Bi8202¢ Zaklady proteomiky - cviCeni (jaro 2007)
CASOVY ROZVRH:

PONDELI

UTERY

STREDA

CTVRTEK

7:50-7:55
8:00 —9:00
9:00 - 9:30
9:30 - 10:00

10:00 - 10.50
10.50 -11.20
11:20-12:30
12:30 - 13:30

13:30 — 14:00

14:00 — 16:00
16:00 — 16:45

16.45 - 18:00
7:45-9:15
9:15-10:00

10:00 - 11.00

11,00 -12.00

12.00 — 14.00

14.00 - 17.00

17.00 - 17.30

7:30 — &8:30

8:30-13:00

13:00 — 14:00
14:00 — 15:00

8:00 —9:00
9:00 - 11:00

Zahajeni praktika (UKB, A2, 2.NP, mistnost ¢. 211, Dr. Hejatko)
2-D elektroforéza — rehydratace prouzki

Exprese rekombinantnich proteini — zaockovani expresni kultury
Uvod do experimentalni ¢asti (pfednaska)

9:30-9:40 2D elektroforéza (Dr. Konecna)
9:40-9:50 MS analyza (Dr. Zdréahal)
9:50-10:00  Rekombinantni proteiny (Mgr. Fohlerova)

Ptiprava 1-DE gell (pro SDS-PAGE 1 nativni PAGE)
Priprava gelt pro 2-DE

OBED

Exprese rekombinantnich proteinti — indukce

PAGE analyza — ptiprava geli (SDS-PAGE, nativni PAGE)
In-solution proteolytické St€peni smési proteinli pro LC-MSMS
analyzu

Struktura proteinti, proteomické databaze

Exprese rekombinantnich proteinii — sklizeni kultury
Ptiprava no¢ni kultury pro izolaci plazmidové DNA

1. rozmér 2-D elektroforézy: izoelektricka fokuzace (IEF)

Izolace plazmidové DNA

Sekvenovani — PCR

2. rozmér 2-D elektroforézy: SDS-PAGE

OBED

Barveni 2-DE gelti, densitometrie

Software pro vyhodnocovani 2-D gelt, databaze 2-D gelt
Sekvenace DNA —¢isténi vzorku (prostfidani skupin), nasazeni vzorku
Ukonceni in-solution proteolytického Stépeni proteinti pro LC-
-MS/MS analyzu

Nasazeni vzorka do autosampleru a zacatek LC-MS/MS analyzy

In-gel proteolytické St€peni proteini separovanych 2-D
elektroforézou
Purifikace rekombinantnich proteinii pomoci metalochelatacni
afinitni chromatografie
Demonstrac¢ni chromatografie — FPLC
PAGE analyza rekombinantnich proteinti — ptiprava vzorkt

- SDS-PAGE analyza
Stanoveni koncentrace proteinti metodou dle Bradfordové

OBED
Sekvenovani DNA — vyhodnoceni vysledki

Nativni PAGE analyza
Analyza proteomu — identifikace proteinli metodou MALDI-TOF
MS (ukonceni in-gel proteolytického Sté€peni proteinii separovanych



11:00 —13:00
13:00 — 14:00
14:00 — 16:30

2-D elektroforézou a analyza vzorki MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii)
Ukonceni nativni PAGE — aktivitni barveni (MUQG)
- Western blotting
OBED
Western blotting

__—¥Analyza obrazu — densitometrie. software pro vyhodnocovani 1D gela

Dle dohody

(vyhodnoceni ¢istoty purifikovanych proteinti)

\Vyhodnoceni sekvenovani DNA, ¢teci ramec (Work Bench)

PATEK 8:00 — 10:00
10:00 — 12:00
12:00 — 13:00
13:00 —17:00
Cvicici (legenda):

2-DE a ptiprava pro MS

Analyza obrazu
MS analyza
Struktura proteint

Vyhodnoceni vysledkit LC-MSMS a MALDI-TOF MS analyz
“dod¢lavky®, konzultace, vypracovani a odevzdani protokold
OBED

vypracovani a odevzdani protokolt

Dr. Konec¢na

Danuse Fridrichova
Mgr. Urbankova

Dr. Zdrahal

Dr. Janda (Dr. Marek)

Exprese a purifikace rekombinantnich proteini ~ Mgr. Fohlerova

Martina Valkova

Izolace a purifikace DNA, prace s WorkBench Dr. Nejedla

Sekvenovani DNA

Mgr. Padérova



