Bi6721c: Specidlni metody analyzy mikroorganismu
Cviceni €. 6 — qPCR, purifikace plazmidi

Pfedpriprava

Sesté cviteni se bude sklddat ze dvou nezavislych €asti — kvantitativni PCR a izolace plazmidtl. Pomoci gPCR
budeme kvantifikovat mnozstvi DNA cytomegaloviru (CMV) v klinickém vzorku (jiz purifikovand DNA,
abychom se vyhnuli zdravotnimu riziku). Paralelné budeme izolovat plazmidovou DNA pomoci komeréniho
kitu; budeme podrobnéji prochdzet jednotlivé kroky a probirat jeho mozné modifikace.

Cytomegalovirus:

e Epidemiologie a patofyziologie CMV
o https://www.youtube.com/watch?v=7HJZFRnVct8&ab channel=macrophage

e Histopatologie — mikroskopicky prikaz CMV infekce
o https://www.youtube.com/watch?v=Daz7gHOkYY0&ab channel=WashingtonDeceit
o hlavné castiv 2:22 a 3:22

gPCR:

e  Princip metody
o https://www.youtube.com/watch?v=1kvyl7ugl4w&ab channel=NewEnglandBiolabs

e Analyza dat
o https://www.youtube.com/watch?v=vc823HKfYDI&ab channel=ThermoFisherScientific
o stacipo 1:15

e 7Zjistéte, prosim, rovnici pro vypocet efektivity qPCR reakce

Plazmid je mald, ¢asto kruZnicovd, molekula DNA prevdzné u bakterii. Replikace probihd nezdvisle
na chromozomu. Pro hostitelskou buriku nejsou nezbytné, ale ¢asto pfindsi néjakou konkurencni
vyhodu, napfr. rezistenci k antibiotiku/im. Nesou jen nékolik mdlo gend. Jsou casto vyuZivany pro
laboratorni genovou manipulaci.

Plazmidy:

e Pfiprava k diskusi:

o |vgenomu se miZou nachdzet elementy, které nejsou pro hostitelskou buriku nezbytné,
ale muizZou pro ni byt vyhodné. Jaké to jsou? Lisi se néjak charakteristiky téchto genl
v genomu a na plazmidu?

o Ktery krok pfi izolaci plazmidové DNA je podle Vas nejkriti¢téjsi a proc¢? Jak bychom ho
mohli vylepsit? VyuZijte zkuSenosti s izolaci bakteridlni genomové DNA. Vyberte pouze
jeden krok. (Tip — neexistuje jedina spravna ani Spatna odpovéd.)

o Co si myslite o této modifikaci tradi¢niho protokolu purifikace plazmida? (jen abstrakt)
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0160509
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