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Tandemovd afinitnd purifikdcia

univerzdlna metdéda izoldcie proteinovych
komplexov za nativnych podmienok

vyvinutd v roku 1999 Rigaut a kol.

dvojkrokovd purifikdcia na imunoafinitnych
kolondch

znacenie epitopom — tzv. ,,TAP-tag”
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Tandemovd afinitnd purifikdcia
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Materidl

cDNA kédujuca katalytickt podjednotku telomerdzy
hisenicka rol'ného (Arabidopsis thaliana) a jej
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Metody

priprava expresnych klonov

Gateway cloning technology
obsahuju: promotor 35S, ORF, TAP-tag, GFP, AtbR

transformdcia baktérie Agrobacterium tumefaciens

transfekcia suspenznych kultdr Arabidopsis thaliana
usmrtenie A. tumefaciens a selekcia transfektantov

pomnozenie transfekovanych buniek



Metody

0 fluorescenénd mikroskopia

Bunky A.thaliana divokého typu Transfekované bunky A.thaliana




Vysledky a diskusia

suspenzné kultdry exprimuju fragmenty:
RIDT s N- aj C- termindlnym tagom
Fw2N_NLS s C-termindinym tagom

po pomnozeni bude vykonand prvad purifikdcia

v pripade Uspechu budu napestované kultiry
exprimujice aj zvysné fragmenty



Vysledky — ,,GST PULL-DOWN ASSAY“

Slaba interakcia medzi dvomi r6zne
znacenymi C-koncovymi fragmentami
CTE2 (aa 972-1123)

His,-GST-CTE2
(~ 50 kDa)

His,-CTE2
(~ 22 kDa) CTE2
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