egyes zsebeihez tartoz6 amplifikacios
gorbéket, igy lehetové teszik a reakciok valos idejii kovetését. A mennyiségi kiértékelés azonban csak a teljesen
lezajlott reakcid utan, a kiilonbozo kalibracios értékek figyelembevétele és kiértékelési beallitdsok megadasa utan
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végezhetd el. A reakciod soran a késziilék minden zsebbdl megfeleld idokdzonként begyijti a fluoreszcens adatokat,
ezeket a reakcid egyéb megadott paramétereivel egyiitt egyetlen file-ban tarolja. A kiértékeléshez ezeket az adatokat
hasznaljuk.

1) Tekintsiik at, hogy minden zsebben volt-e megfelelé amplifikacio, valamint, hogy az amplifikdcios gorbék
megfeleld lefutastiak-e. Ellendrizziik, hogy a negativ Kontroll mutat-e amplifikaciét. Ha nem, akkor rendben van,
az NTC-vel nincs tovabbi teenddnk, ha azonban kaptunk amplikéciot akkor valamilyen szennyezddésre kell
gyanakodnunk.

Ellendrizziik a disszociacios protokoll alapjan kapott olvadasi gorbéket. Valoban csak azt az egy terméket kaptuk,
amit az optimalizdldassoran mar lattunk. Ha t6bb csucsot kaptunk vagy a gorbének valla van, az amplifikacid
értelmezhetetlen, nincs tovabbi értékelésnek értelme. Ha az NTC-ben volt amplifikacio, nézziik meg, hogy az
olvadéaspont az amplikonunkra jellemz6-e. Ha reakcidspecifikus terméket kaptunk, akkor a plate zsebeinek kereszt
szennyezddése valoszinisithetd, ennek elkeriilése érdekében a pipettazasi technikankat kell finomitani. Ha a termék
nem reakcio specifikus, akkor a reakcid elegy dsszetevdinek egyéb kiilsé szennyezddésére kell gyanakodnunk,
ezeket ellendrizni vagy a reakcié komponenseket érdemes tjakra cserélni. A 13.8B abran jol 1athatd, hogy a GOI-
nél a 3 NTC-bol 2-nél kaptunk specifikus amplifikaciot. Ct értékiik megkozelitdleg 35, ami 7 ciklussal tobb, mint
a leghigabb kisérleti minta, vagyis a szennyezddés mértéke elenyészo, nem jelent gondot a kiértékelés soran.

A Meft Curve B Melt Curve

|

Derivative Feporter (=R
Crmriv mtive Roporter (—Rn

Teaperatire () Temgesshre ) i

13.8. Abra: Olvadasi gorbék: A: Referencia reakciok olvadasi gorbéi; B: a Referencia és GOI olvadasi gorbéi
egylitt lathatoak. A GOI-hez tartoz6 gorbéknél megfigyelhetd két alacsonyabb cstcs a 3 NTC reakcidobdl 2-ben
jelez kis mennyiségti, specifikus amplifikaciot.

2) Az alapvonal beallitasa

Az alapvonalat kezdeti és végs6 ciklusszammal hatarozzuk meg. Kezdeti ciklusszamot altalaban 1-6-ig szokas
allitani. (A mintakban lehetnek fluoreszcensen aktiv fehérjék, amik az elsé néhany denaturacios 1épésben elvesztik
a fluoreszcenciajukat. Ha azt tapasztaljuk, hogy az els6 ciklusokban magasabb a fluoresszencia, mint a késobbiekben,
akkor érdemes magasabb kezdeti ciklusszamot valasztani.) Az alapvonal végsé ciklusszama, mindig legyen kisebb,
mint a legkorabbi gorbe, legelsd mar szemmel lathatéan alapvonalbol kiugré pontja. Vannak szoftverek melyeknél
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az egyes mintakra kiilon is beallithat6 az alapvonal, de sokszor elég, ha egy adott esszéhez egy k6z6s alapvonalat
valasztunk. Korrekt alapvonal beallitas utan szabalyos, szigmoid lefutasu gorbéket kell kapnunk.

s

mintdkhoz tartoz6 amplifikacios gorbéknél az elsé alapvonalbol kiugré pont a 18. ciklusnal, mig az alacsony
koncentraciohoz tartozo amplifikacios gorbéknél a 24. ciklusnal vannak. Ezutan lineéris és logaritmikus nézetben
is ellendrizziik, hogy a technikai ismétlések gorbéi mennyire esnek egybe. Ha a haromszoros technikai ismétlések
kozott talalunk nagyon eltérd gorbéket, azokat ki kell hagyjuk a tovabbi elemzésbal.

2) Kiiszobérték beallitasa

A kiiszobértéknek minden mintanal az exponencialis fazisba kell esnie, vagyis logaritmikus nézetben a linearis
szakaszok egyértelmiien parhuzamos részére illesztjiik a kiiszobot. A kiiszobérték valtoztatasaval megkeressiik a
technikai ismétlések kozotti legkisebb szoras értékeket (> 0.1 Ct, kevesebb mint 10%), ez segit elkeriilni, hogy a
kiiszobertéket az exponencialis fazison kiviilre helyezziik. Ha egyes mintaknal a technikai szoras kiugréoan magas,
akkor valosziniileg van kozottiik ,,hibas reakcio”. Ezeket vonjuk ki a tovabbi elemzésbdl. (A hiba eredhet a plate
zsebeinek szennyezddésébdl, ha nem voltunk elég eldvigyazatosak az dsszemérésnél. Elofordul az is, hogy a
késziilékbe keriil szennyezddés.)

3) Mennyiségi meghatarozas Standard goérbe alapjdn

A fenti beallitasokkal készitsiik el a Standard gorbét, figyelembe véve az egyenes illesztés pontossagat (R2>0,99)
és kizarva az esetlegesen kies6 pontokat (lasd: 13.11. Abra). A Standard gorbe alapjan megkapjuk a reakcid
hatékonysagat is, ami 80% és 110% kozott elfogadhatd. Az aktudlis kisérleti reakcio hatékonysaga kis mértékben
ingadozhat az optimalizalas sordn kapott érték koriil (5%), ha att6l nagyon eltérd, akkor meg kell ismételni az
esszét.

Az 1. példafeladatban mind a GOI-re, mind a Referencia génre tervezett reakcid esetében ki kell zarnunk a
legtoményebb higitasi tagot a tovabbi szamitasokbdl, mert nem illeszkedik jol a tobbi pont altal meghatarozott
egyenesre. A GOI leghigabb higitasi tagjahoz tartozé technikai ismétlésbol az egyiket szintén ki kell hagyjuk, mert
Ct értéke jelentbsen eltér a két masik ismétléstol.

s

logaritmikus nézetben. A legtdményebb minta (piros) és a leghigabb (sotétkék) minta egyik technikai ismétlése
szemmel lathatoan nem koveti egymast szabalyosan — a Standard gorbét lasd a 13.10. Abran.
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Target: Gus Slope: -3.69 Y-Inter: 22.52 g2, 0.992 Eff%: 86.645

13.10. Abra. Standard gorbe a hattagu higitasi sor alapjan. Pirossal bekarikazva az egyenesre nem illeszkedd
pontok lathatéak (Idsd még 13.9. Abra). Béar az egyenes illesztés pontossaga (R2>0,99) elfogadhato, ezen pontok

elhagyasa utén lényegesen javul — lasd: 13.11. Abra.
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Target: Gus Slope: -3.756 Y-Inter: 22.391 g2; 0.996 Eff%: 84.61

Target: Bzip Slope; -3.678 Y-Inter: 22.945 R_Q: 0.994 Eff%: 87.026

13.11. Abra. Standard gorbék a Gus (Piros) és Bzip (Kék) reakciok alapjan. A reakcié hatékonysag a GOI-re
84,6% és a Referenciara 87%

A fenti beallitasok utan a Real-Time késziilékhez tartozé szoftverek elvégzik az esszé analizisét és megkapjuk az
egyes kisérleti mintak Ct értékeit és a higitasi sorhoz viszonyitott relativ mennyiségiiket (13.3. és 13.4. tablazat).
A Ct értékeknek a reakcio dinamikus tartomanyaba kell esnie. Ha egy minta Ct értéke a Standard sor tagjainak
Ct értékein kiviilre esik, azt fenntartassal kell kezelniink, vagy el kell hagynunk.

A Real-Time szoftverek biztositjak a lehetdségét, hogy adatainkat az elemzés kiilonb6z6 fazisaiban importaljuk
MS-Excel tablazatba. Ezek lehetnek a nyers fluoreszcens adatok, az alapvonal és kiiszobérték beallitas utani Ct
értékek, vagy akar a standard gorbe alapjan szamolt relativ mennyiségek is. A nyers adatok exportalasa lehetéséget
ad arra, hogy kiilonboz6 szoftverekkel kiegészitsiik a kiértékelést. A LinReg szoftver pl. képes minden egyes
reakciora kiilon-kiilon reakcidhatékonysagot becsiilni. Az egyes mintak egyedi reakcidhatékonysagat azért érdemes
ellendrizni, mert ennek segitségével megtalalhatoak az esetlegesen rosszul elokészitett cDNS mintak, és a bemérési
és/vagy detektaldsi hibaval terhelt reakciok (lasd LinReg szoftver). Tovabba hasznalhato kiértékelésre is, ekkor
az Osszes egyedi reakciohatékonysagot atlagolva, higitasi sor nélkiil tudunk reakciohatékonysagot becsiilni (lasd:
13.4. Abra.). Tovabba ez alapjan és a kiiszobérték beallitisa utan a szoftver képes Ct értékeket és a kiindulasi
c¢DNS mennyiséget (N) is meghatarozni.

13.1. — 13.4. Tablazatokban az alapvonal és kiiszobérték, valamint a fentebb emlitett reakciok kizarasa utan kapott
Ct értékek lathatoak. A szinjelzések a tovabbi kiértékelésekhez tartozd magyarazatok konnyebb megértését hivatottak
segiteni.
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13.1. Téablazat. Higitasi sor a Referencia szekvenciara (Bzip)

Poz. Higitas Ct AtlagCt | CtSD | R.Mennyiség
BY 239

B8 Minta 1 23,98 23,96 0,04 0,5
B9 Ve = 23,99

c7 25,18

ca Minta 1 25.20 25.20 0,02 0,25
c9 Vo= 2522

D7 26,44

D8 Minta 1 26,40 26,45 0.06 0,125
D9 118 = 26,52

E7 27.16

Ed Minta 1 27.24 27,25 0,10 0,0625
E9 1116 = 27.37

F7 28,44

Fé Minta 1 28,45 2847 0,04 0,03125
F9 1/32 = 28,52

13.2. Téablazat. Higitasi sor a GOI-re (transzgén — Gus).

Poz. Higitas Ct AtlagCt | CtSD | R.Mennyiség
B1 23.47

B2 | Minta1 | 2341 | 2346 | 004 0,5

B3 Yo x 23.49

C1 24.70

c2 | Minta1 | 2463 | 2464 | 006 0,25

Cc3 Y x 24,58

D1 25.96

D2 | Minta1 | 2596 | 2594 | 004 0,125

D3| 8= 25 89

E1 26,96

E2 | Mintat | 2678 | 2689 | 0.10 0.0625

E3| 116= | 2692

P11 Mintal | 2795 1 o700 | g2 0.03125
F2 | w32= | 2798
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13.3. Téblazat. A 2-10 mintak Ct értékei a Referencia szekvenciara (Bzip)

Poz. Minta Ct AtlagCt | CtSD [R.Mennyiség
GT Minta 2 2599 0,15
G8 Minta 2 25,99 26,08 0,15 0,13
=9 Minta 2 26,25 0,13
H7 Minta 3 23,53 0,69
Ha Minta 3 23,36 23,44 0,09 0,77
H3 Minta 3 2343 0,74
A10 Minta 4 24,97 0,28
AN Minta 4 25,02 25,03 0,06 0,27
A2 Minta 4 25,10 0,26
B10 Minta 5 24,24 0,44
B11 Minta 5 24,20 24,35 0,23 0,45
B12 Minta 5 24 62 0,35
c10 Minta 6 24,66 0,34
cNn Minta 6 24,90 24 82 0,14 0,29
12 Minta 6 24,91 0,29
D10 Minta 7 24,09 0,49
D11 Minta 7 2419 2419 0,10 0,46
D12 Minta 7 24 29 0,43
E10 Minta 8 25,16 0,25
EN Minta 8 25,31 25,26 0,08 0,23
E12 Minta 8 25,31 0,23
F10 Minta 9 24 62 0,35
F11 Minta 9 2473 24,69 0,07 0,33
F12 Minta 9 24,74 0,33
=10 Minta 10 23,71 0,62
G1 Minta 10 23,77 23,78 0,07 0,60
12 Minta 10 23,84 0,57

13.4. Tablazat. A 2-10 mintak Ct értékei a GOI-re (Gus)

Poz. Minta Ct Atlag Ct | CtSD [R.Mennyiség
G1 Minta 2 2597 0,11
G2 Minta 2 25,81 25,89 0,08 0,12
G3 Minta 2 25,88 0,12
H1 Minta 3 24,57 0,26
H2 Minta 3 24 56 24,55 0,04 0,26
H3 Minta 3 24 51 0,27
Ad Minta 4 24,54 0,27
A5 Minta 4 24 49 24 53 0,03 0,28
AB Minta 4 24 55 0,27
B4 Minta 5 23,88 0,40
B5 Minta 5 23,95 23,93 0,04 0,39
B6 Minta 5 23,96 0,38
Cc4 Minta 6 25,54 0,13
C5 Minta 6 25,50 25,58 0,10 0,15
Ch Minta 6 25,69 0,13
D4 Minta 7 23,84 0,41
D5 Minta 7 23,80 23,82 0,02 0,42
D6 Minta 7 23,82 0,42
E4 Minta 8 25,88 0,12
ES Minta 8 25,76 25,83 0,06 0,13
E6 Minta 8 25,84 0,12
F4 Minta 9 25,46 0,15
F5 Minta 9 2542 2545 0,03 0,16
F6 Minta 9 25,48 0,153
G4 Minta 10 2418 0,33
G5 Minta 10 2420 24 22 0,05 0,33
G6 Minta 10 24,27 0,32
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A mintékban 1évé GOI és Referencia Relativ Mennyiségét a Standard gorbék egyenlete alapjan szamoljuk ki, és
értékeik az 13.1. — 13.4. Tablazatok utolso6 oszlopaiban szerepelnek. A normalizaciohoz egy adott minta esetében
a GOI mennyiségi (R.Mennyiség) értékét kell osztani a Referencia értékkel. [Normalizalt GOI = GOIl/Ref.] PI:
G1/G7 (lasd 13.3. és 13.4 Tablazat.)

13.5. Tablazat.

Minta | GOI | Ref. N‘”gg'l'za“ Adag | Szords
Mina2 | 041 ] 015 0.75
Minta2 | 012 | 015 0.83 0,84 0,09
Minta2 | 012 | 013 0.93
Minta3 | 026 | 069 038
Minta3 | 026 | 077 0.34 0.36 0.02
Minta3 | 027 | 074 0,37
Mintad | 027 | 028 0.95
Mintad | 028 | 027 1.01 0,99 0,04
Mintad | 027 | 026 1.02
Minta5 | 040 | 044 0.90
Minta5 | 039 | 045 0.85 0.95 0.13
Minta5 | 038 | 035 1.09
Minta6 | 015 | 034 043
Minta6 | 015 | 029 051 0.46 0,04
Minta6 | 013 | 029 0.45
Minta7 | 041 ] 049 084
Minta7 | 042 | 046 0.92 0.91 0.06
Minta7 | 042 | 043 0,97
Minta8 | 012 | 025 047
Minta8 | 013 | 023 0.56 0,52 0,04
Mintag8 | 012 | 023 0,53
Minta® | 015 | 035 044
Minta® | 016 | 033 0.48 0.46 0.02
Minta® | 015 | 033 0.46
Mintz 10 | 033 | 0.62 054
Minta10 | 033 | 0.60 0,55 0.55 0,01
Minta10 | 032 | 057 0,55

A végso kiértékeléshez fel kell hasznalnunk a Kalibrator mintat, amihez a tobbi ismeretlen mintat viszonyitjuk.
Ez esetben a Minta 1 a Kalibrator minta, amibdl a higitasi sort is készitettiik. A Minta 1-r61 tudjuk, hogy az uidA
transzgénre nézve homozigota, igy ennek a mintanak a relativ mennyiségét 1-nek vessziik. Ekkor a 0,5 érték
képviseli a hemizigota mintakat. Mivel tudjuk, hogy 1-et vagy 0,5-6t kaphatunk, a feladat kiértékeléséhez sziikséges
becslés igy biztonsaggal elvégezhet;jiik.

Az egyes mintakra mért atlageredmények alapjan a Minta 2 és 3 esetében a varttol tobb mint 10%-ban eltérd
eredményeket kaptunk, ezért a becslés nem teljesen megbizhato esetiikben. Az eredmények alapjan a mintakrol
megallapithato, hogy hemizigétak (3-as, 6-o0s, 8-as, 9-es €s 10-es mintak), avagy homozigotak a transzgénre nézve
(2-es, 4-es, 5-0s, 7-es mintak).

4) Mennyiségi meghatarozas a A Ct méddszerrel

A GOI és Referencia reakciok paraméterei miatt a modszer nem teljesen korrekten alkalmazhato ennek az esszének
az elemzéséhez, mert a reakciok hatékonysaga viszonylag alacsony. Mivel azonban a hatékonysagok kevéssé
térnek el egymastol, a kis Ct kiillonbségek lehetdvé teszik, hogy durva becslésre hasznaljuk.

Ha A Ct = Clyeforencia—_Clgor = 25 = GOl/Referencia (vagy: ha A Ct = Ctgor — Clreferencia — 27 C' =

GOI/Referencia)
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13.6. Téablazat.

Minta | CtRef | CtGOI | act Relativ Atlag | Szérds
mennyiség:22Ct
Minta 1 | 2391 | 2347 | 044 1,36
Minta 1 | 2398 | 2341 | 057 1,48 1,42 | 0,06
Minta1 | 2399 | 2349 | 050 1,41
Mintaz | 2599 | 2597 | 0.02 1,01
Minta2 | 2599 | 2581 | 018 1,14 115 | 0,14
Minta2 | 2625 | 2588 | 037 1,29
Minta3 | 2353 | 2457 | -1.04 0,49
Minta3 | 2336 | 2456 | -1.21 0.43 046 | 0,03
Minta3 | 2343 | 2451 | -1.08 0,47
Mintad | 2497 | 2454 | 042 1,34
Mintad | 2502 | 2449 | 053 1,44 141 | 0,06
Mintad | 2510 | 2455 | 054 146
Minta5 | 24.24 | 23.88 | 036 1.28
Minta5 | 2420 | 2395 | 026 1,20 135 | 020
Minta5 | 2462 | 2396 | 066 1,58
Minta6 | 24.66 | 2554 | -0.88 0,54
Minta6 | 2490 | 2550 | -0.60 0,66 0.60 | 0.06
Minta6 | 2491 | 2569 | -0.78 0,58
Minta7 | 24039 | 2384 | 024 1.18
Minta7 | 2419 | 2380 | 039 1,31 129 | 010
Minta7 | 2429 | 2382 | 047 1,39
Minta8 | 2516 | 2588 | -0.72 0,61
Minta8 | 2531 | 2576 | -045 0,73 0.68 | 0.06
Minta8 | 2531 | 2584 | 053 0,69
Minta9 | 2462 | 2546 | -0.84 0,56
Minta9 | 2473 | 2542 | -0.70 0,62 059 | 0,03
Minta9 | 2474 | 2548 | 074 0,60
Minta 10 | 23,71 | 2418 | 047 0,72
Minta10 | 2377 | 2420 | 043 0.74 0.74 | 0,01
Minta10 | 2384 | 2427 | -043 0,74

Ennél a kiértékelésnél azt kapjuk meg, hogy egy mintan beliil mennyi a GOI mennyisége a Referencia mennyiségéhez
képest. A mi esetiinkben a Referencia (Bzip) egy homozigota gén, vagyis mennyiségét 1-nek véve a homozigota
mintaknal is 1-et kell kapjunk, mig 0,5-6t a hemizigota mintak esetében. A Minta 1 homozigota a GOl-re, igy
elméletileg ennél a mintanal kdzel azonos Ct-t kellett volna kapnunk a GOI-re és a Referencidra. Azonban kb. fél
ciklus eltérést tapasztaltunk minden higitasnal a Referencia javara, amely eltérés valoszintileg a két reakcio eltérd
hatékonysagabol ered. A fél ciklus eltérést és azt figyelembe véve, hogy igy kovetkezetesen tulbecsiiljiik a relativ
mennyiségeket, ebben a kisérletben még igy is hasznalhaté a homo és hemizigdtak megkiilonboztetésére.
Végeredménykeént az Standard goérbe modszerrel megegyez6 eredményeket kapunk: a 3-as, 6-o0s, 8-as, 9-es és 10-
es mintak hemizig6tak, a 2-es, 4-es, 5-0s, 7-es mintak a homozig6tak a transzgénre nézve.

A Referencia és GOI kozotti nagyobb Ct eltérések esetén az eredmények torzuldsa miatt az esszé nem lenne
értékelhetd. Igy ezeknél az amplikonoknal a kétszeresnél sokkal nagyobb kiilonbségek kimutatasara ez a modszer
nem lenne alkalmazhato.

5) Ertékelés A A Ct modszerrel

A GOI és Referencia reakciok paraméterei miatt a modszer nem teljesen korrekten alkalmazhaté ennek az esszének
az elemzéséhez, a reakciok viszonylag alacsony hatékonysaga miatt. Mivel azonban a hatékonysagok kevéssé
térnek el egymastol, a kis Ct kiilonbségek lehetdve teszik a A A Ct mddszer hasznalatat anélkiil, hogy az eredmények
érzékelhetden torzulnanak. (Iasd: A A Ct modszer). Az egyszertiség kedvéért induljunk ki az el6z6 A Ct kiértékelésbol
(13.6. Téblazat). Emeljiik ki a Minta 1—et, mint Kalibrator mintat: A A Ct modszerrel atlag 1,42 relativ GOI
mennyiséget kaptunk. Minden az adott mintahoz tartozo relativ GOI mennyiséget, osszunk el ezzel az értékkel pl.:
[Minta 2 GOI/Ref = 1,01 (kék)] / [Minta 1 Atlag = 1,42 (piros)] = [Minta 2 2* 2 ¢t = 0,71 (251d)]. (Ez hasonl6 a
Standard gorbe modszer utolso 1épéséhez, ahol a normalizalt GOI mennyiségeket viszonyitottuk a Kalibrator minta
mennyiségéhez, [ami ott 1 volt, itt 1,42].)
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13.7. Téblazat.

Minta 2220t [ Atlag Szoras
Minta 2 0,71
Minta 2 0,80 0,81 0,10
Minta 2 0,91
Minta 3 0,34
Minta 3 0,31 0,33 0,02
Minta 3 0,34
Minta 4 0,95
Minta 4 1.02 1.00 0,05
Minta 4 1.03
Minta 5 0,91
Minta 5 0,85 0,95 0,14
Minta 5 1.1
Minta 6 0,38
Minta 6 047 0,42 0,04
Minta 6 0,41
Minta 7 0,84
Minta 7 0,93 0,91 0,07
Minta 7 0,98
Minta 8 0,43
Minta 8 0,52 0,48 0,04
Minta 8 0,49
Minta 9 0,40
Minta 9 0,44 0,42 0,02
Minta 9 0,42
Minta 10 0,91
Minta 10 0,52 0.52 0,01
Minta 10 0,53

Ez a mddszer ugyancsak becslésre hasznalhato, de az eredményekbdl is latszik, hogy joval pontosabb, mint a A
Ct 6nmagaban. A relativ GOI mennyiségekre kapott értékek nem térnek el jelentdsen attol, amit a Standard gorbe
modszerrel kaptunk. Ez alapjan a tovabbi kisérletekben nem lenne sziikség Standard gorbére, elég lenne a Kalibrator
minta az egyes Ujabb esszék kiértekelésé¢hez. Az egyes esszék kozotti esetleges reakcid hatékonysagbeli eltéréseket
is figyelembe tudnank venni a Kalibrator minta segitségével.

Megjegyzendd ennél a kiértékelésnél is, hogy nagyobb Ct kiilonbségek esetén a reakcidk viszonylag alacsony
hatékonysaga miatt az eredmények megbizhatatlanna valnanak.

6) Ertékelés Paffl modszerrel

A reakciohatékonysagok ismeretét feltételezi.

A A A Ct logikajat (eldszor normalizdcid, majd Kalibrator mintdhoz viszonyitas) megforditva, felhasznalhatjuk a
reakcidk hatékonysagat is a szdmolas soran: E16szor minden mintat a Kalibrator mintahoz viszonyitunk, majd az
igy kapott relativ mennyiségeket normalizaljuk.

ACteor: [Ct ninta 1 Gus — Ct ainta X Gus] pl. B1,.2.3 - Gl
Ecor-1.846

ACtrst. : [Ct ninta1 Bzip - Ct minta x Bzip] pl. BEE9 - GT
Eres: 1,870

(Lasd: 13.2. és 13.4. (kék) 13.1. és 13.3. (z61d) majd 13.8. Tablazatok)
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13.8. Téablazat.

Minta ACIGOl| Eeoi*Ct | ACtRef. ErertCt | GOWRef. | Atlag Szords
Minta 2 -2,51 0,21 2,03 0.28 0.76

Minta 2 2,35 0,24 2,03 0.28 0.85 0.85 0,09
Minta 2 2,42 0,23 -2,28 0,24 0,95

Minta 3 -1,11 0,51 0,43 1,31 0,39

Minta 3 -1,10 0,51 0,61 1,46 0,35 0,37 0,02
Minta 3 -1,05 0,53 0,53 1,39 0,38

Minta 4 -1,08 0,51 -1,01 0.53 0,97

Minta 4 -1,03 0,53 -1,06 0.52 1,03 1,01 0,04
Minta 4 -1,09 0,51 -1,13 0,49 1,04

Minta 5 0,42 0,77 -0,28 0,84 0,92

Minta 5 0,48 0,74 0,24 0.86 0,87 0,96 0,13
Minta 5 -0,50 0,74 -0,65 0,66 1,11

Minta 6 -2,08 0,28 0,70 0.65 0.43

Minta 6 2,04 0,29 0,94 0.55 0.52 0.47 0,04
Minta 6 -2,23 0,25 0,95 0,55 0,46

Minta 7 -0,38 0,79 0,12 0,93 0.86

Minta 7 0,34 0,81 0,23 0,87 0,94 0,93 0,07
Minta 7 -0,36 0,80 -0,33 0,81 0,99

Minta 8 2,42 0,23 -1,20 0.47 0.48

Minta 8 -2,30 0,24 -1,35 0.43 0,57 0.53 0,04
Minta 8 -2,38 0,23 -1,34 0.43 0,54

Minta 9 -2,00 0,29 -0,66 0,66 0,44

Minta 9 -1,96 0,30 0,76 0,62 0.48 0,47 0,02
Minta 9 -2,02 0,29 0,78 0,61 0,47
Minta 10 0,72 0,64 0,25 1,17 0.55
Minta 10 0,74 0,63 0,19 1,13 0.56 0,56 0,01
Minta 10 0,81 0,61 0,12 1,08 0,57

Mivel a hatékonysagok a GOI és Referencia reakcional minimalisan tértek el, valamint kis Ct kiilonbségekkel
kellett szamolnunk, az eredmények nem térnek el 1ényegesen attol, amit a A A Ct modszerrel kapunk.

Bar a kiilonboz6 kiértékelési modszerekkel nagyon hasonlo eredményeket kapunk, a reakciok paraméterei miatt
(alacsony hatékonysag) a Standard gorbe és a Pfaffl modszert lehetne fenntartasok nélkiil hasznalni.

13.2.4. 1l. Példafeladat

Génexpresszio mérése relativ mennyiségi meghatarozassal

A génexpresszids vizsgalatok a GOI transzkripcios aktivitasanak kimutatasara szolgalnak. Tulajdonképpen a GOI-
ol atir6dd mRNS-ek mennyiségét hatarozzuk meg Real-Time PCR modszerrel. Ehhez sziikség van a mintak 6sszes
mRNS-ének kinyerésére. A PCR reakcidhoz ezekrdl un. kopia vagy cDNS-t készitiink, mivel PCR templatként
csak DNS molekulak alkalmasak.

A II. példaban egy a fotoszintetikus apparatus felépitésében részt vevd antennafehérje génjének, az Lhch5 génnek
transzkripcigjat vizsgaltjuk Cd-stressz hatasa alatt. A fotoszintetikus apparatus antenna fehérjéinek nemcsak a
fénygytjtésben, hanem a valtozo kdrnyezeti koriilményekhez vald alkalmazkodasban, ebbdl eredben a stressz alatt
kialakul6 névényi vélaszban is igen fontos szerepiik van. Vizsgélati modellndvényiink a nyarfa (Populus sp)
nemzetségbe tartozik, a nemzetség tobb fajanak genomi és mRNS szekvencidja hozzaférhetd kiilonb6zo
adatbazisokban. A Real-Time PCR reakcidk tervezését megkonnyiti, hogy az Lhc-csalad fehérjéinek genetikai
koédjat a sejtmag és nem a kloroplasztisz tartalmazza. A fotoszisztéma II kapcsold antenndjat alkotd Lhcbs
transzkripcidjanak analizise egy a teljes Lhc fehérje csalad génexpresszid szintjét vizsgald kisérletsorozatbol
kiragadott példa.

Osszesen 5 kezelt és 5 kezeletlen mintaban hatdrozzuk meg az Lhcb5 (GOI) relativ expressziojat. Eltérd szamozas
kiilonbozteti meg a kezelés kezdetén mar kifejlett, also (-2) és a kezelés alatt fejlodo, felso (+2) leveleket. Az also
(-2) levelek esetében a kezelés kezdetétdl szamitott 2. és 7. napon vettiink mintat mind a Kontroll, mind a Cd-kezelt
novényekbol. A kezelés megkezdését kovetden fejlodott, felsé (+2) levelekbdl harom idépontban vettiink mintat,
a kezelés kezdetétdl eltelt 4., 7. és 14. napon. A levélmintakbol mRNS-t tisztitottunk, majd atirtuk cDNS-re.
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Példa a mintak elnevezésére: 7n Ko-2 = hétnapos Kontroll, als¢ levél
7n Cd+2 = hétnapos Cd-kezelt, fels6 levél

A relativ mennyiségi meghatarozas alapjat Standard gorbe segitségével végezziik. Kivalasztottunk a Kontroll
mintak koziil egy Kalibratort, amely mintabdl higitas sorozatot készitettiink: 100x, 200%, 400%, 800x%, 1600% és
3200x higitasokkal.

Két eltérd normalizaciot hasonlitunk 6ssze a mérés soran. Egy el kisérlet soran validalast végeztiink 6 kiilonbozo,
belsé Referenciaként hasznalatos house-keeping génre. Real-Time reakcioban megmértiik transzkripcidjukat a
kisérleti mintdkban, majd a geNorm szoftver segitségével megallapitottuk transzkripcios stabilitasukat a mintak
kozott. Ezutan kivalasztottunk 3 belsé Referencia gént, név szerint az elongacids faktor-[J (efl-[J), protein-
phosphatase-2a (pp2a) és az ubiquitin-conjugating enzime 10 (ubc10) génjét, amelyek kifejez6désének geometriai
atlagat, mint normalizacids faktort, hasznaltuk a GOI transzkripcidjanak mérésére (13.9. tablazat).

Masik normalizaciés modszeriink a kisérleti mintakbol kinyert 6sszes ¢cDNS mennyiségének meghatarozasan
alapul. Ehhez a méréshez az egyszali RNS-hez, valamint cDNS-hez k&t6dé fluoreszecens RiboGreen festéket
hasznaltuk. Elézetesen optimalizalt koriilmények kozott a festékmolekuldk mennyisége egyenesen aranyos a
nukleinsav mennyiséggel. A mintak normalizaldsdhoz a RiboGreen fluoreszcencia hozamat hasznaltuk faktorként
(13.9. tablazat).

13.9. Tablazat.

Minta | Eftafa| pp2a | ubctd | CTEAMEACOS piboGreen  SDRBG
nKoZ | 1.72E05 | 3.26E06 | 6.08E-06 | 08795 | 5,09E+07 1.04E+06
20 Cd-2 | 124E-05 | 236E-06 | 5.23E-06 |  0,6433 3,55E+07  1,71E+06
TnKo2 | 147E-05 | 2,65E-06 | 6.59E-06 | 07645 | 4,48E+07  104E+06
7n Cd-2 | 15005 | 2.72E-06 | 749E-06 | 08095 | 4,11E+07 9 68E+05
4n Ko+2 | 392605 | 431E-06 | 123605 | 13317 | T,68E+07 551E+06
4n Cd+2 | 137E-05 | 174E-06 | 6.89E-06 | 06579 | 549E+07 4,97E+05
TnKo+2 | 3.60E-05 | 6,07E06 | 141605 | 17494 | 8,03E+07 1,80E+06
7n Cd+2 | 350E-05 | 6.61E-06 | 247E-05 | 21519 | 6,31E+07 3 94E+06
14n Ko+2 | 1,05E-05 | 1,66E-06 | 541E-06 | 035468 | 3,34E+07  9,03E+05
14n Cd+2 | 2.23E-05 | 469E-06 | 144E-05 | 13764 | 518E+07  2,97E+06

13.2.4.1. Az esszé O0sszeméreése
Egy reakciora szamolva az 6sszetevok:

12,5 ul MM

2,5 pl Forward és Reverse Primer keverék

7,5 ul H,O

2,5 pl Templat

¥ 25 ul végtérfogat

1) Az 1. példafeladatban bemutatott vegyszerekkel és modszerrel mérjiik 6ssze a reakciot a Lhcb5 cDNS-re specifikus
primerparral (primer végkoncentracidja a reakcioban 1 uM primerenként). A Super Mix tartalmazza a Master Mix-
et, a GOI-re specifikus primerpart és vizet, de a templat cDNS-t nem. Osszesen 51 reakciéra szamolunk,

6 tagu standard sor, 10 minta és az NTC, 3-szoros technikai ismétlésben:
17X3 =51 (+10% = 56)
10 % raméréssel szamolva, a kovetkez6 mennyiségeket mérjiik 0ssze.

Super Mix: 51x1,1=56
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12,5 x 56="700 ul MM
2,5 x 56= 140 pl Primer
7,5 x 56=420 pl H,0O

2) 0,5 ml-es Eppendorf csdvekbe szétosztunk a 10 ismeretlen mintabol és a higitasi sor 6 tagjabol 8-8 pl templat
cDNS-t. A negativ Kontrollhoz egy csobe 8 pl steril desztillalt vizet mériink be.

3) A SM-bdl 72 pl-t mériink minden egyes el6készitett mintahoz, igy 6sszesen 80 pl reakcioelegyet kapunk. Ez a
80 ul felel meg az egy mintdhoz tartoz6 harom technikai ismétlés 6sszegének, Sul raméréssel szamolva.

4) Utolso 1épésiink a Real-Time PCR-hez gyartott specialis plate-re valod szétosztas. A plate minden egyes zsebébe
25 pl-enként bemérjiik a 3-3 technikai ismétlésnek megfeleld végtérfogatot. A reakcid szétosztasa utan a plate-t
optikai foliaval lezarjuk, majd roviden centrifugaljuk (3000 rpm, 3 min).

Megjegyzés: A reakcioelegy Osszetevoit, ill. az elegyeket szétosztas el6tti alaposan dssze kell keverni (vortex). A
pipettazas pontossagara kiilonds figyelmet kell forditani. Ha nem rendelkeziink kizarolagosan csak a Real-Time
PCR &sszemérésre fenntartott laborral és pipetta sorozattal, a sz{irds pipettahegy hasznalat hatarozottan ajanlott.

13.2.4.2. A Real-Time késziilék beallitasa

Ehhez a Real-Time reakciohoz az Applied Biosystem ABI Prism 7000 Real-Time késziiléket és az ABI Prism
7000 SDS szoftvert hasznaltuk.

3 ABI Prism 7000 SDS Software - [20091014.sds] M=1F3
File View Tools Instrument Analysis Window Help =7 ﬂ
LUFHdsBEErH ®
\ Setup 4 Instrument 4Results /
\ Plate /
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 5 7 8 9 10 1 12

A 2n Ko-2 2n Ko-2 2n Ko-2
(B | 7nKo2100x |7nKoZ100x |7n Ko 100x | 3n Cd2 2n Cd-2 2n Cd-2 n Cd=2 7n Cd2 7n Cd=2

S 1.00e-002 |8 1.00s-002 |8 10000z | m
c | 7n Ke-2 Z00x | 7n Ko-ZZ00x | 7nKo-Z200x | TnKo-Z 7n Ko-2 7n Ko-2 14n Ko+2 140 Ko=2 14n Ko=2

5 c00e-003 (8 s.00e-003 [ so00e-003 [ m
D [7nKo2400x |70 Ko2400x | 7nKo-2200x | 7n Cd-2 7n Cd-2 7n Cd-2 14Cd-2 14Cd-2 14C4-2

8 z250e-003 |8 zs0s-003 B zsoe00z | m
[E [ 7nKo-2200x |7nKo-2200x | 7nKo-2800x | 4n Kos2 4n Kos2 4n Ko-2

8 1.25e-002 (8 12%e-002 |8 12%e-00z [
F | 7n Ko-2 1800x | 7 Ko-2 1800% | 70 Ko-2 1800 | 4n Cd=2 4n Cd=2 4n Cd=2

B 5.25e-004  |[Bl 6252004 [Blezse-004 |
[6 [ 7n Ko-2 3200% | 7n Ko-2 3200 | 7n Ko-2 3200x | 7n Ko+2 7n Ko+2 7n Ko=2

8 312e-00¢ |8 292e00¢ 8 30ze00¢ [
T viZ viZ vz

] (]

Ready Disconnected

13.12. Abra. Plate setup Mintdnként a haromszoros technikai ismétlések egymas mellett helyezkednek el (pl. B1,
B2, B3 a 7n Ko-2 minta 100-szoros higitasat tartalmazza). S jeloli a Standard sorozat tagjait, U (unknown) az
ismeretlen mintdkat, N pedig a templat nélkiili NTC reakciokat.
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ABI Prism 7000 SDS Software - [20091014.sds]

e BEREFH 7

Y, Setup ) Instrument 4 Results /

Thermal Cycler Protocaol I—l

Thermal Prafile ] Auta [ncrement ]

File View Tools Instrument Analysis Window Help

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Statuz:
Reps i ] Reps]i | Repsfa |
Ezt. Time Remaining [h:mm]:
Temperature
Sample: Heat Sink:
Cower: Block:
Cycle
Add Cyole | AddHold | Add Step | Sample Volume (257 (ul) Stage: Rep:
W Dizzociation Protocol [gng C Time [mm:ss}: Step:
o State:

13.13. Abra. Hémérséklet és idéprofil meghatarozasa A PCR reakci6 soran a kapcsoldsi és lanchosszabbitasi
1épést egybevettiik: 62°C 40 masodperc. A program tobbi része az I példaban bemutatott protokollnak felel meg.

13.2.4.3. Kiértékelés

Az 1. példafeladat 1épéseit kovetve végezziik a szoftveres kiértékelést:

1) Tekintsiik at, hogy minden zsebben volt-e megfelelé amplifikacid, valamint, hogy az amplifikacids gorbék
megfeleld lefutasuak-e minden mintanal (13.14. abra). Ellendrizziik, hogy a negativ Kontroll mintakban kaptunk-
e amplifikaciot. Ellendrizziik a disszociacids protokoll alapjan kapott olvadasi gorbéket (13.15. abra)

23 ABI Prism 7000 SDS Software - [20091014.sds]
File View Tools Instrument Analysis Window Help -2 ﬂ

J=zLs AERFE?

Setup A Instrument A Results
Plate £ Spectra £ Component  Amplification Plot 4 Standard Curve £ Dissociation £ Report /
Delta Rn vs Cycle
1.0e+001 |
‘ ‘ = Data |Ds\la Fin ws Cycle j
1.08+000 Detector: | Archea -
Analpzis Settings
| 1
£ ML e Sy Thieshold: [1.100000
=
Z  10e002 Baseline
Start [cycle] |1
1.0e-003
© End (epelel [6
1.0e-004
123 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle Number
| 1 2 3 | 4 | 5 | 5 | 7 | 8 | 9 0 11 | 12 |
Al | Ul | U] ]
8|S s ] | ul | ul I I
c|= s g U] [ ul [ U] [ Ul
D [s s s [ u] [ U] 1T [ U]
s s s [u Tu
F|E s s | ul | u]
G |18 s Bl U] [ ul
H
Ready Disconnected

13.14. Abra. A kisérleti és az NTC mintakhoz tartozé amplifikacios gorbék logaritmikus nézetben.
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Dissociation Curve

Deriv ative

90 95

Temperature (C)

13.15. Abra. Az Gsszes mintaban talalhato amplikonok olvadasi gorbéi.
2) Az alapvonal beallitasa
3) Kiiszobérték beallitasa
4) Mennyiségi meghatarozas Standard gorbe alapjan

A higitasi sor alapjan a Standard gorbe és paraméterei az Lhcb5 GOl-re. (m=-3.597234, a hatékonysag ez alapjan:
89.7%)]
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13.10. Tablazat. Az ABI Prism 700 SDS szofterrel kiértékelt reakcid. Ct értékek és a Standard gorbe alapjan
szamolt relativ Lhcb5 GOI mennyisége a 10 kisérleti mintaban. (Alapvonal:1-8 ciklus. Kiiszobérték: 1.1)

) ; Szoras Relativ R. Atla Szoras
Foz. Minta Ct | Atlag Ct (Ct) Mennyiség Mennyisgg (RAM)
Ad 2n Ko-2 15,49 4,05E-03
AS 2n Ko-2 15,45 15,46 0,020 4 16E-03 4 12E-03 | 6,32E-05
AB 2n Ko-2 15,45 4 16E-03
B4 2n Cd-2 15,87 3,14E-03
B5 2n Cd-2 15,90 15,88 0,014 3,08E-03 3 1ME-03 | 317E-05
BE 2n Cd-2 15,88 3,12E-03
c4 n Ko-2 15,61 3,74E-03
C5 n Ko-2 15,58 15,57 0,048 3,81E-03 3,85E-03 | 1,32E-04
CB 7n Ko-2 15,51 3,99E-03
D4 n Cd-2 15,92 3,04E-03
D5 n Cd-2 15,87 15,88 0,038 3,14E-03 3,13E-03 | 8,40E-05
D6 n Cd-2 15,84 3,20E-03
E4 4n Ko+2 14,27 9,13E-03
E5 4n Ko+2 14,25 14,27 0,023 9,25E-03 913E-03 | 1,22E-04
E6 4n Ko+2 14,29 9,01E-03
F4 4n Cd+2 15,62 3,71E-03
F5 4n Cd+2 15,57 15,58 0,032 3,84E-03 3,80E-03 | 8,11E-05
F& 4n Cd+2 15,56 3,86E-03
G4 n Ko+2 13.01 212E-02
G5 n Ko+2 13,00 12,97 0111 2 13E-02 217E-02 | 8,92E-04
G6 n Ko+2 12,90 2,28E-02
B7 n Cd+2 17,71 9,21E-04
Ba Tn Cd+2 17,71 17,65 0,060 9.21E-04 9,62E-04 | 718E-05
B9 7n Cd+2 17,52 1,04E-03
cT7 14n Ko+2 15,45 4 16E-03
o8 14n Ko+? 15.48 1547 0,022 4.07E.03 4 12E-03 | 5,82E-05
D7 14Cd+2 17,78 8, T9E-04
D8 14Cd+2 17,66 17,74 0,064 9,52E-04 9,05E-04 | 4,07E-05
D9 14Cd+2 17,77 8,84E-04

Normalizici6 belsé Referencia génekkel

Az egyes mintakban 1évé cDNS-ek mennyiségét a Kalibratorként szolgalé mintahoz képest meghataroztuk. Tehat
a kisérletes mintaink egymas kozott 6sszehasonlithatova valtak. Sziikség van viszont a bemért cDNS mennyiségének
korrigalasara, vagyis a normalizaciora. Ehhez a kisérleti mintakban stabilan kifejez6d6 3 belsé Referencia gén
transzkripcid szintjéb6l szamolt normalizacios faktort hasznaljuk. Az egyes mintakban mért Lhcb5 mRNS
mennyiséget osztjuk a normalizacios faktorral, ezzel egyforma mennyiségii bemért mRNS-re (¢cDNS-re) normaljuk
a reakciot.

13.11. Téblazat. Az Lhcb5 belsé Referencia génekre normalizalt relativ mennyisége

e LhcbS . - Normalizalt | Szoras
Minta Mormalizaciés | Relativ Szdras Lhchs (Norm.
Factor Atlag (RAM)

Mennyiség mRNS Lhch3)
2n Ko-2 0,8795 412E-03 | 6,32E-05| 4,68E03 |718E-05
2n Cd-2 0,6433 3 1ME-03 [317E05| 4,84E03 | 4.92E-05
7n Ko-2 0,7645 3,85E-03 |[1,32E-04| 5,03E03 | 1.73E-04
7n Cd-2 0,8098 3,13E-03 [840E-05| 3,86E-03 | 1.04E-04
4n Ko+2 1,5317 9,13E-03 |[1,22E-04| 5,96E03 |7.95E-05
4n Cd+2 0,6579 3,80E-03 |[811E-05| 5,78E-03 | 1.23E-04
7n Ko+2 1,7494 217E-02 | 892E-04| 1,24E02 | 510E-04
7n Cd+2 2,1519 9,62E-04 |[718E05| 4,47E-04 | 3.34E-05
14n Ko+2 0,5468 412E-03 | 582E-05| 7,53E03 |1,06E-04
14n Cd+2 1,3764 9,05E-04 |[4,07E05| 6,57E-04 | 296E-05
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Normalizaciéo RiboGreen modszerrel

Az el6z6 modszerhez hasonloan jarunk el a relativ mennyiségek meghatarozasaban. Ebben az esetben azonban
normalizaciods faktorként a RiboGreen fluoreszcenciajat hasznaljuk az egyes mintdkban és ezzel osztjuk a korabban
a standard gorbe alapjan kapott relativ mRNS mennyiségeket.

13.12. Tablazat. Az Lhch5 mRNS szintjének RiboGreen mddszerrel normalizal relativ mennyiségei a 10 kisérleti
mintaban.

Ribo Széras Relativ Széras Normaliz | Szdras
Minta - Atlag : alt Lhch5 |  (Morm.
Green | RBG) | ponnyissg | BAM | "mrNs | Lhebs)

2n Ko-2 5,09E+07 | 1,04E+06 | 4,12E-03 6,32E-05 | 8,10E-11| 2,07E-12
2n Cd-2 3,95E+07 | 1.,71E+06 | 3,11E-03 317E-05 8,T8E-11| 4, 34E-12
Tn Ko-2 4,48E+0T7 | 1,04E+06 | 3,85E-03 1,32E-04 | 859E-11| 3,57E-12
in Cd-2 4,1ME+07 | 9,68E+05 | 3.13E-03 8,40E-05 7,61E-11| 2 72E-12
4n Ko+2 | 7,68E+07 | 5,51E+06 | 9,13E-03 1,22E04 | 1,19E-10( 8,69E-12
4n Cd+2 | 549E+07 | 4,97E+05 | 3,80E-03 8,11E-05 6,93E-11| 1,60E-12
Tn Ko+2 | 8,03E+07 | 1,80E+06 | 217E-02 | 892E-04 | 271E-10| 1,27E-1
n Cd+2 | 6,31E+07 | 3,94E+06 | 9,62E-04 | 7,18E-05 1,52E-11| 148E-12
14n Ko+2 | 3,34E+07 | 9.03E+05 | 4.12E-03 5,82E-05 | 1,23E-10| 3,76E-12
14n Cd+2 | 5,18E+0T | 2. 97E+06 | 9,05E-04 | 4,07E-05 1,75E-11| 1,27E-12

A_ Normalizacio Referencia gének alapjan B Normalizacio RiboGreen alapjan

1AEDD nog-10

B Castrel i
13650 o 140610 I:I"“’

10ED n—

IED 5100611 ﬂ "

BLE 0 . | TR | e
- - T 1anE *n A m A 4n F

nkF lin F

13.16. Abra. Az Lhcb5 normalizalt relativ mennyiségei a belsé Referencia génekhez (A), valamint az dsszes
bemért cDNS-hez viszonyitva (B).

Lathatjuk, hogy az Lhcb5 gén kifejezddése a kiilonb6zo fejlettségii Kontroll levelekben is eltérd volt. A Cd- stressz
hatasara l1ényegesen lecsdkkent az mRNS mennyisége a 7 és 14 napos fels6 levelekben. A kétféle normalizacio
kissé eltérd transzkripcids mintazatot mutat. A 4 napos fejlodo levelekben ugyanis a Referencia génekhez viszonyitva
nem valtozik a transzkripcidé Cd hatasara, ha viszont az 6sszes mRNS mennyiségéhez viszonyitjuk, csdkkenést
tapasztalunk. Az eltérés oka a bels6 Referencia gének kifejez6désének ingadozasaban keresendd.

Fontos kovetkeztetésként vonhatjuk le, hogy eredményeink értelmezése szempontjabol alapvetd jelentdségii az
értékeléshez valasztott normalizaciés modszer.
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14. fejezet - Detergensek

szerz6: Dr. Nyitrai Péter

A detergensek (tenzidek, feliiletaktiv vegyiiletek) szolubilis, amfipatikus vegytiletek. Kettds karakteriik abbol
adodik, hogy a molekulaik egyik része hidrofob (apolaros), masik része hidrofil (polaros) karakterti.

14.1 A detergensek osztalyozasa

A detergenseket altalaban az alabbi tulajdonsagaik szerint osztalyozzak:
a hidrofil rész (fejcsoport) toltése és/vagy kémiai természete
a hidrofob rész kémiai természete

A fejcsoport lehet anionos, ikerionos, kationos és toltés nélkiili. Az anionos detergensek negativ fejcsoportjai
altalaban karboxil-, szulfat- vagy szulfonat-csoportot tartalmaznak és rendszerint alkali fémek ionjai kisérik (Na",
K™"), mint pl. az alkilszulfatok (SDS — sodium dodecyl sulfate). Az ikerionos detergensek fejcsoportjaiban mind a
két toltés megtalalhato. Ilyen vegyiiletek a betainok, és a szulfobetainok. Jollehet kifelé semlegesek, bizonyos
koriilmények kozott polarizald hatasuk erdteljes lehet. A kationos detergensek altalaban kvaterner ammonium-
csoportot tartalmaznak és halogenidjeik formajaban fordulnak eld, mint pl. a cetyl trimethylammonium bromide
(CTAB). A nem-ionos detergenseknek nincsenek t6ltéssel bird csoportjaik és a hidrofil karakteriiket a hidroxil-
csoportjaiknak kdszonhetik. Ilyenek a polioxietilének és a szaharidok.

A detergensek apolaros molekularészletét jorészt egyenes-, illetve elagazo lanct szénhidrogének vagy szteroidalis
struktarak alkotjak.

A detergensek hatasanak valtoztatasa, szolubilizal6 tulajdonsagaiknak moédositasa érdekében kiilonbozo kevert,
hibrid molekulakat is szintetizalnak. Ilyen példaul a CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate), amit egy hidrofob epesav-vaz és egy szulfobetain fejcsoport 6sszekapesolasaval hoztak 1étre.
Az egyes detergens csoportokat és a kozottiik 1évo kapcesolatokat a 14.1. abra mutatja.

alkil kvatermer
seulfitok wmiinok
L T — —=l
- | | P ]
|
heteragen | F alkil- alkil- alkil- | .

- = sanilifo- b ] ek
|1-uCI.ir.|xi :I!:Ii::‘ digitonin I epesavalk h:...l:inlhl.- betainsk .u“":||h:”“ slukozidok | | maltozidok lecitinek
etilének LAl
homasen EigC HAP | CHAP ulkil I_in-
polioxi e SOPOTil glukazidolk

l elilemek |

14.1. abra Az egyes detergens osztalyok és a kozottiik 1év6 szerkezeti kapcsolatok

14.2. A detergensek fizikai-kémiai tulajdonsagai

A detergensek amfipatikus karakteriikbol adodoan viz/levegd fazishataron az apolaros molekularészlet a levego,
mig a polaros rész a vizes oldat felé helyezkedik el és monomolekularis filmet alkot, csokkentve az oldat feliileti
fesziiltségét. Ugyanakkor a detergensek vizes oldatban hajlamosak aggregaciora és meghatarozott térbeli
rendezettséget vesznek fel. Mig kis koncentrdcidban monomerként oldoédnak, adott hémérsékleten, egy adott
koncentracio felett micellakat képeznek. Ez a koncentracio, a kritikus micellaris koncentracié (CMC — Ceritical
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Micellization Concentration) jellemz6 az adott detergens molekulara. A micellakban a molekulak apolaris részei
egymas felé és a vizes kdzegtdl ellenkez6 iranyba fordulva, apolaros belsé teret, magot (core) alkotnak, mig a
polaros résziik a vizes fazis felé néz. A micellakat felépité molekulak szama, az aggregacios szam (N), az adott
detergensre nézve jellemz6. Apolaros oldoszerekben kiforditott, inverz micellak johetnek 1étre

14.2.1. Kritikus micellaris hdmérséklet (CMT — Critical
Micellar Temperature)

A CMT az a minimalis hdmérsékleti érték, amelynél a detergens micellakat képes 1étrehozni vizes oldatban feltéve,
ha eléri a kritikus micellaris koncentraciot (CMC). A CMT alatti hdmérsékleteken a detergens altalaban kristalyos
allapotban van. A legtobb detergens CMT értéke joval a 0°C alatt van.

14.2.2 Kritikus micellaris koncentracié (CMC - Critical
Micellization Concentration)

A CMC az a minimalis detergens koncentracio az oldatban, amikor megindul a micellak képzddése, azaz a CMC
érték felett a detergens molekulak mér jorészt micellakba épiilnek feltéve, ha a hdmérséklet a CMT felett van. igy
a micellaképz6dés egy ,.hirtelen” bekovetkezd valtozas, egy sziik detergens koncentracio tartomanyban. Léteznek
olyan detergensek is, amelyek micellaképzddés egy elég széles koncentracié skala mentén alakul ki. Ilyenkor a
CMC nem értelmezhet. Tobb modszer is ismeretes a CMC meghatarozasara, amelyek a micellizacié lathato,
meérhet6 tulajdonsagait, illetve azok valtozasat kdvetik nyomon. Ezek a feliileti fesziiltség, a fényszoras, illetve a
festék szolubilizacido mérése (14.2. abra). A mért paraméternek a detergens koncentracié fiiggvényében mutatott
inflexios pontja jelzi a CMC értékét. Ezek a modszerek kiilonb6zo érzékenységiiek és az altaluk mért CMC értékek
kissé kiilonbozhetnek. A mérési eredmények altalaban tobb paramétertdl is fiiggenek. Ilyenek a homérséklet, a
pH, az ionerd, mas molekulak, illetve szennyezések jelenléte.

14.2.3. Az aggregacios szam (N)

Az oldatban kialakul6 micellak nem statikus képzodmények. Dinamikus egyensuly alakul ki a monomerek ¢és a
micellak kozott, de maguk a micellak stabilak és jol definialhaté szamu detergens molekula épiti fel dket. Az
micellak aggregacios szama a molekulatomegiik mérésen keresztiil allapithatd meg. A micella méret ugyantgy
érzékeny szamos kisérleti paraméterre, ahogy a CMC is. Tobb detergens esetén megfigyelhetd, hogy a micella

micellak jelenléte is lehetséges.
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14.2.4. Micellaris molekulatomeg (micellar Mr)

A tiszta detergens egy micellajanak atlagos mérete [micellar M, = monomer M, x (N)]. Altaldban az alacsony
CMC-ju detergenseknek magas a micellaris M,-je, a magas CMC-juaknak alacsony.

14.2.5. Felh6-pont (cloud-point)

A felh6-pont a polietoxilalt nem-ionos detergensek jellegzetes tulajdonsadga. Az a hdmérsékleti érték, amikor a
detergens micellak szuperaggregdtumokat képeznek. A felhd-pont feletti hémérsékleten az oldat zavarossa valik,
ami azért kovetkezik be, mert csokken a fejcsoportok hidrataltsaga. Az ilyen oldatban egy detergens-gazdag fazis
kiiloniil el. P1. a TRITON X-144 felhépontja 22°C. A normal szolubilizasas 0°C-on térténik, majd az oldatot lassan
30°C-ra melegitve, elvalik a fehérjéket tartalmazo detergens-gazdag fézis, amit az oldat tobbi részétdl centrifugaléssal
el lehet valasztani.

14.2.6. Hidrofil-hidroféb egyensulyi szam (HLB —
hydrophile-lipophile balance number)

A detergensek hidrofil/hidrofob jellegének meghatarozasara hasznaljak a HLB értéket, ami a kovetkez egyenlet
alapjan szamithato:

HLB = Myigrofit / Mmolekula <100 /5

Ahol My;iqroni1 @ molekula hidrofil részének tomege, M, oickuta @ teljes molekulatomeg. A HLB tehat kozvetleniil
jellemzi az adott detergens hidrofil karakterét. Minél nagyobb ez az érték annal hidrofilebb a molekula. A HLB
értéket az irodalmi leirdsok, illetve a gyartasi ismertetok is megadjak. Egy detergens keverék a kiilonbozo
komponensek HLB értékeinek sulyozott szamtani atlagaval jellemezhetd. A HLB felvilagositast ad az adott
detergens biokémiai felhasznalhatosagarol. Egyes membran komponensek szolubilizalhatosaga jol korrelal az
adott detergens HLB értékével. Altaliban a 10-20 kozotti HLB értékii detergensek alkalmasak membran proteinek
nem-denatural6 szolubilizasahoz. E tartomany also értékeivel bird detergensek (12-14.5) megfeleldek az integralis
fehérjéknek a membranbol valo eltavolitasahoz, illetve szolubilizasahoz, mig a tartomany felso értékeivel rendelkezok
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jok a membranhoz lazan kapcsolodo proteinek szolubilizasahoz. Ugyanakkor a HLB érték felvilagositast adhat
arra is, hogy a detergens eltavolithatd-e az oldatbol, példaul hidrofob adszorpcids modszerrel. Ha a HLB tul magas,
a detergens nem oszlik meg jol a hidrofob fazis €s a vizes oldat kozott.

14.3. A detergensek viselkedését befolyasolé
tényezoék

14.3.1H6mérséklet — Minden detergens hémérséklet-fliggd viselkedése egy fazis diagrammal irhato le, amely
megjeleniti a kristalyos, a monomer ¢és a micellaris allapotot. A kristalyos és a micellaris fazis kozotti vonalat a
CMT hatarozza meg. A detergens hatés, azaz a micellaképzddés a CMT felett érvényesiil. A kozel horizontalis
vonal kijeldli a monomer és micellaris allapot kozotti hatart. A harmas pont, a Kraft-pont, az a hdmérséklet, ahol
a harom fazis, a kristalyos, a monomer és a micella egyensulyban van (14.3. abra). Szamos detergensnél a Kraft-
pont egyenlé a CMC-val.

| CMT
|

detergens kristalyok [ detergens micellak

Kraﬂpc-nt_: b e e
CMC

detergens koncentricio mM

—_— detergens monomerek

himérséklet C°

14.3. abra Egy detergens oldat hdmérséklet-6sszetétel fazis diagramja

14.3.2 Kémhatas — A pH szerepe kiilondsen az ionos detergensek esetében jelentds. Az anionos detergensek csak
akkor maradnak szolubilisak, ha az oldat pH-ja magasabb, mint az ionos csoport pKa értéke (disszociacios allanddja).
A kationos detergensek (pl. a szekunder és a tercier aminok) csak a pKa értékiiknél alacsonyabb pH-nal oldhatoak.
A kvaterner aminok nem pH érzékenyek. Néhany epesav, kiilonosen a dezoxikolat (DOC) és szarmazékai, a pKa
értékeiknél magasabb pH-an mar gélesednek. A nem-ionos alkildimetilamin oxidok kationos komponensekké
valnak savas pH-an, és ezért valtozik a CMC értékiik és az N-uk is.

sy

novelése (a Na™ a Na-dodecilszulfat esetében) csokkenti a CMC értékét és nd az N, mivel az elektrosztatikus
taszitds a monomerek kozott csokken, vagy megsziinik.

14.3.4 Detergens koncentracié — A detergensek hatasat befolyasolja a CMC értékiik feletti koncentracidjuk
emelkedése. Tobb detergensnél megfigyelhetd a micella méretének novekedése, ha a koncentraciojuk joval a CMC
felett van.

14.3.5 Tonok — A tobbértékii ionok jelenléte ellentétes hatdst gyakorolnak az egyértéki ellen-ionoktdl eltérden.
Szamos karboxilat-tipusu detergens kicsapodik Ca*", vagy Mg2+ ionok jelenlétében, de eldidézheti egyes detergensek
kicsapodasat a foszfat-puffer, foszfat komponense is. Egyes nyomokban jelenlévd, szennyezd nehézfémek
katalizaljak a polioxietilén-tipusu detergensek autooxidaciojat.
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14.3.6 Szennyezések — Nem elhanyagolhatd az alkalmazott detergensek tisztasdga sem. Az ipari tisztasagu
detergensek szamos szennyez0 anyagot tartalmazhatnak, mint pl. a szintézis melléktermékeit, degradacios termékeket,
fém ionokat, pigmenteket, maradék reagenseket és oldoszert. A biologiai kisérletekhez nagy tisztasagu készitmények
hasznalata ajanlatos. Kiilondsen a polioxietilén-bazisl, anionos, ipari tisztasag detergensek (TRITON, TWEEN,
BRIJ, GENAPOL, THESIT) tartalmaznak peroxidot és aldehideket, amelyek karos hatassal vannak a fehérjékre.
Ezeknél kiilondsen ajanlott a nagytisztasagli termékek hasznalata (Calbiochem Protein grade). A kiilonb6z6 fehérje
izolalasi protokollok tartalmazhatnak olyan egyéb szerves anyagokat is, amelyek befolyasoljak a detergensek
hatasat. Ilyenek példaul az alkoholok, amelyek a detergensek kicsapodasahoz vezethetnek.

14.4. A detergensek alkalmazasai

A bioldgiai kutatasokban a detergensek legelterjedtebben a membrankotott fehérjék izolalasaban és oldhatova
tételében hasznalatosak. A detergensek hatasa ebben a folyamatban tobb 1épésben érvényesiilhet:

alacsony detergens/lipid aranynal (0.1-1.0 g/1g) a detergens monomerek belépnek a membranba, permeabilissa,
fluidabba teszik azt, de még nem roncsoljak szét (I. fazis). Ha ez az arany ndvekszik, megindul a detergensek
micellaképzddése (kb. 2-3 g/g) és kdzremiikodnek a membran szétesésében. A membran szolubilizdsasa soran
detergens-lipid-protein micella komplexek alakulnak ki (II. fazis), majd a tovabbi szolubilizasas soran kb. 4-10
g/g aranynal valik teljessé a membran szolubilizacidja és detergens-protein micella komplexek képzddnek, amelyek
mar kiilonbo6z6 fehérjeelvalasztasi technikakkal vizsgalhatok (I11. fazis).

A membranproteinek szolubilizacidja minden egyes fazisban folyik, ami a detergens ¢és a fehérjék milyenségétdl
fiigg. Pl. a periférikus (extrinsic) fehérjék mar az 1. fazisban szolubilizalédnak, még miel6tt a membran szétesne.
A legtobb fehérje a II. fazisban, mint detergens-lipid-fehérje micella-komplex jelenik meg és csak a magasabb

s

A detergensek felhasznalhatok membranproteinek beépitésére is meghatarozott 6sszetételii liposzoma rendszerekbe,
ahol viselkedésiik in vitro koriilmények kozott vizsgalhato.

A detergensek egy részét (SDS, CHAPS, NP-40, Na-dezoxikolat) foként elektroforetikus fehérjeelvalasztasra
hasznaljak. A Na-kolat, a Na-dezoxikolat és az oktilglukozid elterjedten alkalmazott detergensek liposzoma
rendszerek eléallitasara.

14.5. A detergensek kivalasztasa

A membranfehérjékkel valo munka els6 fontos 1épése kivalasztani azt a detergenst, ami a fehérjéket oldhatova,
szolubilissa teszi és igy azok kdnnyen eltavolithatok a mintabol. Egy adott feladathoz a megfelel detergens
kivalasztasahoz a legegyszerlibb ut az irodalmi adatok felhasznalasa, akar konkrét egyezések, akar kozeli
hasonlésagok alapjan. Uj médszer, technika kiprobalasanal azonban szamos kériilményt kell figyelembe venni.

A detergens kivalasztasanal fontos szempont, hogy milyenek a kisérleti feltételek (hémérséklet, pH, ionerdsség,
iondsszetétel, egyéb vegyliletek jelenléte). Oldhato-e az adott detergens a kisérlet hdmérsékletén? P1. a Zwittergent
csalad tagjai nem oldhatok 4°C-on, ezért hidegszobai munkahoz nem hasznalhatok.

Elég nagyméretii micellak képzddnek-e, amelyek alkalmasak a fehérjék szolubilizalasahoz? Pl. a Na-glikodezoxikolat
aggregacios szama vizben 2, de 0.15 M-os NaCl oldatban mar 20.

Milyen tovabbi lépések lesznek a szolubilizalast kovetden? Milyen lehetséges eljarasok alkalmazhatok, ha az
alkalmazott detergenst el kell tavolitani a rendszerb6l?

Milyen, esetleg zavard hatds varhat6 a detergens jelenléte miatt, pl. spektroszkopiai vizsgalatok soran (UV-VIS
abszorpciod, fluoreszcencia spektroszkopia), vagy fehérje meghatarozasi modszerek alkalmazasanal. P1. a TRITON
csalad tagjai elnyelnek UV-ben, ugyanakkor léteznek nem-abszorbealo, hidrogenalt szarmazékaik is.

Zavarja-e a kivalasztott detergens az alkalmazni kivant, toltés-alapt elvalasztasi modszereket, pl. az izoelektromos
fokuszalast? Az ionos detergensek, kdtédve a fehérjékhez, megvaltoztatjak azok nativ toltését, mig a nem-ionosak
nem. Egyes detergensek komplexet képeznek az amfolitokkal.
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Befolyasolja-e az adott detergens az elvalasztast kovetd festési eljarast? Egyes detergensek reakcioba lépnek
festékekkel, illetve a fixalasnal alkalmazott vegyiiletekkel, mig masok olyan mtterméket képezhetnek, amelyek
zavarjéak az elektronmikroszkopos felvételeket.

A méret szerinti elvalasztasi technikdknal (gélsziirés, gélelektroforézis) jelentdésége van a micellak méretének,
illetve a fehérje-micella és szabad micella mérete k6zotti kiillonbségnek.

Fontos szempont, hogy a kivalasztott detergens milyen hatassal van a fehérjékre, kiilonos tekintettel arra, hogy a
fehérjéket majd nativ szerkezettel, aktiv allapotban vagy denaturalt allapotban kell vizsgalni. Figyelembe kell venni
a membrankotott fehérje helyzetét is (extrinsic vagy intrinsic fehérjék). A fehérjék teljes szolubilizalasa, alegységekre
torténd bontasa esetén altalaban erdteljes, ionos detergenseket hasznalnak (SDS). Erdemes figyelembe venni, hogy
a hosszu szénlancot tartalmazo detergensek denaturald hatastiak, mivel megbontjak a fehérjék hidrofob régioit. A
kivalasztott detergens denatural6 hatasanak megallapitasahoz sziikség lehet a detergens-kezelt és a kezeletlen minta
Osszehasonlitasara. Enyhébb szolubilizald hatasu ionos, iker-ionos, illetve nem-ionos detergensek hasznalataval
megorizhetd a fehérje alegységszerkezete, enzimatikus aktivitasa, illetve a hozzajuk nem-kovalensen k&t6dd, nem-
fehérje természetii kofaktorok jelenléte is (dodecilglukozid, dodecilmaltozid, N-gluko-N-metilalkanamidok,
dezoxikolat, CHAPS, TRITON). Ezek a detergensek altalaban konnyen eltavolithatok a szolubilizalas utan a
mintabol dializissel. Tovabbi kérdés, hogy a szolubilizalt mintaban, a detergens eltavolitasa utan megmarad, illetve
helyreall-e az eredeti struktura?

A detergens/fehérje arany megallapitasa kritikus pontja a szolubilizalasnak. Ezért ehhez ismerni kell a minta
fehérjetartalmat. A jo arany eldontéséhez koncentracio sort kell kiprobalni mind fehérjetartalomra (pl. 5, 7.5, 10
mg fehérje/ml), mind detergensre (5, 7.5, 10 mg detergens/g fehérje), figyelembe véve a detergens CMC-4t, illetve
az irodalmi adatokat. Altalaban érvényes, hogy a detergensek a CMC-juk koriili értéknél a leghatékonyabbak és
inkabb alacsonyabb fehérje koncentracioknal.

Fontos tényezd az oldat ionereje, ami befolyasolja a membrankotdtt molekulak kozotti kolesdonhatasokat. Az ionos
kolesonhatasok csokkenthetok ndvekvo sokoncentracioval, ami a membranfehérjék a membranbdl, és/vagy mas
NaCl javasolt. Ha a detergensekhez csak korlatozott hozzaférési van, ajanlott az oktilglukozid, a CHAPS vagy a
kolat. Kiilonosen a kolat lehet hatékony magasabb sdkoncentracié mellett. A magasabb ioneré maszkirozza a
fehérjék toltését és egyuttal csdkkenti a detergens CMC-jat.

Nem elhanyagolhat6 az oldat pH-ja, illetve pufferkapacitasa. Tekintettel kell lenni az oldat dsszeallitasanal a
késobbi 1épéseknél alkalmazott fehérjeelvalasztasi modszerekre (ioncserélé kromatografia, izoelektromos fokuszalas),
valamint arra, hogy a pufferrendszer komponensei ne 1épjenek reakcioba a minta molekulaival.

Szamitasba veendd koriilmény az alkalmazott hdmérséklet és a szolubilizalas idGtartama. A kezdeti kisérleteknél
ajanlott a 4°C és 1 h, enyhe keverés mellett. Més esetekben hatékony lehet a szolubilizasas 37°C-on, de rovidebb
ideig (1-5 perc). A nem megfelel6 homérséklet valasztasanal vagy a szolubilizalas hatékonysaga alacsony, vagy
a minta molekulai sériilhetnek.

Felmeriilhet a kérdés, hogy vajon az adott detergens mennyire toxikus. Pl. a digitonin a szivmtikddésre hato glikozid,
ezért fokozott dvatossaggal kell kezelni.

Kérdés lehet, hogy vajon a detergenssel nem Iép-e¢ reakcioba a mintaoldat valamely komponense? Pl.
alkilglukozidokat, maltozidokat nem célszerii alkalmazni, ha a mintaban glukozidaz enzim van jelen.

Végiil nem teljesen mellékes koriilmény, hogy a kivalasztott detergens milyen tisztasagl és mennyibe keriil.

14.6. A detergensek eltavolitasa

Szamos esetben sziikségessé valhat a szolubilizalt mintabol a felesleges detergens, vagy az Osszes detergens
eltavolitasa, mert masik detergensre kell valtani, vagy mert a jelenlétiik zavarna a tovabbi vizsgalatokat. Ilyenkor
a kovetkezd modszerek alkalmazhatok a detergensek eltavolitasara.

14.6.1 Hidrofob adszorpceid — erételjesen hidrofob karakterti detergensek, az oldatba kevert hidrofob, oldhatatlan
gyanta adszorbensen kotdédnek, amelyet centrifugalassal, vagy sziiréssel el lehet tavolitani.
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14.6.2 Gélszlirés — méret alapjan lehet elvalasztani a detergens-fehérje, detergens-lipid, illetve homogén micellakat.
Ilyenkor az elualo oldat is tartalmaz detergenst, hogy a koncentracioja ne essen a CMC értéke ala.

14.6.3 Dializis — alkalmas mddszer a monomer detergens molekulak eltavolitasara, amelyek egy id6 utan az elbomld
micellakbol szarmaznak. Kiilonosen hatékony magas CMC-ju detergensek esetében.

14.6.4 Ioncseréld kromatografia — a detergens-fehérje és az iires micellak toltéskiilonbsége alapjan valaszt el.

14.7. Megjegyzések

Sokszor nehéz olyan detergenst talalni, ami egyarant idealis a teljes szolubilizdsdhoz és az azt kovetd vizsgalati
moddszerekhez. Gyakori, hogy a szolubilizalas utdn az els6ként alkalmazott detergenst helyettesiteni kell egy
megfeleldbb masikkal, ami kevésbé zavarja a tovabbi vizsgalatokat. Az A micellabol a B micellaba atvitt fehérjét
el kell tudni valasztani egymastol akar méret (gélsziirés, dializis), t6ltés (ioncseréld kromatografia) vagy denzitas
alapjan (stiriséggradiens centrifugalas). El6fordulhat, hogy a detergens-csere lassti folyamat és nyomon kovetésére
megfeleld modszert kell talalni. Ellendrizni kell, hogy a detergens valtas végére a fehérjék megorizték-¢ az eredeti
allapotukat, nem tortént-e denaturacio, aktivitasvesztés.

Az ionos detergensek CMC-ja ndvekvd ionerdvel csokkenthetd6 és ezek viszonylag érzéketlenek a
hémeérsékletvaltozasra. Mig a nem-ionos detergenseknél ez forditva van.

Homolog detergens sorozatokban az alkillanc hosszaval forditottan aranyos a CMC. Pl. az alkilglukozidoknal a
CMC értéke: oktilglukozid 23.2 mM, decilglukozid 2.19 mM, dodecilglukozid 0.017 mM, hexadecilglukozid
0.0015 mM.

A nem-ionos detergenseknél a CMC értékiik hatassal van a dializalhatosagukra. Magas CMC-ju detergens gyorsan
eltavolithaté a detergens-fehérje micella komplexbdl. A kis CMC-ju detergensek esetén kicsi a monomerek
koncentracié gradiense a mintaoldat és a dializal6 oldat kozott.

A két vagy tobb detergenst tartalmazoé oldatokban az alacsonyabb CMC-ju detergens hatasa elsédleges.

Bizonyos esetekben a fehérje aktivitisa valtoztathat6 egy detergens cserével, pl. a kedvezotlen hidrofob kérnyezet
csokkentésével.

Szamos nem-ionos detergens autoklavozhato, de a miivelet utan az oldatot lassan kell visszahiiteni, lasst keverés
mellett, a felhépont ala.

Ismert olyan fluoreszcencias modszer, aminek a segitségével meg lehet hatarozni az adott detergens CMC értékét,
legyen az toltéssel bird vagy toltés nélkiili. Az 1,6-difenil-1,3,5- hexatrién egy olyan toltés nélkiili molekula, amely
erdteljes, 358 nm-nél mérhetd abszorpciot, illetve 430 nm-nél mérhetd fluoreszcenciat mutat, amikor az adott
detergens a CMC értékénél micellaba zarja.
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14.8. Fuggelék

14.1. tablazat Detergens osztalyok és néhany detergens jellemzo adata

detergens tipusa detergens toltése CMC aggregacios |alkalmazott
szam (N) koncentracio
(mM)
(0.1-0.2 M Na")
alkil-dimetilamin dodecil-dimetilamin oxid 0.14 76
oxidok (LDAO)
alkil glukozidok oktil-B-D-glukozid nem-ionos | 19-25 84 46 mM
alkil maltozidok dodecil-B-D-maltozid nem-ionos |0.12-0.15 98 10-20 mM
N-dodecil-szulfobetain  |ikerionos |3.3 55 15-30 mM
alkil szulfatok Na-dodecil szulfat (SDS) |anionos  |1-2 62 > 10 mg
alkil-tioglukozidok |oktil-B-D-tioglukozid 4 -
betainok Zwittergent 3-16 iker-ionos |0.014 155
Big CHAP sorozat  |Big-CHAP nem-ionos | 3.4 10 10-15 mM
epesavak Na-dezoxikolat anionos |1-4 3-12 0.1-10 mg/mg lipid
CHAP sorozat CHAPS iker-ionos |3-5 4-14 6.5-13 mM
digitonin digitonin nem-ionos |6.7-7.3 60
glukézamidok MEGA-10 nem-ionos|5.2 - 14-20 mM
polioxietilének TRITON X-100 nem-ionos |0.29-0.31 100-155 I-5mM
BRIJ 35 nem-ionos|0.05-0.1 40 0.1-10 mg/mg lipid
Nonidet P-40 nem ionos [0.11 - 1-10 mmol/1
TWEEN 20 nem-ionos | 0.059 - 10 mg/mg lipid
kvaterner ammoénium |cetiltrimetil-ammonium | kationos [0.9-1.0 61-170
vegyiiletek bromide (CTAB)
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15. fejezet - Centrifugalas

szerz6: Dr. Nyitrai Péter

A centrifugalas az egyik leggyakrabban alkalmazott modszer biologiai mintak részecskéinek elvalasztasara. Kezdetei
az 1850-es évekre nyulnak vissza, amikor elsésorban a tej komponenseinek szeparalasara hasznaltak. E16szor 1930
koriil iilepitettek ki vele sejtmagokat.

15.1. Elve

Az altalaban vizes kdzegben felszuszpendalt részecskék mozgasa (kiililepedése) centrifugalas kdzben szamos
tényez6tol fligg: a részecske tulajdonsagaitol (méret, alak, siiriség), a kozeg természetétol (pl. stirliség, viszkozitas)
és a kililepitésre alkalmazott er6 nagysagatol. Merev, gombszeri részecskék és a viszkozus kdzeg kozott surlodasi
er6 (F) hat (G.Stokes, 1856):

F=6 RV, (v=dr/dt)
ahol n a viszkozitas, Ry, a részecske sugara €s v (dr/dt) a részecske sebessége.

Ha a részecske nem gomb alaki, akkor a surlodasi koefficiens valtozasa (f/f,, ahol az f, a gomb surlodasi
koefficiense) kovetkeztében az F valtozik:

F=(f/f,) 6 TR,V

A részecskét a centrifugalis erd (C) mozgatja a kdzegben, amit a kdzeg (py,) €s a részecske siirlisége (pp, gcm'3)
is befolyasol:

C=ma=(pp-pm)V(02r

ahol V a részecske térfogata, - gdbmb alakl részecske esetében: V=4/3an3(cm3) és pmV(ozr a részecskére hatod
felhajto erd — a részecske mozgasa kdzben folyadékot helyettesit a kozegben.

A centrifugalas sordn a centrifugalis gyorsulds tobbszordse a gravitacidos gyorsulasnak (g — 9.81 ms'z), tehat
megadhatjuk g egységekben is:

RCF=a(g)=0’rg '=4n*N?60"*rg"'=1.118 10 N*r

Aholwma szdgsebesség=2nN/60,N a fordulatszam (rpm — repetition per minute), RCF (relative centrifugal force),
(g és rpm kozti atszamolas! A fordulatszam négyzetével aranyos).

A folyékony kozegben mozgd részecske pillanatszeriien eléri a végsd sebességét és nem gyorsul, vagyis a
centrifugalis er6 és a surlodasi erd egyenlé:

(Pp - Pm)VOT = (f/f,) 6 TR,V
igy a részecske sebessége:
v=dr/dt=(pp - pm)V/(f/f,) 6 TR, o*r=so’r

ahol s a szedimentécios koefficiens, amit a részecske mérete, alakja és siirtisége is befolyasol, egysége a Svedberg
(S), 10'13s). A biologiai molekulaknal az s nagysaga altalaban 10° nagysagu.

Gradiens jelenlétében a kozeg viszkozitasa és stirlisége valtozik a forgastengelytél mért tavolsaggal, azaz az s
valtozo. fgy a szedimentacio sebességét a részecske szedimentacios koefficiense (a részecske stirlisége, a kozeg
stirlisége és viszkozitasa, a részecske alakja), valamint a centrifugalis gyorsulas szabja meg. A suriiséggradiens
alkalmazasakor a viznél nagyobb siiriségii kozeg jelenléte csokkenti ugyan a szedimentacio sebességét, de a
gradiens megakadalyozza a részecskék kiiilepedését és stabilizalja a sdvokat.
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15.2. A centrifugalis elvalasztas tipusai:

15.2.1 Differencial centrifugalas

Szedimentacios sebességbeli kiilonbségek alapjan valaszt el. A jo elvalasztashoz 10-es faktorral kiillonbozo s
értékek sziikségesek. Példaul kloroplasztiszok, mitokondriumok, riboszémak elvalaszthatdk, de intakt és tort
kloroplasztiszok nem. Mivel a kitilepedés a centrifugacsdben igen eltérd uthossz mentén lehetséges, hiszen azonos
partikulumok indulnak a centrifugacsd also és fels részébodl, tokéletes elvalasztasra nincs lehetdség, ezért a
differencial centrifugdlas altalaban tobblépéses eljaras. Eldnye, hogy nagyobb mennyiségli anyag feldolgozasara
alkalmas, ugyanakkor a kiiilepitett csapadék mindig tartalmaz mas részecskéket is (keresztszennyezés, cross-
contamination). Ennek csokkentésére tobbszori felszuszpendalas €s ujboli centrifugalas végezhetd, mikdzben
anyagveszteséggel kell szamolni. Differencial centrifugalashoz altalaban szogrotorokat és kilendiild rotorokat
hasznalnak.

15.2.2. Siriség-gradiens centrifugalas
15.2.2.1. ,,Rate-zonal” centrifugalas (1950)

Hasonlo stirtiségii, méretben kiilonb6zo részecskék elvalasztasara alkalmas szeparalasi modszer, Olyan részecskék
is elvalaszthatok, amelyeknek a szedimentacios sebessége csak 20%-ban kiilonbozik. Az alkalmazott kozeg
valamilyen stiriség gradiens. A gradiens tetejére rétegzett mintaban 1évo kiilonb6zo partikulumok 6nallé savot
alkotva kiiloniilnek el a centrifugalas soran, tomegkiilonbségeik alapjan. Gyors, egyenstlyra vezeto eljaras, a
keresztszennyezés elhanyagolhatd. Célszer(i a gradiens aljara egy nagy sliriségii réteget tenni a nehéz részecskék
kiiilepedésének megakadalyozasara. Meghatarozott méretii részecskék elvalasztasara is alkalmas, mint pl. fehérjék,
nukleinsavak, riboszomak. Ha a részecskék egy osztalyon beliil heterogének, akkor ez a mdédszer nem jo. Kilendiilo,
zonalis €s vertikalis rotorok hasznalhatok.

Problémak: szdgrotorok nem hasznalhatok, mert gyorsuldskor a minta keveredhet a gradienssel. Kicsi a kapacitas.
A felvitt anyag nem lehet tal koncentralt, mert akkor keveredik a gradiens felsé részével.

15.2.2.2. I1zopiknikus centrifugalas (1960)

Ezzel a moddszerrel alapvetéen a stirtiségiikben kiilonbdzé részecskék valaszthatok el. Az azonos denzitast
partikulumok a linearis gradiens azonos siirliségii térrészeiben helyezkednek el. A méretbeli kiilonbségek csupan
a megfeleld sav elérésének idejét befolyasoljak. Az izopiknikus centrifugalas egyensulyi rendszer kialakulasara
vezet. A minta rarétegezhetd az elore elkészitett gradiens tetejére, ill. egyenletesen elkeverhetd a gradiensképzo
anyaggal. [lyenkor a linedris gradiens és az elvalas egy 1épésben, a centrifugalis erd hatasara alakul ki. A méretbeli
kiilonbségek csupan a megfeleld sav elérésének idejét befolyasoljak. A vertikalis rotorok a legalkalmasabbak, mert
a legrovidebb centrifugalasi id6t igénylik. Hatranya, hogy a részecskék mindenképpen érintkeznek a nagy

s

15.3. A centrifugak tipusai
15.3.1. Preparativ centrifugak

15.3.1.1 Low-speed centrifugdk: 2-6 ezer rpm., max. 6000g, altalaban hiithet6k, vakuum rendszer nincs, fékezés
altalaban van. A bioldgiai mintak kezdeti feldolgozdsadhoz hasznalatosak. Sejtek, gyorsan kitilepedd sejtalkotok,
sejtmagok, kloroplasztiszok izoldlasara alkalmasak.

15.3.1.2 High-speed centrifugdk: 18-25 ezer rpm., max. 60000g. Hiitheték, némelyik tipus vakuumban miikddik.
Szubcellularis frakciok elkiilonitésére alkalmasak.

15.3.1.3 Ultracentrifugdk: 40-80 ezer rpm., kb. 600000g. A preparativ ultracentrifugak segitségével riboszomak,
membranpartikulumok, makromolekulak valaszthatok el.
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15.3.2. Analitikai ultracentrifugak

Ezeket elsdsorban molekulasuly, szedimentacios allando, diffizios allandé meghatarozasara alkalmazzak, de
felhasznaljak molekularis kdlcsonhatasok, alegységszerkezet, konformacié vizsgalatara is. A modern analitikai
ultracentrifugakat bonyolult optikai és szamitogépes rendszerekkel szerelik fel.

15.3.3. Egyéb centrifugak

mikrocentrifugak, folyamatos aramlasu centrifugék, stb.

15.4. Centrifuga rotorok

A kisebb centrifugak rotorjai réz-¢s acél 6tvozetekbdl, ritkdbban miianyagbdl. Az ultracentrifugak rotorjai aluminium,
vagy titan 6tvozetekbdl késziilnek, hogy a nagy terhelést elviseljék és a korr6zid a minimalisra csokkenjen. A tiszta
aluminium rotorok fokozott korrdzié elleni védelmet igényelnek (stressz korrdzio, réteglevalas). A titan 6tvozetek
ellendllnak a korrézionak, élettartamuk igen hosszu és nem Iép fel kifaradas, de igen dragak. Ezeket fekete
epoxiréteggel vonjak be.

15.4.1 A preparativ centrifuga rotorok fébb tipusai: a kilendiilé (swing-out), a vertikalis, a szog (fixed-angle)
€s a zonalis rotorok.

Kilendiilo rotorokban a felfliiggesztés kiilonboz6 lehet (oda kell figyelni a csovek megfeleld helyre valo berakasara,
amiben segit a szamozas). Az elvalasztas és leallas soran a savok reorientalédnak. A szégrotorokban a csdvek
més-mas szogben helyezkedhetnek el. (20-40°). A csekély reorientacid elényds az izopiknikus elvalasztasnal,
noveli a felvihetd anyagmennyiséget. A vertikdlis rotorok, (a szdgrotorok egy specialis fajtaja), elonye a gyors
elvélasztas — a rovid szedimentacids uthossz, de nagy a reorientacio. Zonadlis rotorok esetében az elvalasztando
anyag magaban a rotorban van (rate-zonal, izopiknikus elvalasztasra jo).

Elutriktor rotoroknal a centrifugacsben a centrifugalis erdvel szemben mozgd, ndvelhetd folyadékaramlas van.
Az elvélasztott részecskek eltavolithatok. Elsdsorban sejtek elvalasztasara alkalmazzak.

15.4.2 A rotorok tipusai és felhasznalasi teriileteik

rotor tipusa Az elvalasztas mddja

differencial rate-zonal izopiknikus
szdgrotor kivalo gyenge jo
vertikalis rotor gyenge jo kivalo
kilendilé rotor gyenge Jo megfeleld
zonalis rotor gyenge kivala megfeled

A gyartok altalaban megadjak a rotorok jellemzdit: maximalis rpm (Npax)s Fmax €S Fmins @ TOtor maximalis, illetve
minimalis sugara a forgastengelyt6l mérve, valamint egy rotorjellemz6 (k) faktort:

Kk =2.53 X 1011 [In(F0/F min)]-Nimax”

Minél kisebb a rotor k faktora, annal nagyobb a kiiilepités hatékonysaga. A k faktort teli centrifugacsére adjak
meg. Ertéke részben tolttt csé esetében kisebb. A faktor értékét noveli, ha a kozeg viszkozitésa és siiriisége
jelentésebben eltér a vizétdl. Ezért pl. a gyari k faktor cukorgradiens esetén nem hasznalhato. Helyette K", aminél
feltételezik, hogy a molekula siirisége a cukoroldatban 1.3 g cm'3, ami fehérjékre, DNS-re igaz, de az RNS-¢é 1,7
g cm™. A k faktor a rotor maximalis sebességére adott, ezért alacsonyabb fordulaton a k faktort korrigalni kell:
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kaktuélis =k [Nmax /N aktur’xlis]2

Ha a centrifugalashoz hasznalt kozeg stirisége nagyobb, mint 1,2 g cm, akkor a megadott maximalis fordulatszam
nem hasznalhat6. Helyette az uj maximalis fordulatszam kiszamolhato:

N’ max=Nmax(1.2/p)"?

Ha az adott részecske szedimentacios koefficiense ismert, az alabbi 6sszefiiggés segitségével szamolhato a részecske
kitilepitésének ideje:

t = Kk/s., illetve cukorgradiensen.t = K'/s

A rotorok tervezésénél és hasznalatanal kozponti probléma a rotor stabilitdsa. A rotor sulypontja forgas kozben,
foként alacsonyabb fordulatszamnal, nem stacionarius, hanem cirkularis mozgast ir le. Ez az igynevezett precesszio
(szinkronforgas) minden rotorra jellemzd. A tervezés és a meghajtas precizitasa csokkentheti. Sokkal komolyabb
probléma a rotor aszinkron forgasa, amely elsdsorban magasabb fordulatszamon jelentkezik. Okozhatja tervezési,
meghajtasi hiba, ill. a rotor és foképpen a centrifugacsdvek kiegyensulyozatlansaga. Tovabbi hibaforras a vakuumban
miik6d6 ultracentrifugaknal, ha a csdvek gondatlan lezarasa miatt a minta egy része eltavozik a csébdl. Mar kisebb
kiegyenstlyozatlansag is zavarhatja az elvalasztast, kiilonosen gradiens centrifugalasnal. Komolyabb

kiegyenstlyozatlansag mechanikai sériilésekhez is vezethet, jollehet a korszer(i ultracentrifugakat ilyen jellegii
hibak elleni védelemmel ellatjak.

A rotorokat adott stirliségli kozegre tervezik. Ha az alkalmazott kdzeg stirlibb, a rotor sebességét csokkenteni kell:
N’ max = DD/SD.(ahol DD a tervezett stirtiség, SD az 1j stirtiség)

15.4.3 A rotorok védelme

15.4.3.1 Fizikai sériilés: iigyelni kell arra, hogy a rotor ne essen le, vagy mas fizikai sériilés ne érje (pl. karcolas)

15.4.3.2 Tisztitas: altaldban semleges detergensekkel tisztitandok a rotorok, majd desztillalt vizzel lehet lemosni
€s szarazra torlilni. Az aluminium rotoroknal nem szabad lagos, vagy savas mososzerekkel tisztitani €s ajanlott
viztaszit6 spray hasznalata (pl. WD40)

15.4.3.3 Eletidé: az ultracentrifuga rotoroknél a hasznalhatésagot az életidé korlatozza. Az életidét a futas idStartama,
az alkalmazott g, és a mintak szama hatarozza meg. Az életidot a gyart6 altal megadott modon kell kiszamitani.
Lejarta utan, csak az illetékes szerviz vizsgalata utan lehet tovabb hasznalni.

15.5. Centrifuga csovek

15.5.1 Uvegesovek - 3000g felett nem hasznalhatok, de igen inertek. Az erds Corex csdvekkel 25000g is elérhetd.
A minta feltapadasat szilikon bevonattal lehet kivédeni.

15.5.2 Polikarbondt csovek - atlatszoak, autoklavozhatoak és erdsek, bar bizonyos olddszerekre érzékenyek (szerves
oldoszerek, alkoholok, fenol, alkalikus kozeg, detergensek). A vékonyfaltiak eltdrhetnek, pl. intenziv fékezés
kozben.

15.5.3 Poliszulfonat csévek - olyanok, mint az elébbiek, de nem érzékenyek alkalikus kdzegre, €s pl. etanolra, de
pl. fenolra igen.

15.5.4 Polipropilén csévek - hasonlo a fentiekhez, jobb kémiai rezisztencia jellemzi 6ket, autoklavozhatdak.
15.5.5 Celluloznitrat, cellulozacetat csovek - atlatszoak, de tlizveszélyesek, konnyen dregszenek.
15.5.6 Celluloz észter csovek - autoklavozhatoak, CsFs-acetat, valamint sav- és lugérzékenyek.

15.5.7 Zarékupakok 1d. Ultracentrifugalasnal (illékony, fert6z6, radioaktiv, mérgezé anyagok esetén szintén
zéarhat6 csovek hasznalata kotelezo).

162

render

http://www.renderx.com/



render

Centrifugalas

15.6. A centrifugalas kozege

A centrifugalas soran, az esetek tobbségében, kiillonbozo tulajdonsagh részecskék szétvalasztasa torténik, amelyet
altalaban egy dezintegrald homogenizalas eléz meg. A homogenizalashoz és a centrifugalashoz is megfeleld kdzeget
kell valasztani, amely biztositja, hogy a biologiai minta a kivant mértékben meg6rizze nativ strukturajat és funkcioit.
kelatképzok, membranvédé faktorok és antitoxikus anyagok is alkalmazhatok. Mig a differencial centrifugalas
soran a minta végig egy, vagy tobb homogenizald6 médiumban van, a gradiens centrifugalas soran kiilonbozo
gradiensképzd anyagokat is fel kell hasznalni, amelyeknek szamos kdvetelménynek kell megfelelniiik: a gradiens
anyag legyen inert, de legalabbis ne legyen toxikus, ismertek legyenek a fiziko-kémiai tulajdonsagai, legyen
vizoldhato, ozmotikusan és optikailag inaktiv, kellképpen, de ne tilzottan viszkdzus, kdnnyen elvalaszthato legyen
a minta részecskéitdl és legyen olcson hozzaférhetd, esetleg visszanyerhetd. Mivel az alkalmazott gradiens anyagok
egyike sem elégiti ki az 6sszes kivanalmat, ezért egy adott bioldgiai minta elvalasztasahoz a legmegfelelébbet kell
kivalasztani (Id. irodalom).

15.6.1 Az ismertebb gradiensanyagok tulajdonsagai és felhasznalasi teriileteik:
15.6.1.1 Nem-ionosmédiumok

Cukor (szacharoz): idealis gradiens anyag, de er6s ozmotikum, csak magasabb koncentracioban viszkozus, pH=3
alatt a glikolitikus kotés instabil. Autoklavozasnal karamellizalodhat. Felhasznaljak az izopiknikus elvalasztasnal,
sejtorganellumok, virusok, makromolekularis komplexek elvalasztasara.

Glicerin: analitikailag igen tiszta, benne szamos enzim megodrzi aktivitasat, de er6sen viszkézus. Elsésorban
enzimek elvalasztasara hasznaljak.

Poliszacharidok (glikogén, dextran, Ficoll): ozmotikusan inertek, de magas a viszkozitasuk. Stabil gradiens
készithetd beldliik. Sejteket, sejtorganellumokat és membranokat izolalnak benniik.

Jodindlt gradiens anyagok (iothalamat, metrizamid, Nycodenz): kis ozmolalitasu, kevéssé viszkozus anyagok,
széles korben hasznalhatdk, de az UV-ban elnyelnek. Felhasznaljak nukleinsavak, fehérjék, nukleoproteidek, sejtek,
sejtorganellumok, virusok izolalasara.

Szilika kolloidok (Ludox, Percoll): 3-20 nm atmérdji részecskéket tartalmaz, nem toxikus, ozmolalitdsa alacsony,
igen stabil, de az alacsony pH-ra és a nagy ionerdre érzékeny. Onbedll6 (self-forming) gradiensanyag. A szilika
kolloidok feliiletét polivinilpirrolidinnel vonjak be. Ez csokkenti a kdlcsonhatast és noveli az inertséget, de erésen
nyelnek el az UV-ben. Sejtorganellumok, sejtek, membrankomplexek, baktériumok, virusok elvalasztasara alkalmas.

Proteinek (bovine serum albumin, BSA): ozmotikusan inertek, viszkozusak, de az UV-ban elnyelnek. Sejtek,
intakt sejtalkotok izoldlasara alkalmasak.

15.6.1.2 Ionos médiumok

Cézium sok: foként izopiknikus elvalasztashoz alkalmazzak. Nagy ionerejii és ozmotikusan aktiv, elég viszkozus
vegyiiletek. Self-forming gradiensképzok. Nukleinsavak, plazmidok, DNS ¢és RNS fragmentek izoldlasara
alkalmazzak.

K, Na-és Rb sok: kis strliségii és viszkozitasti anyagok. Foképp lipoproteineket, RNS és DNS fragmenteket
izolalnak benniik.

15.6.2 Centrifugalasi kozeg kivalasztasa (alapvet6en tdmaszkodva az irodalmi adatokra)
15.6.3 Gradiensek eléallitasa

Alapvetden kétféle gradiens allithato eld, linearis és szakaszos gradiens. A lineéris gradiens készitése (6ntése) a
centrifugalashoz hasznalt cs6ben torténik, egy alul 6sszekotott, csappal elzarhato, két hengert tartalmazo ontdéedény
higabb oldatot tartalmaz6 edénybdl indul a centrifugacsdbe, amely a téményebb oldat feld] folyamatosan toményedik.
A koncentracid hatarok kivalasztasat az elvalasztando részecskék tulajdonsagai szabjak meg. A kifolyas a higabb
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oldatot tartalmaz6 edénybél torténik, amelyet a toményebb oldat allandéan pétol. igy a centrifugacsében emelkedd
folyadék koncentracidja folyamatosan valtozik, fentrdl lefelé toményedik. Az un. self-forming gradiens anyagokbol
elézetes centrifugalas segitségével allithato eld stabil, linearis gradiens. A szakaszos gradiensek készitése tobb

e

bioldgiai mintat altalaban a gradiens tetejére rétegezik, ritkabban, egyenletesen eloszlatva, a gradiens tartalmazza
(izopiknikus elvalasztas egy esete).

A centrifugdalas, mint elvalasztasi modszer rendkiviil valtozatos lehetdséget nyujt kiilonbozd bioldgiai anyagok

izolalasara. A hatékony és eredményes munkdhoz azonban a koriilmények (centrifugalas tipusa, kdzeg) és a
berendezés (centrifuga, rotor, csd) helyes megvalasztasa sziikséges.

15.7. Gyakorlat

Gradiens centrifugalas (Caffarri et al., JBC 276: 35924-33, 2001)
Szolubilizalas:

Sz: 20 mM HEPES (pH 7.5)
500 mM HEPES (pH 7.5) 0.2 ml — 5.0 ml-re bidv-zel

Koériilmények: 500 ug ml™! Chl, 0.6% DDM, 1 min Vortex, 10 min 15000xg cf.
Gradiens: (glicerinnel lassabban valik szét, de szebb a szétvalas)

0.1M: 10 mM HEPES (pH 7.5), 0.1 M szahardz, 0.05% DDM (5% glicerin)

500 mM HEPES (pH 7.5) 1.0 ml

szaharoz: 1.712 g
DDM 25 mg
(glicerin 25¢)

— 50 ml-re bidv-zel
1.0M: 10 mM HEPES (pH 7.5), 1.0 M szaharoz, 0.05% DDM (5% glicerin)

500 mM HEPES (pH 7.5) 1.0 ml

Szaharoz: 17.115 g
DDM 25 mg
(glicerin 25¢)

— 50 ml-re bidv-zel
2.0M: 10 mM HEPES (pH 7.5) 2.0 M szaharo6z, 0.05% DDM (5% (v/v) glicerin)

500 mM HEPES (pH 7.5) 0.5 ml
Szaharoz: 17.115 g
(glicerin 25¢)

— 25 ml-re bidv-zel

Minta: szolubilizalt tilakoid
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Centrifugalas

Vak gradiens:

0.1MV: 0.1 M szahar6z 2.115 g— 75 ml-re bidv-zel
1.0MV: 1.0 M szaharéz 25.673 g— 75 ml-re bidv-zel
2.0MV: 2.0 M szahar6z 17.115 g— 25 ml-re bidv-zel

Vak minta: DCPIP oldat a gyakorlatrol

Kivitelezés: 6 ml 0.1M/0.IMV ¢és 6 ml 1.0M1.0MV oldatb6l gradienskeverével gradienst Ontiink a
centrifugacsovekbe. Fecskenddvel alarétegeziink 1 ml 2.0M/2.0MV-t. A gradiensre 0.5 ml mintat, ill. vak mintat
rétegeziink. 22 h ultracentrifugalas 28000xg-vel. Ezutan a gradiensen megjelend savokat leszivjuk/a gradienst
frakcionaljuk. Az elvalasztott savok azonositasahoz felvessziik az abszorpcids spektrumukat/meghatarozzuk Chl
a/b aranyukat/fehérjedsszetételiiket. Az utdbbihoz a mintat szolubilizaljuk: 100 pl mintdhoz 50 pl 3x tdmény
Laemmli szolubilizald oldatot (62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 2% merkaptoethanol, 10% glicerin, 0.001%
bromfenolkék) adunk, és 30 percig szobahdmérsékleten néha vortexelve szolubilizaljuk. A mintakat Laemmli
gélelforetikus rendszerrel elvalasztjuk.

15.8. Irodalom

Centrifugation, a practical approach. (D. Rickwood ed.),IRL Press, Oxford, Washington DC, 1984.

Rickwood, D., Ford, T.C., Steensgaard, J.: Centrifugation, essential data. John Wiley [J Sons, Chichester, New
York, Brisbane, Toronto, Singapore, 1994.
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