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Konjugace, Transdukce — vyhodnoceni

A. Transdukce
* vyhodnotit titr transdukujiciho faga ¢JB (PFU/ml)
* stanovit titr recipientniho kmene RN4220 (CFU/ml)
» vypocitat multiplicitu infekce ze stanovenych titr(
* spocitat a vyhodnotit transdukce (selekce na Cd a na Tet)
* vypocitat frekvence transdukce:
A =Y/p ; Y- pocet transduktant na 1 ml transduk¢ni smési, p — PFU/ml

Porovnat frekvence transdukce ,tetracyklinového” plazmidu a ,,kadmiového”
plazmidu.

B. Konjugace
e spocitat pocet konjugant vyrostlych na miskach,
» vypocitat frekvenci vzniku rekombinant (pomér konjugant/ pocet Hfr bunék)




Kmeny Staphylococcus aureus
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ISP8 (47+) — profag zaclenujici se do prvniho
fragmentu v makrorestrikcnim spektru

ISP8 (53+) — profag zaclenujici se do druhého
fragmentu v makrorestrikcnim spektru

ISP8 (77+) — profag se Smal mistem v genomu
zacClenujici se do patého fragmentu v
makrorestrikcnim spektru

ISP8 (11+) — profag zadlenujici se do Sestého
fragmentu v makrorestrikcnim spektru

PS47- tfi profagy v genomu @11, ¢12 a @13
PS47 (77+) — Ctyri profagy

PS47 (53+) — Ctyfi profagy
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PFGE- vyhodnoceni

ISP8 — bezprofagovy kmen
odvozeny z PS47

ISP8 (47+) — profag
zaclenujici se do prvniho
fragmentu v
makrorestrikénim spektru

ISP8 (53+) — profag
zaClenujici se do druhého
fragmentu v
makrorestrikénim spektru

ISP8 (77+) — profag se Smal
mistem v genomu
zaClenujici se do patého
fragmentu v
makrorestrikénim spektru

ISP8 (11+) — profag
zaClenujici se do Sestého
fragmentu v
makrorestrikénim spektru

PS47- tfi profagy v genomu
@11, 12 a 13

PS47 (77+) — Ctyti profagy

PS47 (53+) — Ctyti profagy

Typ genetické Puvodni Vysledek v PFGE ve vztahu Vysledny
zmény pocet k standardnimu kmeni pocet
fragmentu fragmentu
Bodova mutace 5 Ztrata 1 fragm. standardniho kmene, 6
. vznik 2 mensich fragm. (suma
tvorba RE-mista velikosti se rovna velikosti fragm.
st. kmene) 3 rozdily ve fragmentech
3 Vznik nového vétsiho fragm.,
Bodova mutace 5 nepfitomného u st. kmene a ztrata 4
ztrata RE-mista 2 malych fragm. 3 rozdily ve
fragmentech
Inzerce fragm. 5 Pocet fragm. stejny, vznik vétsiho 5
DNA bez RE- fragm. 2 rozdily ve fragmentech
mista
Delece fragm. bez 5 Pocet fragm. stejny, vznik mensiho 5

RE-mista

fragm. 2 rozdily ve fragmentech
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Izolace plazmidové DNA

| Discard supematant  |g—

Centrifuge 0.5 -4 mil
E. coli culture, 30 s at
6,000 x g

* bunky S. aureus promyvame v PBS&

Discard pellet

Discard flowthrough

Diiscard flowthrough

Discard flowthrough

Mix gently. Incubate for &
min at room temperature.

Y

Mix gently. Incubate for
& min on ice. Centrifuge for
10 min at max. speed.

Y

Transfer supernatant to
High Pure filter tube,

centrifuge at max. speed
for 30 - 60 s.

Y

Centrifuge at
13,000 = g for 1 min

Y

Centrifuge at 13,000 = g for
1 min plus additional min
after discarding
flowthrough

Y

Centrifuge at 13,000 = g
for 1 min

Y

Purified Plasmid DNA

Resuspend pellet in 250 pl
Suspension Buffer/RAMNase

~
»~

add 250 ml Lysis Buffer

* bunky S. aureus navic lyza¢ni krok:
235 ul lyzaéniho roztoku + 15 pl

~

add 350 pl chilled Binding
Buifer

il

add 500 wl Wash Buffer |
[optional)

add 700 pl Wash Buffer Il

add 100 pl Elution Buffer
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Elektroforeticka mobilita od nejnizsi po nejvyssi:

«  Stépend, oteviend cirkuldrni forma (nicked): $tépena v jednom z fetézct DNA - NEJPOMALEJSI
o  Linedrni forma (linear): linearizovand forma, vznik rozstépenim obou fetézcu.

e Uvolnénad cirkuldrni forma (relax circular): oba fetézce DNA jsou neStépené, k relaxaci dochdzi enzymaticky

e  Superspiralizovand denaturovand forma (supercoiled denatured): jedna se o spiralizovanou formu, kterd je ale
méné kompaktni tim, Ze nékteré oblasti molekuly jsou nesparovany

Superspiralizovand forma (supercoiled): spiralizovana nestépend, kruhova molekula - NEJRYCHLEJSI

RUZNE KONFORMACE PLASMIDU

D Uvolnéna, Uvolnéna, kovalentné uzaviena
Ry

o
Il pAMP pEAN

§tépena cirkularni forma cirkularni forma
. dednatattzeoy Sip

Nicked Open Circular
(slowest)

_~multimers

Linear
jrucked carcle (7)

| DIMER.
supercoded (sc)

|

" “nicked circle (nc)
| Imear MONOMER.
Superspiralizovana forma Linearni forma

supercoiled (sc)

Relaxed Circular

Supercoiled Denatured

Supercoiled (fastest)
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Izolace RNA
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mRNA
Markers™

235 rRNA -

aqueous phase: RNA |45 rRNA -

Zasady prace s RNA:

e pracujeme v rukavicich

e pracujeme v prostredi bez
RNaz; inhibitory Rnaz, Rnaza
free plastic

e sada pipet na praci s RNA,
oddélené pracovni misto a
ELFO pro praci s RNA

e DEPCvoda ad.

Elektroforéza RNA:

* pracujeme s reagenciemi
,Rnase free”

» gel slozeni: 50xTAE, 60%
formamid, DEPC voda, 1,2%
agarozy, 1/10 EtBr

* pufr slozeni: 10xTAE

* vzorek:
denaturace RNA 65-70 °C/15
min.



Nesestfizena RNA
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amplikony

Uloha: Endolysin - vysledky

nesetrizeny endolysin 1600bp F + R2

nesetfizeny endolysin 1062bp F + R1
setrizeny endolysin 723bp F + R2

Sestfizena RNA

amplikony

723 bp



