
Studium p ítomnosti protein  v bu káchStudium p ítomnosti protein  v bu kách
(analýza(analýza proteomuproteomu))

Metody pro stanovení fyzické p ítomnosti protein :

• polyakrylamidová gelová elektroforéza (PAGE)
• westernový p enos
• imunoprecipitace
• imunohistochemie
• izoelektrická fokusace
• dvourozm rná elektroforéza v polyakrylamidovém

gelu
• chromatografie
• fluorescen ní a elektronová mikroskopie
• pr toková cytometrie





Elektroforetické techniky jsou založeny na
schopnosti  pohybu nabitých molekul v

elektrickém poli

• proteiny se obvykle od sebe separují
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou

• polymerizovaný gel se vloží mezi dv  nádoby
napln né pufrem, do kterých se pono í elektrody

• u deskové varianty se vzorky nanesou do jamek na
horní stran  gelu

• používají se alkalické pufry, které protein m udílejí
negativní náboj - v elektrickém poli pohyb sm rem
k anod





Faktory ovliv ující pohyblivost protein  v
gelu

• velikost: se vzr stající velikostí molekuly se snižuje
pohyblivost protein  v gelu (efekt molekulárního síta)

• tvar: globulární proteiny se pohybují rychleji než
vláknité

• hustota náboje (náboj/jednotka hmoty): ím vyšší
hustota náboje tím vyšší pohyblivost v gelu

• koncentrace akrylamidu: se vzr stající koncentrací
pohyblivost klesá



SDS-polyakrylamidová gelová
elektroforéza (SDS-PAGE)

• proteiny zaujímají r zné tvary a disponují r znými
náboji (na rozdíl od molekul DNA, které jsou
uniformní z hlediska tvaru a rozd lení náboje):

• pro separaci protein  se b žn  používá denatura ní
varianta PAGE zvaná SDS-PAGE

• proteiny se rozpouští ve roztoku obsahujícím
negativn  nabité molekuly SDS

• disulfidové vazby se eliminují reduk ním inidlem (β-
merkaptoetanol)

• denaturace protein  je dokon ena varem



SDS -polyakrylamidová gelová
elektroforéza (SDS-PAGE)

sledky vazby SDS na molekuly proteinu:
• elektrostatické odpuzování molekul SDS zp sobí natažení
proteinu (denaturaci) a eliminuje se tak vliv tvaru proteinu na
pohyblivost
• po et molekul SDS navázaných na protein je zhruba úm rný
jeho molekulové hmotnosti. Proto má každý protein, bez ohledu
na svou velikost, ekvivalentní hustotu náboje.
• v tším protein m bude kladen v gelu v tší odpor a jejich
pohyb bude pomalejší (efekt molekulárního síta).

Proteiny se p i SDS-PAGE separují pouze podle jediné
vlastnosti: molekulové hmotnosti.





Zviditeln ní protein  separovaných PAGE

- nespecificky: obarvení všech protein  ve vzorku proteinovými
barvivy
- specificky: westernový p enos (detekce specifických protein
protilátkami)

Nespecifické barvení protein  v gelech:
- st íbro, „coomassie brilliant blue“

Specifické barvení protein  p i westernovém p enosu:
- p enos rozd lených protein  z gelu na pevný filtr (elektroblotting)
- navázání protilátky na p íslušný antigen p i promývání filtru

v roztoku specifické primární protilátky (protilátka musí rozeznat
lineární epitop – protein je denaturován)
- zviditeln ní protilátky na filtru nap . radioaktivní sondou nebo

sekundární protilátkou konjugovanou s ur itým enzymem



Zviditeln ní protein  westernovým p enosem



Blotting protein  a nukleových kyselin
Pro další charakterizaci nebo p i mikropreparaci je nutné
extrahovat proteiny i nukleové kyseliny z gelu, kteý je
nevhodný pro manipulaci i pro provád ní detek ních
chemických reakcí. Je p itom nutné zabránit smísení
separovaných biomakromolekul.

Nej ast ji se používají techniky tzv. blottingu (angl. blot =
skvrna, ka ka, esky p enos) . P i blottingu se pásy
separované elektroforézou p enášejí na ur itou membránu,
kde jsou uchyceny adsorpcí nebo kovalentní vazbou. Po
vazb  na membránu je pak možné provád t analýzu

znými zp soby.

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



Southern blotting
DNA je z gelu p enesena na nitrocelulózovou nebo
nylonovou membránu. ítomnost ur ité
jedno et zcové DNA je pak potvrzena hybridizací -
vazbou komplementárního DNA et zce (sonda i
proba), který je zna en radioaktivn , biotinylací nebo
vazbou antigenu pro imunodetekci.  Použití nap . pro

azení fragment  restrik ního št pení genomové DNA
jednotlivým gen m.

Northern blotting
Separovaná RNA je p enesena na membránu. Specifická
detekce se d je hybridizací s komplementární DNA
sondou, která je zna ena.

Ob  metody mají velký význam pro molekulární biologii,
ale  v  sou asné  dob  jsou  ast ji  zastupovány  PCR
technikami.





Western blotting
Proteiny jsou separovány SDS-PAGE a následn  p eneseny
na nitrocelulózovou nebo polyvinylidendifluoridovou
(PVDF) membránu. Barvení na membrán  se provádí
pomocí Ponceau S, Fast Green nebo Amido erni10 B.

Specifická detekce protein se provádí použitím
primárních protilátek; vzniklý imunokomplex se visualizuje
vazbou zna ené sekundární protilátky nebo zna eného
proteinu A i G (zna ení nej ast ji vazbou enzymu - nap .
alkalické fosfatasy a peroxidasy, ale i koloidním zlatem,
radioaktivn , luminiscen i fluorescen . Detekce
glykoprotein se d je modifikovanou Schiffovou reakcí,
alcianovou mod í, vazbou lektin . N které enzymy lze
prokázat b žnou reak ní sm sí nebo  p i blottingu asto
dochází k renaturaci již denaturovaných bílkovin.





Blokování
Vzhledem k tomu, že v tšina používaných detek ních
systém  po blottingu obsahuje jako indika ní složky
proteiny, je nutné po vlastním p enosu blokovat zbývající
vazebná místa na membrán , aby zde nedocházelo k
nespecifické vazb  t chto bílkovin. Nesmí však dojít k
vyt sn ní vzorku, jeho modifikaci nebo k interferenci s
detek ní reakcí. Používají se: inertní proteiny BSA,
kasein, hemoglobin, želatina p íp. nízkotu né mléko.

Nespecifické vazb  protein  na membránu p i detekci
brání v n kterých aplikacích použití neionogenních
detergent .

Obdobn  je nutné inaktivovat volné reaktivní skupiny
diazotovaných membrán a membrán aktivovaných CNBr.
To se d lá použitím 10% roztoku ethanolaminu.



Rozd lení metod blottingu podle provedení

Difuzní blotting - prostá difuze v tanku s p enosovým pufrem,
dlouhá doba 36-48 hodin, velkou nevýhodou difuze do stran -
zhoršení rozlišení vlastní elektroforetické separace.

Kapilární blotting - blotovací membrána umíst na na povrchu
gelu, který leží na porézní podložce v nádob  s p enosovým
pufrem, na ní pak vrstva vlhkého filtra ního papíru a ada vrstev
suchých filtra ních papír . Celá jednotka je zatížena. Suchý papír
nasává kapilárními silami pufr,  vzorek  je  tak  tažen  z  gelu  na
membránu. Trvá zhruba 12 hodin.

Vakuový blotting - obdobné uspo ádání jako u kapilárního
blottingu, místo kapilárních sil vzorek tažen vakuem. Podstatn
rychlejší (30 min). Výhodou též ost ejší pásy (potla ení difuze).



Kapilární blotting



Rozd lení metod blottingu podle provedení

Elektroblotting - nejrychlejší a nejú inn jší metoda. Hnací silou
je v tomto p ípad  síla elektrického pole. Podle provedení se
rozlišuje tzv. „tankový (tank, wet)“ blotting a „polosuchý (semi-
dry)“ blotting. Jediný pro vysokomolekulární biopolymery.

Hlavními výhodami polosuchého blottingu v porovnání s tankovým
jsou:

1) homogenní elektrické pole, 2) možnost vyššího nap ového
gradientu , 3) menší spot eba p enosového pufru, 4) možnost
simultánního p enosu z n kolika gel

Volba p enosového pufru je podmínkou pro úsp šný blotting.
ležitý pro výb r složení je zejména typ použité membrány, u

elektroblottingu p istupuje ješt  pH pufru a iontová síla.



Elektroblotting



Difuzní blotting a tankový elektroblotting



Polosuchý elektroblotting



Imunoprecipitace

- technika izolace specifických protein  z proteinových sm sí
prost ednictvím protilátek

Obvyklý postup:
- ozna ení bun ných protein  inkubací bun k za p ítomnosti
radioaktivn  zna ených aminokyselin (není nutné, pokud jsou k
dispozici jiné metody pro detekci vysrážených a od protilátek
odd lených protein )
- lýze bun k
- inkubace bun ných extrakt , které obsahují zna ené proteiny
s protilátkou specifickou pro cílový protein
- vytvo ené komplexy se odd lí od zbytku extrakt  prost ednictvím
kuli ek vážoucích imunoglobuliny
- varem se cílové proteiny odd lí od imunoglobulin a kuli ek
- elektroforéza, autoradiografie (westernový p enos)





Použití imunoprecipitace pro
studium meziproteinových

interakcí
- technika kombinující imunoprecipitaci za nativních podmínek a
westernový p enos

Obvyklý postup:
- precipitace cílového proteinu z bun ných extrakt  protilátkou za
takových podmínek, které neni í vazby mezi proteiny

- cílový protein bude precipitován v komplexu se svými p irozenými
partnery

- purifikované komplexy se denaturují a podrobí SDS-PAGE
- p ítomnost sou asn  precipitovaných partnerských protein  se
stanoví westernovým p enosem



Imunohistochemie
el:

n ur ení, ve kterých bu kách je daný protein p ítomen
(obdoba hybridizace nukleových kyselin in situ)

n ur ení, v které ásti bu ky je daný protein p ítomen
(membránový, cytoplazmatický, jaderný) – lokalizace
nazna uje funkci



Izoelektrická fokusace
• varianta elektroforézy, kde podp rným médiem je
polyakrylamidový gel obsahující sm s amfolyt
Amfolyty:
• polymery o nízké molekulové hmotnosti, které mají r zné
pom ry pozitivn  nabitých aminoskupin a negativn  nabitých
karboxylových skupin
• p i elektroforéze se amfolyty rovnom rn  rozd lují v gelu
podle náboje a tak v n m vytvá ejí gradient pH
Princip:
• proteiny se pohybují gelem a jsou vystaveny gradientu pH
• zm nou pH se m ní iontový náboj, který proteiny nesou
• protein se dostane do oblasti takového pH, p i kterém nemá
žádný náboj (je v izoelektrickém bodu) a jeho pohyb se
zastaví
Výhoda:
• protein je soust ed n do velmi ostrého proužku





Dvourozm rná elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu

- pro d lení komplexních sm sí protein , které nelze ádn  rozd lit
jednorozm rnou elektroforézou
- možno srovnat úplný proteom v bu kách vystavených r zným
podmínkám, v bu kách zdravých a nemocných, zjistit zm ny
proteomu v pr hu diferenciace, apod.

Obvyklý postup:
- nativní proteiny se d lí v úzkém pásu gelu podle elektrického
náboje izoelektrickou fokusací
- pruh gelu s proteiny se umístí na desku gelu a zapojí se elektrické
pole jako u SDS-PAGE ve sm ru kolmém ke sm ru fokusace
- každý protein má na ploše gelu jedine né místo

Výhoda: vysoká rozlišovací schopnost - více než 1000 protein /gel



Dvourozm rná elektroforéza protein





Sloupcová chromatografie

Obvyklý postup:
- sm s protein  v roztoku se pomalu nalévá na válcovou kolonu
napln nou propustnou pevnou matricí pono enou do rozpoušt dla

- kolona se promývá

- r zné proteiny mají r znou míru afinity s náplní kolony a proto je
lze odd len  sbírat p i výtoku z kolony

- podle typu nápln  m žeme proteiny d lit nap . podle velikosti nebo
podle schopnosti vázat se na ur ité chemické skupiny nápln



i druhy sloupcové
chromatografie

- iontom ni ová: podle náboje, vazba mezi proteinem a náplní
kolony závisí na pH a iontové síle roztoku

- gelová: podle velikosti

- afinitní: nápl  je opat ena molekulami, které specificky interagují s
cílovým proteinem (nap . protilátka/antigen, enzym/substrát)



i druhy sloupcové chromatografie


