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Egyes szalu DNS-koté fehérje alkalmazasa PCR reakcidk soran

R&cz Piroska Anna

Mezdgazdasagi Biotechnoldgia szak, MSc, levelezd tagozat

Noveénybiotechnologia Tanszéek

Belsé témavezetd: Dr. Hegediis Attila, csoportvezetd (NOvénybiotechnologia Tanszék)

Kiilsé témavezets: Dr. Lorincz Zsolt, igazgatd (Targetex Kft)

crer

technikdk. Ezek a moddszerek folyamatosan fejlddnek, ezzel parhuzamosan az igény is
novekszik az egyre gyorsabb, nagyobb kihozatal(, érzékenyebb, specifikusabb és egyszeriibb
technikdk irant. Dolgozatom céljaul azt tiiztem ki, hogy kiilonbozé amplifikacios reakciok

hatékonyséagat noveljem a T4 gp32 egyes szalu DNS-kot6 fehérje hozzaadasaval.

A gp32-t rekombinans E. coli sejtekkel termeltem meg, és kromatogréfias eljarassal
tisztitottam. A tisztitott fehérje hostabilitdsait DSF méréssel jellemeztem. Megéallapitottam,
hogy a gp32 kiilonb6z6 pufferekben kiilonb6z6 hémérsékleten denaturdlodik, illetve a
hostabilitasa nagyobb, ha a vizsgalt oldathoz egyes szali DNS-t adunk.

Ezek alapjan végeztem el a ,,Hot-Start” PCR Kisérleteket, amely a kovetkez6 mechanizmuson
alapult: a reakcié Osszeallitasa és a felflités alatt a gp32 a primereket megkototte, majd a
polimerizacié hémérsékletén denaturdlddott, elengedve a primereket, és a reakcié le tudott
jatszodni. Ez a modszer sikeresnek mutatkozott, igy a Tag-polimerazt blokkold antitesten

alapuld eljarés alternativajaként alkalmazhato ,,Hot-Start” reakciok megvaldsitasara.

Kétlépéses RT-PCR esetén a gp32 hozzaadasaval enyhén hamarabb kezdédik el az
amplifikacid, mint a gp32-t nem tartalmazo kontroll esetében. Egylépéses RT-PCR-re
gyakorolt hatas vizsgalatat nem tartalmaz a dolgozat, ez tovabbi kutatast igényel.

A LAMP izotermalis amplifikacio esetében a hozzaadott gp32 akar 4 ciklussal is korabbi

amplifikaciét eredményezett.

Osszességében a kisérleteim és a szakirodalmi adatok alapjan a gp32 fehérjérdl elmondhato,
hogy PCR reakciok hatékonysaganak novelésére alkalmas, ehhez azonban jelentGs

mennyiségben kell hozzadni a reakcidéhoz, ami akadalyozhatja széleskorii alkalmazésat.



