Kontroljautājumi laboratorijas darbam proteīnu attīrīšanā.

1. Grozā sameklējiet savas grupas gēla fotogrāfiju (uznešanas secības zīmējums būs atsevišķā failā), izdrukājiet un ielīmējiet laboratorijas darba protokolā.

2. Atzīmējiet, kurš paraugs (lizāts, lizāta supernatants, lizāta caurplūdes frakcija, kolonnas skalošana ar 20 mM imidazolu, kolonnas eluēšana ar 300 mM imidazolu) ir uznests uz kura treka.

3. Vai proteīns, pēc jūsu domām, ir attīrījies? 

4. Kāds ir aptuvens attīrāmā proteīna molsvars? Marķieris satur 14, 18, 25, 35, 45, 66 un 116 kDa proteīnus.
5. Ni-sefarozes kolonnai ir noteikta kapacitāte - uznesot pārāk daudz 6xhis saturoša proteīna, visas vietas uz kolonnas tiek aizpildītas un pārējais 6xhis saturošais proteīns iziet cauri kolonnai. Vai šajā gadījumā kolonnas kapacitāte bija pietiekoša? Pamatojiet atbildi! 

6. Šūnas tika lizētas ar enzimātisko metodi ar olas baltuma lizocīma palīdzību (egg white lysozyme, uzprasiet tantei Gūglei), kas tika pielikts pie šūnām visai augstā koncentrācijā (salīdzinot ar pašas šūnas proteīniem). Vai varat parādīt uz gēla, kur ir lizocīma zona? Vai lizocīms ir piesaistījies pie Ni-sefarozes kolonnas?

7. Vai, skalojot kolonnu ar 20 mM imidazolu, ir izdevies panākt papildus attīrīšnu? Kāds būtu rezultāts, ja kolonnu uzreiz skalotu ar 300 mM imidazolu?

Protokolu ar atbildēm var iesniegt līdz semestra beigām. Katram studentam jāiesniedz savs protokols (nevis viens uz darba grupu). Protokola neiesniegšanas gadījumā tiks uzskatīts, ka laboratorijas darbs nav apmeklēts...

