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A tantargy tematikaja:

1. Bevezetés, a gondolatkisérlet részleteinek ismertetése, a novényi molekuldris bioldgia
targykorében vald elhelyezése. Az alkalmazott modszerek felsorolasa, egymashoz kapcsolddasuk
ismertetése.

2. A heteroldg rendszerben torténé expresszidra kivalasztott, a szerkezet funkcid kutatasban vizsgalni
kivant fehérje meghatarozasa, fehérje szinten vald azonositdsa. A fehérje gélelektroforézis
kritikus pontjainak és a kisérlet tervezésben figyelembe veend6 szempontok ismertetése. Fehérje
szekvenalds mddszereinek ismertetése a tervezés pontjainak megbeszélése.

3. A degeneralt szekvencidju oligonukleotid tervezése RT-PCR reakciéhoz. Az mRNS preparalas
novényi mintabdl. A reverz transzkripcié enzimeinek ismertetése, a kivalasztas szempontjainak
megtargyaldsa. Az RT-PCR reakcid kivitelezése, kisérleti korlilmények meghatarozasa, a
hatékonysag novelés szempontjai.

4. A cDNS kléntar készités rejtelmei, a kldntar ellen6rzése (szkrinelés) és a megfeleld klon, kldnok
kikeresése. A klén ellenGrzése restrikcids emésztéssel, ill. szekvenalassal. A fehérje expresszids
rendszer kivalasztasanak szempontjai. EI6nydk és hatranyok.

5-6. A kiilonb6z6 bakterialis expresszids rendszerek részletes ismertetése elényeivel és korlataival.
Alkalmazasuk feltételeinek kifejtése példakon keresztdil.

7. PCR primerek tervezése az expresszids vektorba vald klénozdshoz. A PCR reakcié kisérletes
alkalmazasanak ismertetése, a mddszer alkalmazdsa kozben sokszor felmerilé problémak,
gondok megoldasanak részletes megtdrgyalasa.

8. A PCR amplifikalt DNS klénozasanak (emésztéglés, transzformalas) részletes ismertetése, &silon
tekintettel a kapcsolédasokra és a hibas kiséletdmények kikiiszobolésére. A kulonbdmkterialis
transzformalasi modszerek ismertetése, 0sszehtsamleinyei és korlatai.

9. A DNS emésztés enzimei tulajdonsaganak ismertetése, a kett6s emésztés problémdjanak
megvitatdsa. A megfelel6 ragadds végekkel rendelkez6 PCR amplifikalt és kldnozott DNS
fragmentek ellen6rzése és szub-klénozdsa. A klénozd és expressziés gazdasejtek
tulajdonsagainak ismertetése, hasznalatuk feltételei.

10. A kisérletesen vizsgadlandd fehérje expresszidjanak korilményei, problémai, s a felmeril6
nehézségek megoldasanak lehet&ségei. Indukcio, id6, hémérséklet, fehérje toxicitas.

11. A fehérje extrakcidja a baktériumbdl. A fehérje és funkcidjanak vizsgalata tisztitas nélkul és
tisztitds utdn. A ,tag”-gel ellatott fehérjék expresszidjanak lehet6ségei, elényei, hatranyai. A
,tag” eltdvolitdsdnak lépései. A fehérje tisztitds mddszerei, a megfelel6 modszer kivalasztasa.

12. A fehérje szerkezetének megvaltoztatdsa PCR mddszerrel. Hely specifikus mutagenézis, fuzios
fehérjék. Médositott szerkezet( fehérjék funkciéjanak vizsgalata.




