Uloha &. 4 — priprava rekombinantniho proteinu znaéeného fluorescenéni znackou GFP

Vysledky funkéniho testu — potvrzeni vazby klonované vazebné domény endolyzinu zna¢ené GFP na
bunécnou sténu bakterii

Predpoklad:

- po navazani domény na bunécnou sténu pozorujeme zelenou fluorescenci
- specifita na Staphylococcus aureus, ptipadné jiné druhy stafylokoki

Osetreni vzorku:

- 18-ti hodinova bakterialni kultura v MPB (resp. LB pro E. coli), odebran 1 ml, centrifugace
11 000 g/2 min

- promyto 3x v PBS

- resuspendovano v 1 ml PBS

- k250 ml bunééné suspenze v PBS pfidat 50 pl purifikovaného proteinu po FPLC

Fluorescencni mikroskopie pod imerzi, filtr FITC (zelena fluorescence, emise 509 nm, excitace 395-
475 nm)

Staphylococcus epidermidis — vidime vazbu, ale s nizkou afinitou




Staphylococcus aureus — priikaz vazby GFP znacené vazebné domény endolyzinu na bunéc¢nou sténu
S. aureus, mikroskop zaostti vidy urcitou vrstvu preparatu — mGzeme tedy vidét jak povrch (cely
zeleny) nékterych bunék, tak rfez burnkou (vidime jako zeleny prstenec) — protein je navazan na
bunécné sténé

Escherichia coli — negativni kontrola, bez vazby proteinu




