I. ANALYZA PROTEOMU

A) DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA

Dr. Hana Kone¢na

Dvourozmérna elektroforéza je kombinaci dvou elektromigraénich metod, které slouzi k separaci
jednotlivych proteinti z komplexni smési.

Prvnim rozmérem je izoelektricka fokusace, tj. separace proteinti podle jejich izoelektrickych bodii
(p]) v imobilizovaném gradientu pH vytvofeném v polyakrylamidovém gelu (/PG stripu) v prostredi
ionizovanych latek. K rozdéleni proteinti dochazi po vlozeni stripu do elektrického pole.

Druhy rozmér tvoii denatura¢ni polyakrylamidovy gel s obsahem dodecylsulfatu sodného, ve kterém
dochazi k rozdéleni pfedem separovanych proteind podle relativni molekulové hmotnosti (MW).

Po provedeni dvourozmérné elektroforézy jsou proteiny visualizovany piimo v gelu barvenim
Coomassie Brilliant Blue, stiibrem, fluorescencné, popi. autoradiograficky.

Vybrany protein se manualné vyfizne z gelu, enzymaticky nastépi na peptidy, které jsou dale
analyzovany hmotnosti spektrometrii. K pfislusnému MS-spektru je identifikace proteinu dohledana
z databaze srovnanim s peptidovymi spektry znamych proteinti.

Prakticka ¢ast:

Vzorky se ptipravi acetonovou extrakci z listd Arabidopsis thaliana bud’ wild type Columbia
nebo amp 1 — mutantni linie nadprodukujici rostlinné hormony cytokininy.
1. Extrakce proteini z listi:
e listy se rozdrti v tfeci misce v tekutém dusiku
e prida se roztok aceton/TCA (kyselina trichloroctovad) — vysrazeni proteinu
e centrifugace, pelet se promyje roztokem acetonu (s obsahem EDTA a inhibitort proteaz)
e centrifugace, vysuseni peletu (tj. proteinovy prasek)

2. Solubilizace proteinii:
e rozpusténi proteind - 1h tiepat pii 37 °C v solubiliza¢nim pufru
e centrifugace, filtrace, stanoveni koncentrace proteinu metodou kompatibilni s redukénimi
latkami a detergenty obsazenymi v solubilizacnim pufru (kit RC/DC, BioRad).

3. Rehydratace IPG stripu se vzorkem
e Prouzky se dodavaji v dehydratovaném stavu opatiené ochrannou folii. VSeobecné lze

k naneseni proteinového vzorku pouzit dva postupy pfipravy:

1) rehydratace bez vzorku — po odstranéni folie se prouzek necha rehydratovat rehydrataénim

pufrem 9-16 hodin, vzorek se nanese pred samotnou fokusaci.

2) rehydratace se vzorkem — po odstranéni folie se prouzek nechd rehydratovat v
roztoku rehydratacniho pufru obsahujicim vzorek. Timto zplsobem Ize dosédhnout
naneseni velkého mnozstvi proteinu (az 1 mg) bez rizika vysrazeni.

2.1) rehydratace se vzorkem pasivni — bez ptisobeni elektrického proudu
2.2) rehydratace se vzorkem aktivni — 50 V, 20°C, 10 —12 hodin
e VnaSem piipad¢ pouzijeme postup pasivni rehydratace se vzorkem. Do drazky rehydratacni
vani¢ky naneseme 50 pg vzorku fedéného rehydratacnim pufrem. Z IPG stripu opatrné
sloupneme ochrannou folii a polozime jej GELEM DOLU do drazky se vzorkem (pfipadné
bubliny je tfeba odstranit!). Zalijeme 2 ml mineralniho oleje. Rehydratace prouzku bude
probihat asi 6 hodin (obvykle vSak pouzivame rehydrataci pfes noc).
S prouzky manipulujeme vyhradné pinzetou a v rukavicich !!!



4. Izoelektricka fokusace (1. rozmeér)

Fokusacni podminky zavisi na slozeni vzorku, jeho komplexité, na délce stripu a na pH
rozmezi IPG prouzku. Nasledujici podminky proto berte pouze jako doporucené.

Na elektrody fokusacni vanicky opatrné pinzetou polozime ctvereCky specialniho papiru a
navlh¢ime je 8 pl deionizované vody. Z rehydratacni vanicky vyjmeme prouzek a nechame
odkapat olej. Prouzek polozime do fokusacni vani¢ky gelem doli. Jemné jej pfitlaCime na
elektrody. Zalijeme 2 ml mineralniho oleje. Po vlozeni vSech prouzkii uzavieme vanicku
vikem — pozor na orientaci! — a vlozime ji do pfistroje.

Podminky fokusace (pro strip délky 7 cm):

1. krok: odstranéni nadbytecnych soli
startovni napéti: 150 V
¢as: 30 min

2. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 150 V
konec¢né napéti: 1500 V
cas:3h

3. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 1500 V
kone¢né napéti: 2500 V
Cas: 1h

4. krok: zvySovani napéti
startovni napéti: 2500 V
kone¢né napéti: 3500 V
celkovy pocet volthodin: 12000 Vh

4. krok: zavére¢ny udrzovaci krok
napéti: 500 V
¢as: 24 hodin

Po ukonceni fokusace prouzky vyjmeme z drazky, nechame okapat olej a bud’ strip hned
pouZzijeme na separaci v druhém rozméru nebo zamrazime na —20 °C v hermeticky uzaviené
nadobce.

5. SDS-PAGE (2. rozmér)

Ekvilibrace prouzkti: Pfed provedenim SDS-PAGE je nezbytné ekvilibrovat prouzky v pufru
obsahujicim dodecylsulfat sodny (SDS). Prouzky po rozmrazeni umistime do rehydratacni
vanicky obsahujici 2.5 ml ekvilibra¢niho roztoku 1 (obsahuje DTT) a 10 minut jemné
promichavame na tfepacce. Po deseti minutach piremistime prouzek do 2.5 ml ekvilibra¢niho
roztoku 2 (obsahuje jodoacetamid) a opét mirné promichdvame na tiepacce. Jodoacetamid je
fotocitlivy, ekvilibra¢ni roztok 2 proto chranime pied svétlem alobalem.

Po ekvilibraci pteneseme IPG prouzek na polyakrylamidovy gel druhé dimenze a zalijeme 0.8
% agarosou v clektroforetickém pufru s obsahem 0,003% bromfenolové modfi. Nechame
probéhnout standardni SDS-PAGE, gely obarvime Coomassie Brilliant Blue nebo - pro
dosazeni vyssi citlivosti - stiibrem.

Roztoky pro 2D elektroforézu:

Solubilizaé¢ni pufr (totoZny s rehydrata¢nim pufrem)
7M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS, 60 mM DTT, 0.8% ampholyte, 0.003% BPB

Ekvilibra¢ni roztoky

1.
2.

6 M mocovina, 0,375 M Tris/Cl, pH 8,8, 2% SDS, 20% glycerol, 2% (w/v) DTT
6 M mocovina, 0,375 M Tris/Cl, pH 8,8, 2% SDS, 20% glycerol, 2,5% (w/v) jodoacetamid



Agarosa na zaliti IPG stripu
0.8 % agarosa v PAGE elektroforetickém pufru

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

Koncentrace celkového akrylamidu v gelu pro druhy rozmér 2-D elektroforézy:
Druhy rozmér 2-D elektroforézy provadime v 12%T gelu:

Barveni geli Coomassie modii (Coomassie Brilliant Blue R250)

Barveni Coomassie modfi patii mezi nespecifické metody vizualizace proteinti. Pfi obvyklém zplsobu
barveni Coomassie dochazi zaroven k fixaci proteinu do gelu, a to pusobenim 40% methanolu
v prostfedi 10% kyseliny octové. Barveni trva pfiblizné 2 — 8 hodin, v zavislosti na mnozstvi proteinu
nanesenc¢ho na gelu, na tloust'’ce gelu a na koncentraci Coomassie.

Po skonceni SDS-PAGE oznacit orientaci gelu odkrojenim jednoho z rozki a opatrné prenést gel
do 0,1% Coomassie R 250. Ponechat tfepat na tfepaCce pies noc.
Nasledujici den vyménit Coomassie za odbarvovaci roztok €. 1. Ponechat na kyvacce 30 minut.
Vymeénit odbarvovaci roztok 1 za odbarvovaci roztok 2. Ponechat na kyvacce do odbarveni;
odbarvovaci roztok 2 je nutné né€kolikrat vymeénit. V tomto roztoku je gel mozné v chladu uchovat
i nékolik tydnd.
Uchovavani geli:

- vysuseni mezi celofany

- vysu$eni na papite pod celofdnem

- naskenovani a uchovani v elektronické podob¢ (pokud se gel uchovava pro

pozdéjsi analyzu, uchovavat ve formatu tiff, nekomprimovaném)

Roztoky:
Barvici roztok Coomassie

0,1% Coomassie Brilliant Blue R 250
10% kyselina octova
40% methanol

Odbarvovaci roztok 1
7% kyselina octova
40% methanol

Odbarvovaci roztok 2
10% kyselina octova
5% metanol

Barveni CB je mozZno téZ provést komercné dostupnym kitem.

Barveni gela stiibrem

Barveni stfibrem je dalsi metodou nespecifické vizualizace proteinii. Principem je vazba
stiibrnych iontt na —SH a —COOH skupiny aminokyselin. Schopnost vazat na sebe stéibrné ionty
je tedy u kazdého proteinu jina v zavislosti na jeho aminokyselinovém sloZeni.

Po probéhnuti elektroforézy v polyakrylamidovém gelu se proteiny v gelu zafixuji zfedénou
kyselinou octovou nebo trichloroctovou. Poté jsou vystaveny plisobeni dusi¢nanu stiibrného. Pti
vyvijeni v roztoku uhli¢itanu sodného s formaldehydem dojde k redukci stfibrnych ionti na
stfibro, coZ se projevi zCernanim mist na gelu, kde je stfibro v proteinech navazano.

Stupeil intenzity obarveni lze ovlivnit dobou, po kterou jsou stfibrné ionty vystaveny ptisobeni
vyvijeciho ¢inidla. Redukéni reakce se zastavi pifidanim kyseliny octové.



Pro snizeni pozadi a zlepSeni kvality detekce je vhodné gel odbarvit Farmerovym odbarvovacem a
celou proceduru barveni (bez fixace) provést jesté jednou. Stiibro, navazané na proteinech, se totiz
Farmerovym c¢inidlem nevymyje tak snadno, jako stiibro nespecificky navazané jako ,,pozadi®.

Veskeré nadobi, pouzité pro barveni, je nutno peclivé umyt 1) saponatem, 2) ethanolem, 3)
destilovanou vodou. Pro pfipravu veskerych vodnych roztoka pouZit pouze destilovanou
deionizovanou vodu.

e Po skonceni SDS-PAGE proteiny v gelu zafixovat - opatrné pienést gel do 20% trichloroctové
kyseliny (TCA) a ponechat 20 minut tiepat na kyvacce.

e TCA recyklovat, gel promyt 4x 5 minut vodou.

e Pfidat 0,1% roztok dusi¢nanu stfibrného. Zakrytou misku ponechat 30 minut tfepat na kyvacce.

Gel proplachnout vodou 10 vtefin a pridat vyvijeci ¢inidlo. 10 minut vyvijet v zakryté misce,

netfepat.

Zastaveni vyvijeni 1% kyselinou octovou, 10 minut tfepat.

Promyti gelu vodou, 3x5 minut. Pfidat Farmertv odbarvovaé, 5 minut tfepat.

Po odstranéni Farmerova odbarvovace promyvat gel vodou az do uplného odbarveni.

Opét pridat 0,1% roztok dusicnanu stiibrného. Zakrytou misku ponechat 30 minut tfepat na

kyvacce.

e Gel proplachnout vodou, 10 vtefin a pridat vyvijeci Cinidlo. Vyvijet v zakryté misce do objeveni
prouzkl/skvrn.

e Zastaveni vyvijeni 1% kyselinou octovou, 10 minut tiepat.

e Gel promyt vodou — 15 minut. Uchovavat v chladu ve vodé s 2% (w/v) glycerolem.

Roztoky:

0,1% AgNO;

0,1 g AgNO;/100 g roztoku.

Ptipravit tésné pred pouzitim (nepfipravovat do zasoby). Uchovavat v temnu.

Vyvijeci ¢inidlo
3% uhlicitan sodny + formaldehyd
3 g Na,CO;/100 g roztoku + 50 pul 37% formaldehydu

Farmeruv odbarvovac

2% K3FG(CN)6, 3,2% Nazszo3X5H20
2 g K;Fe(CN)4/100 g roztoku

3,2 g Na,S,05x5H,0/100 g roztoku
Smichat tésné pied pouzitim

Barveni stfibrem je moZno téZ provést komer¢né dostupnym kitem.
Gely uchovavame zatavené ve folii nebo vysusené.

SuSeni geli mezi celofany

* Odbarvovaci roztok 2 vyménime za 2% glycerol a gel v roztoku ponechame aspon 15
minut.

* Ustfihneme celofan (Biometra, BioRad), namoc¢ime a ponechame ve vodé 10 minut.

* Poskladame sendvi€ a ten vlozime do susarny gelt.

¢ Susime 4 hodiny.

2% (w/v) glycerol
2g glycerolu doplnit na objem 100 ml destilovanou vodou



B) HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE PROTEINU

Dr. Zbynék Zdrahal

Hmotnostni spektrometrie bude pouzita pro identifikaci vybranych proteinti po jejich
separaci 2-D elektroforézou (MALDI-TOF MS), resp. po on-line separaci kapalinovou
chromatografii (ESI-IT MS). Studenti se seznami s metodou analyzy proteinii pomoci
hmotnostni spektrometrie véetné€ proteolytického Sté€peni a budou samostatné identifikovat
vybrané proteiny na zakladé srovnani ziskanych dat s proteinovymi databazemi.

Teoreticky ivod

MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci za pfitomnosti matrice a detekci iontd v
pruletovém analyzatoru (Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization — Time-of-flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF MS) je v souCasné dobé jedna z nejrozsifenéjSich metod
identifikace proteinti resp. urceni jejich primarni struktury. V naSem pfipad¢ bude pouzita
metoda zaloZzend na srovnani hmotnosti peptidi vzniklych proteolyzou analyzovaného
proteinu s proteinovymi databazemi (peptide mapping, peptide mass fingerprinting).

Obarvené skvrny vybranych proteinii jsou nejprve vyfiznuty z geli pfipravenych 2-D
elektroforézou. Vyftiznuté kousky gelu s proteiny jsou odbarveny stfidavym promyvanim v
acetonitrilu a roztoku hydrouhlicitanu amonného. Po odbarveni jsou dithiothreitolem
redukovany disulfidické mistky mezi cysteiny a nasledné¢ jsou -SH skupiny alkylovany
jodacetamidem s cilem zabranit opétovnému vytvoreni téchto mdastkli. Po alkylaci je ke
vzorklim pfidana proteaza (obvykle trypsin) a jsou inkubovany pfes noc. Plisobenim proteazy
jsou proteiny specificky §tépeny na sadu peptidl. Jiz zminény trypsin $tépi protein za lysinem
nebo argininem smérem k C-konci peptidu. Soubor takto vzniklych peptidt je specificky pro
dany protein (tzv. peptidova mapa). Po ukonceni inkubace jsou peptidy extrahovany kyselym
vodnym roztokem acetonitrilu.

Extrakt peptidii je pak smichan s matrici, nanesen na tercik a po krystalizaci je analyzovan
pomoci MALDI-TOF MS. Pro analyzu bude pouzit piistroj REFLEX IV (Bruker, Brémy,
Némecko). Vysledkem hmotnostné spektrometrické analyzy jsou pfesné hmotnosti peptidi.
Soubor naméfenych hmotnosti peptidi je pak srovnavan pomoci prohledavacich programi
(napt. Mascot, MS Fit) s proteinovymi databazemi, resp. s peptidovymi mapami vytvorenymi in
silico pocitaovym programem pro jednotlivé proteiny ulozené ve zvolené databazi. Na zaklad¢
tohoto srovnani lze protein identifikovat s velkou pravdépodobnosti, pfipadné uréit jeho
homology.

LC- MSMS

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a iontovou pasti jako hmotnostnim
analyzatorem iontt je dals$i velmi rozsifenou metodou identifikace. Vyhodou je moznost on-
line spojeni tohoto typu hmotnostniho spektrometru s vhodnou separacni technikou (HPLC,
CE). V tomto pripad¢ bude identifikace proteini zaloZena na srovnani hmotnosti fragmenti
jednotlivych peptidd vzniklych proteolyzou proteini v analyzované smeési s proteinovymi
databazemi.

Smés proteinti je podrobena proteolytické digesci (postup je popsan v piredchozim odstavci).
Smés vzniklych peptidli je pak separovana na kapilarni koloné kapalinového chromatografu
(Ultimate, LC Packings). K davkovani vzorkti bude pouzit autosampler (Famos, LC Packings).
MS/MS analyza separovanych peptidi bude provedena na pfistroji Esquire 2000 (Bruker,



Brémy, Némecko). Pro identifikaci jsou pak srovndvany soubory naméfenych hmotnosti
fragmentd jednotlivych peptidi pomoci prohledavacich programti (napf. Mascot, Protein
Prospector) s proteinovymi databazemi.

Proteolytické Stépeni

1. Vyfriznuti proteinovych skvrn z gelu

e deionizovana voda

e skalpel

e mikrozkumavky (0,5 ml)
Gel oplachneme vodou a pak skalpelem vyfezeme vybrané skvrny gelu. Vyfiznuty gel s
danym proteinem pak rozkrajime na kosticky o strané asi 1 mm a vlozime do
mikrozkumavek.

2. Odbarveni gelu

deionizovana voda

50 mM NH4HCOs/acetonitril (1:1, v/v)
acetonitril

50 mM NH,HCO;

Gel proplachujeme uvedenymi roztoky, promyti roztokem pufru a acetonitrilu
opakujeme 2x, po promyti acetonitrilem nakonec gel ususime ve vakuové centrifuze.

3. Redukce a alkylace

10 mM dithiothreitol/25 mM NH,HCO; — redukéni ¢inidlo
55 mM jodacetamid/25 mM NH4HCO; — alkylacni ¢inidlo
50 mM NH4HCOs/acetonitril (1:1, v/v)

acetonitril

K casticim gelu pfidame redukéni €inidlo a inkubujeme 1 hodinu pfi 56 °C, pak roztok
odstranime a pfiddme na 30 minut alkyla¢ni ¢inidlo (lab. teplota, temno). Odstranime
roztok alkyla¢niho cinidla a proplachneme roztokem pufru v acetonitrilu a pak
samotnym acetonitrilem, opét roztok odpaiime.

4. Proteolytické Stépeni
e trypsin (5 ng/ul) v 25 mM NH4HCO;

Ptidame roztok enzymu, tak aby zakryval kousky gelu, a inkubujeme pii 37°C pies noc.

5. Extrakce peptidu
e 50 % acetonitril/1% trifluoroctova kyselina

Po 10 minutach v ultrazvukové lazni odpipetujeme plvodni inkubacni roztok, pak
pridame roztok acetonitrilu a opét dame na deset minut do ultrazvukové lazné a
odpipetujeme supernatant (tento krok opakujeme). Jednotlivé supernatanty spojime.



MALDI-TOF MS analyza

1. Priprava peptidového extraktu k analyze

e matrice - nasyceny roztok kyseliny hydroxy [I-kyano skoficové
v 50 % acetonitrilu s 0,1 % trifluoroctovou kyselinou

Peptidovy extrakt smichame 1:1 s matrici a vysledny roztok (0,5 [J1) naneseme na
ter¢ik. Po vykrystalizovani je vzorek pfipraven k analyze.

2. Vlastni analyza

Peptidy méfime v reflektronovém modu a za pouziti externi kalibrace na smes
standardnich peptidi.

LC-MSMS analvza

1. LC analyza

- kapilarni kolona s reversni fazi C18
- mobilni faze acetonitril/voda s ptidavkem kyseliny mravenci (0,1%),
gradientova eluce
2. Vlastni analyza

lontova past pracuje v MSMS modu.

Identifikace proteinu

Zaklady prdce s databdzemi

Seznamime se s nejdulezitéjSimi zdroji dat a nastroji pro studium proteinil pfistupnych na Internetu.
Pouziti si vyzkousime na nékolika praktickych ptikladech v pocitacové ucebné a studenti vypracuji
né€kolik praktickych tkolu.

Typyv zdroju informaci a nastroju

Dr. Zbynek Zdrahal (zdrahal@sci.muni.cz)
http://www.sci.muni.cz/LMFR/Proteomika.html

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.org/pdb/)

2. Nastroje

— analyza sekvence, srovnavani vice sekvenci
odkaz na Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/)
CLUSTAL
BLAST




PHYLIP
— zobrazeni struktury
PDB Java Viewer
Cn3D (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml)
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)
—  komplexni
Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/)
SwissProt Tools (http://www.expasy.ch/tools/)

3. Odvozeni a specialni data
— podobnosti mezi druhy
COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)
— domény
PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/)
— typy skladani
SCOP (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)
— fosforyla¢ni mista
PhosphoBase (http://www.cbs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/)
— hmotnostni spektra pro MALDI-TOF, 2-D gely, identifikace z gelu
SwissProt 2-D PAGE (http://www.expasy.ch/ch2d/)
PeptideSearch (http://www.mann.embl-
heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html)
ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/)
—nomenklatura enzymi
SwissProt ENYZME (http://www.expasy.ch/enzyme/)
- pohyby proteint
MolMovDB (http://bioinfo.mbb.yale.edu/MolMovDB/)

Vyvhodnoceni MS dat (samostatnd prace)

v

Internetu data ziskand MALDI-TOF analyzou (hmoty peptidli) zaddme do prohledavaciho programu
Mascot (Matrix Science) s prisluSnymi parametry a identifikujeme proteiny z jednotlivych skvrn.

Poznamka:

Proteolytické st€peni a MALDI-TOF analyza bude provedena z ¢asti demonstracni formou z ¢asovych
a kapacitnich divodut. Studenti obdrzi seznam hmot peptidi pro kazdy analyzovany vzorek a vlastni
identifikaci proteint si kazdy student provede sam.



II. TECHNOLOGIE REKOMBINANTNiCH PROTEINU

Nedostupnost dostate¢nych mnozstvi homogennich preparati biologicky vyznamnych eukaryontnich
proteini byla jednim ze zakladnich omezeni jejich studia. Tento limitujici faktor byl odstranén
rozvojem molekularné biologickych technik, umoziujicich produkci studovanych eukaryontnich
proteinti v dostate¢ném mnozstvi. Dtlezitym ptredpokladem bylo vypracovani technik jejich produkce
v heterolognich, pievazné bakterialnich expresnich systémech. Protoze prokaryontni transkripcni
aparat nedokaze odstranit nekodujici oblasti eukaryontnich gend, je nezbytné ziskat nejprve DNA
komplementarni k mRNA genu pro dany protein (cDNA) metodami zalozenymi na reverzni
transkripci mRNA. Pro ucely nadprodukce rekombinantnich proteind lze vyuzit fadu expresnich
plazmidt se silnymi promotory pro kmeny Escherichia coli. Inzerce cDNA do vektoru je usnadnéna
pritomnosti mnohocetného klonovaciho mista za promotorem, ktery ma byt pouzit k fizeni exprese
cDNA.

Do bakterialni zkumavky obsahujici 5 ml sterilniho LB media s ampicilinem (100 mg/l) inokulujte
pomoci bakteridlni klicky expresni kulturu (kmen BL21 (DE3) pLys nesouci expresni konstrukt
pRSETA::Zm-p60.r) anechte inkubovat pies noc pii 37°C za stalého tiepani.

1. centrifugujeme 3 ml (2 x 1,5 ml) narostl¢ bakterialni kultury 5 min 4500 rpm

2. pelet resuspendujeme ve 250 pl ¢inidla P,

3. pfidame 250 pl ¢inidla P, a jemnym preklapénim (4- 6 x) zamichame do zprihlednéni roztoku
(nenechat déle nez 5 minut)

4. pridame 350 pl ¢inidla N;

centrifugujeme 10 min (14000rpm/4°C)

supernatant pfeneseme opatrné do kolonky a centrifugujeme 30 s pii 14000 rpm
kolonku po odstranéni roztoku promyjeme 500 pl ¢inidla PB a opét centrifugujeme 30s
kolonku promyjeme 750 ul cinidla PE a opét centrifugujeme

9. opakovanou centrifugaci (viz. bod 8) odstranime zbytky PE

10. po ptidani 50 pl deionizované sterilni vody nechame stat 1 min na stole

11. eluci plazmidové DNA provedeme centrifugaci pti 14000 rpm (1 min)

12. zméfime koncentraci plazmidové DNA spektrofotometricky pii A = 260nm.

S NS



Cilem prace je ovérit ¢teci ramec klonovaného genu Zm-p60.1 v expresnim vektoru
pRSET A. Informace o pouzivaném plazmidu pRSET A jsou dostupné na strankach
www.invitrogen.com. Pro sekvenovani se pouzije univerzalni sekvenacni primer T7. S vyuzitim dat o
klonovacich mistech plazmidu se urci, které restriktazy byly vyuzity pro subklonovani genu Zm-p60.1
a ovéti se Cteci rdmec.

Teoreticky ivod

Sekvenacni analyza bude provedena metodou znacCenych termindtori za pouziti

Genetického analyzatoru ABI PRISM 310, ktery pracuje na bazi kapilarni elektroforézy.
V praxi to znamena, Ze se nejprve s danym plazmidem, neznacenym primerem a sekvenacnim
kitem provede sekvenacni reakce (cycle sequencing). Pouzivany kit (ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) obsahuje enzym AmpliTaq polymerazu
FS, smés nukleotidtrifosfati a fluorescenéné znacenych terminatort. Kazdy ze Ctyf
terminatort.  (ddNTPs-dideoxynukleotidtrifosfati) pfitomnych vreakci nese jinou
fluorescencni znaCku. Pfi sekvenacni reakci jsou tyto terminatory do rostoucich fetézct
prabézne inkorporovany, fetézec je ukoncen a zaroven oznacen znackou pfislusnou k dané
bazi.
Vznikl¢ fragmenty jsou rozdé€leny kapilarni elektroforézou. CCD kamera analyzatoru pak
snima fluorescenci excitovanou laserovym paprskem ze vSech Ctyi pouzitych znacek soucasné
(protoze emisni maxima jsou pfi rozdilnych vinovych délkach, je mozné analyzovat vSechny
fragmenty soucasné).

Priprava sekvenacéni reakce

Na sekvenacni reakci napipetujeme pro kazdy zkoumany plazmid do PCR zkumavky:

plazmidovou DNA (do reakce celkem 1100ng ) 4 ul*
deio voda 1 pl*
primer (konc. 10 pmol/ul) 0.5 ul
BD kit 4,2 ul
5X BD sekvenacni pufr 2,1 pl*

*udaj je orientacni, zavisi na koncentraci plazmidové DNA. Pokud je
koncentrace nizsi nez 100 ng/ul, je potreba vzorek zahustit.

Obsah protfepeme, centrifugujeme a vlozime do PCR cykleru.
Sekvenacni reakce
Na PCR cykleru nastavime nésledujici program:

Teplotni rampa na 96°C

Cyklus 35x:  96°C 10s
50°C 5s



60°C 4 min
Teplotni rampa na 4°C, vydrz.
Celkova doba je asi 3 hodiny.

PrecisSténi produktu sekvenacni reakce

Do eppendorfky 1,5 ml napipetujeme:

3M octan sodny 2 ul
95% ethanol (ledovy -20°C) 50 ul
cely obsah PCR zkumavky

Protfepeme na Vortexu a nechaime DNA 15 minut na ledu vysrazet.

Centrifugujeme 30 min pii maximalni rychlosti (14000 rpm).

Opatrné pipetou odsajeme ethanolovou vrstvu, aniz bychom poskodili pelet (pozor, pelet neni
vidét!!)

Pelet oplachneme 250 pul 70% ethanolu, protfepeme v ruce.

Kratce (5 minut) centrifugujeme pii maximalni rychlosti (14000 rpm).

Odsajeme ethanol.

Srazeninu kratce dosusime (2-3 minuty) ve vakuové centrifuze nebo 20 sec v termobloku na 95
°C.

Priprava vzorku pro automaticky sekvenator

Vzorek pro sekvenator pfipravime nasledovneé:
e Pelet veppendorfce rozpustime ve 20 ul TSR reagentu (Template Suppression
Reagent).
Diikladné protfepeme na Vortexu a kratce centrifugujeme.
Denaturujeme 3 minuty pii 95°C v termobloku.
Rychle zchladime na ledu.
Znovu protifepeme a centrifugujeme.
Cely obsah opatrné preneseme do vialky (0,5 ml) ur€ené pro automaticky davkovac
sekvenatoru.
e Uzavieme septem.

Elektroforéza na ABI PRISM 310

e Zkumavky se vzorky vlozime do automatického davkovace analyzatoru.

e Otevieme program pro sbér dat (Data Collection).

e Podle pokynli vyplnime pfislusné informace o vzorku (Sample sheet) — nazev vzorku,
typ kitu a matrice.

e Vyplnime informace o poradi a zptisobu nastfiku (Injection list).

e Spustime automatickou analyzu (pfiblizn€ 2.5 hodiny na jeden vzorek).

Vyhodnoceni dat

Otevieme program pro analyzu sekvenacnich dat (Sequence Analysis).

Vyhledame piislusny vzorek a data vlozime ke zpracovani (Sample Manager).

Prohlédneme ziskanou sekvenci, pfipadné korigujeme podminky analyzy (upfesnime pocatek a
pripadné i konec).

Vysledky vytiskneme a vyhodnotime pozadované informace.



Pro¢ vlastné sekvenovat?

Pii praci s rekombinantnimi proteiny je naprosto nezbytné mit klon, ktery je zcela bez chyby — tedy
konkrétnéji — bez mutaci a ve spravném ¢tecim ramci. Nazornou ukdzku, co miize zpisobit zdména
JEDNE aminokyseliny, uvidite sami v praktiku.

Proto je nutné kazdy klon, se kterym pracujete, ovérit — tj. osekvenovat a sekvence zkontrolovat.
Obvzlaste pak v pripadech, kdy provadite PCR (chyba polymerasy) nebo vzorek od nékoho dostanete.

Prakticka rada: nevéite nikomu!

K ovéfeni lze vyuzit programy volné dostupné na internetu, jako je napf. program Workbench
(http://workbench.sdsc.edu/). V praktiku si ukdzeme, jak sekvence pomoci tohoto programu
kontrolovat. Sekvence lze sice kontrolovat i manualné, ale tento zplisob rozhodné nelze doporudit:
nemuzete vyloucit chybu a je to pracné a zdlouhavé.

Obecny postup pii ovéirovani spravnosti vzorku:

vzorek — izolace DNA — sekvenace — sekvence — Workbench: srovnani se znamou,
BEZCHYBNOU sekvenci — vyhodnoceni.

Vystup z programu Workbech mtize vypadat napiiklad takto:
(pti srovnani se vzorovou sekvenci zcela jasné vidite, zda je sekvence oveéfovaného vzorku v poradku)

CKI_japowtT7 —————— e
GAGATATACCATGGGCAGCAGC

CKI11 _dna
CAAAGGGAATCATTGCTGAGACATTCTTTTGTTGCAGAGAGATCACCAAAACATAAAGTC
*KhAkk * * *

*
CKI_japowtT7 CATCATCATCATC--ATCACAGCAGC-
GGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGC
CKI11_dna
CAAGAAGAGGGGCCAAGCTCAATGTTTAACAAAAAATTAGGTAAGAGGATAATGGCATCA

** * * * * * ** * * ** *KkKhkXx

CKI_japowtT7
ACAGATTCAGAGAGTGAGACTAGGGTCAAGTCAGTGCGTACCGGTCGAAAGCCTATTGGG
CKI11 _dna
ACAGATTCAGAGAGTGAGACTAGGGTCAAGTCAGTGCGTACCGGTCGAAAGCCTATTGGG

FTEAIAIAAIAAEAITXAAITXAAIAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAXAXAAXAAIAXAAIAXAAIAAAITXAA A XAdAXxhLxiix

CKI1_japowtT7
AACCCAGAGGACGAGCAAGAGACTTCCAAGCCGAGTGACGATGAATTCTTAAGAGGAAAG
CKI1 dna
AACCCAGAGGACGAGCAAGAGACTTCCAAGCCGAGTGACGATGAATTCTTAAGAGGAAAG
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Program Workbench lze vyuzit nejen ke kontrole DNA sekvenci; mimo jiné tu Ize srovnavat zadané
sekvence proti databazim, prekladat DNA sekvence do proteinovych, vyhledavat primery... Déle Ize
Workbench pouzit i pro préci s proteinovymi sekvencemi — taktéZ srovnavani navzajem i pies
databaze, zjistovat pl, ext. koeficienty... A spousta dalSich véci, které si vlastnoruéné vyzkousite.
Vasim ukolem totiz bude zkontrolovat sekvence vzorkd, se kterymi budete pracovat. Vystupy
z Workbenche prilozite k protokolu. Vzhledem k casové narocnosti praktika a financni naro¢nosti
sekvenovani nebudete ovSem sekvenovat a kontrolovat cely klon, ale pouze jeho zacatek. Pro
ovladnuti zakladl prace se sekvencemi to v§ak bude zcela postacujici.




B) EXPRESE A PURIFIKACE REKOMBINANTNICH
PROTEINU

Mgr. Radka Dopitova

Castym priivodnim jevem nadprodukce eukaryontnich proteinti je vytvafeni nerozpustnych utvart
v bakterialni cytoplazmé, sloZzenych obvykle z nekorektnich konformert rekombinantniho proteinu,
oznacovanych jako inkluzni téliska. Divodem jejich tvorby muze byt absence eukaryontnich
chaperonti nebo post-translacné modifika¢nich systémi a nékdy 1 toxicita rekombinantnich
eukaryontnich proteinii pro bakterialni bunky. Rozsah akumulace rozpustného rekombinantniho
proteinu miize byt pak silné negativné ovlivnén. Radu obtizi se podafilo vytesit translaénimi fizemi
rekombinantniho proteinu a pfirozenych (obvykle bakterialnich) proteinti (napf. thioredoxin, maltézu
vazajici protein, glutathion-S-transferasa atd.), které své pozitivni fyzikalné-chemické vlastnosti
(zejména vysokou rozpustnost pii zvySenych intracelularnich koncentracich) rozsifuji na cely fuzni
protein. Dal$i moznosti, kterou lze ovlivnit spravné skladani proteinu, je zména podminek exprese
proteinu. Optimalizuje se teplota rustu bunck, teplota indukce exprese pozadovaného genu,
koncentrace IPTG pfi indukci, prodlouzeni doby indukce nebo ristu bunck. Lze i specificky
obohacovat ristové médium.

Podminkou pro vétSinu analyz rekombinantnich proteinti je ziskdni rekombinantnich proteind
v homogenni form¢ ucinnou purifikaci z komplexnich bakteridlnich lyzati. Purifikaci 1ze usnadnit
fizenym smérovanim syntetizovaného proteinu naptf. do periplazmatického nebo vné&jsiho prostoru
Escherichia coli uzitim specifickych signalnich sekvenci, ale tato technologie miZze byt spojena
s niz§im vytézkem. Proto byly vyvinuty metody purifikace, jez pouzivaji nové ziskané afinity
fizované domény, ktera mtize mit podobu piirozenych polypeptidd nebo kratkych arteficialnich
oligopeptidu, které neovliviiuji profil exprese - maji pouze funkci afinitni znacky (His,, Asp,, Phe,
atd.).

Exprese rekombinantnich derivata B-glukozidazy Zm-p60.r

Pro expresi budou pouzity dva druhy konstruktu pRSET A :: Zm.p60.r, z nichZ jeden je WT a druhy
nese zameénu jedné aminokyseliny. Studenti nebudou pfedem obeznameni, zda jim byl pfidélen Wt
nebo mutant. Béhem cviceni v§ak 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:
e Do 1 1LB média s ampicilinem (100 mg/l) zaockujeme bakterialni kulturu (BL21(DE3)pLysS

buiiky obsahujici jiz zminény konstrukt pRSETA :: Zm.p60.r.) zamrazenou na — 80°C v 10%
glycerolu. Nechame rust pii 37 °C do ODyg 0,5-0,6.

e Poté zahajime 3 hodinovou indukci exprese rekombinantniho proteinu pfidavkem 0,1mM
IPTG a soucasné snizenime teplotu na 22 °C.

e Kultury sklizime centrifugaci (4000rpm/20min). Pelety resuspendujeme v sonika¢nim pufru a
zamrazime na -20°C.

Roztoky: Sonikacni pufr: 20 mM Tris pH 7,9
0,5 M NaCl
0,1 % Triton X-100



Purifikace proteinu

Cistota proteinovych preparatd je jednim z kriterii pro piesnost vysledkd pii nasledné analyze
purifikovanych proteind, proto je nutné provést purifikaci proteinu z bakterialnich lyzatt. Pouzité
fuzni proteiny obsahuji na N-konci sekvenci Sesti histidini, které umoziuji vyuzit metalochelata¢ni
afinitni chromatografie.

Metoda byla poprvé vyuzita vroce 1975 (Porath a kol.) pro frakcionaci sérovych proteinti na
polymerni matrici s funk¢éni skupinou chelatujici ionty pfechodnych iontd ( Cu, Ni, Zn, Co). Funk¢ni
skupinou na matrici je obvykle iminodioctova (IDA) nebo nitrilotrioctovad (NTA) kyselina. Interakce
proteinu s matrici je zprostfedkovana neobsazenymi d-orbitaly iontli pfechodnych kovt, které¢ vazou
volné elektronové pary prevazné z dusikového atomu imidazolovych skupin histidinovych zbytki
v proteinu. Tohoto principu bylo vyuzito ke konstrukci umélych oligohistidinovych domén (afinitnich
znacek) na C- nebo N-konci rekombinantniho proteinu. Znacky vykazuji ve srovnani s izolovanymi
zbytky histidinu v polypeptidech vysokou afinitu k vazanym piechodnym koviim. Metalochelatacni
afinitni chromatografie se tak stala jednim ze zakladnich purifikacnich postupi pro rekombinantni
proteiny.

Optimalizovany purifika¢ni protokol neni vzdy zcela pfenosny na jiné proteiny z diivodi rtizné
fyzikalné-chemické charakteristiky proteinu a také vazebné dostupnosti oligohistidinové domény.
Obecné lze navrhnout pro vazbu rekombinantniho proteinu pufry s pH = 7 — 8, zajist'ujici optimalni
interakci domény s kovovym iontem. V pufrech je vhodné pouzit vysoké koncentrace soli ( 0,5 -1 M
NaCl) a tim snizit nezddouci elektrostatické interakce proteinii s matrici. Eluce proteinii mize byt
provedena zménou pH do kyselé oblasti, kdy dochazi k protonaci imidazolovych skupin, pripadné
pouzitim kompetitivnich ¢inidel (imidazol, n€které aminokyseliny) nebo silnych chelatori ( EDTA,
EGTA). Pouzitim niz8ich koncentraci uvedenych latek 1ze dosahnout eluce balastnich proteint, které
rovnéz interaguji s iontem piechodného kovu.

Experiment:

Priprava bakterialniho lyzatu pro purifikaci

e Rozmrazime exprimované kultury

e Lyzaty sonikujeme 3 krat 1 min

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

e Pro odstranéni nerozpustnych zbytki se lyzat protlaci ptes filtr o priméru 0,22 pum

e Piefiltrovany supernatant pouZijeme na purifikaci proteinu na kolonkach.

e Zhruba 200 ul lyzatu uschovdme na ledu pro nasledné meétfeni koncentrace proteinil a
strukturni a funkéni analyzu.

Purifikace fuznich derivatu Zm-p60.1 na Sepharose NiZ'-NTA

Pro zisk ¢istého proteinu je nutné optimalizovat podminky vymyvani balastnich proteini. Zména
slozeni promyvacich pufirti ovlivni eluci balastnich proteinti interagujicich s iontem kovu. Jako matrice
bude pouzita Ni — NTA Superflow a jako promyvaci pufry P1 a P2 lisici se koncentraci kompeti¢niho
¢inidla imidazolu.



Pozn.: Sbirame frakce po kaZzdém promyti pro naslednou SDS PAGE analyzu.

e promyt kolonku 4x3 ml vody
e promyt kolonku 1x2 ml 100 mM NiSO,
( obsazeni vazebnych mist nosi¢e kolonky Ni*" jonty)
e promyt kolonku 4x3 ml vody
e promyti kolonky 4x3 ml ekvilibracniho pufru (poté uzavtit spodni cast kolonky)
po naneseni lyzatu exprimovanych kultur kolonku uzavieme, zvortexujeme a inkubujeme 30
minut pii 4°C za tfepani na ledu
promyt 4x3 ml pufru P1
eluce balastnich proteint 4x3 ml pufru P2
eluce vlastniho proteinu 4 ml pufru E obsahujiciho EDTA
frakce uschovat pii 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
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 NaCl
50 mM imidazol
Eluéni pufr (E): 20 mM Tris pH 7,9

1 M NaCl
100 mM EDTA

Demonstraéné bude predvedena purifikace stejna purifikace pomoci FPLC.

Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentraci proteinti stanovime metodou dle Bradfordové pti 595 nm; cinidlo firmy Bio-Rad nebo
Sigma.
Stanovime koncentraci jen v nativnich lyzatech !

e naredime roztok proteinu sterilni vodou do celkového objemu 800 pul (fedime zhruba 400
krat)

e piidame 200 pl ¢inidla a inkubujeme 10 minut pti pokojové teploté

e zméfime absorbanci pfi 595 nm

e 7z kalibracni kivky odeéteme mnozstvi proteinu



ANALYZA REKOMBINANTNICH PROTEINU

Analyza rozsahu produkce rekombinantnich proteinti v rozpustné formé a stupné purifikace bude
provedena elektroforeticky v polyakrylamidovych gelech. Obecné lze fici, ze elektroforéza proteind
vyuziva jejich pfirozeného nebo upraveného povrchového naboje v polymernich materialech.
Nejpouzivangj$im separa¢nim materidlem se stal sitovany polyakrylamid umoznujici vysokou
reprodukovatelnost metody. Jistou nevyhodou polyakrylamidovych gelt  (PAGE) je vysoka
neurotoxicita monomertt akrylamidu a metylenbisakrylamidu (slouzi jako sitovaci prvek). Pfi
priprave je tedy nutné pracovat v dobfe vétranych digestofich a v rukavicich.

K iniciaci polymerace (pfipravé radikaltl) 1ze pouzit riboflavin ozateny UV nebo Castéji persiran
amonny (APS), jako stabilizator radikald se pouziva tetramethylendiamin (TEMED).

Kazda skupina si ptipravi jeden 10% SDS-PAGE gel s 12 jamkami

DELICI GEL 2x multigel
Acrylamid G30 6,6 ml
4x délici pufr 5 ml
dd voda 8 ml
10% SDS 0,2 ml
10% APS 100 pl
TEMED 6,6 pl
KONCENTRACNI GEL

Acrylamid G30 0,88 ml
4x separacni pufr 1,66 ml
dd voda 4,06 ml
10% SDS 66 ul
10% APS 33,4 ul
TEMED 10 pl

4x délici pufr (1,5 M Tris-Cl pH 8,8)

4x koncentr. pufr (0,5 M Tris-Cl pH 6,8)

Polymerace déliciho gelu musi probihat bez pfistupu vzdusného kysliku, proto je nutno polymeracni
smés po naliti mezi skla prelit izobutanolem sycenym vodou. Konec polymerace se projevi
vytvofenim dvojvrstvy voda/izobutanol. Po odstranéni izobutanolu nalijeme smés pro koncentra¢ni
gel, vsuneme hiebinek a nechame polymerovat.



Kontrola Cistoty purifikovaného proteinu

SDS-PAGE

Nejvyznamnéjsi aplikaci polyakrylamidové elektroforézy (PAGE) je diskontinualni separace
v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) jako silného detergentu. SDS se vaze na proteiny
v konstantnim poméru k jejich hmotnosti (1,4 g SDS na 1g proteinu) a umoziuje tak urcit M, proteind
s vyuzitim hmotnostnich standardi. Uplné maskovani ptivodniho néboje viak neni zcela zachovano u
silné bazickych nebo kyselych proteini, kde je k pfesnému urceni Mr nezbytné pouzit dalsich technik.
Diskontinualni uspofadani zahrnuje kratky koncentracni gel a dlouhy separa¢ni gel. Koncentraéni gel
ma nizsi pH (6,8), dochdzi zde k zakoncentrovani proteini do tuzkych zén mechanismy
izotachoforézy (glycin zde neni zcela ionizovan a slouzi jako terminatorovy ion ). V separa¢nim gelu o
pH 8,8 dochazi kionizaci glycinu, zoény proteinli se tak oddé€luji a proteiny se rozdé€li podle
molekulovych hmotnosti. Metoda tak umoziuje detekovat v proteinovém preparatu kontaminujici
proteiny a slouZzi k testovani uspésné optimalizace purifikace proteinu z komplexnich smési.

Separované proteiny lze vizualizovat nékterou z nespecifickych technik barveni proteini (Coomassie
Brilliant Blue, barveni stfibrem), nebo lze pouzit specifické techniky (detekce enzyml pomoci
chromogennich substratti, Western bloting s naslednou detekci proteinu pomoci protilatek).

Experiment:

vvvvv

postupné frakce eluované z kolonky béhem purifikace :

Skupina pracujici Spoleénd b Skuping pracujici
s proteinem X poliecne pro obe s proteinem Y
skupiny
AN N

4 A A 4 N

lyzat Pl P2 Eluce [Biocad Standarc} lyzat Pl P2 Eluce

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

1. Priprava jednotlivych vzorkdl je znazornéna v tabulce. Do jamky mnaneseme cely objem
pripraveného vzorku.

oznaceni | objem vzorku 4 x koncentrovany
vzorku (ul) SDS nanaseci pufr (ul)
lyzat oul 3ul
P1 21 pl 7
P2 21 ul 7ul
Eluce 42l 14 pl

Pozn:Vzorek proteinu purifikovaného na FPLC dostanete pfipraveny stejné tak i hmotnostni standard.

2. Ptipravené vzorky povatime (90°C/10min) a kratce sto¢ime na stolni centrifuze.

3.Elektroforézu nechame bézet pti 15 — 30 mA za konstantniho napéti po dobu 1-2 hod. Gel obarvime
roztokem Coomassie Brilliant Blue (Nespecifické barveni proteind — viz. 2-D elektroforéza).



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

4x koncentrovany nanaseci puftr: 0,125 M Tris-Cl pH 6,8
40% SDS
20 % v/v glycerol
0,2 M DTT
Bromfenol blue

Analvza obrazu — stanoveni Cistoty purifikovaného proteinu

Denzitometr GS 800, Bio-Rad
Software pro analyzu 1-D geli: Quantity One, Bio-Rad
Adobe Photoshop

Provedenim samotného experimentu prace zdaleka nekonéi. Ziskana data je potfeba jesté spravné
vyhodnotit a interpretovat.
V naSem ptipadé bude vyhodnoceni spocivat v uréeni ¢istoty proteinu (elu¢ni frakce).

1.Skenovani gelu
+ zapnout denzitometr 10 minut pfed vlastnim méfenim; restartovat pocitac;
* na sklo pfistroje nakapat stfickou destilovanou vodu (skenujete-li membranu, sklo
nenamacdite);
* vlozit gel, odstranit ptipadné bubliny a zavtit pfistroj.
* spustit program Quantity One;
» z nabidky vybrat File — GS-800
* v menu vybrat, jaké médium skenujete:
Select — Gel — Coomassie Blue nebo
Select — Blot — AP-substrate (BCIP/NBT)
a podle toho vybrat filtr: pro gel (skenuje se pti A=520-570 nm) se pouzije filtr
zeleny, pro blot (skenuje se pii A=595-750 nm) Cerveny.
Filter — Green, Red
* Preview scan
* Oramovat zadanou plochu, spustit skenovani ikonkou Acquire

2. Vyhodnoceni gelu:
Sledujete zastoupeni daného proteinu ve smési ostatnich proteint bakterialniho lyzatu. Tento pomér se
vyjadtuje jako cistota vzorku.

» v programu Quantity One otevfit ptislusny soubor: File —Open
* pokud je obraz nak#ivo a chcete jej narovnat, nebo pokud jej cheete otoCit o libovolny thel ¢i ofezat,
vyberte ptislusny pokyn z nabidky Image

* Korekce pozadi: bud’ 1ze odstranit pozadi v ramci jednotlivych drah, nebo se ode vSech drah odecita
pramérné pozadi celého gelu. Jaky typ korekce zvolit, zavisi na vzhledu a druhu konkrétniho gelu
(gradientovy gel, pfebarveni, smir, necistoty...)



Background box — pozadi se definuje tim zplisobem, ze se zvétsi a vybere reprezentativni
oblast gelu (box), ktera neobsahuje data. Primérna hustota tohoto reprezentativniho kousku gelu se
potom odecitd od hodnot dat

Bacground strip — pouziva se pro gely, kde se pozadi na hornim konci drahy 1isi od pozadi na
spodnim konci drahy. Jako reprezentativni kus pozadi se vybere pruh shora doli pies cely gel.
Primérma intenzita horizontalni fady pixeld v draze pozadi se potom odecte z kazdého pixelu dat ve
stejné horizontalni fad€ v ramci celého gelu.

Filtrace obrazu: podle vzhledu gelu zvolime také typ filtrace:
Pepper, Salt, Gaussian, Uniform, Outlier

Pepper/Salt: Sum a necistoty jsou tmavsi/svétlejsi nez okolni pozadi. Tento
druh Sumu je Casty u el. kamer; mize byt zpisoben také skrabanci na
negativu
Gaussian: skvrny maji gaussovsky profil. Obvykle “elektronicky artefakt” nebo rozptyl svétla
na objektech
Uniform: je-li svin¢ik po celém gelu (Smouhy, smiry a pod.)
Outlier: sem patii I Pepper a Salt. Jde zejména o necistoty vnéj§iho pivodu: prach na skle
skeneru, skvrny na gelu a pod.
Velikost filtru: od 3x3 do 9x9 pixeld. Nutno vybrat takovou velikost filtru, aby byla vétsi nez
pramérna velikost pozadi ale mensi nez primérna velikost dat. JednoduSe feCeno, neni dobré si
odfiltrovat spolu s pozadim i bendy.
Ve vasem piipad¢ pravdépodobné pouzijete:
korekce Pepper, Gaussian noise, Filter size 3x3 pixels
z nabidky Image — Filter Wizard
Filtrovani obrazu je nevratna operace, puvodni — nefiltrovany — obraz si proto pro jistotu
uloZite.

* Definovani drah:
Pro vyhodnoceni zastoupeni proteinu je nutné definovat jednotlivé drahy. Pokud se srovnavaji bendy
vzajemn¢ mezi drahami, musi byt linie, definujici jednotlivé drahy, stejné dlouhé; toto je obvzldsté
dilezité v ptipad€, srovnavaji-li se mobility bendl vici standardtim.
Drahy lze definovat bud’ jednotlivé nebo jako sit’ po celém gelu, manualn€ nebo automaticky. Drahy je
vhodné nastavit o néco $irsi, nez jsou bendy. Veskeré operace s drahami najdete v nabidce Lane.
Nejrychlejsi zpasob, jak drahy definovat, je automatické vyhledavani: Lane — Auto Frame Lanes;
pfipadné nedostatky lze poté napravit manualn¢ — napf. ptfidat ¢i odebrat drahu, zakfivit drahu podle
zakfiveni gelu a pod:
Lane — Edit Frame — Stretch Frame

— Move Frame

— Rotate Frame

— Resize Frame

— Add/adjust Anchors...

* Definovani bendu

Také bendy lze vyhledat automaticky i manualn€. Kazdé uspotradani ma své vyhody I nevyhody. Opét
nejrychlej$i zplisob je vyhledat bendy automaticky a poté manualné ptidat, upravit nebo odstranit
bendy. Piikazy pro operace s bendy najdete pod nabidkou Band.

* Pokud je detekce bendd hotova, pro zobrazeni vysledkd pouzijete povely z nabidky Report. Lze
zobrazit vysledky ze vSech drah najednou nebo zobrazovat drahy po jedné. Vysledky lze také
exportovat do textového souboru.

Prevedeni obrazku z formatu tif na format jpg:

File = Save As — z nabidky formati zvolit jpg.

Popsané obrazky naskenovaného gelu budou soucasti protokolu.



() Strukturni a funkc¢ni analyza proteinu

Mistn¢ tizena mutageneze spolu s ur€enim kinetickych parametrti enzymd se stala klicovou metodou
pro studium vztahti mezi strukturou a funkei proteini. Pomoci tohoto pfistupu lze v molekule proteinu
detekovat aminokyselinové zbytky podilejici se na katalyze pfemény substratu, na rozpoznani a vazbé
substratu a také ty aminokyseliny, které hraji dilezitou roli pro poskladani proteinu do spravné
kvartérni konformace, ktera je casto podminkou pro funkci proteinu. Mtize se vSak stat, Ze zaména
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 bakterialnich lyzatech, ¢imz se
uSetifi spousta experimentalni prace spojené s izolaci proteinu. Jedinou podminkou je mit po ruce
dostate¢né specificky detekéni systém pro dany protein. V této Casti si ukazeme, jak lze analyzovat
strukturu a funkci Zm: p60.1 v bakteridlnich lyzatech pomoci nativni elektroforézy a jaky dopad ma
zdmeéna jedné aminokyseliny na kvartérni strukturu a nasledné pak i funkci proteinu.

Nativni PAGE

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

Vyuziva se opét diskontinualniho pribéhu separace (viz SDS PAGE).

Vizualizace proteinu muzeme provést specificky napf. barveni na zaklad¢ aktivity enzymu pomoci
chromogennich substratt (v pripadé nasi —glukosidasy : 6-bromo-2-naftyl- B -D-glukopyranosid —
BNGP, 4-methylumbelliferyl- B -D-glucopyranoside - MUG) nebo po pieneseni na membranu
Western blotingem a naslednou detekci pomoci série protilatek. Lze pozit také nespecifického barveni
Coomassie Brilliant Blue.

Experiment:
K ovéreni katalytické schopnosti  (His)¢Zm.p60.rm (rekombinantni derivat B — glukosidasy a jeho

mutantni formy) proteinii X a Y pouzijeme aktivitni barveni na nativni PAGE s vyuzitim substratu 4-
methylumbelliferyl- B -D-glucopyranoside (MUG). V misté¢ bendu odpovidajicimu B — glukosidase
dojde ke s$tépeni glukosidické vazby v molekule substratu za tvorby fluorescenéniho produktu
viditelného ptisobenim UV zafeni. Kvartérni strukturu budeme analyzovat pomoci western blotingu.

Na nativni gely naneseme nativni lyzaty proteinu X a Y. Podle stanovené koncentrace proteind
v téchto lyzatech si kazda skupina pfipravi dva vzorky. Vzorek, ktery bude nanesen na gel a nasledné
pouzit na aktivitni barveni bude obsahovat 100 pg na jamku (viz obrazek nize gel €. 1) proteinu a
vzorek pouzity pro western bloting a naslednou detekci pomoci protilatek 20 pg na jamku (viz obrazek
nize gel ¢. 2). Vzorky oznacte X nebo Y, podle proteinu, s kterym pracujete a ¢islem skupiny.




Gel €. 1 : Aktivitni barveni pomoci MUGu - substratu beta
glukosidasy — FUNKCNI ANALYZA
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X Y - X Y - X Y - -
skup.  skup. skup.  skup. skup.  skup.
¢.1 ¢.2 ¢.3 ¢4 ¢.5 ¢.6

Gel €. 2 : specificka detekce beta-glukosidasy pomoci série dvou protilatek po preneseni
na membranu (vice viz. Western bloting)- STRUKTURNI ANALYZA

A
- N

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

Elektroforézu nechame bézet pti 15 — 30 mA za konstantniho napéti 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 v 50 mM citrat/fosfatovém pufru
(pH 5,5) pti 4°C.
e Gel vlozime na cca 5- 15 min do barviciho roztoku
e Detekce bendu na transluminatoru, foceni.

Barvici roztok: 50 mM citrat/fosfatovy pufr

0,8 mM polyvinylpyrrolidon
3 mM MUG

Gel ¢.2: Western bloting



Western bloting

Jednou z hojné pouzivanych specifickych technik detekce proteini na polyakrylamidovém gelu je
Western bloting. Pro nékteré ucely (hmotnostni spektrometrie, imunoanalyza apod.) je vyhodné
prevést separované proteiny z gelu na membranu. Mezi nejCastéji pouzivané materialy membran patii
nitroceluloza (mé& vSak Spatné mechanické vlastnosti) a polyvinylidendifluorid (PVDF). PVDF
membrany jsou mechanicky velmi odolné a vykazuji vysokou vazebnou kapacitu.

Pouzivané techniky pfenosu zahrnuji kapilarni a elektricky transfer, pro svou ¢asovou nenarocnost je
zvlaste rozsiten polosuchy (semi-dry) Western bloting.

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

Prvni protilatka reaguje imunochemicky s detekovanym proteinem za tvorby komplexu. Takto
vytvoteny 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 MeOH (sniZeni hydrofobicity membrany)
e inkubace PVDF membrany v dd H,O (5 minut)
e ckvilibrace papirt, gelu i membrany v transferovém pufru (10 minut)
e semi-dry elektro transfer 30 min. (proudova hustota =5 mA na 1 cm®)
e inkubace 45 min s bloka¢nim pufrem
e 45 min inkubovat s primarni protilatkou
e promyvat 3x 5 min TBST
e inkubace se sekundarni protilatkou (45 min)
e promyvat 3x 5 min TBST
e inkubace s detekénim pufrem (10 min)
e detekce inkubaci s roztokem chromogenniho substratu (max. Smin.)
e oplachnout vodou a ususit
Roztoky : transferovy 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 v TBST
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
barvici roztok: 100 mM Tris-Cl, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

100 pg.ml" NBT
80 pg.ml” BCIP

Primarni protilatka:
Polyklonalni krali¢i Anti-Zm.p60.1 (LMFR-VUVEL); 10 000 x fedéno v 5% BSA v TBST

Sekundarni protilatka:
Kozi IgG proti krali¢imu séru; 30000 x fedéno v 5% mléku v TBST
Chromogenni substrat: NBT (nitrobenzentetrazolium), BCIP(5-bromo-4-chloro-3- indolylfosfat).
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Schéma praktické ¢asti Technologie rekombinantnich proteint

Zaockovani 1ml zamraZeného bakteridlniho inokula do LB média obsahujiciho ampicilin
(100 mg/l) a rist do ODgg= 0,5-0,6 (ZHRUBA 3 hod)

|

Indukce exprese rekombinantnich proteini pomoci IPTG ( 0.1 mM) p¥i 22°C po dobu 3 hodin

v

Sklizeni bunék centrifugaci 15 minut (4000 rpm p¥i 4°C)- kazda skupina sto¢i 250 ml kultury a

resuspenduje v 5 ml sonika¢niho pufru

Sonikace

|

Odstranéni bunéénvch zbvtka centrifugaci p¥i 20000 rom po dobu 30 min. p¥i 4°C

v .

Purifikace IMAC Strukturni a funkéni analyza
Ni-NTA
l Native PAGE
SDS-PAGE
. AKktivitni Western
Vyhodnoceni Cistoty: barveni blotting
Quantity One




