A pGL3-Basic vektor restrikcios emésztése és gélelektroforézise

Elméleti hattér:
- plazmidok, vektorok biotechnologiai jelentdsége: riporter gének, rekombinans fehérjék
termelése
- restrikcios endonukledzok miikodése
- agélelektroforézis alapelvei

A pGL3-Basic vektor (http://www.promega.com/tbs/tm033/tm033.pdf) a génexpresszids
vizsgalatok soran gyakran hasznalt luciferaz-riporterrendszer:
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A luciferaz gén elé¢ 5’-irdnyban, az 5-53. bazisparok teriiletén, a feltlintetett restrikcids
hasitéhelyeknek megfelelden (,,multiple cloning site” vagy ,,polylinker”) tetszéleges promoter-
szekvencia klonozhatd, amelynek transzkripcids aktivitdsa a vektor eukaridta sejtekbe torténd
transzfekciojaval, majd a luciferaz-aktivitas meghatarozasaval mérhetd. Az erds poliadenilacios
szignal (1770-2004. bp.) a luciferaz-mRNS stabilitdsat biztositja; az f1 origin-régié a vektor
baktériumokban torténd replikaciojat teszi lehetdvé, mig az Amp' gén az ampicillinnel szembeni
rezisztenciaért (szelekcio) felelds f-laktamaz enzimet kodolja.

A gyakorlat soran egyrészt a plazmid egyszeres hasitasa torténik Xbal enzimmel (linearizalas),
illetve a két enzimmel kettds emésztést végziink, ami a luciferaz-cDNS plazmidbol torténd
kimetszését eredményezi. A kettds emésztést az teszi lehetévé, hogy a két enzim hémérseklet-,
ionerdsség- ¢és pH-optimuma megegyezik. Mindkét enzim ragados végeket hoz Ilétre 3’-
tulnyulassal, amelyek egymassal komplementerek, azaz Gjra 6sszeligalhatok:
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http://www.promega.com/tbs/tm033/tm033.pdf

A restrikcids emésztéseket 20 pl-es végtérfogatban hajtjuk végre az alabbiak szerint.
Egyszeres emésztés:

2 ul pGL3-Basic vektor (c = 0,1 pg/ul)

2 pl 10x tomény reakciopuffer (Osszetétele: 330 mM Tris-acetat pH 7,9; 100 mM
magnézium-acetat, 660 mM kalium-acetat, 0,1 mg/ml BSA)

4 pl Xbal restrikcios endonukleaz (2 U/pl)

12 pl desztillalt viz.

Kettos emésztés:

2 pl pGL3-Basic vektor

2 pl 10x tomény reakciopuffer

4 pl Nhel restrikcios endonukleaz (2 U/ul)
4 nl Xbal restrikcios endonukleaz (2 U/ul)
8 nl desztillalt viz.

A reakcioelegyeket 60 percig inkubaljuk 37 °C-os vizfiirdében vagy thermoblockban, majd a DNS
futtatdsa kovetkezik horizontalis szubmerziés modszerrel, az elére elkészitett 1%-os agardz
géleken. A mintdkhoz nagy slirliségli mintapuffert adunk, amely a futtatds nyomon kovetése miatt
kétféle festéket is tartalmaz (60% glicerin pH 7,6; 0,03% bromfenolkék, 0,03% xilén-cianol).
Osszehasonlitasképpen hasitatlan vektort, a molekulatdmeg hozzavetdleges megallapitésa céljabol
pedig DNS-markert is futtatunk, amely 14 kiilonb6z6é molekulatomegli DNS-fragmentum keveréke
(250 bp — 10 kbp tartomanyban).

A futtatandd mintak elokészitése:

emésztetlen DNS: 2 ul pGL3-Basic vektor + 14 ul viz + 4 ul mintapuffer
egyszeres ill. kétszeres emésztés: 20 pl reakciodelegy + 4 pl mintapuffer

Az igy elOkészitett mintdkbol 20 — 20 pl-t, a készen kapott DNS-markerbdl pedig 6 pl-t pipettazunk
a gélzsebekbe.

A futtatds 120V konstans fesziiltség mellett minimum 45 percet vesz igénybe. Ugyeljiink a
polaritasra, a DNS a pozitiv polus felé mozog! Idénként ellendrizziik a festékcsikok helyzetét!

A futtatds végeztével a gélt UV-lampa segitségével atvilagitjuk. A gél GR Safe DNS-festéket
tartalmaz, amely a futtatds soran megfesti a DNS-savokat.

VIGYAZAT!! A GR Safe a kettés spiral béazisai kozé interkalalodd festékanyag, ezéltal
potencidlisan mutagén. A kozismert etidium-bromidnél azonban jéval hidrofilebb molekula, ezért
boéron keresztiil sokkal kevésbé szivodik fel. Ennek ellenére a gélt kizardlag gumikesztyliben szabad
megfogni.



Az UV-fény kérositja a szemet, ezért a lampat csak akkor szabad bekapcsolni, ha a fénysziird
plexilappal mar ledrnyékoltuk az atvilagitot. A gélt megtekintés utan az erre a célra kijeldlt edénybe
dobjuk ki.

Figyeljiik meg, hogy az emésztetlen vektor (cirkuléris plazmid) szupertekercse gyorsabban fut, mint
az egyszeresen emésztett (linearizalt) DNS. Az emésztetlen vektor gyakran két savot ad, koziilik a
lassabban futo, latszélag sokkal nagyobb molekulatomegli az egyik polinukleotid-lancban nicket
tartalmazd, nem szupertekercselt forma. A marker segitségével becsiiljiik meg az emésztéssel kapott
fragmentumok méreteit, és vessilk Ossze a vektortérkép alapjan elméletileg varhato hasitasi
termékek hossziisagaval!

marker hasitatlan  Xbal Xbal + Nhel




