Uloha 4: Studium zmén proteomu bakterie Paracoccus denitrificans pfi pfechodu z aerobnich do
anaerobnich rastovych podminek pomoci dvourozmérné elektroforézy

Studium zm én proteomu bakterie Paracoccus
denitrificans pfri pfechodu z aerobnich do
anaerobnich r astovych podminek pomoci

dvourozm érné elektroforézy

TEORETICKY UVOD

Dvourozmérna elektroforéza (2-DE) patfi v souCasné dobé mezinejpouzivangjsi
proteomické metody , tedy techniky umoznujici komplexni a paralelni kvantifikaci velkého
mnoZzstvi proteind v jednom experimentu.

Energeticky metabolismus bakterie  P. denitrificans

2-DE a souvisejici techniky pouzZijeme ke studiu exprese proteinl bakterie Paracoccus
denitrificans. Tato bakterie je schopna béZzného rastu v pfitomnosti kysliku, kdy exprimuje
mj. tfi razné terminalni oxidasy . Terminalni oxidasy prejimaji elektrony uvolfiované pfi
oxidaci organickych latek, které bakterie vyuZiva jako energetické zdroje, a pfedavaji je na
kyslik , ktery je takto redukovan prevazné na vodu.

Za anaerobnich podminek je tato bakterie schopna vyuZivat alternativni terminalni
akceptory elektron 4. Jedna se napfiklad o dusi¢nan (NOs). Pro vicekrokovou redukci
dusi¢nanu az na molekularni dusik bakterie za anaerobnich podminek a v pfitomnosti
dusi¢nanu exprimuje enzymy nitratreduktasu , nitritreduktasu, NO reduktasu a N ,0
reduktasu . Tyto enzymy tvofi denitrifikaéni drahu — tento termin je ostatné soucasti
druhového nazvu bakterie.

nitratreduktasa nitritreduktasa NO reduktasa N,O reduktasa
NO5 > NO, > NO > N,O > N,

V této uloze srovndme pomoci dvourozmeérné elektroforézy proteinové sloZzeni bakterie
P. denitrificans rostlé za aerobnich a anaerobnich podminek . Ziskané dvourozmérné
proteinové mapy porovname pomoci softwarové obrazové analyzy. Za anaerobnich
podminek (v pfitomnosti dusi¢nanu) bychom meéli byt schopni identifikovat diferencialné
exprimované enzymy denitrifikaéni drahy a dalSi proteiny souvisejici s popsanou zménou
energetického metabolismu.

Princip experimentu

Vstupnim biologickym materialem je bakterialni pelet: Bakterialni kultura rostla (a) aerobné
do z&kalu Ag=0,6 a (b) anaerobné po dobu 22 hodin, zcentrifigovana a pelet promyty
pufrem (50 mM Tris-HCI pH 7,3). Tento pelet obdrzite ve zmrazeném stavu. Po jeho
rozmrazeni provedeme desintegraci ultrazvukem v lyza¢nim pufru.

Ultrazvukova desintegrace pracuje na principu tzv. mikrokavitace: Ultrazvuk (jako forma
mechanického vinéni) vyvolava vznik dutin v kapaliné (="bublin vakua“), coz uvnitf bunék
vede k rychlym a opakovanym objemovym zménam bunék a jejich desintegraci. Pro
srovnani: Kavitace je jev, ktery nastava napf. pfi mechanickém otaceni lodniho Sroubu, kdy
se rovnéz tvofi ,bubliny vakua“.

Lyzaéni pufr obsahuje

-denaturaéni €inidla mocovinu, thiomocovinu — zajiStuji denaturaci proteind

-detergent 3-((4-heptyl)phenyl-3-hydroxypropyl)dimethylammoniopropanesulfonat (C7BzO)
zajistuje solubilizaci proteinu obalenim jejich hydrofobnich ¢asti

-redukéni_¢inidlo dithiothreitol (DTT) redukuje disulfidické mulstky mezi —SH skupinami
cysteinl

-proteasoveé inhibitory zabranuji €innosti proteas po desintegraci vzorku

-amfolyty zlepSuji rozpustnost proteinu
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Centrifugace desintegrované bunécné smeési umozni oddélit zbylé Casti bunék (pelet) a
solubilizovany proteinovy extrakt (supernatant)

Stanoveni celkového proteinu  provedeme pomoci kitu RC-DC Protein Assay (Bio-Rad).
Postup vyuziva precipitace protein pomoci RC Reagentd | a Il k odstranéni latek
interferujicich s vlastnim stanovenim (napf. detergenty a redukéni Cinidla). Po rozpusténi
precipitatu nasleduje stanoveni modifikovanou Lowryho metodou, pfi niz Cu® ionty vzniklé
oxidaci peptidové vazby redukuji v alkalickém prostfedi Folin-Ciocalteuovo Cinidlo za vzniku
zbarveni méfitelného pfi 750 nm, které je pfimo umérné koncentraci proteinu.

Precipitace protein G acetonem umozni odstranit latky interferujici s naslednou
isoelektrickou fokusaci (zejména soli, pfipadné dalsi latky neproteinové povahy).

Prvni rozm ér dvourozm érné elektroforézy — isoelektrickd fousace (IEF) (separace
proteinl podle isoelektrického bodu) probéhne v imobilizovaném pH gradientu  (IPG)
s nelinearnim rozsahem pl 3-10. Prouzek s nelinearnim gradientem mé rozsifenou oblast pH
5-7, kde se vyskytuje statisticky nejvice proteind.

Ekvilibrace IPG prouzku zahrnuje obaleni bilkovin dodecylsulfatem sodnym (SDS),
opakovanou redukci DTT a alkylaci —SH skupin cysteind alkylatnim ¢inidlem
jodacetamidem.

Druhy rozm ér dvourozm érné elektroforézy — SDS-PAGE (separace proteind podle
molekulové hmotnosti) probéhne ve 12% polyakrylamidovém gelu (procento udava celkovy
podil monomeru pred polymeraci gelu).

Fixace protein G v gelu po dokonceni elektroforézy zabrani difazi separovanych proteinQ
z gelu.

Vizualizaci protein G v gelu provedeme koloidnim barvivem Coomassie Brilliant Blue.
Barvivo se vaze na proteiny dvéma zplsoby: Jednak prostfednictvim hydrofobni interakce
trifenylmethanové skupiny s hydrofobnimi ¢astmi proteint, jednak prostfednictvim iontové
interakce mezi zaporné nabitou sulfoskupinou a kladné nabitymi (obvykle bazickymi)
skupinami proteind. Popsané interakce vedou k modrému barveni proteind. V praxi se
provadi také barveni stfibrem nebo fluorescenénimi barvivy SYPRO Ruby & SYPRO
Orange. Tzv. diferen¢ni gelova elektroforéza (2-D DIGE) zahrnuje oznaceni fluorescenénimi
barvivy Cy2, Cy3, Cy5 jesté pred provedenim IEF.

Skenovani gelu provedeme ve viditelné oblasti spektra.

Vizualizované obrazy gel @ srovname pomoci software PDQUEST. Postup zahrnuje detekci
proteinovych skvrn (spotl), odeCet pozadi, pfifazeni skvrn odpovidajicich témuZz proteinu
v rdmci experimentu (matching) a kvantitativni a statistickou analyzu dat.

Orienta €ni identifikaci diferencialné exprimovanych proteind provedeme srovnanim obrazu
gelu s webové dostupnou anotovanou obrazovou databazi P. denitrificans. Tento postup
nam umozni vyhnout se identifikaci proteind hmotnostni spektrometrii (MS), ktera je mimo
ramec tohoto praktika. Pro potvrzeni a vyvozeni biologickych zavéru ve vyzkumu by vSak
bylo nutné identitu proteind ovéfit novou MS analyzou.

POSTUP PRACE

Priprava bakterialniho lyzatu

ZaSkrtnéte vzorek, se kterym pracuje vaSe skupina:
o Aerobné rostla kultura P. denitrificans

o Anaerobné rostla kultura P. denitrificans

1. Mikrozkumavku s bakterialnim peletem oznalime B+¢islem skupiny (napf. Bl) a
uloZime na ledu.

2. Pfidame 200 pl lyzaéniho pufru ,LBz“ o sloZeni 7M mocovina, 2M thiomoc€ovina, 1%
C7BzO, 70 mM DTT, 40 mM Tris, smés proteasovych inhibitoru.

3. Ke smési pfidame jesté 4 pl amfolytu Pharmalyte 3/10 (vysledna koncentrace 2%).
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Provedeme desintegraci bunék jehlovym ultrazvukem pfi nastaveném vykonu 50 W 30
pulzy po 0.1 s — provadéjte pod dohledem vyucujiciho s pouZzitim chrani¢d sluchu,
vzorek ochlazujte ledem.

Vzorek nechame stat 60 min h pfi laboratorni teploté, vortexujeme cca kazdych 15 min
— probiha solubilizace vzorku.

Smés centrifugujeme 20 min pfi 16000 x g pifi 4C po dobu 20 minut. Supernatant
(solubilizovany bakterialni lyzat) pfepipetujeme do Cisté mikrozkumavky oznacené
L+Cislem skupiny (napf. L1) a uloZime na ledu. Mikrozkumavku s peletem
(nedesintegrované zbytky buné&k) muzeme zlikvidovat.

Stanoveni koncentrace protein & (RC DC Protein Assay (kit-vyrobce Bio-Rad)

7.

© ®

10.
11.
12.
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Pfipravime si tfi mikrozkumavky: Do dvou napipetujeme vzdy 5 ul vzorku L1 (dvé
paralelni stanoveni — obé& ozna¢ime S+¢islem skupiny, napf. S1), do tfeti nic (blank-
oznacime napf. B1).

Se vSemi tfemi mikrozkumavkami pracujeme paralelné jak je popsano dale:

Pfidame 125 ul RC reagentu |, zvortexujeme a inkubujeme 1 minutu pfi laboratorni
teploté.

Pridame 125 ul RC reagentu Il, zvortexujeme.

Centrifugujeme 16 000 x g, 4 min, 15 °C.

Odlijeme supernatant, mikrozkumavku pak obratime dnem vzhdru a zbytek
supernatantu nechame vytéct.

K peletu (sraZenina proteint) pfidame 127 ul reagentu A", vortexujeme a inkubujeme
pfi laboratorni teploté 5 minut nebo déle, dokud se sraZenina nerozpusti. Pfed dalSim
krokem zvortexujeme.

Pridame 1 ml regentu B, okamZzité zvortexujeme a inkubujeme 15 minut.

Zméfime absorbanci pfi 750 nm proti blanku, vypocitame primérnou hodnotu
absorbance z paralelnich méfeni.

Koncentraci proteinu uréime z kalibracni zavislosti (poskytne vyucuijici).

Vypocitame objem lyzatu (napf. L1) obsahujici 300 ug celkového proteinu (abychom
nasledné nanaseli stejné mnoZstvi proteinu na vSechny gely). Naméfené absorbance i
vypocet uvedeme do protokolu.

Precipitace vzorku, naneseni na IPG strip a rehydra  tace
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Do Cisté mikrozkumavky napipetujeme objem lyzatu (napf. L1) obsahujici 300 ug
celkového proteinu. Mikrozkumavku oznacime P+cislo skupiny, napf. P1.

Pridame 7,5 nasobek objemu vychlazeného (-20 °C) acetonu a zvortexujeme,
pozorujeme bily precipitat proteina.

Vzorek umistime do mrazaku na -20 °C na alespor 1 hodinu.

Vzorek centrifugujeme pfi 16000 x g pfi 4C po dobu 20 minut. Supernatant pe Clivé
odpipetujeme, pelet vysuSime vakuovou centrufugaci (Speed Vac) po dobu 5 min.

K peletu pfidame 122,5 ul rehydrataéniho pufru ,RBz" a 2,5 yl Pharmalyte 3/10.

Pelet nechame resolubilizovat 1 h pfi laboratorni teplot&, vortexujeme cca kazdych 15
min.

Vzorek centrifugujeme pfi 16000 x g pfi 4T po dobu 20 minut.

Supernatant naneseme na IPG strip pomaoci tzv. in-gel rehydratace — provadéjte pod
dohledem vyucujiciho! Z IPG prouzku opatrné sloupneme ochrannou félii a polozime
jej GELEM DOLU do vzorku.

Odstranime pfipadné bubliny mezi prouzkem a dnem nadobky.

Zalijeme 2 ml mineralniho oleje. Rehydratace IPG prouZku bude probihat pfes noc.

S prouzky manipulujeme vyhradné pinzetou a v rukavicich !!!

Isoelektrick& fokusace (1. rozm ér)

28.

29.

Na elektrody fokusacni vaniCky opatrné pinzetou polozime C&tverecky specialniho
filtraniho papiru (tzv. ,elektrodové wicksy*) a navih¢ime je 8 ul deionizované vody.
Z rehydratacni vanic¢ky vyjmeme prouzek a nechame odkapat olej.

Pokrocilé praktikum z biochemie



Uloha 4: Studium zmén proteomu bakterie Paracoccus denitrificans pfi pfechodu z aerobnich do
anaerobnich rastovych podminek pomoci dvourozmérné elektroforézy

30. Prouzek polozime do fokusaéni vaniéky gelem dolG. JEMNE jej pritlaime na
elektrody. Zalijeme 2 ml mineralniho oleje.

31. Po vlozZeni vSech prouzkl uzavieme vani¢ku vikem — pozor na orientaci! — a vloZime ji
do fokusacniho pfistroje.

32. Spustime isoelektrickou fokusaci podle nize uvedeného programu (provede vyucujici):

Podminky fokusace (pro prouzek délky 7 cm, teplota 20 °C, proudovy limit 50 yA/prouzek):
1. krok: odstranéni nadbytecnych soli
max. dosaZzené napéti: 100 V
¢as: odpovida 100 Vh
2. krok: zvySovani napéti
pocéate¢ni napéti: 100 V
max. dosazené napéti: 500 V
¢as: odpovida 500 Vh
3. krok: zvySovani napéti
pocéatecni napéti: 500 V
max. dosaZzené napéti: 1000 V
¢as: odpovida 1000 Vh
4. krok: hlavni fokusaéni krok
pocéate¢ni napéti: 1000 V
max. dosazené napéti: 4000 V
Cas: odpovida 45000 Vh
5. krok: zavérecny udrzovaci krok
napéti: 500 V
¢as: max. 15 hodin (minéno do rana nasledujiciho dne)
Po ukonCeni fokusace prouzky vyjmeme z oleje, nechame okapat a bud zamrazime na
-20 T v hermeticky uzavfené nadobce, nebo ihned pokracujeme prvnim ekvilibracnim
krokem.

SDS-PAGE (2. rozm ér)

Zakladni ekvilibraéni roztok: 6 M mocovina, 0,375 M Tris/HCI, pH 8,8, 2% SDS, 30%
glycerol, bromfenolova modf

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

Agarosa: 0.5 % nizkotuhnouci agarosa v elektroforetickém pufru, stopa bromfenolové modfi

33. Rozmrazime zakladni ekvilibraéni roztok napf. v proudu vody (pozor, nesmi se zahfat
nad 37°C). Budeme potfebovat: pocet geld x 5 ml.

34. Dame do suchého bloku rozmrazit a roztat agarosu (1 eppendorfka staci na 3 gely.
Zahfivame na 70 °C.

35. Navéazime dithiothreitol (potfebné mnoZzstvi=0,025 g x pocet geld), rozpustime jej v
zakladnim ekvilibraénim roztoku (potfebné mnozstvi=2,5 ml x pocet gelll) a nechame
michat na michac¢ce do rozpusténi (=ekvilibracni roztok ).

36. Na rozmrazené IEF prouzky (otocené gelem nahoru!) napipetujeme na kazdy 2,5 ml
ekvilibracniho roztoku | a nechame tfepat na tfepacce 12 minut na nejvysSi rychlost.

37. Mezitim navazime jodacetamid (potfebné mnozstvi=0,0625 g x pocet geld),
rozpustime jej v zékladnim ekvilibraénim roztoku (potfebné mnozstvi=2,5 ml x pocet
geld) a nechame michat na michacce do rozpusténi (=ekvilibracni roztok II).

38. Po skonceni prvni faze ekvilibrace slijeme opatrné ekvilibrani roztok | tak, aby nam
prouzky neuplavaly a aby v misce nezuUstala pokud moZno zadna kapalina. Poté
napipetujeme na kazdy prouzek 2,5 ml ekvilibraéniho roztoku Il a nechame tfepat na
tfepacce 12 minut na nejvyssi rychlost.

39. Pfipravime si deskové gely na SDS-PAGE: Oplachneme vrch kazdého gelu
deionizovanou vodou. Tésné pfed skoncenim ekvilibrace si pfineseme horkou agarosu
(aby nam neztuhla).
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40.
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Po skonleni druhé faze ekvilibrace slijeme ekvilibracni roztok Il. Na vrch gelu
napipetujeme 500 pl agarosy a IHNED vloZzime prouzek (Cislice napf. 3-10 musi byt
v levém hornim rohu a nepfevracena, tj. prouzek umistujeme gelem od sebe). Pomoci
Spachtlicky pfitlacime prouzek na vrch gelu. POZOR! Mezi prouzkem a gelem nesmi
zustat ZADNA BUBLINA! Agarosu nechame ztuhnout 5 minut, pfiéemZ po 3 minutach
znovu pritlaime Spachtlickou vSechny prouzky k vrchum geld.

Pfipravime si elektroforetické zafizeni. Do elektrodovych prostord nalijeme
elektroforeticky pufr.

Spustime elektroforézu pfi napéti 50 V po dobu 20 min a 100 V po zbytek béhu -
sledujeme modrou ¢aru, kterou nechame doputovat cca 0,5 cm od spodniho okraje
gelu.

Béhem elektroforézy si pfipravime fixacni roztok: 1 | fixaéniho roztoku pfipravime
smichanim 450 ml methanolu, 10 ml kyseliny octové a 540 ml deionizované vody
(bude postacovat pro viechny skupiny ve cviceni).

Gely pfemistime z kazety do misky s cca 80 ml fixaCniho roztoku a ponechdme tam
nejméné 30 min.

Barveni gelu koloidni Coomassie (Bio-Rad)

45,
46.

Po skonceni fixace gel barvime v 50 ml koloidni Coomassie na tfepacce pres noc.
Poté gel pfemistime do Cisté barvici misky se 100 ml deionizované vody na dobu 20
min. Tento odbarvovaci krok jeSté 1-2x opakujeme, abychom dosahli optimélniho
kontrastu.

Vyhodnoceni gel U a srovhani s anotovanou 2-D mapou

Rozdily mezi gely vyhodnotte v programu PDQuest 8.0 podle pokynt vyuc&ujiciho. Webovou
adresu k anotované 2-D mapé poskytne rovnéz vyucujici.

ZAVER:

1.

2.

Zhodnotte vysledek 2-D elektroforézy: Zejména celkovou kvalitu gelu a pocet
proteinovych skvrn identifikovanych programem PDQuest.
Pro proteiny diferencialné exprimované mezi aerobné a anaerobné rostlou kulturou
P.denitrificans uvedte do tabulky:
« Cisla spott (SSP) dle programu PDQuest
* Mira kvantitativni zmény - ,fold change* — na zakladé obrazové analyzy
programem PDQuest
+ Na zakladé srovnani s anotovanou 2-D mapou uvedte nézev proteinu,
pristupovy kod do databaze SwissProt a €islo genu
» Vérohodnost identifikace srovnanim s anotovanou 2-D mapou vyjadfete
+/++/+++
Pokuste se vysvétlit biologicky vyznam ziskanych vysledku.
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