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Kapitola 1: Zakladni metody molekularni biologie -

proteiny

Garant: Marie Brazdova

I. Elektroforéza proteinu v pritomnosti SDS — SDS PAGE

Cil ulohy: Stanoveni molekulové hmotnosti proteint rodiny p53 pomoci elektroforézy
v pfitomnosti SDS

Princip ulohy:

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) patfi mezi nejbéznéjSi zplsoby
déleni proteinu. Proteiny migruji v elektrickém poli na zakladé jejich tvaru (globularni
proteiny migruji rychleji nez vlaknité) a hustoty naboje (pomér velikosti naboje
k jednotce hmoty). K ur€eni relativni molekulové hmotnosti se vyuziva elektroforézy
v pfitomnosti SDS. SDS (laurylsiran sodny) se zde vaze na bilkovinny fetézec
v poméru 1.4 g SDS na 1 g bilkoviny, pficemz délka komplexu SDS — bilkovina je
umérna jeho molekulové hmotnosti. Casto se disulfidické vazby eliminuji redukénim
Cinidlem (B-merkaptoethanol) a denaturace se dokonéi varem. Tedy vysledné je

jedinym faktorem rozhodujicim o pohyblivosti proteint pfi denaturaénim SDS-PAGE

jejich molekulova hmotnost. Elektroforéza

A+ﬁ-_+ — v pfitomnosti SDS (SDS PAGE) je jednoducha,

5 = 52»-: - Z:'Eﬁ%;“”'”s" rychlda  a  reprodukovatelnd  metoda  pro
Y ). kvalifikovanou charakterizaci a srovnani bilkovin.
Na zakladé srovnani relativnich mobilit neznamé

A /‘\/ %Jifc:’:z:n bilkoviny a standardG je pak mozné urdit jeji
’\/\ e a1 relativni molekulovou hmotnost. Dale se tato

/ metoda pouziva k ur€eni koncentrace proteinu, pak

LM O

SDS-PAGE

150

Vzorek oproti
proteinovému
50 markeru
molekulovych
hmotnosti

25 kDa

®

je naneseno na gel rGzné mnozstvi standardu
(napf. BSA) o znamé koncentraci a nas urcovany
vzorek. Po denzitometrickém vyhodnoceni intenzity
prouzkl standardu a vzorku se z kalibra¢ni kfivky

ur¢i mnozstvi vzorku a nasledné jeho koncentrace.

Obr. 1 Princip metody SDS-PAGE
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Pracovni postup SDS-PAGE:
1. Priprava SDS-polyakrylamidového gelu

a. Destilovanou vodou a etanolem dudkladné ocistime a poté vysuSime
skla, pro jeden gel vzdy dvojice sklo 1.5 mm se spacerem a kryci sklo, podobné
pfipravime hiebinek (1.5 mm).

b. Pfiprava separaéniho gelu dle tabulky:

pFipravit separacni gel podle tabulky v uvedeném pofadi za pouziti zasobnich roztoku
(12.5% SDS-PAGE, 10% APS)— nalit mezi skla do vySky asi 5 cm — zakapnout

roztokem 2-butanolu

1 gel 2 gely 4 gely
12,5 % SDS-PAGE 10 ml 20 ml 40 ml
10 % APS 50 ul 100 pl 200 ul
Temed 25 ul 50 ul 100 pl
C. pfipravime si koncentraéni gel podle tabulky — odsat butanol
filtraCnim papirem — promichat smés — vlozit hfeben
1 gel 2 gely 4 gely
5,0 % SDS-PAGE 2,5 ml 5ml 10 ml
10 % APS 25 ul 50 ul 100 i
Temed 12,5 pl 25 ul 50 pl
d. Poté, co gel zpolymeruje (zkontrolujeme opét podle polymerizace

nepouzitych zbytk( smési ve falkonce), opatrné vyjmeme hieben a starty promyjeme
elektroforetickym pufrem, abychom se zbavili zbytk( nezpolymerovaného akrylamidu.
e. Gel se skly vlozime do aparatury a zalijeme elektrodovym pufrem 1xRB
(10xRB: 0,25 M Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS, pH 8,3) do doporucené urovné hladiny.

2. Priprava vzork

a. Nejdfive dopocitejte mnozstvi vzorku do jednotlivych startli, mate-li
k dispozici roztok BSA (1mg/ml), protein p53 (1,2 mg/ml). Mnozstvi neznamych
vzorku je dano jejich objemem (viz tabulka).

b. Celkovy objem smési je 9ul, ke kterym pfidejte 3 ul 4 x CSB (100 mM
Tris-HCI, pH 6,8; 200 mM B—merkaptoetanol; 4% SDS; 0,1% bromfenolova modfr;
20% glycerol).
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C. PIPETOVACI SCHEMA
vzorek ul H,0 CSB

1 M (marker velikosti) 5

2 BSA (1ug) 3

3 BSA (3ug) 3

4 BSA (5ug) 3

5 p53 (1ug) 3

6 Vzorek X 1 3

7 Vzorek X 2 3

8 Vzorek Y 1 3

9 Vzorek Y 2 3

10 Vzorek Z 1 3

Celkem 9ul ul

d. Vzorky centrifugujeme a smeés povafime na termobloku pfi 99 °C po
dobu 5 min, znovu zcentrifugujeme.
e. Vzorky naneseme na gel. Do prvni drahy aplikujeme 5 ul smési
markeru molekulovych hmotnosti (BioRad).
3. Elektroforéza
a. Elektroforetickou aparaturu s nanesenymi vzorky uzavieme vikem
s konektory a pfipojime na zdroj napéti.
b. Na zdroji nastavime program 3 (15 min 70 V a 45 min 150 V)a

nechame probihat elektroforézu, dokud cCelo pfedstavované bromfenolovou modfi

nedosahne spodniho okraje gelu.

C. Vypneme zdroj, vyjmeme gel a opatrné oddélime skla (zeleny otvirak).
4. Barveni gelu a dokumentace
a. Gel vlozime do roztoku Coomassie Briliant Blue G a za mirného tfepani

nechame barvit asi 20 min.

b. Barvici roztok slijeme zpét do lahve (opatrné, abychom se nepotfisnili —
barvici schopnosti jsou znacné a skvrny na rukou nebo odévu Ize odstranit velmi
obtizné) a gel prelijeme odbarvovacim roztokem. Za mirného tfepani pfi laboratorni
teploté nechame gel odbarvovat.

C. Po zmodrani odbarvovaciho roztoku jej vyménime a nechame tfepat do
uplného vymizeni modrého pozadi — podle potfeby nékolikrat vyménime odbarvovaci

roztok.
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d. Odbarveny gel zdokumentujeme na pfistroji LAS3000.

Vysledek: Zhodnoceni Cistoty, koncetrace a velikosti neznamych vzorka X,Y,Z

Seznam potrebného vybaveni a chemikalii

- Zasobni roztok pro pfipravu separacniho gelu: 12.5% akrylamid:bisakrylamid 19:1;
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% SDS

- Zasobni roztok pro koncentracni gel: 5% akrylamid:bisakrylamid 19:1; 0,125 M Tris-
HCI, pH 6,8; 0,1% SDS

- 10% persiran amonny (APS)

- TEMED (N,N,N",N’-tetrametyletylendiamin)

- RB (Elektrodovy pufr): 25 mM Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3

- lzolovany rekombinantni protein p53, p63, p73

- Proteinovy standard (BioRad)

- 4 x CSB: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 100 mM B-merkaptoetanol; 2% SDS; 0,1%
bromfenolova modf; 10% glycerol

- Roztok Coomassie Briliant Blue G: 0,25% Coomassie Briliant G (Serva); 45% (v/v)
metanol; 10% (v/v) kyselina octova

- Odbarvovaci roztok: 25% (v/v) metanol; 10% kyselina octova

- Pipety, $pi¢ky, mikrozkumavky, termoblok, zdroj napéti, tfepacka

- Dokumentacni systém LAS 3000

Il. PFenos proteint na membranu (bloting)

Cil ulohy: Pfrenos proteinu z SDS-PAGE, PAGE ¢&i agar6zového gelu na membranu

Princip ulohy:
Pfenos proteinu na membranu se pouziva pro identifikaci proteind prostfednictvim
protilatek a nasleduje obvykle po rozdéleni proteini na SDS-PAGE ¢i po separaci
DNA-protein komplext na nativnim PAGE ¢i agaré6zovém gelu. Protoze sondy-
protilatky pro dany protein vétSinou nelze pouZzit pfimo v gelu jsou proteiny €i jejich
komplexy s DNA pFfeneseny po elektroforéze na membranu (pouzivaji se
nitroceluloza, PVDF a dalsi).
Podle typu pfenasené makromolekuly rozeznavame:

-Southernliv pfenos: pfenos DNA;

-northernovy pfenos: pfenos RNA;

-8-
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-westernovy prenos: pfenos proteind.
Podle zpusobu pfenosu makromolekuly na membranu rozdélujeme blotting na:

-elektroblot- pfenos, u kterého je vyuZito elektrického pole;

-vakuovy, u kterého jsou makromolekuly pfenaseny prostifednictvi pufru (10x
SSC) nasavaného vakuovou pumpou;

-kapilarni pfenos, u kterého je vyuzito kapilarnich sil, které prostupuji gelem a
membranou a strhavaji s sebou nukleové kyseliny nebo proteiny. Vzlinani pufru je

zajisténo navrstvenim savého materialu na membranu.

vakuovy blot elektroblot membrana

10xSCS pufr

\
gel membrana ‘ ‘ l

Whatman papir

M—

®

Obr.2 Princip vakuového blotu a elektroblotu

1.2.1 Vakuovy blot - pracovni postup:

Vakuovy blot - pfenos proteinu z agaré6zového gelu na membranu

1. Sestaveni blotovaci aparatury (viz obrazek 2): na porézni podloZku do
prostoru vymezeného otvorem v igelitové masce umistime 2 vrstvy filtracniho papiru
navlihéeného prenasecim pufrem (10 x SSC), na filtracni papiry polozime
nitrocelulézovou membranu zastfizenou na rozméry odpovidajici rozméram gelu.
Vzdy po polozZeni jednotlivych vrstev peclivé sklenénou pipetou nebo ty€inkou
odstranime pfipadné bubliny, které by mohly negativné narusit pfenos. Orientaci
membrany oznacime zastfizenim pravého horniho rohu. Na membranu polozZzime gel
tak, aby jeho kraje preCnivaly pfes otvor v igelitové masce. Peclivé zkontrolujeme a
odstranime pfipadné netésnosti.

2. Gel zalijeme blotovacim pufrem a zapneme pumpu. Na manometru nastavime
pozadovany podtlak. Pfenos probiha asi 1,5 hodiny. BEéhem této doby zkontrolujeme
obCas pribéh pfenosu, zda nedo$lo k naruseni vakua, v pfipadé, ze byl vyCerpan
veskery blotovaci pufr, nalijeme na gel ze zasobniho roztoku.

3. Po skonceni pfenosu zruSime vakuum, z blotovaci aparatury vyjmeme

membranu a imunochemicky detekujeme proteiny.

-9-



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

1.2.2 Elektroblot - pracovni postup:

Prenos proteinu z PAGE/SDS-PAGE na membranu

1. odfiznout nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu (standard 8 cm * 6 cm) —
popsat, u PVDF aktivace 1 min v 100% MeOH, 5 min H,0, nastfihnout whatman
papir na velikost prenasené oblasti

2. z gelu odfiznout koncentracni gel a namocit do TB

3. hubka, 2x whatman, gel, membrana, 2x whatman, hubka (€erna dole)

4. 1 x transfer b. + 100 ml MetOH (do 1 litru) — led

5. elektroblot, zapojeni do zdroje na 1,5 hodiny pfi 150V (program 9)

1.2.3 detekce proteinli na membrané pomoci barveni Ponceau S

1. membranku ponofime do roztoku Ponceau S na 5-10 min
2. odbarvime destilovanou vodou ze stficky
3. zdokumentujeme na dokumentacnim systému

Vysledek: Po vakuovém blotu Ci elektroblotu ziskame prenesené proteiny na
membrané, kde je muzeme pred imunodetekci zobrazit barvenim Ponceau

S barvivem, které neinterferuje i imunodetekci

Material a chemikalie:

- gel s pfenasenym proteinem nebo nukleovou kyselinou

- blotovaci aparatura (firma Biorad)

- filtraCni papir, watman papir

- nitrocelulézova nebo PVDF membrana

- 20x SSC (3.0 M Sodium chloride - 0.3 M sodium citrate) (na11175.3 g
NaCl, 88.2 g sodium citrate upravit pH na 7.0 s 10 N NaOH)

- 10x transfer buffer (1 | 30.3 g Trizma base (= 0.25 M), 144 g Glycine
(=1.92 M) pH by mélo byt 8.3; neupravovat), 1x TB (100 ml MeOH + 100ml 10xTB +

voda)

-10 -
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lll. Imunodetekce proteinii na membrané

Cil ulohy: Imunodetekce proteinu p53 po pfenosu z SDS-PAGE ¢i agar6zoveého gelu

Princip ulohy:

Detekci proteini provadime casto imunochemickymi metodami. Po pfenosu na
membranu nasleduje vysyceni volnych vazebnych mist albuminem nebo mlé&nymi
bilkovinami. Potom membranu inkubujeme v roztoku, ktery obsahuje protilatku proti
hledanému proteinu. Tato tzv. primarni protilatka je pfipravena tak, aby vykazovala
silnou specifitu vi¢i studovanému proteinu. V dalSim kroku se pouzije sekundarni
protilatka konjugovana s enzymem (alkalicka fosfataza, peroxidaza, luciferaza
apod.). Sekundarni protilatka je druhové specificka, to znamena, Zze rozeznava
primarni protilatku podle druhu organizmu ve kterém byla produkovana. Pro
uspésnou detekci je nezbytné pouzit sekundarni protilatku se specifitou odpovidajici
protilatce primarni. Samotna detekce je provedena reakci prostfednictvim
konjugovaného enzymu. Do inkubacni smési je pfidan specificky substrat zvoleny
tak, aby jeho pfeménou na produkt doslo k barevné reakci nebo emisi svételnych
kvant. Protoze komplex protein-Ab1-Ab2-enzym je ukotven na membranu, k reakci

dojde pouze v mistech, kde je komplex navazan. Jeho pozice na membrané je

indikovana zbarvenim
peroxid vodiku membrany. Z  intenzity
* luminol, zesilovac Rce zbarveni  mlzeme  urdit
\ﬁ mnozstvi proteinu v daném

peroxidase misté

sekundarni Ab znacena Iste.

peroxidazou
primarni Ab

Obr.3 Princip

O protein @ imunodetekce

| membrana s luminiscenéni detekci

-11 -
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Pracovni postup:

1. membranu po prenusu proteind oznacit a nechat tfepat v 5 % odtuénéném
mléku (5 g suseného miéka + 100 ml 1x PBS) po 1 hod (30 min)

2. primarni protilatku zfedit v mléku (1:10 000) — nechat tfepat pfes noc pfi 4 °C
(30 min)
3. promyt v 1x PBS + tween — 3x 5 min na tfepacce

4, sekundarni protilatku (konjugat) zfedit v mléku (1:5000) — nechat tfepat 1 hod
v RT (30 min)

5. promyt v 1x PBS + tween — 3x 5 min na tfepacce
6. vlozit membranu do eurofdlie
7. pripravit si roztok pro chemiluminiscenci (ECL, 1:1): 0,5 ml reagentu 1 + 0,5 ml

reagentu 2 (na membranu o velikosti 8 cm * 6 cm) — nechat pusobit 1 min

8. roztok odsat — fotit v ¢erné komore na Las3000

Vysledek: Detekce pozice protein po SDS-PAGE ¢i agarozové elektroforéze

Material a chemikalie:

- 1 x PBS

- 5% odtuénéné mléko v 1 x PBS

- primarni protilatka

- sekundarni protilatka s konjugovanym detekénim enzymem (HRP)
- 1 x PBST (100 ml 10xPBS, 0.5 ml Tween 20 na 1I)

- trepacka

Roztok na chemiluminiscenci:
RPN2106 Amersham ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)

-12 -
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IV. EMSA - Gelova retardacni analyza

Cil ulohy:  Detekce vazby proteinu p53 na cilové misto v promotoru genu p21
pomoci EMSA (gelova retardacni analyza)

Princip ulohy:

Gelova retardacni analyza je jednou z technik pro studium genové regulace a urceni

interakce DNA-protein. Tato metoda je zaloZzena na pozorovani, Zze komplex DNA-

protein putuje v nedenaturacnim polyakrylamidovém ¢i agar6zovém gelu vyrazné

pomaleji, nez samotna DNA. Casto se vyuziva kratké DNA, predstavujici studovanou

cilovou sekvenci pro testovany protein. NejbéznéjSi variantou byla metoda vyuzivajici

radioaktivné znaceného oligonukleotidu s pfedpokladanou cilovou sekvenci, kterou

v soucasnosti vytlacuje pouziti fluorescenéné znacenych DNA.

Nejdfive je DNA inkubovana s proteinem (jaderny nebo bunécény lyzat, purifikovany

protein, in vitro transitovany protein) v DNA vazebném pufru, a reak¢ni smés je

potom analyzovana na nedenaturacnim gelu.

Pfi studiu specifity dané reakce se uplatriuji nejCastéji 4 pfistupy:

EMSA a) studovany
Detekce DNA Detekce proteinu protein je

|, autoradi fie, (blot, imunodetekce na ve 1 s
§E;ir:sl:;:r:iel)ogra © membrang) pridavan ve
- = E = =@ Zvy§Uj|’C|'m se

% mnozstvi
(vazba na
@ danou DNA

= = T = - | —{CON— DNA roste); b) do
Protein A A Protein L reakce se
Ab S e Ab C e e . s
Spec.kompetitor + Spec.kompetitor + kromé

studovaného proteinu pfida také specificka protilatka, v tomto pfipadé pozorujeme
tak zvany ,supershift’; c) specifita interakce daného proteinu ke studované DNA byva
ovéfovana kompeti¢nimi experimenty, kdy je k reakéni smési pfidan specificky Ci
nespecificky kompetitor (obvykle neznatena DNA), d) blotting.

Obr. 4 Princip metody EMSA s imunodetekci

-13 -
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Pracovni postup:

1. Pfiprava agarézoveho gelu (do elm. banky navazime pfesné 1 g agarozy,
pfidame 3,3 ml 10x TBE pufru, a 100 ml vody - ryska, rozvafime, doplnime vodu po
rysku, vychladly gel nalévame do misky s hiebinky, pfiprava vany s pufrem), pfiprava
110.33xTBE (33 ml 10xTBE do 1 | vody)

2. Pfiprava komplextii DNA-proteinp53

a) priprava DNA — zméfeni koncentrace DNA na nanodropu, 200 ng na reakci
rozmrazit — stocCit — na led, zméfit na nanodropu pfi 260 nm

- pBlue/Pvull (B/P) — nespecificka DNA

- pP21/Pvull (P/Pvull) — specificka DNA

Redéni ve vodé:

b) pfiprava proteinu

- wt p53 — 1000 ng/ul (pro pomér p53tet/DNA 1/1 je nutné dat 20 ng proteinu),
rozmrazit — stocCit — na led

- naredit protein na 20 ng/ul v TETKD (vazebny pufrs 0.5mM DTT)

c) pipetovani podle tabulky

Vaorek BIP PIP p53 TETKD
(200 ng/pl) | (200 ng/pl) | (mI) (ul)

1 pB/P 1 - - 9

2 pB/P+p53 111 |1 - 1 8

3 pB/P+p53 211 |1 - 2 7

4 pP/P - 1 - 9

5 pP/P+p53 11 |- 1 1 8

6 pP/P+p53 211 |- 1 2 7

- vortex — centrifugace — 10 minut pfi pokojové teploté

- pfidat 3 yl nanaseciho pufru (LB)

3. elektroforéza v 0.33xTBE

naneseme na gel (v pofadi podle tabulky) — 1 hod / 120 V (v komorovce)
4. detekce DNA-protein komplexu

- gel obarvime v EtBr (1 ug/ml), 20 min — promyt vodou — vyfotit pod UV svétlem
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- po vyfoceni gel pouzijeme pro vakuovy proteinovy pfenos na nitrocelul6zovou
membranu.

Vysledek: Protein p53 se vazZe specificky na promotor genu p21

Material a chemikalie:

- DNA, Protein p53

- vazebny pufr 20xTETK (100mM Tris HCI pH 7.6, 50 mM EDTA pH 8; 0,1%
TritonX100, 1000 mMKCI); 10mM DTT (20x)

- ledova lazen, agardza, 10 x TBE

- elektroforeticka aparatura, zdroj napéti, mikrozkumavky, Spicky, pipety

-15 -



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

Kapitola 2: Studium vazby proteinu p53 na

nadsroubovicovou a linearni DNA

Garant: Hana Pivonkova

Studium vazby proteinu p53 na nadsroubovicovou a linearni DNA

pomoci imunoprecipitace na magnetickych kulickach

Princip metody: Magnetické kulicky nesouci rizné rozpoznavaci Castice (napf.
protein G, protilatky, streptavidin, oligonukleotidy,...) jsou vhodnym nastrojem pro
vysoce specifické zachyceni, izolaci a analyzu riznych molekul (DNA, RNA nebo
proteind) nebo celych bunék. Magnetické kuliCky jsou vyuzivany k riznym acelim,

napf. ke studiu hybridizace DNA, DNA-protein interakci, imunoprecipitace.

Princip ulohy: V této uloze budeme sledovat vazbu nadorového supresorového
proteinu p53 s nadSroubovicovou DNA v pfitomnosti linearni DNA obsahujici
(pPPGM1) nebo neobsahujici (pBSK) p53 vazebnou sekvenci, a vliv specifickych
monoklonalnich protilatek (rozpoznavajici epitopy bud’ v N- nebo C-koncové doméné
proteinu). Pomoci magnetickych kuliCek pokrytych proteinem G zachytime
imunokomplex ,protilatka-protein-DNA® vytvofeny za optimalnich podminek
v roztoku. PUsobenim SDS a zahfatim vzorku na 65 °C uvolnime navazanou DNA
z komplexu, a tu pak analyzujeme pomoci gelové elektroforézy (barveni ethidium

bromidem nebo SYBR Greenem).

DNA
‘ release
/ L ' d —_— —, detection
j+ @+ %_' @% capture “ @ W

&=C

-16 -



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

Vysvétlivky:

-< antibody % DNA
@ protein v magnetic beads

POSTUP:

1) do 4 eppendorfek pfipravime vzorky dle rozpisu, ve vazebném prostredi (5
mM Tris, 50 mM KCI, 2 mM DTT, 0,01% Triton) smichame nejdfive danou protilatku
a protein p53, nechame inkubovat 15 minut v ledové lazni

2) pfidame DNA podle rozpisu a nechame na ledové lazni 20 minut

3) mezitim pfipravime do 1 eppendorfky 80 ul magnetickych kulicek

4) promyjeme (na vortexu) 3x400 ul pufru (5 mM Tris, 50 mM KCI, 2 mM DTT,
0,01% Triton), tzn. resuspendovani kuli¢ek na vortexu, na magnetu odebrani
Spinaveho pufru a pfidani Cistého

5) roztok kulicek pfed poslednim odebranim pufru rozpipetujeme do 4
eppendorfek a odebereme pufr

6) ke kulickam (bez pufru) pfidame preinkubovany imuno-komplex

7) nechame inkubovat v termomixeru 2 cykly 10 minut pfi 10 °C (1 cyklus = 1 min
trepat pfi 900 ot/min, 9 min tfepat pfi 450 ot/min)

8) dame do magnetu, odebereme roztok, promyjeme 3x100 ul pufru (protfepeme
Vv ruce)

9) zaroven nechame zahrat termomixer na 65 °C, nastavime 5 minut, 500 ot/min

10) ke kulickam pfidame 20 pul 0.5% SDS, protiepeme

11)  nechame zahfat na 65 °C, 5 min, 500 ot/min.

12) stoCime na minicentrifuze, epp. dame do magnetu a roztok odebereme do
Cistych epp. s 2 ul barvy

13) naneseme po 11 ul na kazdy gel (1,3% agarozovy gel, pufr 1XTAE)

14) nechame jet 30 min pfi 120 V, lab. teplota)

15)  obarveni gelu Et-Br nebo SYBR Greenem, snimani gelu na LAS-3000

KONTROLY: scDNA a linDNA, které nebyly vazané pres magnetické kuliCky
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Priprava: 1 ul sc nebo linDNA (200 ng) + 1 ul barvi¢ky (obs. SDS) + 9 ul vody

vzorek €. 1 2 3 4

sc/lin DNA B/B | B/P | PIB | PIP

vych. konc.

sc DNA (ul) | 400 ug/ml 1 1 1 1

lin DNA (ul) | 400 pg/ml 1 1 1 1
KCI 500 mM 2 |2 |2 |2
VP 10x 2 |2 |2 |2
DTT 20 mM 2 |2 |2 |2
protilatka | 800 ug/ml 1 1 1 1

-_—
—
—
-

protein p53

voda 10 |10 |10 |10

GEL: 0,33 g agarozy
0,5 ml 50xTAE
25 ml vody

smichame vSe v erlenmayerové nadobé, nechame rozvafit v mikrovinné troubé,
dovazime na puvodni objem, erlenku mirné zchladime pod tekouci vodou, nalejeme

do gelového nosice s hiebinkem pro 15 startl, nechame ztuhnout.

Analyza nukleotidovych sekvenci pomoci magnetickych kuli¢ek a

hybridizace se sondou znaéenou enzymem

Princip ulohy: Prfitomnost urcité sekvence nukleotidd v cilové DNA lze dokazat
pomoci vhodné navrZzené sondy - kratkého useku DNA, ktera s hledanou sekvenci
hybridizuje, tj. vytvofi duplex DNA. Vznik duplexu detekujeme.

V této praci bude cilova DNA s (dA)sp-koncem nejprve navazana na magnetické
kulicky modifikované (dT)zs fetézci. Bude-li v této DNA Usek komplementarni k

navrzené sondé nesouci biotin, dojde k hybridizaci. Na biotin bude poté navazan
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konjugat streptavidinu s enzymem, alkalickou fosfatazou, ktera preméni
elektroneaktivni substrat 1-naftylfosfat na 1-naftol, jehoz oxidace bude detekovana

pomoci linearni voltametrie.

._Tzs_ + —A— hybridizace,
l adsorpce
._TZS_ + hvbrid d magnetické Gastice
—_—p ybridizace se sondou
T a -
.—Tzs— + o cilova DNA
— \_ navazani enzymu —A—
) 30
* 2 ALP
l sonda s biotinem
._T [
L +  1-nafiylfosfat reakce s A

A X
o L-naftylfosfatem

streptavidin s
ALP alkalickou fosfatazou

1-naftol I \_ALP
“hartel - + )

elektroda signal

Postup:

1) napipetujeme 40 pl kuliCek DB-(dT),5 do eppendorfky, pomoci magnetu
odebereme skladovaci pufr a 3x promyjeme 100 pl 0,3M NaCl/ 10mM TRIS (4j.
resuspendujeme na vortexu a pomoci magnetu odebereme promyvaci roztok a
pfidame Cisty)

2) pred poslednim odebranim promyvaciho pufru kuli€ky rozdélime do 2
eppendorfek po 50 pl

3) do jedné eppendorfky napipetujeme 20 ul cilové DNA | (5 ug/ml) v roztoku
0,3M NaCl, do druhé totéz ale s cilovou DNA Il

4) nechame inkubovat v termomixeru 20 min, 20 °C, 900 rpm

5) 3x promyjeme 100 pl 0,3M NaCl/ 10mM TRIS

6) do obou eppendorfek napipetujeme 20 pl biotinylované sondy (5 pg/ml)
7) viz 4)

8) viz 5)
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9) pfidame 50 ul mléka (2,5 g suseného mléka + 50 ml PBS) - nechame
inkubovat 10 min, 20 °C, 900 rpm

10) po odebrani mléka pridame 50 ul konjugatu streptavidinu s alkalickou
fosfatazou 100x fedéného v mléce

11)  viz 4)

12)  promyjeme - 3x 100 ul PBST (fosfatovy pufr + 0,2 % TWEEN) a 3x 100 pl
0,3M NaCl/ 10mM TRIS

13) pfidame 50 yl 100mM 1-naftylfosfatu v uhliitanovém pufru

14) viz 4)

15) odebereme roztok od kulicek a pfeneseme ho do 1 ml uhli¢itanového pufru

Elektrochemicka detekce:

metoda: LSV - linearni voltametrie

pracovni elektroda: PGE - elektroda z pyrolytického grafitu

roztok pfipraveny v bodé 15) pfeneseme do elektrochemické mérici nadobky,

vloZime do ni elektrody, spustime méfeni, vyhodnotime
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Kapitola 3: Zakladni metody molekularni biologie - DNA

Garant: Vaclav Brazda
Dopoledne 9-12
I. Izolace superhelikalni plazmidové DNA

Princip a cil: Plazmidy jsou mimochromozémové genofory tvofené kruznicovou
dsDNA. V bakterialnich bunkach se vyskytuji v jedné az nékolika tisicich kopii na
bunku a jsou snadno dostupnym zdrojem homogenni DNA. V pfirozeném stavu

v burice maiji plazmidy zpravidla negativni nadSroubovicové vinuti. Pro izolaci
plazmidl pBluescript a pPGM2 pouzijeme metodu alkalické lyze s SDS (GenElute
HP Plastid MidiPrep Kit — Sigma). Bakterialni stény jsou lyzovany pfidavkem SDS a
NaOH a odseparovany na koloné. Cilem je vyizolovat co nejvétsi mnozstvi co

nejCistéiho plazmidu.

1. 50 ml bakterialni kultury centrifugujte 5000 g/10 minut (pfipraveno)

60 minut

2. K sedimentu pfidejte 4 ml resuspenzacniho pufru s RNazou (01-Resuspension /
RNase A Solution, lednice) a resuspendujte (pipetovanim a na vortexu)

3. Dale pridejte 4 ml lyzacniho pufru (02-Lysis solution), promichejte 7x jemnym
otoCenim, nechte stat 3 - 5 minut dokud nebude smés Cira a viskozni ( !!!
Nevortexovat)

4. Pripravte stfikacku (vyjmout pist) a dat do svislé polohy

5. Neutralizujte lyzované buriky pfidanim 4ml vychlazeného (2-8°C) neutralizaniho
roztoku (03-Neutralization Solution) 5x otoCenim (objevi se bila srazenina).

6. Pridejte 3 ml vazebného roztoku (04-Binding solution) a 2x otocte. Nalijte do
pfipravené stfikacky. Nechte stat 5 minut.

7. Vlozte HP MidiPrep Vazebnou Kolonu do zkumavky a pfidejte 4 ml roztoku na
pfipravu kolony (05-Column Preparation Solution), sto¢te 3000g/2minuty

8. Do kolony vystfiknéte mirnym tlakem na stfikacku polovinu vycisténého lyzatu.
Nepfeplnte kolonu a stoc¢te 3000 g/2minuty. Vyhodte eluat a pfidejte na kolonu

zbytek vycisténého lyzatu a opét centrifugujte.
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9. Pridejte 4 ml myciho roztoku 1 (06-Wash Solution 1) a sto¢te 3000 g/2minuty
10. Pridejte 4 ml myciho roztoku 2 (07-Wash Solution 2) a stoCte 3000 g/2minuty
11. Dejte Kolonu do nové zkumavky, pfidejte 1 ml elu¢niho roztoku (08-Elution
Solution) a centrifugujte 3000g/5minut. DNA je pfipravena k dalSimu pouziti.

12. Zméite koncentraci DNA na spektrofotometru.

Vysledek 1: koncentrace DNA.
Il. Stépeni plazmidové DNA restrikéni endonukledzou (RE)

Princip a cil: Pro dalSi analyzy a kontrolu Cistoty plazmidu pouzijeme restrikéni
endonukleazy. Restrikéni endonukleazy jsou soudasti tzv. restrikéné modifikacnich
mechanismu bakterii. Tento systém je zajiStovan dvéma druhy enzymovych aktivit —
metylacni a restrikEni. Enzymy s metylacni aktivitou specificky modifikuji (metyluji)
vlastni buné€nou DNA, €imz ji chrani pfed degradaci restrikEnimi enzymy. Restrikéni
endonukleazy jsou bakteriemi vyuzivany ke stépeni cizorodé DNA, ktera neni v
pfislusnych sekvencich metylovana. Restrikéni endonukleazy rozpoznavaji kratké
sekvence dvouretézcové DNA a $tépi ji ve specifickych mistech nebo pobliz nich.

V nasem pfipadé pouzijeme RE Scal, ktera stepi nami izolovanou DNA v 1 misté a

7 i ww

puvodni superhelikalni kruhové molekuly DNA.

90 minut

. Napipetujte do zkumavky 20 ug naizolované superhelikalni DNA (2x)
. Oznacte zkumavky jménem plazmidu a pouzitou RE (Pvull, Scal)

. Pfidejte 1/10 objemu pufru pro danou RE a 40 U RE

. Promichejte a dejte na 37 °C/1 hodinu

.V mezi€ase pfipravte 1% agarozovy gel s 1x TAE pufrem.

. Odstrarte RE po stépeni centrifugaci 14000 g/1 minutu pfes Micropure-EZ kolonu.

~N OO o A WN =

. Naneste na agar6zovy gel 400 ng A) superhelikalni DNA, B) fragmentu po $tépeni
Scal, C) fragmentu po Stépeni RE Pvull v nanasecim pufru.
8. Zapnéte elektroforézu na 80 V (cca na 1 hodinu) a bézte na obéd. PokraCovani

odpoledne.
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Odpoledne 13-16
lll. ELISA stanoveni apoptozy

Princip a cil: ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), patii mezi

protilatek - schopnost vazat se na povrch umélych hmot a schopnost protilatky
specificky rozpoznat antigen. Existuje cela fada variaci této metody. V nasem
pfipadé pouzijeme pfimou ELISA metodu pro stanoveni membranového receptoru
Annexin V, ktery je v burikach exprimovan v ¢asném stadiu apoptozy. Cilem je
stanovit orientaéni mnozstvi Annexin V ve vzorku pomoci ,Annexin V apoptotic kitu*
(Imtech).

170 minut

Pfiprava vzorku — nafedte vzorek 1:101 — 10ul vzorku + 1 ml Dilution Buffer (modry
uzaver)

1. Napipetujte na mikrotitraéni destiCku 100ul vzorku, pozitivni a negativni kontrolu,
kalibraéni koncentracni fadu.

2. Inkubujte pfi RT / 60 minut.

3. Odstrante (vyklepanim nebo odpipetovanim), promyjte 3x 300ul Wash buffer
(obvykle PBS).

4. Napipetujte 100 pl protilatky proti Annexinu V (bily uzavér), zalepte a inkubujte pfi
RT /30 min.

5. Odstrarite (vyklepanim nebo odpipetovanim), promyjte 3x 300 ul Wash buffer
(obvykle PBS).

6. Napipetujte 100 pl TMB roztoku (3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin), inkubujte 5 min.
7. Pridejte 100 pl Stop solution. Zmétte pfi 450 nm po 10 minutach.

Vysledek 4: UrCeni nejvétsiho mnozstvi apoptotickych bunék dle intenzity signalu.

-23 -



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

IV. Denzitometricka analyza separované DNA pomoci programu

ImageJ

Princip a cil: Denzitometricka analyza se pouziva pro kvantitativni analyzu obrazu.
Pro védecké ucely existuje nekomeréni program ImagedJ vyvinuty National Institute of
Health, USA. V naSem pfipadé vyhodnotime denzitu jednotlivych prouzki DNA po

izolaci a po Stépeni RE.

pribézné béhem ELISA stanoveni

1. Dle instrukci Skolitele obarvéte agarézovy gel v ethidium bromidu (10 min
v roztoku Etbr 0,5 pg/ml, 10 min ve vodé) a zdokumentujte pod UV lampou na DNA
detekCnim systému. Vysledek v tiff formatu pfeneste na pocitac s nainstalovanym

programem ImageJ.

Vysledek 2: Foto izolované DNA a Stepené DNA, popsani jednotlivych prouzkd DNA

separovanych na agar6zovém gelu a vyhodnoceni Cistoty DNA a Stepeni.

2. Analyza intenzity prouzki DNA pomoci programu.

Vysledek 3: Zhodnoceni Cistoty a kvality DNA na zakladé denzitometrie.
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Kapitola 4: Zakladni elektrochemické metody

Garant: Miroslav Fojta

|. Jednoduchy redox systém-anodicka rozpoustéci voltametrie

Pokud polarizujeme visici rtutovou kapkovou elektrodu (HMDE) linearné se ménicim
stejnosmérnym napétim, dochazi v pfitomnosti elektroaktivni latky v zavislosti na
sméru polarizace HMDE k redukci (katodicky smér) nebo oxidaci (anodicky smér)
dané elektroaktivni latky. Na voltamogramu — zaznamu zavislosti méfeného proudu
na vkladaném napéti se objevi pik. Pokud za vzniklym pikem obratime smér
polarizace pracovni elektrody (pouZzijeme cyklickou voltametrii, CV) a dany
elektrodovy déj probiha reverzibilng, tak i ve zpétném scanu obdrzime voltametricky
pik. Nékteré kovy se rozpousti ve rtuti za vzniku amalgamu. Tohoto jevu Ize vyuzit
pro nahromadéni analyzovaného kovu v materialu HMDE. Provadime elektrolyzu
analyzovaného roztoku pfi vhodném potencialu. Nahromadény kov je pak rozpustén
béhem voltametrického scanu. Touto metodou - anodickou rozpoustéci voltametrii -
Ize stanovit velmi malé koncentrace béznych iontd kovl (sub nanomolarni
koncentrace).

Pracovni postup:

Do méfici nadobky napipetujeme 3 ml zakladniho elektrolytu (0,2 M acetatovy pufr,
pH 5,0) po vybublani argonem (3 min) provedeme CV zaznam s pocCate¢nim
potencialem 0 V, kone¢nym potencialem -1 V a rychlosti scanu 500 mV/s. Poté
provedeme scan elektrolytu s akumulaci 30 s pfi -0.6 V Poté pfidame Cd** ( C = 10
uM) a opét provedeme scany bez a s akumulaci.

Seznam potifebného vybaveni a chemikalii:

potenciostat (Autolab)

elektrodovy systém (663 VA-stand) pracovni elektroda: HMDE, referencni elektroda:
Ag/AgCI/3M KCI, pomocna elektroda: platinovy drat

tlakova lahev s argonem

0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0

roztoky Cd?*

-25-



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

Il. Klasicka polarografie

V polarografii je rtutova kapkova elektroda (DME) polarizovana linearné se ménicim
stejnosmérnym napétim. Pokud jsou v méfeném roztoku (elektrolytu) obsazeny latky,
které na povrchu DME pfi urcitém potencialu podléhaji elektrodové redukci nebo
oxidaci (depolarizatory), pak pfi dosazeni tohoto potencialu zacne obvodem protékat
proud. Na zaznamu (polarogramu) vznika tzv. polarograficka vina. Jeji poloha (tzv.
pulvinovy potencial) je kvalitativnim udajem, zatimco jeji velikost (hodnota limitniho

difuzniho proudu) je udajem kvantitativnim.

Pracovni postup:

Do méfici nadobky napipetujeme 2 ml zakladniho elektrolytu (0,2 M acetatovy pufr,
pH 5,0) po vybublani argonem (2 min.) provedeme polarograficky zaznam

s po&atednim potencialem 0 V a konednym potencialem -0,9 V. Poté pridame Cd**

(C = 0.5 mM) a opét provedeme scan. Podobné piidame Pb?*.

Seznam potiebného vybaveni a chemikalii:

potenciostat (Autolab)

elektrodovy systém (663 VA-stand) - pracovni elektroda: DME, referentni elektroda:
Ag/AgCI/3M KCI, pomocna elektroda: platinovy drat

tlakova lahev s argonem

0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0

roztoky Cd** a Pb?*

1. Adsorptivni pfenosova rozpoustéci voltametrie

Princip metody

Adsorptivni rozpoustéci voltametrie je zaloZena na uZiti adsorptivniho nahromadéni
analytu z roztoku na povrchu pracovni elektrody. Naadsorbovany analyt je pak

v dalSim kroku — voltametrickém scanu rozpustén zpét do roztoku zakladniho
elektrolytu. Tim se o nékolik fadu zvysi detekeni limit. PFi adsorptivni pfenosové
rozpous$téci voltametrii je analyt adsorptivhé nahromadén na povrchu elektrody

(analyt se musi adsorbovat ireverzibilné€) z malé kapky vzorku (3-5 ul), poté je
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elektroda s naadsorbovanou vrstvou omyta a pfenesena do roztoku zakladniho
elektrolytu. Zde pak probiha samotné elektrochemické méreni. Diky aplikaci této
metody se snizi potfebny objem vzorku o tfi fady (jednotky ml — jednotky pl). Navic
Ize timto zpusobem analyzovat vzorky DNA obsahujici nizkomolekularni latky, které

by mohly rusit elektrochemické méfeni.

Pracovni postup

- Do nadobky si pfipravime zakladni elektrolyt (0,3 M mravenc¢an amonny 0,05
M fosfat, pH 6,97 - dale mf) nafedénim zasobniho roztoku (0,5 ml mf, 2,5 ml vody).

- Zméfime cyklickou voltametrii (CV) zakladni elektrolyt v potencialovém
rozsahu 0 az -1,85 V. Elektrolyt pfed méfenim po dobu 3 minut probublavame
argonem, abychom z ného odstranili kyslik. Jako pracovni elektrodu pouzivame visici
rtutovou kapku.

- Do nadobky s elektrolytem pfidame tolik DNA, aby jeji vysledna koncentrace
v nadobce byla 5 ug/ml. Zméfime CV bez akumulace analytu.

- Zméfime CV s minutovou akumulaci analytu na elektrodé pfi potencialu 0 V.

- Pomoci adsorptivni pfenosové rozpoustéci voltametrie provedeme méfeni

vzorku DNA obsahujiciho Zn?* ionty s minutovou akumulaci.

Material a pomtcky

- potenciostat (Autolab)

- elektrodovy systém (663 VA-stand)
- tlakova lahev s argonem

- pufr 6x mf

- roztok denaturované DNA

- roztok Zn®*

IV. Elektrochemicka analyza bilkovin

Princip a cil ulohy
Pomoci elektrochemickych metod je mozné stanovit bilkoviny v roztoku,
rozliSit danou bilkovinu s riznymi konformacemi, napf. nativni a denaturovanou

formu, a sledovat interakci s nizkomolekularnimi latkami, s jinymi bilkovinami nebo
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nukleovymi kyselinami. Princip analyzy spocCiva v tom, Ze bilkoviny se obvykle velmi
silné adsorbuji na povrch elektrod, kde nasledné dochazi (diky urcitym
aminokyselinam) k redoxnim nebo katalytickym procesim. Pro pfenos elektront je
dilezité, aby elektroaktivni aminokyselina byla v blizkosti povrchu elektrody - proto
zmény v konformaci bilkovin vedou ke zméné vzdalenosti nebo orientace danych
aminokyselin, a tudiz i ke zméné méreneého signalu. Pro pfimou analyzu bilkovin (Cili
jedna-li se o signal z aminokyselin a ne tfeba z kofaktori nebo elektroaktivnich
znacek) na rtutové elektrodé se pouziva budto alkalicky roztok obsahuijici ionty
kobaltu (jedna se o tzv. BrdiCkovu katalytickou reakci, BCR), nebo vice univerzalni
metoda bez nutnosti pouziti Co®*, zaloZena na tzv. katalytickem piku H mé&fenym
pomoci chronopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA).

Aby Brdi¢kova reakce probéhla, je kromé alkalického pH a pfitomnosti dvou- nebo
trojmocnych kationtu kobaltu potfebné, aby bilkovina obsahovala aminokyselinu
cystein, popfipadé cystin (2 cysteiny spojené disulfidickou vazbou). Cystein

v komplexu s kobaltem katalyzuje redukci protonu z roztoku pfi méné negativnich
potencialech, nez pfi nekatalyzované reakci (pfi tzv. vybijeni elektrolytu, kdy signal z
redukce protonu potlaci veSkeré dalSi redoxni signaly).

CPSA je zalozena na stejném principu katalytické redukce proton(, ale bez
nutnosti pouziti kobaltu nebo pfitomnosti cysteinu. Navic se maze pouzit i neutralni a
kyselé pH. Katalyticky signal bilkovin (ve tvaru piku) u CPSA - pik H - je velmi citlivy
na zménu konformace bilkoviny. Dlvodem této citlivosti je vysoka rychlost zmén
potencialu pfi méfeni (mUze radové dosahovat i tisice volti za sekundu), ktera
umozriuje jiz adsorbovanym bilkovinam zachovavat svou nativni strukturu na povrchu
elektrody. Tato rychlost zmén potencialu se koriguje pomoci tzv. rozpoustéciho
proudu, pficemz plati, ze ¢im vysSi proud, tim vysSi rychlost. Kromé toho umozniuje
CPSA stanoveni velmi nizkych koncentraci bilkovin, Fadové az femtomoly.

Cilem je tedy demonstrovat na modelovych bilkovinach, jako je napf. hovézi
sérovy albumin (BSA), zaklady Brdickovy reakce (pomoci metody diferen¢ni pulzni

voltametrie), a dale pak vlastnosti piku H, v€etné stanoveni ultranizkych koncentraci.

Pracovni postup
A. Brdickova reakce:

1. pFiprava roztoku na Brdi¢kovu reakci ze zasobnich roztokd; vysledny
elektrolyt ma byt 0.1 M amonny pufr (smés NH4Cl a NH4,OH) + 1 mM [Co(NH3)e]Cl3;

-28 -



OPVK - Zakladni kurz analyzy struktury a interakci biomakromolekul, 2011

vypocitat potfebné objemy

2. Zapojit 3-elektrodovy systém, ponofit elektrody, nastavit parametry DPV
(rozsah -0.1 az -1.85 V; krok 5 mV; amplituda 50 mV)

3. zméfit elektrolyt

4. napipetovat do elektrolytu zasobni BSA tak, aby vysledna koncentrace
byla 100 nM a zméfit

5. popfipadé zopakovat experiment bez pfidani kobaltu

B. Pik Ha CPSA

1. pripravit elektrolyt - 50 mM fosfatovy pufr, pH 7, ze zasobniho 0.8 M
fosfatového pufru

2. zméfit elektrolyt pomoci CPSA (-0.1 az -1.9 V, proud nap¥. 20 pA)

3. do elektrolytu napipetovat 100 nM BSA (vypocitat objem), zamichat a
zméfit za stejnych podminek, jako elektrolyt

4. zkusit vice rozpoustécich proudd, sledovat jak se méni pik H

5. pfipravit novy elektrolyt, zkusit zméfit 1 nM BSA (napocitat potfebny
objem); pouzit niz8i proud a del§i dobu akumulace; jaky je detekéni limit?

6. vymeénit 50 mM fosfat za 200 mM fosfat, ostatni podminky jako v bodé 2
az 3; jaky je vliv koncentrace pufru (a tudiz iontove sily) na signal?

7. vymenit neutralni prostfedi fosfatu za zasadity boratovy pufr (50 mM
borax, pH 8.7), ostatni podminky jako v bodech 2 az 3; jaky je pik H?

8. vzit 2 nadobky, do jedné dat 50 mM fosfat, do druhé 50 mM fosfat +
100 nM BSA

9. akumulovat BSA (1 min/-0.1 V), oplachnout ve vodé a pfenést do
Cistého elektrolytu, zméfit CPSA jako v bodé 2; vyuziti - zbavime se mozné
interference slabé se adsorbujicich latek

10.  pfipravit do ependorfky 100 nM BSA; zasobni BSA ma koncentraci 1
mg/ml (kolik je molarni, kdyZ molekulova hmotnost je 69 kDa?) a je rozpustén v 0.1
M Tris, pH 7.4

11. adsorbovat 100 nM BSA ze 7 pl kapky, oplachnout ve vodé a prenést

do Cistého elektrolytu, zméfit; vyuZiti - redukce pouzitého objemu

Seznam potifebného vybaveni a chemikalii
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vybaveni: potenciostat/galvanostat AUTOLAB + rtutova elektroda s michadlem a
argonem na odstranéni kysliku; referencni elektroda Ag/AgCIl/ 3 M KCI, pomocna

elektroda z platiny; 2 elektrochemické nadobky; argonova bomba; software GPES

chemikalie: destilovana voda, 0.1 M [Co(NH3)s]Cl3, 1 M amonny pufr, 0.8 M fosfatovy
pufr, 0.2 M boratovy pufr, 1 M Tris pufr, 1 mg/ml BSA
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Kapitola 5: Cirkularni dichroismus jako nastroj studia

struktury DNA / Znaéeni DNA komplexy oxidu osmicelého

Garant: lva Kejnovska, Ludék Havran
Cirkularni dichroismus jako nastroj studia struktury DNA

Princip a cil alohy

Ke stanoveni struktury nukleovych kyselin v roztoku se s vyhodou pouziva
spektroskopicka metoda cirkularniho dichroismu (CD). Je velmi citliva ke vzajemné
orientaci bazi lezicich nad sebou ve Sroubovici nukleovych kyselin. Jednotlivé
struktury poskytuji charakteristicka spektra CD. Nej¢astéji se vyskytujici strukturou
DNA je B forma, ktera je tvofena dvéma proti sobé orientovanymi fetézci. Jeji CD
spektrum je charakterizovano maximem na 275 nm a minimem na 245 nm, jejich
amplitudy jsou podobné velikosti. V posledni dobé jsou studovany kvadruplexy, tedy
Ctyffetézcova usporadani DNA, ktera mohou vznikat v oblastech bohatych na guanin.
Zakladni jednotku tvofi guaninova tetrada. Podle vzajemné orientace fetézcu
rozdélujeme kvadruplexy na paralelni a antiparalelni. CD spektrum paralelniho
kvadruplexu je charakterizovano vysokym pozitivnim pasem pfi 260 nm,
antiparalelniho pak pozitivnim pasem pfi 295 nm a negativhim pasem pfi 260 nm.
Na obrazku jsou ukazana CD spektra pro zminéné struktury DNA. Cilem ulohy bude

vytvofit tyto struktury a rozpoznat jejich CD spektra.

kvadruplexy
B forma

- - -
P |

]
s M em )

T T T
260 300 220 260 300 220 260 300

vinova délka [nm] vinova délka [nm) vinova délka [nm]

Obrazek: spektra cirkularniho dichroismu a schémata odpovidajicich struktur DNA.
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Priprava B-formy DNA

Pracovni postup

120 minut

1.

Do dvou kfemennych kyvet s optickou drahou | = 0,1 cm napipetujte 140 ul 1 mM
Na-fosfatového pufru s 0,3 mM EDTA, pH 7,2 a pfidejte do jedné kyvety 15 pul
guaninem bohatého fetézece GCGGCGACTGGTGAGTACGC (sense) a do
druhé 15 pl cytozinem bohatého fetézece GCGTACTCACCAGTCGCCGC

(antisense). Opatrné promichejte a zméfte UV absorp¢ni spektrum.

. Kyvety omotejte parafilmem, aby se roztok neodpafil a zahrejte ve

spektrofotometru na 90°C. Pfi vysokeé teploté je DNA denaturovana a po odecteni
absorbance pfi 260 nm |ze vypocitat molarni koncentraci: ¢ = A/e.l, kde ¢ je
molarni absorpéni koeficient — veli€ina charakteristicka pro danou sekvenci bazi.
£=9795M'ecm™ pro G fetézec a 9 165 M'ecm™ pro C fetézec. Koncentrace
fetezcl jsou: Cg = M, Cc = M.

Do tfeti kyvety smichejte oba fetézce v poméru molarnich koncentraci 1:1 na
vysledny objem (V3) 200 ul. Pro vypocet pouzijte vzoreCek Vicq = V,Cy, kde
koncentrace c; je polovina priméru koncentraci jednotlivych fetézcu.

Kyvetu opét omotejte parafilmem a zahrejte ve spektrofotometru na 90°C. Zmérte
absorbanci a vypnéte vyhfivani spektrofotometru a nechejte duplexy pomalu
chladnout. Po vychladnuti zméfte absorbanci — dojde k vyraznému poklesu oproti
denaturovanému stavu, tj. vznikla usporadanéjsi struktura. Zmérfte také spektrum

cirkularniho dichroismu.

Material a chemikalie

kfemenné kyvety

oligonukleotidy
pufr: 1 mM Na-fosfat s 0,3 mM EDTA, pH 7,2

pipety
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Indukce guaninového kvadruplexu draselnymi ionty

Pracovni postup
60 minut

1. Do ependorfky napipetujte 1,5 ml 1 mM Na-fosfatového pufru s 0,3 mM EDTA, pH
7,2 a pridejte 15 ul zasobniho roztoku oligonukleotidu GsTTG3TTG3TTG;3 a
v termobloCku zdenaturujte. Tim se odstrani vysSi struktury DNA vzniklé ve
vysoké koncentraci zasobniho roztoku.

2. Prepipetujte do 1 cm kyvety a zméfte na dichrografu spektrum: v programu CD
MAX Acquisition zadejte rozsah 210 — 330 nm, s rychlosti posuvu 1s, s krokem
0,5 nm. Zvolte SCAN a do Zlutého fadku napiste nazev ukladaného souboru
napfr. GK1f.

3. Zvyste iontovou silu na 10 mM K-fosfatovy pufr a 60 mM KCI pfidanim ze
zasobnich roztokl 0,4 M K-fosf. a 3 M KCI. Pro vypocet pfidavku pouzijte vztah
Vicq = Vaco.

4. Zmérte CD spektrum ve vySsi iontové sile, pojmenujte napf. GK. Zmérfte jesté
opakované s Casem.

5. Navrh struktury kvadruplexu.

Material a chemikalie

kfemenné kyvety

oligonukleotid

pufr: 1 mM Na-fosfats 0,3 mM EDTA, pH 7,2
roztok 0,4 M K-fosfatového pufru, pH 7
roztok 3 M KCI

pipety
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Indukce guaninového kvadruplexu sodnymi ionty

Pracovni postup
60 minut

1. Do ependorfky napipetujte 1,5 ml 1 mM Na-fosfatového pufru s 0,3 mM EDTA, pH
7,2 a pfidejte 15 ul zasobniho roztoku oligonukleotidu AG3;TTAG3;TTAG3;TTAG; a
v termobloCku zdenaturujte. Tim se odstrani vysSi struktury DNA vzniklé ve vySSi
koncentraci zasobniho roztoku.

2. Prepipetujte do 1 cm kyvety a zméfte na dichrografu spektrum: v programu CD
MAX Acquisition zadejte rozsah 210 — 330 nm, s rychlosti posuvu 1s, s krokem
0,5 nm. Zvolte SCAN a do zlutého fadku napiste nazev ukladaného souboru
napf. GN1f.

3. Zvyste iontovou silu na 10 mM K-fosfatovy pufr a 60 mM KCI pfidanim ze
zasobnich roztok( 0,4 M Na-fosf. a 3 M NaCl. Pro vypocet pfidavku pouzijte vztah
Vicq = Vaco.

4. Zméfte CD spektrum ve vySSi iontové sile, pojmenujte napf. GN. Zmérfte jesté
opakované s Casem.

5. Navrh struktury kvadruplexu.

Material a chemikalie

kfemenné kyvety

oligonukleotid

pufr: 1 mM Na-fosfats 0,3 mM EDTA, pH 7,2
roztok 0,4 M Na-fosfatového pufru, pH 7
roztok 3 M NaCl

pipety
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Rozliseni jedno a dvouretézcové DNA - AC voltametrie

Princip metody

AC voltametrie (ACV) patfi mezi voltametrické metody se stfidavou slozkou
potencialu. U této metody se na elektrodu vklada linearné se ménici potencial. Na
tento potencial je superponovano stfidavé napétim sinusového pribéhu o malé
amplitudé (10 mV) a nizké frekvenci (desitky az stovky Hz). Méfi se zavislost
stfidavého proudu prochazejiciho elektrodou na jejim potencialu. DNA poskytuje
v ACV fadu signall. Nékteré z nich jsou citlivé ke zménam struktury DNA.
Dvouretézcova (ds) a jednoretézcova (ss) DNA poskytuji pik 1, ktery je zplsoben
adsorpci/desorpci cukrfosfatové kostry. Ds DNA dale poskytuje pik 2 v disledku
adsorpce/desorpce zdeformovanych ds useku. Ss DNA poskytuje pik 3, ktery je
zpusoben adsorpci/desorpci zbytkl( bazi v jednofetézcovych usecich. Rozdili v ACV

zaznamech Ize vyuzit pro rychlé rozliSeni ss a ds DNA.

Pracovni postup

- Denaturace DNA. DNA rozpusténa ve vodé (o koncentraci maximalné 150
ug/ml) se zahteje na 6 minut na 99 °C a poté se rychle ochladi v nadobé s ledem.

- Pfipravena denaturovana DNA i plvodni nativni DNA se nafedi 0,2 M NaCl na
koncentraci 30 ug/ml (pfipravovany objem 30 pl)

- Méreni AC voltametrie — do méfici nadobky nalijieme 3 — 5 ml zakladniho
elektrolytu (roztok 0,3 M NaCl a 50 mM Na;HPO,). Provedeme voltametrické méfeni
v potencialovam rozsahu -0,6 az -1,6 V. Jako pracovni elektrodu pouzivame visici
rtutovou kapku. Méfime nejdfive zakladni elektrolyt a potom postupné oba vzorky
DNA. Méfeni DNA probiha pomoci adsorptivni pfenosové rozpoustéci voltametrie
(AdTSV).

Material a pomticky
- potenciostat (Autolab)
- elektrodovy systém (663 VA-stand)

- tlakova lahev s argonem
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pufr 0,3 M NaCl, 50 mM Na;HPO,
roztok 0,2 M NaCl
DNA
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Znaceni DNA komplexy oxidu osmicelého

Komplexy oxidu osmicelého s bidentatnimi dusikatymi ligandy poskytuji

s pyrimidinovymi zbytky bazi v DNA kovalentni adukty. Thymin je asi 10x reaktivnéjsi
nez cytosin. Pokud je jako ligand pouzit 2,2’-bipyridin (Os, bipy) je tato reakce
specificka pouze pro jednoretézcovou DNA. Tato vlastnost byla pouzita pro detekci
nékterych sekundarnich struktur DNA. Tyto adukty jsou elektroaktivni a na rtutovych
a uhlikovych elektrodach poskytuji celou fadu elektrochemickych signalt. Na
rtutovych a uhlikovych elektrodach jsou to faradaycké signaly zpisobené postupnou
redukci nebo oxidaci atomu osmia v molekule aduktu. Pouze na rtutovych
elektrodach pak Ize ziskat signal katalytického vylu€ovani vodiku v dusledku
pFitomnosti aduktu na povrchu pracovni elektrody. Tento katalyticky signal maze
slouzit pro velmi citlivé stanoveni modifikované DNA. Naproti tomu elektrodu

z pyrolytického grafitu Ize pouzit pro pfimou analyzu reakéni smési, kdy je
nezreagovany komplex separovan z povrchu pracovni elektrody extrakci organickym

rozpoustédlem (chloroform, isopropylalkohol).

Pracovni postup:

Provedeme denaturaci DNA: 6 min., 99 °C poté prudké zchlazeni v ledu
Modifikace DNA: ke vzorkim jedno a dvou fetézcové DNA pfidame pfedem
pripraveny Os, bipy a nechame reagovat 20 min. pfi 37 °C
Elektrochemické méreni: Do méfici nadobky napipetujeme 2 ml zakladniho
elektrolytu (0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0) provedeme zaznam SWV s pocate€nim
potencialem -1 V, kone€nym potencialem 0,1 V, frekvence 200 Hz amplituda 50 mV.
Poté obnovime povrch pracovni elektrody lepici paskou naneseme vzorek (7uL) a 60
s akumulujeme. Pak elektrodu oplachneme v destilované vodé, ethanolu a
isopropylalkoholu (60 s). Po omyti provedeme méfeni. Po naméfeni provedeme
elektrochemickou upravu povrchu elektrody (30 s 1,8 V) a opét obnovime povrch

lepici paskou.

Seznam potiebného vybaveni a chemikalii:

potenciostat (Autolab)
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elektrodovy systém (663 VA-stand), pracovni elektroda: PGE, referentni elektroda:
Ag/AgCI/3M KCI, pomocna elektroda: platinovy drat

termomixér

0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0

roztok OsQy, roztok 2,2’-bipyridinu

isopropylalkohol, ethanol
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