7. gyakorlat: Plazmid izolalas, emésztés, gélelektroforézis

1.Miért van sziikség restrikciés enzimek esetében hdinaktivalasra?

Azért, hogy elkeriiljik a star aktivitast. Ez azt jelenti, hogy ha tal sokaig hagyjuk a DNS-sel
egy oldatban az enzimet, akkor nem csak a felismeréhelyeknél, hanem mas, random
helyeken is elhasitja azt. Az el6irt inkubalasi id6 leteltével, de legfeljebb 1 6ra elteltével
héinaktivalast kell végezniink. Ekkor az enzim elveszti nativ szerkezetét, igy onnant6l nem
tudja tovabb ellatni funkcidjat (azaz nem hasitja tovabb a vele egy oldatban lévé
nukleinsavakat — a nukleinsavakban nem tesz kart a héinaktivalas)

2.Roviden irja le a molekularis klénozas (plazmid eléallitas) Iépéseit!

e a felsokszorozni kivant génszakaszt tartalmazé DNS beszerzése a kivalasztott
organizmusbdl (pl. human, patkany, egér)

e PCR: a kiszemelt nukleotid szekvenciat, target DNS-t nagyobb mennyiségben
megfeleléen tervezett primerekkel, PCR reakcidval nyerhetjiik ki egy teljes gén,
esetleg kromoszéma vagy genom szekvenciajabol (attol fliggéen, hogy mit tudtunk
,beszerezni”)

a tervezett PCR primereknek van egy hibridizalo része, felismer6 régidja, ami a célszekvencia
komplementere, illetve van egy nem hibridizalo része, ahol a restrikcios enzimek hasitasi
helye kédolddik

e restrikcids enzimekkel emésztés: un. ragadés vég, néhany nukleotid hosszu
egyszalu szakasz marad a felsokszorozott DNS 5’ és 3’ végén is. Ezt a target (cél)
DNS szakaszt nevezzik inzertnek.

e ha az iires plazmidot ugyanazokkal a restrikcios enzimekkel emésztjiik, mint a
target DNS szakaszt

e ligalas: a plazmid és az inszert ragadds végei egymas komplementerei lesznek.
Spontan hibridizalnak, majd ligaz enzim hozzaadasaval a target kovalensen is
beilleszthet6 a vektorba
a DNS-ligaz enzim foszfodiészter kotés létrehozasdval képes 6sszekapcsolni két kovalensen
nem kapcsolédott DNS molekulat

3. Mi a DNS ligaz enzim funkcidéja?

A DNS-ligaz enzim foszfodiészter kotés létrehozasaval képes 6sszekapcsolni két
kovalensen nem kapcsolddott DNS molekulat.

4. Mi az a star (csillag) aktivitas?

Léasd: 1. kérdés - ha tul sokaig hagyjuk a DNS-sel egy oldatban az enzimmel,
akkor nem csak a felismeréhelyeknél, hanem mas, random helyeken is elhasitja azt.



5. irja le a plazmid izolalas lépéseit vazlatosan!

e a baktérium kulturat centrifugaljuk

o lizispufferben felvessziik a sejteket

o feltarjuk a sejteket (roncsoljuk a baktériumok membranjat, hogy minden
makromolekula kiszabaduljon a citoplazmabdl)

e tobb moso lépés: a DNS karositasa nélkil kicsapjuk, igy eltavolitjuk a
fehérjéket és egyéb sejtalkotokat

o felvissziik a plazmidot tartalmazo oldatot a szilikon gyongyokbél allo
oszlopra, ami kell6en magas s6koncentracion megkoti a nukleinsavakat

e tovabbi moso lépések

e megtisztitott plazmid DNS kis térfogatu elucios pufferrel vagy vizzel
eltavolithaté az oszlopradl, igy tomény, tiszta, tovabbi felhasznalasra kész
plazmidot kapunk
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6.A molekularis klénozashoz szolgalé kiindulasi PCR soran milyen primertervezési
szempontot érdemes figyelembe venni, ami a klénozashoz fontos lehet?

A PCR reakcidhoz hasznalt primereket ugy kell megtervezni, hogy segitségtikkel
hozza tudjunk adni a target szekvenciahoz olyan nukleotidokat, amiket a késébbi



Iépések soran hasznosithatunk. (pl restrikciés enzim felismer6 helyeket, illetve stop
kodonokat a 3’ végre).

Pl. a target szekvenciahoz hozzatoldunk primer altal 5’ iranyba egy EcoRl
hasitohelyet, 3’ iranyban pedig egy Notl hasitéhelyet.

Az igy tervezett PCR primereknek van egy hibridizal6 része, felismer6 régidja, ami a
célszekvencia komplementere, illetve van egy nem hibridizalé része, ahol a
restrikcios enzimek hasitasi helye kodolodik.

7.Milyen komponensekbél all a gélelektroforézishez hasznalt gél, amit
nukleinsavak futtatasahoz a laborban szokas onteni hasznalat el6tt? Melyik
komponensnek mi a szerepe?

Poliszacharid molekulakbdl kialakitott térhalés szerkezetii agar6z gél -~ Egy agaroz oldatot
készitlink, ami visszahiilés kozben géllé szilardul.
Oldat komponensei:
e TAE puffer:
o Tris-acetat: savas 6sszetevé (nagyjabdl allandé 8,3 pH-n)
o EDTA: fémion kelator, a DNazok miikodését gatolja, amiknek Mg2+ ion
kellene a miikodéséhez
e agaréz

8.Milyen komponensekbdl all a gélelektroforézishez hasznalt futtaté puffer, amit
nukleinsavak futtatasahoz hasznalunk? Melyik komponensnek mi a szerepe?

TAE puffert hasznalunk, amely megfelel6 ionos kozeget biztosit a futashoz.
Két Osszetevd keverékébdl all:
e Tris-acetat: savas 0sszetevl
e EDTA: fémion kelator, a DNazok muikodését gatolja, amiknek Mg?* ion kellene a
muakodéséhez

9.Gélelektroforézis soran milyen iranyba futnak a DNS molekulak? (piros/fekete,
pozitiv/negativ, mindegyik legyen része a valasznak) Miért?

Mivel a DNS negativ toltésii, ezért ha a gélt tartalmazé futtaté kadat elektromos dramkorbe
kotjik a DNS mintak a pozitiv (piros) elektroda felé fognak futni, igy, hogy a révidebb DNS
fragmentumok futnak elél, a nagyobbak hatul. A gélt ugy kell a kadba helyezni, hogy a
zsebek a fekete elektrédahoz kozelebb legyenek, nehogy a minta ellenkezé iranyba futtatva
kifusson a gélbél.



10.Mikor mondhatjuk egy nukleinsav molekulara (szekvenciara), hogy
rekombinans? (nem elég egy sz6 valasz gyanant)

Rekombinans DNS szakasz: minden, ami akar csak részben is mesterségesen kialakitott
nukleinsav szekvencia, vagyis egy az egyben nem lenne megtalalhaté semelyik organizmus
sajat genomjaban.

11. Mit jelent az in vitro és az in vivo kifejezés?

in vitro: ("kémcsdben") a kisérleti folyamat nem az él6 szervezetben, hanem azon kiviil,
ellendrzott koriilmények kozott zajlik le

in vivo: ("él6lényben") a kisérleti folyamat az él6 szervezetben zajlik le

12.Milyen tipusu vektorokat hasznélnak a molekularis biolégiaban? irjon legalabb
két tipust.

vektor: az a DNS molekula, aminek a segitségével az idegen génszakaszt bevissziik a
sejtbe

példak: plazmidok, viralis vektorok (kozmidok), lambda fag alapu vektorok, illetve
mesterséges kromoszémak

A rovidebb DNS darabok ,gyorsabban futnak”, igy azok vannak tavolabb. Val6szindleg tul
sokaig volt inkubalva az emésztés, mivel olyankor az enzim hajlamos nem csak a felismeré
helyeknél elvagni a DNS-t, hanem random helyeken is (star aktivitas).



