I. ANALYZA PROTEOMU

A) DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA

RNDr. Hana Kone¢na, Danuse Fridrichova

Dvourozmérné elektroforéza je kombinaci dvou elektromigraénich metod, které slouzi k separaci
jednotlivych proteinti z komplexni smési.

Prvnim rozmérem je izoelektricka fokusace, tj. separace proteinl podle jejich izoelektrickych bodt
(p) v imobilizovaném gradientu pH vytvofeném v polyakrylamidovém gelu (IPG stripu) v prostiedi
ionizovanych latek. K rozdéleni proteini dochazi po vlozeni stripu do elektrického pole.

Druhy rozmér tvofi denatura¢ni polyakrylamidovy gel s obsahem dodecylsulfatu sodného, ve kterém
dochézi k rozdéleni ptedem separovanych proteinti podle relativni molekulové hmotnosti (MW).

Po provedeni dvourozmérné elektroforézy jsou proteiny visualizovany piimo V gelu barvenim
Coomassie Brilliant Blue, stiibrem, fluorescencné, popi. autoradiograficky.

Vybrany protein se manualné vytizne z gelu, enzymaticky nastépi na peptidy, které jsou dale
analyzovany hmotnosti spektrometrii. K pfislusnému MS-spektru je identifikace proteinu dohledana
z databaze srovnanim s peptidovymi spektry znamych proteint.

Prakticka éast:

Vzorky se pfipravi acetonovou extrakci z listd Arabidopsis thaliana bud’ wild type Columbia
nebo amp 1 — mutantni linie nadprodukujici rostlinné hormony cytokininy.
1. Extrakce proteinu z listi:
e listy se rozdrti v tfeci misce v tekutém dusiku
e pfida se roztok aceton/TCA (kyselina trichloroctova) — vysraZeni proteinu
e centrifugace, pelet se promyje roztokem acetonu (s obsahem EDTA a inhibitord protedz)
e centrifugace, vysuSeni peletu (tj. proteinovy prasek)

2. Solubilizace proteinii:
e rozpusténi proteint - 1h tfepat pii 37 °C v solubiliza¢nim pufru
o centrifugace, filtrace, stanoveni koncentrace proteinu metodou kompatibilni s redukénimi
latkami a detergenty obsazenymi v solubilizacnim pufru (kit RC/DC, BioRad).

3. Rehydratace IPG stripu se vzorkem
e Prouzky se dodéavaji v dehydratovaném stavu opatiené ochrannou folii. VSeobecné lze

k naneseni proteinového vzorku pouzit dva postupy pipravy:

1) rehydratace bez vzorku — po odstranéni folie se prouzek necha rehydratovat rehydrataénim

pufrem 9-16 hodin, vzorek se nanese pred samotnou fokusaci.

2) rehydratace se vzorkem — po odstranéni folie se prouzek necha rehydratovat v
roztoku rehydrataéniho pufru obsahujicim vzorek. Timto zpusobem lze dosahnout
naneseni velkého mnozstvi proteinu (az 1 mg) bez rizika vysrazeni.

2.1) rehydratace se vzorkem pasivni — bez ptisobeni elektrického proudu
2.2) rehydratace se vzorkem aktivni — 50 V, 20°C, 10 —12 hodin
e V nasem pfipad¢ pouZzijeme postup pasivni rehydratace se vzorkem. Do drazky rehydratacni
vani¢ky naneseme 50 pg vzorku fedéného rehydrataénim pufrem. Z IPG stripu opatrné
sloupneme ochrannou folii a polozime jej GELEM DOLU do drazky se vzorkem (piipadné
bubliny je tfeba odstranit!). Zalijeme 2 ml mineralniho oleje. Rehydratace prouzku bude
probihat asi 6 hodin (obvykle v§ak pouzivame rehydrataci pfes noc).
S prouzKky manipulujeme vyhradné pinzetou a v rukavicich !!!



4. I1zoelektricka fokusace (1. rozmér)

Fokusacni podminky zé&visi na sloZeni vzorku, jeho komplexité, na délce stripu a na pH
rozmezi [PG prouzku. Nasledujici podminky proto berte pouze jako doporucené.

Na elektrody fokusacni vani¢ky opatrné pinzetou polozime Ctverecky specialniho papiru a
navlhéime je 8 ul deionizované vody. Z rehydrataéni vani¢ky vyjmeme prouzek a nechame
odkapat olej. Prouzek polozime do fokusacni vani¢ky gelem doli. Jemné jej ptitlaCime na
elektrody. Zalijeme 2 ml mineralniho oleje. Po vlozeni vSech prouzkli uzavieme vanicku
vikem — pozor na orientaci! — a vlozime ji do pfistroje.

Podminky fokusace (pro strip délky 7 cm):

1. krok: odstranéni nadbytecnych soli
startovni napéti: 150 V
¢as: 30 min

2. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 150 V
konecné napéti: 1500 V
Cas:3h

3. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 1500 V
konecné napéti: 2500 V
cas:1h

4. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 2500 V
kone¢né napéti: 3500 V
celkovy pocet volthodin: 12000 Vh

4. krok: zavérecny udrzovaci krok
napéti: 500 V
¢as: 24 hodin

Po ukonéeni fokusace prouzky vyjmeme z drazky, nechame okapat olej a bud’ strip hned
pouZzijeme na separaci v druhém rozméru nebo zamrazime na —20 °C v hermeticky uzaviené
nadobce.

5. SDS-PAGE (2. rozmér)

Ekvilibrace prouzkt: Pred provedenim SDS-PAGE je nezbytné ekvilibrovat prouzky v pufru
obsahujicim dodecylsulfat sodny (SDS). Prouzky po rozmrazZeni umistime do rehydratacni
vani¢ky obsahujici 2.5 ml ekvilibra¢niho roztoku 1 (obsahuje DTT) a 10 minut jemné
promichavame na tiepacce. Po deseti minutach pfemistime prouzek do 2.5 ml ekvilibra¢niho
roztoku 2 (obsahuje jodoacetamid) a opét mirné promichavame na tfepaéce. Jodoacetamid je
fotocitlivy, ekvilibracni roztok 2 proto chranime pted svétlem alobalem.

Po ekvilibraci pieneseme IPG prouzek na polyakrylamidovy gel druhé dimenze a zalijeme 0.8
% agarosou V elektroforetickém pufru s obsahem 0,003% bromfenolové modii. Nechame
probéhnout standardni SDS-PAGE, gely obarvime Coomassie Brilliant Blue nebo - pro
dosazeni vyssi citlivosti - stiibrem.

Roztoky pro 2D elektroforézu:
Solubiliza¢ni pufr (totoZny s rehydrata¢nim pufrem)
7M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS, 60 mM DTT, 0.8% ampholyte, 0.003% BPB

Ekvilibraéni roztoky

1.
2.

6 M mocovina, 0,375 M Tris/Cl, pH 8,8, 2% SDS, 20% glycerol, 2% (w/v) DTT
6 M mocovina, 0,375 M Tris/Cl, pH 8,8, 2% SDS, 20% glycerol, 2,5% (w/v) jodoacetamid



Agarosa na zaliti IPG stripu
0.8 % agarosa v PAGE elektroforetickém pufru

Elektroforeticky pufr
0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS

Koncentrace celkového akrylamidu v gelu pro druhy rozmér 2-D elektroforézy:
Druhy rozmér 2-D elektroforézy provadime v 12%T gelu:

Barveni gelii Coomassie modi'i (Coomassie Brilliant Blue R250)

Barveni Coomassie modfi patii mezi nespecifické metody vizualizace proteinti. Pii obvyklém zplisobu
barveni Coomassie dochazi zaroven k fixaci proteinu do gelu, a to plisobenim 40% methanolu
v prostiedi 10% kyseliny octové. Barveni trva pfiblizné 2 — 8 hodin, v zavislosti na mnozstvi proteinu
nanesené¢ho na gelu, na tloust'ce gelu a na koncentraci Coomassie.

Po skonceni SDS-PAGE oznacit orientaci gelu odkrojenim jednoho z rozkli a opatrné prenést gel
do 0,1% Coomassie R 250. Ponechat tiepat na téepacce pies noc.
Nasledujici den vyménit Coomassie za odbarvovaci roztok ¢. 1. Ponechat na kyvaéce 30 minut.
Vyménit odbarvovaci roztok 1 za odbarvovaci roztok 2. Ponechat na kyvacce do odbarveni;
odbarvovaci roztok 2 je nutné n€kolikrat vymeénit. V tomto roztoku je gel mozné v chladu uchovat
i nékolik tydni.
Uchovavani geli:

- vysuseni mezi celofany

- vysu$eni na papire pod celofanem

- naskenovani a uchovani v elektronické podobé (pokud se gel uchovava pro

pozdéjsi analyzu, uchovavat ve formatu tiff, nekomprimovaném)

Roztoky:
Barvici roztok Coomassie

0,1% Coomassie Brilliant Blue R 250
10% kyselina octova
40% methanol

Odbarvovaci roztok 1
7% kyselina octova
40% methanol

Odbarvovaci roztok 2
10% kyselina octova
5% metanol

Barveni CB je moZno téZ provést komer¢né dostupnym Kkitem.

Barveni gelu stiibrem

Barveni stfibrem je dal§i metodou nespecifické vizualizace proteini. Principem je vazba
stiibrnych iontl na -SH a -COOH skupiny aminokyselin. Schopnost vazat na sebe stfibrné ionty
je tedy u kazdého proteinu jina v zavislosti na jeho aminokyselinovém slozeni.

Po probéhnuti elektroforézy v polyakrylamidovém gelu se proteiny Vv gelu zafixuji zfedénou
kyselinou octovou nebo trichloroctovou. Poté jsou vystaveny ptisobeni dusi¢nanu stiibrného. Pfi
vyvijeni v roztoku uhli¢itanu sodného s formaldehydem dojde k redukci stiibrnych iontd na
stfibro, coZ se projevi zCernanim mist na gelu, kde je stfibro v proteinech navazano.

Stupeii intenzity obarveni lze ovlivnit dobou, po kterou jsou stiibrné ionty vystaveny pusobeni
vyvijeciho ¢inidla. Redukéni reakce se zastavi pridanim kyseliny octové.



Pro sniZeni pozadi a zlepSeni kvality detekce je vhodné gel odbarvit Farmerovym odbarvova¢em a
celou proceduru barveni (bez fixace) provést jesté jednou. Sttibro, navazané na proteinech, se totiz
Farmerovym ¢inidlem nevymyje tak snadno, jako stiibro nespecificky navazané jako ,,pozadi*.

Veskeré nadobi, pouZité pro barveni, je nutno peclivé umyt 1) saponatem, 2) ethanolem, 3)
destilovanou vodou. Pro ptipravu veskerych vodnych roztoku pouZit pouze destilovanou
deionizovanou vodu.

Po skonéeni SDS-PAGE proteiny v gelu zafixovat - opatrné pienést gel do 20% trichloroctové
kyseliny (TCA) a ponechat 20 minut tfepat na kyvacce.

TCA recyklovat, gel promyt 4x 5 minut vodou.

Ptridat 0,1% roztok dusi¢nanu stfibrného. Zakrytou misku ponechat 30 minut tfepat na kyvacce.
Gel proplachnout vodou 10 vtefin a pfidat vyvijeci €inidlo. 10 minut vyvijet v zakryté misce,
netfepat.

Zastaveni vyvijeni 1% kyselinou octovou, 10 minut téepat.

Promyti gelu vodou, 3x5 minut. Pfidat Farmertiv odbarvova¢, 5 minut tfepat.

Po odstranéni Farmerova odbarvovace promyvat gel vodou az do upIného odbarveni.

Opét pridat 0,1% roztok dusi¢nanu stfibrného. Zakrytou misku ponechat 30 minut tfepat na
kyvacce.

Gel proplachnout vodou, 10 vtefin a pfidat vyvijeci ¢inidlo. Vyvijet v zakryté misce do objeveni
prouzkt/skvrn.

Zastaveni vyvijeni 1% kyselinou octovou, 10 minut tfepat.

Gel promyt vodou — 15 minut. Uchovavat v chladu ve vodé¢ s 2% (w/v) glycerolem.

Roztoky:

0,1% AgNO;

0,1 g AgNO3/100 g roztoku.

Ptipravit tésné pred pouzitim (neptipravovat do zasoby). Uchovavat v temnu.

Vyvijeci ¢inidlo
3% uhlicitan sodny + formaldehyd
3 g Na,CO4/100 g roztoku + 50 ul 37% formaldehydu

Farmeriv odbarvova¢

2% K3Fe(CN)6, 3,2% N3.28203X5H20
2 g K3Fe(CN)g/100 g roztoku

3,2 g Na,S,03x5H,0/100 g roztoku
Smichat tésné pied pouZzitim

Barveni stfibrem je moZno téZ provést komercné dostupnym kitem.

Gely uchovavame zatavené ve folii nebo vysusSené.

Suseni geld mezi celofany

* Odbarvovaci roztok 2 vyménime za 2% glycerol a gel v roztoku ponechame aspon 15

minut.

* Ustfihneme celofan (Biometra, BioRad), namo¢ime a ponechame ve vodé 10 minut.
* Poskladame sendvi¢ a ten vlozime do susarny gelil.
* Susime 4 hodiny.

2% (wi/v) glycerol
2g glycerolu doplnit na objem 100 ml destilovanou vodou



B) HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE PROTEINU

doc. RNDr. Zbynék Zdrahal, Dr.

Hmotnostni spektrometrie bude pouzita pro identifikaci vybranych proteint po jejich
separaci 2-D elektroforézou (MALDI-TOF MS), resp. po on-line separaci kapalinovou
chromatografii (ESI-IT MS). Studenti se seznami s metodou analyzy proteinli pomoci
hmotnostni spektrometrie véetné proteolytického Sté€peni a budou samostatné identifikovat
vybrané proteiny na zdklad¢ srovnani ziskanych dat s proteinovymi databazemi.

Teoreticky ivod

MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci za pritomnosti matrice a detekci iontd v
priletovém analyzatoru (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization — Time-of-flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF MS) je v soucasné dobé jedna z nejrozSifenéjSich metod
identifikace proteinti resp. urceni jejich primarni struktury. V naSem pfiipadé bude pouzita
metoda zalozena na srovnani hmotnosti peptidd vzniklych proteolyzou analyzovaného
proteinu s proteinovymi databazemi (peptide mapping, peptide mass fingerprinting).

Obarvené skvrny vybranych proteinli jsou nejprve vyfiznuty z geli pfipravenych 2-D
elektroforézou. Vytiznuté kousky gelu s proteiny jsou odbarveny stfidavym promyvanim v
acetonitrilu a roztoku hydrouhli¢itanu amonného. Po odbarveni jsou dithiothreitolem
redukovany disulfidické mustky mezi cysteiny a nasledné jsou -SH skupiny alkylovany
jodacetamidem s cilem zabranit opétovnému vytvofeni téchto mistki. Po alkylaci je ke
vzorkiim pfiddna protedza (obvykle trypsin) a jsou inkubovany pfes noc. Pisobenim protedzy
jsou proteiny specificky $tépeny na sadu peptidd. Jiz zminény trypsin $tépi protein za lysinem
nebo argininem smérem k C-konci peptidu. Soubor takto vzniklych peptidt je specificky pro
dany protein (tzv. peptidova mapa). Po ukonceni inkubace jsou peptidy extrahovany kyselym
vodnym roztokem acetonitrilu.

Extrakt peptidi je pak smichan s matrici, nanesen na ter¢ik a po krystalizaci je analyzovan
pomoci MALDI-TOF MS. Pro analyzu bude pouzit pfistroj REFLEX IV (Bruker, Brémy,
Némecko). Vysledkem hmotnostné spektrometrické analyzy jsou piesné hmotnosti peptida.
Soubor naméfenych hmotnosti peptidit je pak srovnavan pomoci prohleddvacich programu
(napf. Mascot, MS Fit) s proteinovymi databazemi, resp. s peptidovymi mapami vytvofenymi in
silico po¢itacovym programem pro jednotlivé proteiny uloZené ve zvolené databazi. Na zakladé
tohoto srovnani lze protein identifikovat s velkou pravdépodobnosti, pfipadné urcit jeho
homology.

LC- MSMS

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a iontovou pasti jako hmotnostnim
analyzatorem iontd je dal$i velmi rozsifenou metodou identifikace. Vyhodou je moznost on-
line spojeni tohoto typu hmotnostniho spektrometru s vhodnou separacni technikou (HPLC,
CE). V tomto ptipad¢ bude identifikace proteinii zaloZena na srovnani hmotnosti fragmentt
jednotlivych peptidi vzniklych proteolyzou proteinti v analyzované smési s proteinovymi
databazemi.

Smeés proteinti je podrobena proteolytické digesci (postup je popsan v piredchozim odstavci).
Smeés vzniklych peptidl je pak separovana na kapilarni koloné kapalinového chromatografu
(Ultimate, LC Packings). K davkovani vzorka bude pouzit autosampler (Famos, LC Packings).
MS/MS analyza separovanych peptidi bude provedena na pfistroji Esquire 2000 (Bruker,
Brémy, Némecko). Pro identifikaci jsou pak srovndvany soubory naméfenych hmotnosti



fragmentd jednotlivych peptidi pomoci prohledavacich programti (napf. Mascot, Protein
Prospector) s proteinovymi databazemi.

Proteolytické Stépeni

1. Vyfiznuti proteinovych skvrn z gelu

e deionizovana voda

o skalpel

e mikrozkumavky (0,5 ml)
Gel oplachneme vodou a pak skalpelem vyfezeme vybrané skviny gelu. Vytiznuty gel s
danym proteinem pak rozkrdjime na kostiCky o strané asi 1 mm a vlozime do
mikrozkumavek.

2. Odbarveni gelu

deionizovana voda

50 mM NH4HCOs/acetonitril (1:1, v/v)
acetonitril

50 mM NH;HCO;

Gel proplachujeme uvedenymi roztoky, promyti roztokem pufru a acetonitrilu
opakujeme 2x, po promyti acetonitrilem nakonec gel ususime ve vakuové centrifuze.

3. Redukce a alkylace

10 mM dithiothreitol/25 mM NH;HCO; — redukéni ¢inidlo
55 mM jodacetamid/25 mM NH4HCO; — alkylaé¢ni ¢inidlo
50 mM NH4HCOg/acetonitril (1:1, v/v)

acetonitril

K casticim gelu ptidame redukéni €inidlo a inkubujeme 1 hodinu pfi 56 °C, pak roztok
odstranime a ptidame na 30 minut alkylacni ¢inidlo (lab. teplota, temno). Odstranime
roztok alkyla¢niho ¢inidla a proplachneme roztokem pufru v acetonitrilu a pak
samotnym acetonitrilem, opét roztok odpaiime.

4. Proteolytické Stépeni
e trypsin (5 ng/ul) v 25 mM NH;HCO;

Pridame roztok enzymu, tak aby zakryval kousky gelu, a inkubujeme pii 37°C ptes noc.

5. Extrakce peptida
e 50 % acetonitril/1% trifluoroctova kyselina

Po 10 minutach v ultrazvukové lazni odpipetujeme pivodni inkubaéni roztok, pak

pridame roztok acetonitrilu a opét dame na deset minut do ultrazvukové lazné a
odpipetujeme supernatant (tento krok opakujeme). Jednotlivé supernatanty spojime.

MALDI-TOF MS analvza

1. Priprava peptidového extraktu k analyze

e matrice - nasyceny roztok kyseliny hydroxy [ '-kyano skotficové
v 50 % acetonitrilu s 0,1 % trifluoroctovou kyselinou



Peptidovy extrakt smichame 1:1 s matrici a vysledny roztok (0,5 1) naneseme na
ter¢ik. Po vykrystalizovani je vzorek ptipraven k analyze.

2. Vlastni analyza

Peptidy méfime v reflektronovém modu a za pouziti externi kalibrace na smés
standardnich peptidt.

LC-MSMS analvza

1. LC analyza

- kapilarni kolona s reversni fazi C18
- mobilni faze acetonitril/voda s ptidavkem kyseliny mravenci (0,1%),
gradientova eluce
2. Vlastni analyza

Tontova past pracuje v MSMS modu.

Identifikace proteinu

Ziklady prdce s databdzemi

vvvvvv

Pouziti si vyzkousime na nékolika praktickych ptikladech v pocitacové ucebné a studenti vypracuji
nékolik praktickych tkolu.

Typyv zdroju informaci a nastroju

Doc. Dr. Zbynek Zdrahal (zdrahal@sci.muni.cz)
http://www.sci.muni.cz/LMFR/Proteomika.html

1. Zakladni data
— sekvence
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/)
Expasy (http://www.expasy.ch/)
SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot/)

— struktura
PDB (http://www.rcsb.org/pdb/)

2. Nastroje

— analyza sekvence, srovnavani vice sekvenci
odkaz na Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/)
CLUSTAL
BLAST
PHYLIP

— zobrazeni struktury
PDB Java Viewer
Cn3D (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml)
Swiss Pdb Viewer (http://www.expasy.ch/spdbv/mainpage.htm)
Chime (http://www.mdli.com/support/chime)

— predpovidani struktury
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Swiss Model (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)
I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/lI-TASSER/)

—  komplexni

Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/)
SwissProt Tools (http://www.expasy.ch/tools/)

3. Odvozena a specialni data
— podobnosti mezi druhy

COG (http://www.nchi.nlm.nih.gov/COG/)

— domény

PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/)

— typy skladani

SCOP (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/)

— fosforylacni mista

PhosphoBase (http://www.chs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/)

— hmotnostni spektra pro MALDI-TOF, 2-D gely, identifikace z gelu

SwissProt 2-D PAGE (http://www.expasy.ch/ch2d/)
PeptideSearch (http://www.mann.embl-

heidelberg.de/GroupPages/PageL.ink/peptidesearchpage.html)

ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/)

— nomenklatura enzymu

SwissProt ENYZME (http://www.expasy.ch/enzyme/)

- pohyby proteinti

MolMovDB (http://bioinfo.mbb.yale.edu/MolMovDB/)

Vyhodnoceni MS dat (samostatna prace)

Internetu data ziskand MALDI-TOF analyzou (hmoty peptidli) zaddme do prohledavaciho programu
Mascot (Matrix Science) s pfisluSnymi parametry a identifikujeme proteiny z jednotlivych skvrn.

vvvvvv

Poznamka:

Proteolytické Stépeni a MALDI-TOF analyza bude provedena z ¢asti demonstracni formou z ¢asovych
a kapacitnich divodu. Studenti obdrzi seznam hmot peptidi pro kazdy analyzovany vzorek a vlastni

identifikaci proteint si kazdy student provede sam.

Hledani v databazi proteini.
Ing. Matej Zabrady, Dr. Phil Jackson

WWW.expasy.ch

The EXPASYy (Expert Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB)je vytvoien pro analyzu proteinové sekvence a struktury stejné tak jako

pro 2-D elektroforézu.

Tento server pouzivam k praci s proteiny.

Databases



http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://workbench.sdsc.edu/
http://www.expasy.ch/tools/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://www.cbs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/
http://www.expasy.ch/ch2d/
http://www.mann.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html
http://www.mann.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html
http://prospector.ucsf.edu/
http://www.expasy.ch/enzyme/
http://bioinfo.mbb.yale.edu/MolMovDB/
http://www.expasy.ch/
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics
http://www.isb-sib.ch/
http://www.isb-sib.ch/

e Tools and software packages

Jak najit nami hledany protein v databazi.?
e European Bioinformatics Institute
e Swiss Institute of Bioinformatics
e Georgetown University

1. Bud zname prvotni ptistupové ¢islo: UniProtKB/Swiss-Prot entry P49235
Potom jdeme piimo do databaze http://www.expasy.ch/expasy_ref.html a zadame tam ¢islo.
2. Nebo zname nazev enzymu — to byva nejcastejsi a potom musime najit ¢islo proteinu:
rostlinna beta-glukosidaza z kukufice, glycosyl hydrolyse familyl, EC 3.2.1.21,
P49235, BGLC_MAIZE.
Potom doporucuji jit na webové stranky Prosit - http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/

* B-glucosidases (EC 3.2.1.21) from various bacteria such as Agrobacterium strain ATCC
21400, Bacillus polymyxa, and Caldocellum saccharolyticum.

* Two plants (clover) B-glucosidases (EC 3.2.1.21).

* Two different f-galactosidases (EC 3.2.1.23) from the archaebacteria Sulfolobus
solfataricus (genes bgaS and lacS).

* 6-phospho-B-galactosidases (EC 3.2.1.85) from various bacteria such as Lactobacillus
casei, Lactococcus lactis, and Staphylococcus aureus.

* 6-phospho-B-glucosidases (EC 3.2.1.86) from Escherichia coli (genes bglB and ascB) and
from Erwinia chrysanthemi (gene arbB).

* Plants myrosinases (EC 3.2.1.147) (sinigrinase) (thioglucosidase).

* Mammalian lactase-phlorizin hydrolase (LPH) (EC 3.2.1.108 / EC 3.2.1.62). LPH, an
integral membrane glycoprotein, is the enzyme that splits lactose in the small intestine. LPH
is a large protein of about 1900 residues which contains four tandem repeats of a domain of
about 450 residues which is evolutionary related to the above glycosyl hydrolases.

3. Mizeme znat vSak pouze jen DNA sekvenci — potom doporucuji pievést sekvenci do
proteinové sekvence pomoci Translace a pak pouZit sekvenci bez stop kodont. Tato
sekvence se pak zada do BLASTu hledani podobnych sekvenci a to s velkou
pravdépodobnosti Vam ukaZze hned prvni odkaz, ktery by mél byt Vas protein.

Co v8e mlZeme zjistit z databazi. Dalo by se fict, Ze vSe.

Hmotnost proteinu, isoelektricky bod, zda je monomer nebo vicemer, synonyma proteinu,

genovy nazev, odkazy na literaturu, funkci, katalytickou aktivitu, jak je protein regulovan,

biofyzikalni vlastnosti, lokalizaci, tkafiovou specifiku, podobnost s jinymi proteiny, 3D

strukturu.

4. Struktura proteinu, pokud byl protein krystalizovan a nebo byla zji$téna sekvence
pomoci NMR, tak lze nalézt na webovych strankach:

http://www.pdb.org/pdb/explore.do

Potom musite znat pdb (protein databank) oznaceni a pakliZze ho neznéte, musite ho znovu

najit. Oznaceni pdb miiZete najit ze zdkladni stranky prositu a nebo si miizete zadat do site

search (beta-glucosidase maize) a zobrazi se vam seznam beta-glukosidaz z kukufice

spolu s mutanty.

Strukturu mtizeme bud stahnout a prohlizet v stazeném prohlizeci jako je RASMOL, nebo

PYMOL a nebo PDBviewer.
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Proteiny miizeme také podrobit doménové analyze SMART http://smart.embl-
heidelberg.de/ nebo PFAM http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

CATH Protein Structure Classification

CATH je strukturovana klasifikace proteinovych domén na étyfech urovnich Class(C)-
tiida, Architecture(A)-architektura, Topology(T)-umisténi and Homologous superfamily
(H)-stejna rodina

SCOP: Structural Classification of Proteins.


http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/

C) URCENI KONFORMACE 3-D PODOBNYCH PROTEINU

Mgr. Tomas Klumpler

Ukol: s pomoci databaze primarnich a terciarnich struktur uréete terciarni strukturu(y)
proteinu(i) podobnou(é) proteinu se zadanou sekvenci aminokyselin a struéné popiSte
vysledek

Nastroje:

1) http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html - vyhledavani podobnych sekvenci napf.
nastojem FASTA

2) databaze proteinovych struktur PDB, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

3) hledani struktur proteinti s podobnou 3D strukturou, napf. nastroj PDBeFold
http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/

4) Vizualizace vysledku, napt. Swiss Pdb Viewer (http://spdbv.vital-it.ch/)

Piiklad: hledani struktur podobnych k haloalkan dehalogenaze LinB ze Sphingomonas paucimobilis
UT26.

sekvence (ve formatu FASTA)

>1D07:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEGTGDPILFQHGNPTSSYLWRNIMPHCAGLGRLIACDLIGMGDSDKLDPSGPERY
AYAEHRDYLDALWEALDLGDRVVLVVHDWGSALGFDWARRHRERVQGIAYMEAIAMPIEWADFPEQDRDLFQAFRSQAGE
ELVLODNVEFVEQVLPGLILRPLSEAEMAAYREPFLAAGEARRPTLSWPRQIPIAGTPADVVAIARDYAGWLSESPIPKLE
INAEPGALTTGRMRDFCRTWPNQTEITVAGAHFIQEDSPDEIGAAIAAFVRRLRPA

Postup:
1) hledani pomoci néastroje FASTA, identifikace PDB identifikatort struktur s podobnou primérni

strukturou

mix

Soubor  Upravy Zobrazeni tstorie Zdglly Néstrop  Népoyids

OERC s 3 7 2

Ll Nepavitivovendfii || Jkzo® . Piebled kv

T s y Hedim [s edsm ] ol I
EE B

= Help

= Similar Applications FASTA/SSEARCH/GGSEARCH/GLSEARCH - Protein Similarity Search

= Programmatic Access
9 This tool provides sequence similarity searching against protein databases using the FASTA suite of

* Download programs. FASTA provides a heuristic search with a protein query. FASTX and FASTY translate a DNA query.
Optimal searches are available with SSEARCH (local), GGSEARCH (global) and GLSEARCH (global query,
local database).

= Database Information

UniProt Use this tool
UniPare STEP 1 - Select your databases
PROTLEIN DATABASES OTHER TYPES
FASTA related
Ineu(urr: e M dl Qatabank Selected X Clear Selection General
Search for FASTA related » UniProtKB Taxonomic Subsets 4. Nucleotide Databases
::t‘z::mre in Medline... : gniol Clusters Speciaised
tructure ¢ Proteomes Databases ﬂ
o [v Protein Structure Sequences o Genomes Databases
. - Bets | WGS Databases =l

Enter or paste a| PROTEIN  +| sequence in any supported format:
MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEGTGDPILFQHGNPTSSY LWRNIMPHCAGLGRLIACDLIGMGDSDKLDP j
SGPERY

AYAEHRDY LDALWEALDLGDRVVLVVHDWGSALGFDWARRHRERVQGIAYMEAIAMPIEWADFPEQDRDLFQAF
RSQAGE
EIVLODNVFVEOVLPGLTIRPILSEAEMAAYREPFLAAGREARRPTIAWPROTPTAGTPANVVATARNDYAGWI.SES =

Prochazet..

STEP 3 - Set your parameters

PROGRAM
FASTA &

% Nagt: [ws & Daii # Plgdchodl o Jvjraant [ Rodovat vellost
Hotovo
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2) PDB: databaze 3D struktur proteind

3) hledani prostorové (3D) podobnych proteinti

PDBerold - Windows Internet Explorer

GT;;- [ Vet obi . ki srvissniearbinfssmserver
Souber Upravy Zobeadk  Oblbenépodly Néstop  Napovida

%3 - B - - swinka - () Nistroe +

Bringing Structurs to Blology
Epos =

Submission Form @ for ¢ pairwise 3D alignment

© mutiple

PDB entry

[1do7 ey

Target
Source

| Chains: [7(a)

Lowest acceptable match (%) 70 Lowest acceptable match (%) 0
¥ match indiidual chains ¥ best matches only

¥ match connectivty ¥ unique matches only

¥ if no matches within imits of acceptability are found. show close ones

precision [RENE]  sonby Views:. EERH]
Submit your query Back to Home Page

PDBe Fold v2.50 15 Nov 2011

Bringing Structure to Biology
FEEDBACK D!

Structure Alignment Results @

Query. pdb entry 1d07:A , 293 residues
HYDROLYTIC HALOALKANE DEHALOGENASE LINB FROM SPHINGOMONAS PAUCIMOBILIS UT26 WITH 1,3-PROPANEDIOL, A PRODUCT OF

DEBROMIDATION OF DIBROMPROPANE, AT 2.0A RESOLUTION

i e EETTN T T T

resort results

Scoring @ Query | Target (PDB entry)
# Rmsd | Naign | Ng | %seq

Qi | | %sse Title
41 |0.68[22.1{14.0| 1.17 | 262 |10 | 44 81 CRYSTAL STRUCTURE OF DBJA (WILD TYPE TYPE Il P21)
42 |o0.68(23.4]14 43 90 CRYSTAL STRUCTURE OF DBJA (HIS-DBJA)
43 |o0.€ 6.0 1.23 | 265 | 9 | 4 CRYSTAL STRUCTURES OF THE LUCIFERASE AND GREEN FLUORESCENT PROTEIN FROM RENILLA RENIFORMIS
33 1/18.1012.7) 1.%0 | 249 |14 | 29 76 DEHALOGENASE DPPA FROM PLESIOCYSTIS PACIFICA SIR
45 “‘ e.8|9.5| 2.43 | 237 |18 | 22 P iaz:e| 79 | 272 PSEUDOMONAS FLUORESCENS ESTERASE COMPLEXED TO THE R-ENANTIOMER OF A SULFONATE TRANSITION
15 STATE ANALOG

8.9 2.49 | 239 |15| 21 ivad:E| 83 | 271 PSEUDOMONAS FLUORESCENS ARYL ESTERASE

PSEUDOMONAS FLUORESCENS ARYL ESTERASE

PSEUDOMONAS FLUORESCENS ESTERASE COMPLEXED TO THE R-ENANTIOMER OF A SULFONATE TRANSITION
STATE ANALOG

SWITCHING CATALYSIS FROM HYDROLYSIS TO PERHYDROLYSIS IN P. FLUORESCENS ESTERASE
PSEUDOMONAS FLUORESCENS ARYL ESTERASE
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2.47 | 238 |15 22 71 |3hi4:B| 83 |27

0.43/9.2[9.4| 2.44 | 237 |27 22 71 |ivad:a| €3 |271

50

R - = g%fruEDOMONAs FLUORESCENS ESTERASE COMPLEXED TO THE R-ENANTIOMER OF A SULFONATE TRANSTION
T8z 0.4z e 2.98 | 237 18| 21 | 7 79 | 277 | I |CRYSTAL STRUCTURE OF BROMOPEROXIDASE FROM BACILLUS ANTHRACIS.

53 |0.42f{8.3|9.0| 2.40 | 235 |18 | 22 71 |1lvad 83 |27 PSEUDOMONAS FLUORESCENS ARYL ESTERASE

54 |0.42{9.2 (9.4 2.490 235 |18 22 71 1va4:C| 83 271 PSEUDOMONAS FLUORESCENS ARYL ESTERASE

PSEUDOMONAS FLUORESCENS ESTERASE COMPLEXED TO THE R-ENANTIOMER OF A SULFONATE TRANSITION

alal a[ala aaaalaala aalal alalalala] =

$5 [0.42/9.5|9.4| 2.44 | 236 15| 22 | 71 [3102:8| 83 |271 STATE ANALOG

56 [0.42({8.4|9.0| 2.49 | 238 |15 | 22 71 [3hi4:a| 83 | 271 SWITCHING CATALYSIS FROM HYDROLYSIS TO PERHYDROLYSIS IN P. FLUORESCENS ESTERASE

57 [0.42{9.5|9.4| 2.43 | 235 |17 | 22 71 [3hi4:E| 83 | 271 SWITCHING CATALYSIS FROM HYDROLYSIS TO PERHYDROLYSIS IN P. FLUORESCENS ESTERASE

se |0.42/8.5|9.3| 2.38 | 233 | 18| 22 71 |3182:0| 79 | 272 2?5;}5%%%5&U0RESCENSESTERASE COMPLEXED TO THE R-ENANTIOMER OF A SULFONATE TRANSITION
59 [0.42{9.1]9.3| 2.41 | 234 |19 22 71 |3hea:A| 83 | 271 THE L29P/L 1241 MUTATION OF PSEUDOMONAS FLUORESCENS ESTERASE

60 [0.42{8.4(|9.3| 2.44 | 235 |18 22 71 [3hea:D| 79 | 271 THE L29P/L 1241 MUTATION OF PSEUDOMONAS FLUORESCENS ESTERASE

ey | sockto queny | | _tost pose_|
Matches 41-60 of 104 Back io yeery firstpage | previous | next | tast page



Query PDB 1d0T:A Alignment (44 of 104) Target PDB 2xt0:A 3D Structural alignment @

Nees Sores Nsse %sse Q P RMSD Maign Nres Yhres Nsse hsse POG 1GTA SO PDO2us:h

3

HYDROLYTIC HALOALKANE DEHALOGENASE LINB | ,
FROM SPHINGOMONAS P, S UT26 WITH | Teses z Nsse Noaps
1.3-PROPANEDIOL, A PRODUCT OF

DEHALOGENASE DPPA

DEBROMIDATION OF DIBROMPROPANE. AT 2 0A = 1 el
RESOLUTION
[ view ] downioad | [ view superposed |

™ supes

50 whole entnes

Secondary Structure Alignment

7 8 = Sts

Query PDB 1407:A

Rotation-translation matrix

ownload the page content

(1o be applied to the target
| downicad [EEEIA™ - =
3D Structural alignment @
PDB 10074 si{Dist(A) P8 2x10:A

4) Vizualizace PDB soubort a pozorovani (+interpretace) strukturnich rozdilt - napf. s nastrojem
Swiss Pdb Viewer

 DeepView / Swiss-PdbViewer 3.7 (SP5)
File Edit Select Build Tools [ Displey Color Freferences S :Mode|  Window  Help

Explore Doman Alternate Fits

Fit molecules (from selection)
Improve Fit...
Cairulate RMS,

Set Layer St Dav. info B-factors

Generate Stuchral Alignment




II. TECHNOLOGIE REKOMBINANTNICH PROTEINU

Nedostupnost dostate¢nych mnozstvi homogennich preparati biologicky vyznamnych eukaryontnich
proteinti byla jednim ze zakladnich omezeni jejich studia. Tento limitujici faktor byl odstranén
rozvojem molekularné biologickych technik, umoziujicich produkci studovanych eukaryontnich
proteint v dostatecném mnozstvi. Dtlezitym ptedpokladem bylo vypracovani technik jejich produkce
Vv heterolognich, ptfevazné bakteridlnich expresnich systémech. Protoze prokaryontni transkripcni
aparat nedokaze odstranit nekodujici oblasti eukaryontnich gentl, je nezbytné ziskat nejprve DNA
komplementdrni k mRNA genu pro dany protein (cDNA) metodami zalozenymi na reverzni
transkripci mRNA. Pro ucely nadprodukce rekombinantnich proteini lze vyuzit fadu expresnich
plazmidi se silnymi promotory pro kmeny Escherichia coli. Inzerce cDNA do vektoru je usnadnéna
pfitomnosti mnohocetného klonovaciho mista za promotorem, ktery ma byt pouzit k fizeni exprese
cDNA.

Do bakterialni zkumavky obsahujici 5 ml sterilniho LB media s ampicilinem (100 mg/l) inokulujte
pomoci bakterialni klicky expresni kulturu (kmen BL21 (DE3) pLys nesouci expresni konstrukt
PRSETA::Zm-p60.r) a nechte inkubovat pies noc pii 37°C za stalého tiepani.

1. centrifugujeme 3 ml (2 x 1,5 ml) narostlé bakterialni kultury 5 min 4500 rpm

2. pelet resuspendujeme ve 250 pl ¢inidla Py

3. ptidame 250 pl ¢inidla P, a jemnym pieklapénim (4- 6 x) zamichame do zprihlednéni  roztoku
(nenechat déle nez 5 minut)

4. ptidame 350 pl ¢inidla Nj

centrifugujeme 10 min (14000rpm/4°C)

supernatant pfeneseme opatrné do kolonky a centrifugujeme 30 s pti 14000 rpm
kolonku po odstranéni roztoku promyjeme 500 pl ¢inidla PB a opét centrifugujeme 30s
kolonku promyjeme 750 ul ¢inidla PE a opét centrifugujeme

9. opakovanou centrifugaci (viz. bod 8) odstranime zbytky PE

10. po pfidani 50 pl deionizované sterilni vody nechame stat 1 min na stole

11. eluci plazmidové DNA provedeme centrifugaci pti 14000 rpm (1 min)

12. zméfime koncentraci plazmidové DNA spektrofotometricky pfi A = 260nm.

0O~ oW



Cilem prace je ovérit Cteci ramec klonovaného genu Zm-p60.1 v expresnim vektoru
pRSET A. Informace o pouzivaném plazmidu pRSET A jsou dostupné na strankach
www.invitrogen.com. Pro sekvenovani se pouzije univerzalni sekvenacni primer T7. S vyuzitim dat o
klonovacich mistech plazmidu se urci, které restriktazy byly vyuZzity pro subklonovani genu Zm-p60.1
a ovefi se Cteci ramec.

Teoreticky ivod

Sekvenacni analyza bude provedena metodou znaCenych terminatort za pouziti

Genetického analyzatoru ABI PRISM 3130, ktery pracuje na bazi kapilarni elektroforézy.
V praxi to znamena, Ze se nejprve s danym plazmidem, neznacenym primerem a sekvenacnim
kitem provede sekvena¢ni reakce (cycle sequencing). Pouzivany kit (ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) obsahuje enzym AmpliTaq polymerazu
FS, smés nukleotidtrifosfati a fluorescencné znacCenych terminatord. Kazdy ze Ctyr
terminatort  (ddNTPs-dideoxynukleotidtrifosfatti)  pfitomnych  vreakci nese jinou
fluorescencni znaCku. Pii sekvenaéni reakci jsou tyto terminatory do rostoucich fetézca
prabézne inkorporovany, fetézec je ukoncen a zdroven oznacen znackou pfislusnou k dané
bazi.
Vzniklé fragmenty jsou rozdéleny kapilarni elektroforézou. CCD kamera analyzatoru pak
snimé fluorescenci excitovanou laserovym paprskem ze vSech Ctyf pouzitych znacek soucasné
(protoZe emisni maxima jsou pfi rozdilnych vinovych délkach, je mozné analyzovat vSechny
fragmenty soucasng¢).

Priprava sekvenacni reakce

Na sekvenacni reakci napipetujeme pro kazdy zkoumany plazmid do PCR zkumavky:

plazmidovou DNA (do reakce celkem 400ng ) 2,0 ul*
deio voda 3,5 u*
primer (konc. 10 pmol/pul) 0,5 ul
BD kit 2ul
5X BD sekvenacni pufr 2l

* udaj je orientacni, zavisi na koncentraci plazmidové DNA (uvedené hodnoty jsou pro koncentraci
200 ng/ul). Pokud je koncentrace nizsi nez 100 ngl/ul, je potieba vzorek zahustit, pri koncentraci
nad 400 ng/ul je naopak potieba vzorek naredit.

Obsah protfepeme, centrifugujeme a vlozime do PCR cykleru.

Sekvenacni reakce

Na PCR cykleru nastavime néasledujici program:

Teplotni rampa na 96°C
Cyklus 35x: 96°C 10s
50°C S5s


http://www.invitrogen.com/

60°C 4 min
Teplotni rampa na 4°C, vydrz.
Celkova doba je asi 3 hodiny.

Precisténi produktiu sekvenaéni reakce

Do eppendorfky 1,5 ml napipetujeme:

125 mM EDTA 2,5 ul
95% ethanol (ledovy -20°C) 25 pl
cely obsah PCR zkumavky

Protfepeme na Vortexu a nechame DNA 10 min vysrazet ve tme.

Centrifugujeme 20 min pfi maximalni rychlosti (14000 rpm).

Opatrné pipetou odsajeme ethanolovou vrstvu, aniz bychom poskodili pelet (pozor, pelet neni
vidét!!).

Pelet oplachneme 30 ul 70% ethanolu.

Kratce (2 min) centrifugujeme pii maximalni rychlosti (14000 rpm).

Odsajeme ethanol.

Srazeninu kratce dosusime v termobloku na 95°C.

Priprava vzorku pro automaticky sekvenator

Vzorek pro sekvenator ptipravime nasledovne:
o Pelet v eppendorfce rozpustime v 15 ul Hi - Di formamidu.
Diukladné protiepeme na Vortexu a kratce zcentrifugujeme.
Denaturujeme 3 minuty pii 95°C v termobloku.
Rychle zchladime na ledu.
Cely obsah opatrné preneseme do destiCky uréené pro automaticky davkovac
sekvenatoru.

Proc¢ vlastné sekvenovat?

Pii praci s rekombinantnimi proteiny je naprosto nezbytné mit klon, ktery je zcela bez chyby — tedy
konkrétné€ji — bez mutaci a ve spravném c¢tecim ramci. Nazornou ukazku, co mize zpisobit zaména
JEDNE aminokyseliny, uvidite sami v praktiku.

Proto je nutné kazdy klon, se kterym pracujete, ovérit — tj. osekvenovat a sekvence zkontrolovat.
Obvzlaste pak v ptipadech, kdy provadite PCR (chyba polymerasy) nebo vzorek od nékoho dostanete.
Prakticka rada: nevéite nikomu!

K ovéteni lze vyuZzit programy volné¢ dostupné na internetu, jako je napf. program Workbench
(http://workbench.sdsc.edu/). V praktiku si ukdZzeme, jak sekvence pomoci tohoto programu
kontrolovat. Sekvence lze sice kontrolovat i manualné, ale tento zpusob rozhodné nelze doporudit:
nemuzete vyloucit chybu a je to pracné a zdlouhavé.



http://workbench.sdsc.edu/

Obecny postup pii ovérovani spravnosti vzorku:

vzorek — izolace DNA — sekvenace — sekvence — Workbench: srovnani se znamou,
BEZCHYBNOU sekvenci — vyhodnoceni.

Vystup z programu Workbech mtize vypadat naptiklad takto:
(pfi srovnani se vzorovou sekvenci zcela jasn¢ vidite, zda je sekvence ovéfovaného vzorku v poradku)

CKI_ Jjap9wtT7 = = ———————mmmmmmm oo m o m oo
GAGATATACCATGGGCAGCAGC

CKI1 dna
CAAAGGGAATCATTGCTGAGACATTCTTTTGTTGCAGAGAGATCACCAAAACATAAAGTC
* kK k% * % *

*
CKI jap9wtT7 CATCATCATCATC--ATCACAGCAGC-
GGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGC
CKI1 dna
CAAGAAGAGGGGCCAAGCTCAATGTTTAACAAAAAATTAGGTAAGAGGATAATGGCATCA

* % * * * * kX k% * * * * * Kk Kk kK

CKI Jjap9wtT7
ACAGATTCAGAGAGTGAGACTAGGGTCAAGTCAGTGCGTACCGGTCGAAAGCCTATTGGG
CKI1 dna
ACAGATTCAGAGAGTGAGACTAGGGTCAAGTCAGTGCGTACCGGTCGAAAGCCTATTGGG

KK AR AR KRR A KRR AR A AR A A KA A A A A A A AR A AR A AR A A I A AR A A A AR A AR A AR A AR A A KA A KK

CKI Jjap9wtT7
AACCCAGAGGACGAGCAAGAGACTTCCAAGCCGAGTGACGATGAATTCTTAAGAGGAAAG
CKI1 dna
AACCCAGAGGACGAGCAAGAGACTTCCAAGCCGAGTGACGATGAATTCTTAAGAGGAAAG

KA KA A AR A AR A AR AR A A KRR A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A AR A AR AR Ak Ak Ak A kA kxk k%

Program Workbench 1ze vyuzit nejen ke kontrole DNA sekvenci; mimo jiné tu lze srovnavat zadané
sekvence proti databazim, piekladat DNA sekvence do proteinovych, vyhledavat primery... Dale lze
Workbench pouzit i pro préci s proteinovymi sekvencemi — taktéZz srovnavani navzajem i pies
databaze, zjistovat pl, ext. koeficienty... a spousta dalSich véci.

Vasim tukolem bude =zkontrolovat sekvence vzorkid, se kterymi budete pracovat. Vystupy
z Workbenche ptilozite k protokolu. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti praktika a finanéni narocnosti
sekvenovani nebudete ovSem sekvenovat a kontrolovat cely klon, ale pouze jeho zacatek. Pro
ovladnuti zakladd prace se sekvencemi to v§ak bude zcela postacujici.




B) EXPRESE A PURIFIKACE REKOMBINANTNICH
PROTEINU

Mgr. Radka Dopitova, Ph.D., Mgr. Zuzana Gelova

Castym privodnim jevem nadprodukce eukaryontnich proteind je vytvafeni nerozpustnych utvard
Vv bakterialni cytoplazmé, sloZzenych obvykle z nekorektnich konformerii rekombinantniho proteinu,
oznacovanych jako inkluzni téliska. Divodem jejich tvorby mize byt absence eukaryontnich
chaperoni nebo post-translaéné modifikacnich systémi a nékdy 1 toxicita rekombinantnich
eukaryontnich proteini pro bakterialni buniky. Rozsah akumulace rozpustného rekombinantniho
proteinu mize byt pak silné negativné ovlivnén. Radu obtizi se podafilo vyfesit transla¢nimi fazemi
rekombinantniho proteinu a piirozenych (obvykle bakteridlnich) proteinii (napf. thioredoxin, maltézu
vazajici protein, glutathion-S-transferasa atd.), které své pozitivni fyzikalné-chemické vlastnosti
(zejména vysokou rozpustnost pii zvySenych intracelularnich koncentracich) rozsituji na cely fuzni
protein. Dalsi moznosti, kterou lze ovlivnit spravné skladani proteinu, je zména podminek exprese
proteinu. Optimalizuje se teplota rustu bunck, teplota indukce exprese pozadovaného genu,
koncentrace IPTG pti indukci, prodlouzeni doby indukce nebo rustu bunék. Lze i specificky
obohacovat ristové médium.

Podminkou pro vétSinu analyz rekombinantnich proteind je ziskdni rekombinantnich proteinti
v homogenni formé ucinnou purifikaci z komplexnich bakterialnich lyzatd. Purifikaci lze usnadnit
fizenym smerovanim syntetizovaného proteinu napt. do periplazmatického nebo vnéjsiho prostoru
Escherichia coli uzitim specifickych signalnich sekvenci, ale tato technologiec muiize byt spojena
S niz§im vytézkem. Proto byly vyvinuty metody purifikace, jez pouzivaji nové ziskané afinity
fuzované domény, kterda mutze mit podobu pfirozenych polypeptidi nebo kratkych arteficialnich
oligopeptidu, které neovliviuji profil exprese - maji pouze funkci afinitni znacky (His,, Asp,, Phe,
atd.).

Exprese rekombinantnich derivatii B-glukozidazy Zm-p60.r

Pro expresi budou pouzity dva druhy konstruktu pRSET A :: Zm.p60.1, z nichZ jeden je WT a druhy
nese zaménu jedné aminokyseliny. Studenti nebudou pfedem obeznameni, zda jim byl pfidélen Wt
nebo mutant. Behem cviceni v§ak mohou postupné pfiijit na to, se kterou formou pracuji.

Tyto konstrukty ndhodné oznacime jako X a Y .

Liché skupiny budou pracovat s proteinem X a sudé skupiny s proteinem Y.

Experiment:
e Do 11LB média s ampicilinem (100 mg/1) zaockujeme bakterialni kulturu (BL21(DE3)pLysS

buniky obsahujici jiz zminény konstrukt pRSETA :: Zm.p60.r.) zamrazenou na — 80°C v 10%
glycerolu. Nechame riist pii 37 °C do ODgg 0,5-0,6.

e Poté zahajime 3 hodinovou indukci exprese rekombinantniho proteinu ptidavkem 0,1mM
IPTG a soucasn¢ snizenime teplotu na 22 °C.

o Kultury sklizime centrifugaci (4000 rpm/20min). Pelety zamrazime na -20°C.



Purifikace proteinu

Cistota proteinovych preparatdl je jednim z kriterii pro presnost vysledkil pii nasledné analyze
purifikovanych proteind, proto je nutné provést purifikaci proteinu z bakteridlnich lyzatt. Pouzité
fazni proteiny obsahuji na N-konci sekvenci Sesti histidint, které umoziuji vyuzit metalochelataéni
afinitni chromatografie.

Metoda byla poprvé vyuzita vroce 1975 (Porath a kol.) pro frakcionaci sérovych proteind na
polymerni matrici s funkéni skupinou chelatujici ionty pfechodnych ionti ( Cu, Ni, Zn, Co). Funk¢ni
skupinou na matrici je obvykle iminodioctova (IDA) nebo nitrilotrioctova (NTA) kyselina. Interakce
proteinu s matrici je zprostfedkovana neobsazenymi d-orbitaly ionti pfechodnych kovi, které vazou
volné elektronové pary pievazné z dusikového atomu imidazolovych skupin histidinovych zbytkt
Vv proteinu. Tohoto principu bylo vyuzito ke konstrukci umeélych oligohistidinovych domén (afinitnich
znac¢ek) na C- nebo N-konci rekombinantniho proteinu. Znac¢ky vykazuji ve srovnani s izolovanymi
zbytky histidinu v polypeptidech vysokou afinitu k vazanym piechodnym kovim. Metalochelata¢ni
afinitni chromatografie se tak stala jednim ze zakladnich purifikacnich postupii pro rekombinantni
proteiny.

Optimalizovany purifika¢ni protokol neni vzdy zcela pfenosny na jiné proteiny z diivodd rtizné
fyzikalné-chemické charakteristiky proteinu a také vazebné dostupnosti oligohistidinové domény.
Obecné lze navrhnout pro vazbu rekombinantniho proteinu pufry s pH = 7 — 8, zajist'ujici optimalni
interakci domény s kovovym iontem. V pufrech je vhodné pouzit vysoké koncentrace soli ( 0,5 -1 M
NaCl) a tim snizit nezadouci elektrostatické interakce proteinti s matrici. Eluce proteinii mize byt
provedena zménou pH do kyselé oblasti, kdy dochéazi k protonaci imidazolovych skupin, ptipadné
pouzitim kompetitivnich ¢inidel (imidazol, n€které aminokyseliny) nebo silnych chelatorti ( EDTA,
EGTA). Pouzitim nizsich koncentraci uvedenych latek 1ze dosdhnout eluce balastnich proteind, které
rovné€z interaguji s iontem prechodného kovu.

Experiment:

Priprava bakterialniho lyzatu pro purifikaci

Rozmrazime exprimované kultury

Pelety resuspendujeme v sonika¢nim pufru (10 ml sonikaéniho pufru/pelet z 0,5 | kultury)
Lyzaty sonikujeme nejméné 3 krat 1 min

VYVAZIME ZKUMAVKY S PRESNOSTI NA 0,1 g a centrifugujeme 30 minut (20000
rpm/4°C)

Pro odstranéni nerozpustnych zbytkl se lyzat protlaci ptes filtr o priméru 0,22 um

e Prefiltrovany supernatant pouzijeme na purifikaci proteinu na kolonkach.

e Zhruba 200 pl lyzatu uschovame na ledu pro nasledné méteni koncentrace proteinii a
strukturni a funk¢ni analyzu.

Roztoky: Sonika¢ni pufr: 20 mM Tris pH 7,9
0,5 M NaCl
0,1 % Triton X-100

Purifikace fiiznich derivati Zm-p60.1 na matrici Sepharose Ni**-
NTA

Pro zisk Cistého proteinu je nutné optimalizovat podminky vymyvani balastnich proteini. Zména
slozeni promyvacich pufrii ovlivni eluci balastnich proteint interagujicich s iontem kovu. Jako matrice



bude pouzita Ni — NTA Superflow a jako promyvaci pufry P1 a P2 li§ici se koncentraci kompeti¢niho
¢inidla imidazolu.

Pozn.: Sbirame frakce po kazdém promyti pro niaslednou SDS PAGE analyzu.

e promyt kolonku 4x3 ml vody
promyt kolonku 1x2 ml 100 mM NiSO,
( obsazeni vazebnych mist nosi¢e kolonky Ni** ionty)
e promyt kolonku 4x3 ml vody
e promyti kolonky 4x3 ml ekvilibra¢niho pufru (poté uzavitit spodni ¢ast kolonky)
po naneseni lyzatu exprimovanych kultur kolonku uzavieme, zvortexujeme a inkubujeme 30
minut pti 4°C za tfepani na ledu
promyt 4x3 ml pufru P1
eluce balastnich proteind 4x3 ml pufru P2
eluce vlastniho proteinu 4 ml pufru E obsahujiciho EDTA
frakce uschovat pii 4°C pro naslednou analyzu Cistoty proteinu
kolonku promyt 2 ml vody
promyt 4 ml 20 % ethanolu (ne do suchal!)

Roztoky: Ekvilibra¢ni pufr : 20 mM Tris pH 7,9
1 M NaCl

Prvni promyvaci pufr (P1): 50 mM Tris pH 7,9
1 M NaCl
20 mM imidazol

Druhy promyvaci pufr (P2) : 50 mM Tris pH 7,9
1 M NaCl
50 mM imidazol
Eluéni pufr (E): 20 mM Tris pH 7,9

1 M NaCl
100 mM EDTA

Demonstracné bude predvedena purifikace stejna purifikace pomoci FPLC.

Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentraci proteind stanovime metodou dle Bradfordové pti 595 nm; c¢inidlo firmy Bio-Rad nebo
Sigma.
Stanovime koncentraci jen v nativnich lyzatech !

e natedime roztok proteinu sterilni vodou do celkového objemu 800 ul (fedime zhruba 400
krat)

e piidame 200 ul ¢inidla a inkubujeme 10 minut pii pokojové teploté
zméfime absorbanci pii 595 nm

e 7 kalibracni kiivky odecteme mnoZzstvi proteinu



ANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEINU

Analyza kvartérni struktury rekombinantnich proteini a stupné purifikace bude provedena
elektroforeticky v polyakrylamidovych gelech. Obecné lze fici, ze elektroforéza proteini vyuziva
jejich  pfirozeného nebo upraveného povrchového naboje Vv polymernich materialech.
Nejpouzivangj§im separaCnim materidlem se stal sitovany polyakrylamid umoziujici vysokou
reprodukovatelnost metody. Jistou nevyhodou polyakrylamidovych geld  (PAGE) je vysoka
neurotoxicita monomer akrylamidu a metylenbisakrylamidu (slouzi jako sitovaci prvek). Pii
pfipravé je tedy nutné pracovat v dobfe vétranych digestotich a v rukavicich.

K iniciaci polymerace (ptfipravé radikdll) lze pouzit riboflavin ozafeny UV nebo castéji persiran
amonny (APS), jako stabilizator radikald se pouziva tetramethylendiamin (TEMED).

Kazda skupina si pripravi jeden 10 % SDS-PAGE gel s 10 jamkami

DELICI GEL (10%) NA 1 GEL
Acrylamid G30 1,7ml
4x délici pufr 1,25 ml
dd voda 2ml
10% SDS 50 wl
10% APS 50 pl
TEMED 3l
KONCENTRACNI GEL (5%)

Acrylamid G30 250 pl
4x separaéni pufr 400 ul
dd voda 800 ul
10% SDS 16 ul
10% APS 25 pl
TEMED 1l

4x délici pufr (1,5 M Tris-Cl pH 8,8)
4x koncentr. pufr (0,5 M Tris-Cl pH 6,8)

Polymerace dé€liciho gelu musi probihat bez pfistupu vzdusného kysliku, proto je nutno polymeracni
smés po naliti mezi skla pielit deionizovanou vodou. Po odstranéni deionizované vody nalijeme smés
pro koncentracni gel, vsuneme hiebinek a nechame polymerovat.

Kontrola Cistoty purifikovaného proteinu

SDS-PAGE

Nejvyznamnéj$i aplikaci polyakrylamidové elektroforézy (PAGE) je diskontinualni separace
v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) jako silného detergentu. SDS se vaze na proteiny
v konstantnim poméru k jejich hmotnosti (1,4 g SDS na 1g proteinu) a umoziuje tak urcit M; proteinti
s vyuzitim hmotnostnich standardd. Uplné maskovani piivodniho néboje viak neni zcela zachovano u
siln€ bazickych nebo kyselych proteinti, kde je k presnému ur¢eni Mr nezbytné pouzit dalSich technik.



Diskontinualni uspofadani zahrnuje kratky koncentraéni gel a dlouhy separa¢ni gel. Koncentraéni gel
ma niz§i pH  (6,8), dochdzi zde k zakoncentrovani proteini do tUzkych zén mechanismy
izotachoforézy (glycin zde neni zcela ionizovan a slouzi jako terminatorovy ion ). V separac¢nim gelu o
pH 8,8 dochazi kionizaci glycinu, zony proteinti se tak oddéluji a proteiny se rozdeli podle
molekulovych hmotnosti. Metoda tak umoziiuje detekovat v proteinovém preparatu kontaminujici
proteiny a slouZi k testovani Gspésné optimalizace purifikace proteinu z komplexnich smési.

Separované proteiny lze vizualizovat nékterou z nespecifickych technik barveni proteint (Coomassie
Brilliant Blue, barveni stfibrem), nebo lze pouzit specifické techniky (detekce enzymi pomoci
chromogennich substratt, Western bloting s naslednou detekci proteinu pomoci protilatek).

Experiment:

vvvvv

postupné frakce eluované z kolonky béhem purifikace :

Skupina pracujici Spoletné pro obé Skupina pracujici
s proteinem X polecne p s proteinem Y
skupiny
AN AN

4 N A 4 N
lyzat P1 P2 Eluce [FPLC Standar(} lyzat Pl P2 Eluce

Kazdéa skupina pracuje s pridélenym rekombinantnim proteinem X nebo Y. Jednotlivé purifikacni
frakce naneseme na gel pouze orientacné, tzn. nebudeme méfit proteinovou koncentraci.

1. Ptiprava jednotlivych vzorki je znazornéna v tabulce.

oznaceni | objem vzorku 4 x koncentrovany
vzorku (uh) SDS nanaseci pufr (pl)
lyzat 6 ul 2 pl
P1 30 l 10 pl
P2 30 ul 10 pl
Eluce 30 pl 10 pl

Pozn:Vzorek proteinu purifikovaného na FPLC dostanete piipraveny stejné tak i hmotnostni standard.
2. Pripravené vzorky povatime (90°C/10min) a kratce sto¢ime na stolni centrifuze.
3. Do jamky naneseme cely objem piipraveného vzorku.

3.Elektroforézu nechame bézet pti 15 — 30 mA za konstantniho napéti po dobu 1-2 hod. Gel obarvime
roztokem Coomassie Brilliant Blue (Nespecifické barveni proteinti — viz. 2-D elektroforéza).

Elektroforeticky pufr: 25 mM Tris-Cl, pH 8,3
192 mM glycin
0,1% SDS

4x koncentrovany nanaseci pufr: 0,125 M Tris-Cl pH 6,8
40% SDS
20 % vlv glycerol
0,2MDTT
Bromfenol blue



Analvza obrazu — stanoveni Cistoty purifikovaného proteinu

Denzitometr GS 800, Bio-Rad
Software pro analyzu 1-D geli: Quantity One, Bio-Rad
Adobe Photoshop

Provedenim samotného experimentu prace zdaleka nekonéi. Ziskana data je potfeba jesté spravné
vyhodnotit a interpretovat.
V naSem pfipadé bude vyhodnoceni spo¢ivat v ureni Cistoty proteinu (elu¢ni frakce).

1.Skenovani gelu
 zapnout denzitometr 10 minut pred vlastnim méfenim; restartovat pocitac;
* na sklo pristroje nakapat stfickou destilovanou vodu (skenujete-li membranu, sklo
nenamacite);
* vlozit gel, odstranit ptipadné bubliny a zavfit pfistroj.
* spustit program Quantity One;
* znabidky vybrat File — GS-800
* v menu vybrat, jaké médium skenujete:
Select — Gel — Coomassie Blue nebo
Select — Blot — AP-substrate (BCIP/NBT)
a podle toho vybrat filtr: pro gel (skenuje se pii A=520-570 nm) se pouZije filtr
zeleny, pro blot (skenuje se pii A=595-750 nm) Cerveny.
Filter — Green, Red
* Preview scan
» Oramovat zadanou plochu, spustit skenovani ikonkou Acquire

2. Vyhodnoceni gelu:
Sledujete zastoupeni daného proteinu ve smési ostatnich proteind bakterialniho lyzatu. Tento pomér se
vyjadtuje jako cistota vzorku.

» v programu Quantity One oteviit pfislusny soubor: File —Open
» pokud je obraz nakiivo a chcete jej narovnat, nebo pokud jej chcete otocit o libovolny uhel ¢i ofezat,
vyberte ptislusny pokyn z nabidky Image

» Korekce pozadi: bud’ 1ze odstranit pozadi v ramci jednotlivych drah, nebo se ode vSech drah odecita
pramérné pozadi celého gelu. Jaky typ korekce zvolit, zavisi na vzhledu a druhu konkrétniho gelu
(gradientovy gel, ptebarveni, smir, necistoty...)

Background box — pozadi se definuje tim zpisobem, Zze se zv€tSi a vybere reprezentativni
oblast gelu (box), ktera neobsahuje data. Primérna hustota tohoto reprezentativniho kousku gelu se
potom odec¢ita od hodnot dat

Bacground strip — pouZiva se pro gely, kde se pozadi na hornim konci drahy lisi od pozadi na
spodnim konci drahy. Jako reprezentativni kus pozadi se vybere pruh shora dolti pies cely gel.
Primérnd intenzita horizontalni fady pixelti v draze pozadi se potom odecte z kazdého pixelu dat ve
stejné horizontalni fadé v ramci celého gelu.

Filtrace obrazu: podle vzhledu gelu zvolime také typ filtrace:
Pepper, Salt, Gaussian, Uniform, Outlier

Pepper/Salt: Sum a necistoty jsou tmavsi/svétlejs$i nez okolni pozadi. Tento

druh Sumu je ¢asty u el. kamer; mtiZze byt zpusoben také $krabanci na

negativu

Gaussian: skvrny maji gaussovsky profil. Obvykle “elektronicky artefakt” nebo rozptyl svétla
na objektech



Uniform: je-li svin¢ik po celém gelu (§mouhy, smiry a pod.)
Outlier: sem patii | Pepper a Salt. Jde zejména o necistoty vné&jsSiho ptivodu: prach na skle
skeneru, skvrny na gelu a pod.
Velikost filtru: od 3x3 do 9x9 pixelt. Nutno vybrat takovou velikost filtru, aby byla vétsi nez
prumérna velikost pozadi ale mensi nez primérna velikost dat. JednoduSe feCeno, neni dobré si
odfiltrovat spolu s pozadim i bendy.
Ve vasem piipad¢ pravdépodobné pouzijete:
korekce Pepper, Gaussian noise, Filter size 3x3 pixels
z nabidky Image — Filter Wizard
Filtrovani obrazu je nevratna operace, pavodni — nefiltrovany — obraz si proto pro jistotu
uloZite.

* Definovani drah:
Pro vyhodnoceni zastoupeni proteinu je nutné definovat jednotlivé drdhy. Pokud se srovnavaji bendy
vzajemné mezi drahami, musi byt linie, definujici jednotlivé dréhy, stejné dlouhé; toto je obvzldsté
dulezité v piipadé, srovnavaji-li se mobility bendd viéi standardim.
Drahy lze definovat bud’ jednotlivé nebo jako sit’ po celém gelu, manualné€ nebo automaticky. Drahy je
vhodné nastavit o néco §irsi, nez jsou bendy. Veskeré operace s drahami najdete v nabidce Lane.
Nejrychlejsi zpisob, jak drahy definovat, je automatické vyhledavani: Lane — Auto Frame Lanes;
pripadné nedostatky lze poté napravit manualné — napt. pridat ¢i odebrat drahu, zakiivit drahu podle
zaktiveni gelu a pod:
Lane — Edit Frame — Stretch Frame

— Move Frame

— Rotate Frame

— Resize Frame

— Add/adjust Anchors...

* Definovani bendii

Také bendy lze vyhledat automaticky i manualné. Kazdé¢ uspotadani ma své vyhody I nevyhody. Opét
nejrychlejs$i zpiisob je vyhledat bendy automaticky a poté manualné ptidat, upravit nebo odstranit
bendy. Ptikazy pro operace s bendy najdete pod nabidkou Band.

* Pokud je detekce bendd hotova, pro zobrazeni vysledki pouzijete povely z nabidky Report. Lze
zobrazit vysledky ze vSech drah najednou nebo zobrazovat drahy po jedné. Vysledky lze také
exportovat do textového souboru.

Prevedeni obrazku z formatu tif na format jpg:

File - Save As — z nabidky formatu zvolit jpg.

Popsané obrazky naskenovaného gelu budou soucasti protokolu.

() Strukturni a funkéni analyza proteinu

Mistn€ fizena mutageneze spolu s ur¢enim kinetickych parametri enzymu se stala klicovou metodou
pro studium vztahti mezi strukturou a funkci proteind. Pomoci tohoto ptistupu lze v molekule proteinu
detekovat aminokyselinové zbytky podilejici se na katalyze pfemény substratu, na rozpoznani a vazbé
substratu a také ty aminokyseliny, které hraji dulezitou roli pro poskladani proteinu do spravné
kvartérni konformace, ktera je ¢asto podminkou pro funkci proteinu. MiuzZe se vSak stat, ze zaména
jediné aminokyseliny ma katastrofické dusledky, které vedou ke zborceni nativni struktury a ztraté
funkce proteinu. Casto také mutace ovlivni pouze funkci enzymu (a nemusi se vzdy jednat o negativni
zménu), v n€kterych ptipadech je vliv nulovy.

Analyzu struktury a funkce enzymu je mozno provést jiz v nativnich bakteridlnich lyzatech, ¢imz se
uSetii spousta experimentalni prace spojené s izolaci proteinu. Jedinou podminkou je mit po ruce



dostate¢né specificky detekéni systém pro dany protein. V této ¢asti si ukazeme, jak lze analyzovat
strukturu a funkci Zm: p60.1 v bakterialnich lyzatech pomoci nativni elektroforézy a jaky dopad ma
zameéna jedné aminokyseliny na kvartérni strukturu a nasledn¢ pak i funkci proteinu.

Nativni PAGE

Tato elektroforéza se provadi v neptitomnosti SDS a za dasledného chlazeni aparatury, abychom
udrzeli protein v nativnim a tedy aktivnim stavu. K separaci proteinu nativni PAGE dochazi na
zakladé  velikosti, naboje a také na tvaru proteinu. Elektricky néaboj proteinu  zavisi na
aminokyselinovém slozeni proteinu a jeho posttransla¢nich modifikacich. Celkovy povrchovy naboj
proteinu se mize meénit podle pH pouzitého elektroforetickém pufru. Pokud se provede nativni
elektroforéza za neutralniho pH, je pak tato metoda pouzitelna pro studium procest, pii kterych se
méni naboj (napf. pii chemické degradaci proteinu — deamidace) nebo pro studium konformace
proteinu (oligomerizace, tvorba agregati, rozvolnéni struktur, protein-protein nebo protein-ligand
interakce).

Vyuziva se opét diskontinualniho pribéhu separace (viz SDS PAGE).

Vizualizace proteinu miZzeme provést specificky napt. barveni na zakladé aktivity enzymu pomoci
chromogennich substrati (v ptipadé nasi P—glukosidasy: 6-bromo-2-naftyl-3-D-glukopyranosid —
BNGP, 4-methylumbelliferyl- 3-D-glucopyranoside - MUG) nebo po pfeneseni na membranu Western
blotingem a naslednou detekci pomoci série protilatek. Lze pozit také nespecifického barveni
Coomassie Brilliant Blue.

Experiment:
K ovéfeni katalytické schopnosti  (His)eZm.p60.rm (rekombinantni derivat § — glukozidazy a jeho

mutantni formy) proteinti X a Y pouZzijeme aktivitni barveni na nativni PAGE s vyuzitim substratu 4-
methylumbelliferyl-B-D-glucopyranoside (MUG). V mist¢ bendu odpovidajicimu B—glukosidase
dojde ke S$tépeni glukosidické vazby v molekule substratu za tvorby fluorescen¢niho produktu
viditelného plisobenim UV zatfeni. Kvartérni strukturu budeme analyzovat pomoci western blotingu.

Na nativni gely naneseme nativni lyzaty proteinu X a Y. Podle stanovené koncentrace proteinil
Vv téchto lyzatech si kazda skupina ptipravi dva vzorky. Vzorek, ktery bude nanesen na gel a nasledné
pouzit na aktivitni barveni bude obsahovat 100 ug na jamku (viz obrazek nize gel ¢. 1) proteinu a
vzorek pouzity pro western bloting a naslednou detekci pomoci protilatek 20 ug na jamku (viz obrazek
nize gel ¢. 2). Vzorky oznacte X nebo Y, podle proteinu, s kterym pracujete a ¢islem skupiny.

Gel ¢. 1 : Aktivitni barveni pomoci MUGu - substratu beta
glukosidasy — FUNKCNI ANALYZA

/\
- N

X Y - X Y - X Y - -
skup.  skup. skup.  skup. skup.  skup.
¢.1 ¢.2 ¢.3 ¢4 ¢.5 ¢.6

Gel €. 2 : specificka detekce beta-glukosidasy pomoci série dvou protilatek po preneseni
na membranu (vice viz. Western bloting)- STRUKTURNI ANALYZA
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Elektroforézu nechame bézet pii 15 — 30 mA za konstantniho napéti po dobu 1-2 hod.

Elektroforeticky pufr: 25 mM Tris-Cl, pH 8,3
192 mM glycin

Gel ¢.1: aktivitni barveni:
e Po dokonéeni elektroforézy ekvilibrujeme gel 2 x 30 min v 50 mM citrat/fosfatovém pufru
(pH 5,5) pti 4°C.
e Gel vlozime na cca 5- 15 min do barviciho roztoku
Detekce prouzkii na transluminatoru, foceni.

Barvici roztok: 50 mM citrat/fosfatovy pufr
0,8 mM polyvinylpyrrolidon
3 mM MUG

Gel €.2: Western bloting

Western bloting

Jednou z hojné pouzivanych specifickych technik detekce proteini na polyakrylamidovém gelu je
Western bloting. Pro nékteré¢ ucely (hmotnostni spektrometrie, imunoanalyza apod.) je vyhodné
prevést separované proteiny z gelu na membranu. Mezi nejéastéji pouzivané materialy membran patii
nitroceluléza (ma vSak Spatné mechanické vlastnosti) a polyvinylidendifluorid (PVDF). PVDF

membrany jsou mechanicky velmi odolné a vykazuji vysokou vazebnou kapacitu.

Pouzivané techniky pfenosu zahrnuji kapilarni a elektricky transfer, pro svou ¢asovou nenarocnost je

zvlaste rozsiten polosuchy (semi-dry) Western bloting.
Imunochemicka detekce proteinu na membrané se provadi pomoci série dvou protilatek.

Prvni protilatka reaguje imunochemicky s detekovanym proteinem za tvorby komplexu. Takto
vytvoreny komplex je rozpoznan druhou protilatkou znacenou detekovatelnou sondou (napi. vazana

alkalicka fosfataza, atom izotopu atd.).

ptipravit membranu PVDF, 4 papiry Whatman 3MM podle rozméru gelu
ekvilibrace ponotenim PVDF do MeOH (sniZeni hydrofobicity membrany)
inkubace PVDF membrany v dd H,O (5 minut)

ekvilibrace papirti, gelu i membrany v transferovém pufru (10 minut)
semi-dry elektro transfer 30 min. (proudova hustota = 5 mA na 1 cm?)
inkubace 45 min s bloka¢nim pufrem



45 min inkubovat s priméarni protilatkou

promyvat 3x 5 min TBST

inkubace se sekundarni protilatkou (45 min)

promyvat 3x 5 min TBST

inkubace s detekénim pufrem (10 min)

detekce inkubaci s roztokem chromogenniho substratu (max. Smin.)
oplachnout vodou a ususit

Roztoky : transferovy pufr TBST
25 mM Tris-Cl, pH 8,3 20 mM Tris-Cl, pH 7,6
150 mM glycin 100 mM NacCl
10 % methanol 0,1 % Tween-20

detek¢ni pufr blokacni pufr
100 mM Tris-Cl, pH 9,5 5 % suSené mléko v TBST
100 mM NacCl

5 mM MgCl,

barvici roztok: 100 mM Tris-Cl, pH 9,5
100 mM NacCl
5 mM MgCl,
100 pg.ml™ NBT
80 pg.ml™* BCIP

Primarni protilatka:
Polyklonalni krali¢i Anti-Zm.p60.1 (LMFR-VUVEL); 10 000 x fedéno v 5% BSA v TBST
Monoklonalni mysi Anti Poly His (Sigma); 10 000 x fedéno v 5% mléku v TBST

Sekundarni protilatka:

Kozi IgG proti krali¢imu séru znacena alkalickou fosfatasou; 30000 x fedéno v 5% mléku v TBST
Kozi IgG proti my$im IgG znacena alkalickou fosfatasou; 20 000 x fedéno v 5% mléku v TBST
Chromogenni substrat: NBT (nitrobenzentetrazolium), BCIP(5-bromo-4-chloro-3- indolylfosfat).



Schéma praktické ¢asti Technologie rekombinantnich proteini

Zaockovani 1ml zamraZeného bakteridlniho inokula do LB média obsahujiciho ampicilin
(100 mg/l) a rist do ODgy= 0,5-0,6 (ZHRUBA 3 hod)

'

Indukce exprese rekombinantnich proteinii pomoci IPTG ( 0.1 mM) p¥i 22°C po dobu 3 hodin

}

Sklizeni bunék centrifugaci 15 minut (4000 rpm p¥i 4°C)- kazda skupina sto¢i 250 ml kultury a

resuspenduije v 5 ml sonika¢niho pufru

Sonikace

|

Odstranéni bunéénvch zbvtki centrifugaci p¥i 20000 rpom po dobu 30 min. p¥i 4°C

' ,

Purifikace IMAC Strukturni a funkéni analyza
Ni-NTA
l Native PAGE
SDS-PAGE
. Aktivitni Western
Vyhodnoceni Cistoty: barveni blotting
Quantity One




