Bi6721c: Specidlni metody analyzy mikroorganismu
Cviceni €. 6 — purifikace proteind

Pracovni list

Tento pracovni list je nutné vypracovat nejpozdéji tyden pred samotnym cvic¢enim, bez néj neni
mozné cviceni absolvovat. Opravy a nejasnosti budou feSeny individualné emailem. Jako podklady mohou
slouzit materialy z pfednasek, vyznamnéjsi podil vsak bude mit vyuZivani volné dostupnych internetovych
¢i kniznich zdroju.

Otazky odpovidejte strucné, orientujte se podle velikosti pole pro odpovéd, které by mélo byt
dostatecné.

Napiste 4-5 prikladi vyuZiti purifikovanych proteint:

Vyjmenujte zakladni vyuZivané metody purifikace proteinli a jejich struénou charakterizaci — k jaké
interakci dochazi, podle ¢eho se proteiny déli (velikost, naboj, afinita, konformace apod.), typické vyuziti

metody (velky objem vzorku, nizsi vysledna Cistota vs. maly objem vzorku a velmi vysoka vysledna
Cistota purifikovaného proteinu):

Co predchazi purifikaci proteinti? Napiste 2—3 véty; pro inspiraci mlUzZete pouzit nékteré z pojmu nize
(nesnazte se vyuzit vSechny!).

Typizace bakteridlniho kmene Plasmid Barveni bunék PCR Heterologni exprese
Sekvenovani Klonovani Centrifugace Specifickd enzymaticka aktivita Transformace
Elektroforéza Kultivace Funkéni assay Indukéni Cinidlo Lyze bunék Selekéni marker
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Navrh metody

Toto je hlavni ¢ast pracovniho listu. Popiste, jakym
zplUsobem byste se pokusili ziskat zeleny fluorescencni
protein (GFP = green fluorescent protein) v co nejvyssi
Cistoté. Vychazejte ze schématu vpravo. Strucéné
popiste, jak byste kultivovali expresni bunky E. coli
BL21(DE3) obsahujici plasmid pET=21b(+)_GFP. Uvedte
nazev zvolené metody, popt. jeji princip, pokud neni
dostatecné popsan vyse. Uvedte seznam potiebného
materiadlu (specifické pro danou metodu, neuvadéjte
material typu zkumavky, pipety, centrifuga apod.) a
navrhnéte sloZeni pufrd (zaméfte se na funkci
jednotlivych slozek spiSe nez na jejich presné
koncentrace).

T7 promoter




