In vitro csomagolas

Ezt atechnikat Becker és Gold dolgozték ki 1975-ben. Az az6ta megjavitott technikéval 107-
108 pfu/ug intakt lambda DNS hatékonysag érhetd el. A reakcidelegyben jelenlévd DNS
mintegy 0,5 %-a becsomagol hato.

A manipuldt fag-DNS-t vagy kozmidot a ligdléssal, vagyis a célgén bekotését végzo enzimes
reakciot kozvetlentl kovetden szoktédk végezni. Ha lambda-fég fehérjeburkdba akarjuk
csomagolni a rekombinans vektort, akkor a lambda-fag burok alkatrészeivel hozzuk tssze a
rekombinans vektort. Egyszerre 0,5 ug DNS becsomagolését lehet elvégezni. Kontrollként
mindig készitslink vektort nem tartalmazo elegybdl csomagolést és nem manipuldlt lambda-
f&g DNS-sd is.

Az in vitro csomagol as menete lambda fag esetén: Maniatis 260-265 old.

Lizogén fagmuténsokkal fertdzott E. colibdl alitjék eld a csomagol6 keveréket. A mutéciok
azon fehérjék termelését érintik, melyek a fag komplett becsomagoléasahoz szilkségesek. gy
€ld lehet dlitani olyan csomagol6 extraktumokat, melyek Ures fagfejeket és farki részeket,

valamint a csomagolashoz szilkséges enzimeket egyarant tartalmazza.

Homérsékletemeléssel indukdljak a E. coli fagokat, melyek 30 °C-rél 45 °C-ra val emel éskor
litikus életmenetre valtanak a cl represszor fehérje inaktivaldsa miatt. Az indukalt sejtekbdl a
csomagol 6 keveréket az aldbbiak szerint dlitjak eld: Maniatis 264 old.

Az in vitro csomagolést lambda-faggal a csomagol kivonat segitségével az aldbbiak szerint
végezzik: Maniatis 262 old.

Kozmidok in vitro csomagol as lambda fehérjekapszul dba ugyanigy torténik.
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