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Metody

— stanovuijici fyzickou pritomnost bunécnych

proteinu

— Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)
SDS-PAGE

— Westernuv prenos

— Imunodetekce proteinu
— ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

— Imunoprecipitace
— Imunohistochemie

— lzoelektricka fokusace
— Dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
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Purifikace proteinu

— 1. krok

— zisk suspenze bunek nebo tkane

— 2. krok

— rozbiti bunék nebo tkané
ultrazvukem
pouzitim mirného detergentu na perforaci plasmatické membrany
protlaCeni bunék malym otvorem
rozbiti bunék tésnicim rotaénim pistem v tlustosténné nadobce

— 3. krok

— zisk hustého homogenitu nebo extraktu s vétSimi i mensimi molekulami
z cytosolu (enzymy, ribosomy, metabolity, membranou uzaviené
oraganely)

— zisk organel v neporuseném stavu
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Homogenizace bun

ek nebo tkani
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Elektroforeticke techniky

— schopnost pohybu elektricky nabitych molekul v
elektrickem pol

— vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza
(PAGE)

— pouzivaji se alkalickeé pufry
udéleni negativniho naboje proteiniim — proteiny se poté pohybuji ke kladné
elektrodé (anodé)

— ruzné varianty
gel vloZzeny mezi dvé nadoby naplnéné pufrem, do kterych se ponofi elektrody
deskova varianta (vzorky jsou naneseny do jamek na horni strané gelu)
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Faktory ovlivnujici pohyblivost
proteinu v gelu
— Velikost

— se vzrustajici velikosti molekuly se sniZuje pohyblivost proteint v gelu
(efekt molekularniho sita)

— Tvar

— globularni proteiny se pohybuiji rychleji nez vlaknité

— Hustota naboje

— naboj/jednotka hmoty
— Cim vySSi je hustota naboje tim vysSi je pohyblivost v gelu

— Koncentrace akrylamidu

— se vzrustajici koncentraci pohyblivost klesa
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PAGE

— proteiny

— rtizné tvary molekul
— disponuji také ruznymi naboji

— DNA

— uniformni z hlediska tvaru a rozdéleni naboje

— Interpretace elektroforetogramu v nativni podobé

je obtizna.
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SDS-PAGE

— denaturacni varianta PAGE
— bezne pouzivana metoda
— pouziva se pro separaci proteinu

— pfiprava vzorku

— rozpousteni v roztoku obsahujicim negativné nabité molekuly
(SDS: dodecylsulfat sodny)

— eliminace disulfidovych vazeb v proteinech redukcnim Cinidlem
(B-merkaptoetanol)

— dokonceni pfipravy vzorku varem
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SDS-PAGE

— SDS

— negativné nabity
— vaze se k proteinum
zamaskovani vlastniho naboje proteinu
denaturace proteinu a eliminace vlivu tvaru proteinu

pocCet molekul SDS navazanych na protein je zhruba umérny jeho molekulové

hmotnosti
ekvivalentni hustota naboje

vétSim proteinum v gelu kladen vétsi odpor
PomalejSi pohyb (efekt molekularniho sita)

— Proteiny se separuji pouze podle molekulové

hmotnosti
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SDS-PAGE
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Zpusoby prenosu

— kapilarni prenos

— zavazi, sklenéna destiCka, papir, filtracni papir, nitrocelul6zovy filtr, gel, filtracni
papir, sklenéné desticky ponorené v pfrenosovém pufru
— suchy papir nasava kapilarnimi silami pufr, vzorek je tak tazen z gelu na membranu

— elektroforeticky prenos

— Westernuv prenos (proteiny jsou zaporné nabité a putuji ke kladné elektrodé —
anodé)
— hnaci silou je sila elektrického pole

—vakuovy prenos

— obdobné usporadani jako o kapilarniho prenosu, avsak vzorek je tazen vakuem
— rychlejSi nez kapilarni prenos |\/| U |\|

I
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Westernuv prenos

— prenos proteint
rozdeélenych
elektroforézou z gelu na

pevny filtr (membranu)
— slozeni: hubka, filtraéni

papir, gel, membrana,

filtraCni papir, hubka
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Zviditelnéni proteinu

Jf

— Nespecificky

— obarveni vSech proteint v gelu
Coomassie Brilliant Blue
St¥ibro

— Specificky

— obarveni pouze vybraného proteinu
protilatky
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Barveni

Ponceau S
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ot
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Coomassie Brilliant
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Imunodetekce proteinu

1. vysyceni volnych vazebnych mist na membrané
— roztoky levného proteinu (mléko, BSA,...)

2. navazani primarni protilatky na prislusny antigen pfi promyvani filtru
roztokem specifické protilatky

promyvani

navazani sekundarni protilatky obsahujici konjugovany enzym
promyvani

dodani prislusného substratu pro konjugovany enzym

N o 00 A~ W

detekce signalu

— chemiluminiscence
— detekce zbarveni

— pro zviditelnéni proteinu na membrane se uzivaji napfiklad radioaktivni

UNI
PHARN

sondy nebo vy$e zminéné sekundarni protilatky M
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Imunodetekce
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roteinu

Patobiochemie 2. cviceni

I
f——




Protilatky

— jsou schopny rozeznat konkrétni epitopy proteinu
—slouzi jako sondy

—rozdéleni

— monoklonalni
ziskavaiji se z hybridomu

— polyklonalni
ziskavaji se z krve imunizovanych zvifat
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Monoklonalni protilatky

— produkuji se pomoci hybridomu

— ten vznika fzi nadorové leukemické bunky (nesmrtelnost)
a B-lymfocyty imunizovaneho zvirete (produkce protilatek)

—draha priprava, ale na konci temer neomezeny

zdroj protilatky

— specifické pouze k jednomu epitopu

I
f——

18 Pristupy k analyze buné&énych proteind / UMF



Polyklonalni protilatky

— ziskavaji se ze séra imunizovanych laboratornich

zvirat
—relativne levna a rychla priprava

—reaguji s vice epitopy
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Primarni protilatka

—vaze se na specificky epitop antigenu
—vaze se na ni znacena sekundarni protilatka

konjugovany enzym

sekunda rn) ., /
protilatka \

| |
primarni
/ \ protilatka

protein

fmembrana
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Sekundarni protilatka

— jsou specifické pouze proti malemu poctu

primarnich protilatek
— anti-mysi IgG
— anti-kraliCi 1IgG
— znaceneé ruznymi zpusoby

— radioaktivne

— kfenova peroxidaza (horseradish peroxidase — HRP)
— alkalicka fosfataza

— biotin

— fluorescencni znacCka
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Detekcni metody

— kolorimetrické metody

— chemiluminiscence

— bioluminiscence

— chemifluorescence

— fluorescence/autoradiografie

— zlatem znacenée protilatky
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Imunobloting

1. rozdéleni proteinu daného vzorku gelovou elektroforézou
2. prenos proteinl na membranu (western blotting)

3. inkubace membrany se specifickou protilatkou

4. inkubace membrany se sekundarni znacenou protilatkou

5. detekce navazané protilatky

I
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ELISA

— Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

— vyuziva dve protilatky proti jednomu proteinu
— 2 ruzné epitopy

— jedna protilatka je navazana na nosici
— nejCastéji na sténé reakCni nadoby

enzymaticky

mnacena
pr:ul'lla ka /
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ELISA

— vyhody

— vysoka citlivost

pg/mi
potfeba malého mnozstvi vzorku

— moznost vyuZziti poloautomatickych systému
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ELISA

— provedeni:
1. vazba proteinu na prvni protilatku

2. promyti
3. vazba druhé protilatky na protein
4. promyti

5. detekce druhe prolitatky
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AlphaLISA

— modifikace metody ELISA

— ,ELISA v roztoku®

— zadné promyvani

— donor i akceptor je navazan na cilové molekule

— donor produkuje singletovy kyslik
— vysledkem je zesileni signalu

—rozsahleé spektrum vyuziti

I
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AlphaLISA

excitace prl 6RO NM . il

Ly
=

ﬂ:usfn:: -protein

Vo

donorova kulicka
potaiena
streptavidinem
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