Az alabb megfogalmazott rendszabalyok betartasa mindannyiunk kozos érdeke, melyek
betartasa nélkiil a gyakorlatot nem tudjuk eredményesen és biztonsagosan elvégezni. A leirtak
nem csak tajékoztato jellegiiek, hanem igen szigoritan be fogjuk tartani éket!

Nagyon megkériink mindenkit, hogy figyelmesen olvassa végig a pontokat, hogy esetleg
felmeriilé6 kérdésekre idében valaszolhassunk (legkésobb a gyakorlat kezdetekor). Utoélagos
reklamaciot a "pénztartol valé tavozas utan" senkitél sem fogadunk el!

1. Gyakorlat elvégzéshez kapcsolddé altalanos szabalyok

l.a. A gyakorlat alairasanak feltétele a megjelenés a gyakorlaton, iizemldtogatdson és a gyakorlat
elvézégzése, jegyzokonyv leaddsa. Ezek elmaradasa esetén a gyakorlatot nem tudjuk aldirni.
1.b. Igazolt hidnyzas esetén (pl. betegség) a tdvolmaradas okarol a gyakorlatot kovetd egy héten beliil
értesitést varunk (telefon, lizenet, email, stb). Telefonszam: (62/544 503), email: perei@brc.hu
Orvosi igazolast csak a felgydgyulast kovetd egy héten beliil fogadunk el. "Visszamendleges"
igazolast nem vesziink figyelembe.
1.c. Mivel a gyakorlat eredményes végrehajtasahoz fontos a pontos iddzités, a gyakorlatot
pontosan kezdjiik. A kezdéstél szamitott 10 percen tul érkezéket automatikusan elkiildjiik,
és ez igazolatlan hidnyzdssal egyenértékii.

2. Biztonsagi rendszabalyok

2.a. A laborban kdpeny viselése kotelez6, errdl mindenki igyekezzen magdnak gondoskodni.
Hianyz6o kopenyeket nem tudunk poétolni, a kopeny nélkiill megjelendk
gvakorlati munkdt nem végezhetnek. Hasonloképpen kotelezd laborkesztyii viselése is a
gyakorlatokon, ezt azonban biztositjuk.
2.b. Gyakorlat eldtt ismertetjiik a biztonsdgi szabdlyokat, illetve az esetleges veszélyes anyagokkal
valé banasmoddot. Ennek betartasa mindenkire nézve kételezé.

3. A gyakorlat értékelése

3.a. A gyakorlat elméleti anyagat, valamint az elvégzendd kisérletek menetét tartalmazo protokollt
mindenkinek idében eljuttatjuk, illetve az interneten elérhetévé tessziik. Ennek ismerete kételezo,
melyr6l irdsban is szamot kell adni.

3.b. A gyakorlatot kisebb, 2-3 f6s munkacsoportokban végezziik, azonban mindenki kiilon
Jjegyzokonyvet fog vezetni, melyet szintén értékeliink.

3.c. A gyakorlat végsé jegye az elméleti (irasbeli) és gyakorlati (labormunka, jegyzOkonyv)
eredményeibdl fog kialakulni.

3.d. A gyakorlati jegy kisérletes részének javitasara nincs lehetéség. Az elméleti felmérd javitasara
kizarolag a vizsgaiddszak kezdetéig és csak egyszeri alkalommal van lehetGség.



Biotechnolégia gyakorlat: 3. évfolyam/2. félév, biolégusoknak.

A gyakorlat 3 f6 részb6l fog allni. Egyrészt a gyakorlatban is megismerkediink néhany, az el6z6 félév
elméleti ordin ismertetett, fehérje tiltermeltetésére hasznalt vektorokkal és baktériumtorzsekkel (i).
Emellett bemutatunk egy példat a kornyezetben talalhaté szervesanyagok koziil a keratin lebontdsdra
képes baktériumtdrzsek miikodésére (ii), valamint a gyakorlat harmadik részében (iii) egy 1 oras
latogatast tesziink a Szegeden nemrég beindult fermentacids izemnél (Corax-Bioner Kft.).

(i). FEHERJE TULTERMELTETES Escherichia coli-ban

A GYAKORLAT CELJA

A laboratériumi gyakorlat célja, hogy megismertesse az egyetemi hallgatokat az E. coli-ban
torténd fehérje tultermeltetés kisérleti elemeivel. A munkdhoz a pET indukalhaté expresszios rendszert
hasznaljuk, és a gyakorlat soran tanulmanyozni fogjuk:

- az indukci6 idétartamadnak hatasat a termelt fehérje mennnyiségére
- az indukci6 hémérsékletének hatasa a termelt fehérje oldékonysdgdra

FONTOS FIGYELMEZTETES: A GYAKORLAT TELJES MEGERTESEHEZ KOTELEZOEN
ISMERNI KELL A LAKTOZ-OPERON SZABALYOZAST!!

ENNEK ISMERETE NELKUL A GYAKORLAT NEM ELVEGEZHETO. AZ ISMERETEKROL A
GYAKORLAT ELEJEN KOZVETLENUL, FELMERESBEN FOGUNK MEGGYOZODNI.

Elméleti hattér
T7 RNS polimerdz alapii rendszer

A T7 fag RNS polimerazan alapulé fehérje termeltetési rendszert Studier és munkatarsai
fejlesztették ki 1986-ban. A rendszer miikddési elve azon alapszik, hogy a T7 bakteriofag RNS
polimeraza
1. nagyfoku szelektivitdssal rendelkezik, azaz nem ismeri fel a gazdasejt (£. coli) promotereit,

2. sokkal (kb. 5x) gyorsabb, mint az FE. coli sajat RNS polimerdza, ami nagy mennyiségi
mRNS termeltetését teszi lehetdvé.

A fentiekb6l kovetkezik, hogy ha egy E. coli sejtbe olyan vektort visziink be, amelyben a
termeltetendd fehérje génjének atirodasa a T7 fag valamelyik prométerérdl torténik, ennek a génnek a
transzkripciojat csak a T7 RNS polimerdz tudja biztositani (az E. coli sajat RNS-polimeraza nem). A
T7 RNS-polimeraz kifejez6dését azonban mar vezérelheti a gazdasejt (E. coli) transzkripcios
apparatusa, melyen keresztiil a tiltermeltetni kivant fehérje atirodasa beindithato.

A T7 RNS polimeradz transzkripciojanak indukcioja
A T7 RNS polimeraz génjének indukalhato transzkripcidjat ugy a oldottak meg, hogy a gént a

konstrukciot kaptak: represszor: Lacl + promoter: LacUV + operdtor: LacO + strukturgén: T7 RNS
polimerdz. Illy moédon a T7 RNS polimeraz génjének szabalyozasa az IPTG-vel indukalhat6 lac operon
szabalyozasihoz valt hasonlatossd. Frdemes megjegyezni, hogy a szabalyozasbol a gliikkoz/cAMP
fiiggd elem UV mutagenezissel ki lett iktatva, igy a gén gliikoz jelenlétében, gazdag taptalajon is
kifejez6dik.

Gazdasejtek

BL21(DE3). A DE3 egy A baktriofag szarmazék a “21 - es” fag immunitas régioval. Az int
génjébe, melynek terméke a kromoszomalis integracioért felelds, beépitettek egy fragmentumot,
amely tartalmazza a fent emlitett lacUV5 promotert, a lacZ-T7 RNS polimeraz konstrukciét, és a lacl
represszor gént. Ily mdédon ez a régié egy olyan helper fag segitségével, amely tartalmazza az intakt
int gént, mobilizalhatd, viszont a kromoszoman beliil az inaktiv int gén miatt stabil marad. A lizogén



allapot létrejottével az E. coli kromoszoma tartalmazza a T7 RNS polimeraz génjét a lac operon
szabalyoz6 elemeivel egylitt (1. abra), s ezért izopropil-tiogalaktoziddal (IPTG) indukalhat6. E
sejtekben mind a Lon mind az OmpT proteaz el lett rontva, igy a fehérjék varhaté élettartama
megndvekszik.

PpET vektorok

A pET vektorok olyan vektorok, amelyek esetén a termeltetend6 fehérjék transzkripcigjat T7
promoter biztositja (plasmid for expression by 77 RNA polymerase). pBR322 alapu, alacsony
kopiaszamu vektorok, amelyek jelenlétére altalaban ampicillinnel lehet szelektalni, a rezisztenciat a
plazmidon talalhaté bla gén terméke biztositja.

A termeltetendd fehérje génjének transzkripciojat a T7 fag egyik legerdsebb, @I 0 promotere vezérli.
Léteznek olyan konstrukciok is, amelyekben a T7 promoterhez 3’ irdnyban fuzionaltattdk a lac
operator (LacO) 25 bp hosszasagu szakaszat (T7/ac promoterek). Ilyen vektorok kettézétt biztonsdagu
rendszert jelentenek, hisz mind a T7 RNS polimerdz, mind a termeltetendd fehérje génje a lac
operator szabalyozasa alatt all, igy a termeltetend6 fehérje transzkripcidjanak gatlasa a nem-indukalt
fazisban duplan gatolt, mivel az operatorhoz kotédo represszor megakadalyozza a promoterrdl a gén
transzkripciojat. Természetesen minden vektor tartalmaz a prométert6l 3’ iranyban olyan restrikcios
helyeket, ahova a termeltetendo fehérje génje beilleszthetd (multi cloning sites).

A fehérjetiiltermeltetéshez haszndlt vektorok két fo tipusa

Transzkripciés vektorok olyan vektorok, amelyek tartalmazzdk a T7 promotert, és a
transzkripciohoz sziikséges elemeket, de nem tartalmaznak potencialis transzlacios szignalokat (pl.
pET1-5).

Transzlacios vektorok, amelyek a transzkripcios elemeken kiviil tartalmazzak a “77 Tag”
fehérjéhez tartoz6 transzlaciés szignalokat (2. abra, a silabusz végén). A vektorokba beépitett “-23” -
“+06” régio hordozza az elsé 11 aminosavat kodolo tripleteket, és a polilinker szakasz csak ezutan
kovetkezik. Ez azt jelenti, hogy amennyiben ezen helyek valamelyikére klonozunk, és nem illesztiink
a fenti géniink elé transzlacids stop kodont, fuzids fehérjét kapunk. Ez nem feltétleniil zavaro,
esetenként a tisztitast megkdonnyiti. Altalaban egy tipusti vektornak harom valtozatat készitették el,
amelyek csak abban kiilénboznek, hogy a klonozd régidt egy-egy nukleotiddal eltoltak, igy a gént
tetszoleges leolvasasi keretbe lehet klonozni (pl. pET21a, pET21b, pET2Ic...).

A transzlacios start kodon ugy lett kialakitva, hogy ez valamilyen restrikci6s endonukleaz
felismeréhelyén beliil talalhat6d, lehetdvé téve, hogy a gént kozvetleniil ide klonozzuk. Ebben az
esetben a fuzio elkeriilhetd, és csak a kivant fehérje fog termelddni.

A gyakorlat soran a pET21b vektorral késziilt konstrukcidt hasznalunk. Ez egy T7lac promotert
tartalmazo transzlacios vektor.

Az indukcio folyamata tehat a kovetkez6képpen zajlik:

1. a tultermeltetni kivant fehérjét klonozzuk a pET vektorba, a T7 fag @10 vagy T7lac nevii
promotere moge

2. ezt a konstrukciét betranszformaljuk olyan BL21(DE3) E. coli gazdasejtvonalba, mely a
kormoszomajan tartalmazza az inaktiv int régiok kozott a LacUV/LacO mogé
klénozott, ezaltal IPTG-indukciora miikodo T7 RNS polimeraz gént

3. IPTG hozzaadasakor a Lacl (inhibitor) génrél termel6d6 represszorfehérje nem tud az
operatorhoz (LacO) kotédni, igy a LacUV promoterrél megindulhat a T7 RNS
polimeraz fehérje termel6dése, ami

4. a vektoron levé T7 (@10 vagy T7lac) promoterekhez kapcsolodva meginditja a célgén
kifejezodését
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lacl: laktoz inhibitor

lacO: lakt6z operator

Pro: promoter @10 v. T7lac

RB: riboszomakotd hely

bla: ampicillin-rezisztencia génje
OR: replikacios origo

int: kromoszomalis integracios elem

1. abra. A pET vektorokon alapuld, indukalhat6 fehérje termelés elvi sémadja.




A termelt fehérje toxicitasanak kivédése

Az idegen fehérjék - foleg, ha nagy mennyiségben vannak jelen toxikus hatdssal lehetnek a
gazdasejt szamara, ezért alatldban nagy mennyiségii biomassza a fehérje termelésével parhuzamosan
nem nyerhetd. A probléma feloldhat6, ha a biomassza képzddést (sejtndvesztés) és a fehérje
termeltetés folyamatat elvalasztjuk. Erre a pET rendszer esetén két alapveto stratégia 1étezik:

A. a T7 RNS polimeraz génjének transzkripciojat egy indukdlhato promoteren keresztiil
biztositjuk. Ennek sordn a sejteket eldszor normal koriilmények kézott ndvesztjiik, majd a ndvekedés
legintenzivebb szakaszaban beinditjuk - indukdlészerrel - a vektoron bevitt idegen fehérje
taltermelését. A gyakorlaton ezt a modszert fogjuk bemutatni, mégpedig a lakt6z-operonhoz hasonléan
szabalyoz6dd, IPTG-vel indukalhato pET-vektorrendszer felhasznalasaval.

B. a T7 RNS polimeraz génjét egy fag vektoron keresztiil juttatjuk be a sejtekbe a novekedés
megfeleld periddusaban. Ennek a megkdzelitésnek kiilondsen nagy jelentdsége van olyan fehérjék
esetén, amelyek rendkiviil kis koncentracioban is mérgezdek a gazdasejtre, hisz a T7 RNS polimeraz
hianyaban a megfelel6 mRNS egyaltalan nem képzoédik. Ugyanakkor ez a stratégia komplikaltabb,
nehézkesebb, ezért csak végsziikség esetén szoktak hasznalni, és a tovabbiakban mi sem foglalkozunk
vele részletesen.

Kisérleti el6zmények
Laboratériumunkban hipertermofil sejtek, koztiik a Thermococcus litoralis és Pyrococcus

Sfuriosus hidrogendzait tanulmanyozzuk. A T. [itoralis heterotetramer citoplazmatikus fehérje négy
alegységét (Byda) kodolo gének szekvencidjat meghatiroztuk, és a Yy alegység funkciojanak
részletesebb analizise érdekében az ezt kddolo gént (fydG) tultermeld vektorba klénoztuk.

A klonozas menete a kovetkez6 volt:

1. A hydG elejére és végére tervezett oligonukleotid primerek felhasznasaval, kromoszomalis DNS-r6l
polimeraz lancreakciéval (PCR) kiamplifikaltuk a gént tartalmazé DNS szakaszt. A PCR-ben hasznalt
5’ végi primert Ugy terveztiik meg, hogy a gén start kodonjanak (ATG) a masodik nukleootidjatol
(7G.....) induljon. Miutan a PCR termékét tompa véggé alakitottuk, Klenow polimerazzal felt6ltott
Ndel helyre (CATALTG [0 CATA) klénozva a felismerési szekvenciaban szereplo transzlacios start
kodon helyredll (CATATG.....). A 3’ végi primer pedig a transzlacios stop kodonnal komplementer
szekvenciaval kezdddik.

2. Ezt a fragmentumot pET21b vektor Ndel - BamHI helyére klonoztuk, miutdn a megfeleld végeket
feltoltottiik. Mivel a fragment beépiilésének irdnya ismeretlen volt, ezért az inszert beépiilésének
iranyat is ellenorizni kellett. Ez a feladat restrikcios térképezéssel egyszeriien megoldhaté volt.

Ily médon olyan konstrukciot hoztunk 1étre, amelyben

-a “T7.Tag” fehérje transzlacioés elemeit hasznaljuk,

- nem képzddik fuzios fehérje, mert a “10” fehérje els6 11 aminosavjat kodold régiot az Ndel - BamHI
emésztéssel eltavolitottuk.

A fragment nukleotid sorrendjét szekvenciaanalizissel ellenériztiik. Erre azért van sziikség,
mert a termostabil polimerazok gyakrabban hibdznak, és szinte minden esetben meg kell gy6zddni
arrol, hogy az igy izolalt DNS darab 100%-ban megfelel-e a vad tipusu szekvencianak. Az igy
eléallitott konstrukcié, a pLHG1/5, BL21(DE3) sejtekbe juttatva fehérje taltermeltetésre kdzvetleniil
felhasznalhato. A keletkezett tultermelt fehérjék varhato mérete: 32 kDa.

Megjegyzendd, hogy pET rendzser esetén, mivel a T7 RNS-polimerdz fehérjét is
"tultermeljiik", igy ez is egy jol lathat6 savot ad 90 kDa magassagaban.



pGEX-rendszer

A pGEX vektorok olyan vektorok, amelyekben a termeltetni kivant fehérje génjét a glutation S-
transzferaz (GST) génjével fuzionaltatjuk. A glutation S-transzferaz egy 26 kDa-os fehérje, amely E.
coli-ban aktivan termeltethetd. A GST fuzi6s fehérjék pedig glutationt hordoz¢ affinitds oszlopon
(Glutation -Sepharose) tisztithatoak. A mai napig 13 fajta pGEX vektor létezik, és a vektorok
altalanos felépitése a 3. abran lathato.

Jellemzo6ik:
A replikacids origo a pBR322 plazmidbol szarmazik, ezért ezek a vektorok alacsony
képiaszamuak.
Minden vektorban a [-lactamase biztositja a vektort tartalmazé sejtek szamara az ampicillin
rezisztenciat.

PGEX-BP-3 LI‘J‘-EI'I-HI
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A GST és a termeltetni kivant feherje kozé egy proteolitikus hasitohelyet épitettek be.

A vektorok altalaban ugy késziiltek, hogy mind a harom leolvasasi keretben legyen kénozhat6 a
fehérjénk génje, azaz ahhoz, hogy a leolvasasi keret ne sériiljon csak a megfelel6 vektort kell
kivalasztani a harom koziil.

A GST fuziés fehérjék csakiagy, mint a természetes GST dimerizalodnak

A gének transzkripciojat a tac promoter vezérli. Ez a frp operon és a lac promoéter megfelel6 régidit
tartalmazza az operator szekvenciaval egylitt. Ez sokkal er6sebb indukalhat6 expressziot biztosit, mint
a lac promoter. Tehat ebben az esetben is IPTG-vel tudjuk indukalni az expressziot, csak a pET
vektoroktdl eltéréen itt kdzvetleniil a termeltetni kivant fehérje génjének transzkripcidjat indukaljuk,
nem egy koztes termékét (T7 polimeraz).

A nem-indukalt koriilmények kdzott a repressziot a lacl? represszor biztositja.

A vektorok egymastol az aldbbiakbban térnek el:

- a tobbszords klénozoé régidban hany restrikcids endonuklaz felismerd hely talalhato

- milyen proteaz hasitohelyet épitenek a GST és a termeltetni kivant fehérje k6zé (Thrombin,
Factor XA, PreScission Protease).

A fehérje termeltetéshez a fent ismertetett BL21 térzset hasznaljuk (Nem a BL21(DE3)-t,

mert a T7 RNS polimerazra nincs sziikség..

Kisérleti elézmények



A Thiocapsa roseopersicina [NiFe] hidrogendzainak érésében szerepet jatszé hupK gént egy
darabjat klonoztuk. A pM42-5 klont Bgll-gyel emésztettiik, poliroztuk, majd Xhol-gyel hasitottuk. A
kapott 1.4 kb fragmentet, pGEX4T-3 Smal, Xhol helyére klonoztuk. Ezzel a stragégiaval a HupK
10%-a marad csak le, ami poliklonalis ellenanyagtermeltetés szempontjabol talan nem lényeges
csonkitas.

A fentiek alapjan (1400+3) x 100) + 1000 + 26 = 47 +26 = 73 kDa nagysagu tultermeltetett fuzids
fehérjét varunk. A kloénozas elvi sémaja és a kapott konstrukci6 a 4. abran lathaté.

GST >

thrombin
I

Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg Ile Val Thr Asp ***
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

I I I |

BamHT Smal Xhot

Gly Leu Val Cys Thr Ile Ala Ser Thr Arg Pro Val Ala Ala Ala Ser Ala Phe Val
GGC CTC GTC TGC ACG ATC GCC TCG ACG CGT CCG GTC GCT GCC GCG TCG GCC TTC GTC
CGG CGC AGC CG

LA ]

Bgll
GST [D

thrombin

[ |
Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Asn Ser Pro Ala Phe Val
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG AAT TCC CCG GCC TTC GTC

(I

BamHTI

4. abra GST-HupK fuzios konstrukcié készitése. A leolvasasi keretek illesztése



A GYAKORLAT MENETE

1. LB lemezen frissen felndvesztett kultirabol oltsunk le egy koldniat 30 ml LB*™ tapoldatba.
Erlenmeyer lombikban razassuk 37°C-on ODeoonm = 0.4 értékig.(LB tapoldat (1dm®): 10 g
Bacto tripton, 5g éleszt6kivonat, 10 g NaCl, pH=7.0, az LB lemez 1.5% agar tartalmaz, az
ampicillint pedig 100 ng/ml végkoncentracidoban hasznaljuk.)

2. Felezziik el a kulturakat, és 15 ml-t razassunk tovabb indukcio nélkiil. A masik 15 ml
kulttrahoz adjunk 150 pl (1mM) IPTG-t 100mM t6rzsoldatbol.

3. Rézassuk tovabb a kulttrakat:
1, 3 par: 37 C-on 2 orat
2,4 par: 37 C-on éjszakan at
5, 7 par: 20 C-on 2 orat
6, 8 par: 20 C-on éjszakan at
4. A kovetkez6 1épéseket mind az indukalt mind az indukalatlan mintdkkal meg kell csinalni.

Mérjiik meg a fényszorodast 600 nm-en

5. Vegyiink ki 1.5 ml-es eppendorf cs6be 1.5 ml kulturat, és centrifugaljuk max.
sebességgel eppendorf centrifugaban 5 percig,.
A feliiluszot gytijtébe ontjiik.

6. Szuszpendaljuk fel a sejteket 300 pl TE pufferben (50mM Tris-HCI, 2mM EDTA pH=8.0), és
centrifugaljuk az 5. pontban leirtaknak megfelel6en.

7. Szuszpendaljuk fel a sejteket TE pufferben. A hozzaadando puffer mennyiségét a mért
fényszoras alapjan hatarozhatjuk meg,
V= ODgoonm x 100 [p1]
azaz, ha a fényszoras 1.93 volt a 4. pont alapjan, akkor a sejt csapadékhoz 193 pl TE puffert
adunk.

8. Fagyasszuk le a mintakat folyékony N>-ben kétszer. (Folyékony N»-be rakjuk a sejteket
tartalmaz6 eppendorfokat 2-3 percig, majd szobahémérsékleten vagy 37°C-on felmelegitjiik.)
Ez a sejtek feltarasat szolgalja. Az SDS-PAGE-n val6 futtatasig -20°C-on taroljuk a sejteket.

Hallgat6 par Indukci6 id6tartama Felhasznalt Indukcio homérséklete
vektorrendszer
1 2h pET21 37°C
2 éjszaka pET21 37°C
3 2h pGEX 37°C
4 éjszaka pGEX 37°C
5 2h pET21 20°C
6 éjszaka pET21 20°C
7 2h pGEX 20°C
8 éjszaka pGEX 20°C

IPTG-koncentracié: 1mM



Denaturald poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Elvi megjegyzések

A sejtszuszpenzidt denaturdld koriilmények kozott, SDS jelenlétében poliakrilamid gélen
analizaljuk. Az akrilamid gy6kképz6 (ammonium perszulfat) hatdséra linearis polimert képez,
s ezt a polimerizacios folyamatot katalizatorral (TEMED) lehet gyorsitani. A térhalds polimer
szerkezet kialakitasa bis-akrilamid alkalmazasaval oldhato meg. Ilyen térhalds szerkezet
makromolekuldk, fehérjék, nukleinsavak elvalasztasat teszi lehetévé. Az SDS-poliakrilamid
gérelelektroforézis (SDS-PAGE) denaturalt fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasara
hasznalhaté. Az SDS hozzatapad a fehérjékhez, a tobb alegységes enzimeket alegységeire
bontja, denaturalja azokat, negativ toltést kdlcsondz nekik, ezért SDS jelenlétében az Osszes
fehérje a pozitiv polus felé fut. A kapcsoloddo SDS mennyisége aranyos a fehérje méretével,
ezért a komplex futdsi sebessége, futasi tavolsaga forditottan aranyos a komplex illetve a
fehérje molekulatomegével. Ismert molekulatomegii fehérjék mellett futtatva ismeretlen
fehérjék molekulatdmege szamolhat6. A transzlaciot kovetdé modosulasok, mint pl.
glikozilacio ezeken a sajatsagokon jelentésen valtoztathatnak.

A gél két részbdl all: tn. “stacking” és szeparald gélbol. Feliil talalhato az “stacking gél”,
amely viszonylag révid és a mintdk kis térfogatban valé koncentralasat teszi lehetdvé a gélek
hatarfeliiletén, ami az elvalasztas hatékonysagat noveli. A szeparaldo gél hosszabb, és a
fehérjék méret szerinti elvalasztasat valdjaban ez végzi.

A gél ontése

FIGYELEM!!!

AZ AKRILAMID EROS IDEGMEREG, EZERT A VELE VALO MUNKA NAGY
ELOVIGYAZATOSSAGOT IGENYEL. LABORATORIUMI  VEDOKOPENY ES
GUMIKESZTYU VISELETE GELONTES SORAN KOTELEZO. A MAR POLIMERIZALT
AKRILAMID EGESZSEGRE LENYEGESEN KEVESBE VESZELYES.

A vertikalis gélonto és futtatd rendszer Hoefer és BioRad gyartmanyu. Ezek Osszeszerelése a
laboratériumi gyakorlat vezetdinek helyszini Gitmutatasai alapjan torténik.

El6szor, alulra a szeparald gélt ontjiik ki.

A Kkeveréket Osszemérés, és elegyités utdn azonnal Ontsiik az iiveglapok kozé, a szeparald
gélre, és helyezziik be a fésiit. A gél 10 - 20 perc alatt polimerizal.

A polimerizaciot kovetéen a gélontd rendszerbdl a gélt tartalmazo iiveglapokat eltavolitjuk, a
féstit kivessziik, majd a zsebeket vizzel 6blitjiik.

Futtatds

9a.

9b.

A gyakorlat vezetdinek instrukcioi alapjan a gélt a futtaté kadban rogzitjiik, a kadat futtatd
pufferrel feltoltjiik.
Futtato pufter:
25mM Tris
250 mM glicin pH=8.3
0.1 % SDS
A fehérje mintakat -20°C-r6l kivessziik, hagyjuk felengedni.

Az 1, 3, 5, 7 sorszamu Kisérletet végzok:

Mind a nem-indukalt mind az indukalt mintakbdl 30 - 30 nl-t atmériink egy 1.5 ml-es
eppendorfba, hozzdadunk 15 pl vizet, 15 pl 4 X SDS felviv6 puffert (200mM Tris-Cl
(pH=6.8), 400mM ditiotreitol (DTT), 8% SDS, 0.1% bromfenolkék, 10% glicerin). Az elegyet
95°C-on tartjuk 5-10 percig majd ebb&l 10 pl-t a gél zsebeibe atpipettazunk. Igy egy
kisérlethez egy indukalt és egy nem-indukalt minta tartozik.

A 2,4, 6, 8 sorszamu Kisérletet végzok:

Ezekben a kisérletekben megvizsgaljuk, hogy a fehérje (ami a T.litoralis-ban citoplazmatikus)
oldékonysaga hogyan fiigg az indukci6é hémérsékletétdl. Ezért (miutdn 30 ul mintdt kivettiink
futtatashoz), az indukalt mintdk esetén az oldékony és nem oldékony frakciot centrifugalassal



elvalasztjuk (maximalis sebesség, 10 perc), majd a feliiluszot egy masik eppendorf csébe
pipettazzuk. A csapadékot ugyanannyi oldatban szuszpendaljuk, mint a 7. pontban. A nem
indukalt mintaval ezeket a 1épéseket nem kell megcsinalni, hanem ugy jarunk el, mint 9a.
pontban. Ezekbo6l az oldatokbdl 30 nl-t kivesziink, 15 p vizet és 15 pul 4 X SDS felvivo puffert
adunk hozza, 95°C-on tartjuk 5-10 percig, majd 10 nl-t a gél zsebeibe pipettazunk.

Ebben az esetben egy kisérlethez egy nem-indukalt és harom indukalt (teljes

sejtextract, egy oldékony és egy nem-oldékony frakcio) tartozik

Minden gél esetén egy zsebbe 15 nl fehérje molekulasuly markert visziink (Merck Type 1V).
A marker altal tartalmazott fehérjék molekulatémege:

Fehérje Molekulatomeg
g/mol
citokrom C 12384
Mioglobin 16949
Karboanhidraz 30000
Ovalbumin 42700
Albumin 66250
Ovotranszferrin 78000

A mintakat 75 V-on futtatjuk kb. két 6ran at.

A gél festése

Futtatas utan a gélt szétszedjiik, a ,,stacking” gélt eltavolitjuk, majd a szeparal6 gélt 6vatosan a
festd talcaba tessziik. A gél térfogatdhoz képest legalabb 5-szords mennyiségii (kb. 50 ml)
Coomassie oldatot (0.25 g Coomassie Brilliant Blue R250, 90 ml 50 v/v% metanol, 10 ml
jégecet, Whatman Nol. sz{ir6n szlirve) ontiink ra. 1 6ran at enyhén razatjuk.

A festék oldatot ujra felhasznalhatjuk, ezért egy iivegbe visszadntjiik, a gélre pedig 40 - 80 ml
moséd oldatot (900 ml 50 v/v % metanol, 100 ml jégecet) Ontiink. Szivacs darabkakkal a
kimosas gyorsithatd. A kimosas 3 - 5 éran at tart vagy egy éjszaka, és a miivelet soran a moso
oldatot kétszer, a szivacs darabkakat kétszer-haromszor lecseréljiik.

A médszer 0.1 ug protein/sav detektalast teszi lehetévé.

HUSFELDOLGOZO UZEMEKBEN KELETKEZ(O KERATINTARTALMU HULLADEK
LEBONTASA MIKROBIOLOGIAI UTON

A GYAKORLAT CELJA

Demostrativ gyakorlat a napi aktualis problémak koziil. Be szeretnénk mutatni egy olyan
Ujonnan kifejlesztett illetve még jelenleg is fejlesztés alatt allo eljarast, amelynek soran a husipar altal
kibocsatott nagy mennyiségii keratin fehérjét tartalmazo6 hulladék mikrobialis eljarassal feldolgozhaté.

Hattér

Az allati eredetii tollak, sz6r0k természetes uton nagyon lassti mikrobidlis aktivitas
eredményeképpen lebomlanak. A toll, sz6r képletek stabilitasat az azokat felépitd keratin szalak kdzott
kialakult kénhidak biztositjak. A baromfi feldolgoz6 iizemekben nagy mennyiségben keletkezd
hulladékot a természetes folyamatnal sokkal gyorsabban kell eltavolitani a kdrnyezetbdl, hiszen
elhelyezése, tarolasa gondot jelent.

A biolégiai lebontashoz megfeleld mikroorganizmust kellett talalni, mely az iizemekbo6l
kikeriil6 tollat hatékonyan elbontja nagy mennyiségben is. A vilag szdmos kutaté intézetében
foglalkoztak e probléma megoldasaval. Elsésorban dermatofita gombakkal, és Streptomycesekkel, a
tollat Bacillus licheniformis fajjal bontjak tobb-kevesebb sikerrel. Sikeriilt  izolalnunk  egy
mikroorganizmust, mely rovid adaptaciés idé utan képes a leforrazott tollat egy nap alatt elbontani



extracellularis protedzai segitségével, és sajat szaporodasahoz felhaszndlni a szerves anyagot.
Hosszikas, palca formaja baktérium, mely kedvezétlen koriilmények kozott gomb formaju,
mikroszkop alatt latvanyos, fényes sporakat képez. Elénye, hogy mar az inkubalas elsé napjan elkezdi
termelni keratinolitikus aktivitasu extracellularis proteazat.

A GYAKORLAT MENETE

A gyakorlat soran bemutatjuk, hogy tollon (esetleg sz6rén) felnevelt mikroorganizmusunk
képes egy nap alatt szarig, mig két nap alatt szinte teljesen elbontani a toll darabokat (hdrom nap alatt
a szOrt is).

A kisérlet soran a mikroorganizmust tapanyagdus (pepton, huskivonat) oldatban eldneveljiik.
A hokezelt tollat tartalmazé foszfatos oldatba (pH=8.0) inokulaljuk az elénevelt sejtek egy ml-ét. A
kulturat 43°C-on, 150 rpm sebességgel keverve novesztjiik. Masnapra jol latszik a tollakon a valtozas,
demonstralva, hogy ilyen komplex dsszetett stabil strukturak, mint a toll is bonthatéak mikrobiologiai
modszerekkel. (Az intenziv ndvekedési szakaszban a kulturdhoz friss tolldarabokat (hékezelt, nem
hokezelt) mérhetiink).
Az enzim jelenléte kimutathatdo enzimaktivitds méréssel a tapfolyadékbol. A lecentrifugalt sejtek
feliiluszojat hasznaljuk, szubsztratként pedig oldott keratint, ennek hidnyaban kazeint vagy bovine
serum albumint (BSA). A reakcidelegy 0sszemérése utan 50-65°C kozotti homérsékletet biztositva,
nyomonkdvethet6 a fehérjetartalom valtozasa 280 nm-en.

Enzimaktivitds mérés

Agaroz lemez teszt: Kiilonbozé pH-ju, keratin tartalmi agaréz lemezekbe (2 %) kb. 5-6 mm atmér6ji
lukakat farunk (a pH-t KH,POs (pH=4,05) és K;HPO, (pH=9,12) pufferrel allitjuk be, a tdrzsoldatok
megfeleld aranyu keverékével 5 mM-os végkoncentraciéban). A lukakba keratin tartalmu tapfolyadékon
nevelt sejtek felliluszojat csepegtetjiik. A lemezeket egy éjszakdn at inkubaljuk 43°C-on. Az
enzimaktivitast a lukak koriili feltisztulasi zonak jelezik.

Poliakrilamid gélen: Fehérjével (1 mg/ml BSA, kazein, keratin) keresztkotott poliakrilamid
gélelektroforézis: elkészitjiikk az akrilamid gélt a szokasos modon [lasd protokol . oldal], azzal a
kiilonbséggel, hogy az elegyhez még polimerizaci6 el6tt hozzamérjiik a fent emlitett fehérjék egyikét. A
mintakat forralas nélkiil mérjiik a gél zsebeibe, az aktivitds megovasa érdekében. A futtatas utan a gélt 50
ml 2.5 % Triton X-100 oldatban mossuk. A megmosott gélt 50 ml 0.1 M glicin-NaOH pH=8.3 oldatban
min. 4 6rat inkubaljuk, majd Coomassie Brillant Blue R-250 festékkel tessziik lathatova a gélben az el
nem bontott fehérje hatteret. A nem specifikus festédést a szintelenitd oldattal tavolitjuk el.

Fotometrids uiton: A Kkeratin tartalmu reakcidelegy fehérjetartalmanak valtozasat 280 nm-en mérjiik, az
enzimet tartalmazo oldat hozzaadasat kovet6en. Reakcidelegy Osszetétele: 5 mM foszfat puffer (pH=8.0),
0,5 ml 0,3 mg/ml-es keratin oldat, 0,2 mg/ml fehérjét tartalmazé enzimoldat 3 ml végtérfogatban.

A gyakorlatot két részre tagolva fogjuk elvégezni:
1. foglalkozas keretében el6szor

- indukadljuk a fehérje tilltermelést a gyakorlatvezetok altal korabban leoltott és
megfelel toménységig novesztett baktériumokban (révidebb indukcid, 2 o6ra),
valamint leoltjuk a masnapi kisérlethez sziikséges fehérje tiltermeld (2-2,5 6ra)
illetve keratinbonto (éjszakan at) baktériumtorzseket.

- a leoltast kovetden rovid eldaddsban ismertetjiik a kisérletek elméleti hatterét (2 ora).

- az el6adas utan a frissen leoltott baktériumokon a fehérje tultermeltetéshez
sziikséges éjszakdn dt tarto indukdldst (hosszabb indukcio) is elinditjuk, majd
ezt kovetden feltarjuk a rovid ideig indukalt (2 6ra) sejteket és eltessziik -20 C-ra.

2. foglakozas

- feltarjuk az éjszakdn dt indukalt (hosszt indukcid) sejteket, valamint megtekintjiik a

szintén egész éjszakan at tartd keratinbontds eredményét.

- elokészités fehérjegél futtatashoz: futtaté berendezés 6sszeszerelése, akrilamid gél
elkészitése. Mintak, marker el6készitése futtatashoz. Mintafelvivés, és a futtatds
elinditdsa (1.5-2 6ra).

- mintdk futtatasa alatt: irdsbeli felmérés.

- gél szétszedése, megfestése (1-1.5 6ra).
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