Studium pFitomnosti proteint v bunkach
(analyza proteomu)

Metody pro stanoveni fyzické pfitomnosti proteind:

e polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)
e westernovy prenos

e Imunoprecipitace

e Imunohistochemie

e izoelektricka fokusace

e dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu

e chromatografie
 fluorescencni a elektronova mikroskopie
 prltokova cytometrie



ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
protein(i je rozbiti
bunék nebo tkané

@@

0%,

suspenze
bunék
nebo tkan

Pouzitim jemnych mechanickych postupa, zvanych
homogenizace, |ze perforovat plasmatické membrany bunék,
takie se z bunék uvolni jejich obsah. PouZivane étyfi metody
jsou tu ukazany schematicky.
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@ rozbiti @ pouziti mirného detergentu
bungék na perforaci plasmatické
ultrazvukem membrany

(3) protlaceni (@) rozbiti bunék dobre
bunék malym tésnicim rotacnim
otvorem pistem v tlustosténné

nadobce

Vznikajici husty homogenat

nebo extrakt obsahuje vétsi i mengj
molekuly z cytosolu, jako jsou
enzymy, ribosomy a rzné
metabolity, ale také membranou
uzaviené organely.

Pfi opatrné praci lze ziskat
témeér véechny organely
v neporuenam stavu.



Elektroforetické techniky jsou zalozeny na
schopnosti_pohybu nabitych molekul v
elektrickém poli

proteiny se obvykle od sebe separuji
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou

polymerizovany gel se vlozi mezi dveé nadoby
naplnéné pufrem, do kterych se ponori elektrody

u deskove varianty se vzorky nanesou do jamek na
horni strané gelu

pouZivaji se alkalické pufry, které proteinlim udileji
negativni naboj - v elektrickém poli pohyb smérem
k anodé



GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

katoda
plastova komora

/

pufr




Faktory ovlivAujici pohyblivost proteint v
gelu

« velikost: se vzrUstajici velikosti molekuly se sniZuje
pohyblivost proteind v gelu (efekt molekularniho sita)

tvar: globularni proteiny se pohybuji rychleji nez
vlaknite

hustota naboje (naboj/jednotka hmoty): ¢im vyssi
hustota naboje tim vyssi pohyblivost v gelu

koncentrace akrylamidu: se vzristajici koncentraci
pohyblivost klesa




SDS-polyakrylamidova gelova
elektroforéza (SDS-PAGE)

proteiny zaujimaji rlzné tvary a disponuji rlznymi
naboji (na rozdil od molekul DNA, které jsou
uniformni z hlediska tvaru a rozdéleni naboje):

pro separaci proteinl se bézné pouziva denaturacni
varianta PAGE zvana SDS-PAGE

proteiny se rozpousti ve roztoku obsahujicim
negativné nabité molekuly SDS

disulfidové vazby se eliminuji redukcnim Cinidlem (b-
merkaptoetanol)

denaturace proteinl je dokoncena varem



SDS -polyakrylamidova gelova
elektroforéza (SDS-PAGE)

DUsledky vazby SDS na molekuly proteinu:

« elektrostatické odpuzovani molekul SDS zp{sobi natazeni
proteinu (denaturaci) a eliminuje se tak vliv tvaru proteinu na
pohyblivost

 poCet molekul SDS navazanych na protein je zhruba Umérny
jeho molekulové hmotnosti. Proto ma kazdy protein, bez ohledu
na svou velikost, ekvivalentni hustotu naboje.

e vétsim proteinlim bude kladen v gelu vétsi odpor a jejich
pohyb bude pomalejSi (efekt molekularniho sita).

Proteiny se pFi SDS-PAGE separuji pouze podle jediné
vlastnosti: molekulové hmotnosti.



detergent
dodecylsufat sodny
(SDS| se pouiiva
pro solubilizaci
proteind, které

se pak déli v SDS-
polyakrylamidove
gelové
elektroforeéze

CHH

protein s dvéma
podjednotkami A a B
spojenymi disulfidovou samostatna
vazbou podjednotka
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Zviditelnéni proteint separovanych PAGE

- nespecificky: obarveni viech protein{ ve vzorku proteinovymi
barvivy

- specificky: westernovy prenos (detekce specifickych proteinl
protilatkami)

Nespecifické barveni proteind v gelech:
- stribro, ,coomassie brilliant blue*

Specifické barveni proteint pri westernovém prenosu:
- prenos rozdélenych proteinl z gelu na pevny filtr (elektroblotting)
- navazani protilatky na prislusny antigen pfi promyvani filtru
v roztoku specifické primarni protilatky (protilatka musi rozeznat
linearni epitop — protein je denaturovan)
- zviditelnéni protilatky na filtru napr. radioaktivni sondou nebo
sekundarni protilatkou konjugovanou s ur€itym enzymem




Zviditelnéni proteinl westernovym prenosem
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Blotting proteint a nukleovych kyselin

Pro dalSi charakterizaci nebo pri mikropreparaci je nutné
extrahovat proteiny Ci nukleové kyseliny z gelu, ktey je
nevhodny pro manipulaci i pro provadéni detekcnich
chemickych reakci. Je pritom nutné zabranit smiseni
separovanych biomakromolekul.

NejCast€ji se pouzivaji techniky tzv. blottingu (angl. blot =
skvrna, kanka, Cesky prenos) . Pri blottingu se pasy
separované elektroforézou prenaseji na urcitou membranu,
kde jsou uchyceny adsorpci nebo kovalentni vazbou. Po
vazbé na membranu je pak mozné provadét analyzu
rlznymi zpUsoby.

DNA analyza (Southern blotting, Southern 1975)
RNA analyza (Northern blotting, Alwine et al., 1977)
PROT analyza (Western blotting, Towbin et al., 1979)



Southern blotting

DNA je z gelu prenesena na nitrocelulézovou nebo
nylonovou membranu. Pritomnost urcité
jednoretézcové DNA je pak potvrzena hybridizaci -
vazbou komplementarniho DNA retézce (sonda Ci
proba), ktery je znaCen radioaktivneé, biotinylaci nebo
vazbou antigenu pro imunodetekci. PouZiti napr. pro
prirazeni fragmentl restrikCniho Stépeni genomové DNA
jednotlivym gentim.

Northern blotting

Separovana RNA je prenesena na membranu. Specificka
detekce se de€je hybridizaci s komplementarni DNA
sondou, kterd je znacena.

Obé metody maiji velky vyznam pro molekularni biologii,
ale v souCasné dobé jsou CcCastéji zastupovany PCR
technikami.



Southern & Northern Blotting

Typical Southern Blot Using Biotinvlated Probe
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Western blotting

Proteiny jsou separovany SDS-PAGE a nasledné preneseny
na nitrocelulozovou nebo polyvinylidendifluoridovou
(PVDF) membranu. Barveni na membrane se provadi
pomoci Ponceau S, Fast Green nebo AmidocCernilO B.

Specifickd detekce proteinli se provadi pouZitim
primarnich protilatek; vznikly imunokomplex se visualizuje
vazbou znaCené sekundarni protilatky nebo znacCeného
proteinu A Ci G (znaCeni nejCasteji vazbou enzymu - napr.
alkalické fosfatasy a peroxidasy, ale i koloidnim zlatem,
radioaktivne, luminiscencné Ci fluorescencné. Detekce
glykoproteinl se déje modifikovanou Schiffovou reakci,
alcianovou modri, vazbou lektinl. Nékteré enzymy lze
prokdzat béznou reakcni smesi nebot’ pri blottingu Casto
dochazi k renaturaci jiz denaturovanych bilkovin.
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Blokovani

Vzhledem k tomu, Ze vétSina pouzivanych detekCnich
systémUl po blottingu obsahuje jako indikacni slozky
proteiny, je nutné po vlastnim prenosu blokovat zbyvajici
vazebna mista na membrane, aby zde nedochéazelo k
nespecifické vazbé téchto bilkovin. Nesmi vSak dojit k
vytésneni vzorku, jeho modifikaci nebo k interferenci s
detekCni reakci. Pouzivaji se: inertni proteiny BSA,
kasein, hemoglobin, Zelatina prip. nizkotucné miéko.

Nespecifické vazbé proteinl na membranu pri detekci
brani v nékterych aplikacich pouziti neionogennich
detergenttl.

Obdobné je nutné inaktivovat volné reaktivni skupiny
diazotovanych membran a membran aktivovanych CNBr.
To se déla pouzitim 10% roztoku ethanolaminu.



Rozdéleni metod blottingu podle provedeni

Difuzni _blotting - prosta difuze v tanku s prenosovym pufrem,
dlouha doba 36-48 hodin, velkou nevyhodou difuze do stran -
zhorseni rozliseni vlastni elektroforetické separace.

Kapilarni _blotting - blotovaci membrana umisténa na povrchu
gelu, ktery lezi na porézni podloZzce v nadobé s prenosovym
pufrem, na ni pak vrstva vihkého filtracniho papiru a rada vrstev
suchych filtracnich papirl. Cela jednotka je zatiZzena. Suchy papir
nasava kapilarnimi silami pufr, vzorek je tak tazen z gelu na
membranu. Trva zhruba 12 hodin.

Vakuovy blotting - obdobné usporadani jako u kapilarniho
blottingu, misto kapilarnich sil vzorek taZzen vakuem. Podstatné
rychlejsi (30 min). Vyhodou téz ostrejsi pasy (potlaceni difuze).




Kapilarni blotting
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Rozdéleni metod blottingu podle provedeni

Elektroblotting - nejrychlejsi a nejucinng€jsi metoda. Hnaci silou
je v tomto pripade sila elektrického pole. Podle provedeni se
rozliSuje tzv. ,tankovy (tank, wet)“ blotting a ,polosuchy (semi-
dry)* blotting. Jediny pro vysokomolekularni biopolymery.

Hlavnimi vyhodami polosucheho blottingu v porovnani s tankovym
jsou:

1) homogenni elektrické pole, 2) moznost vyssiho napétového
gradientu , 3) mensi spotreba prenosového pufru, 4) moznost
simultanniho prenosu z nékolika gell

Volba prenosového pufru je podminkou pro Uspésny blotting.
Dllezity pro vybér sloZeni je zejména typ pouzité membrany, u
elektroblottingu pristupuje jesté pH pufru a iontova sila.



Elektroblotting
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Difuzni blotting a tankovy elektroblotting
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Polosuchy elektroblotting
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Imunoprecipitace

- technika izolace specifickych proteint z proteinovych smési
prostrednictvim protilatek

Obvykly postup:

- oznaceni bunécnych proteint inkubaci bunék za pritomnostsi
radioaktivneé znaCenych aminokyselin (neni nutné, pokud jsou k
dispozici jiné metody pro detekci vysrazenych a od protilatek
oddélenych proteindl)

- lyze bunék

- inkubace bunécnych extraktl, které obsahuji znacené proteiny
s protilatkou specifickou pro cilovy protein

- vytvorené komplexy se oddéli od zbytku extraktl prostrednictvim
kuliCek vazoucich imunoglobuliny

- varem se cilové proteiny oddéli od imunoglobulin{ a kuli¢ek

- elektroforéza, autoradiografie (westernovy prenos)
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Pouziti Imunoprecipitace pro
studium meziproteinovych
Interakci

- technika kombinujici imunoprecipitaci za nativnich podminek a
westernovy prenos

Obvykly postup:

- precipitace cilového proteinu z bunécnych extraktl protilatkou za
takovych podminek, které neniCi vazby mezi proteiny

- cilovy protein bude precipitovan v komplexu se svymi prirozenymi
partnery

- purifikovane komplexy se denaturuji a podrobi SDS-PAGE

- pritomnost soucasné precipitovanych partnerskych proteind se

stanovi westernovym prenosem




Imunohistochemie

Cel:

Cs

n urceni, ve kterych bunkach je dany protein pritomen
(obdoba hybridizace nukleovych kyselin in situ)

n urceni, v které Casti bunky je dany protein pritomen
(membranovy, cytoplazmaticky, jaderny) — lokalizace

naznacuje funkci

Mikroskopicka detekce

Y )_ pifipojeni na fluorescenéni

p o

barvivo, koloidni Gastici zlata "’FL
)__ -J\ nizbo jinou specialni znacku _ﬁ) C;\

specifickd protilatka
proti antiganu A

Fluoreskujici protilatka vaie
antigen A ve tkdni a lze ji
detegovat ve svételnem
mikroskopu. Antigenem je tu
pektin v rosthinnych bunkach.

oznatena protilatka

Zlaterm oznadena protilatka

sa vaZe na antigen A ve tkani

a [ze ji odhalit v elektronovém
mikroskopu. Antigenem je opét
pektin ve sténé rostlinné buniky.



| zoelektricka fokusace

e varianta elektroforézy, kde podplrnym médiem je
polyakrylamidovy gel obsahujici smés amfolytl

Amfolyty:

e polymery o nizké molekulové hmotnosti, které maji rlizné
pomery pozitivné nabitych aminoskupin a negativné nabitych
karboxylovych skupin

e pri elektroforéze se amfolyty rovhomerné rozdeluji v gelu
podle naboje a tak v ném vytvareji gradient pH

Princip:

e proteiny se pohybuji gelem a jsou vystaveny gradientu pH
e zmeénou pH se méni iontovy naboj, ktery proteiny nesou

e protein se dostane do oblasti takového pH, pri kterém nema
zadny naboj (je v izoelektrickém bodu) a jeho pohyb se
zastavi

Vyhoda:

e protein je soustredén do velmi ostrého prouzku




IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Kazdy protein je charakterizovan ©
svym izoelektrickym bodem, coz je pH,

pri kterém protein nenese zadny vysledny
elektricky naboj. V tomto bodé se nebude
pohybovat v elektrickém poli.

Pri izoelektrické fokusaci se proteiny

déli elektroforézou v tenké trubicce

s polyakrylamidovym gelem, v niz je

vytvoren gradient pH ze smési ©
specialnich pufru. Kazdy protein

se pohybuje aZ do vzdalenosti,

kterd odpovida jeho izoelektrickému

bodu, a tam setrva.

stabilni gradient pH
0 9 8 7 6 5 4

\
pfi vysokém pH pfi nizkém pH
nese protein nese protein
zaporny naboj kladny naboj

Protein v nasi ukazce ma izotelektricky bod pfi pH 6,5



Dvourozmerna elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu

- pro déleni komplexnich smési proteind, které nelze radné rozdélit
jednorozmeérnou elektroforézou

- mozno srovnat Uplny proteom v bunkéach vystavenych rlznym
podminkam, v bunkéach zdravych a nemocnych, zjistit zmeény
proteomu v pribéhu diferenciace, apod.

Obvykly postup:

- nativni proteiny se déli v izkém pasu gelu podle elektrického
naboje izoelektrickou fokusaci

- pruh gelu s proteiny se umisti na desku gelu a zapoji se elektrické
pole jako u SDS-PAGE ve smeru kolmém ke sméru fokusace

- kazdy protein ma na ploSe gelu jedinecCné misto

Vyhoda: vysoka rozliSovaci schopnost - vice nez 1000 protein{/gel




Dvourozmeérna elektroforéza proteint

Isoelectric focussing | ||| | ||| || || | | ] | |

Low High
pH pH
" i B SDS-PAGE gel
= =

Negatively Positively
charged charged
proteins proteins

Separation
by size

T
T S e b




DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Vsechny proteiny
burniky bakterie
Escherichia coli jsou
rozdéleny na tomto
dvourozmérném
gelu, na némi kazda
skvrna odpovida
jinému polypeptidu.
Nejdfive byl vzorek
rozdelen
izoelektrickou
fokusaci zleva
doprava a pak
elektroforézou podle
své hmotnaosti shora
dola.

Migrace v SDS-gelu
-~ (moldrni hmotnost x 107
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Sloupcova chromatodgrafie

Obvykly postup:
- smés proteind v roztoku se pomalu naléva na valcovou kolonu
naplnénou propustnou pevnou matrici ponorenou do rozpoustédla

- kolona se promyva

- rlizné proteiny maji rliznou miru afinity s naplni kolony a proto je
Ize oddélené sbirat pri vytoku z kolony

- podle typu naplné mizeme proteiny délit napr. podle velikosti nebo
podle schopnosti vazat se na urCité chemické skupiny napiné



Tri druhy sloupcové
chromatografie

- iontomenicCova: podle naboje, vazba mezi proteinem a naplni
kolony zavisi na pH a iontové sile roztoku

- gelova: podle velikosti

- afinitni: napln je opatrena molekulami, které specificky interaguji s
cilovym proteinem (napr. protilatka/antigen, enzym/substrat)



Tri druhy sloupcové chromatografie
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(A} IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE

Kolony jsou naplnény iontoméniéem
s navazanymi kladnymi nebo
zapornymi naboji tak, aby zadrzovaly
proteiny s opacnou polaritou. Vazba
mezi proteinem a napini kolony
zavisi na pH a iontove sile roztoku,
ktery kolonou protéka. Ty lze
regulovat tak, aby se dosahlo

uéinné separace.
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(B) GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pfi gelové filtraci se déli proteiny
podle velikosti. Napln se tady sklada
z poréznich zrnek, kdy malé molekuly
proteinti mohou vstupovat do poru,

a jsou tak zadrzovany v postupu
kolonou. Proteiny, které jsou v&tsi

a nemohou pronikat do poréznich
zrnek, prochéazeji kolonou rychleji.
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(C) AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Kolony pro afinitni chromatografii
obsahuji napln, ktera je kovalentné
vazana k molekulam, jez specificky
reaguji se studovanym proteinem
(napf. protilatkou nebo substratem
enzymu). Proteiny specificky navazané
v koloné Ize pak uvolnit zménou pH
nebo koncentrace solného roztoku,
kterym se kolona promyva. Proteiny
pak ziskame zcela Ciste.



