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Enzymy pouzivane pri
manipulaci s nukleovymi
kyselinami
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Obsah prednasky

1) Prehled a funkce enzymu

2) RestrikEni endonukleazy — opakovani
3) RestrikCni mapy

4) Detekce polymorfismlu v genomech
5) DNA fingerprinty

6) Proteinove fingerprinty



Doporucena literatura

GENE CLONING
& DNA ANALYSIS

Brown (2010): Gene Cloning & %‘
DNA Analysis. Wiley- e
Blackwell, Sixth edition

T.A.BROWN

katalog firmy New England
Biolabs, USA, www.neb.com




DNA polymeraza |

» syntéza ve smeéru 5°- 3°
> exonukleazové odbouravani ve smeru 5°- 3°
> exonukleazové odbouravani ve smeéeru 3-5°

5’ R 3’

N —

l znaceni DNA




Klenowuyv fragment

» syntéza ve smeéru 5°- 3°
> exonukleazové odbouravani ve smeéeru 3-5°

» tam, kde se neodbourava primer

» sekvenovani, znaceni DNA

5 3

»ﬁ




Dalsi enzymy - |

Terminalni deoxyribonukleotidyltransferaza
5° 3

3’ 5
Zpétna transkriptaza

5 £l

l

SSDNA —



Fosfatazy a kinazy

Fosfatazy - Alkalicka fosfataza (teleci strevo)

3
. 5 Y
Kinazy - T4-polynukleotidkinaza
(E.coli infilkované bakteriofagem T4)




Ligaza

T4 DNA ligaza (E. coli infikované bakteriofagem T4)

+2 X ATP






Ligace — spojeni dvou fragmentu DNA

OH P
5°... GA ATTC ... 3°
3°... CTTA AG ... 5’

P/ OH
samovolné pripojeni

5°... GA ATTC ... 3°

//
3°"... CTTA AG ... 5°

spojeni IigéA 5°... GAATTC ... 3°

+2XATP 3°... CTTARAG ... 5°



Exonukleaza Il (E. coli)

> exonukleazové odbouravani ve smeru 3-5°
> odbourava 3'- OH konec




V V V

Exonukleaza Bal 31

Stépi linearni dsDNA z obou koncu
zkracuje DNA fragmenty
konce jsou zarovnaneé



S1 nukleaza (Aspergillus oryzae)

» specificka pro ssDNA
» odstranuje jednoretézce na dsDNA




Deoxyribonukleazy

DNaza | (hoveéezi pankreas)

> nespecificka
> vytvari jednoretézcové zlomy

» nasledné DNA odbourava na mono a
oligonukleotidy

5° 3
e e

T —
--h“=

3 5




DNaza |




YV VYV

Ribonukleazy

nespecifické i
specificke
odbouravaji RNA
pouzivaji se k
odstranené RNA ze
vzorku s DNA

extremne stabilni
enzymy




Restrikcni endonukleazy



Co to jsou restrikcni endonukleazy

Enzymy, které stepi dsDNA ve specifickych
mistech, specifickych sekvencich

» soucast restrikcné modifikacnich systému bakterii

» omezuji propagaci bakteriofaguti v riznych

bakterialnich kmenech

» DNA hostitelské bunky je
pred ucinkem vlastni RE
chranéna metylaci

» puvodni vyznam RE:
ochrana pred cizorodym
genetickym materialem

chromozém
je metylovan

RE nici
‘ vstupuijici
DNA

degradovana
fagova DNA




Déleni restrikcnich endonukleaz

Typ | - rozpoznavaji specifickou sekvenci,
stepi v nahodilem miste

Typ Il - prisne specifické, rozpoznavaji a stepi
sekvence s rotacni symetrii (palindrom)

Typ Il - rozpoznavaji nesymetrické sekvence a
stepi v jinem miste v definovaneé
vzdalenosti

Typ IV - stéepi mimo rozpoznavanou sekvenci,
ktera musi byt modifikovana



Restriktazy typu Il

Rozpoznavaji palindromy a stepi ve stejném miste
> vazou se na specifické (4-8 pb) sekvence nukleotidu

> katalyzuji Stépeni obou retézcu molekuly DNA uvnitr
vazebného mista nebo v jeho bezprostrednim
sousedstvi

> Stepeni se podrobuji vsechna cilova mista v dané
molekule DNA

» molekulova hmotnost: 20 000 az 100 000
» kofaktor: pouze ATP



Jak vypada palindrom?

Prilehla obracena repetice

5% ... ATGC/GCAT ..... 3
3 ... TACG/CGTA ..... 5

Viasenka

> -4 00
i1l
— >0 0




Jak funguje RE typu Il

CTT

N

3°... CTTA AG ... 57

57 ... ATTC ... 3°

Je znamo pres 3 500 RE, rozpoznavaji asi 160 riznych sekvenci



Ruzné typy koncu

lepkavé (kohezni) useky precnivajici na 5°- koncich, EcoR |
5°... GA 3 5° ATTC ... 3°
3°... CTTA 5° 3 AG ... 5°

lepkavé (kohezni) useky precnivajici na 3°- koncich, Pvu Il
5°... CGAT 3 5° CG ... 3°
3°... GC 5° 3° TAGC ... 5°

zarovnané (tupé) konce, Stu |
5°... AGG 3° 5° CCT ... 3°

3°... CTT 5° 3° GGA ... 5°



Podivejte se na animace

AA
e . e
v

http://www.dnalc.org/ddnalc/resource
s/animations.htmi o’

http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072437316/student_viewO/chap
terl6/animations.htm|

Existuje i procvicovaci pps soubor




Pro stépeni je dulezita orientace!

"NGAATTCN
"NCTTAAGN

"NCTTAAGN
"NGAATTCN

"NCTTAAGN
"NGAATTCN

3

W

+

ATTCN 3°
AGN 5°

zadné stépeni

+ ECORI 5'NcA
>
3°'NCTTA
+ EcoRl
>
+ AfllI 5°NC
>
3 "NGAATT

+

TTAAGN 3°
CN 5°



Relaxovana specificnost

Star activity

Nékteré restriktazy za urcitych reakénich podminek
stepi blizce pribuzné sekvence

EcoRI
5..GAATTC... 3




Dusledky relaxované specificnosti

» nespecifické produkty

» casto za neoptimalnich reakénich podminek

nerozstépené
fragmenty DNA




Zkuste vypocitat

Jedna jednotka restrikéni endonukleazy
BamHI je mnozstvi enzymu, které rozstépi
14g DNA faga A za optimalnich reakcnich
podminek pri 37°C za 1 hodinu. Na molekule
DNA faga A je celkem 5 stepnych mist pro
restriktazu BamHI|. Chceme-li linearizovat
plasmid, ktery obsahuje jediné restrikcni
misto pro tuto restriktazu, jaké podminky
Stépeni pouzijeme? Mame linearizovat 101°
molekul plasmidu.
@

Reseni je zde ﬁ _ Dokument
ikace Microsoft Wk



03-Fragmentace molekul DNA-restrikční enzymy/Úloha z restrikčního štěpení.docx

Nazvoslovi restrikcnich endonukleaz

napr. Eco |

> 1. pismeno:. pocatecni pismeno rodu
produkcni bakterie

» 2.a 3. pismeno: prvni dve pismena druhu
produkcni bakterie

» oznaceni produkcni
bakterie (ne vzdy)

» rimska cislice vyjadruje poradove cislo
endonukleazy izolované z dané bakterie



Pocet rozpoznavanych
sekvenci pro urcitou
restrikcni endonukleazu na
DNA o znamé délce muzeme
vypocitat




Jak casto se vyskytuje ctverice?

Predpokladame, ze ....

> mame nekonecneée dlouhou molekulu

» sekvence nukleotidu je naprosto nahodila

Mame 4 nukleotidy a delame z nich Ctverice

44 = 256 bp



Restriktazy stepi nejcasteji
Ctverice nebo Sestice nukleotidu

Jaka je frekvence vyskytu stepiciho mista pro
restriktazu EcoR | (stepi sekvenci GAATTC) ?

Frekvence vyskytu stepiciho mista pro
restriktazu EcoR | je 1 ku 4°

46 = 4 096 (bp)



Sediva je teorie a zeleny
strom zivota




Realna situace

DNA faga A 2 49 kbp = 12 mist pro RE stépici hexamery

0 10 20 30 40 49
Bglll BamHlI Sall
Bglll
22 010 Sall
13 286
32 745
9 698
—— 2392, 651, 415, 60
15 258
BamHl|
16 841 499
7 233
—_— 6770

— 6527,5626, 5505



Pocet restrikcnich mist pro dany enzym
v molekule DNA klesa s jejich velikosti

; Number of restriction sites
DNA Genome
source size (kb) 4bp 6bp 8bp
1 pUC19 3 a0 0-1 0-1
2 SV40 | 5 20 1 0-1
3 Bacteriophage i 48 190 12 0-1
4 Bacteriophage T4 165 660 40 2-3
5 Bacteria 4700 18400 1100 70
6 Yeast' 16000 62500 3900 250
7 Fruit fiy 120000 470000 30000 1800
8 Mammals® 3000000 11700000 730000 46000
* Haploid values (most somatic cells have twice as much DNA)




Homing endonucleases

Nukleazy, které stepi dsDNA a rozpoznavaji dlouhé
nesymetrické sekvence (12-40 nukleotidti) a kédujici
sekvence intronu a inteinu

» Nazvoslovi jako u restriktaz s prefixem I- nebo PlI-
> Stépi s extrémné nizkou éetnosti

> Nejsou prilis specifické, proto je priimérna
frekvence stepeni jako by rozpoznavaly 10-12 bp

I-Ceul, I-Scel, PI-Pspl



Vypocitejte

Jestlize je pocet nukleotidli v diploidnim
genomu clovéka roven pfriblizne 3 miliardy
paru bazi, jaka je nejmensi délka sekvence,
ktera se v takovém genomu bude vyskytovat
pouze jedenkrat?

L
Regeni i g Dokument
eseni J€ Zzde ikace Microsoft W



03-Fragmentace molekul DNA-restrikční enzymy/Úloha z délky nukleotidových sekvencí.docx

Vyznam restrikcnich endonukleaz

» nastroj pro pripravu rekombinantnich molekul
DNA

prostredek pro studium struktury, organizace,
exprese a evoluce genomu

A\

zaklad pro genové inzenyrstvi
fyzikalni mapovani DNA

analyza populacnich polymorfizmu
zmeny v usporadani molekul DNA
priprava molekularnich sond

priprava mutantu

YV V.V V VYV V V

analyza modifikaci DNA



Mnoho dalsich informaci k
restriktazam najdete na
http:rebase.neb.com/rebase/




Rozrezani genomu endonukleazami

dsDNA I

Restrikcni fragmenty



Fragmenty vznikle restrikcnim
stepenim Ize rozdélit
elektroforéezou



1) Velikost jednotlivych fragmenti miuzeme
stanovit elektroforézou

2) Jednotlivé fragmenty mizeme poskladat a
vytvorit tzv. restrikCni mapu




Skladani restrikcni mapy



Restrikcni stepeni lokusu

restrikcni mista

‘ (nebo delece) ‘



Ziskané fragmenty Ize usporadat vice
zpusoby

Puvodni poradi = A-B-C

B a—

Dalsi moznosti

A-C-B
bt
—
—

C-A-B

C-B-A



Mapy se skladaji po stepeni vice
restriktazami

»>po stéepeni restriktazou Xba | jste ziskali fragmenty
o velikosti 300, 500 a 900 bp

»po stepeni restriktazou Ava | fragmenty
0 velikosti 700 a 1 000 bp

»po stepeni obéma restriktazami soucasne fragmenty
o velikosti 100, 300, 400 a 900 bp



Mapy se skladaji po stepeni vice
restriktazami




Ava |

Xba l

[ Vysledna mapa ]

300 400 00 900
300 500 900
(
Xba | Xba |
\_ Ava |
300 500 900
300 400 00 900




Vytvoreni restrikcni mapy
po parcialnim stepeni



Co je to parcialni stepeni



Priklad parcialniho stepeni

1) Po caste€ném stéepeni DNA bakteriofaga A restriktazou Kpnl
jste ziskali fragmenty o velikosti 1,5; 17,0; 18,5; 30,0; 31,5 a
48,5 kbp.

2) Uplnym $tépenim jste ziskali fragmenty 1,5; 17,0 a 30,0 kbp.

3) Sestavte restrikéni mapu.

Z danych vysledkl Ize odvodit

1) Fragment 48,5 odpovida nestépené molekule faga

2) Fragmenty 1,5; 17,0; a 30,0 jsou produkty kompletniho
stépeni

3) Fragmenty 18,5 a 31,5 kbp jsou produkty c¢aste€éného
stepeni

Restrikéni mapa pro Kpnl musi byt

—_—
1,5 17,0

30,0



A ted’ si to jeste procvicte

Jestlize 2z predchoziho prikladu znate
restrikéni mapu pro Kpnl, pak vytvorte
restrikéni mapu pro Kpnl, Xbal a Xhol podle
vysledkt shrnutych v tabulce

Xbal 2 24,0; 24,5

Xhol 2 15,0; 33,5

Kpnl 3 1,5;17,0; 30,0
Xbal + Xhol 3 9,0; 15,0; 24,5

Xbal + Kpnl 4 1,5; 6,0;17,0; 24,0



Postup reseni
1) DNA faga A je linearni, proto jsou poc¢ty restrikcnich
mist pro jednotlivé restriktazy rovny: Xbal = 1, Xhol
=1, Kpnl=2

2) Fragmenty pro Xbal a Xhol jsou nasledujici:

24.0 24.5
TT90 150 245 T
15,0 33,5
Xhol  Xbal
MAPA =—> _15,0__|9_,OI_T,5_

3) Vsechna mista pro Kpnl jsou ve fragmentu Xbal (24,5), protoze
se tento fragment po stépeni Xbal-Kpnl nestépi. Poradi mist Kpnl je
urceno z castecného stépeni.



Vysledna mapa

Xhol  Xbal Kpnl

15,0 9,0 60I I 17,0

] ] ) 1’5 ]



Vyuziti restriktaz a PCR — detekce
polymorfismu v genomech
mikroorganismu

» Kratké fragmenty = RFLP — polymorfismus
délky restrikénich fragmentu

» Dlouhé fragmenty = PFGE - pulsni gelova
elektroforéza

> Analyza produktu PCR = PCR-REA

» Polymorfismus deélky amplifikovanych
fragmenti = AFLP

» Polymorfismy konformace SSCP, DSCP



RFLP = polymorfismus delky
restrikcnich fragmentu

Tuto cast probereme v ramci
prednasky o hybridizaci




PFGE Pulsni gelova elektroforeza

> urcéena k déleni velkych fragmentu DNA a
chromozému (nad 50 kbp, stovky kbp, megabaze)

+ 4+ n



Aparatura na PFGE




Pekna animace znazornujici pohyb
DNA v pulsnim poli je na
http://www.bio.davidson.edu/cours
es/genomics/method/pulse field.ht
ml




Jak se provadi PFGE

1) Bunky se naredi na vhodnou koncentraci

QL=
S

3) Agarozove blocky se opracuji enzymy — lyze,
deproteinace % D

4) Na genomovou DNA v bloc¢cich se aplikuiji

restriktazy
SU

2) Bunky se zaliji do agarozy




Jak se provadi PFGE

5) Blocky s rozstépenou genomovou DNA se
nanesou na elektroforézu % D




Priklad aplikace PFGE

Diferenciace mykobakterii po stepeni Notl

> nastroj pro epidemiology a
epizootology

Lt
SUBL IR =

» stanoveni fylogeneticke
pribuznosti

LCmme e
f =!I mes
(BB R &
BENEE )
% st 4

RRERRS - BEs -4

» nezbytna pocitacova analyza
dat

!

e
-

| porovne] s RFLP!




Jiny priklad aplikace PFGE

Diferenciace Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis po stéepeni SnaBl, Spel

G R RS

» Pokus odlisit RFLP typy B-C1

Diferenciace Mycobacterium avium subsp.
hominissuis po stépeni Xbal, Dral

» Studium genetické diversity kment izolovanych u
pacientu s AIDS



Jak se vyhodnocuji fragmenty ziskane
po PFGE?
Analyza zmen ve fragmentu 4 000 bp

+RE -RE +50 -50
Velikosti 4000 2500 60004500 3500

fragmenti 1500
6000 ——
5000 momm ——
—
7210100 I e O St S SO
—
2500 —
2000 | | ) 12T | | |
1500 e
1000 'EE mam I NN
750 I mam NN NN
PocCet zmen 0 3 3 2 9




VIlv mutace na RFLP spektrum

Mutace

> bodova +RE
> bodova -RE

> Inzerce

> delece

Vysledek

» ztrata fragmentu + 2 noveé

> ztrata 2 fragmentu + 1 vétsi
novy

> stejny pocet fragmentu, ale
jeden se ,,prodlouzi®“ o délku
Inzerce

> stejny pocet fragmentu, ale
jeden se ,,zkrati“ o delku delece



Kriteria pro epidemiologii

Pocet . .
Pocet zmeén v

PEGE Epidemiologie

Kategorie genetickych
zmeén

Neodlisitelné 0 0 Soucast ohniska
Pravdépodobné
Blizce pfibuzné 1 2-3 (probably)

soucast ohniska

Mozna (possibly)

Asi pfibuzné 2 4-6 soudast ohniska

Odlisné 23 27 Mimo ohnisko

Tenover et al. (1995): Journal of Clinical Microbiology 33 (9), 2233-2239



Stejna pravidla plati pro RFLP




Analyza methicilin rezistentnich
S. aureus pomoci PFGE

Pulsed-Field Gel Electrophoresis

“Ful=X

Bacterial chromosomal DNA
Cleaved with an enzyme

(BT

Electrophoresis chamber
Separates DNA fragments

N
EEE B BE B




Priklad PFGE pro MRSA

o S e
Stépeni restriktazou Smal
Dar et al. (2006): Molecular epidemiology of clinical and carrier

strains of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in
the hospital settings of north India. Annals of Clinical Microbiology

and Antimicrobials 5:22



Typizace salmonel pomoci PFGE

Stépeni restriktazou Binl

De Lappe et al. (2009): Role of subtyping in detecting Salmonella
cross contamination in the laboratory. BMC Microbiology 9: 115



Shigella flexneri a Shigella sonnel

&

-

| -
-
B
-~
S
S

-4 8
- .
- »w

E.
; 3

#2s
X L

2=
-
i
&5

Stépeni restriktazou BIn| Stépeni restriktazou Xbal

Kolektiv (2005): Outbreak of Shigella flexneri and Shigella sonnei

enterocolitis in men who have sex with men, Quebec, 1999 to 2001.
CCDR 31-08



PCR-REA, PRA, PCR-RFLP

TTTTT
LLLLL
l amplifikace
/ l \estrikéni stepeni
FMTTTTTTITTTITIT] FTTTTTTIT]
L L L L] LLLLLLLL]

FMMTTTTTT1
LLLL LI LI



Bodova mutace u PCR-REA

1) Amplifikace specifické DNA sekvence
2) Stépeni restriktazou

bodova mutace

!
|

bez stépeni / \




Priklady aplikaci PCR-REA



Diferenciace zastupcu rodu
Mycobacterium

16S-rRNA, mezernik 16S-23S-rRNA

=
16S rRNA 23S rRNA




Diferenciace nekterych mykobakterii
mezernik 16S-23S rRNA, podle Sansila et al. 1998

Druh Amplikon RE
M. tuberculosis 380 i
komplex
M. avium
380 Haelll, Mspl
komplex
M. fortuitum 435-480 -
M. aurum 490-530 -
M. flavescens 460-500 -




Vyuziti mezerniku k diferenciaci MAC

M. avium M. Intracellulare

\ __—

380bp

Hae ll|

/\

155, 115, 65, 40bp 180, 155, 40bp
Msp |

4/\

no digestion 220, 105, 50bp



Priklad pro 16S rRNA

» PCR produkt o délce
1 300bp

> Stépeni Rsal a Cfol

Dvorska et al., Vet. Med. Czech, 2002, 46, 309-328



Vysledky diferenciace pro 16S rRNA

Rsal Cfol Rsal, Cfol
; M. intracellulare Corynebacterium
M. tuberculosis Rhodococcus
. M. gordonae .
M. bovis Gordonia
M. ulcerans )
Nocardia
M. avium M. ulcerans
M. intracellulare M. terrae
. . M. kansasii
M. bovis M. fortuitum ]
M. bovis caprae complex - CHelonas
serotypes




Velikosti fragmentu po stépeni Rsal

Druh Velikost fragmentu

M. xenopi 780 355 113
M. ulcerans 600 467 167

M. terrae 391 355 167 167 113
M. parafortuitum 373 355 171 167 113
M. flavescens 421 355 171 167 113
M. fortuitum 421 355 171 167 113
MAC 556 355 167 113

MTBC 617 355 171 167 113




Velikosti fragmentu po stépeni Cfol

Druh Velikost fragmentu
M. terrae 410 337 314 252
M. parafortuitum 408 343 314 252
M. flavescens 408 337 253 225
M. fortuitum 408 253 225 190 145
M. avium 408 337 312 253
M. paratuberculosis | 408 337 312 253
M. intracellulare 408 312 253 187 139
M. scrofulaceum 408 309 253 187 150




Na elektroforetickém snimku jsou
velikosti restrikénich fragmentu
amplikonu ze 16S rRNA po stéepeni
restriktazou Rsal

BS 7o 11 13 15

10 12 14 L Urcete priblizné, z jakého
B | druhu bakterie pochazela
= DNA

L = velikostni standard
Délky fragmentu v L =100,

200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1200 a 1500

bp




Reseni

1,2 = neni jasneé

3,6,7,8,12 =M. tuberculosis

4 = M. xenopi nedostepeny

5, 10, 13, 14 = nelze stanovit

9 = M. terrae, M. parafortuitum

11 = M. terrae, M. parafortuitum, nedostepeny
15 = M. flavescens, M. fortuitum




Reseni — jiny zapis

1,2 = neni jasné

3 = M. tuberculosis

4 = M. xenopi nedostépeny

5 = nelze stanovit

6, 7, 8 = M. tuberculosis

9 = M. terrae, M. parafortuitum
10 = nelze stanovit

11 = M. terrae, M. parafortuitum, nedostepeny
12 = M. tuberculosis

13, 14 = nelze stanovit

15 = M. flavescens, M. fortuitum



Detekce genu rezistence

Gen | Metoda | Kéemu _

katG PCR-REA, RFLP INH resistence u

MTBC
PCR-REA rezistence k
pncA, oxyR sekvenovanj  Pyrazinamidu

tuberculosis x
PCR-RFLP bovis

ahpC sekvenovani MDR-MTB



PCR-REA — zavery

Vyhody Nevyhody
» Jednoducha, levha > Nutné mit sadu
a rychla metoda standardnich
> Univerzé'ni, druhﬁ, poddruhfl d
vhodna pro Siroké kmenu
spektrum » Bodové mutace
organismu béhem PCR
» Nizka rozlisovaci
schopnost

elektroforezy



Kdo chce vedet vic

Dvorska L., Bartos M., Martin G., Erler W.,
Pavlik, I. (2001):

Strategies for differentiation,

identification and typing of medical
Important species of mycobacteria by
molecular methods.

et.Med.-Czech 46, 309-328




Protein fingerprinting

» Dvourozmerna proteinova elektroforéza
» Nejnoveji hmotnostni spektrofotometrie



Elektroforéza proteinu — 2D-SDS

Izoelektricka fokusace

nizké pH vysoké pH
4 I ) SDS PAGE
D>

- proteiny l + proteiny ‘l’
| WL




Priklad 2D elektroforezy

E. coli FtsH deficientni kmen produkujici a-glukozidazu

swel GLUCP]
- GLUCP1
70 Dnak - o GLUCPY
S v e : : > GLUCPL
.% L\ Gtuce |
50 — GroEL & GLUCPL i /
5 LWCP1 & . R
Se 3 . UsEE @
- - ) : GRUCP]
‘ ompT GLUCPL 0 l
40 r’wm%_ Sy f o Gweel |
| ~ “
s GLUCPI
©
9 30 S.
Ed
b .

20 —

4.5 5 5.5 6 7

pH

Jurgen, B. et al.: (2010): Quality control of inclusion bodies in
Escherichia coli. Microbial Cell Factories 2010, 9:41



Protein mass fingerprinting

Analyticka metoda pro identifikaci proteinu
vyvinuta v roce 1993

> Protein je nejprve stéepen na mensi peptidy

» Jejich hmotnost je zmérena hmotnostnim
spektrofotometrem (MALDI-TOF, ESI-TOF)

» Nasleduje porovnani vyslednych hmotnosti
s databazi hmotnosti referenénich peptidu



Protein mass fingerprinting

Proboha jak?

Srovnavaci vzorek referencnich peptidu lze
pripravit rovnez in silico ! <
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In silico pFiprava referenénich peptidu
ATG CAA TAG TTC AAG AAA GAT AGT TAA

¢ Translace in silico
Met-Leu-Cys-Thr-Asp-GIn-His-lle

¢ Specifické stepeni
znamou proteazou

Met-Leu-Cys-Thr Asp-GIn-His-lle

/

Vypocet molekulové Porovnani se
hmotnosti —_— vzorkem



Princip MALDI-TOF

matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight

» varianta hmotnostni spektrofotometrie

> peptidy jsou ionizovany a stanovi se pomér hmoty k
naboji na zakladé doby letu (time-of-flight) k
detektoru

> vypoéte se M a ta o
je specificka pro \ ~ ©
kazdou
aminokyselinu




Schema zarizeni

Target plate spotted with
proteins of interest
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Vyhody a nevyhody

1) Neni zapotrebi sekvenovat proteiny
2) Staci jen znalost molekulové hmotnosti

1) Nelze analyzovat multimerni proteiny
2) Vzorky se izoluji z SDS-PAGE



Priprava vzorku pro spektrofotometrii

1) SDS-PAGE

2) Chemicka modifikace — odbourani
disulfidickych mustku, karboxymetylace
cysteinu

3) Stépeni proteazami

4) Extrakce peptidu acetonitrilem a vakuové
vysuseni

5) Rozpusténi ve vode

6) Purifikace a uprava pro spektrofotometrii



Vysledek MALDI-TOF
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Shrnuti

1) Prehled a funkce enzymu

2) RestrikEni endonukleazy — opakovani
3) RestrikCni mapy

4) Detekce polymorfismlu v genomech
5) DNA fingerprinty

6) Proteinove fingerprinty



