Materiél na ilohy z GI (BLOKOVE PRAKTIKUM LETNI SEMESTR)

Izolace restriktaz
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4x 20 ml MPB v Erlenkéach 100
4x 500 ml MPB v Erlenkach 1000
V patek naockovat do 20 ml MPB S. aureus PS3A a S. aureus PS96 (krabice 26)
V ned¢li naockovat 5 ml do 500 ml MPB a dat tfepat pii 37° C
sterilni kadinky 25 ml piekryté alobalem (6x)
sterilni kddinky 50 ml pfekryté alobalem (6%)
sterilni valec 100 ml (2x)
sterilni ultracentrifugacni zkumavky NALGENE 10 ml (15 ks)
500 ml promyvaciho pufru do 1L lahve s modrym uzavérem
e 25ml1M Tris.ClpH 7,4
e 13,3 gcitran sodny
e doplnit H,O na 500 ml
e autokldvovat
3000 ml sonika¢niho pufru do 5L lahve s modrym uzavérem
e 30ml1 M Tris.Cl pH 7,5
e 2970 ml H,O
e autokldvovat ve varné ve velkém autoklavu
e po vychlazeni ptidat 2,34 ml 2-merkaptoetanolu (v digestofi, rukavice,

respirator)

. 4 polystyrénové vanicky na led
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50x TAE, agar6za, DNA fagt (3A, 96, 53, lambda), restrikéni pufry A,M,H,uni.
sterilni Eppendorfky
sterilni deion. H,O v Eppendorfkach 5x
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Modifikace konci DNA a klonovani

1. DNA 4 koagulaza negativnich stafylokoki naizolovat tyden pied praktikem:
Staphylococcus succinus CCM 7314, Staphylococcus sp. CCM 2994, Staphylococcus
sp. CCM 2995, Staphylococcus sp. CCM 3835
degenerované primery s RE misty pro HSP60: 10x fedéné H279 a H280
material na PCR: dNTP, deion. H,O, pufr, Tag-poly
QiaQuick PCR Purification Kit
DNA vektoru pBluescript (4x80 ul)

DNA vektoru pBluescript §tépend soucasné EcoRI a BamHI (4x 25 pl) a precisténa
material na ligaci: ligacni pufr, T4-ligaza, deion. H,O
kompetentni buiiky E. coli TOP10F’ (60 x 200 pul)
LB agar 8x 300 ul
. IPTG 12 ml zasobniho 0,1M roztoku, zamrazit -20°C
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. X-gal 6 ml zasobniho roztoku 20 mg/ml v dimethylformamidu! , zamrazit -20°C

. Ampicilin 100 mg/ml (4% 1 ml)
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. plastové Petriho misky
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. sterilni paratka
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. STET pufr na izolaci plazmidu (100 ml v lahvi s modrym uzévérem)

[a—
N

. Izopropanol
. 10M NHs-acetat
. 50x TAE, restriktazy EcoRI a BamHI, RE pufry, agar6za
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Klonovani a exprese genu pro bakteriofagovy endolyzin
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. Kompetentni bunky E. coli IM109(DE3) produkujici T7 RNApolymerazu (40 x 200 pul)

DNA vektoru pSP72 (4x80 ul)

DNA 4 rekombinantnich vektori
a. pBluescript SK- (812Flendo)
b. pBluescript SK- (812endo)
c. pBluescript SK- (311endo)
Restriktazy Kpnl a Sacl, Pvul, Alkalické fosfataza, Rapid ligation pufr, T4 DNA-

ligaza

Low melting agar6za, preparativni agardza (Gibco BRL)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

SM pufr (5,5 g NaCl, 2 g MgS04.7H20, 50 ml 1M Tris-Cl pH 7,4, doplnitdo 11
vodou, autoklavovat)

bakteriologické hokejky — sterilni

usmrcené bunky Staphylocccus aureus SA812, Cerstve pripravené

vodni agar 0,4% rozplnény po 3 ml do Wasrman. zkumavek, 40 ks, autoklavovat
LB agar (4 x 300 ml)

YT médium + 0,3 g glukdzy + 1,5 mg thiaminchloridu (2x 300 ml)

2YT médium (4x 20ml)

IPTG (0,1 M roztok)

ampicilin (roztok 100 mg/ml).



