Escherichia coli transzfor malas plazmid DNS-sel

EIméleti bevezetés:
Baktériumok plazmidjai

A plazmidok a kromoszométdl fuggetlendl, ondldan replikdddni képes cirkularis DNS
molekuldk, amelyek nagyon sok baktériumfajban természetes médon eldfordulnak. Altaldban
olyan, kuldnleges tulajdonsagokat kédol6 géneket hordoznak, amelyek a kdrnyezethez val 6 jobb
alkalmazkodést segitik, de nem szikségesek minden kordlmények kozétt a gazdaszervezet
életben maradaséhoz (nehézfém rezisztencia, toxin termelés, antibiotikum rezisztencia, specidlis
anyagcsereutak, restrikcios-modifikéaci0s rendszerek, patogenités és szimbiézis... ).

Kettds szalu, gylOrd alaki DNS molekuldk, melyek a nyitott gyarQvel egyensllyt tartd
szuperhelikalis formét is felvehetnek. A baktériumok természetes plazmidjainak nagysdga 3-20
kB, az E. coli kromoszomégjanak 3 millio bazisdhoz képest annak mindossze ezredrésze. Kis
mérete miatt viszonylag kdnny( a sejtekbdl 1ancszakadas, 6sszetdredezés nélkll kinyerni.

Egy plazmidbdl dtaldban tobb példany, akar tobb széz kopiais lehet egy sejtben. Vannak kis és
nagykopia szamu plazmidok. Altaldban igaz az, hogy a nagy plazmidok kis képiaszamuiak.
Tobbféle plazmid is lehet ugyanabban a sejtben.

Napjainkban szamtalan, in vitro rekombindns DNS technikaval mesterségesen "dsszedllitott"
plazmid |étezik. A génizoldds, a DNS szekvendlas, a génexpresszié vizsgaata, fehérjék
termeltetése terén egyarént hasznos eszk6zok.

A plazmidok térkeépe

A plazmid-térkép részletessége a részletek vézlatos jel6lésétdl a konkrét bazissorrendeket is
feltlintetd részletességig terjedhet. Az egyszerQsitett térkép jeldli az orig6t, a marker géneket, és
a marker génekbe hasito restrikcios endonukledzok felismerési helyeit. A plazmid nevét, mely
mindig kis ,p” betl utdn tovébbi, ataldban nagy betlket és szamokat tartalmaz, a plazmid
kozepébe szoktak beirni. A név képzése tetszbleges, a kis ,,p” a plazmid roviditése, azutan a
plazmidot fejlesztd kutatGintézet, vagy kutatd személy kezddbetlit jelentheti, a szdm pedig
legtdbbszor a modositasokat is jel 616 felmend szamozas.

A transzformécié

A transzformécio a mikrobiol6gus, a bakterioldgus szamara azt a folyamatot jelenti, amikor a
DNS kivilrél, a baktériumot korilvevd kdzeghdl tkerll a baktérium sejtfalan és membréanjan és
bekerll a segjt citoplazmgéba. Ez egy természetes, a baktériumok ivaros folyamatatdl eltérd
folyamat, mely mind linedris DNS-fragmentumokkal, mind pedig plazmidokka megtorténhet.
Ezt a természetes folyamatot optimaja a géntechnikus a sgjt, a kdzeg és a felveendd DNS,
valamint e harom kol csonhatésait figyelembe véve.

Baktériumok transzforméacioja plazmid DNS-sel

A kompetens baktériumot olyan fiziolégiai dlapotbakell hozni, hogy akuilsd térbdl valé plazmid
felvétele maximalis legyen. Ezt Ugy érhetjik el, hogy a szaporitas megfeleld szakaszaba hozzuk



és olyan puffer oldatban szuszpeddljuk, ami a plazmid sejtbe |épését el Gsegiti. A plazmid aakja,
meérete, koncentrécioja a kdzegben szintén jelentds faktor.

Mandel és Higa (1970) megfigyelték, hogy kdlcium jelenlétében sokszoroséra névekszik az E.
coli DNS felvétele. A kalcium hidakat képez a sejt fellletének makromolekuldi és a DNS
kozott. A sgt fellletére kotott DNS molekulak bejutasanak nagyobb a valdszinOsége, mint a
kozegben oldott és statisztikus eloszlast mutaté molekul aké.

A membrénon valé &jutést a membrén adekvat modon torténd fellazitédsa, fluiditésanak
megndvel ése segiti. A membrant felépitd lipidek szénhidrogénlancait a hdmérséklet emel ésével
lehet fluiddg, folydssa és emiatt dengeddbbé tenni. A hdsokk néhany percig tarté hdfokemelés
jelent, az optimdlis 30 °C-rél 42-43 °C-ra. Ekkor a sejt fellletére tapadt plazmidok hdmozgésuk
és a megfolyt membran miatt nagyobb val6szinGséggel 1épik a a membrant és kertilnek a sejt
bel sejébe.

A segitek néhany oOras, tapanyagdus kozegben torténd ndvekedés sordn regenerdddnak, a
transzforméodott sejtek szelektiv téptalgjon tenyésztve izoldhatdak. Pédaul a pRB322
plazmiddal transzformdt sejitek antibiotikum (ampicillin vagy tetraciklin) tartalmi téptalgon
szelekté hatoak.

Gyakorlat:
1. A transzfor maciéhoz hasznalt tor zsek fenntartasa

A transzforméciohoz DH1 és HB 101 nevl E. coli torzseket haszndlunk. A torzsek fenntartasa
ferde agaron torténik. A felhaszndlt tdptalgjok dsszetétele a kdvetkezo:

L B tapagar:

109 pepton /tripton

50 €lesztokivonat

109 NaCl

179 agar

1000 cm®  desztviz pH 7.5
2. Oldatok

50 mM-os CaCl,-oldat
Sterilezés autoklavban

Traf6 puffer (1 1-re)

1.214¢9 Trisz

1119 CaCl,

095¢ MgCl, pH 7
Sterilezés autoklavban.



TE oldat plazmid higitashoz

1219 Trisz
0.37¢g EDTA-Na
100 cm® deszt. viz pH 8

Sterilezés: autoklavban

Antibiotikum oldatok
Ampicillin 3.5-4 mg Amp/ml deszt. viz
Sterilezés: membransziréssal.

3. Transzformacié menete

1. 37 °C-on egy §szakén aszaporitjuk az Escherichia coli térzseket (DH1, HB101) LB
tapol datban.
2. A tenyészet 1 cm’-vel beoltunk 25 cm® LB tapoldatot és 37 °C-on 2 érén & inkubéljuk a
sejteket. A sgiteknek logaritmikus szaporodasi fézisban kell lennitk:ez a feltétel 0.3-0.5 ODE-nal
(550nm) valésul meg.
3. A tenyészetet 10 percig centrifugdjuk 8000 rpm-mel. A fellliszot ledntjUk.
4. 2 cm® 0°C-0s 50 mM-0s CaCl,-oldatban évatos vortexeléssel felszuszpenddljuk a sejteket
és 15 percig 0 °C-on inkubdljuk. A CaCl, elsegiti a plazmid sejtfalhoz kotddését.
5. A plazmid DNSt (pBR322 vagy pGLO plazmid) a trafo puffert és az 1-4 pontban
leirtaknak megfelelden eldallitott E. coli sejtszuszpenzidt dsszemérjik a kovetkezd sorrendben és
aranyban:

1. 5-10 m plazmid oldat (az oldat koncentraciéja 0.02 ng plazmid/ M TE oldat)

2. A plazmid oldatot 100 mi-re egészitjik ki trafo pufferrel.

3. 200 M sgjtszuszpenzi6

0sszesen: 300 i oldat

6. Az 5. pontban elddlitott sejtszuszpenziét 30 percig 0 °C-on inkubdjuk, utdna 50
mésodpercig 40-42 °C-on tartjuk, majd visszatesszilk 0 °C-ra 2 percre. A hésokk a membrén
fluiditasat novelve lehetdvé teszi a plazmid bejutésat a sejtbe.

7. A sdtekre 1 cm® LB tépoldatot toltiink, 37 °C-on 45-60 percig inkubaljuk.

8. LB tapagarbdl lemezeket ontunk. Minden transzformélashoz 5 lemezre van szikség,
amibdl 2 db tartalmaz antibiotikumot 3 db pedig nem. Az antibiotikumos lemezek Ontésekor
ugyelni kell az agar hdmérsékletére, ugyanis 60 °C-nd magasabb hdmérsékleten az oxy-



tetraciklin elbomlik. Az antibiotikumos lemez készitése a kévetkezd maddon térténik: 10 cm®
felolvasztott 60 °C-ra hitétt LB agarhoz 100 m antibiotikumot adunk (az antibiotikum oldat
koncentracigja corc: 1.25-1.5 mg/ml, camp: 3.5-4 mg/ml). A szilkséges antibiotikum a
transzforméciohoz hasznalt plazmidnak megfeleld.

8/a. A pGLO plazmidon taldhaté Green Fluorescens Protein génje a taptalajhoz val6 arabindz
hozzaadéassal kapcsolhato be. Ennek vizsgélatéhoz 2 db 100 m ampicillint (Camp: 3.5-4 mg/ml) és
100 m arabindzt (car=0,75 g/ml) tartalmazod, és 1 db csak ampicillint tartalmazé lemezt dntlnk.
0. A transzformalt sgjtszuszpenzidbdl higitasi sort készitlink az dbran 1&thaté modon, majd

az abranak megfelelGen torténik a 8. pontban eldallitott lemezekre a szél esztés.

0.5cm’ 0.5cm’ 0.5cm’ 0.5cm’ 0.5cm’ 0.5cm’
45 45 45 45 45 45
Sejt- cm® cm® cm® cm® cm® cm®
Szuszp. steril steril steril steril steril steril
viz viz viz viz viz viz
100 m 100 m 100 m 100 m 100 m
ATB/AATB ATB/AATB LB LB LB

ATB — antibiotikum tartalmi LB taptalgj

AATB — arabindz és ampicillin tartalmi LB téptalg

LB — LB taptala)

10. A transzformécio értékel ése 48 6ra mulvatorténik atelepek megszdmoléséaval.

Beadando j egyzdk onyv

A transzforméciohoz hasznalt térzs neve, plazmid neve és térképe. A transzformécio |épésel.
Higités terv. A kilonb6z0 higitashoz tartozé telepek szama.

A lemezen szdmolni:

1. EI sejitszamot.

2. Transzformd édott sejtek szamét.

Kiszamitani:

1. Minden hényadik sgjt transzformal 6dott?

2. 1 ng plazmidbdl kel etkezett transzformansok szamat.



Melléklet —plazmid térképek

A pGLO plazmid térkeépe
ori: replikécios origd, bla: béta-laktaméz gén, gfp: green fluorescent protein gén

A pGLO plazmidon megtaldhatd a Green Fluorescent Protein (GFP), azaz zdld fluoreszkaé
fehérje génje. Ennek eredeti forrésa a biolumineszcens Aequorea victoria mediza. A pGLO
plazmid a GFP génje mellett ampicillin rezisztencia gént is tartalmaz. A GFP gén specidlis
szabdyozd rendszer dltal kapcsolhatd be arabindz hozzéadaséval a téptalajhoz. A pGLO-val
transzformdt sejtek ampicillin tartalma tdptalgjon szelektdlhatdak, arabindz nélkili tdptalgjon
fehér, arabindz tartalmu téptal gjon fluoreszcens z6l dessérga szinlek.
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A pBR322 plazmid térkeépe
ori: replikécios origo, amp: ampicillin rezisztencia gén, tet: tetrén rezisztencia gén



