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Mezinarodni setkani Comenius



* V ramci projektu Comenius se nase skola zucCastnila 4.
mezinarodniho setkani studentu a ucitelu.

* Setkani se jiz konalo v Madridu, Pforzheimu, loni u nas v

Ceské Republice a letos byl tento projekt zakonéen
setkanim v Hamburku.

 Ug&astnické zemé& — Spanélsko, Némecko, Ceska
Republika, Slovensko, Lotyssko, Madarsko




Commenius Hamburg

* Tématem vsech setkani bylo studium biotechnologii a
jejich mozné vyuziti.
* Program setkani zahrnoval jednak praci v laboratori,

prednasky profesora Barona, ale take prohlidku mésta a
okolnich zajimavosti.




Cil prace

* Vychozim materialem byly bakterie E. Coli do
jejichz geneticke informace byl jiz prfi minuléem
setkani vpraven gen pro tvorbu zeleneho
fluorescencniho proteinu (GFP) a gen pro
rezistenci vuci antibiotikum.

* Cilem prace bylo vyprodukovat GFP, izolovat
ho z bakterii a stanovit zakladni viastnosti.



Rozdeleni prace

* Rust kultury — namnozeni bakterii
* Produkce GFP
* Uvolneni GFP z bakterii
* Cisténi
* |zolace GFP a stanoveni jeho vlastnosti




Rust kultury

* Aby byl vysledek nasi prace co nejlepsi a ziskali co nejvice
GFP, musime nejdrive nasi bakterialni kulturu zvetsit.

* Vlozeni bakterii do kultivacniho média. Pote pridani antibiotika
ampicilinu, ktery niCi bakterie. Bakterie, které maji v genomu
gen pro GFP, maji rovnéz gen pro rezistenci vuci antibiotikim.
Proto ampicilin zniCi pouze bakterie bez genu pro GFP a
bakteriim s genem pro GFP neuskodi.

* Pro péstovani bakterii musime udzovat stalé optimalni
prostredi:

e 37°C
* pH=7

* Neustalé okysliCovani roztoku




Rust kultury

* Vzdy po dvaceti minutach vezmeme vzorek roztoku a

merime pomoci fotometru optickou hustotu, ktera se diky
mnozeni bakterii neustale zvetsuje.

* Asi po % hodineg je jiz bakterii dostatek a zacheme s
produkci GFP
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Meéreni pH — kontrola stalosti roztoku



Produkce GFP

* Zacneme pridanim monosacharidu L-(+)-arabinosy

* Arabinosa se vaze na represor (bilkovinu araC), ktery
brani prepisu genu pro GFP do mRNA a nasledné tvorbé
GFP. Pokud dojde k navazani arabinosy, zacne se
prepisovat gen do mRNA a pote na ribozomech se zaCne
vytvaret podle mRNA bilkovinny retezec (GFP).




1. Gen araC produkuje protein araC (represor)

araC

protein

\ . /\ : /
araC operon GFP gen

2. represor araC se navaze k promotoru GFP operonu a zabranuje navazani RNA
polymeraz

araC
protein

GFP operon



3. Dojde k navazani arabinosy (induktoru) na represor araC. AraC zmeéni svoji
prostorovou strukturu a tim padem umozni navazani RNA polymerazy

- Zména prostorove struktury

arabinose

|
operon

4. RNA polymeraza za¢ne syntetizovat komplementarni retézec mRNA podle kterého se
na ribozomech posklada molekula GFP z aminokyselin.

RNA
polymerase

|
operon



GFP - zeleny fluorescencni protein

* Protein izolovany z meduzy Aequorea victoria

* Biologicka funkce GFP — obrany mechanismus —
podrazdéna meduza produkuje GFP, jehoz zelené
fluorescencni svétlo ji chrani proti nepratelim




Mozné vyuziti GFP v biotechnologii :

* Lokalizace cytoskeletu nadorove bunky

* Lokalizace bunek (napr. nervove bunky v Cervovi)

* Exprese proteinu ( kolonie produkujici GFP)




GFP - zeleny fluorescencni protein

* GFP je slozen z 238 aminokyselin

* Fluorescencni cast zeleneho fluorescencniho proteinu se
vytvari autokatalytickou reakci tri aminokyselin (ser-tyr-gly)

* GFP pohlcuje svétlo vinovych délek 238 nm — 457 nm

* GFP vyzaruje zelené svetlo o vinové délce 508 nm




Fermentator

Pro pestovani bakterii a pro produkci GFP
jsme pouzivali fermentatory

Ruzné pracovni skupiny pouzivali ruzné
druhy fermentatoru. Od téch
nejjednodussich az po velmi drahe
pristroje.




Separace GFP z namnozenych E. coli

* Do zkumavek dame malé mnozstvi kultivovanych bakterii
a vlozime asi na 5 minut do centrifugy.

* Po vytazeni vidime na dne malou usazeninu ktera
predstavuje bunky bakterie E. Coli, medium z okoli
slejeme.

* Do zkumavky pridame roztok lysozymu (enzym, ktery nicCi
vazby mezi peptidoglykanem mureinem, ktery tvori
bunécnou sténu bakterii) a promichame ho s bakteriemi




* Smés ochladime na teplotu -18°C po dobu
nejmene 20 minut

* Touto teplotou je podporena lyza bunky kterou
zajistuje lysozom

* Rozpadem bunecnych sten bakterii dojde dojde
k uvolnéni GFP a ostatnich proteinu z bunky

® Vlozime roztok do centrifugy. Po vytazeni
vidime na dne tuby usazenou bilou skvrnu,
bunky vcetne bilkovin, slijeme zbytky ze
zkumavky a nechame v ni pouze usazenou
slozku. Pokud vlozime zkumavku pod UV
lampu, muzeme sledovat, ze nam
usazenina zelene fosforeskuje.




Sloupcova chromatografie

* Sloupcova chromatografie vyuziva kolonu, v niz je pevna
faze (gel) pres kterou prochazi roztok lysatu (bakterialni
drt' a GFP). Diky rozdilné rychlosti prichodu mizeme
separovat jednotlive bilkovinne slozky.

® Pfi pruchodu lysatu kolonou pouzivame
nékolik pufru, které nam zarucuji spravny
pruchod GFP kolonou. Pufry jsou roztoky o
ruzné koncentraci siranovych aniontu a
amonnych kationtu.

GFP pod UV lampou pred
priachodem kolonou



Diky ruzné rychlosti pruchodu
jednotlivych latek gelem v
Koloné, muzeme separovat
bilkoviny od ostatnich Casti

bakterii.

Po pruchodu GFP kolonou
overime jeho pritomnost ve
vyslednem roztoku opet pod UV

lampou.

kolona \

smes bilkovin

—

gel —7

zkumavka —»

7
GFP a dalsi bilkoviny které
prochazi stejnou rychlosti jako

GFP



Elektroforéza

® Pri elektroforeze jsme vyuzili shopnost
bilkovin trorit ionty v zavislosti na poctu
jejich karboxylovych nebo aminovych
skupin a na pH prostredi.

* Na sloupec PAGE (polyakrylamidoveho) gelu umisteneho
mezi dvéma elektrodami naneseme smes bilkovin.
Bilkoviny postupuji ruznou rychlosti podle velikosti svého
naboje a podle hmotnosti ke kladné nabite elektrode.

® Ugel této metody je, spis nez
izolace GFP, podle vzdalenosti
kterou GFP urazi urCit o jaky
protein se jedna a nektere jeho
vlastnosti (molarni hmotnost)




Urceni hmotnosti GFP

* Graf ukazuje
souvislost mezi

molekularni

\\\ hmotnosti a
vzdalenosti, kterou
urazi molekula.

* Diky elektroforéze
muzeme zmeéfit

. jakou vzdalenost
\ GFP urazil a podle
toho z grafu

urcime molarni
hmotnost.







Timto nas biotechnologicky program
skonCil a zacCala cast odpocCinkovejsi

Hamburg je velké pristavni mesto, proto jsme se nemohli
obejit bez prohlidky centra ale hlavné pristavu.

Privitani na radnici
radnice



Pristav Hamburg







,Nas cesky vedecky tym."

Teda vlastne nejsme vsichni. Na fotce nam chybi Magda s Johankou,
které musely odjet driv.



Ugastnici projektového setkani v Hamburgu
— kveten 2009
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