Bi6721c Specidlni metody analyzy mikroorganizmii

Cviceni 5 - predpriprava

Purifikace protein(i

Otazky odpovidejte strucné, orientujte se podle velikosti pole pro odpovéd, které by mélo byt
dostatecné. Jako podklady mohou slouzit materidly z prednasek, vyznamnéjsi podil vsak bude mit
vyuzivani volné dostupnych internetovych ¢i kniznich zdroj(.

Napiste 4-5 prikladi vyuZiti purifikovanych proteint:

Vyjmenujte zakladni vyuZivané metody purifikace proteind 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 mlzZete pouzit nékteré z pojmu nize
(nesnazte se vyuzit vSechny!).

Heterologni exprese

Transformace

Typizace bakteridlniho kmene Plasmid Barveni bunék PCR
Sekvenovani Klonovani Centrifugace Specifickd enzymaticka aktivita
Elektroforéza Kultivace Funkéni assay Indukéni ginidlo Lyze bunék

Selekéni marker
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Purifikace protein(i

Navrh metody

Doplnte text popisujici purifikaci proteinu zajmu. Informace Cerpejte z pfilozeného schématu plasmidu,
z pfrednasek SMAM a z internetu.

Expresni kmen E. coli BL21(DE3) obsahujici plasmid pET21b(+)_gene of interest kultivujeme v

médiu s pri °Cdo faze rastu kultury. Poté zaindukujeme
produkci proteinu zajmu pfidanim (typicky rozsah koncentraci pouzivanych pro indukci:

az ). Tato latka je strukturni analog cukru a uvolnuje represor z jeho cilové
sekvence (operatoru), ¢imZ spousti produkci . Tento protein poté umoZnuje expresi
proteinu zajmuz ___ promotoru.

Buniky po indukci kultivujeme pfi 20 °C po dobu 20 h. Na konci kultivace buriky sklidime centrifugaci a
promytim pufrem odstranime zbytky ristového média. Buriky poté rozbijeme, abychom z nich uvolnili
nitrobunécné produkovany protein. Burnky lze rozbit fyzikalné (napriklad metodou ),
chemicky, nebo pomoci enzymu . Bunécny lyzat opét zcentrifugujeme a ziskame tak
bezbunécny extrakt (cell-free extract), ktery pouZijeme jako vstupni material pro purifikaci proteinu zajmu.

Diky tomu, zZe
(napiste vlastnost proteinu zajmu), muZzeme pro purifikaci pouzit metodu
. BEhem této metody se (¢ast proteinu) vaze na ionty

, , , hebo navazané na matrici v purifikacni koloné. Protein
zajmu se po naneseni na kolonu s matrici navaze na vyse zminéné ionty, ostatni bunécné proteiny zlistanou
nenavazané (nebo budou s matrici interagovat nespecificky, a tedy daleko silnéji / slabéji (zakrouZkujte
spravné) nez protein zajmu). Pro odmyti nenavazanych proteind z kolony pouzijeme nejprve roztok s 5 /
25 / 500 mM koncentraci latky , ktera je strukturné podobna . Nespecificky
navazané proteiny odmyjeme z kolony pomoci 5/ 25 / 500 mM roztoku. Protein zajmu nakonec uvolnime
(eluujeme) z kolony 5/ 25 / 500 mM roztokem (nazev latky). Cistotu purifikovaného proteinu
poté zjistime pomoci metody




