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Teoreticko-prakticka cast

Prakticka uloha ¢. 1

Téma: Molekularna biolégia — vlastnosti proteinov

Pri Studiu funkcie jednotlivych proteinov je Casto velmi uzitoénym ndstrojom pozmenenie
génov, ktoré ich koduju. Moze ist o vnesenie mutacie do génu, ktord znefunkéni vysledny
protein alebo inak zmeni jeho funkciu. Castou tpravou génu je aj vnesenie znacky, tzv. ,tagu”,
do kdédovacej sekvencie génu. Tag — zvyCajne kratky peptid — je potom exprimovany v
spojeni so Studovanym proteinom a moze nam pomoct identifikovat jeho umiestnenie v
bunke alebo nam méze umoznit takto oznaceny protein izolovat (purifikovat) z celkového
proteinového extraktu z buniek (prdve o tomto vyuziti tagu sa viac dozviete v dnesnej tlohe).

Kvasinky su vynikajucim modelovym organizmom v molekularnej bioldgii okrem iného preto,
Ze umoznuju jednoduchl expresiu tagovanych génov, pre jednoduchost ich kultivacie a
naslednej izolacie proteinov.

Vasou ulohou dnes bude izolovat proteiny z kvasinkovej kulttry a separovat takto izolované
proteiny prostrednictvom elektroforézy na denaturacnom géli. Dostanete k dispozicii
kvasinkovu kultiru a pomocou alkalickej lyzy oslabite kvasinkové bunkové steny natolko, ze
ich potom bude jednoduché rozbit. V takto pripravenych bunkovych lyzatoch d'alej pomocou
silného ibnového detergentu denaturujete proteiny a vzorku nanesiete na polyakrylamidovy
gél, ktory bude ndsledne umiestneny do elektrického pola (PAGE = polyakrylamidova gélova
elektroforéza). Vysledkom bude, Ze zistite efektivitu extrakcie (podla intenzity proteinového
signalu na géli po zafarbeni) a budete separovat izolované proteiny podla velkosti (Cim
mensi protein, tym rychlejsie sa bude pohybovat v géli).

Tento prakticky experiment je stucastou vacsieho projektu, v ktorom bude vasim cielom
overit produkciu oznaceného proteinu v kvasinkdach, izolovat ho a zistit, aka by mohla byt
jeho funkcia. Okrem praktickej ulohy (v ktorej budeme hodnotit, ako efektivne sa vam
podarilo izolovat kvasinkové proteiny a ako Sikovne ste ich naniesli na gél) vas teda ¢akaju aj
dopliiujlce teoretické otazky. V tych moze byt vzdy spravnych viac odpovedi, pokial nie je pri
konkrétnej ulohe uvedené, Ze spravna je iba jedna.

1. dloha: Extrakcia kvasinkovych proteinov a separacia na SDS-PAGE

Pomécky: rukavice, fixka, kultivactna skumavka s kvasinkovou kultirou kmena
Saccharomyces cerevisiae W303, prazdne 1,5 ml skimavky, skimavka s extrakénym pufrom
(oznacena EP), mikropipety a zodpovedajlice Spicky, nddoby na pevny a tekuty odpad,
nadoba s ladom, hodiny na stene



Spolo¢né pristroje: centrifuga, termoblok, vortex, PAGE aparatura s gélom

1. Pripravenu kvasinkovu kulturu pretrepte a odpipetujte 1 ml do 1,5 ml skumavky.

2. Pripravent skumavku centrifugujte 2 mindty na 9000 rpm. (CentrifGga musi byt
vyvazena; toto vam pomoze skontrolovat veduci tlohy.)

3. Odpipetujte supernatant a vyhodte ho do tekutého odpadu. Budte opatrni, aby ste sa
pritom nedotkli peletu a nenasali ho do $picky. Spi¢ku tiez vyhodte.

4. Skumavku s peletom zaneste veducemu ulohy, ktory vam ho rozsuspenduje v 100 pl

0,2 M NaOH.

Vzorku inkubujte 15 minut na lade, zatial sa venuijte rieSeniu teoretickych uloh.

Po inkubacii vzorku centrifugujte 2 mindty na 9000 rpm.

Opatrne odpipetujte supernatant a vyhodte ho do odpadu.

Resuspendujte pelet v 100 pl extrakéného pufru pipetovanim hore-dolu. Budte pritom

opatrni, aby ste zmes nenasali do pipety.

9. Suspenziu umiestnite do termobloku a inkubujte 5 minut na 95°C. Vzorku z
termobloku po inkubacii vyberajte opatrne, aby sa skimavka neotvorila.

10. Vzorku zvortexujte a centrifugujte 5 mindt na 10 000 rpm.

11. 25 pl zo vzorky naneste na PAGE gél do drahy za pomoci veduceho ulohy, zvysok
vzorky oznacte svojim stutaznym ¢islom a odovzdajte vediicemu ulohy.
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ZloZenie extrakéného pufru:

20 mM Tris/Cl pH 6,8

10 % glycerol

0,8 % dodecylsiran sodny (SDS)
0,04 % bromfenolova modra

2. uloha: Oznacte, aku ulohu maju jednotlivé kroky v protokole a pouzité chemikalie:

a) Ktord z pouzitych latok je idnovy detergent?

b) Ulohou glycerolu v extrakénom pufri je:
A. napomoéct vzorke efektivne sedimentovat v jamke na géli, kedZe ide o polysacharid s
vysokou molekulovou hmotnostou
B. denaturovat proteiny vo vzorke
C. degradovat nukleové kyseliny vo vzorke
D. naviazat ostatné bunkové struktury okrem proteinov

c) Niekedy moze byt stcastou nanasacieho pufru aj 2-merkaptoetanol (vzorec nizsie). Aka je
jeho uloha?

HS\/\OH



redukovat disulfidové mostiky v proteinoch
redukovat vodikové mostiky v proteinoch
oxidovat kovalentné vazby v proteinoch
oxidovat peptidové vazby v proteinoch
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3. uloha: Vyhodnotenie vysledkov SDS-PAGE experimentu.

Na obrazku nizsie vidite vysledok PAGE gélu potom, ako bol gél po separacii zafarbeny
farbivom Coomassie Brilliant Blue R-250, ktora farbi proteiny na modro (aj ked obrazok
nizSie je Ciernobiely). V tomto pripade vSak na gél boli okrem vzorky proteinov z kmena
S.cerevisiae W303 nanesené aj dve dalSie vzorky v tomto poradi:

1. draha: velkostny marker

2. draha: proteinovy extrakt z S. cerevisiae W303 (wt = Standardny typ)

3. dradha: proteinovy extrakt z S. cerevisiae W303 6xHis-GBP2 (nesie mutovanu verziu génu
GBP2 spojenu so 6 opakovaniami histidinu, ktoré tvoria spolu tzv. His tag)

Velkost proteinu Gbp2 v S. cerevisiae je 48 kDa, jedno opakovanie sekvencie His ma 0.1 kDa.
Nalavo od fotky PAGE je teoretickd mapa proteinového velkostného markera - pri
interpretacii vysledkov si vSimnite, ze na skutochom PAGE géli v drahe 1 boli proteiny
velkostného markera separované viac ako na teoretickom obrazku (toto moéze okrem iného
spbsobit, Ze najmensie proteiny z markera na géli nevidite, pretoZze uz vymigrovali von z
gélu).
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a) Ktord zo Sipok sprdvne oznacuje priblizni poziciu na géli, kde by ste oc¢akdvali protein
Gbp2 v standardnom kmeni?
A A
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B.
C.
D
E

Ziadna z vysSsie uvedenych



b) D4 sa na tomto géli rozlisit, ktory pasik (band) zodpoveda standardnej verzii Gbp2 a ktory
zodpoveda tagovanej verzii?

A.

Ano (v takomto pripade zakruzkujte na obrazku pasiky (bandy), ktoré zodpovedaij
Standardnej a tagovanej verzii proteinu Gbp2).

Nie, okrem iného preto, Ze Ze tagovana verzia je pritomna v oboch pouzitych
vzorkach.

Nie, okrem iného preto, ze na tomto géli je pritomnych mnoho inych proteinov, a ich
signal pravdepodobne prekryva signal Gbp2.

Nie, okrem iného preto, ze na géli je pritomnych prili§ vela izoforiem skiumaného
proteinu, ¢o ndm neumoziuje spolahlivo urCit, ktory pasik (band) zodpoveda
pozadovanej izoforme.

c) Na ktorej strane zobrazeného gélu sa pocas separdcie nachadzala anéda? (Pozn.:
proteiny maju vd'aka védzbe SDS zaporny naboj.)

A

B.
C.
D

hore
dole
vpravo
vlavo

4. uloha: Western blotting

Na studium expresie Specifickych proteinov sa ¢asto pouziva Western blot. Ide o metddu,
ktora pozostava z nasledujucich krokov:

proteiny z PAGE gélu sa prostrednictvom elektrického prudu prenesti na membranu
vyrobenu z materidlu, ktory dobre viaze proteiny. Proteiny na membrane budu na
rovnakom mieste, ako boli v géli.

membrana s proteinmi je inkubovana s roztokom primarnej protilatky, ktora sa v
idedlnom pripade Specificky naviaze iba na jeden konkrétny epitop (to moze byt bud
protein, ktory Studujeme, ak voéi nemu existuju protilatky, alebo tag)

membrana je inkubovana s roztokom so sekundarnymi protilatkami, ktoré sa
Specificky viazu na primarne protilatky a zaroven su viazané na nejaky typ latky, ktora
umozniuje vizualizaciu. Najjednoduchsi princip fungovania maju sekundarne
protilatky viazané na fluorescenéné farbivd — tieto je mozné priamo detegovat v
pristroji, ktory zachytava fluorescenciu. Castej$ie sa pouzivaju sekunddrne protilatky
viazané na enzym peroxidazu. Pritomnost peroxidazy potom zabezpeci, Zze iba na
mieste, kde sa sekundarna protilatka naviazala na membranu, prebehne
enzymaticka reakcia, pri ktorej sa pouziva taky substrat, aby bola vysledkom
enzymatickej reakcie produkcia svetla.

Princip fungovania detekcie signalu jedného spomenutého typu Western blotu zobrazuje aj
tato schéma:



substrat

peroxidaza

\sekundérna protilatka

\ primarna protilatka

epito
PItop membrana

a) Ktoré tvrdenia platia o detekcii signalu vo Western blote, kde st sekundarne protilatky
viazané na peroxidazu?
A. Vysledny signal je mozné detegovat ako tmavy pruzok na bielej membrane.
Vysledny signal je fluorescencné svetlo.
Emitované svetlo ma vinovu dizku spravila okolo 240 - 260 nm.
Spo6sob detekcie signalu zalezi od typu primarnej protilatky.
Vysledny signal je potrebné snimat v tme, bez osvetlenia membrany.
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b) Na obrdzku je vysledok Western blotu, na ktory sa pouzili tie isté proteinové extrakty, ako
na PAGE gél z Ulohy 3 (zobrazené su iba drahy 2 a 3, zodpovedaju drdham 2 a 3 na PAGE
géli). Na detekciu proteinu Gbp2 ste pouzili experimentalnu protilatku voci tomuto proteinu,
ktori ste dostali na otestovanie od biotechnologickej firmy. Ktoré tvrdenia platia o tejto
protilatke na zaklade vysledkov Western blotu? (Na vSetkych nasledujicich Western blotoch
poloha pasikov na velkostnom markeri zodpoveda velkosti proteinov na rovhakom mieste na

géli.)
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Specificky sa viaze na Gbp2.

Viaze sa iba na tagovanu verziu Gbp2.

Ide o primarnu protilatku produkovanu v mysi.

Tato protilatka ma velkost priblizne 58 kDa.

Protilatka sa pocas inkubacie s membranou rozpadla na
mensie peptidy.

F. Ide pravdepodobne o polyklonalnu protilatku.
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c) V dalsom pokuse detegovat protein Gbp2 prostrednictvom 2 3
Western blotu ste pouzili protilatku voci His tagu, membranu ste
pripravili rovhako ako v predchadzajucej ulohe. Ako by ste vyhodnotili
vysledok experimentu (na obrazku vpravo)?

A. Expresiu tagovanej verzie Gbp2 sa podarilo potvrdit.

B. Gbp2 v standardnom kmeni ma pravdepodobne inu velkost,

nez oCakavame, preto ho na tejto membrane nevidno.

C. Pouzita protilatka odhalila aj iné proteiny ako Gbp2.

Pouzita protilatka je Specificka. —46
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5. dloha: Purifikacia proteinu pomocou afinitnej chromatografie

Pritomnost tagu na proteine umoziuje dany protein izolovat z bunkového lyzatu pomocou
tzv. afinitnej chromatografie. Ide o metddu, ktorej principom je vyuzitie mikroskopickych
gul'dcok, ktoré Specificky viazu dany epitop — moze to byt vdaka pritomnosti Specifickej
protilatky na gul6ckach, ale moze ist aj o iny princip. gulécky su potom inkubované s
bunkovym lyzatom, ktory obsahuje tagovany protein. V idedlnom pripade sa tagovany protein
pocas inkubdcie na gul'6¢ky naviaze (vid obrazok nizsie). gulo¢ky su nésledne premyté, aby
sa odstranili vSetky zlozky bunkového extraktu, ktoré nie su naviazané na gul'écky, a potom je
Studovany protein z gul6Cok uvolneny metédou, ktora zodpoveda typu guléCok a typu
epitopu.

gul'dcky uchytené
na kolonke

N
- c§ kobalt
_ alebo
protilatka
= tagovany
protein sa viaZze na protein

gul'dcky

Na afinitnd chromatografiu s His tagom sa pouzivaju kobaltové gul6cky bez akejkolvek
protilatky, pretoze Co*" efektivne viaze histidin. Proteiny s His tagom je potom mozné z
kobaltovych guldcok uvolnit roztokom obsahujucim imidazol, ktory ma podobnu strukturu
ako histidin a vytla¢a ho z vazby na Co?* guldcky.



a) Vyberte, ktoré z nasledujicich moznosti zodpovedaju krokom 1 — 6 v protokole purifikacie
proteinu Gbp2 oznaceného His tagom. (Pozor, moznosti je viac ako krokov v protokole.)

AT IOMMOD O

Inkubacia gulé¢ok s roztokom s obsahom 250 mM imidazolu.

SDS PAGE a Western blot na overenie pritomnosti DNA a RNA kontaminantov.
Lyza kvasinkovych buniek a inkubacia s proteinazou K.

Inkubacia proteinového extraktu s kobaltovymi gul6ckami.

Enzymatické odstiepenie protilatky s naviazanym proteinom z Co?* gul'6¢ok.
Rast kvasinkovej kultury do koncentracie 5x107 buniek/ml.

Naviazanie protilatky voci Gbp2 na kobaltové gul'6cky.

Premytie gul6cok roztokom bez obsahu imidazolu.

Lyza kvasinkovych buniek a extrakcia proteinov z bunkového lyzatu.

Eltcia (uvolnenie a zozbieranie) roztoku proteinu z Co?* gul'écok.

Premytie gulécok roztokom z obsahom Co?".

2 3 4 5 6

b) Na obrazku nizsie vidite vysledok Western blotu, pri ktorom boli pouZzité primarne
protilatky voci His tagu, a na ktory boli nanesené vzorky z proteinovych extraktov pred
purifikdciou (Input) a po purifkacii afinitnou chromatografiou s kobaltovymi gul6ckami z
dvoch kmenov pouzitych aj v predchadzajucich experimentoch. Co plati o vysledkoch tohto
experimentu?
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Napriek ocCakavaniam sa nepodarilo potvrdit pritomnost tagovaného proteinu v
Standardnom kmeni (wt).

Purifikacia proteinu Gbp2 prostrednictvom afinitnej chromatografie bola uspesna.

Vo vzorke “Input” z kmena, v ktorom bol protein Gbp2 oznaceny His tagom, je protein
Gbp2 pritomny, ale jeho hladina bola prili§ nizka na to, aby bol detegovany
prostrednictvom Western blotu.

Na Western blote bol detegovany iny signal, ako sme ocakavali.



6. uloha: Testovanie vazobnych vlastnosti proteinu Gbp2

Podla vasej bioinformatickej analyzy je protein Gbp2 potencialnym transkripénym faktorom,
teda proteinom, ktory pomaha navadzat RNA polymerazu Il na templat. Aby ste otestovali
jeho schopnost viazat nukleové kyseliny, rozhodli ste sa vyuzit metddu electrophoretic
mobility shift assay (EMSA). Principom EMSA je zmena rychlosti pohybu nukleovej kyseliny
pocas behu elektroforézy. Kontrolna vzorka obsahuje iba Studovanu nukleovu kyselinu

a v testovacej vzorke su zmieSané nukleova kyselina a Studovany protein. Ak sa protein na
nukleovu kyselinu viaze, toto ju pri pohybe v elektrickom poli spomali, a vysledkom je
pozorovatelny rozdiel medzi poziciou pasika zodpovedajuceho Cistej nukleovej kyseline a
pasika zodpovedajuceho nukleovej kyseline s naviazanym proteinom.

a) Na obrdazku nizsie vidite vysledok experimentu EMSA, v ktorom boli ako nukleové kyseliny
pouzité RNA a DNA rovnakej sekvencie, a protein Gbp2. (Vizualizacia signdlu bola urobena
vdaka tomu, Ze nukleové kyseliny pouzité v experimente boli radioaktivne — vSetky viditelné
pasiky na géli teda obsahuju nejaku nukleovu kyselinu. Vzorky migrovali v smere zhora
nadol.) Co z tohto experimentu vyplyva?

A. Gbp2 sa neviaze na testované nukleové kyseliny. Qe‘? Q\AVX Q\.\A‘? ngx
B. Gbp2 sa viaze na DNA silnejSie nez na RNA.
C. Gbp2 sa viaze na DNA, ale nie na RNA — nemoéze teda
fungovat ako transkripény faktor.
D. Pri zvySeni koncentracie proteinu Gbp2 v tomto
experimente by sme ocakavali, ze v drahe “DNA + ~
Gbp2 (kde bola vzorka zmieSanej DNA a proteinu)
bude so stupajicou koncentraciou Gbp2 miznut signal
z horného pasika a pribudat signal v spodnom pasiku.

Tato uloha bola poslednou v tejto praktickej tlohe.



Priestor pre spatnu vazbu:

Zdala sa vam uloha tazka? Co sa vam na nej pacilo/nepacilo?



