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Exprese a purifikace rekombinantniho proteinu SH3b_GFP

1. Prostudujte publikaci BeneSik et al., 2017 (https://doi.org/10.1007/s11262-017-1507-2),
shlédnéte video o purifikaci proteint (https://www.youtube.com/watch?v=DfzB6BtSjBY)

a prostudujte prezentace ve studijnich materialech.

Se stafylokokovym endolyzinem jste se seznamili v uloze €. 1. Na zakladé clanku
popiste funkci SH3 domény.

Jedna se o vazebnou doménu endolyzinu LysF1, zajistujici vazbu bakteriofaga na
peptidoglykan bunécné stény stafylokokdi.

2. Schématicky zndazornéte plazmidovy vektor uréeny k expresi fuzniho proteinu
SH3b_GFP s histidinovou kotvou na C" konci proteinu. Vyznacte start a stop kodon
fuzniho genu, vazebné misto pro ribozom, vyberte konkrétni promotor pro expresi
v E. coli BL21 (DE3) a indukci s pomoci IPTG. Zvyraznéte pocatek replikace a vyberte
vhodny selekéni marker pro selekci pozitivnich klont. Vyberte néktery z Vami dfive
pouzivanych vektort vhodnych pro expresi tohoto fuzniho proteinu.
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3. V bodech popiste postup navrzeni fuzniho proteinu, jeho klonovani do vhodného

vektoru, po jeho expresi, purifikaci a funkcni test.

1. Navrzeni plazmidového konstruktu.

2. PCR amplifikace genti pro SH3b doménu a GFP s HisTagem, popfipadé vystépeni
téchto sekvenci z jiz existujicich konstruktu.

3. Ligace nastépeného vektoru (napf. pET28a) s inzertnimi genovymi sekvencemi.

4. Transformace kompetentnich bunék, selekce a ovéreni klont s plazmidovym
konstruktem.

5. lzolace plazmidu a transformace expresnich E. coli BL21 (DE3).

6. Kultivace a indukce exprese pomoci IPTG.

7. lzolace proteini (sonikaci).
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8. Purifikace proteinu s HisTagem pomoci FPLC.
9. Funkcni test - vizualizace vazby fuzniho proteinu na bakterialni bunky pomoci
fluorescencni mikroskopie.

4. Rekombinantni protein s GFP a histidinovou kotvou purifikujete metaloafinitni
chromatografii, pro vazbu proteinu vyuZivate kolony s Ni-NTA. Pro eluci mate na
vybér ze tfi pufri:

a. 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0.2 mM PMSF
b. 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, 50 mM EDTA, 0.2 mM PMSF
c. 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 400 mM imidazol, 0.2 mM PMSF

Ktery pufr zvolite? Diskutujte, pro¢ jsou zbyvajici elu¢ni pufry nevhodné a jaky
byste predpokladali dopad jejich pouziti. Zjistéte, k cemu slouzi PMSF.

Pro eluci je vhodny pufr C. Pufr A obsahuje p¥ilis nizkou koncentraci imidazolu,
ktera by pravdépodobné nebyla dostatecna pro eluci proteinu. Pufr B obsahuje
EDTA, chelataéni ¢inidlo, které by zptsobilo vyvazani Ni?* iontd z kolony.

PMSF (fenylmetansulfonyl fluorid) jako inhibitor nespecifickych serinovych proteaz
zabranuje nechténé degradaci proteinti pfi izolaci a purifikaci.

5. Na zdkladé jakych dalSich vlastnosti proteinii je lze purifikovat pomoci
chromatografickych metod?
Napftiklad na zakladé jejich ndboje (ionexova chromatografie), velikosti (gelova
permeacni chromatografie) nebo hydrofobnich interakci.

6. Jaké vlastnosti by mél mit hostitelsky organismus pouzivany pro heterologni
expresi proteini?
Maél by byt znamy a dobfe prostudovany, se snadnou kultivaci, nepatogenni.
Ochotny snadno pfijmout cizorodou DNA a produkovat vysoké mnozstvi cilového
proteinu.

7. Napiste, jaké by mohlo byt praktické vyuziti purifikovaného konstruktu GFP-SH3b?
Konstrukt SH3b-GFP muzZe byt vyuZit pro testovani a vizualizaci interakce SH3b
domény s peptidoglykanem bunécnych stén rliznych druhi stafylokokd a jinych
pfibuznych druhl. Teoreticky by mohl byt také vyuiZit k detekci stafylokokové
kontaminace.
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8. Popiste schéma znazornujici pristroj pro HPLC a strucné popiste princip metody.
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