Pristupy k analyze bunécnych
proteinu



Metody pro studium bunécnych proteinu
Stanoveni fyzické pritomnosti bunécnych proteinu:

- polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

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

- iImunoprecipitace
- imunohistochemie
- izoelektricka fokusace

- dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
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ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
proteinu je rozbiti
bunék nebo tkané
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suspenze
bunék
nebo tkan

Pouzitim jemnych mechanickych postupl, zvanych
homogenizace, lze perforovat plasmatické membrany bunék,
takie se z bunék uvolni jejich obsah. PouZivane étyfi metody
jsou tu ukazany schematicky.
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@ rozbiti ® pouiiti mirného detergentu
bunék na perforaci plasmatické
ultrazvukem

membrany

(3) protlaceni (4) rozbiti bunék dobre
bunék malym tésnicim rotacnim
otvorem MB-2019-analyza pisteimia itltesthsiténné

nadobce

Vznikajici husty homogenat

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

Pfi opatrné praci lze ziskat
témér vSechny organely
v neporuseném stavu.



Elektroforetické techniky

- zalozeny na schopnosti pohybu elektricky o e
nabitych molekul v elektrickém poli
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- proteiny se obvykle rozdéluji vertikalni = -

polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (PAGE)

GELOVA ELEKTROFOREZA
- polymerovany gel se vlozi mezi dveé nadoby vzorek se nan$i na gel

specialni pipetou
naplnéné pufrem, do kterych se ponofi elektrody 5

plastova komora

v
- u deskoveé varianty se vzorky nanesou do

jamek na horni strané gelu

- pouzivaji se alkalické pufry, které proteinim i
udileji negativni naboj - v elektrickém poli se
pohybuji smérem k anodé
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Faktory ovliviujici pohyblivost proteinu v gelu

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

- tvar: globularni proteiny se pohybuji rychleji nez vlaknité

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

- koncentrace akrylamidu: se vzrustajici koncentraci pohyblivost klesa
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SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

proteiny bézné zaujimaji rizné tvary a disponuji ruznymi 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 zvana
SDS-PAGE:

proteiny se rozpoustéji v roztoku obsahujicim negativné nabité molekuly
SDS

disulfidové vazby v proteinech se eliminuji redukcnim Cinidlem
(B-merkaptoetanolem)

Priprava vzorku proteinu je dokoncena varem
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SDS-PAGE

Negativni ndboj SDS a jeho vazba k proteinim zpuUsobi:

- 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 proteinum 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.
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protein s dvéma
podjednotkami A a B
spojenymi disulfidovou samostatna
detergent vazbou podjednotka
dodecylsufat sodny
|SDS) se poudivé
pro solubilizaci
proteini, které
se pak déli v SDS-
polyakrylamidove
gelové
elektroforeze

CHs zahiati s SDS a merkaptoethanolem
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Zviditelnéni proteinu separovanych PAGE

- nespecificky: obarveni vSech proteint v gelu proteinovymi barvivy
- stribrem, ,,coomassie brilliant blue
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Zviditelnéni proteinli separovanych PAGE

specificky:

- westernovy prenos (=,immonoblotting”), tj. detekce
proteinu 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 napr.

Fiber pad

filter paper

Membrane

i - il
B e e, il N Gel

L S ST e
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filter paper

radioaktivni sondou nebo sekundarni
protilatkou konjugovanou s urcitym
enzymem

Fiber pad
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Zviditelnéni proteinli westernovym prenosem
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Zakladem jsou protilatky (Ab)

- konkrétniepitopy proteint se detekuji pomoci
specifickych protilatek, které slouzi jako sondy

antigen-
giltr;dmg A heavy chain
loops that ‘(»Lr\\
bind anti Q ) . -
in f‘n igen antigen — = A Vi domain
NH, 2
f
: light

chain

\ V8 )

vananleN . % )\ /S W disulfide
of ght N\ = NN bond - protilatky mohou byt:
hain (V) (NN W\ Sy s st s . °
VR . . Monoklonalni - ziskavaji se z hybridomu
NN Polyklonalni - ziskavaji se z krve
constant domain™, 3x|;— (A) . . ’ ’v
of lightchain . \__ imunizovanych zvirat
(B) L

Figure 4-32 Essential Cell Biology, 2/e. (8 2004 Garland Science) ; . ;
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Priprava monoklonalnich Ab

Produkuije se pomoci hybridomu

- hybridom vznika fuzi:

- nadoroveé leukemické bunky - nesmrtelnost

- B-lymfocytu imunizovaného zvirete -
produkce Ab

s v .« 4 7 v v ’ Antibody-producing Long-lived
- draha priprava, ale na konci témer neomezeny  piasmacel plasma cel

zdroj Ab l

- specifické pouze k jednomu epitopu 4 B
TAS

Monoclonal antibodies

Cells fuse into
a hybridoma o
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Priprava polyklonalnich Ab

Ziskavaji se ze séra imunizovanych laboratornich zvirat

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

o gean New Zealand rabbits screenings (ELIs dotbloy - relativne levna a rychlé priprava
i - reaguji s vice epitopy

Serum separated

d{) from blood clot
¥ <+ Yﬂ: | g
@ A o -
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6. Antibody Validation 5. Affinity Purification 4. Serum collection

(ELISA, dot blot) (Protein A/G or Antigen) MB—ZOl@%Q@%eﬁragﬂ?ﬂtim%%jlzci 13




Sendvicové usporadani Ab

Substrate
- primarni Ab se vaze na specificky epitop Enzyme
antigenu
- znacena sekundarni Ab se vaze na primarni H Secundary antibod
protilatku ccuingary antibody

g \ conjugate

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

IgG, anti-kralici 1gG,...) Primary antibody

@ Antigen
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Typy znaceni sekundarni Ab

- radioaktivné

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

- biotin

- fluorescencni znacka
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- kolorimetrické metody
- chemiluminiscence

- bioluminiscence

- chemifluorescence

- fluorescence / autorad

- zlatem znacené Ab

Detekéni metody
AN

A

A. Colorimetric detection

P

A

iog ra fi e B. Chemiluminescence

P

A

C. Bioluminescence
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D. Chemifluorescence

E. Fluorescence/
autoradiography
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A

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

MB-2019-analyza proteind ainterakci
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Zpusoby prenosu (,,blotingu®)
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- kapilarni prenos g 7
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- elektroforeticky prenos )

- vakuovy prenos \
3 | | ] [l -Gel
Mﬁ Mitrocellulose

Anode (+)
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Vysledek Westernova prenosu

1 2 3 4 5 6

Coomassie blue Western blot

Sample: Hela cell lysate.
Antibody: Specific for human CDK7 protein
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ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Vyuziva 2 Ab proti jednomu proteinu (2 rizné epitopy),
jedna Ab je vazana na nosici — nejcastéji na sténe reakcni
nadoby

HAP-Linked Anti b:::r::l'_.

— an
\] [ =
TAEEEE [\ ####
¥

: Caplura Antibody
!

Sandwich ELISA
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ELISA

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

- moznost vyuziti poloautomatickych systému
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Provedeni ELISA

Vazba proteinu na 1. Ab

Promyti a vazba 2. Ab na protein

Promyti a detekce 2. Ab
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AlphaLISA

- modifikace ELISA
- ,ELISA v roztoku“

Excitation Emission

680 nm J 615 nm

B
.

Donor bead Acceptor bead
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SDS-PAGE
https://www.youtube.com/watch?v=iqgTHx9aUVcY

Western blotting
https://www.youtube.com/watch?v=VgAuZ6dBOfs

ELISA
https://www.youtube.com/watch?v=849HN1ueUhs
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