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Céljaink:

1. Z06ld fluoreszcens fuzids fehérje kifejezése emlos
sejtvonalban

* Rekombinans plazmid felszaporitasa és izolalasa
baktérium sejtekbdl

* |zolalt rekombinans plazmid kimutatasa sejtekben
2. Fehérjék kimutatasa a sejtben immuncitokémiaval



Fluoreszcens fehérjek

Fuzids fehérje

* Fluoreszcencia jelensége
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Plazmid izolalas es futtatas agaroz

qgélelektroforezissel

Pazmid: peGFP-Grpl1-PH domén
Baktérium sejtek

CH3 BLUE

Antibiotikum rezisztencia: Kanamycin

Cell Harvesting

DNA Binding

Tisztitott plazmid
ellendrzése agaroéz
gélelektroforézissel
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Fluoreszcens fehérjehez kapcsolt vizsgalni kivant fehérje kifejezése

egér agytumorbadl szarmazo sejtvonalban

Rekombinans plazmid
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Vizsgalas
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piros:aktin (phalloidin CF543)

Konfokalis mikroszkopia

,Widefield” -> széles Iatdsz6gi konfokalis

detektor
T _ Konfokalis pinhole
Gerjesztési
hu”éthSSZ In-focus fluorescent emission

Out of focus flucrescent emission

Dichroic mirror | |

Laser
Pinhole aperture

Zeiss LSM 710 konfokalis mikroszkdp

Objective lens
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Eredmeényeink:

* membranhoz kotédik
* nagy méret-> sejtmagba
nem

EGFP-Akt-PH

* sejtmag+ sejtmembran
* kis méret-> sejtmag is

EGFP-Grpl-PH

 mindenhol diffuzan
* nincs specifikus
lokalizacidja

EGFP




Immuncitokémia
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Fixalas, permeabilizalas Els6dleges antitest ) 5
antitest

* feherjek specifikus kimutatasa és lokalizalasa fluoroférok segitségével
 Antigén-antitest kolcsonhatas
 Els6dleges és masodlagos antigének



Eredmeények

_ Tile scan
sejtmaghoz .

e 206ld: pGAP43 (Alexa fluor 488)
-> neuronalis marker fehérje,
membranhoz
e piros: calmodulin (Alexa fluor 647)
-> Ca koté fehérje, a sejtben

Z'La(:k mindenhol







KOszOnjuk a segitseget
és tamogatast!




