Plazmid izolalas

Bevezetés:

A plazmidokkal torténd in vitro manipulacidhoz, nem elég a sgjtben felszaporitani, de onnan ki is
kell nyerni a plazmidokat. Baktériumok plazmidjainak kinyerésére igen egyszerlen kivitelezhetd
eljarésok alakultak ki. A plazmidot meg kell tisztitani a sejttormel éktdl, a kromoszomalis DNS-tdl,
az RNS-ektdl és afehérjéktdl.

Plazmid kinyerése E. coli sejtekbdl:

Az E. colit antibiotikum tartalmu taptalgjon szaporitjuk, ezzel a szelekcids nyomast biztositjuk,
hogy a plazmid-replikécio és az antibiotikum rezisztencia gén expresszidja fennmaradjon a sejtben.
A felszaporitott sejteket centrifugdldssal elvdlasztjuk és roncsoljuk, hogy beltartalmukhoz
hozzaférjink. A sejtek lizisét forraléssal vagy lugos kezeléssel oldhatjuk meg, mindkét esetben
lizozimos kezeléssel kombindva.

Sejtek roncsolasa forralassal:

500 ml tenyészetbdl centrifugdt sejttémeget felszuszpendajuk 10 ml STET oldatban (NaCl, Tris,
EDTA, Triton-X keveréke), majd 10 ml friss lizozim oldatot (20 mg/ml Tris) tesziink hozza. A
sgjtszuszpenzidt felmelegitjik és 40 masodpercig forrponton tartjuk, folyamatos rézas kdzben.
Ezutan 5 percre jéghideg vizbe tessziik. A lombik viszk6zus tdmegét 25000 rpm fordulatszammal
30 percig ultracentrifugdljuk 4 °C-on, majd egyensilyi cézium klorid - etidium bromid gradiens
centrifugaléssal tisztitjuk.

Sejtek roncsolasa [Ugos kezeléssel:

500 ml tenyészetbdl centrifugdt sejttdmeget felszuszpenddjuk 10 ml glikéz, Tris, EDTA
oldatban, mely 5 mg/ml lizozim enzimet is tartalmaz. 5 perc dlas utan 20 ml NaOH - SDS oldatot
tesziink a sgjtszuszpenzidéhoz. Az NaOH - SDS szétroncsolja a sejteket és csapadékot képez a
nagymolekulgu sejtalkotokkal. Ebbdl a csapadékbdl a viszonylag kis molekulasilyd plazmid
visszaoldhatd (renaturalhat6) 4,8 pH-ju K-acetét oldattal és centrifugdlassal a felliliszoban 1évo
plazmid elvlaszthatd a csapadékban feldisult nagyobb DNS és fehérjemolekulaktdl. A
fellliszban oldott plazmidot izopropil-alkoholos kicsapassal és centrifugdlassal nyerjik ki. A
plazmid ily modon tortént disitédsa és szelektiv kinyerése utan a kisebb méretl DNS, RNS és
fehérjeszennyezbdéstdl utdlagos tisztitassal, vagy ultracentrifugdlassal szabadithatjuk meg a
plazmidot.

Plazmid tisztitasa:

A szennyezb fehérjéktdl fenol-kloroformos mosassal szabadithatjuk meg a plazmidot, a kisebb
molekulasilyl RNS-ektdl RNézos kezeléssel. A preparativ gélelektroforézis és UC mindentdl
megtisztitja.



A gyakorlat leirasa:

A gyakorlat sordn pBR 322, pBR 329 és pGL O plazmidokat tartalmaz6 DH1 és HB 101 jelQ
Escherichia coli torzset haszndunk. A plazmidokat kinyerjik a sgitbdl, mad elviasztjiuk a
nagymolstlyl RNS-ektdl, a fehérjéktdl és a kromoszomdlis DNS-t8l. Teljesen tiszta plazmidot
preparativ ultracentrifugés modszerrel nyerhetnénk, az aldbbi mddszer a plazmid feldisulésat és
részleges tisztitasét teszi lehetdve. A sgjtek roncsolasdhoz a nétrium-dodecil-szulfatos modszert
haszndljuk. A kinyert plazmid kimutatésa gél el ektroforézissel torténik.

Seitek elokészitése plazmid kinyer éshez:

1. Inokulum: Inokulumkeént késd logaritmikus szaporodasi fazisban |évd sejtek szolgalnak.

2. Szaporitas: A sejtek szaporitasa antibiotikumot tartalmazo LB (Luria-Bertani) tdpoldatban 37
OC-on torténik egy éjszakan & OD=0,4-ig. Az igy felszaporitott sejteket haszndljuk plazmid
kinyeréshez. (A 25 cm’ LB tépoldathoz 250- 300 m Canp=3,5- 4 mg/ml ampicillin oldatot adunk.)

LB tapoldat: 10g pepton /tripton
50 €l esztokivonat
109 NaCl
1000 cm® deszt. viz pH 7.5

Sterilezés autokl avban.

Ampicillin oldat: 3,5-4 mg Amp/ml deszt. viz
Sterilezés membransziréssel.

Megjegyzések: A téptalg antibiotikum tartalma biztositja a szelekcids nyomast, mely a plazmidok
szaporodasahoz vezet. Antibiotikum nélkll az oszt6d6 sejtek nem szintetizalnak plazmid DNS-.
Plazmid amplifikdldsara tobb kutatd javasolja a szaporodas utolsd néhédny Orgéban
chloramphenicol akalmazésit, mely ledlitja a kromoszomdlis DNS szintézis&, de a plazmid
szintézisét nem befolyésolja. Igy a plazmid DNS / kromoszomélis DNS arany eldnydsen megnd a
plazmid izoldashoz.

Az izoldlads menete:

|. Sejtek centrifugdlasa: 1,5 cm® baktérium kultlrét a szaporodas exponencidis szakaszéban
Eppendorf csbbe toltink, majd 5000 rpm-mel 15 percig centrifugdljuk. A plazmid kinyerés
sikerességének biztositésa érdekében a fellilUszO ledntése utan Ujabb 1 cm® baktérium
szuszpenziét bemériink a lecentrifugalt sejteket tartalmazé Eppendorf csovinkbe és a
centrifugal ést megismételjik.

2. A sgtek kinyerése: Az Uledéket (baktérium segjitek) 0,4 ml TE oldatban szuszpenddljuk, jol
elkeverjik.

TE oldat: 219 Trisz
0.37¢g EDTA-Na
100cm®  deszt. viz pH 8

Sterilezés autoklavban.

3. A sgjtek roncsolasa: 0,4 ml Na-laurilszulfét oldatot (0,2 M NaOH, 1 % SDS) adunk, enyhén
elkeverjik, majd 10 percig 0 OC-on tartjuk.
Osszetétel — Kémcsdben dsszemérni: 2,8 ml viz + 0,4 ml 10 % SDS + 0,8 ml 1 M NaOH, ebbdl



kell 0,4 ml-t kivenni. A NaOH a pH-t 12,4-re értékre tolja €, az SDS komplexet képez a
nagymolsilyl RNS-sel, a kromoszémalis DNS-sel és afehérjékkel.

4. Plazmid renaturddsa: 0,3 ml 3M NaOAc oldatot (pH=4,8) adunk az elegyhez 6vatosan
megforditjiuk kétszer keverés céljébdl és tovabbi 5 percre O OC-ra tesszilk. Az dvatos keverés
lehetbvé teszi, hogy a NaOAc oldat renaturdlja plazmidot a csapadékbdl, tehat a plazmid a
felulUszoba kerdl.

5. Elvdlasztés: Az oldatban 1évd plazmidot a kicsapott fehérjéktdl, RNS-t8l és kromoszémalis
DNS-tdl centrifugdlassal vaasztjuk €, 15 perc; 12 000 rpm.

Szilkség esetén a fehérjék etavolitaséra két Ut lehetséges: a fenolos fehérjementesités (5a), vagy a
CsCl-etidium-bromid gradiensben val 6 egyensilyi centrifugélas.

5a. A centrifugdlas utan a fellluszot (kb. 0,6 ml) azonos térfogat (0,6 ml) fenollal (TRIS-sze
telitett) kirdzzuk. Max. 1 perc Wortex, majd 5 perc centrifugalés 12 000 rpm-mél.

Utdna a fellltszdt (vizes fézis) kb. 0,6 mil-t, fele-azonos mennyiségl 0,3 ml kloroformmal
kirdzzuk. Max. 1 perc Wortex, majd 5 perc centrifugdlas 12 000 rpm-mel

Az dsb féazist eldobni és a kloroformos kirazést az el6bb emlitett mdédon még egyszer
megismételni.

6. Plazmid kicsapasa: A fellluszé oldatban 1évd plazmidbdl 0,4 mi-t egy Uj centrifugacsdbe téve,

0,8 ml -20-°C-0s 96 %-0s etanollal lecsapjuk, 20 percig -20-°C-on tartjuk.

7. Plazmid csapadék centrifugdldsa és mosdsa: 15 perces 12 000 rpm centrifugdlas utan a
kicsapodott plazmidrdl a felliliszot ledntjik, a plazmidot megszaritjuk 70 %-os etanollal mossuk
(200 m csovenként, 5 perc centrifugdl &s).

8. Plazmid oldasa: A kapott plazmidot 10 m TE pufferben feloldjuk, tesziink hozza 3 m STOP
keveréket és -20-°C-on téroljuk. (Ha a kinyert plazmidot transzforméciéhoz fogjuk haszndni,

akkor 15 m TE pufferben oldjuk fel, ebbdl 7 m-hez 3 M STOP keveréket adunk és -20-°C-on
taroljuk, 8 m-t félretesziink a transzformaciohoz.)

9. A plazmid izoldas sikerességét agaréz gél elektroforézissel ellendrizhetjik.

Beadandd jeqyzOkonyv:

Az izoldashoz haszndlt torzs és az izoldt plazmid neve.

A felcseppentési terv és az elektroforézis eredmeénye rajzon, magyarazat.
A kontroll és az izolalt plazmid csikjanak/csikjainak tavol shga a zsebtdl.
A plazmid becslilt mérete a DNS marker alapjan.

Az eredmények kiértékel ése.
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