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Analyza produktu translace

Kolekce proteint v bunce = proteom

» Proteom studuje proteomika

» Poskytuje informace nedosazitelnée
studiem transkriptomu

Dva vychozi postupy proteomiky

> Separace proteinu v proteomu

> ldentifikace jednotlivych proteinu
PO separaci



Metody separace proteinu

Izoelektricka fokusace

Pohyb proteinu v gradientu pH po aplikaci
elektrického pole

Proteiny migruji do tzv. ,izoelektrického bodu“

Dvourozmerna elektroforéza

Separace izoelektrickou fokusaci — na zaklade
elektrického naboje

Separace elektroforézou — na zaklade velikosti

Chromatografie

Separace na zakladé odliSné propustnosti proteint
naplni chromatografické kolony



Metody identifikace proteinu

Hmotnostni spektrometrie

Na zakladé poméru hmotnosti a naboje
ionizovanych molekul (MALDI-TOF)

Detekce protilatkami

Protilatky polyklonalni
Protilatky monoklonalni

Dalsi ,,imunologické® metody

Western blot

Imunoprecipitace, imunocytochemie a
Imunohistochemie



Dalsi metody identifikace proteinu

ICAT

Isotope coded afinity tag

Srovnavani dvou proteomu po oznaéeni riznymi
izotopy (napr. normalni H a deuterium)

Proteinoveé mikroCipy

Detekce na imobilizovanych markerech

Purifikace proteint, stanoveni expresnich profil
nebo meziproteinovych interakci

Prutokova cytometrie

Studium miry pritomnosti urcéitych antigent v
jednotlivych bunkach v zavislosti na Case



Separacni metody



Izoelekitricka fokusace

Aplikace elektrického pole napric¢ stabilnim
gradientem pH

> proteiny maji specificky izoelektricky bod (pl), ktery
odpovida takovéemu pH, pri kterém nemaji ani
pozitivni ani negativni naboj

» Je-li pH vyssi nez pl, pak protein nese negativni
naboj

» Je-li pH nizsi nez pl, pak protein nese pozitivni naboj

Proteiny se v gradientu pH pohybuji ta dlouho,
dokud nedosahnou pH odpovidajici pl, pak se
jejich pohyb zastavi



Izoelekitricka fokusace
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Izoelektricka fokusace
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Izoelekitricka fokusace
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

oH - ==

5,0 6,8 9,8

12



Aparatury na izoelekirickou fokusaci

An ampholyte
solution is
incorporated
into a gel.
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gradient is
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After staining,
proteins are
shown to be

distributed along
pH gradient
according to

their pl values.
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Izoelekiricka fokusace v zivych buiikach?

Eukaryotické bunky provadeji
izoelektrickou fokusaci ve vnitrnim
prostredi

» Slouzi ke spusteéni, zastaveni nebo regulaci rychlosti
metabolickych reakci difiizi enzymu a jejich substratu

» Bunky modifikuji izoelektricky bod napr. fosforylaci
nebo defosforylaci

Flegr, J. (1990). "Does a cell perform isoelectric
focusing?". BioSystems 24 (2): 127-133.

14



Model vyivareni elekirickeho pole
v bunce

» Stred bunky S. cerevisiae ma
pH=7,2, periferie pak pH=6,4

> Stred tedy nese negativni naboj

» Pozitivhé nabité ionty jsou
pumpovany do cisteren ER a
odtud transportnimi vezikuly a
kanaly do extracelularniho
prostredi

> Vysledné pole je ovlivhéno
Vsimnéte si teoreticke cytoskeletem a obsahem
pozice proteinu 0 pl=6,8  jaqnotlivych organel (lysozémy,
mitochondrie, ...)
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Dvourozmerna elektroforéza

1) V jednom smeéru jsou proteiny déleny izoelektrickou
fokusaci

2) Nasleduje ve druhém smeru SDS-PAGE

Izoelektricka fokusace -[

SDS-PAGE

Rozdéleni podle
¢ velikosti

+

Rozdéleni podle . c .
izoelektrického bodu
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Vysledek dvourozmerné elektroforézy

Specifické usporadani proteinovych skvrn
ze vzorku

IZOELEKTRICKA FOKUSACE

®

SDS - PAGE

HMOTNOSTNIi SPEKTROMETRIE
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Analyza dvourozmerné elekiroforezy

Zaznam lze porovnat s jinymi a tim

> ldentifikovat proteiny pritomné v jednom vzorku a ne ve
druhém

> ldentifikovat proteiny, které se syntetizuji v rizné mire
podle zmén v okolnich podminkach nebo podle rustové
faze
2D elektroforézou lze
rozlisit az 10 000
proteinovych skvrn
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Chromatograficke metody
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» Je souhrnné oznaceni pro skupinu
fyzikalne-chemickych separac¢nich metod

> Slouzi k separaci a analyze slozitych smeési
latek

> Molekuly analyzované latky se u vSech typu
chromatografickych separaci rozdeluji mezi
tzv. stacionarni a mobilni fazi

» Deleni je zalozeno na rozdilné distribuci
slozek smesi mezi mobilni a stacionarni fazi
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Plynova chromatografie
v mikrobiologii

» Metoda pouzivana od 60. let 20. stoleti

> Pouziti k analyze produktu bakterialniho
metabolismu

Rok 2001

Chapter 11
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Princip plynové chromatografie

Mobilni faze je plyn, pevna faze pak kapalina
zakotvena na pevnem povrchu.

Delené latky se neustale rozpousteji v pevneé
fazi a odparuji do mobilni faze.

> |Jako nosny plyn se pouzivaji plyny He, Ar, N,, H,, CO,

» mobilni faze je film kapaliny na vnitrni sténe kapilary

> jako mobilni faze se pouzivaji polyethylenglykoly,
polypropylenglykoly, polyethylenglykoladipaty,
methylpolysiloxany a dalsi
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Plynovy chromatografr
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Plynova chromatografie
v mikrobiologii
Komercne dostupny systéem je zalozen na

analyze metyl esteri mastnych kyselin (fatty
acid methyl ester (FAME) analysis )

Sherlock Microbial i
Identification System firmy A,
Microbial ID, Inc, od roku =¥
1991 ‘[;

Vice najdete na http://www.midi-inc.com/pages/microbial_id.html
24



Princip FAME

» Metoda vychazi z predpokladu, ze nektere
mikroorganismy maji typicke spektrum
bunecnych mastnych kyselin

» Toto spektrum se porovnava se spektrem
u podobnych druhi

» Puvodni databaze pro identifikaci aerobnich
bakterii vyvinul M. Sasser v roce 1990

Vice na
http://natasha.eng.usf.edu/gilbert/courses/Biotransport%20P

henomena/pdf/bacteria_gc_1.pdf
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Priklad spekira
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Priklad porovnani spekter

B. subtilis
B. licheniformis

B. circulans

B. subtilis

B. licheniformis

Aerobacter aerogenes

podle Henis et
al. 1966

FiG. 1. Representative chromatograms of extraces of several baceeria as deneraviawd wish the flame lonizavion
drtecior. F refers 1o the rowge on 1be desecior and At ix the airessarion.

B. subtilis
B. licheniformis

B. circulans

B. subtilis
B. licheniformis

E. coli



Vyuziti FAME

» Mastné kyseliny s kratkymi retezci (tekave mastné
kyseliny) k identifikaci anaerobnich bakterii

Které to jsou ty tekave mastné kyseliny?

Kyselina octova, propionova,
maselna, isomaselna, valerova,
isovalerova, hexanova
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Vyuziti FAME

» Mastné kyseliny s kratkymi retezci (tekave mastné
kyseliny) k identifikaci anaerobnich bakterii

» Mastné kyseliny o délce 9-20 uhliku pro
nefermentativni Gramnegativni organismy

» Na kapilarach s kremic€itymi kulickami (umoznuiji
délit hydroxy-kyseliny a radu izomeru) je metoda
rozsiritelna na celé spektrum cCistych mikrobialnich
kultur

29



Metodologie FAME

» Specificky postup pripravy vzorku
» Sofistikovany chromatograficky systém

This system was developed for
microbiologists and it does not require
extensive knowledge of gas
chromatography!




Priprava vzorku pro plynovou
chromatografii

» Subkultivace bakterii (celkem 2x)
na pevném meédiu = ziskani Ciste
kultury

» Aerobni kultivace pri 28 °C po
dobu 24 h

» Kontrola Cistoty kultury
» Extrakce mastnych kyselin
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Priprava vzorku pro plynovou
chromatografii

> R1: NaOH v metanolu

> R2: 6N HCI v metanolu

» R3: hexan v metyl tert-butyl
eteru

» R4: vodny roztok NaOH

Roztoky o vysokeé purite,
nové sklo, kontakt s
reagenciemi jen sklo a
teflon

HARVESTING I @/ / /
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Plynova chromatografie +
hmotnostni spektrofotometrie

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1016/0307-
4412(85)90155-4/abstract

Sample
injector

T regulated oven

injectorﬂ_ | HdetectorH |

Column: detector
Gas:
packed or

spectrometer

He, N, H, open tubular

oven (capillary)

Mallet, A. I. (1985), Gas chromatography mass spectrometry;
Applications in microbiology: Edited by G Odham, L Larsson and
P-A Mardh. pp 444. Plenum Press, New York and London, 1984.
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Uloha chromatografie v klinické

mikrobiologii
http://www.jstor.org/disc The Journal of
over/10.2307/30102348?u Infectious

1d=3737856&uid=2129&ul
d=2&uid=70&uid=4&sid=
50279540154377

Diseases

'
u'? ol

Cherry a Moss (1969): The Role of Gas Chromatography in the
Clinical Microbiology Laboratory. The Journal of Infectious

Diseases 119 (6), pp. 658-662
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Priklady aplikaci |

Henis et al. (1966): Detection and Identification of Bacteria by Gas
Chromatography. Applied Microbiology 14 (4), 513-524.

http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/m81-066

Fedorak a Westlake (1981): Microbial degradation of aromatics
and saturates in Prudhoe Bay crude oil as determined by glass
capillary gas chromatography. Canadian Journal of Microbiology,
1981, 27(4): 432-443

htt ://onIineIibrarg.wiIey.com/doi/lO.llll/j.1574—
6941.1995.tb00168.x/abstract

Robertson (2006): Confirmation of ‘aerobic denitrification’ in batch
cultures, using gas chromatography and 15N mass spectrometry.
FEMS Microbiology Ecology 18 (2), 113-120.
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Priklady aplikaci li

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/}.1472-
765X.1989.tb00278.x/abstract

Richardson et al. (2008): Simultaneous determination of volatile
and non-volatile acidic fermentation products of anaerobes by
capillary gas chromatography. Letters in Applied Microbiology 9
(1), 5-8.

Muller et al. (1998): Improved Identification of Mycobacteria by
Using the Microbial Identification System in Combination with
Additional Trimethylsulfonium Hydroxide Pyrolysis. Journal of
Clinical Microbiology 36 (9), 2477-2480.
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Metody identifikace proteinu



Hmotnostni spektrometrie

Metoda stanoveni molekulové hmotnosti

» Rozdéluje proteiny (peptidy) podle poméru jejich
hmoty a naboje

» Molekula se nejprve ionizuje metodou MALDI nebo
ESI (electrospray ionization)

> Vzniklé ionty jsou vtazeny do analyzatoru
elektrickym polem, kde se rozdeluji podle pomeru
hmotnosti a naboje

» Nasleduje pocitacové zpracovani dat
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Princip MALDI-TOF

matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight

» varianta hmotnostni spektrofotometrie

> peptidy jsou ionizovany a stanovi se pomér hmoty k
naboji na zakladée doby letu (time-of-flight) k
detektoru

Laser

> vypocte se M a ta
je specificka pro
kazdou
aminokyselinu

42



Schema zarizeni

Target plate spotted with
proteins of interest

l Pulsating light Detection Reflection

Sample plate
- Laser
IIIIllllllll
|||||||||

Protein |dentlf|cat|on

lonisation
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Vyhody a nevyhody

1) Neni zapotrebi sekvenovat proteiny

2) Staci jen znalost molekuloveé
hmotnosti

1) Nelze analyzovat multimerni
proteiny

2) Vzorky se izoluji z SDS-PAGE
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Priprava vzorku pro spektrometrii

1) SDS-PAGE

2) Chemicka modifikace — odbourani
disulfidickych mustku, karboxymetylace
cysteinu

3) Stépeni proteazami

4) Extrakce peptidi acetonitrilem a vakuové
vysuseni

5) Rozpusteni ve vode

6) Purifikace a uprava pro spektrometril
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Vysledek MALDI-TOF
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Protilatky jako zakladni detekcni a
identifikacni nastroj

> Slouzi ke studiu vysledku translace
» Vznikaji jako reakce organismu na antigen

n2/4/5

Oblast antigenu rozeznavana protilatkou se
oznacuje jako epitop
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Epitopy
Linearni
» Vazi se na ne protilatky bez ohledu

na konformaci

» Rozpoznavaji napr. denaturovaneé
proteiny

Konformacni

» Vazi se na né protilatky v zavislosti na zpusobu
poskladani polypeptidovéeho retézce

> Protilatky specifické pro konformacni epitopy budou
reagovat pouze s proteiny o prirozenée konformaci
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Typy protilatek

Polyklonalni

» Heterogenni smeés vice protilatek ziskanych
imunizaci zvirete (kralika)

> Jsou produktem riuznych klonu B-lymfocytii

Monoklonalni

» Jediny druh molekul imunoglobulinu produkovany
jedinym klonem B-lymfocytu

> Nelze je produkovat primo v téele zvirat
» Produkuji se v bunkach tzv. hybridom
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Priprava polykionalnich protilatek
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Priprava monokilonalnich protilatek

hybridomas cloned
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Selekce na HAT médiu

Hybridni bunky rostou na selekénim HAT médiu

» Obsahuje hypoxantin, ametopterin, tymin
» Vyzaduje bunky s funkcni hypoxantin-guanin
fosforibozyltransferazou (HGPRT™)

¢t > Myelomové bunky nerostou, protoze

Jjsou HGPRT"
» Lymfocyty nerostou, protoze

v kulture neproliferuji




Vyhody monokilonalnich protilatek

> Antigen pro imunizaci nemusi byt zcela Cisty,
vzdy vsak ziskame klon produkujici zadanou
protilatku

> Metoda je Setrna pro pokusna zvirata

» Zamrazené hybridomy maji neomezenou
zivotnost, pripravu neni treba opakovat
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Priprava MP metodaimi genoveho
inZenyrstvi

» Kodujici sekvence imunoglobulinu se
naklonuje do expresniho vektoru

» Hostitelskou bunkou je savci bunka

» Transfektanti se chovaji jako hybridomy
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Western blotting
Imunoblotting

> ldentifikace polypeptidu protilatkami po
rozdeleni na denaturacnim PAGE (alkalicky
pufr = proteiny ziskaji negativni naboj

» Rozpoznani neprobiha v gelu, ale po
preneseni polypeptidi na membranu jako u
Southernova prenosu
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Postup pri western blottingu
» rozdéleni proteinu daného vzorku gelovou

elektroforézou

> prenos proteini na membranu
(,,westernblotting®)

» inkubace membrany se specifickou
protilatkou

» inkubace membrany se sekundarni znacenou
protilatkou

» detekce navazané protilatky
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Postup pri western blottingu - grafika

smeés proteint

OO O prenesené navazani

®e0 proteiny protilatky

Q0 Q||| = |>
L

e 06 o _/?

| ¥
|

SDS-PAGE inkubace filtru v detekce navazané
prenos na filtr roztoku protilatky protilatky
specifické pro autoradiografii nebo

studovany protein barvenim



Vysledek imunoblotiingu

HelLa Cell Lysate

SDS-PAGE Western Blot
8
1 2 3 4 5 1 2 x 4 3
—
—
=
— N Tam -

Chemiluminescent Detection of COKY
BioRad Bulletin 2032
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Imunoprecipitace

> Slouzi k izolaci specifickych proteinu z
proteinovych smesi prostrednictvim
protilatek

» Pouziva se ke studiu interakci mezi proteiny
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Postup imunoprecipitace
smés radioaktivné
znacenych proteind Detekce
ETYEn PIOTERE precipitovaného QOO

O - O proteinu
0§ o
/L inkubace se

— e 00o0

// spec.ifickou PP P
Y protilatkou

SDS-PAGE
el )

O ) Rozbiti komplexu varem,
>_O é Gelova elektroforéza

Izolace komplexl antigen-protilatka na
protilatka se vaze na kuliéky vazajici imunoglobulin
cilovy protein (napf. protein G-agaré6za)



Studium interakci mezi proteiny

> Cilovy protein se precipituje z bunéénych extraktu
za takovych podminek, které nenici vazby mezi
proteiny

» Proto se cilovy protein srazi v komplexu s
prirozenymi partnery

> Po oddéleni vysrazenych proteinti od ostatnich
slozek bunéecného extraktu se provede
denaturace purifikovanych komplexut, SDS-PAGE
a analyza spolec¢né srazenych proteinu pomoci
western-blottingu
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Imunocytochemie a imunohistocheinie

» Imunocytochemie slouzi k analyze bunéek
» Imunohistochemie k analyze tkani

» Obé metody jsou zameéreny na urceni buneék, ve
kterych je lokalizovan urcity protein jako produkt
translace

Oproti hybridizaci in situ

» Jednodussi provedeni

> Riziko faleSnych artefaktu nizsi

» Urci lokalizaci proteinu, ktera je velmi specificka
(a muze naznadcit funkci) oproti mRNA, které jsou
veétsinou v blizkosti jadra
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Imunocyito a histochemie v mikrobiologii

> ldentifikace enzymu (nitrogenaza u
symbiotickych bakterii s kapradinami rodu
Azolla)

> Vyuziti specifickych protilatek proti virim,
bakteriim, houbam a parazitum pro
identifikaci kauzalnich agens infek€nich
chorob
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1) ldentifikace mikroorganismu, které lze
nesnadno urcit rutinnim nebo specifickym
barvenim

2) ldentifikace mikroorganismu pritomnych v
malém poctu jedincu

3) ldentifikace spatne barvitelnych
mikroorganismu

4) ldentifikace mikroorganismu Spatné
rostoucich nebo nekultivovatelnych

5) Identifikace mikroorganismu s atypickou
morfologii
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Priklady stanoveni |

Viry
> HSV1 a HSV2

» Virus Kaposiho
sarkomu

» Cytomegalovirus
» EB virus

» Adenoviry

» Parvovirus B19

Bakterie

» Helicobacter pylori
» Mycobacterium

» Bartonella

» Streptococcus

» Staphylococcus
aureus

> Clostridium
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Priklady stanoveni I

Houby Prvoci
> Candida » Leishmania
» Aspergilus > Toxoplasma
» Fusarium
» Trypanosoma

» Pneumocystis carinii
» Penicillium
» Cryptococcus

67



Prikiad |
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Cervikalni biopsie pacienta s HSV, barveno
diaminobenzidinem na pozadi hematoxylinu
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Lymfaticka uzlina pacienta s Kaposiho sarkomem, lidsky
herpesvirus 8, barveno diaminobenzidinem na pozadi
hematoxylinu
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Prikiad I
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CMV u imunohandicapovaného pacienta, barveno
diaminobenzidinem na pozadi hematoxylinu
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Priklad IV
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Respiracne-syncycialni virus v odlupujicich se bunkach
prudusek, barveno diaminobenzidinem na pozadi
hematoxylinu
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Priklad V

Helicobacter pylori v povrchové zaludecni sliznici,

barveno diaminobenzidinem na pozadi hematoxylinu
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Priklad VI
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Rickettsia rickettsii ve vaskularnim endotheliu plic, barveno
aminoethyl karbazolem na pozadi hematoxylinu

=
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Vice prikiadi najdete v

Eduardo Eyzaquirre, MD; Abida K. Haque, MD
(2008): Application of Immunohistochemistry
to Infections, Arch Pathol Lab Med—Vol 132, pp.

424-431.
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Prutokova cytometrie

Metoda umoznujici komplexni studium urcitych
parametru v bunéénych populacich

» Poskytuje informace o jednotlivych bunkach, resp.
jejich molekulach

» NIKOLIV o bunécné populaci jako celku!

» Pocty analyzovanych jednotlivych bunék kolem
10 000 -> statistické zhodnoceni
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Princip prutokové cytometrie

» Sledovani miry fluorescence jednotlivych
bunék v populaci

» Mira fluorescence odpovida sledovanéemu
parametru

» Bunky nejsou pri procesu poskozeny ani
kontaminovany!
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Co Ize studovat prutokovou cytometrii

> Mira pritomnosti uréitych antigenut v
jednotlivych bunkach a jeji zavislost na Case

» Studium obsahu DNA, ktera odpovida fazi
bunécného cyklu nebo apoptoze

» Stanoveni velikosti bunéek, studium karyotypu,
stupné granulace cytoplasmy (bunécné typy)

» FRAKCIONACE bunek pomoci frakcionacniho
zarizeni
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Postup pri prutokoveé cytometrii

» Opatreni sledované molekuly fluorescencni znackou
(propidium jodid pro mrtve, Hoechst 33324 pro zive,
protilatky konjugované s fluorescencni znackou)

» Bunécna suspenze se v trysce cytometru
ultrazvukem rozdéli na malé kapicky — v kazdeé jen
jedna bunka

» KapiCky prochazeji detektorem s laserem — zachyti
se signal z fluorescencni latky

» Pro frakcionaci se kapicka opatri elektrickym
nabojem podle intenzity fluorescencniho signalu

> Elektrickym polem lze kapicky izolovat
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Prutokovy cytometr

It
zdroj ultrazvuku buné&na suspenze

nosna tekutina

detektor

detektor fluorescence rozptyleného svétia

nefluoreskujicl bufka

ﬁuoresku;lcx bufika

filtr

kapky tekutiny
elektrody

laserovy paprsek ~ 5 =

odsavac kapek
bez naboje

Lagenda
kapky obsahujici fluoreskujici

bunky se rozdéluji podle naboje

n
} fluoreskujict buiky |
> ‘

® nelluoreskujict bunky

3‘31 kapky obsahujicl kapky
*j fluoreskujici bunky ! s mensim na’bo]em

° kapky obsahujici
nefluoreskufici buriky

TV

kapky
s vétsim nabojem
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Prutokovy cytometr - foto
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Analyza bunecneho cykiu

. bunéény cyklus

pocet bunék

analyza DNA

200

Gy Gy

f 400 600 1~ 800
2N 4N
obsah DNA

1000
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Zopakujme si bunecny cyklus

M PHASE

P | G1 = faze pred replikaci,
g S obsah 2N

| | G2/M = obsah DNA 4N

S = obsah DNA?

S = intermediarni = faze

G,PHASE _uuuin

INTERPHASE

‘ |
S PHASE
(DNA replication)

replikace = vétsi nez
G1, ale mensi nez G2/M

Které faze nelze prutokovou cytometrii rozlisit?

G2aM




Proteinove mikrocipy

Vice v 5. rocniku
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1)

2)
3)

4)

Shrnuti
Separacni metody — izoelektricka fokusace,
dvourozmeérna elektroforéza, chromatografie
Plynova chromatografie v mikrobiologii

Identifikacni metody - hmotnostni
spektrometrie, vyuziti protilatek, western
blotting, Imunoprecipitace,
Imunocytochemie a imunohistochemie

Prutokova cytometrie
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