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Bevezetés:

Az 0Oroklott betegségek genetikai vizsgalatai fontos szerepet jatszanak a diagnosztika
teriiletén. A kimutatott varians esetében nem mindig van bizonyiték arra, hogy valdban oki
tényez0 lehet-e, ekkor kisérletes uton kell megvizsgalni a mutacio fehérjére gyakorolt hatasat.
Ennek eszkoze a molekuléris klonozas.

A KCNQ2 gén egy fesziiltségfiiggd kalium csatornat kodol, amely az agyban fejezdodik ki. A
génben kimutatott mutacidk szerepet jatszhatnak egy epilepszia tipus kialakuldsaban.

Célkitiizés:

Munkam soran célom volt a KCNQ2 gén egy korabban a diagnosztikai laboratorium altal egy
betegben kimutatott korabban nem tesztelt mutacioja (Serl13Phe) Iétrehozasanak elokészitése
a késobbi funkcionalis kisérletekhez.

Anyagok és médszerek:

A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai Genetikai Tanszékén végeztem E. coli
sejteken, molekularis klonozas segitségével. A rekombinans DNS egy inzert DNS-b6l és egy
vektorbol all. A vektor a gazda sejtben replikalodni képes, de elkiiloniil a gazdasejt
genomjatol. Erre azért van sziikség, hogy szaporithatd és fenntarthatd legyen a klonozando
DNS molekula (inzert).

A KCNQ2 gén a rendelkezésemre allt. A plazmid DNS-t hdsokk segitségével juttattam be
K12 TB1 sejtbe, a baktérium-DNS elegyet antibiotikum tartalma agarokra szélesztettem,
mivel a vektor ampicillin rezisztencia gént hordoz, egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltam,
majd egy kiilonallo telepet oltottam LB tapoldatba, amit 37°C-on inkubaltam 16 6ran at. A
izolalas sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Ebben az izolalt DNS-ben
hoztak késobb létre a Ser113Phe mutaciot.

Eredmények:
A KCNQ2 gént tartalmazd vektort E.coli-ban sokszoroztam. A DNS koncentracidja és
tisztasaga megfeleld volt.

Kovetkeztetés:

Sikerrel juttattam be rekombinans DNS-t tartalmazé plazmid vekort baktérium torzsbe, ahol
azt megfeleld mennyiségben sikeriilt 1étrehozni és izolalni, ezzel megalapozva a késObbi
munkat.
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