Pristupy k analyze bunécnych
proteinu



Metody pro studium bunécnych proteint

Stanoveni fyzické pritomnosti bunécnych proteinu:

- polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

- westernovy prenos
- ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

- Imunoprecipitace
- imunohistochemie
- jzoelektricka fokusace

- dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu



ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem Pouiitim jemnych mechanickych postupl, zvanych Vznikajici husty homogenat
purifikace vétsiny homogenizace, lze perforovat plasmatické membrany bunék, nebo extrakt obsahuje vétsi i mengj
proteind je rozbiti takie se z bunék uvolni jejich obsah. PouZivané étyfi metody molekuly z cytosolu, jako jsou
bunék nebo tkané jsou lu ukazany schematicky. enzymy, ribosomy a ruzné

metabaolity, ale také membranou
uzaviené organely.
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Pfi opatrné préaci lze ziskat
téméar vsechny organely

v neporuseném stavu.

@ protlaceni @ rozbiti bunék dobre
bunék malym tésnicim rotacnim
otvorem pistemn v tlustosténné

nadobce



Elektroforetické techniky

- zalozeny na schopnosti pohybu elektricky - r
nabitych molekul v elektrickém poli
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- proteiny se obvykle rozdeéluji vertikalni -
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (PAGE)

I.

GELOVA ELEKTROFOREZA
- polymerovany gel se vlozi mezi dvé nadoby zorek se nanas na gel

specidlni pipetou

naplnéné pufrem, do kterych se ponori elektrody

- u deskové varianty se vzorky nanesou do
jamek na horni strané gelu

- pouzivaji se alkalické pufry, které proteinim
udileji negativni naboj - v elektrickém poli se
pohybuji smérem k anodé




Faktory ovliviiujici pohyblivost proteinti v gelu

- velikost: se vzrustajici velikosti molekuly se snizuje pohyblivost
proteinu v gelu (efekt molekularniho sita)

- tvar: globularni proteiny se pohybuiji rychleji nez vlaknité

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

- koncentrace akrylamidu: se vzrustajici koncentraci pohyblivost klesa



SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

proteiny bézné zaujimaji rizné tvary a disponuji riznymi naboji (na rozdil od
molekul DNA, které jsou uniformni z hlediska tvaru a rozdéleni naboje)

interpretace elektroforetogramu v nativni podobé je obtizna

pro separaci proteinu se bézné pouziva denaturacni varianta PAGE zvand
SDS-PAGE:

proteiny se rozpousteji v roztoku obsahujicim negativné nabité molekuly
SDS

disulfidoveé vazby v proteinech se eliminuji redukénim Cinidlem
(B-merkaptoetanolem)

proteinu je dokoncena varem



Negativni ndboj SDS a jeho vazba k proteinim zpusobi:
- zamaskovani vlastniho naboje proteinu

- natazeni proteinu (denaturaci) a eliminuje tak vliv tvaru
proteinu na pohyblivost (diky elektrostatickému odpuzovani

molekul SDS)

- pocet molekul SDS navazanych na protein je zhruba umérny
jeho molekulové hmotnosti; proto ma kazdy protein, bez
ohledu na svou velikost, ekvivalentni hustotu naboje

- vétSim proteinim bude kladen v gelu vétsi odpor a jejich

pohyb bude pomalejsi (efekt molekularniho sita).

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

SDS-PAGE

Ulrich K. Laemmli &
University of Geneva [

protein s dvéma
podjednotkami A a B
spojenymi disulfidovou samostatna
detergent vazrbou podjednotka
dodecylsufat sodny
|SDS) se pouiivé
pro solubilizaci
proteini, které
se pak déliv SDS-
polyakrylamidove
gelové
elektroforeze

== réporné —_—
1/~ nabita C
~ -B molekula SDS

| I
| polyakrylamidova gelova elektroforeza

(|;| s ©

SDS \ ®

destiéka polyakrylamidového gelu
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Zviditelnéni proteinu separovanych PAGE

-nespecificky: obarveni vSech proteinl v gelu proteinovymi barvivy
- stribrem, ,,coomassie brilliant blue”
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Zviditelnéni proteinu separovanych PAGE
specificky:
- westernovy prenos (=,immonoblotting”), tj. detekce
proteinl rozdélenych elektroforézou protilatkami
- prenos rozdélenych proteinu z gelu na pevny filtr
- navazani protilatky na prislusny antigen pri promyvani
filtru roztokem specifické
primarni protilatky (protilatka musi rozeznat linearni
epitop — protein je obvykle denaturovan)
- zviditelnéni protilatky na filtru napt.

radioaktivni sondou nebo sekundarni
protilatkou konjugovanou s urcitym
enzymem




Zviditelnéni proteinu westernovym prenosem

GO
® o
e® @

Mixture of
proteins

Gel electrophoresis
(SOIS-PAGE)

il
GLEID
O

@ O O

Transier (o filter

Stained gel

_=Frotein
bands

e
Y N

Antibody

Incubate filier with

antibody against
|J||:1:1,-i:'| of interest

Blot after

transfer of proteins

k|

v

o
-
-

Antibocly
hound to
‘u]]!‘l: |h’: _F

|1rnrm-in

Detect bound antibody
by radicactivity or
staining

y

Western Blot showing
bands indentified by
specific antibody

10



Zakladem jsou protilatky (Ab)

- konkrétni epitopy proteinu se detekuji pomoci
specifickych protilatek, které slouzi jako sondy

antigen-
binding .
ite he;aw chain

loops that X b
bind antigen f |
|,I|

B S L light

chain

Vi ﬁiomain
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(B) COOH

Figure 4-32 Essential Cell Biology, 2/e. {® 2004 Garland Science) 11



Priprava monoklonalnich Ab

Produkuije se pomoci hybridomu

- hybridom vzniké fazi:

- nadorové leukemicke bunky - nesmrtelnost
- B-lymfocytu imunizovaného zvirete -
produkce Ab

Antigen

Cells fuse into
a hybridema

i e \\
/7 \¥4 . V4 v v V4 Antib dy_ "
- draha pfiprava, ale na konci téméf neomezeny piasmacel

zdroj Ab
- specifické pouze k jednomu epitopu

Long-lived
plasma cell

TAS

Monoclonal antibodies
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Priprava polyklonalnich Ab

Ziskavaiji se ze séra imunizovanych laboratornich zvirat

/X®

1. Antigen design, synthesis, 2. Immunization of 2-4 3. Additional boosts and

e New Zealand rabbits screenings (ELSA dotblon - relativné levna a rychlé priprava
i - reaguji s vice epitopy

>

Serum separated

A from blood clot
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6. Antibody Validation 5. Affinity Purification 4. Serum collection
(ELISA, dot blot) (Protein A/G or Antigen) (antibodies in rabbit blood) 13



Sendvicové usporadani Ab

Substrate

- primarni Ab se vaze na specificky epitop
antigenu

Enzyme

- znacena sekundarni Ab se vaze na primarni
protilatku

1]
H Secundary antibody
¢/ W, conjugate

- vwyvhoda — vyroba drahych znacenych Ab pouze
proti malému poctu primarnich Ab (anti-mysi

IgG, anti-kralici I1gG,...) Primary antibody

Antigen
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Typy znaceni sekundarni Ab

- radioaktivné

- kfrenova peroxidaza (horseradish peroxidase — HRP)
- alkalicka fosfataza

- biotin

- fluorescencni znacka



Detekcni metody

- kolorimetrické metody

- chemiluminiscence

- bioluminiscence

- chemifluorescence

- fluorescence / autoradiografie

- zlatem znacené Ab
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B. Chemiluminescence
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b

E. Fluorescence/
autoradiography
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F. Immungold detection
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Imunobloting

- rozdéleni proteint daného vzorku gelovou elektroforézou

- prenos proteinl na membranu (,,westernblotting” - presavka)
- inkubace membrany se specifickou protilatkou

- inkubace membrany se sekundarni znacenou protilatkou

- detekce navazané protilatky

17



Zpusoby prenosu (,blotingu®)

e )

- kapilarni prenos gy i
\J — - \-/ Filter paper

- elektroforeticky prenos ms) i

18



Vysledek Westernova prenosu

1 2 3 4 5 6 2 3 4 5

— ey ——

LI T TLER -

Coomassie blue Western blot

Sample: Hela cell lysate.
Antibody: Specific for human CDKY protein

6
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ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Vyuziva 2 Ab proti jednomu proteinu (2 rizné epitopy),
jedna Ab je vazana na nosicCi — nejcasteji na stenée reakcni
nadoby

HRP-Linked Antil z-/

HFIF"

7 THB8
Substrate
Detachon =

Antibody #

&°

-| Caplure Anlibody

Sandwich ELISA,
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ELISA

- vysoka citlivost — pg/ml => potfeba malého mnozstvi vzork(

- moznost vyuziti poloautomatickych systému

21



Provedeni ELISA

Vazba proteinu na 1. Ab

Promyti a vazba 2. Ab na protein

Promyti a detekce 2. Ab



- modifikace ELISA
- ,ELISA v roztoku”

AlphaLISA

Excitation
680 nm

1= P

Donor bead

Emission
615 nm

Acceptor bead
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Imunoprecipitace

- technika izolace specifickych proteint z
proteinovych smeési prostrednictvim protilatek

- protilatky jsou v komplexu se svymi antigeny
oddéleny od ostatnich molekul pomoci
proteinu A nebo G (zdroj bakterie), které
vazou imunoglobuliny a soucasné jsou
imobilizovany na pevném podkladu (,,beads®)

- proteiny A a G se vazou na oblast Fc tézkych
retézcU

- oblast Fab je stale k dispozici pro vazbu
antigenu

AT A
N i g \
- 7
\ oG o
kg
= Antigen ——

Fab

— L
Grain c
Oligosacchande

A . I-Iru_:p:_l CI-III o
r?gm VL
| 3% a

LEGEND

Fub Fraoment, amigen-binding

Fc Faoment, crystalizable

€L Constant domain, Light (hain
“H Constant domain, Heavy Chain
VL Variable domain, Light Chain
YH Variable domain, Heavy Chain

Hypervariable Reqgion
Yariabie Region

. Constant Region
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Vyuziti imunoprecipitace

Prima

- protilatka je imobilizovana na pevném podkladu (napt.
paramagnetickych nebo agardzovych/nemagnetickych
kulickach), vaze antigen a vysrazi jej ze smési

& \ (2 ©

Neprima \h A . 1
- protilatka je volné rozpustnad, vaze antigen ze smési, o s %o : ® 0'

nasledné jsou pridany o ® @f{ N

kuli¢ky pokryté proteinem A nebo G a dojde k vysrazeni © 'K 4

antigenu » o o ¥

o @@ ®
o " 4

Postup:

- lyze bunék

- inkubace bunécénych extraktl s protilatkou

- precipitace

- varem se cilové proteiny oddéli od imunoglobulind a
kulicek

- elektroforéza, western

€ suitable antibody is added.

6 Antibody binds to protein of interest

-9 Protein A or G added to make antibedy-protein complexes insoluble,

'ﬂ Centrifugation of solution pellets antibody-protein complex
Removal of supematant and washing

25



Detekce DNA/RNA vazebnych mist

1

(napf. ChiP = | gosipkrmon
Chromatin Immunoprecipitation)

Chromatin

‘ |mmunoprecipitate
* Anli-Histone
* Anti-Transcription Factor

Detection
= Quantitative PCR
* Promater Microarray
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Izolace specifickych proteint (tzv. pull-down)

Gluathione affinity
resin

i GST-tag

2

»

Bait protein |

GST-tag fused bait protein immobi-

lized to glutathione affinity resin

Pull-down assay

” < . . = ; —3 Prey protein H1|

Hes
+ VI

m

After Cell lysate addition the inter- Unbounded proteins are eluted, Elute protein-protein in-
acting proteins will be bounded and the interacting proteins teraction complex
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Méreni aktivity specifickych proteinu (napf. kindzové assaye)
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Pouziti imunoprecipitace pro studium meziproteinovych interakci

technika kombinujici imunoprecipitaci za nativnich podminek a westernovy prenos (,,co-immunoprecipitation®)

Postup:

- precipitace cilového proteinu z bunéénych extraktl protilatkou za takovych podminek, které nenici vazby
mezi proteiny

- cilovy protein se precipituje v komplexu se svymi prirozenymi partnery

- purifikované komplexy se denaturuji a podrobi SDS-PAGE

- pritomnost soucasné precipitovanych partnerskych proteint se stanovi westernovym prenosem

Cell Lysate or Incubation with Call Lysate or Incubation with
Protein Mixture Antibody-coupled Resin Protein Mixture Antibody-coupled Resin
- | |
3 a 2 oA @ LW 7 = / s 1 2 =7 I e =% %
. . ¥ ¥4 K 3 a3 " 24 ¥
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Imunohistochemie

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

- urCuje, ve které casti bunky je dany protein pritomen (membranovy, cytoplazmaticky, jaderny)
lokalizace naznacuje funkci
- bunky se fixuji, penetruje se membrana a inkubuji se s konkretnl Ab

Mikroskopicka detekce

Y pfipajeni na fluorescenéni
)'_ barvivo, koloidni Castici Liata’\é er

}_ --K nebe jinou specialni znacku

specificka protilatka
proti antiganu A

Fluoreskujici protilatka vaze
antigen A va tkani a lze ji
detegovat ve svételnam
mikroskopu. Antigenem je tu

paktin v rostlinnych bunkach.

oznadena protilatka

Zlaterm oznatena protilatka

se vare na antigen A ve tkani

a lze ji odhalit v elektronovém
mikroskopu. Antigenem je opét
pektin ve sténé rostlinné bunky.
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Izoelektricka fokusace

- varianta elektroforézy, kde je podpurnym médiem polyakrylamidovy gel obsahujici smés
amfolytl

Amfolyty:

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

- pri elektroforéze se amfolyty rovhomeérné rozdeéluji v gelu podle naboje a tak v ném vytvare;ji
gradient pH

Princip:

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

- zmeénou pH se meéni iontovy naboj, ktery proteiny nesou

- protein se dostane do oblasti takového pH, pri 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 dvourozmeérné elektroforézy




IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Kazdy protein je charakterizovan

svym izoelektrickym bodem, cozZ 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
0 9 8 7 6 5 4

O |
@—
= : =
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
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Dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

- pro déleni komplexnich smési proteinu, které nelze radné rozdélit jednorozmérnou elektroforézou
- mozno srovnat Uplny proteom bunék vystavenych riiznym podminkam, bunék zdravych a
nemocnych, zjistit zmény proteomu v pribéhu bunééné diferenciace, apod.
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Dvourozmérna 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 elektrickeé
pole jako u SDS-PAGE ve sméru kolmém ke smeéru fokusace
- kazdy protein ma na plose gelu jedinecCné misto
Vyhoda: vysoka rozliSovaci schopnost - vice nez 1000 proteinG/gel
Equilib ration
?m%l::tt:?.:[g
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Dvourozmeérna elektroforéza proteint

Isoelectric focussing

Low High
pH pH
+ i
- ~

Negatively Positively
charged charged
proteins proteins

SDS-PAGE gel

Separation
by size
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DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

VSechny proteiny
burfky bakterie
Escherichia coli jsou
rozdéleny na tomto
dvourozmérném
gelu, na némz kazda
skvrna odpovida
jinému polypeptidu.
Nejdrive byl vzorek
rozdélen
izoelektrickou
fokusaci zleva
doprava a pak
elektroforézou podle
sve hmotnosti shora
dolu.

Migrace v SDS-gelu
-— (molarni hmotnost x 107

100

50 |

25

zasadite pH

-af— stahilni pH-gradient —

kyselé pH
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Interpretace 2D-elektroforetogramu

- obtizna

- vysledky neprehledné

- nutné opakovani

- analyza obrazu, software

Hlavni proteomicke pristupy

dvourozmeérna elektroforéza
definovani proteint rozdélenych v gelu:
- urcCeni 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 negativne nabitych Castic
(iontl), které se rozliSi na
zakladé poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z) a
poté jsou zaznamenany
detektorem

vysledkem je hmotnostni
spektrum, které graficky
znazornuje Cetnost iontu na
hodnote m/z
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Hmotnostni
spektrometr

obsahuje

iontovy zdroj, ve kterem
dochazi k ionizaci a prevodu
vzorku do plynné faze

hmotnostniho analyzatoru,

kde probiha separace iontu
na zakladé poméru m/z

detektoru
vyhodnocovaciho zarizeni

Zakladni ¢asti hmotnhostniho spektrometru

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

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

3/ detektor - slouZi k detekci iontl po jejich rozdéleni podle m/z a k uréeni relativni
intenzity (€etnosti) jednotlivych iontd

» dalsi dalezité casti pristroje:

- vakuovy systéem

- iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

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

kter s knih ,
SPERIED S Knnovhot Hmotnostni spektrometr

vzorek nntnvj' Hmotn.
*‘1 zdroj ++ analyzator B e

vakuum

[vakuum}g
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Vyuziti hmotnostni spektrometrie

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

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

identifikace alergenu v potravé

identifikace infekCnich agens (napf. bakterialnich ribozomovych
proteinu)

analyza bioaktivnich peptidu a malych regula¢nich molekul (napf.
hormon)

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

expresni profilovani



