. ANALYZA PROTEOMU

A) PRIPRAVA VZORKU PRO HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

Mgr. Gabriela Lochmanova, PhD.

1. Odstranéni SDS ze vzorku proteinii metodou SP3
2. In-gel digest
3. Obohaceni fosfopeptidii

Proteomicky vzorek: proteiny extrahované ze zmrazeného prasku Arabidopsis thaliana (listy drcené
v kryomlyné za pfitomnosti kapalného dusiku), solubilizované v SDT pufru (4% SDS; 0,1M
dithiotreitol; 0,1M Tris-HCI, pH 7,6) za teploty 95 °C po dobu 30 min.

Protokoly pro solubilizaci a denaturaci proteint ¢asto pouzivaji velmi uéinny surfaktant dodecylsulfat
sodny (SDS). Piitomnost SDS v lyza¢nich roztocich v§ak mtize vést k potlaceni MS signalu a snizeni
aktivity proteaz pii digesci. Proto je tieba v uréité fazi piipravy SDS ze vzorku eliminovat. Mezi
relativn€ nové techniky odstranéni SDS z proteinového vzorku patii SP3.

1. SP3

Metoda Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation (SP3) je zaloZena na neselektivnim
navazani proteinti na modifikované (napt. karboxylované) paramagnetické ¢astice (kulicky). Proteiny
imobilizované na té€chto ¢asticich jsou za pfitomnosti magnetu promyty a kontaminanty (napt. SDS)
tak odstranény. Pusobenim proteazy jsou proteiny specificky $tépeny na sadu peptidu. Digesce se
provadi ptimo na kuli¢kach. Trypsin $tépi protein za lysinem nebo argininem smérem k C-konci
peptidu. Po separaci kuli¢ek pomoci magnetu se MS analyza peptidi uvolnénych do roztoku provadi
uz bez dalsiho precisténi.

Zpracovavané proteomické vzorky vzdy oznacujte ¢islem skupiny.

Vzorek (piivodni koncentrace 4,26 pg/ul) byl natedén 1x SDT pufrem na 3 pg/ul; ulozen v mrazaku
117, krabicka Cviéeni Proteomika 2024)

Promyté mag. kulicky a SOLu-T jsou v lednici ve 117 v polystyrenovém stojanku Cvi¢eni proteomika
2022.

Dale je ptipraveno:

- predchlazeny Bioruptor na 4 °C

- mala vodni lazen, plovak na 1,5ml zkumavky (z digestote ve 116)

- 6x stojanek s pipetami a Spickami

- stojanky na 2ml a 0,5ml zkumavky

- magnetické stojanky

- 45um PTFE filtry

- MilliQ voda

- kadinka ,,WASTE" na tuhy odpad, lahvi¢ka ,,WASTE* na tekuty odpad

- 100 % EtOH v 1,5ml zkumavce- v lednici pro kazdou skupinu pfipraven alikvot 100mM DTT,
100mM IAA, 50mM AB

- V lednici pfipraven zasobni roztok promytych paramagnetickych kuli¢ek a 0,1ug/ul SoLu-trypsinu



vzorek | ¢ (ug/ul)

objem pro SP3

AT 3,00

30 ul

SP3

9:15-11:00

Sonikace AT lyzatu v Bioruptoru (3x 100 pl v 1,5ml zkumavkach): 5 cykla
(30 s ON /30 s OFF) pti 4 °C

Alkylace: Ke 30 pl vzorku v 2ml zkumavce (V shape) pridat 7,5 pl 100mM
jodoacetamidu (finalni koncentrace 20mM IAA). Inkubace 25 min, RT, 600
rpm, tma.

Ukonceni alkylace: Piidat 2 pl 100mM DTT (findlni koncentrace 5 mM)

Ruéné protiepat piedem promyté magnetické kulicky ve zkumavce (ne vortex!).
Ke vzorku ptidat 30 uL kuli¢ek (600 ng), propipetovat.

Vazba proteini na kuli¢ky: pfidat 70 uL 100% etanolu (finalni koncentrace
50% EtOH).

Kratce propipetovat, inkubace 24 °C, 10 min, 1 000 rpm.

Odseparovat kuli¢ky na magnetickém stojanku - 2 min, RT. Odstranit roztok.

Promyti (odstranéni kontaminant): Vyndat vzorek z magnetického stojanku,
pridat 140 pl 80% etanolu. Propipetovat.

Odseparovat kuli¢ky na magnetickém stojanku - 2 min, RT. Odstranit roztok.
Promyti zopakovat jesté 3x.

Pridat 140 pl 80% etanolu. Propipetovat, piendat do nové 2ml zkumavky.
Odseparovat kulicky na magnetickém stojanku - 2 min, RT, odstranit veskery
roztok a pokracovat s digesci.

Digesce:

Vyndat vzorek z magnetického stojanku, pfidat 20 pl 0,1 pg/ul SOLu-T
v 50mM AB.

Pridat 40 ul S0mM AB. Nepropipetovavat!

Vzorky sonikovat 30 s ve vodni lazni.

11:00 —15:00

Inkubace 4 h, 37 °C, 1000 rpm v termomixéru.

15:00 — 15:30

Odebrani peptidi: Odseparovat kuli¢ky na magnetickém stojanku - 2 min, RT.
Odebrat roztok s peptidy do 0,5ml zkumavky.

Vyndat zkumavku z magnetického stojanku, promyt kulicky 60 pl 50mM AB,
propipetovat.

Odseparovat kulicky na magnetickém stojanku - 2 min, RT. Roztok s peptidy
pridat do 0,5ml zkumavky.

Odstranit zbylé kuli¢ky pomoci PTFE filtru (45 um), centrifugace 600 g
(minispin).

Z celkového objemu vzorku (cca 120 pl) odebrat do 0.5 ml zkumavek alikvot
1/6 pro celoproteomovou analyzu —,,ID%, 5/6 dat vysusit ve vakuovém
koncentratoru pro nasledné obohaceni na fosfopeptidy — ,,Ph*.

Nasledujici den dokondit piipravu vzorku pro LC-MS/MS (kysela extrakce).




2. In-gel digest

Obarvené prouzky vybranych proteinii jsou nejprve vyfiznuty z geld pfipravenych 1-D
elektroforézou. Vytiznuté kousky gelu s proteiny jsou odbarveny stfidavym promyvanim v
acetonitrilu a roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného. Ke vzorkiim je ptidana proteaza (obvykle
trypsin). Plsobenim proteazy jsou proteiny specificky §tépeny na sadu peptidi. Soubor takto
vzniklych peptidl je specificky pro dany protein (tzv. peptidova mapa). Po ukonceni inkubace
jsou peptidy extrahovany okyselenym vodnym roztokem acetonitrilu.

Vstupni vzorek = 1D gel pfedem piipraveny technikem.

Pi‘edem pFipravené zasobni roztoky: MilliQ voda (MQ); 50mM hydrogenuhli¢itan amonny (AB);
acetonitril (ACN); 50mM hydrogenuhli¢itan amonny/acetonitril v poméru 1:1 (AB/ACN); SoLu-T
5 ng/ul;

Déle je ptipraveno:

- obréazek gelu (12% SDS-PAGE) spole¢né s molekulovym zebiickem

- skalpel

- stojanky na 2ml a 0,5ml zkumavky

- mala vodni lazen, vymrazovaci desticka na 0,5ml zkumavky (+ stojanek a vicko ze starého
termomixeéru)

- 6x stojanek s pipetami a Spickami

- MilliQ voda

- kadinka ,,WASTE" na tuhy odpad, lahvicka ,,WASTE* na tekuty odpad

- 100 % ACN v 0,5ml zkumavce- v lednici pro kazdou skupinu ptipraven alikvot S0mM AB
- V lednici pfipraven zasobni roztok 0,1ug/ul SoLu-trypsinu

Zkracena in-gel digesce

11:00 — Vytiznout prouzek z gelu, pfenést do 0,5ml zkumavky, promyt 100ul MQ - 2x
11:30 10min v termomixeéru, RT, 750 rpm.

11:30 — OBED

12:30

13:30 Prouzek promyt 100 ul AB/ACN — 15 min v termomixéru, RT, 750 rpm, odsat.

Prouzek promyt 50 ul ACN —5 min v termomixéru, RT, 750 rpm, odsét.

Promyti gelu: K prouzku pfidat 20 pul AB, do vymrazovaci destic¢ky, sonikator
5 min. Neodsavat!

Pridat 20 pl ACN, sonikator 5 min, odsat.

Pridat 20 pl ACN, sonikator 5 min, odsat.

Vysusit ve vakuovém koncentratoru — 5 min.

14:45 Digesce: Ke gelu pfidat 25 ul 5 ng/ul SoLu-T v 50mM AB, inkubace 4 °C, 45 min.
Inkubace v termomixéru 40 °C, 2 h.
Nasledujici den dokongit piipravu vzorku pro LC-MS/MS (kysela extrakce).




Ukoncdeni pripravy vzorki pro LC-MS/MS

Vstupni vzorek = 1) digest z SP3 kuliéek, 2) in-gel digest
Pi‘edem pripravené zasobni roztoky: MilliQ voda (MQ); acetonitril (ACN); 5% kys. mravenci (FA)

Dale je ptipraveno:

- stojanky na 0,5ml a 2ml zkumavky

- vymrazovaci desti¢ka na 0,5ml zkumavky (+ stojanek a vi¢ko ze starého termomixéru)- malé
centrifuga

- 6x stojanek s pipetami a Spickami

Ukonéeni piipravy vzorku pro LC-MS/MS

9:00 In-gel digest — odpipetovat volny roztok do 0,5ml zkumavky a ke gelu ptidat
extrakeni roztok 25 pl 5% FA + 25 pl 100% ACN (gel musi byt ponofeny), Smin
sonikace ve vodni lazni ve vymrazené desti¢ce. Roztok ptidat do 0,5ml zkumavky.
- Ke gelu ptidat 100 pl 100% ACN, 10 s vortex, roztok pfidat do 0,5ml zkumavky.
- Zakoncentrovat ve vakuovém koncentratoru na objem <= 30 pl. Vzorek
ptipraven pro MALDI-TOF MS.

Digest z SP3 kulicek

vzorek ,,ID* pfenést do LC-zkumavky, provést kyselou extrakci:

- Zkumavku od vzorku proplachnout 25 pl 5% FA + 25 pl 100% ACN,

10 s vortex, ptidat do LC-zkumavky.

- Zkumavku od vzorku proplachnout 100 pl 100% ACN, 10 s vortex, ptidat do
LC-zkumavky.

- Zakoncentrovat ve vakuovém koncentratoru na objem <= 15 pl. Vzorek
ptipraven pro LC-MS/MS..

9:15 Zakoncentrovani vzorkd.

10:30 Naneseni vzorki do autosampleru a zaéatek LC-MS/MS analyzy.




3. Obohaceni fosfopeptidu

Afinitni obohaceni fosfopeptidl z proteinové smési bude provedeno kitem High-Select ™ TiO2
Phosphopeptide Enrichment Kit (Termofisher Scientific). Obohaceni je zaloZeno na selektivni vazbé
negativné nabitych fosfatovych skupin peptidi na oxid kovu. Jedna se o tzv. Metal Oxide Affinity
Chromatography (MOAC). Eluce z MOAC probiha uvolnénim negativné nabitého fosfatu alkalickym

pufrem.

Vstupni vzorek = piecisténa a vysusena peptidova smés ziskana po SP3.

Déle je ptipraveno:

- stojanky na 2ml zkumavky

- mala centrifuga

- 6X stojanek s pipetami a $pickami

Obohaceni fosfopeptidi

9:15

Peptidy rozpustit ve 150 ul Binding/Equilibration buffer.

Piiprava sorbentu: Vlozit adaptér do 2ml zkumavky, do n&j TiO. Spin Tip.
Ptidat 20 pl Wash buffer, centrifugace 3000 g, 2 min.

Pridat 20 pl Binding/Equilibration buffer, centrifugace 3000 g, 2 min.
Odstranit “flowthrough”. Zachovat zkumavku pro pozdéjsi promyvani.

Vazba fosfopeptidi: TiO2 Spin Tip s adaptérem prenést do nové 2ml zkumavky.
Nanést 150 ul vzorku na sorbent. Centrifugace 1000 g, 5 min.
Zopakovat naneseni vzorku na sorbent. Centrifugace 1000 g, 5 min.

Promyti: TiOz Spin Tip s adaptérem pienést do “promyvaci” 2ml zkumavky.
Promyt sorbent 20 ul Wash buffer. Centrifugace 3000 g, 2 min. Zopakovat promyti
jeste 2X.

Promyt sorbent 20 ul H2O. Centrifugace 3000 g, 2 min.

10:30

Eluce fosfopeptidii: Odstranit zbytkovou tekutinu z TiO2 Spin Tip poklepanim na
ubrousek a prenést i s adaptérem do nové 2ml zkumavky.

Ptidat 50 pl Phosphopeptide Elution buffer. Centrifugace 1000 g, 5 min.
Zopakovat 1x.

Thned vysusit eluat ve vakuovém koncentratoru do finalniho objemu 1-3 pl.
Provést kyselou extrakci do LC-zkumavky (25 pl 5% FA + 25 pl 100% ACN,
10 s vortex), redukce objemu ve vakuovém koncentratoru na 10 ul. Vzorek
ptipraven pro LC-MS/MS.




B) HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE PROTEINU

Mgr. Ondrej Sedo, PhD.

Po separaci 1-D elektroforézou bude pro identifikaci vybranych proteinii pouzita
MALDI-TOF MS a MS/MS, pro identifikaci slozek proteinovych smési bude vyuzito separace
peptidu kapalinovou chromatografii v on-line spojeni s MS (LC-ESI-QTOF-MS/MS). Studenti
se seznami s metodou analyzy proteini pomoci hmotnostni spektrometrie a budou samostatné
identifikovat vybrané proteiny na zdklad€ srovnani ziskanych dat s proteinovymi databazemi.

Teoreticky Gvod

MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s desorpci a ionizaci za pfitomnosti matrice a separaci iontt v
priletovém analyzatoru (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time-of-flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF MS) je v soucasné dobé jednou z nejrozsifenéjSich metod
identifikace proteinu, resp. ur€eni jejich primarni struktury. V naSem piipadé budou pouzity
metody zalozené na srovnani molekulovych hmotnosti peptidt vzniklych proteolyzou
analyzovaného proteinu (peptide mapping, peptide mass fingerprinting) a molekulovych
hmotnosti fragmentt vzniklych rozpadem ziskanych peptida ptimo v hmotnostnim analyzétoru
(MS/MS — tandem mass spectrometry, MS/MS-ion search) s proteinovymi databazemi.

Extrakt peptida ziskany in-gel digesci je smichan s MALDI matrici, nanesen na vzorkovaci desku
a po krystalizaci je analyzovan pomoci MALDI-TOF MS. Pro analyzu bude pouZit pfistroj
Ultraflextreme (Bruker, Brémy, Némecko). Vysledkem hmotnostné spektrometrické analyzy jsou
presné molekulové relativni hmotnosti peptidi. Jejich soubor je pak srovndvan pomoci
prohledavacich programt (napi. MASCOT, MS Fit) s proteinovymi databazemi, resp. s
peptidovymi mapami vytvoienymi in silico pocitaovym programem pro jednotlivé proteiny
uloZené ve zvolené databazi. Pro spolehlivou identifikaci je pak zapotiebi peptidy identifikovat
poté, co je provedena jejich fragmentace v hmotnostnim analyzatoru a detekovany jsou produkty
jejich rozpadu (tandemova hmotnostni spektrometrie, MS/MS). Ziskané signaly jsou nasledné
opét pfifazeny ke znamym sekvencim teoretickych proteolytickych peptidic odvozenych
z dostupnych proteinovych databazi.

LC- MSMS

Vyhodou hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem je moznost on-line spojeni s
vhodnou separacni technikou (HPLC, CE). V tomto ptipad¢ bude identifikace proteint zalozena
na srovnani molekulové hmotnosti MS/MS fragmentl jednotlivych peptidu, které vznikly
proteolyzou proteinii v analyzované smési, S proteinovymi databazemi.

Smés peptidi ziskanych po SP3 a smés fosfopeptidii po afinitnim obohaceni bude separovana na
kapilarni koloné kapalinového chromatografu Ultimate 3000 (Thermo). MS/MS analyza
separovanych peptidd bude provedena na pristroji Impact Il (Bruker, Brémy, Némecko). Pro
identifikaci jsou pak srovnavany soubory naméfenych hmotnosti fragmentt jednotlivych peptidi
pomoci prohledavacich programt (nap¥. Mascot, Protein Prospector) s proteinovymi databazemi.



MALDI-TOF MS analyza

1. Piiprava peptidového extraktu k analyze

e matrice - nasyceny roztok kyseliny alfa-kyano-4-hydroxyskoticové
ve smési acetonitrilu a 5% trifluoroctové kyseliny (1:1, v/v)

Peptidovy extrakt smichdme 1:4 s matrici a vysledny roztok (0,6 pl) naneseme na
vzorkovaci desku. Po zaschnuti je vzorek pfipraven k analyze.

2. Vlastni analyza

Peptidy zanalyzujeme v reflektronovém pozitivhim mddu a za pouziti externi kalibrace
na smés standardnich peptidd. Vybrané ionty pak podrobime izolaci iontovou branou a
MS/MS analyzou stanovime molekulové hmotnosti jejich fragmentl vzniklych
rozpadem b&hem priletu analyzatorem.

LC-MSMS analyza

1. LCanalyza

- kapilarni kolona s reversni fazi C18
- mobilni faze acetonitril/voda s piidavkem kyseliny mraven¢i (0,1%),
gradientové eluce

2. Vlastni analyza

lonty generované elektrosprejem jsou v opakovanych cyklech podrobovany MS analyze
a vybrané ionty poté izolovany kvadrupolem, $t€peny v Kolizni cele, a jejich fragmenty
zanalyzovany v priletovém analyzatoru (MS/MS analyza).

Identifikace proteinu

Zaklady prace s databazemi

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

Tvypy zdroja informaci a nastroju

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.orq)

2. Néstroje
— zobrazeni struktury
PDB Java Viewer
Cn3D (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml)



http://www.expasy.ch/tools/
http://www.isb-sib.ch/
http://www.expasy.ch/
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html
http://www.rcsb.org/
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html

Swiss Pdb Viewer (http://www.expasy.ch/spdbv/mainpage.htm)

Chime (http://www.mdli.com/support/chime)
— predpovidani struktury

Swiss Model (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)

I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/lI-TASSER/)

— komplexni
SwissProt Tools (http://www.expasy.ch/tools/)

3. Odvozena a specialni data
— podobnosti mezi druhy

COG (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/COG/)
— domény

PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/)
— typy skladani

SCOP (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/)
— fosforyla¢ni mista

PhosphoBase (http://phospho.elm.eu.org/)

— hmotnostni spektra pro MALDI-TOF, 2-D gely, identifikace z gelu
SwissProt 2-D PAGE (http://www.expasy.ch/ch2d/)
ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/)

— nomenklatura enzymi

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

Vyhodnoceni MS a MS/MS dat (samostatna prace)

vvvvvv

data ziskand MALDI-MS, MALDI-MS/MS a LC-MS/MS analyzou (molekulové hmotnosti peptida a
jejich fragment) zadame do prohleddvaciho programu Mascot (Matrix Science) s piislusnymi
parametry a identifikujeme dominantni proteiny z bandi a smési piipravenych SP3 a po izolaci

fosfopeptidu.

Poznamka:

LC-MS/MS analyza bude provedena z ¢asti demonstracni formou z ¢asovych a kapacitnich divodu.
Studenti obdrzi seznam molekulovych hmotnosti peptida a jejich fragmentl pro kazdy analyzovany

vzorek a vlastni identifikaci proteint si kazdy student provede sdm.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/
http://www.mdli.com/support/chime
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/
http://www.expasy.ch/ch2d/
http://www.expasy.ch/sprot/
http://www.expasy.ch/enzyme/

C8302 Zaklady proteomiky — cviceni
PROTOKOL I.

Jméno

UCo

Obor, ro¢nik
C. skupiny
E-mail
Datum
Nazev ulohy | ANALYZA PROTEOMU

A) PRIPRAVA VZORKU PRO HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

e \ystup z piipravy vzorku metodou SP3:
1) Vypoététe potiebny objem roztoku 0,1 pg/ul trypsinu pro $tépeni 30 pl proteinové smési o
koncentraci proteinti 3,0 mg/ml, bude-li pomér enzym : substrat = 1:45.

eeeeessl trypsinu

2) Specifikujte pouzitou metodu MS analyzy: ............coooiiiiiiiiiiiiiiiin,

e Vystup z in-gel digesce:
1) pfilozte obrazek naskenovaného gelu
- popiste zebti¢ek proteinového standardu
- vyznaéte na skenu protein, ktery byl vyfezan, enzymaticky nastépen a analyzovan MS
- odhadnéte molekulovou hmotnost analyzovaného proteinu: ..................... kDa

2) Specifikujte pouzitou metodu MS analyzy: ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiin,

e \Vystup z pfipravy vzorku pro fosfoanalyzu:
1) Specifikujte pouzitou metodu MS analyzy: ..........c.cocevieiiiiiiniiiiiiiiaennn..




B) HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE PROTEINU

e Analyza in-gel digestu

1) Identifikace dominantniho proteinu peptidovym mapovanim

Nézev proteinu MASCOT | Molekulové | Pokryti
skore hmotnost sekvence
(kDa) (%)

Odpovida teoreticka molekulova hmotnost pozici na gelu? ..............cooveeiiiiinni.

2) Sekvenace dominantniho tryptického peptidu MS/MS

Sekvence peptidu MASCOT | Nazev proteinu
skore

Odpovida vysledek MS/MS analyzy vystupu peptidového mapovani?

e Analyza vzorku pfipraveného SP3

1) Identifikace proteini — dominantni proteiny

Nézev proteinu MASCOT | Molekulova | Pokryti
skoére hmotnost sekvence
(kDa) (%)

Kolik bylo identifikovano fosfopeptidii?

10



2) Prohledani s toleranci chyb — pro jeden vybrany peptid z dominantniho proteinu

Sekvence peptidu

Lokalizace a typ
modifikace

Pravdépodobna pficina modifikace

e Analyza vzorku fosfopeptidi

1) Identifikace proteini — dominantni proteiny

Nézev proteinu MASCOT | Molekulovd | Pocet
skére hmotnost fosforylaci
(kDa)
2) Spolehlivost lokalizace fosforylace — pro jeden vybrany peptid
Sekvence peptidu Pozice Pravdépodobnost

fosforylované
aminokyseliny

lokalizace (%)

11



Hledani v databazi proteint.
Mgr. Radka Dopitova, Ph.D.

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

1. Bud” zname prvotni piistupové ¢islo: UniProtKB/Swiss-Prot entry P492351
Potom jdeme piimo do databaze http://www.expasy.ch/expasy ref.html a zadame tam cislo.

2. Nebo zname néazev enzymu — to byva nejcastéjsi a potom musime najit ¢islo
proteinu: rostlinna beta-glukosidaza z kukutice, 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. Miizeme znat vSak pouze 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 mizeme 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, tkanovou specifiku, podobnost s jinymi proteiny, 3D
strukturu.

e The EXPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss
Institute of Bioinformatics (SIB)je vytvoien pro analyzu proteinové sekvence a
struktury

WWW.EXpasy.ch
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http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html
http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html
http://www.expasy.ch/expasy_ref.html
http://www.ebi.ac.uk/
http://phospho.elm.eu.org/#_blank
http://www.isb-sib.ch/
http://www.isb-sib.ch/
http://prospector.ucsf.edu/

e Struktura proteinu, pokud byl protein krystalizovan a nebo byla zjisténa sekvence
pomoci NMR, tak Ize nalézt na webovych strankach: https://www.rcsb.org/

Potom musite znat pdb (protein databank) oznaceni a paklize ho neznate, musite ho znovu
najit. Oznaceni pdb mizZete najit ze zakladni stranky prositu a nebo si mtizete zadat do site
search (beta-glucosidase maize) a zobrazi se vdm seznam beta-glukosidaz z kukufice
spolu s mutanty.

Strukturu mizeme bud stahnout a prohlizet v stazeném prohlizeci jako je RASMOL, nebo
PYMOL a nebo PDBviewer.

e Proteiny muZzeme také podrobit doménove 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 ¢tyfech trovnich Class(C)-
tiida, Architecture(A)-architektura, Topology(T)-umisténi and Homologous superfamily
(H)-stejna rodina

SCOP: Structural Classification of Proteins.
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C) URCENI KONFORMACE 3-D PODOBNYCH PROTEINU

Mgr. Tomas Klumpler, Ph.D.

Ukol: s pomoci databdze makromolekularnich struktur uréete terciarni strukturu(y)
proteinu(i)) podobnou(é) proteinu se zadanou sekvenci aminokyselin, vytvoite obrazek
molekularni struktury a struéné popiste vysledek

Nastroje:

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

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

3) Vizualizace vysledkll, vytvofeni ilustrativniho obrazku, pomoci napt. UCSFR Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

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

sekvence (ve formatu FASTA)

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

Postup:
1) vyhledani struktur s danou primarni sekvenci v databazi PDB:

¢ T @ [ www.rcsb.org/pdb/home/home.do ~ @

RCSB PDB  Deposit + Search~ Visualize + Analyze + Download + Leam ~ More ~

—_—

o i -

L;i An Information Portal to 7

() 117651 Biological ‘E&‘ MSLGAKPFGEKKFiElKGRRMAVlDEGTGDPILFQHGNPTSE |
Macromolecular Structures T —

close %

§ PpB-101

; .er)mmuu .m"‘l an ity Sequence
e e -

— « Very significant (E Cut Off.0.001) to MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAY ID gy

« Significant (E Cut Off:0.01) to MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEG...

« Includes Insignificant (E Cut Off:1) to MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEG

A Structural View Of Bi0|0( « Extended Search (E Cut Off:10) to MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDE(..

R Welcome This resource is powered by the Protein Datd
archive-information about the 3D shapes of pi
nucleic acids, and complex assemblies that H
students and researchers understand all aspecis or

biomedicine and agriculture, from protein synthesis to

Q search health and disease.

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools
and resources for research and education in molecular
biology, structural biology, computational biology, and

beyond.

#> Deposit

G4 Visualize

i Analyze

Zika Virus Structure
& Download

W Lean

Lead Poisoning
Latest Entries As of Tuesday Apr 05 g m Publications ~
el
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http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.expasy.ch/

L4 @ € [ www.rcsb.org/pdb

RCSB PDB  Deposit + Search~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Learn ~ Mare ~

Search Parameter: # Refine Search

1e

3 <grrmayidegtgdpilfghgnptssylwrnimphcaglgrliacdligmgdsdkldpsgpery
yaehrdyldalwealdlgdrvvlvvhdwgsalgfdwarrhrervqgiaymeaiampiewadfpeqdrdlfgafrsgage]
elvlqdnvfveqvlpglilrplseaemaayrepflaagearrptlswprqipiagtpadvvaiardyagwlsespipklf]

inaepgalttgrmrdfcrtwpngteitvagahfiqedspdeigaaiaafvrrirpa

Refinements >] Curmrently showing1-1of1 Page: 1 ofl Displaying 25 v Resulis
ORGANISM View: Reports: Sort:
Sphingomonas paucimobilis .. Detailed v Select one... v Sort by... £

UNIPROT MOLECULE
NAME

Haloalkane dehalogenase (1)
Refine Query

TAXONOMY

Bacteria only (1)

EXPERIMENTAL METHOD
X-ray (1)

X-RAY RESOLUTION

¥ 3D View
1M35
LINB (haloalkane dehalogenase) from sphingomonas paucimobilis UT26 at atomic
RELEASE DATE resolution
Aug 2003 (1) Oakley. A.J., Damborsky, J., Wilce, M.C.
Befiie0liery Crystal structure of haloalkane dehalogenase LinB from Sphingomonas paucimobilis UT26 at 0.95 A —

2) hledani strukturné podobnych proteinii, pomoci napt. PDBeFold



3) vizualizace a strukturni srovnani, napf. pomoci UCSF Chimera

(4 e & [ www.ebi.acuk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver S HO®

o find out more, our Terms of Use.

EMBL-EBI lesea Training = About

Protein Data Bank PDBeFold

in Europe
Bringing Structure to Biology

Structure Alignment Results.

Query: pdb entry 1mj5:A , 297 residues
LINB (HALOALKANE DEHALOGENASE) FROM SPHINGOMONAS PAUCIMOBILIS UT26 AT ATOMIC RESOLUTION

Examined 115368 entries, (312268 chains). Displaying Matches 1-20 of 169.

Back to query last page |Sortby . [Q-score ¥ | arange by SCOP tamity []  match [1
£ Scoring @ RMSD Najgy Ny %seq Query Target (PDB entry)
Q P z %ese  Match  %gce Npes % Title

LINE (HALOALKANE DEHALOGENASE) FROM SPHINGOMONAS PAUCIMOBILIS UT26 AT ATOMIC
RESOLUTION

1 1l.ee 88.1 28.3 @.e@ 297 @ 180 1@ 1mj5:A 180 297 [

COMPLEX OF HYDROLYTIC HALOALKANE DEHALOGENASE LINB FROM SPHINGOMONAS
PAUCIMOBILIS UT26 WITH 1,2-PROPANEDIOL (PRODUCT OF DEHALOGENATION OF 1,2-
DIBROMOPROPANE) AT 1.85A

2 ©.99 56.5 22.6 0.9 295 @ 180 100 lk6e:A 100 295 |

3 0.99 57.3 22.8 .16 295 O 100 180 1k63:A 10860 295 | COMPLEX OF HYDROLYTIC HALOALKANE DEHALOGENASE LINB FROM SPHINGOMONAS

PAUCIMCBILIS WITH UT26 2-BROMO-2-PROPENE-1-OL AT 1.8A RESOLUTION

294 |

STRUCTURE OF LINB COMPLEXED WITH 1,2-DICHLOROETHANE

5 0.98 55.2 22.3 0.28 294 @ 180 100 1g42:A 100 294 [ STRUCTURE OF 1,3,4,6-TETRACHLORO-1,4-CYCLOHEXADIENE HYDROLASE (LINB) FROM
SPHINGOMONAS PAUCIMOBILIS COMPLEXED WITH 1,2-DICHLOROPROPANE

(] LINB COMPLEXED WITH BUTAN-1-OL

6 ©.98 51.8 21.6 ©.29 294 © 180 100 lgah:A 100 294 |

THE CRYSTAL STRUCTURE OF THE COMPLEX OF THE HALOALKANE DEHALOGENASE LINB WITH
THE PRODUCT OF DEHALOGENATION REACTION 1,2-DICHLOROPROPANE.

7 ©0.98 61.7 23.6 6.29 204 © 180 108 2bfn:A 180 294 [

8 0.98 49.4 21.6 0.29 294 @ 100 95 liz7:A 95 294 |

RE-REFINEMENT OF THE STRUCTURE OF HYDROLYTIC HALOALKANE DEHALOGENASE LINB FROM
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II. TECHNOLOGIE REKOMBINANTNiICH PROTEINU

Nedostupnost dostate¢nych mnozstvi homogennich preparati biologicky vyznamnych eukaryotnich
proteinti byla jednim ze zakladnich omezeni jejich studia. Tento limitujici faktor byl odstranén rozvojem
molekuldrn€ biologickych technik, umoznujicich produkci studovanych eukaryotnich proteind
V dostatecném mnozstvi. Dulezitym predpokladem bylo vypracovani technik jejich produkce
V heterolognich, pfevazn¢ bakterialnich expresnich systémech. Protoze prokaryotni transkripéni aparat
nedokdze odstranit nekddujici oblasti eukaryotnich gendi, je nezbytné ziskat nejprve DNA
komplementarni kK mRNA genu pro dany protein (¢cDNA) metodami zalozenymi na reverzni transkripci
mRNA. Pro ucely nadprodukce rekombinantnich proteinti Ize vyuzit fadu expresnich plazmida se
silnymi promotory pro kmeny Escherichia coli. Inzerce cDNA do vektoru je usnadnéna piitomnosti
mnohocetného klonovaciho mista za promotorem, ktery ma byt pouzit k fizeni exprese cDNA.

A) EXPRESE A PURIFIKACE REKOMBINANTNICH
PROTEINU

Ing. Blanka Pekarova, Ph.D., Mgr. Lucia Bad’urova,

Castym privodnim jevem nadprodukce eukaryotnich proteind je vytvafeni nerozpustnych utvard
Vv bakteridlni cytoplazmé, slozenych obvykle z nekorektnich konformeri rekombinantniho proteinu,
oznacovanych jako inkluzni téliska. Divodem jejich tvorby miize byt absence eukaryotnich chaperont
nebo post-translacné modifikacnich systému a nékdy i toxicita rekombinantnich eukaryotnich proteint
pro bakterialni bunky. Rozsah akumulace rozpustného rekombinantniho proteinu mize byt pak silné
negativné ovlivnén. Radu obtizi se podatilo vyfesit translaénimi fuzemi rekombinantniho proteinu a
ptirozenych (obvykle bakterialnich) proteinil (napt. thioredoxin, maltézu vazajici protein, glutathion-S-
transferasa atd.), které své pozitivni fyzikalné-chemické vlastnosti (zejména vysokou rozpustnost pti
zvysenych intraceluldrnich koncentracich) rozsifuji na cely fuzni protein. Dal§i moZnosti, kterou lze
ovlivnit spravné skladani proteinu, je zména podminek exprese proteinu. Optimalizuje se teplota ristu
bungk, teplota indukce exprese pozadovaného genu, koncentrace IPTG pfi indukci, prodlouzeni doby
indukce nebo ristu bunék. Lze i specificky obohacovat ristové médium.

Podminkou pro vétSinu analyz rekombinantnich proteinti je ziskani rekombinantnich proteind
Vv homogenni formé u¢innou purifikaci z komplexnich bakterialnich lyzatd. Purifikaci lze usnadnit
fizenym smérovanim syntetizovaného proteinu napi. do periplazmatického nebo vnégjsiho prostoru
Escherichia coli uzitim specifickych signalnich sekvenci, ale tato technologie mtize byt spojena s nizs$im
vytézkem. Proto byly vyvinuty metody purifikace, jez pouzivaji nové ziskané afinity fizované domény,
ktera mize mit podobu prirozenych polypeptidi nebo kratkych arteficidlnich oligopeptidd, které
neovliviiuji profil exprese - maji pouze funkci afinitni znacky (Hisn, Aspn, Phen atd.).

Exprese rekombinantnich derivatu B-glukosidasy Zm-p60.r

Pro expresi budou pouzity dva druhy konstruktu pRSET A::Zm.p60.r, z nichz jeden je divoky typ
(WT) a druhy nese zaménu jedné aminokyseliny. Studenti nebudou pfedem obeznameni, zda jim byl
ptidélen WT nebo mutant. Béhem cviceni vSak mohou postupné pfijit na to, se kterou formou pracuji.
Tyto konstrukty nahodné oznac¢ime jako X a Y.

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

Experiment:
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e Do 11LB médias ampicilinem (100 mg/l) a 1% glukézou zao¢kujeme 800 pl bakterialni
kultury (BL21(DE3)pLysS buiiky obsahujici jiz zminény konstrukt pPRSETA::Zm.p60.1.)
zamrazenou na — 80 °C v 10% glycerolu. Nechame rist pti 37 °C, 200 rpm do ODsno 0,5-0,6.

e Poté zahdjime tiihodinovou indukci exprese rekombinantniho proteinu pfidavkem 0,1mM
isopropyl p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) a souc¢asné snizenime teplotu na 22 °C.

e Kultury sklizime centrifugaci (4000 rpm/20 min nebo 6000 rpm/10 min). Pelety zamrazime na
-20 °C.

Purifikace proteinu

Cistota proteinovych preparati je jednim z Kriterii pro presnost vysledkdi pii nasledné analyze
purifikovanych proteind, proto je nutné provést purifikaci proteinu z bakterialnich lyzatt. Pouzité fuzni
proteiny obsahuji na N-konci sekvenci $esti histidint, které umoznuji vyuZzit metalochelataéni afinitni
chromatografii.

Metoda byla poprvé vyuzita v roce 1975 (Porath a kol.) pro frakcionaci sérovych proteint na polymerni
matrici s funkéni skupinou chelatujici ionty pfechodnych iontt (Cu, Ni, Zn, Co). Funk¢ni skupinou na
matrici je obvykle iminodioctova (IDA) nebo nitrilotrioctovd (NTA) kyselina. Interakce proteinu
S matrici je zprostfedkovana neobsazenymi d-orbitaly iontl prechodnych kovi, které vazou volné
elektronové pary pievazné z dusikového atomu imidazolovych skupin histidinovych zbytkd v proteinu.
Tohoto principu bylo vyuzito ke konstrukci umélych oligohistidinovych domén (afinitnich znacek)
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 postupt pro rekombinantni proteiny.

Optimalizovany purifikacni protokol neni vzdy zcela pfenosny na jiné proteiny z divodu rtzné
fyzikalné-chemické charakteristiky proteinu a také vazebné dostupnosti oligohistidinové domény.
Obecné Ize navrhnout pro vazbu rekombinantniho proteinu pufry s pH = 7-8, zajistujici 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 proteint s matrici. Eluce proteinit muze byt
provedena zménou pH do kyselé oblasti, kdy dochéazi k protonaci imidazolovych skupin, pfipadné
pouzitim kompetitivnich Cinidel (imidazol, nékteré aminokyseliny) nebo silnych chelatori (EDTA,
EGTA). Pouzitim niz$ich koncentraci uvedenych latek 1ze dosahnout eluce balastnich proteind, které
rovnéz interaguji s iontem prechodného kovu.

Experiment:

Priprava bakterialniho lyzatu pro purifikaci

Rozmrazime exprimované kultury, pracujeme na ledu

Pelety resuspendujeme v sonikacnim pufru (10 ml sonika¢niho pufru/pelet z 0,5 | kultury)
Lyzaty sonikujeme v plastové kadince 2 x 1 min (Amp 30, 1s ON, 2s OFF)

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

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

e Prefiltrovany supernatant pouzijeme na purifikaci proteinu na kolonkach.

e Zhruba 200 pul lyzatu uschovame na ledu pro nasledné méfeni koncentrace proteint a strukturni
a funk¢ni analyzu.
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Roztoky: Sonikaéni pufr: 20 mM Tris pH 7,9
0,5 M NaCl
0,1 % Triton X-100

Purifikace fiznich derivatid Zm-p60.1 na matrici Sepharose Ni?*-

Pro zisk ¢istého proteinu je nutné optimalizovat podminky vymyvani balastnich proteinti. Zména

NTA

slozeni promyvacich pufri ovlivni eluci balastnich proteint interagujicich s iontem kovu. Jako matrice

bude pouzita Ni — NTA 6 Superflow a jako promyvaci pufry P1 a P2 liSici se koncentraci

kompeti¢niho €inidla imidazolu.

Pozn

.. Sbirame frakce po kazdém promyti pro naslednou SDS PAGE analyzu.

promyt kolonku 4x3 ml vody (objem matrice je 1 ml)
promyt kolonku 1x2 ml 100 mM NiSO4

(obsazeni vazebnych mist nosi¢e kolonky Ni?* ionty)
promyt kolonku 4x3 ml vody

promyt kolonku 4x3 ml ekvilibra¢niho pufru (poté uzaviit spodni ¢ast kolonky)

po naneseni lyzatu exprimovanych kultur kolonku uzavieme, zvortexujeme a inkubujeme 30

minut pti 4 °C za tfepani na ledu

promyt 3x3 ml pufru P1

eluce balastnich proteinti 3x3 ml pufru P2

eluce vlastniho proteinu 4 ml pufru E obsahujiciho EDTA

frakce uschovat pti 4 °C pro naslednou analyzu ¢istoty proteinu

kolonku promyt 2 ml vody
promyt 4 ml 20 % ethanolu (ne do sucha!)

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

Demonstra¢né bude predvedena stejna purifikace pomoci FPLC.

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 NacCl
50 mM imidazol

Elu¢ni pufr (E): 20 mM Tris pH 7,9
1 M NaCl
100 mM EDTA

20



Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentraci proteint stanovime metodou dle Bradforda pti 595 nm; ¢inidlo firmy Bio-Rad. Stanovime
koncentraci jen v nativnich lyzatech!

e 10 pl lyzatu nafedime 10 x sterilni vodou a z takto fedéného lyzatu pifipravime tii paralerni
vzorky:
- 10 pl fedéného lyzatu doplnime sterilni vodou do celkového objemu 800 pl
- pfiddme 200 pl ¢inidla a inkubujeme 10 minut pii pokojové teploté
e zmg¢fime absorbanci pii 595 nm
e 7 kalibracni kiivky ode¢teme mnozstvi proteinu

B) ANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEINU

Analyza kvartérni struktury rekombinantnich proteini a stupné purifikace bude provedena
elektroforeticky v polyakrylamidovych gelech. Obecné lze fici, Ze elektroforéza proteint vyuziva jejich
pfirozeného nebo upraveného povrchového naboje v polymernich materidlech. Nejpouzivanéj$im
separa¢nim materialem se stal sitovany polyakrylamid umoziujici vysokou reprodukovatelnost metody.
Jistou nevyhodou polyakrylamidovych geli (PAGE) je vysoka neurotoxicita monomeri akrylamidu a
metylenbisakrylamidu (slouzi jako sitovaci prvek). Pii pfipravé je tedy nutné pracovat v dobie
vétranych digestofich a v rukavicich.

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

Dvé skupiny si piipravi jeden 10 % SDS-PAGE gel s 10 jamkami

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

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

4x délici pufr: 1,5 M Tris-Cl pH 8,8
4x koncentraéni pufr: 0,5 M Tris-Cl pH 6,8
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Polymerace déliciho gelu musi probihat bez ptistupu vzdusného kysliku, proto je nutno polymeracni
smes po naliti mezi skla pfelit deionizovanou vodou. Po odstranéni deionizované vody nalijeme smés
pro koncentracni gel, vsuneme hfebinek a nechame polymerovat.

Kontrola Cistoty purifikovaného proteinu

SDS-PAGE

Nejvyznamnéjsi aplikaci polyakrylamidové elektroforézy (PAGE) je diskontinudlni separace
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) jako silného detergentu. SDS se vaze na proteiny
v konstantnim poméru K jejich hmotnosti (1,4 g SDS na 1 g proteinu) a umoznuje tak urcit M; proteinti
s vyuzitim hmotnostnich standardti. Uplné maskovani piivodniho naboje vsak neni zcela zachovano u
siln€ bazickych nebo kyselych proteinti, kde je k presnému ur¢eni Mr nezbytné pouzit dalsich technik.

Diskontinudlni usporadani zahrnuje kratky koncentracni gel a dlouhy separacni gel. Koncentracni gel
ma nizsi pH (6,8), dochazi zde k zakoncentrovani proteinti do uzkych z6n mechanismy izotachoforézy
(glycin zde neni zcela ionizovan a slouzi jako terminatorovy ion). V separa¢nim gelu o pH 8,8 dochazi
k ionizaci glycinu, zony proteint se tak oddé€luji a proteiny se rozdéli podle molekulovych hmotnosti.
Metoda tak umoznuje detekovat v proteinovém preparatu kontaminujici proteiny a slouzi k testovani
uspésné optimalizace purifikace proteinu z komplexnich smési.

Separované proteiny lze vizualizovat n€kterou z nespecifickych technik barveni proteinii (Coomassie
Brilliant Blue, barveni stfibrem), nebo lze pouzit specifické techniky (detekce enzyml pomoci
chromogennich substratt, Western bloting s naslednou detekci proteinu pomoci protilatek).

Experiment:

vvvvv

postupné frakce eluované z kolonky béhem purifikace:

Skupina pracujici Spoletné b Skupin_a pracujici
s proteinem X pOIeCne pro 0be s proteinem Y
skupiny
AN N\

4 N A 4 N
lyzdt Pl P2 Eluce[FPLC Standa)d lyzdt Pl P2 Eluce

Kazda skupina pracuje s pfidélenym rekombinantnim proteinem X nebo Y. Jednotlivé purifikacni frakce
naneseme na gel pouze orienta¢né, tzn., nebudeme méfit proteinovou koncentraci.

1. Ptiprava jednotlivych vzorki je znazornéna v tabulce.

oznaceni | objem vzorku (pl) 4 x koncentrovany
vzorku SDS nanaseci pufr (ul)
lyzat 5ul +10 ul H,0 5ul
P1 30 ul 10 pl
P2 30 10 pl
Eluce 30 ul 10 l

Pozn: Vzorek proteinu purifikovaného na FPLC dostanete piipraveny stejn€ tak i hmotnostni standard.

22



2. Pripravené vzorky povatime (95 °C/5 min) a kratce stocime na stolni centrifuze.
3. Do jamky naneseme 3 pl pripraveného lyzatu, 15 pl P1 a 30 pl P2, E a FPLC vzorek.

4. Elektroforézu nechame béZet pii 25 mA/gel po dobu 1-2 hod. Gel obarvime roztokem Coomassie
Brilliant Blue G-250 (nespecifické barveni proteinti ).

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

4x koncentrovany nanasSeci pufr: 0,125 M Tris-Cl pH 6,8
40 % SDS
20 % v/v glycerol

02MDTT
Bromfenolova modf

Analyza obrazu — stanoveni Cistoty purifikovaného proteinu

Provedenim samotného experimentu prace zdaleka nekonci. Ziskana data je potfeba jesté spravné
vyhodnotit a interpretovat. V naSem ptipadé bude vyhodnoceni spoéivat v uréeni €istoty proteinu
(eluéni frakce).

1. Skenovani gelu
2. Vyhodnoceni gelu:
Sledujete zastoupeni daného proteinu ve smési ostatnich proteind bakterialniho lyzatu. Tento pomér se

vyjadiuje jako cistota vzorku. Cistotu budeme analyzovat v programu Gel analyzer.
Popsané obrazky naskenovaného gelu budou soucasti protokolu.

Strukturni a funkéni analvza proteinu

Mistné tizena mutageneze spolu s ur€enim kinetickych parametrii enzymi se stala klicovou metodou
pro studium vztahti mezi strukturou a funkci proteini. Pomoci tohoto ptistupu lze v molekule proteinu
detekovat aminokyselinové zbytky podilejici se na katalyze pifemény substratu, na rozpoznani a vazbé
substratu a také ty aminokyseliny, které hraji dtlezitou roli pro poskladani proteinu do spravné kvartérni
konformace, ktera je ¢asto podminkou pro funkci proteinu. Mize se vSak stat, ze zdmeéna 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 nékterych 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 bakteridlnich lyzatech pomoci nativni elektroforézy a jaky dopad ma
zaména jedné aminokyseliny na kvartérni strukturu a nasledné pak i funkci proteinu.
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Nativni PAGE

Tato elektroforéza se provadi v nepfitomnosti SDS a za diisledného chlazeni aparatury, abychom udrzeli
protein v nativnim a tedy aktivnim stavu. K separaci proteinu nativni PAGE dochazi na zakladé
velikosti, ndboje a také na tvaru proteinu. Elektricky naboj proteinu zavisi na aminokyselinovém slozeni
proteinu a jeho posttranslacnich modifikacich. Celkovy povrchovy naboj proteinu se miize ménit podle
pH pouzitého elektroforetickém pufiru. Pokud se provede nativni elektroforéza za neutralniho pH, je pak
tato metoda pouzitelna pro studium procest, pfi kterych se méni naboj (napf. pii chemické degradaci
proteinu — deamidace) nebo pro studium konformace proteinu (oligomerizace, tvorba agregatu,
rozvolnéni struktur, protein-protein nebo protein-ligand interakce).

Vyuziva se opét diskontinualniho pribéhu separace (viz SDS PAGE). Vizualizace proteinu mizeme
provést specificky napf. barvenim na zaklad€ aktivity enzymu pomoci chromogennich substrati (v
ptipadé nasi B—glukosidasy: 6-bromo-2-naftyl-f-D-glukopyranosid — BNGP, 4-methylumbelliferyl- 3-
D-glucopyranoside - MUG) nebo po pfeneseni na membranu s naslednou detekci pomoci série
protilatek. Lze pozit také nespecifického barveni Coomassie Brilliant Blue.

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

mutantni formy) proteind X a Y pouZzijeme aktivitni barveni na nativni PAGE s vyuzitim substratu 4-
methylumbelliferyl-B-D-glucopyranoside (MUG). V misté prouzku odpovidajicimu B—glukozidaze
dojde ke stépeni glukosidické vazby v molekule substratu za tvorby fluorescenéniho produktu
viditelného ptisobenim UV zafeni. Kvartérni strukturu budeme analyzovat pomoci imunodetekce.

Na nativni gely naneseme nativni lyzaty proteinu X a Y. Podle stanovené koncentrace proteint v 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 prenos na membranu s ndslednou detekci pomoci protilatek 20 ug na jamku (viz obrazek nize gel €.
2). Vzorek pro aktivitni barveni pfipravte z koncentrovaného lyzatu, vzorek pro imunodetekci z 10x
fedéného lyzatu. Vzorky oznacte X nebo Y, podle proteinu, se kterym pracujete a ¢islem skupiny.

Gel €. 1: AI,<tivitn|' ba,rvenl' pomoci MUGuU - substratu B-glukosidasy
FUNKCNI ANALYZA (100 ug/jamku)

/\
- N

X Y - X Y - X Y - -
skup.  skup. skup.  skup. skup.  skup.
¢.1 ¢.2 ¢.3 ¢4 ¢.5 ¢.6
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Gel €. 2: Specificka detekce B-glukosidasy pomoci série dvou protilatek po preneseni na
membranu (vice viz. Imunodetekce) - STRUKTURNI ANALYZA (20 ug/jamku)

A
- N

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

Elektroforézu nechame bézet v chladové mistnosti pii 25 mA/gel po dobu 1-2 hod.

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

Gel ¢.1: aktivitni barveni:
e Po dokonceni elektroforézy ekvilibrujeme gel 2 x 30 min ve vychlazeném 50 mM
citrat/fosfatovém pufru (pH 5,5) pti 4°C.
e Gel vlozime na cca 10 min do barviciho roztoku pti RT, zakryjeme alobalem
e Detekce prouzkil na transluminatoru, foceni.

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

Gel ¢.2: Imunodetekce na membrané

Imunodetekce

Jednou z hojné pouzivanych specifickych technik detekce proteint je imunodetekce. Pro nékteré ucely
(hmotnostni spektrometrie, imunoanalyza apod.) je vyhodné pievést separované proteiny z gelu na
membranu. Mezi nejCast€ji pouzivané materidly membran patfi nitroceluléza (ma vSak Spatné
mechanické vlastnosti) a polyvinylidendifluorid (PVDF). PVDF membrany jsou mechanicky velmi
odolné a vykazuji vysokou vazebnou kapacitu.

Pouzivané techniky pienosu zahrnuji kapilarni a elektricky pfenos, pro svou ¢asovou nenarocnost je
zvlaste rozsifen polosuchy (semi-dry) ptenos.

Imunochemicka detekce proteinu na membrané se provadi pomoci série dvou protilatek.

Prvni protiladtka reaguje imunochemicky s detekovanym proteinem za tvorby komplexu. Takto
vytvofeny komplex je rozpoznan druhou protilatkou znacenou detekovatelnou sondou (napf. vazana
alkalicka fosfataza, atom izotopu atd.).

e pfipravit membranu PVDF, 4 papiry Whatman 3MM podle rozméru gelu
e ckvilibrace ponofenim PVDF do MetOH (snizeni hydrofobicity membrany)
o ekvilibrace papirt, gelu i membrany v ptenosovém pufru (10 minut)
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polosuchy pfenos 30 min. (proudové hustota =5 mA na 1 cm?)
inkubace 45 min s blokaénim 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. 5 min.)
oplachnout vodou a ususit

Roztoky: pienosovy 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

detekéni pufr blokaéni pufr
100 mM Tris-Cl, pH 9,5 5 % susené mléko/ 3 % BSA v TBST
100 mM NacCl

5 mM MgCl;

barvici roztok: 100 mM Tris-Cl, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl;
100 ug.mlt NBT
80 ug.ml* BCIP

Primarni protilatka: )
Polyklonalni krali¢i Anti-Zm.p60.1 (LMFR-VUVEL); 10 000 x fedéno v 3% 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 zna¢ena alkalickou fosfatazou; 30000 x fedéno v 5 % miléku

v TBST

Kozi IgG proti mySim IgG znacena alkalickou fosfatazou; 20 000 x fedéno v 5 % mléku v TBST
Chromogenni substrat: NBT (nitrobenzentetrazolium), BCIP (5-bromo-4-chloro-3- indolylfosfat).

26



Schéma praktické ¢asti Technologie rekombinantnich proteint

Zaockovani 800 ul zamrazeného bakterialniho inokula do LB média obsahujiciho ampicilin
(100 mg/l) a rist do ODeoo= 0,5-0,6 (ZHRUBA 3 hod)

v

Indukce exprese rekombinantnich proteini 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 500 ml kultury a
rozsuspenduje v 10 ml sonikaéniho pufru

'

Sonikace

v

Odstranéni bunéénych zbytku centrifugaci pri 20000 rpm po dobu 30 min. pii 4 °C

’

Purifikace IMAC
Ni-NTA

v

SDS-PAGE

'

Vyhodnoceni ¢istoty

.

Strukturni a funkéni analyza

’

Nativni PAGE

N\

Aktivitni
barveni

Imunodetekce na
PVDF membrané
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