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Izoelektricka fokusace

- varianta elektroforézy, kde je podplurnym médiem polyakrylamidovy gel obsahujici smés
amfolytu

Amfolyty:

- polymery o nizké molekulové hmotnosti, které maji ruzné poméry pozitivné nabitych
aminoskupin a negativneé nabitych karboxylovych skupin

- pri elektroforéze se amfolyty rovnomeérneé rozdéluji v gelu podle naboje a tak v ném vytvareji
gradient pH

Princip:

- proteiny se pohybuiji gelem s velkymi pory (nenastava efekt sita) a jsou vystaveny gradientu pH

- zmeénou pH se méni iontovy naboj, ktery proteiny nesou

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

- protein je soustredén do velmi ostrého prouzku

- pouziva se jako prvni krok dvourozmerné elektroforézy
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IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Kazdy protein je charakterizovan

svym izoelektrickym bodem, coz je pH,
pfi kterém protein nenese zadny vysledny
elektricky naboj. V tomto bodé se nebude
pohybovat v elektrickém poli.

Pfi 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,

ktera odpovida jeho izoelektrickému
bodu, a tam setrva.

stabilni gradient pH
9 8 7 6 5 4

pfi vysokém pH pfi nizkém -pH
nese protein nese protein
zaporny naboj kladny naboj
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Dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

- pro déleni komplexnich smési proteind, které nelze radné rozdélit jednorozmérnou elektroforézou
- mozno srovnat Uplny proteom bunék vystavenych riznym podminkdm, bunék zdravych a
nemocnych, zjistit zmény proteomu v pribéhu bunécné diferenciace, apod.
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Dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Postup:
- nativni proteiny se déli v uzkém 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 smeéru kolmém ke sméru fokusace

- kazdy protein ma na plose gelu jedinecné misto

Vyhoda: vysoka rozliSovaci schopnost - vice nez 1000 protein(i/gel
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Dvourozmérna elektroforéza proteinu

Isoelectric focussing

Low High
pH pH
+ i ~
B ——
Negatively Positively
charged charged
proteins proteins
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DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

VSechny proteiny
bunky bakterie
Escherichia coli jsou
rozdéleny na tomto
dvourozmérnem
gelu, na ném? kazda
skvrna odpovida
jinému polypeptidu.
Nejdfive byl vzorek
rozdélen
izoelektrickou
fokusaci zleva
doprava a pak
elektroforézou podle
své hmotnosti shora
dolu,

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

100

50

25

https://www.youtube.com/watch?v=YqFApyvZhOE

zasadité pH -al— stabhilni pH-gradient —

kyselé pH
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Interpretace 2D-elektroforetogramu

~ https://www.youtube.com/watch?v=FHvblg338Gg
- obtizna

- vysledky neprehledné
- nutné opakovani
- analyza obrazu, software

Hlavni proteomicke pristupy

dvourozmérna elektroforéza

definovani proteinu rozdélenych v gelu:
- urCeni sekvence aminokyselin
- westernovy prenos

- Stépeni eluovanych proteinu proteolytickym enzymem a stanoveni

molekulové hmotnosti vzniklych peptidi hmotnostni spektrometrii,

srovnani hmotnostnich spekter s databazemi
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Hmotnostni spektrometrie

umoznuje kvalitativni a
kvantitativni analyzu latek
principem je tvorba pozitivhe

Ci negativhe nabitych Castic
(iontu), které se rozliSi na
zakladé pomeéru jejich
hmotnosti a naboje (m/z) a
pote jsou zaznamenany
detektorem

vysledkem je hmotnostni
spektrum, které graficky
znazoriuje Cetnost iontu na
hodnote m/z

Weakative A bnmdaace
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Hmotnostni
spektrometr

obsahuje

iontovy zdroj, ve kteréem
dochazi k ionizaci a prevodu
vzorku do plynnéfaze

hmotnostniho analyzatoru,

kde probiha separace iontu
na zakladé poméru m/z

detektoru
vyhodnocovaciho zarizeni

Zakladni casti hmotnostniho spektrometru

1/ iontovy zdroj - slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice
(tzv. ionizace), konstrukce se liSi podle pouzité ionizacni techniky

2/ hmotnostni analyzator - slouzi k rozdéleni iont( v plynné fazi za vysokého
vakua podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

3/ detektor - slouzi k detekci iontd po jejich rozdéleni podle m/z a k uréeni relativni
intenzity (cetnosti) jednotlivych iontd

» dalsi dilezité casti pfistroje:

- vakuovy systém

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontd

- pofitaé na ovladani a ladéni pristroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, porovnani

kter s knih ,
SPERIED S Knovhot Hmotnostni spektrometr

vzorek nntnvj' Hmotn.
*‘1 zdroj “ analyzator B izt

vakuum

[vakuum}g
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Vyuziti hmotnostni spektrometrie

hlavni vyhoda - vysoky stuper analytické spolehlivosti
- vyuziti zakladni vyzkum/medicina

° diagnostika identifikace metabolickych onemocnéni (analyza obsahu
metaboliti a malych molekul v moci a krvi)

* identifikace alergenu v potravé

identifikace infekCnich agens (napf. bakterialnich ribozomovych
proteinu)

analyza bioaktivnich peptidu a malych regulaénich molekul (napf.
hormonu)

analyza toxickych latek (pesticidl, bakterialnich toxint, kontaminantu)
|éCiv a drog v biologickych tekutinach, potravinach a zivotnim prostredi

° expresni profilovani

https://www.youtube.com/watch?v=mBT73Pesiog
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Chromatografie

 cilem je separace sledovaného analytu od dalSich latek ve vzorku, tak aby mohl byt
naslednée jednoznacné identifikovan a kvantifikovan

* Siroké pouziti, napr. zakladni vyzkum, stanovenilécCiv a drog v télesnych tekutinach, atd.

* princip: interakce slozek smési se dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi — pohyblivou
(mobilni fazi) a nepohyblivou (stacionarnifazi)

» vzorek se po naneseni pohybuje spolecné s mobilni fazi a jeho slozky v rizné mire
interaguji s obema fazemi

* |atky, které se stacionarnifazi interaguiji silnéji, jsou vice zadrzované (retence) a v koloné
setrvaji déle

* retencnicas (doba pro vystup z kolony) je jednim ze sledovanych

* Parametrd

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Sloupcova chromatografie
Postup:

- smés proteinu v roztoku prochazi valcovou kolonou naplnénou
propustnou pevnou matrici ponorenou do rozpoustéd|a

- kolona se promyva

- ruzné proteiny maji riznou miru afinity k naplni kolony a proto je Ize
oddélené sbirat pri vytoku z kolony

- podle typu naplné mizeme proteiny délit napr. podle velikosti nebo podle

schopnostivazat se na urcité chemické skupiny naplné
! | | }

< = = =4

pfived
mobilni faze
vzorek —

sloupec
chromatograficka - +— chromatograficke

kolona napiné
LN—

' Y postupna eluce
~ frakcl vzorku
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TFi druhy sloupcové chromatografie

iontomeénicova: podle naboje, vazba mezi proteinem a naplni kolony zavisi na
pH a iontove sile roztoku

gelova: podle velikosti proteint

afinitni: napln je opatrena molekulami, které specificky interaguiji s cilovym
proteinem (napfr. protilatka/antigen, enzym/substrat)
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tok rozpoustédia
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(A] IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE

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

tok rozpoustédia
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{B) GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pti gelové filtraci se déli proteiny
podle velikosti. Napln se tady sklada

z poréznich zrnek, kdy malé molekuly
proteind mohou vstupovat do poru,

a jsou tak zadrzovany v postupu
kolonou. Proteiny, které jsou vétsi

a nemohou pronikat do poréznich
zrnek, prochazeji kolonou rychleiji.

https://www.youtube.com/watch?v=L-xIHihOGKs

tok rozpoustédla
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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.

https://www.youtube.com/watch?v=VOSkyjldtbovie-2019-analyza proteintiainterakei - https://www.youtube.com/watch?v=8 7edfNO70Y



Chromatografie usnadnuje purifikaci znacenych proteinu

-, polyhistidinovy tag“: aminokyselinovy motiv slozeny z alespon 6 zbytkud histidinu, pfipojeny obvykle na
N- nebo C-konec protein(

nukleotidové sekvence kodujici His-tag se technikou rekombinantni DNA pripojuji k sekvenci genu, jehoz
produkt ma byt purifikovan

« rekombinantnikonstrukt se prenese do E. coli nebo jineho expresniho systéemu
sklizeni a lyze bakterialnich bunek

* naneseni bunécného extraktu na kolony s naplni obsahujici dvojmocné ionty niklu nebo kobaltu, které
vazou polyhistidinové znacky s vysokou afinitou

* po promyti kolony a eluci Ize v jednom kroku purifikovat

* protein a relativné vysoké Cistotée

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Moznosti zapojeni histidinové znacky
A) B)

DA encoding Protein DNA encoding Protein
"
His.;
S-TaG HIS-TAG
— -
Forward Primer Rewverse Primer
PCR

l Ligation

DA encoding Protein H{S‘TAG

HIS-TAG

DMA encoding Protein

Protein specific Protein specific
sequence sequence
5 ATG cat cat cac cat cac cac I 5 - cat cat cac cat cac cac T?} £
¢ HIS-TAG HIS-TAG
START sTOP
codon codon
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Schéma a vysledek purifikacniho postupu Y
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 https://www.youtube.com/watch?v=ZN7euA1fS4Y

MB-2019-analyza proteind ainterakci
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https://www.youtube.com/watch?v=ZN7euA
https://www.youtube.com/watch?v=ZN7euA
https://www.youtube.com/watch?v=ZN7euA

Metody analyzy proteomu

* urCuje uplny profil vSech proteinu, které dany organismus
(bunka) vytvari za definovanych podminek

* narozdil od genomu, ktery se nelisi v bunkach téhoz
organismu, je proteom (podobné jako transkriptom)
promeénlivy podle vnéjsich a vnitrnich faktoru

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Hlavni proteomické pristupy

- dvourozmerna elektroforéza

» definovani proteinu rozdélenych v gelu:
- urceni sekvence aminokyselin

- westernovy prenos

- Stépeni eluovanych proteinu proteolytickym enzymem
a stanoveni molekulové hmotnosti vzniklych
peptidi hmotnostni spektrometrii, srovnani
hmotnostnich spekter s databazemi

MB-2019-analyza proteind ainterakci
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Prutokova cytometrie

bioanalyticka metoda zalozena na
interakcich mezi svétlem a fluorochromy,
ktera kombinuje jevy rozptylu a odrazu
svéetla s detekci fotonu emitovanych
aktivovanym fluorochromem

MB-2019-analyza proteind ainterakci
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Prutokova cytometrie

* Hlavni vyhoda: Umoznuje studium vlastnosti individualnich bunéek v
bunécné populaci

* Co dokaze?

napt.
. zhodnotit miru emitované fluorescence, ktera koreluje s mirou
pritomnosti sledovaného znaku
. frakcionovat bunky podle urcitych vlastnosti, které koreluji s
mirou fluorescence
. rozlisit zivé bunky od mrtvych

vyhodnotit vice nez 100 bunék za 1 minutu
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Prutokova cytometrie — aplikace

* mira pritomnosti urCitych antigenu (napf. sledovani diferenciace
bunek)

* mira pritomnosti DNA (napr. sledovani bunécného cyklu, apoptozy)

» velikost bunék, pritomnost granuli v cytoplazmeé (determinace
bunécnych typu ve smésich bunék)

* mozno vyuzit k frakcionaci bunék dle urcitych vlastnosti (FACS -
Fluorescence-Activated Cell Sorter)
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Prutokova cytometrie

* Princip: Pocitacové zpracovani miry fluorescence jednotlivych bunék

* Predpoklad: Mira fluorescence odpovida sledovanému parametru
(antigen, DNA...)

* Pojmy:

,Flow cytometry“ - méreni urcité vlastnosti bunék v prubéhu
jejich toku pristrojem

,Flow sorting” (Fluorescence-activated cell sorting FACS)
oddélovani bunék podle jejich vlastnosti zjistenych v
prubéhu prutokové cytometrie

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Prutokova cytometrie — principy

* koncentrovana suspenze bunek je opatrena fluorescencni

znackou specifickou pro cilovou molekulu (pro DNA -
propidium jodid, pro protein - fluoreskujici protilatka)

* bunécna suspenze je rozdélena na malé kapicky (kazda z
nich obsahuje jednu bunku)

- jednotlivé kapicky jsou ozareny laserovym paprskem —
dojde k ohybu a rozptylu svétka a zaroven k excitaci
fluorochromu a emisi fluorescence

* méreni miry fluorescence pro kazdou bunku (urcuje miru
pfitomnosti cilové molekuly)

* méreni miry ohybu a rozptylu svétla pro kazdou bunku
(urcuje miru granulace cytoplazmy, velikost a tvar bunky)

* data jsou ulozena ve formeé datového souboru (lze je
opakované analyzovat a kombinovat (,,gatovani)

MB-2019-analyza proteinG ainterakci
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Prutokovy cytometr — technické slozky

opticky systém: zdroj zareni (rtzné typy lasert, UV lampa)

systém fluidiky: pro transport analyzovanych castic do meérici komory

vypocetni systém: analyza a archivace nameérenych hodnot

sortrovaci modul (oddéleni cilové populace z analyzovaného vzorku na
zakladé provadénych meéreni v realném case)

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Prutokovy cytometr — opticky systém

» excitacni optiku tvori zdroj svétla a optické cleny, které transportuji a
zaostruji paprsek do bodu meéreni

- obvykle laser, nejcasteji vzduchem chlazeny argonovy laser, ktery
vyzaruje svétlo o vinové délce 488 nm (vyhoda: umoznuje excitaci
nékolika dulezitych fluorochromu soucasné)

* muze byt vice laseru, jejichz kombinace umoznuje excitovat vice
fluorochromu a tak sledovat vice parametru soucasné
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Prutokovy cytometr — detekce a zpracovani signalu

* soucasné vyhodnoceni interakce zareni s fluorescencni znackou
navazanou na protilatku a ohyb, odraz a absorpce svétla (tzv.
,light scatter®)

* spojeni imunochemického principu s fluorescencnim znacenim
umoznuje presne definovat prislusny antigen

- jevy sledované pomoci ,light scatter” zaviseji na fyzikalnich
parametrech castice (bunky) — velikosti, vnitrni komplexite a
hustoteé obsahu (parametry jadra, membranovych organel a
granuli)

» 2 typy , light scatter” — ,forward scatter” (FSC) a ,,side scatter”
(SSC)
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,JForward scatter” a ,,Side scatter”

* FSC — méreni v roviné prochazejiciho svétla, odpovida
povrchu analyzované castice

» SSC—méreni interference svétla s hustymi strukturami
uvnitr bunky (ohyb a odraz svételného paprsku)

* slouc¢enim hodnot FSC a SCC do histogramu (osa x = FSC, osa
y = SSC) lze ziskat dvojrozmeérné usporadani analyzovanych
castic dle jejich velikosti a hustoty vnitrniho obsahu

e —_—
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Frakcionace bunek - FACS ————
* Princip: -

- podle miry fluorescence je kazdé
kapicce s jednotlivou bunkou

udélen proporcionalni elektricky naboj

- kapicky prochazeji prostorem mezi
dvéma elektrodami a
dochazi k jejich frakcionaci podle
naboje sl

* Vyhoda
- bunky nejsou prutokovou cytometrii
poskozeny - udrzuji si zivotaschopnost
- bunky nejsou kontaminovany - lze je
dale kultivovat

130
@ on-dsbaled cal
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Barrler filter

Ultrasonic transducer
(forms droplets)

N
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Cell suspension

Sheath fluid

with no charge

Sorted charged droplets
containing a fluorescent cell

Aspirator to collect droplets
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Biomedicinské aplikace prutokové cytometrie

- Siroké — vyznamné postaveni vimunologickych a onkologickych oborech
(Casto diagnosticky standard)

* nejlepsi uplatnéni u tekutych tkani (krev, kostni dreri, mozkomisni mok,
bronchoalveolarni lavaz) méné u pevnych tkani (lymfatickych uzlin, solidnich
nadoru)

Hematoonkologie

* imunofenotypizace bunék (kvalitativni a kvantitativni stanoveni pritomnosti
specifickych bunécnych markeru (na povrchu, cytoplazmeé i v jadre):
klasifikace onemocnéni, odliseni nadorovych bunék od zdravych, urceni
prognozy, stanoveni minimalni residualni nemoci, atd.)

Imunologie

* sledovani aktivity subpopulaci lymfocytl (produkce cytokint, fagocytdza,
oxidacni vzplanuti)
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Dalsi aplikace prutokové cytometrie

analyza bunécného cyklu

vysetreni a sortrovani chromozomu

studium apoptozy (mitochondrialni membranové potencialy,
aktivace apoptotickych drah, degradace DNA)

vysetreni viability spermii

analyze exprese a fosforylace proteinu
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Vyuziti prutokové cytometrie pro analyzu bunécného cyklu
* Princip:
meéreni obsahu DNA jednotlivych bunék, ktery se v prubéhu cyklu

periodicky meni
cells in G,
phase

* Postup:

- obarveni DNA fluorescen¢nim
barvivem - propidium jodidem

- méreni miry fluorescence emitované
jednotlivymi bunkami

number of cells m—

- pocCitaCové zpracovani dat a graficke
vyhodnoceni

relative amount of DNA per cell

(arbitrary units)
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