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Megadtunk két szekvenciat: egy plazmidot (PET15b) és egy fehérjét kodoldo gént (UNG)
tartalmazo vektort (pGEX-5X-1). A feladat a pGEX-5X-1 vektorban talalhatd UNG gén
atklonozésa az tires pET15b vektorba.

. Primerek megtervezése

. PCR reakci6 koriilményeinek beallitasa

. Restrikcios enzim(ek) kivalasztasa, az emésztés koriilményeinek beallitasa
. Ligélas (enzim és koriilmény kivalasztasa)

. Transzformalas

. Szelekcio
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. Genotipizalas

A feladat soran a SnapGENE szoftvert hasznaljatok, amelynek az 1 hoénapig hasznalhat6
probaverzidja ingyenesen letoltheté a www.snapgene.com weboldalrél. A primerek tervezése
soran hasznaljatok a New England BioLabs (NEB) Tm Calculator nevii online funkcigjat. A
PCR reakciokoriilmények megtervezéséhez hasznaljatok a NEB Cloner nevii online funkciojat.

A feladat megoldéasat egy 3-5 oldalas dolgozat formajaban kell beadnotok. Ennek leadési
hatéarideje a gyakorlatotok iddpontjatol szdmitott egy honap. A gyakorlat id6pontjatdl szamitott
két héten beliill konzultaciora is van lehetéség. A feladatot 4-5 f6s csoportokban kell
elvégeznetek, és csoportonként egy beadandot kell leadnotok. A feladat értékelése a laboroknal
is alkalmazott elfogadva/el nem fogadva rendszer szerint zajlik.

Segitd kérdések a feladat megoldaséhoz:

e Miaplazmidokon az inszertek szamara kialakitott szakasz? Miért alkalmas ez az inszert
beépitésére?

e Milyen szempontokat kell figyelembe venni a restrikcids enzimek kivalasztasa soran?

e Mik a primertervezés altalanos szabalyai?

e Mi a szerepe a plazmidokon talalhato kiilonféle szakaszoknak? Hogyan hasznaljuk ki
ezeket a tényleges klonozas soran?

e Milyen szempontokat kell figyelembe venni a PCR reakciok tervezésénél?


http://www.snapgene.com/

Gondolkodtat6 kérdések:

e Vajon milyen okai lehetnek, hogy a gént at szeretném tenni egyik vektorbol a
masikba? (tobb helyes valasz is lehetséges)

e A font felsorolt 7 alap 1épésen kiviil milyen egyéb Iépésekre van / lehet sziikség egy
tényleges klonozas soran?



