Stanoveni bilkovin dle Bradfordové a stanoveni susiny

1) 24 hod. kulturu zcentrifugujeme a 2x promyjeme fosfatovym pufrem

2)Standardy — bilkoviny
3ml + 27 ml pufruf™

10.000ug/ml 1000ug/ml
1ml bilk*4ml p. 243 3+2 4+1 5

200pg/m| 400 600 800 1000

i

Kallbracnl
pfimka

5 ml Coomassie Brilliant Blue G250

!

Priprava vzorkl pro méreni susiny
a koncentrace bilkovin

- resuspendovat promytou kulturu
v malém mnozstvi (nekolika ml) f. pufru
- cca polovinu odlit do erlenky a redit
na zakal:
95% - susina (T=5)
90% - susina, bilkoviny
85% - susina
75% - susina
Presnou hodnotu zapisi!!!
Merim na Spekolu 11 pri 620 nm

Ze vzorku na urceni susiny pipetuji
PRESNE 2 ml do predem zvazenych
vazenek (+pufr)— dém do suéérny 106°C

Méreni pfi 595 nm Porovnat kultury (obsah bilkovin na suSinu),

urcit vztah mezi zakalem a susinou




Kjeldalova metoda

. i Po mineralizaci organické dusikaté latky
il 43 f varem s koncentrovanou kyselinou sirovou
-' :blﬁ;f%‘f’fw - P il a peroxidem vodiku se dusik pfitomny ve
a0 / .. formé raznych funkénich skupin pfevede
T |~ naamoniak, ktery zUstane vazan ve formé
A “==" siranu amonného, alkalizaci se ze siranu

uvolni a stanovi se titracné

2 NH3 + H2304 m=—) (NH4)2304
Vytésnény amoniak je jiman v pfedloze do znamého mnozstvi 0,05 M H,SO,
2 NH3 + H2304 m=—) (NH4)2304

Titruje se nezreagovany zbytek odmérného roztoku kyseliny sirové odmérnym
roztokem 0,1 M NaOH do slabé cibulového zabarveni

Juuahrs.,”»
rap (< )
1
T




Soucasné metody stanoveni koncentrace
(kvantifikace) proteinu

Velmi dulezita analyza bez drahych instrumentu

Dnes se preferuji spektrofotometrické metody

Biuretova metoda
reakce peptidové vazby s Cu) v alkalickém prostredi

Tvori se modrofialove zbarveni, A, = 940 nm

Cinidlo obsahuje CuSO,, vinan sodno-draselny a NaOH

Metoda nezavisi na aminokyselinovém slozeni

je malo citliva (cca 10 - 100 mg/mL) R 8
Rusi napf. NH,*, Tris : E //
Kalibrace na standardy sérovy albumin, ovalbumin 7-%

MH




Lowryho metoda

Lowryho metoda mnohem vice zavisi na slozeni proteinu. K reakci
peptidové vazby s Cu?* pfispiva redukce fosfomolybdenant a

fosfowolframant tyrosinem (ale i tryptofanem a cysteinem).
Principem je nejprve provedeni biuretové reakce a pak
pridavek Folinova Cinidla (fenlove Cinidlo)

Meri se pri 650 — 750 nm

VysSi citlivost nez biuretova reakce (2-100 mg/ml)
Zbarveni neni v Case stabilni

Rusi napr. NH,*

Kalibrace na standardy sérovy albumin, ovalbumin

OH

NH
HO 2

tyr v Twrosin




BCA metoda; od 1985, citlivost 0, 5 mg/ml,
vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninove (BCA), ktera
komplexuje ionty Cu(l) tvorené reakci peptidove vazby s
Cu(ll). Cinidlo se pfipravuje smisenim roztokd sodné soli
BCA v alkalickém prostfedi (100 dilt) a CuSO, (1 dil)

Mefi se pfi 562 nm

Citlivost na urovni Lowryho metody

mmensi interference (NH,* ano) | X “ O
Kalibrace na standardy sérovy albumin, ovalbumin N Sy

Stupen 1
Protein + Cuz+ _OH—_ gy1+

Stupen 2 @ ::

COOH COOH

Cu'™+2BCA— o

"00C (::‘,lu";,:,!."n con-




Metoda Bradfordové (5 min),

principem je adsorp€ni vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na

molekulu proteinu

Citlivost 1 mg/ml

Zavisi na obsahu bazickych (zvl. Arg), ale i aromatickych aminokyselin

Mnozstvi latek vsak interferuje, negativhé zejména detergenty (SDS, Triton)
Nedava tedy tak spolehlivé vysledky jako obdobné citliva BCA metoda,
kde tyto latky nerusi

Citlivost je 5 x vySSi nez u Lowyho metody, linearni kalibrace max. po 20 mg
proteinu. Linearita 125 -1 500ug

Cinidlo (vodny roztok) obsahuje barvivo, etanol a H,PO,. Barva hnéda, po reakci s

proteinem intenzivné modra, A, = 595 nm

CHy HyC

Ii'.'-!'lls |[:1H5
+ OO0 | Pozor
80,-

Basic and Aromatic Nal;5 @ BaI'Vi Sklenéné a ki"emikOVé kyvety !!
Side Chains

HH
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DC;Hy

485 nm
Pratein-Dnve Gomplex

Aemax = 395 nm

Coomassia G-250




Prima spektrofotometricka stanoveni (UV oblast)

diky pritomnosti chromofori v molekulach proteinu, které absorbuji v UV
oblasti spektra

Velkou vyhodou je, ze jde o nedestruktivni metodu. Pracuje se s kiemennymi
kKyvetami, nikoli sklo ani plast

V blizké UV oblasti (280 nm) neni velka citlivost — 50 mg / mL, v daleké UV oblasti
(205 nm) pak dochazi ke znacné interferenci

Samozrejmé je zde velka zavislost na aminokyselinovém slozeni proteinu.
Vzhledem k tomu, ze UV absorpce je dana aromatickymi AK (hlavné Trp
a Tyr), je nutna jejich pritomnost

Interference Sirokého absorpcniho pasu nukleovych kyselin (Amax= 260 nm)
se eliminuje merenim pri dvou vinovych délkach a poc€etni korekci.

V daleké UV oblasti se vyuziva vinova délka 205 nm (maximum absorpce

peptidove vazby je pri 192 nm). sl
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Fluorescencni stanoveni
fluorimetrické stanoveni proteinu je zalozeno na reakci primarnich aminoskupin v
proteinu (Lys, N-koncova aminoskupina) s o-ftalaldehydem
Citlivost metody muze byt zvySena hydrolyzou proteint pred mérenim
Rusi pufry s obsahem primarnich aminoskupin (Tris), nejlépe pouzit boratovy pufr
(pH 10.4)
Mefi se po pridavku hydroxidu sodného
excitacni vinova délka 340 nm
emise mezi 440 a 455 nm
Kazdy vzorek se méri pouze jednou, ozareni snizuje intenzitu fluorescence.
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Rustova krivka bakterialnich buneék

Salmonella typhimurium LB 5000

- 1 klicka ze Sikmého agaru do 10 ml L- media

- kultivace 12h pri 37°C - staticky

-2 ml do 100 ml L-media

- 37°C, tiepat ve vodni lazni (150 kyvi/min)

- odbéry: 0, 30,60,90,120,150,180,210,240, 270 300 mm (cca 3-4 ml)

- vysev 0,1 ml na misky s L-agarem o N QN

- 0-150 min: 105, 106, 107 Szl s e s Us (17 [ls
- 180-300 min: 10, 107, 10-® =)
- méreni ODg,, (proti L-mediu) T L

v
pufru 0-150
min

- Sestrojit ristovou kfivku - log CFU/ml v zavislosti na Case 106167 10
- ODg, v zavislosti na €ase O O Oso
a dal
-Vypocet rlstovych konstant — specificka ristova rychlost Q O O
- pramérna rychlost déleni 107 10° 10

- generacni doba
- doba lagu




Pocet bunéek po n-tém deéleni (n generace)
X, =2". X,

t=nT, kde
n — pocet zdvojeni za dobu t-t,, T doba potrebna k rozdéleni bunky

V case t potom

Dosadime-li za n=t/T do rovnice
X, =2". X,

Bude se pocet bunék v zavislosti na Case rovnat
X = X, 2177

Pocet generaci n v ¢ase Ize vypocist i pouzitim dekadickych logaritmu
log x =log x, + n log 2

Pramérna rychlost déleni — R (n se vztahne na dobu rustu populace)
n 1 ogx —logx
R=—= d g gxo
t log2 t—to

stfedni generacni doba 7

T:l:10g2D il
R log x —log xo




log CFU

specificka rustova rychlost
(rustova rychlost prepoctena na jednu buriku nebo biomasu )

de 1 Inx.Inx ogx —logx
=20 = = 3pogx logx
dt x ! I — 1o
doba lagu L
L =t -t
1 (logN-logN,) 1
¢ log2 R " log2 r (logN - log NO)

t, - doba trvani experimentu (experimentalné zjisténa)




Stanoveni dehydrogenazoveé aktivity bakterialnich bunek

24h kultura
2x promyt ve fosfatovém pufru

Naredit (fosf. pufr) na zakal 90% (T=10)

—s Odbeér na uréeni susiny
(2x buniky, 2x pufr — 4ml)

ENDO a EXOgenni aktivita ENDOgenni aktivita
0,5 ml bunék po dvou zkumavkach 0,5 ml bunék
0,15 ml fosf. pufru (2 opakovani) 0,4 ml fosf. pufru

0,25 mi SUbStI’%’ /

startuji reakci ff'idénim 0,1 mITTC = Prikryt Al folii

inkubace pfi 3I°C: 0,10,20,30,40,50°

zastaveni reakce pridanim 2,5 ml 96% etanolu

|

protrepat, centrifugovat - supernatant do ¢istych zkumavek

!

méFim na Spekolu 20 (A,g5)

Dvojice si rozeberou testované mikroorganismy.
Pro kazdy pak délam VZDY glukézu + dal$i substrat — pro ENDO a EXOgenni aktivitu
plus bez substratu pro ENDOgenni aktivitu - tedy dohromady 36 zkumavek
Reakce je citliva na svétlo —zakryvat alobalem
Krivka pro EXO a ENDOgenni aktivitu (ug formazabu/mg sus.), dehydrogenazova jednotka pro dany substrat




Prirozené akceptory vodiku a elektronut

NejCastéji se pouzivaji koenzymoveé formy dehydrogenaz NAD a FAD
Spektrofotometricky se méri jedna forma

oxidovana — ubytek

redukovana - pfirustek
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Umeélé akceptory vodiku a elektronti

Jsou charakteristické prechodem z leukoformy na barevnou (nebo naopak)

po pripojeni vodiku. Méreni se provadi fotometricky

Metylenova modr

VétSinou pro orientaCni testy nebo pri Thumbergove metodé stanovani
dehydrogenacni aktivity. Metoda je zalozena na stanoveni rychlosti
odbarvovani roztoku MM v pritomnosti donoru vodiku

Nevyhoda
musi se pracovat v anaerobnich podminkach
rychla autooxidace
velka toxicita MM

Fenazinmetosulfat

N
i IEJ@
&

HENT s N{CHyl

il )
mrasdyienoya mod

Je vybornym akceptorem pro nekteré dehydrogenazy (laktat-, glycerol fosfat,

NADH aj.)
Pouziva se predevsim pfi manometrickych metodach
Nevyhoda
musi se pracovat v anaerobnich podminkach
rychla autooxidace

o) _N
[

wobo CL L)
[l N+

O |
CHs

neezymove redukuje cytochrom c, tetrazoliove soli




Tetrazoliové slouceniny

Se velmi Casto pouzivaiji jako chlorid nebo bromid pro tzv. TTC test pro
stanoveni metabolicke aktivity — dehydrogenazové aktivity — pro jejich
malou toxicitu

TTC je bezbarvy, redukovany Cerveny (formazan)

Reakce se zastavuje pfidanim kyseliny octove, trichloroctove nebo organickymi
rozpoustedly (aceton, etanol, metanol)

Nevyhoda
citlivost na prime svetlo

@ electron donor ( eg NADH)
J \>\.© Succinate dehydrogenase
: N%N @ /b

formazan




Inaktivace faga teplem

Fagovy lyzat 872

!

0,05 ml do 5 ml
vytemperovaného
trisHClpufru (pH=7,2)

Promichat a odebrat vzorek

(cca 0,5 ml — €as t=0)

Temperovat pri 45,50,55,600C

|

Odbér vzorku 10,20,30,40,60 min

vysev vhodného fedéni na misky
prelit 0,7% agarem s S. aureus SA812
S CacCl,

Redéni

gas |45°C |50°C |55°C |60°C
0 2-3-4-5 | 2-3-4-5 | 2-3-4-5 | 2-3-4-5
10" 3-4-5 2-3-4 1-2-3 -1-2-3
20" 3-4-5 2-3-4 0-1-2 0-1-2
30" 3-4-5 2-3-4 0-1-2 0-1-2
40° 3-4-5 1-2-3 0-1-2 0-1-2
60" 3-4-5 |012 |[0-1-2 |[0-1-2

Hodnoceni: inaktivacni prfimka, vypocet k.

Ki

2,3

t

Po

—— log =—

P

P,= pfu/ml v Case t=0
P.=pfu/ml v Case t




Indukce lyze bunék UV-zarenim

Lyzogenni kmen S. aureus
S26 = NCTC 8511 (53+)

kultivace 24 h pfri +37°C

13m|

200 ml R O
tryptonovy bujon [
kultivace W H
4 h pri 37°C
|

- centrifugace 10.000 ot - 10 min.
sterilné
- resuspedovat v 10 ml fosf.pufru
- slit dohromady (homogenizace)
- po 10 ml na sterilni petriho misky
- ozarovani UV - 30W, 60 cm

-30, 45, 60, 90, 120 sec.

|

10 ml ozarenych bunék
5 ml konc. yeast extrakt
5 ml konc. bujonu

35 ml fyziol. roztoku

0,

kultivace
cca 2h pri +37°C
ve tmé !!!! (alobal)

- titrace na indikatorovém kmeni
(metoda dvojvrstevného agaru)
NCTC8511 (53-) redéni 103 - 103
po dvou miskach

ZAVer: tabulka a graf vlivu doby ozareni
Na pocet uvolnénych fagovych c¢astic




200 ml
tryptonovy
bujén
4h, +37°C

!

A, cca 78%

0,3 ml
30 ml
tryptonovy
bujén

Rustova krivka faga SA 812

Staphylococcus aureus SA 812
kultivace 24 h pfi 37°C

+ 2 ml CacCl, (0,22%)
(temperace

E ‘ % 5 mlnlprl 30°C)

Jom

Redéni k U 2% MPA
cfu m 24h, 30°C’

Vv Vv
bu10n s - Cas 0O O CO OP
kulturou e
0,5 20 OO OO G
| Fag 812 L 40 O Op OO
~ pfu 108/ml | 60 O Ch OO
bujén s 80 OO O OO
kulturou 100
a fagem O0l00 [0
120 OO OQCO
redéni k
v v re
urceni pfu Metoda dvojvrstevného agaru 1.
""" Staphylococcus aureus SA 812 24 h 37°C 0,1ml
| BEEEEEL +2ml 15ml | 150ml
e Caci2 \ — 0,7%
f COCOCO 60 AN MR T jzem
dvojvrstevny et el 50C
b agar indikatorova mékky
kutura agar
2% MPA
24 h, +30°C




Priprava hrubého enzymového preparatu
(acetonového prasku)

Agrobacterium tumefaciens CCM 1000
20 mi MPB — kultivace 24 h pri +30°C

do 500 ml MPB v provzdusnovacce
kultivace 24 h pri +30°C

|

centrifugace
2x promyt v tris pufru

resuspendovat v 10 ml destilované vody
srazeni bunék ledovym acetonem
pomalu pfilevat a stale michat

|

nechat sedimentovat

buriky odfiltrovat na Buchnerove nalevce
promyt acetonem, dosusit eterem
nechat uschnout na vzduchu
prasek seSkrabat a ulozit v lednici




Stanoveni fosfatazove aktivity
nativnhich bunek a HEP

- 24h kultura bunék (CCM1000) — centrifugace a 2x promyti v Tris pufru

- resuspenduji v Tris pufru na zakal 80% (T=20), 620nm

- stanovim susinu

- pripravim roztok acetonového prasku (HEP): 2mg do 20ml Tris pufru

- zasobni roztok PNPP (4mg/ml) nafedim na: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg/ml
- zkumavky s 0,6 ml Tris p. + 1 ml HEP/bunék dam temperovat — lazen 40°C
- reakci nastartuji pfidanim 0,2 ml PNPP pfislu§né koncentrace

- inkubuji 5-10 min (dle zabarveni) |

- reakci zastavim pfridanim 2mi 1M NaOH

- zkumavky s bunkami zcentrifuguji

- méfim zabarveni vzniklého PNP na Spekolu 20 — 400nm

Koncentrace PNPP 4 2 1 0,5 0,25 0,125 mg/ml

0,6ml Tris+1ml bunék

0,6ml Tris+1ml| HEP

1,6 mil Tris

Zavér: Vypocet Km:sestrojeni grafu zavislosti rychlosti $tépeni PNPP (nmol PNP/mg sus/min)
na jeho koncentraci v reakéni smeési




Fosfatazy
Patfi do skupiny hydrolaz. Stépi fosfolipidy, fosfoproteiny, glycerofosfaty a
dalSi slouCeniny kyseliny fosforecné
Podle vztahu k substratu
specifické k jednomu substratu (fosfomonoesterazy, fosfodiesterazy,
pyrofosfatazy, amidazy
specifické pro vice substratu (adenozintrifosfaty, fytazy, polyfosfatazy,
hexodifosfatazy,metadifosfatazy
alkalické — optimalnipH 7 — 8
kyselé — optimalni pH 3,4 — 4,2
Podle vazby v bunce — volng, vazaneé, slabé vazané
Kvantitativni stanoveni — mnozstvi uvolnéné latky z chromogenniho substratu.
Substraty - p-nitrofenylfosfat, fenolftaleindifosfat
V pripadé p-nitrofenylfosfatu- mnozstvi uvolnéného p-nitrofenolu




Vliv tepla na fosfatazovou aktivitu
hrubého enzymového preparatu

- HEP do 100 ml Tris-HCI (cca 20 mg )
- 14 zkumavek ke kazdé teploté (37, 40, 45, 50, 55°C): 0,6ml TrisHCI+1m| HEP

+1 zk. — kontrola (10 min.)

- piidat 0,2 ml PNPP (2mg/ml)
- inkubovat 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 min — zastavit 2ml| 1M NaOH
- méfit intenzitu zbarveni na Spekolu 20 (400nm)

Mg PNP/mg HEP

55
50
45

40
/ 3l

t (min)

Z exponencialni éasti kitivky
maximaini aktivitu fosfatazy

———

aktivita/min

2

°C




Stanoveni produkce secernovanych bilkovin

- 20 ml 48h kultury (P. putida) 30°C
s tézkym kovem

- centrifugace

v

mokra biomas - resuspenduji - stanovit bilkoviny

1 zvazit ve 20 ml pufru

- 5 ml supernatantu
+ NaCl (na spicku skalpelu)
+ 45 ml 96% etanolu
- pomalu pFilévam a micham
- srazim 1h v ledové lazni
- centrifugace
- na dné sacharidy
- na sténach bilkoviny
- sediment rozpustit (plast. ty€inka)
v 500l 5M mocoviny, 2M thiomoc¢€oviny

- (centrifugace)

- stanovit mnozstvi bilkovin

- zbytek jde na HPLC Agilent 1100
-kolona POROSHELL 300SB-C18
-2, 1mmIDx75 mm (5 pm)
-nastiik 100 pl, 60°C
-prutok 0,5mi/min
-mobilni faze — 0,75% TFA v acetonitrilu

Hodnoceni
-stanovit mnozstvi bilkovin v 1g biomasy
-stanovit mnozstvi bilkovin v 1ml média
po kultivaci s téz. kovy (kontrola!!!)

-stanovit mnozstvi izolovanych bilkovin
-stanovit % zastoupeni bilkovin v zavislosti

na reten¢nim ¢ase (sloupcovy graf)
-produkce secernovanych bilkovin v zavislosti
na pritomnosti tézkych kovu (sloupcovy graf)

-1,0% TFA v demineralizované vodé

-agradient 10-50% za minutu




Vliv tézkych kovu na rust bunék P. putida

- 24h kulturu zcentrifugovat
- resuspendovat v bujénu M002 Oxoid (jen kapka — T= 95%)
- roztoky tézkych kovu — pridanim 10ul vznikne kone€na koncentrace:

-Cu Co Cd

-125 mg/ml 30 70

- dalSi koncentrace: 50 yl kovu + 50 yl SDW

- 62,5 15 35

-31,25 7,5 17,5

-15,625 3,758 8,75

-7,8125 1,875 4,375
- na desticku pipetuji vSechny koncentrace i PK a NK ve tifech opakovanich!
- pipetuji: 330 pl bujénu

10 pl kovu

az nakonec 10 y | bunék
-PK 340 yl bujénu + 10 ul bunék
-NK 350 gl bujéonu

- Bioscreen: 600nm, 30°C, méfici interval 30 min., tfrepat 40 h




