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Laboratoriumi munka-, baleset- és tiizvédelmi szabalyok

A laboratériumban a tarasink és sajat testi €pségiink megovasa érdekében az alabbi
rendszabalyok betartasa minden hallgaté szamara kotelez6!

Laboratoriumi rend:

1) A laboratériumban a hallgatok csak tanari engedéllyel mehetnek be, a helyiségben a

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

gyakorlat alatt csak a gyakorlatvezetd tanar, asszisztens illetve a gyakorlaton résztvevo
hallgatok tartozkodhatnak.

A hallgatok a laboratériumba csak a munkajahoz sziikséges eszk6zoket hozhatjak be
pl. irdeszkdz, jegyzokonyv. Egyéb felszerelésiiket (taskat, kabatot) a hallgatdk az
Tanszék altal biztositott helyen tudjak tarolni a gyakorlat ideje alatt.

Kopeny viselése minden hallgat6 szamara kotelezd, err6l mindenkinek egyénileg
kell gondoskodnia. Védokesztytit és véddszemiiveget az adott munkafolyamatoknal a
Tanészék biztosit. A gyakorlat ideje alatt a hosszu haj 6sszefogasa ajanlott!

Tilos a laboratoriumban enni, inni, ragdzni, barmilyen anyagot megkostolni!

Munka kozben rendet és tisztasagot kell tartani, a kifolyt folyadékot, vegyszert
azonnal toroljik fel.

Tilos minden egyéni kisérletezés, csak a gyakorlatvezetd tanar utasitasait betartva
szabad dolgozni!

Tilos a laboratoriumi berendezések pl. tizoltd késziilék stb. nem rendeltetésszerii
hasznalata.

A laborban fontos az eszkdzok szakszerii hasznélata. Csak olyan eszkozt szabad
hasznalni, amelyek a gyakorlat soran sziikségesek.

A gyakorlat befejezésekor a munkaasztalok rendbetétele, az eszkdzok tisztantartasa a
hallgat6 feladat.

Altalanos munkavédelmi és balesetvédelmi szabalyok:

1)

2)

3)

Torott, repedezett tivegeszkdzzel dolgozni tilos!

A vagott sebet ne mossuk vizzel, kivéve, ha mar6 vagy mérgezd anyag is kertlt bele.
Ovatosan nyomkodassal, hagyjuk a jol kivérezni a sebet és gy6z8djiink meg arrol, hogy
nem maradt-e benne iivegszilank, majd fert6tlenitsiik a seb kornyékét. Kisebb sebre
sebtapaszt, nagyobb sebre steril gézt tegyiink.

Gyulékony, mar6d vagy mérgezd anyagok haszndlata soran kotelezé a véddkesztyli
hasznalata.



4)

5)

6)

Csak felirattal ellatott tivegbdl vegyiink ki és csak ilyen edényben taroljunk vegyszert.
A vegyszeres livegek, edények fedelét ne cserélgessiik dssze, mindig a lapjaval tegyiik
az asztalra. Igy nem szennyeziik a vegyszert és az asztalt sem. A kifroccsent vagy
kiszorodott vegyszert azonnal toroljiik le.

A szilard vegyszert csak tiszta vegyszeres kanallal vegylink ki, melyet hasznalat utan
mossunk el.

A kisérlet végén megmaradtoldoszert tilos visszadnteni a vegyszeres iivegébe, amibol
Kivettilk. A laborban erre kijelolt gyiijtéedényeb kell tarolni. A lefolydba szerves
oldoszert tilos Onteni!

Altalanos tiizvédelmi szabalyok:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Az orszagos Tlizvédelmi Szabalyzat tlizveszélyességi szempontbol 6t tlizveszélyességi
osztalyt, kiilonbozetet meg, amelyet ,,A” ,,B” ,,C” ,,D” ,,E” betiikkel jelolnek.

,»A”- Fokozottan tliz- és robbandsveszélyes

,»B”- Tliz-¢s robbandsvesz¢élyes

,C- Tlizveszélyes

,»D”- Mérsékelten tlizveszélyes

»E’- Nem tlizveszélyes

Mindig legyiink tisztaba azzal, hogy milyen tlizveszélyességi osztalyba tartozo
anyaggal dolgozunk.

Tiizoltasnal az alabbi tényezdk valamelyikének elvonasa vagy megsziintetése
sziikséges:

-éghetd anyag

-¢gést taplald kozeg (oxigén)

-gyulladasi hdmérséklet
A tliz oltasat mindig az g6 anyag tulajdonsdgainak és a tliz méretének
figyelembevételével, a rendelkezésre allo, erre alkalmas eszk6zok, anyagok gyors
szdmbavételével célszerli miel6bb, mindenre kiterjedden elkezdeni.

A tliz oltésat a rendelkezésre all6 felszereléssel, eszkdzzel meg kell kisérelni.

Villamos berendezésekben, azok kdzelében keletkezett tliz esetén az oltds megkezdése
elott aramtalanitani kell.

Thzoltas modjai lehetnek:
-kisebb pl. asztali tiiz esetén: olddszergyulladas (néhany ml-nyi) esetén a tiizet
nedves ruhaval, pokroccal, f6zépoharral lefed;jiik, oxigéntdl elzarjuk, esetleg
vizzel oltjuk.

-személyi tiiz esetén: Eg6 ruhazattal gyorsan foldre fekve hempergd mozgast
végezve oltsuk el. Ha sziikséges hasznaljunk biztonsagi zuhanyt!

-labortiiz esetén:



A. Tizoltd késziilék alkalmazédsa: olyan eszkdz, amelybdl az ilizembe
helyezéskor az oltdoanyagot a késziilékben levé nyomas hatasara
iranyithatoan a tliz fészkére lehet kiléni. A kis, kezd6do tiizek oltasanak
legalkalmasabb eszkozei.

A kiilonboz6 tipusu tiizek oltaséara kiilonbozé tipusu tlizolto késziilékek
alkalmasak. Az éghetd anyagok tulajdonsagai alapjan az egyes
tlizosztalyok az alédbbiak:

A tlizosztaly: Szilard szerves anyagok tiize

B tlizosztaly: Folyékony vagy cseppfolyds szilard anyagok tiize
C tiizosztaly: Egheté gazok tiize

D tlizosztaly: Fémek tlize

F tlizosztaly: Olajok és zsirok tiizei

A tizolto késziilék tipusai:

I.  Porral olt6: A tiizolté késziilék tartalyaban CO2 van, a nyomas
segitségével NaHCO3 port fuvatunk ki. A NaHCO3 a tiizben
elbomlik és a fejlodé CO. elzarja a tiizet az oxigéntdl.
Felhasznalasat tekintve A, B és C osztalyu tiizek oltasara
alkalmas. Elektromos késziilékek oltaséra nem alkalmas!

[I.  Habbal olto: Altalaban A és B osztalyu tiizek oltdsara alkalmas,
viszont 1étezik olyan oltételjesitményti  késziilék, mely
hasznalhato az F osztalyu tiizek oltasara is. Habbal oltani tilos
elektromos aram jelenlétében, mivel a hab vizzel kevert
oltdanyag.

I1l.  Gazzal olt6: széndioxiddal olt6. Felhasznalasat tekintve altalaban
B tlizosztaly tiizei, illetve elektromos tiizek oltasara alkalmas,
hisz nem okoz karokat a berendezésben. A szén-dioxid az ég6
anyagra keriilve elparolog, azt nem tdmadja meg, a villamos
aramot nem vezeti, ezért elénydsen hasznalhato folyadékok,
értékes anyagok és targyak, élelmiszerek, valamint tliz- és
robbanasveszélyes anyagok szallitdsanal és tarolasanal.

IV.  Vizzel oltd: A vizet, mint oltdéanyagot altalaban szilard anyagok
égésénél hasznaljuk. Vizzel oltani tilos elektromos aram
jelenlétében, és szintén tilos vizzel oltani olyan szilard
halmazallapota  kémiai  anyagokat melyek  vizzel
reagalhatnak.

Bod személyt tiizoltd késziilékkel oltani TILOS!




Szén-dioxiddal olt6 késziilék mukodtetése:

kodszorécsé - — +—mikodtetékar

Ll
1. abiztositoszeg kiszedése | \
2. akodszordcsot a tliz szélére iranyitjuk

N ] biztositdszeg
3. miukodtetokar szakaszos nyomasaval kijuttatjuk az oltéanyagot

A kidraml6 oltéanyag alacsony hémérséklete miatt fenn allhat a fagyasi
sériilés veszélye, ezért fokozott odafigyelést igényel.

B. A fali tlizcsapok a tliz oltdsdhoz sziikséges vizkivételi helyek, melyek
szerelvényekkel ¢€s tartozékokkal felszerelt szekrényben taldlhatoak az
¢épiiletekben. Elhelyezkedésiiket ,,tlizcsap™ felirat jelzi. A fali tlizcsapok
nem csak a tlizoltok munkéjat hivatottak tamogatni, hanem elsdsorban az
¢épiiletben tartozkodok, a dolgozdk gyors beavatkozasat, tlizoltasat
segitik el6. Hasznalata csak aramtalanitas utin torténhet! Vizkar
keletkezése miatt a hasznalatat mérlegelni kell.

7) Egett bérfeliiletet azonnal bd folyovizzel hiitsiik le, majd az égésre alkalmas kendccsel
vagy spray-vel kezeljiik. Sulyos esetben forduljunk orvoshoz.

8) Aramiités esetén elészor aramtalanitsunk a labor £6 kapcsoloval. Eszméletvesztés
esetén vigyiik a sériiltet friss levegdre, helyezziik stabil oldalfekvésbe és hivjunk
orvost!

9) Miel6tt a gazvezeték f6 elzard csapjat megnyitnank, ellendrizziik, hogy az egyes ég6k
csapjai zarva legyenek, ezutan helyezziik iizembe 6ket. A munka befejezésekor
gy6z6édjiink meg rola, hogy az asztalokon 1év6 gazégo csapja és a 6 elzaro csap is
zarva van-e.

10) Ne hajoljunk munka kézben a gazégé folé!

11) A baleset megelézése érdekében a hasznalaton kiviili Bunsen-égoket oltsuk el vagy
allitsuk vilagitolangra.

12) Ugyeljiink arra, hogy a munkénk befgjezése utan, a laboratoriumboél valo tavozas elétt,
minden gaz- és vizcsap el legyen zéarva, az elektromos berendezések ki legyenek
kapcsolva.

Rosszullét, sériilés vagy barmilyen baleset estén azonnal forduljon a gyakorlatvezeto
tanarhoz!



1. Western Blott
Specifikus fehérjék detektalasi lehetdsége egy mintaban.

Northern Blot (RNS)

Western Blot (Fehérje) Eastern Blot (Glikolizacio stb. )

Southern Blot (DNS)

Western Blott 1épései:

Minta el6készités

J

Fehérje elvalasztas

!

Fehérje transzfer a
membranra

|

Blokkolas

’

Primer antitest

Mosas

Szekunder antitest

!

Mosas

|

Detektalas



Minta elokészités és kvantifikalas

A lizis szovetfiiggd!

- Sejtkultura -> sonicate (UH, Ultrasonic frequencies (>20 kHz))

- Szovetminta -> homogenizalas

Centrifugalni a tormelék eltavolitasahoz

Tartsa hidegen és hasznaljon proteaz és foszfataz inhibitorokat!

Ha 6sszevetni szeretné a mintakat, mindegyik mintdban ugyanolyan mennyiségii
fehérjét kell betoltenie.

A pontos szamszerusités fontos!

Bradford-teszt

BCA ¢és Lowry vizsgalatokat. Kevésbé valtozo, de érzékenyebb a pH-ra,
detergensekre, EDTA-ra stb

Fluorométer, A280. Pontos, de érzékeny a DNS szennyezddésre.

Fehérje elvalasztas:

1) SDS- PAGE

A fehérjék megismeréséhez el kell kiiloniteni oket.

SDS-PAGE -> Fehérjék szétvalasztasa gélen a molekularis tomegiik alapjan
A fehérjéket denaturaljuk SDS-PAGE el6tt.

Megfeleld gél, puffer, futtatasi kondiciok beallitasa sziikséges a méret szerinti
szétvalasztashoz.

2D-PAGE



2) GELONTES

e 3mi
| Desztviz 3.6 m
2.25 ml
10% SDS 90 ul
75 ul
30 ul
Gy(ijts gél /Stacking (feliil, zsebes)
Akrilamid | 0.53 ml
| Deszt.viz 2.45 ml
Stacking puffer (0.5M TRIS, pH 6.8) 1ml
10% SDS 40 ul
10% APS 50 ul
TEMED 10 ul

TEMED-= tetramethylethylenediamine m=) katalizator
} Polimerizacié beindul

APS= ammonium-perszulfat =) induktor

ii \, xlﬁ

ii

3N

I.  Fehérje transzfer a membranra

Transzferaljak az elvélasztott fehérjéket egy membranra, amelyet meg lehet vizsgélni az
érdekelt fehérje kimutatdsara alkalmas antitestekkel.

Membran lehet nitrocellul6z vagy PVDF (polivinilidén-difluorid)



Transzfer tipusai:

Vizes Félszaraz Szaraz

legjobb a proteineknek>100kDa gyors leggyorsabb
kDa kDa
—~170 - s —— - 250
— | —~130 | — M, x 10 Calor i 150
224 Bhe [l 100
S _~‘m_ - 150- s Reo 70
| - ~70 —| — 102- S Green T &
- ~55 —| — - -
— L ~80 = . gl - 30
. g el —
— - ~25 —| -
o W Grean | —l— 15
——~15 — — 1. W o [o—r— lg
12« W e
B ~10 — . Ge! [
Gel ! Blot

Ponceau festés




V. Blokkolas

Feltolti a membranon 1évo helyeket a nem specifikus ellenanyag kotddésének
megakadalyozasa érdekében. Ajanlott blokkolni > 1 6ran at

Tej (tejpor, zsirmentes) BSA (borja szérum albumin)
erds blokkol agens |
kevesebb jel | erds jel
foszfoproteinekhez nem ajanlott \ erds hattér
olcso

A mosashoz hasznalt oldatba higitva (PBST - PBS-foszfat puffer vagy TBST - TBS-Tris
puffer) Pl. 5% zsirmentes tejpor TBST-ben.

V. Primer antitest

Monoclonal Antibody Binding

Antitest specifikus a kivant fehérjére! Q

e Monoklonalis
e Poliklonélis

Monoklonélis — egy antigén szekvencia — magas specificitas, alacsony hattér, de gyenge jel
- Atlagos m-Ab ~£200 / 100l
- Egyedi m-Ab >£2000

Polyclonal Antibody Binding
Poliklonalis — tobb antigén epitdp — nagyobb hattér, erds jel w ST
- Atlagos p-Ab £600-800 ’ 5
e Direkt HRP konjugalt — kevesebb lépés, alacsonyabb jel N
e Antitest mennyisége — empirikusan meghatarozott (1/1000 -
1/5000)
e Inkubdlas a mosopufferben vagy a blokkolo pufferben 1-2 6ra szobahén vagy O/N
4°C-on
VI. Mosas

Cél: Lemosni a nem kotédott antitestet

e Tris-Buffered Saline vagy Phosphate-Buffered Saline
e Tween-20 vagy Triton-X-100 (vagy mas detergens T
betiivel)
e Legtobb esetben mindegy mit hasznalunk, de a foszfoproteineknek a TBST talan jobb.

10



VIl. Masodlagos antitest
Elsédleges antitest IgG elleni antitest

e Konjugalt — HRP, Alexa 488 stb.
e Higitasban 1/10000 — 1/100000 blokkolo pufferben
e Inkubéci6 ~2 o6ra szobahén (RT)

VIII. Mosas

IX.  Detektalas
e Kolorimetrikus — kevésbé érzékeny
e Radioaktiv jelolés
e Fluoreszcens jelolt masodlagos antitest — erdsen kvantitativ
e Kemilumineszcens — HRP vagy AP konjugalt masodlagos Ab -nagyon érzékeny!

e 2 oldatot 0sszekeverni —» membranra pipettazni
e Virj 5 percet

Kemilumineszcens detekcid E i‘ﬂ
.3

ur]

11



Kvatifikalas

ImageQuant software kvantifikalja a blott eredményeket.

Fontos: a jel nem linearis!

Kérdések:

1. Milyen problémak meriilhetnek fel a modszer alkalmazéasa soran?

2. Sorolja fel az elényeit a Western Blott-nak?

3. Mik a hatranyai a Western Blott modszernek?

4. Meért sziikséges a blokkolasi 1épés?

5. Milyen lehetséges alkalmazésa lehet a modszernek?

12



2. RNS izolalas Trizol reagenssel

A Trizol egy guanidin-izotiocianatot és fenolt tartalmi reagens szovetekb6l valo RNS
izolalashoz.

Figyelem! A Trizol reagens és a kloroform mard hatasu! Borre, szembe keriilését kertiiljiik!
Kopeny (begombolva) és gumikesztyii hasznalata kotelezd! Véddszemiiveg hasznalata ajanlott!
Az RNS molekulak érzé¢kenyek az RNazokra. Kesztyli és maximalis koncentracié hasznalata
kotelezd!

I. Protokoll 1épései:

1. Homogenizalas.
e Adj 0,5 ml Trizolt 50-100mg szévethez, majd homogenizald!

2. Fazis szeparacio.

e Inkubald a mintat 3° @ RT (szobahémérsékleten), hogy a nukleoprotein
komplexek teljesen disszocialjanak.

e Adj 0,1 ml kloroformot a cs6hdz, zard le gondosan majd razd 15!

e Inkubdld 3’ @ RT!

e Centrifugald 10° @ 12 000g! A mintaban harom fézis fog elkiiloniilni: egy also,
piros fenolkloroform fazis, egy interfazis és egy felsd, szintelen vizes fazis. Az
utobbi tartalmazza az RNS-t.

3. RNS precipitacio.

o Ovatosan pipettazd at a fels6 fazist egy j csébe! A kozépsé fazishoz ne érj hozza!
¢ Adj hozza 0,5ml izopropil-alkoholt!

e Inkubald 3> @ RT!

e Centrifugald 7” @ 12 000g! A csé aljan zsel¢é szeriien kicsapodik az RNS.

4. Mosas.

e Tavolitsd el a feliiliszot pipettazassal!

e Adj az iiledékhez 1ml 75%-0s etanolt!

¢ Vortexeld, majd centrifugald 5 @ 7 500g!

5. Az RNS visszaoldasa.

¢ Gondosan tavolitsd el az etanolt pipettaval!
e Szarits a mintat szobahdmérsékleten 5-10’!
e Vedd fel az RNSt 50ul desztillalt vizben!

Tovabbi 1épések: RNS mennyiségének ¢€s tisztasdganak meghatarozasa. cDNS szintézis.
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II. Kérdések:
1. Miért sziikséges gumikesztyli viselése az izolalas soran?

2. Milyen fiziologias szerepe van az RN4z enzimeknek?

3. Mi kontaminalhatja az izolalt RNS mintat?

4. Miért szlikséges a fazis szeparacios 1€épés?

5. Mi az RNS precipitacid?

14



3. Plazmid DNS izolalasa kompetens baktérium sejtekbol

Plazmidok

Feladat: DNS védelme, bejuttatasa és osztodasa a gazdasejtben
- nem esszencialis, extrakromoszomalis cirkuléris duplaszali DNS molekulak
- 0nallo replikéciora képesek
- természetben is elterjedtek

természetes plazmidok:
- 3-20 kb nagysaguak, altaldban rezisztencia/tilélést segitd gént hordoznak, melyek a
kornyezethez valo alkalmazkodast segitik
- egyik sejtbdl a masikba képesek atjutni

mesterséges plazmidok:

- kisebbek 3-6 kb nagysaguak, modularis felépitésiick

- multiple cloning site-egyedi hasitasi helyekkel (polilinker régio)

- szelekcios (marker) géneket tartalmaznak

- mechanikus behatassal szemben védett térszerkezetiieck

- alacsony ¢és magas kdpiaszdmuak lehetnek

- lehetnek klénozos és expresszios vektorok

- Kloénozos: adott DNS szakasz bejuttatasa a célsejtbe (akarmekkora DNS szakasz nem
épithetd be a plazmidba, mivel instabilla valik, eltorhet és kihasadhat az inszert)

- expresszid: a DNS szakaszrol mRNS majd fehérje irodik at; ehhez a plazmid promoter
szekvenciaja komplementer térszerkezetet kell adjon a gazdasejt mRNS-polimerazaval
(gyenge €s erds promoter)

- ATG és STOP kodon

- fehérjeszelekcio lehetdsége: tag-ek pl. RFP, GST, His, HA, Myc stb. tisztitas a tag-re
specifikus ellenanyaggal

- floureszcens fehérje tag: in vivo is vizsgalhato

pmCherry-N1
4722 bp

Kan"/Neo

644 AG TCG A TA C > CGG GAT T« C ACC AT T

15



fehérje+RFP tag

Kompetens baktériumok eléillitisa

Alguol compelent cells
Y \ \

Ceniviiuge | Resuspond hacteral
* | pulat in Catl, solfion

L Chil on ioe Sioe 280 °C
E coli cullure

Faalo

o L8 I 7 Hoal
— o |

- - - i = -

10500F amg? 3
colaies / sg DNA 4z C MO bah Chifon Go

Pufferek és oldatok

e Soll.

e Sol Il

e Sol Il

e Abszolut alkohol
e 80%-0s alkohol
e steril deszt. viz

Sol I.

25mM Tris-HCI pH 8
10mM EDTA pH 8
0,1mg/ml RNase A

Sol Il.
0,2M NaOH
1% SDS

Sol I1I.
3M K-acetat pH 4.8
(5M K-acetat + jégecet)

16




pTriex-3 neo plazmid Izolalasi 1épései:

1. 1,5 ml baktérium kultarat Eppendorf csében centrifugalunk 1perc/max. fordulaton.
. Feliiluszot leontjiik.
. A pellethez 150ul Sol I-et adunk, majd vortexeljiik 2x30 sec-ig.
. A szuszpenzidhoz 150ul Sol II-t adunk, majd 6-8-szor atforgatjuk.

2
3
4
5. A folyadékhoz tovabbi 200ul Sol I1I-at adunk, majd 6-8-szor atforgatjuk.
6. 10 percig max. fordulaton centrifugaljuk.

7. A feliiliszot 1) csébe pipettazzuk.

8. Hozzdadunk 1ml abszolut etanolt, majd 5-6-szor atforgatjuk.

9. 5 percig max. fordulaton centrifugéljuk.

10. A feliilaszot ledntjiik.

11. A pellethez 1 ml 80%-os etanolt adunk, majd 2 percig max. fordulaton centrifugaljuk.
12. A feliiltiszot 6vatosan leszivjuk.

13. A pelletet 15 percig szaradni hagyjuk.

14. Az etanol elparolgasa utdn a mintat S0pul steril deszt. vizben felvessziik és szuszpendaljuk.
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Kromoszomalis DNS izolalasa E.coli sejtekbol:
DiaExtract Microbial DNA Isolation Kit

A kit felhasznaldsaval gyorsan izolalhatunk genomialis DNS-t kiilonb6z0 mikrobialis
mintakbodl. A rendszer kialakitdsa lehetdvé teszi a tradiciondlis lizozimmel torténd lizist és a
tor6-homogenizal6 késziilékkel torténd izolalast is baktériumokbol, egysejtii gombakbol és mas
mikrobakbol.

A homogenizalo6 késziilék hasznalata lehetové teszi a teljes homogenizaciot a mikroba matrix
szétzuzasaval. A mechanikai torés egy nagyon gyors, hatékony és jol reprodukalhatéd
homogenizacids eljaras, az enzimatikus degradacioval szemben. A mintdkat 2.0 ml-es tord
csovekbe tessziik, mely liveg morzsalékot és egy rozsdamentes acél golyot tartalmaz. A
homogenizaciot Lizis pufferben végezziik. Ha a labor nem rendelkezik toré késziilékkel,
akkor a tradiciondlis 1izald protokollt hasznalhatjuk, a lizis puffert lizozimmel kiegészitve. A
lizist kovetden iilepitjiik a sejttormeléket, majd a kotd matrix segitségével a kettds szala DNS
molekulakat kihorgonyozzuk. A DNS ezt kovetden tisztitjuk és sotalanitjuk a mosoé pufferrel.
Végiil a DNS-t elualjuk. Az igy tisztitott DNS alkalmas emésztésre, PCR-hoz,
elektroforézishez €s tovabbi downstream felhasznalashoz.

Protokoll:

1. 1,5 ml baktérium kulturat pipettazzunk egy eppendorf csdbe.
. Centrifugaljuk 10000 rpm-mel 1 percig.

. Ontsiik le a feliilaszot.

. Ismételjiik meg az 1-3 1épéseket ugyanazzal a csével.

. Adjunk 1 ml Lizis puffert a pelethez.

. Szuszpendaljuk fel pipettazassal.

. Rakjuk 4t a szuszpenzidt egy tord csdébe.

. Vortexeljiik 2 x 1 percig.

O o0 9 N n bW DN

. Centrifugaljuk a mintat 10000 rpm-mel 1 percig.

—
o

. 600 pl feliiluszot pipettazzunk at egy ) eppendorf csdbe.

—
—

. Adjunk 200 pl K6t6 matrixot a mintdhoz.

—_
[\S)

. Ovatosan keverjiik 0ssze razéassal 5 percig.

[
(8]

. Centrifugaljuk a csovet 3000 fordulattal 1 percig.

. Ontsiik le a feliiltszot.

—_—
[ I N

. Adjunk 500 pl Moso6 puffert a matrixhoz és szuszpendaljuk pipettaval.

—_
(o)

. Centrifugaljuk a csdvet 3000 fordulattal 1 percig.

. Ontsiik le a feliiltszot.

—_—
[ BN |

. Ismételjiik meg a 15-17. Iépéseket.

—_
Nel

. Adjunk 50 pl PCR tisztasagl vizet a matrixhoz és keverjiik 0ssze dvatos razassal 2 percig.
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20. Centrifugaljuk a mintat 10000 rpm-mel 2 percig.

21. Pipettazzuk at a feliiluszot egy 1j csdébe.

DNS koncentraciéo meghatarozasa spektrofotométerrel:

1. A mintabol 10 pl-t 300 pl-re higitunk steril deszt.vizzel egy eppendorf csdben.

2. A mintat pipettaval szuszpendaljuk, majd kvarckiivettaba/egyszer hasznalatos UV fényt
atereszt0 milanyag kiivettaba pipettazzuk.

3. A fotométert deszt. vizre kalibraljuk (kiivettdba 300 ul deszt. vizet pipettazunk).

4. Ezt kovetéen megmérjiik a minta UV fény elnyelését (abszorbancia).

Meghatarozéas 260 nm-en torténik.
Szdmolds menete:

OD x higitas foka x 50pug/ml (dsDNS)= pg DNS/ml

50= 50 pg/ml-es a kettds szala DNS-t tartalmazo oldat optikai denzitésa 1.

DNS koncentracié meghatarozasa Implen nanofotométerrel

1. A fotométert 2 pl deszt. vizzel kalibraljuk.

2. A mintabdl, higitas nélkiil (!) 2 pl-t a kiivettara pipettazunk.

A késziilék egyszerre hatarozza meg a minta elnyelését 260, 280, 230 és 320 nm-en.
A 260/280 arany a minta fehérjetartalmat mutatja. Akkor jo, ha az érték 1,8 fol6tt van.
230 nm-en az elnyelés a minta alkohol tartalmat mutatja. 260/230 > 1,5

320 nm-en az esetleges szennyezddéseket/partikulumokat hatarozhatjuk meg.

crer

Keérdések:

1. Meért fontos a pTriex-3 neo plazmid izolalasa soran a pufferoldatok alklamazasa?

2. Mi lehet a célja a DNS izolalasnak?
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Meért sziikséges a kalibracio a spektrofotométer, ill. a nanofotométer hasznalatakor?

Szamolas: DNS koncentracid meghatarozasa:
OD:
higitasi fok:

20



4. Agaroz gélelektroforézis

Kiilonb6z6 mindségli agardzok hasznalatosak a DNS mérete alapjan.

Pufferek:
- TAE- Tris-acetat-EDTA pH 7,6-7,8
- TBE-Tris-borat-EDTA pH 8,3

Megfelel6 higitasban hasznalando!

DNS futasat befolyasolo tényezok:

1. A DNS molekula mérete: futas sebessége forditottan aranyos a molekulasuly tizes
alapu logaritmusaval.

2. Az agar6z koncentracioja: a DNS elektroforetikus mobilitasanak a logaritmusa és a
gélkoncentracio kozott egyenes aranyossag van.

0.7% 1.0% 1.5%

.'..

Lo

——t

3. A DNS konformécidja: az azonos molekulasulya zart cirkularis, hasitott cirkularis és
linearis DNS kiilonb6z6 sebességgel vandorol.

Nicked circles

Supercoiled

4. Az alkalmazott dramerdsség: alacsony fesziiltségen a linedris DNS véandorlasa aranyos
a fesziiltséggel. Magas fesziiltségen a nagyobb fragmentumok relative gyorsabban
vandorolnak, mint a kisebbek (5V/cm).
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Loading pufferek, festékek

Szerep: a puffer tartja a DNS-t a zseb aljan, nem engedi kidiffundalni.
- Negativ toltésh festék

- Bromfenol-kék, Xilén-cianol

- Glicerin vagy szukréz

- Gyari loading festék: tobb tipust festéket tartalmaz egyszerre

Vizualizalds
- etidium bromid: interkalalo festék, kevéssé érzékeny, rakkeltd, DNS karositd
hatasa van; elony: belekeverhet6 a loadingba, a gélbe, vagy a gél utolag is
megfesthetd vele; UV tartomanyban detektalhatod
- SYBR festékek (green, gold, ruby stb): interkalalo festék, nagy érzékenységl;
elény: nagyon kevés kell beldle, rakkelté hatasa nem ismert, belekeverhetd a

loadingba és a gélbe, lathato fénnyel gerjeszthetd
- Eziistozés: nagyon érzékeny, draga

Mennyi DNS-¢ kell a gélre vinni?

- fiigg attél, mivel vizualizdlunk
- kb. 20 ng DNS mar jol lathato
- ha tul sokat visziink fel, a méret meghatarozasa nehéz

Molekulasily markerek/DNS létrak

Szerep: segitségilikkel meghatarozhatjuk a DNS molekuldk méretét.

- Pontos méret meghatarozast csak hasitott cirkuldris vagy linearis DNS esetén lehet
meghatarozni.

- A plazmid DNS molekuldk nem mindig pontosan a méretiik szerint futnak. Ennek oka a
cirkularis DNS tekeredése.

- Sokféle DNS marker létezik.

- Mindig a vizsgalt DNS méretének megfeleld markert kell hasznalni.

- A létrak mar tartalmazzak a loading festéket, csak a vizualizalashoz sziikséges festéket kell
hozzajuk adni.

- Kis mennyiségben sziikségesek, altalaban 1,5-3 ul elegendé egy futtatashoz.
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1% Topvision™ LE GO Agarose (#H0491)

bp ng/0.5u0

— 23130* 238.4
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0.5pghane, 8em length gal
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DNS detektalasa

- UV transzillumindtor- UV fénnyel gerjeszt, UV sz

%
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o

uro!

- Transzilluminator- kék fénnyel gerjeszt, narancssarga sziirét hasznal, ami elnyeli a kék fényt

- Géldokumentécios rendszer — kiillonb6zd hullamhosszisagh fénnyel tud gerjeszteni,

emissziot detektalja, gélfotd készités
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Plazmid DNS és kromoszomalis DNS agaroz gélelektroforézise

1. 1%-os agardz gél készitése: 1 g agar6zhoz 100ml 1X-es TAE puffert adunk

2. Mikrohulldma siitdben feloldjuk (rovid ideig melegitjiik, majd kivessziik €s
Osszelotyogtetjiik, vigyazat forro és kiforrhat a keverés kozben!!!)

3. 15ml-t a gél kiontdjébe Ontiink.

4. Belehelyezziik a fésiit.

5. Dermedést kovetden a kadba helyezziik

6. Parafilmet vagunk.

7.2 x 2 ul 6X loading festéket cseppentiink ki a parafilmre (6 ul mintdhoz kéne 1 ul
loading festék)

8. 0,5 ul 10X Sybr Gold festéket 10 ul mintahoz kell 1 ul festék) adunk a loadinghoz.
9. 5 ul plazmid ¢és 10 pl kromoszoémalis DNA mintat pipettazunk a festékhez.

10. Osszekeverjiik pipettaval, majd a gél egy-egy zsebébe pipettizzuk dvatosan.

11. Kb. 10 percig 100V-on futtatjuk.

12. Detektaljuk.

Ready to run

'
'
4
'
)

i

"

Kromoszomalis DNS agaroz gélelektroforézise
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DNS molekulak emésztése restrikcios enzimekkel

A restrikcios endonukledzoknak harom tipusa ismert.

I-es tipusu restrikcids endonukleazok: pl EcoKI

- Felismerési szekvencia: AAC(N6)GTGC

- Hasitas: nem a felismerési szekvencian beliil hasit, ~1 kb a felismerési helytol
- 3 alegység: endonukleaz és metilaz

I11-as tipusu restrikcids endonukledzok: pl. ECoPI

- Felismerési szekvencia: AGACC 2x

- Hasitas: nem a felismerési helyen beliil hasit, 22-24 bp-ra téle
- 2 alegység: metilaz és nukledz

I1-es tipust restrikciés endonukleazok:

- Meghatérozott felismerési szekvenciaval rendelkeznek, a szekvencian beliil meghatarozott
helyen hasitanak, ezért specifikusak

- 4, 6, 8 bp hosszusagu felismerési szekvenciajuk van.

- Palindrom szerkezettiek: mindkét szalon azonos a szekvencia.

- A DNS mindkét szalat hasitjak.

- 3’ vagy 5’ talnyul6 véget adhatnak- Gn. ragados vég (EcoRI, EcoRV, BamHI stb.)

- kdzépen hasit- tompa véget ad (Smal, EcoRV)

- két kiilon fehérje az endonukleédz és a metilaz

- tobb mint 3500 tipus (750 torzs)

- elnevezésiik a prokariota nevébdl adodik, szamuk attél fligg, hogy hanyadik restrikcids
enzimként irtak le az adott mikroorganizmusban pl EcoRI, HindIII stb.

HindIIl Haemophilus influenzae d szerotipus, 3. enzim

EcoRI G|AATTC 5’ tulnyulo vég

BamHI G|GATCC 5’ tulnyulo6 vég

Notl GC|GGCCGC 5’ talnytlo vég

EcoRV GAT |ATC tompa vég

Smal CCC |GGG tompa vég

Kpnl GGTAC|C 3’ tulnyulo vég

BstXl CCANNNNN | TGG megszakitott palindrom

Miikodeésiikhoz optimalis pH és puffer osszetétel €s hdmérseklet sziikséges!
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EcoRl

Mire haszndlhatok?

- DNS szakaszok, gének klonozasa
vektorokba pl. plazmidba
- DNS szekvencia ellenérzése, szekvenalas

Klonozads:

- meghatdrozott DNS szakaszt, olyan restrikcios endonukledzokkal emésztiink, melyek
magat a szekvenciat nem hasitjak. Az ehhez sziikséges hasitasi helyeket PCR
segitségével épitjiik a DNS szakasz 3’ és 5° végére.

- A kivélasztott vektort (plazmidot) ugyanezekkel az enzimekkel emésztjiik (a hasitési
helyek a polilinker régidban talalhatd, egyedi hasitasi helyek), az emésztést kovetoen a
plazmid linearis lesz

- Az emésztett plazmidot és DNS szakaszt T4 DNS ligaz enzim segitségével kotjiik

0ssze-
EcoMl digested DNA sample EcoRl digasted plasmid vackor
- - ﬂ'lll—uﬂ T e

A ATTCNN ANG NG A ATTCN
mﬂ”” NNcTT!AFﬂ; a|“|NCTTAAP0‘- mu..?

\ combine and add

DNA iigass + ATP

g n n )

“NGAATTCNN NNGAATTCN
W NCTTAAGNN NNCTTAAGN g

v v
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Plazmid és kromoszomalis DNS emésztése restrikcios
endonukleazokkal

Reakcid Osszerakdsa:
. Egy eppendorf csébe 11 ul steril deszt. vizet pipettazunk.
. Hozzéadunk 2 ul 10X-es restrikcios endonukledz zold puffert

. Hozz4adunk 5 ul plazmidot

. Hozzaadunk 1-1 ul EcoRI-Xhol enzimet

. Leporgetjiik, majd 37 °C-on 10 percig inkubaljuk.

. Reakcio6 0sszerakasa:

. Egy eppendorf csobe 7 ul steril deszt. vizet pipettazunk.

. Hozzéadunk 2 ul 10X-es restrikcios endonukleaz zold puffert
. Hozzaadunk 10 ul kromoszomalis DNS-t

. Hozzaadunk 1 ul EcoRI enzimet.

. Leporgetjiik, majd 37 °C-on 10 percig inkubaljuk.

N B W N EFP DD OB WD R

Agaroz gélelektroforézis

1. 1%-o0s agardz gélt ontiink, a korabbiakhoz hasonldan.

2. A DNS 1étrabol (MHindlll) 3 ul-t parafilmre cseppentiink.

3. Hozz4adunk 0,3 ul 10X SYBR Gold-ot, 6sszekeverjiik, majd a gél els6 zsebébe
pipettazzuk.

4. Az 1. és 2. reakcioelegyhez egyenként 2-2 ul 10X SYBR Goldot.

5. A mintakbol 16-16 ul-t a kdvetkez6 zsebekbe pipettazunk.

6. A gélt kb. 15 percig 100V-on futtatjuk.

7. Detektaljuk a csikokat.

8. Hatarozzuk meg a DNS méretét.

3 different restriction
enzyme digests of
plasmid DNA

.
3]
-
=
@
£
o
N
(2]

wells
-

DNA migration
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Kérdések:
1. Mi befolyasolhatja a DNS futtatast?

2. Mi aszerepe a DNS létranak?

w

Milyen mddon torténhet a DNS detektaldsa?

4. Mire hasznalhatoak a restrikcids endonukledzok?

o

Mi az agar6z gélelektroforézis alapelve?
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5. PCR gyakorlat

A polimeraz lancreakcio lépései:

l. Denaturacio:

Magas hémérsékleten (92-98°C) denaturalja az 6sszes DNS

3
3 5

4 (@ Denaturation
.

+
3 5

1. Primer tapadés vagy annealing

Primer specifikus hémérséklet (50-65°C) ami, lehetévé teszi a primerek betapadasat a
komplementer szakaszra.

) Annealing

r 503
3

1. Elongicid
Primer megszintetizalja a komlementer szakaszt (60-72°C)

(3) Elongation

3 5! 3
3 5 3 .

A reakcio komponensei:

- DNS templat

- primerek

- dezoxiribonukleotid-trifoszfatok (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
- DNS polimeraz

- Puffer (Mg?")

Step 1:
Denature Tempiate

R . wu;’l'l'l'l'l'l'l
A reakcio hoprofilja: L
Step3

90 ) -
Primer Extension

92 °C 2’ | .
92 °C 207 T \ ]

56°C30” [  35x 5 " ' .
72 °C 307 2wl 1
72°C5° g

I .
Step 2
Anneal Primer

n L -

30 PR IR RSN [T [T NS RN

Minutes
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Primerek:

forward primer — human 8 aktin (Akt 11) 5> AGA AAA TCT GGC ACC ACACC 3’
reverse primer — human B aktin (Akt 21) 5> GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA 3’
Mintak: negativ kontroll, pozitiv kontroll, minta 1 (HeLa cDNS), minta 2 (WRL68 cDNS)

Reakcio osszeallitasa:

1 reakcio 4 reakcio (master mix)

6 ul desztillalt viz ...ul

10 ul 2x PCR mix ...ul

2 ul primer mix (forward + reverse) ...ul

2 ul templat - ul

> 20 ul x....Ul

A reakcio hoprofilja:
92°C2’

92 °C20”
56 °C 30’}> 35x
72 °C 302
72°C5°

Kérdések:
1. Mit jelezhet az, ha a negativ templat kontrollban is kapunk terméket?

2. Mit jelezhet az, ha a pozitiv kontrollban nem kapunk terméket?
3. Miért célszerli master mix alkalmazasa?
4. Meért sziiksége a tobbszori ismétlés?

5. Mi a PCR alkalmazasi teriiletei?
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6. Sejttenyésztés

A sejttenyészet az a folyamat, amelynek sordn a sejteket szabalyozott koriilmények kozott
termelik, altalaban természetes kdrnyezetiikon kiviil.

A sejtek szervezeten kiviili, in vitro (=livegben) szaporitésa.

Novekedési mod alapjan:
e monolayer:letapado
e szuszpenzid

Sejtenyészetek, szovettenyészetek tipusai:

I.  Primer (elsodleges) kultiira: az eredeti szervbol, szovetbol készitett kultara.
- cél: egyféle sejttipus legyen jelen a tenyészetben
- eldny: a szervezetben el6forduld adott sejttipusnak megfeleld fiziologias
jellemzdket mutatja
Il.  Szekunder (mdsodlagos) kultiira: a primer kultira egyszeri atoltasaval késziilo
kultara.
I, Sejttorzs: a primer kultirdbol néhany passzalés utan kialakult, véges élettartamu
kulttra (40-50 passzalas).
IV.  Sejtvonal: a sejtek folyamatos 0sztodo képességgel birnak, elméletileg korlatlan
ideig fenntarthat6 és genetikailag viszonylag homogén.
- immortaliz4cio: korlatlan oszt6do6 képesség
- transzformacio (retroviralis onkogén transzfekcid)
- tumor sejtek (mutacid vagy virus okozta transzformacio)
- spontan immortalizacio
V.  Sejtbankok: sejttorzseket, sejtvonalakat tarolnak specialis krioprotektiv
médiumban, foly¢kony nitrogénben.

Sejtkoldnia (1 mm)

Egyetlen sejt-SEM (0.01 mm)

Pericsésze sejtkoldniakkal (100 mm)
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Sejtkultarak elényei

specifikus sejtek, homogén sejtpopulacio

pontosan tervezhetd €s reprodukalhato kisérletek
kontrollalhat6 koriilmények

jol definialhato, mddosithato

sejtfunkcidk vizsgélata (DE! az eredményeket nem lehet egy az
egyben az in vivo allapotokra vonatkoztatni)

allatkisérletek egy részének kivaltasa

vizsgélhatok emberi sejtek

Sejttenyésztés korlatai

Nem modellezi a szervezet komplexitasat
Spontan in vitro evolicid

Sejttenyészetek fenntartasa

STERIL munka!

Passzalas: a sejttenyészet egy részének atvitele 0j tenyészto
edénybe friss tapfolyadékkal.

Szuszpenzios sejtek: a sejtszuszpenziot a megfeleld aranyban (kivant
sejtszammal) kell tovabb vinni

Letapado sejtek: enzimatikus emésztés segitségével a sejteket
szuszpenzioba vissziik, majd megfeleld mennyiséget tovabb oltjuk
A passzazs szam feljegyzése fontos!

Sejtkultara fenntartasahoz sziikséges anyagok:

a.

C.

Tapfolyadék (médium): biztositja a sejtek szamara a novekedéshez fontos
tapanyagokat és a megfeleld kornyezetet.

- ionok: Na*, K*, Ca?*, Mg?" CI, PO43", HCO3"

- gliikoz: energiaforras a szintézisfolyamatokhoz

- esszencialis aminosavak, amelyeket a sejtek nem tudnak eléallitani

- vitaminok

- puffer: pH 7,2-7,4 fenntartasa

- fenolvoroés: piros indikatorfesték, amely jelzi a tapfolyadék pH-janak

valtozasat

- szérum: 5-20%, foetalis (magzati): FCS/FBS vagy felnd6tt

- antibiotikumok: penicillin, sterptomycin, AmfB, gentamycin
Steril fiilke: sziirt levegd aramoltatasa a munkafeliilet felett, a kontaminacio veszélye
csokken.

Inkubator, termosztat
- optimalis hémérséklet (alt. 37°C)
- 5%-0s CO2 tartalom
- megfeleld paratartalom (90-100%)
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d. Mikroszkop: inverz mikroszkoppal a sejtek kdzvetleniil a tenyészté edényben

vizsgalhatok.

- Biirker-kamra: sejtszdmoldshoz, pontos statisztikahoz, az ¢l6 sejtek szamanak
meghatdrozasa festéssel torténik: tripankék (a halott sejtek kékek, az ¢l6k
membranjan a festék nem jut at)

- Sejttenyészté edények (flaska/palack, 6-12-24-96-0s multi-well plate,
Petricsésze, lombik), steril pipettak, centrifuga

A sejtek tarolasa, fagyasztasa

fagyaszt6 ampulldkban, specidlis fagyaszté médiumban
(jégkristalyok képzodésének megakadalyozasa)

rovid tavon -80°C-on

hosszl tavon folyékony nitrogénben -196°C-on

Kiegészito video: sejttenyésztés:

http://youtu.be/7d kDu-P964

https://www.thermofisher.com/hu/en/home/global/forms/cell-culturebasics/cell-culture-

basics-virtual-lab.html

Kérdések:

1.

Mit neveziink primer sejttenyészeteknek? Mi az elénye egy szekunder kulturaval
szemben?

Milyen tulajdonsagok jellemzik a sejtvonalakat?

Mi jellemz6 az in vitro vizsgalatokra?

Meért fontos a médium a sejtkultira fenntartasahoz?

Mit jelent a passzalas?
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