Plazmid transzformalas, steril munka

1. Ismertessen legalabb kétféle sterilizalasi eljarast!

Forralas: edények, oldatok csiramentesitésére, akar mikroban melegitéssel is muadkodik,
legalabb 5 percig érdemes

UV: az ultraibolya fény DNS roncsol6 hatasu, a mikroorganizmusokra is ugyanugy hat, mint
az emberekre.

Nyilt lang: legrégebbi, legegyszerlibb sterilez6 modszer. Fémeszkozoket (csipeszeket,
fémszélesztoket) szokas el6bb alkoholba martani, majd a langba tartani, igy mikdzben az
alkohol elég a feliileten elpusztitja az 6sszes csirat. Uvegek, kémcsdvek szajat szokas még
néhanyszor athazni a lang felett, hogy kiontés kozben ne szennyezédjon be az agar, vagy a
sterilizalt eszkdzeink ne vihessék be az liveg szajan/a kupak alatt vagy mellett megteleped6
csirdkat a minta belsejébe. Megfelel6 koriiltekintéssel miianyag eszkozoket is lehet
langoldssal csiramentesiteni, kiilondsen azokat a héallé taroldkat, amik kifejezetten steril
munkahoz, sejtek tenyésztéséhez lettek kifejlesztve.

Plazmasterilezés: legujabban alkalmazott sterilezési eljaras. Zart terii berendezésben
vakuumot hoznak létre, majd H,0,-t fecskendeznek be. Elektromos vagy magneses tér
hatasara a H,0, ,plazmaallapotba” keriil, amelyet az anyag negyedik halmazallapotanak is
szokas nevezni. A peroxid pozitiv és negativ toltésili szabad gyokei altalanos antimikrobalis
- virucid, baktericid, sporacid - hatdsuak. A plazmasterilezés alacsony hémérsékleten (46 + 4
'C) szaraz légtérben torténik. Hére és nedvességre érzékeny anyagok esetében is
alkalmazhatd. O, és H,0 marad vissza, tehat nem toxikus. Sterilezés hossza 45-75 perc. A
sterilizalast kovet6en a késziilék tartalma szaraz, azonnal felhasznalhato.

2. Hogyan hat az ultraibolya fény a mikroorganizmusokra? (Kifejtve, hogy pontosan
mit csinal.)

DNS roncsolé hatasu (mint emberben). A citozin esetében fotohidrataciot (kettés kotésének
felszakadasat okozza), timin és uracil esetében fotodimerizaciot okoz.

3. Mi a hatranya az UV sterilezésnek (mire kell figyelni a hasznalatakor)?
A sugarzasnak igen kicsi az athatolo képessége, hatdsa a tavolsaggal négyzetes aranyban
csokken, és a légterek csiramentesitésénél mindig maradhatnak olyan, a sugarzas szamara
nem elérheto teriiletek, ahol a mikroorganizmusok életben maradhatnak.

4. Mi torténik autoklavozaskor?
Az autoklav nagy nyomason miikodo, allé vagy fekvé kivitelli, mechanikusan vagy gézzel
kavart, gozzel fiitott, zart tartaly formaja késziilék. A munkaterét légtelenitik, majd
tulnyomasos vizgozt juttatnak a késziilékbe, amely adott h6fokon és hat6idé alatt elpusztitja
a mikroorganizmusokat.

5. Mit jelent a laminaris lIégaramlas, hol és miért hasznaljuk?

A laminaris légaramlas azt jelenti, hogy nincs benne turbulencia, a leveg6 egy iranyba vagy
vertikalisan vagy horizontalisan aramlik. A laminaris fiilkékben hasznaljuk, ahol a szirt



leveg6 folyamatos, laminaris aramlasa biztositja azt, hogy az eszkdzokre és mintakra
semmilyen mikroorganizmus ne telepedhessen ra.

6. Sorolja fel a plazmid harom f6 komponensét!
e kl6énozé hely (idegen DNS helye)

e szelekcios marker (ez alapjan kivalaszthatok azok a baktérium sejtek/koloéniak,
melyek tartalmazzak a plazmidot, altalaban antibiotikum rezisztencia gén)

o replikacids origoé (ez sziikséges ahhoz, hogy a plazmid replikalédni tudjon a
gazdasejtben)

7. Hogyan kiilonitjiik el azokat a baktérium telepeket, amikben van plazmid azoktdl,
amikben nincs?

Szelekciés markerek (altaldaban antibiotikum rezisztencia gének) segitségével kivalaszthatok
azok a baktérium sejtek/koldniak, amelyek felvették a plazmidot (illetve antibiotikum
rezisztencia alkalmazasakor csak azok a baktériumok élik tal, amelyek felvették a
plazmidot).

Pl. ha ampicillin rezisztencia gént hordoz a plazmid, akkor ampicillin tartalmu taptalajon
novessziik a baktériumokat a regeneralédasi idé utan.

8. Hogy hivjak a folyamatot, melynek soran nem rokon egyedek kozott génatadas
torténik?

Horizontalis géntranszfer
9. Mit jelent az, hogy kompetens sejt? Hogyan lehet egy sejtet kompetenssé tenni?

Az a sejt kompetens, amelyik képes a kornyezetébdl DNS-t felvenni. Kompetens sejteket
legegyszer(ibben ugy hozhatunk létre, hogy a sejteket CaCl2-ot tartalmazoé oldatban
inkubaljuk, mely segiti a plazmid DNS kotédését a baktériumfal lipopoliszacharidjahoz; vagy
hdsokkal, melytdl a sejtmembran fluidabb lesz. Legkdnnyebben az E. coli tehet6
kompetenssé

10. Alkalmas-e a plazmid transzformalas arra, hogy emberi sejtekkel termeltessiik
a kivant fehérjét? Fejtse ki, hogy miért igen/nem!

Prokariotak esetén transzformalasnak nevezziik azt az eljarast, amikor a gazdasejt exogén
genetikai anyagot vesz fel. Eukariotak, allati sejtek esetén bonyolultabb mddszerekre van
sziikség idegen DNS bejuttatasahoz, amit transzfektalasnak nevezink.



11. El6zetes molekularis bioldgiai tanulmanyai alapjan mit gondol, milyen
hatranyai/nehézségei lehetnek annak, ha human fehérjét termeltetiink
baktériumsejtekben?

A prokariotakban nincs sejtmag, és egyéb membran hatarolt sejtszervecskék, ezért az
eukariota gének lehet hogy nem funkcionalnanak ugyanugy a baktériumban mint az
eukariotaban miikddnének, ami megnehezitheti az izolalasukat. Tovabba nehéz biztositani,
hogy a baktérium teljesen funkcionalis fehérjét allit eld.

Baktériumokban nincsenek intronok, igy ha olyan eukariéta gént akarunk baktériumban
expresszalni, ami tartalmaz intront, és ezek nem 6nmaguktél vagodnak ki, akkor el6bb
cDNS-t kell Iétrehozni, és ezt beiiltetni a baktériumba. Sok eukariéta fehérje esik at poszt-
transzlaciés médositason, amit a baktérium nem tud megcsinalni, mert hianyoznak az
ehhez sziikséges sejtszervecskéi (ER, Golgi).

12. Roviden ismertesse a lac operon miikodését, az IPTG szerepét a fehérje
expresszidban!

A lac-operon a laktéz hasznositasat szabalyozza. Promoéter-régiobal, operatorrégiobol és 3
struktirgénbdl all. Ha nincs laktéz a rendszerben, a gatléfehérje (lac-represszor)
bekapcsolodik az operator régioba, emiatt az RNS-polimeraz nem képes a DNS-hez kotodni
és azon végighaladni és a struktirgének nem képesek lakt6z-bonté enzimet szintetizalni.

Ha megjelenik a laktéz a baktérium kornyezetében, az bekapcsolodik a represszorfehérjébe,
igy gatlas ala kertl, ennek kovetkeztében nem képes bekapcsolodni az operator régioba,
ezaltal megindulhat a lakt6z-bonté enzim szintetizalasa.

Az IPTG (izopropil-tiogalaktozid) egy nem metabolizalodé lakt6z analég. A bakterialis
promotereket IPTG-vel indukaljuk. Az indukcié a lac-operon szabalyozasi elvén alapul. IPTG

jelenlétében a lac-represszor levalik a prométerrél, megtorténik a génatiras. A hozzaadott
IPTG mennyiségével még az atiras mértékét is szabalyozni tudjuk.

13. Mi torténik molekularis szinten, ha baktériumsejtekhez kléramfenikolt adunk?
Mi a célunk ezzel?

A kléramfenikol nev( antibiotikum baktériumokban az 50S riboszoma alegységhez kotodik,
a peptidil transzlokaciot blokkolja, ezaltal leallitja a fehérjeszintézist, emellett pedig a

baktérium sajat kromoszomajanak replikaciojat is gatolja — ezaltal a kezelt baktériumban a
plazmid replikacidja fokozodik.

14. irja le a transzformalas + szélesztés lépéseit roviden!

1. Jégen fokozatosan kiolvasztjuk a -80°C-on tarolt, el6zetesen elkészitett
kompetens sejteket.

2. 5-10 ng plazmidot pipettazunk a kompetens sejtekhez.

3. Ovatosan keverjiik a plazmidot és a sejteket (NE vortexeljiik, mert a sejtek ilyenkor
még sériilékenyek).

4. Tegylk 42 °C-os vizfiirdobe vagy termosztatba a csdveket 90 masodpercre.

5. Tegyuk 6ket vissza 2 percre a jégre.



6. Ezutan steril fllke alatt tegylink a sejtekhez 300 pL steril, antibiotikum mentes
»LB” médiumot, majd tegyiik 20-30 percre 37 °C-os vizfiirdobe 6ket. Az E. coli
baktériumok osztédasi ciklusa LB médiumban 37°C-on kb. ennyi id6 kell nekik, hogy
egyet osztddjanak.

7. Steril fllke alatt 100 pL-nyi folyadékot pipettazzunk a plate-re a transzformalt
cs6bdl. Kenjiik szét a folyadékot a teljes plate-en a langolassal sterilizalt liveg
szélesztépalcikaval.

8. Taroljuk a lemezeket 37°C-os termosztatban, mert az az E. coli baktériumoknak a
legmegfelelébb hémérséklet a névekedéshez. Erdemes egy-két 6ran keresztiil
taptalajjal lefelé tarolni a lemezeket, hogy a gravitaciét kihasznalva beszivja a
taptalaj a szélesztett baciszuszpenziét, majd egy-két 6ra elteltével forditsuk a
petricsészéket fejjel lefelé, hogy ne gyliljenek 6ssze a telepek egy csoméba. 37 °C-on
inkubaljuk a lemezeket egy éjszakan at.

15. Mi az a h6ésokk? Mire j6? Hogy torténik pontosan a protokollban?

Hésokk hatasara a sejtmembran fluidabb lesz, igy a DNS be tud jutni a citoplazmaba. A
hésokk 90 masodperces 42°C-ra melegitéssel torténik (termosztatban vagy vizfiirdében),
ezutan a sejteknek rogton vissza kell keriilniiik a jégre.

16. Mivel tehetéek kompetenssé a baktérium sejtek, mi zajlik ilyenkor?

Kompetens sejteket legegyszertibben ugy hozhatunk létre, hogy a sejteket CaCl,-ot
tartalmazo oldatban inkubaljuk. Ez el6segiti a plazmid DNS és a baktérium sejtfalaban levé
lipopoliszacharidok kozti kotés kialakulasat, mert a pozitiv toltésii Ca**-ok vonzzak a
negativ toltési DNS-t.

17. Milyen hosszu az E. coli baktériumok osztédasi ciklusa 37°C-on, LB médiumban?
20-30 perc

18. Mekkora dssztérfogatu kémcesdben inditana el egy 3 ml-s E. coli kultarat? Es
egy 250 ml-s kultarat?

A sejtek novekedéséhez az O, jelenléte is fontos — igy steril, zart koriilmények kozott
tudunk a névekedéshez elegend6é mennyiségi oxigént biztositani (minden esetben az
oldatnal 4-5x nagyobb térfogati edénnyel érdemes dolgozni a megfelel6 oxigénellatashoz).

3 ml-es kultura: legalabb 15 ml-es kémcs6
250 ml-es kultdra: legalabb 1250 ml-es kémcsé

19. Ha reggel 9-kor 2,5 ml 2 MFU denzitasu baktérium kulturat kihigitunk 250 mi LB
médiumba, akkor 37°C-on novesztve kb. mikorra szamithatunk ra, hogy 4 MFU-ra
novekszik?

2,5 ml-bél lesz 250 ml, ez 100-szoros higitas.



128 = 27-szeres baktériummennyiség esetén, tehat ha a sejtek 7-szer osztodnak, akkor a
higitott kultiraban megkapjuk az eredeti 2 MFU denzitast. Nekiink 4 MFU denzitas kell,
ehhez a sejteknek 14-szer kell osztodniuk. Az osztédasi id6 nagyjabol 30 perc, tehat 14
osztodas kb. 7 éra alatt zajlik le. Ha reggel 9-kor inditottuk, akkor kb. délutan 4 érara lesz 4

MFU denzitasu.



