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Paracoccus denitrificans

- G" baktérie

zdroj:

- aerobne aj anaerobne podmienky http://genome. jgi.doe.gov/parde/

- rozmanité substraty: methanol, vodik, sira...
- denitrifikacné vlastnosti

- hypergravitacia



Denitrifikacia

- anaerobne podmienky (bez O, za prit. NO)

- redukcia z dusicnanov na dusik:
NO;" — NO, - — NO — N,O0 — N,

- 4 reduktazy potrebné k reakcii

- vyuzitie v biotech., odstranovanie NO, - z pitnej
vody



Oxidacny stres

- ROS
- FerB - cytoplazmaticky flavoprotein
- FnrP transk. faktor rozlozeny ROS

- N,O reduktaza (prerusena denitrifikacia)
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- prestava vyuzivanie siry bunkou

- aktivacia génov pre




Ciel prace

- expresia génov pre tvorbu monooxygenaz
- exprimovanie 4 génov: 4106/5007/5013/5125

- zistenie struktury, popis vlastnosti



Postup prace

- izolacia cDNA P. Denitrificans
- izolacia génov restriktazami
- amplifikacia PCR

- vkladanie do vektora pGEM, transformacia do
kmena E.Coli a kontrola inzercie



- vlozenie do vektora pET21, ligacia

- vlozeniu vektora pET21 s génom do kompetentnych
E.Coli a kontrola inzercie

- preklonovanie plasmidu do expresného kmena
E.Coli BL21

-expresia a izolacia proteinov pomocou afinitnej
chromatografie



4106 - pET21 - exprimuje, pokus o purifikaciu
5007 - pET21 - neexprimuje

5013 do pET21 vligovat’

5125 do pGEM vligovat’



Dakujem za pozornost’



