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Transzpozonok=,Ugralo genek”

Mobilis genetikai elemek.

RNS transzpozonok

Tipusaik: DNS transzpozonok ;
,Retrotanszpozonok
|V| L'j kOd és U k: Conservative transposition Replicative transposition
(cut-and-paste) (copy-and-paste)
—_ 4 —_ 24—
Excision ¢ {' Replication
4 > -
\\ Integration into target DNA /
I | I | |




DNS transzpozonok

Felépitésuk: IR IR

Alkalmazasuk: Génbeviteli eljarasokhoz

transposon transposon
/ inverted repeats inverted repeats \
promoter | transposase | potyca) signat

— promoter | transposase | potyc) signat
@—I promoter |~ gene of interest | potvc4) signalw




A mi kisérletlink

GFP génjének a bevitele HEK 293 sejtekbe és ennek vizsgalata.

1. NAP

* HEK sejtek felszedése

TC20™

Automated Cell Counter

* Sejtek megszamlalasa

* 200 000 db/ml sejt tartalmu szuszpenzio készitése

* 2x2 ml sejt inkubalasa platen




transzpozon bal vége EcoRV (4)
CMV

replikdciés kezdpont 2% ’( ;

2. NAP o
GFP kédold szekvencia

7] 7 Sleeping Beauty-CMV-EGFP
Transzfektalas
NotI(1454)
Ampicillin rezisztencia gén
, , \ponA -transzkripcid vége

» Két plazmid bejuttatdsa a sejtbe &

transzpozon jobb vége

» FUuGENE reagens + tapoldat —

» 1 nap inkubalas

MRNS kzzdefz

CcCMV promoter \Ieeplng Beauty transzpozaz kodol6 régio

SB transzpozaz vektor
a732bp

Ampicillin rezisztencia gén\ /\

replikacios kezdopont

—____mRNS 3’ vége

Egyiklink m{kodd a masikunk mutans

transzpozazt kodold plazmiddal dolgozott.




3. NAP
Excizids esszé

Ezt megel6z6en a transzfekcio eredményét ellendriztik.

JANO

Mindkét mintan fluoreszkalnak a sejtek, mivel a GFP génjét tartalmazdé plazmid bejutott és expresszalddott a fehérje.



A m(ikodo transzpozaz kimutatasahoz izolaltuk a plazmidokat.

» Kivagja a GFP-t kédold szekvenciat
» A plazmid megrovidiil

Plazmid izolalasa: lzolalo Kittel

Ezt kovet6en meghatdroztuk a tisztitott plazmid
koncentraciojat fotométerrel.

transzpozon bal vége BroRV (4)

} ’( cMY
replikiciés kezddpont 2% ;

Sleeping Beauty-CMV-EGFP

5262 bp

Ampicillin rezisztencia gén

S

replikacids kezddpont 1

polyA -transzkripcid vége
L

GFP kédolé szekvencia

NotT(1454)

transzpozon jobb vége




PCR a DNS darabok felszaporitasara.
A PCR miikodése:

95 °C :A DNS denaturalodik

60 °C: A primerek kotédnek

72 °C: A Taq Polimeraz
m(ikddése
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4. NAP

PCR reakcioval a transzpozon végeihez kotédottek a primerek.
A kozte lévo rész felszaporodott.

» MUkod6 transzpozaz: Rovid DNS darab

» Mutdns transzpozaz: Nagyon hosszu DNS darab vagy DNS darabkdk
L 7

Ezeket agaroz gélen futtattuk . )
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1. : Kontroll m(kodé transzpozaz
2. : MUkodé transzpozaz /Jand/

3. : Mutdns transzpozdz /Csaba/



Koszonjuk a Enzimoldgiai Intézet Molekularis Genetikai
laboratoriumanak és a MTA TTK Kutatd Kozpontjanak a lehet6séget!

Koszonjuk meg!:

Fothy Abel, Wachtl Gerda, GABI NENI, valamint témavezet8ink:
Orban Tamas és Némethy Kornélia

Odaado munkajat
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