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Elektroforetické techniky

Elektroforéza proteinu v pritomnosti SDS (SDS-PAGE
elektroforéza)
Barveni

Pirenos proteinii na membranu (bloting)

Imunodetekce proteini na membrané



Gelova elektroforéza

« Historicky prvni byla elektroforéza na Skrobovém gelu (nebo
parcialné hydrolyzovany skrob), nyni podle ucCelu preferovan
polyakrylamidovy nebo agarosovy gel.

 Pfi priprave gelu je mozneé ovlivhovat stupen polymerace
(zesitovani) - tedy velikost pord. U gelu s velmi velkymi poéry I1ze docilit
stavu podobnému volné elektroforézy v roztoku, u malych péru se
uplatnuje efekt gelové filtrace.



Princip elektroforezy

Vyuziva schopnosti nabitych €astic pohybovat se v elektrickém poli.
Rychlost pohybu Castic je zavisla na velikosti naboje a velikosti
molekuly.

3. Ruzné velké a ruzné nabité molekuly se pohybuji odliSnou rychlosti.
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Pouziti
«  pro ucely analytické i preparativni
«  k separaci velkych molekul (proteiny nebo nukleové kyseliny)
*  k separaci mensich nabitych molekul (cukry, peptidy, nukleotidy)

Faktory ovliviujici pohyblivost latky
1. Celkovy povrchovy naboj

2. Velikost a tvar

3. Koncentrace




Dva hlavni typy gelové elektroforéezy

Probiha bez denaturacnich Cinidel.

Proteiny i DNA migruji gelem podle svého celkového
naboje, velikosti a tvaru.

Podle velikosti pori v gelu.

Proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym
(SDS) a B-merkaptoetanolem (zrusi disulfidické
vazby).

Pohyblivost zavisi na molekulové hmotnosti
polypeptidovych Fetézcu.

Vhodna pro analyzu makromolekularnich komplex.
DNA je denaturovana mocovinou.



Gelova elektroforeza

- Gely tvofi pfechod mezi pevnym a
kapalnym stavem, 99% je voda.

 Vytvari se trojrozmérna sit, pory
slouzi jako molekulové sito.

- Velikost pord odpovida velikosti
proteint a nukleovych kyselin.

Agaréza (A) - sit tvofena dlouhymi
cukernymi polymery vazanymi
nekovalentnimi vodikovymi mustky a
hydrofobnimi vazbami.

Akrylamid (B) — sit monomera
akrylamidu (CH,=CH-CO-NH,)
spojenych kovalentnimi pricnymi
vazbami pomoci N,N’-
methylylenbisakrylamidu (CH,=CH-CO-
NH-CH2-NH-CO-CH=CH,), vytvafi
dlouhé retézce.

Figure 1.5. Agarose and acrylamide gels. (A)
Agarose gels form by non-covalent hydrogen and
hydrophobic bonds between long sugar poly-
mers. (B) Acrylamicle gels have covalent cross-links
(*) between polymer strands.




Elektroforéza v polyakrylamidovem gelu (PAGE)
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polyakrylamidovy gel:
« tvorfen polymeraci akrylamidu a N,N"-methylenbisakrylamidu v pufru,
zahajenou volnymi radikaly.
* Ty vzniknou pfi rozkladu persiranu amonného

fyzikalni vlastnosti gelu a velikost péru dany podilem polyakrylamidu v gelu a
stupném jeho zesitovani.

nejCastéji pouzivané koncentrace polyakrylamidu jsou 5-15% (pficemz
koncentrace N, N'-methylebisakrylamidu je obvykle 5% celkového mnozstvi
akrylamidu)



Polymerace akrylamidu

Smisenim roztoku monomeru a dimeru (bis-akrylamidu). Pozor jde o
latky Skodlivé zdravi.

Radikalova polymerace

Iniciatorem reakce je (peroxodisulfat ((NH,),S,04) a
katalyzatorem je (TEMED). Tyto latky
|lze ve funkci nahradit riboflavinem za pfitomnosti svétla a malého
mnozstvi kysliku. Inhibitory polymerace jsou kyslik (O,) v nadbytku,
latky s SH- skupinami.

Koncentrace monomeru ovliviiuje délku fetézcu, obsah dimeru stupen
zesitovani.
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PAGE
Gelova ELFO (obycejné) Diskontinualni gelova ELFO

nativni page, vazba proteinii na Délici gel se prekryje asi 1 cm vrstvou startovniho gelu
DNA... o niz8im pH nez gel délici a s velkymi pory. Elektrodovy
pufr musi obsahovat slabou kyselinu, obvykle glycin.

SDS-PAGE

« koncentracni gel (molekuly proteinu se nedéli ale
zakoncentrovavaji)

* separacni gel



SDS-PAGE

NejCastéjSi elfo separacni technika pro proteiny. Provadi se v prostredi
0.1% (laurylsulfat, SDS), anionogenniho
detergentu. Proteiny v gelu maji uniformni , pro
separci je dulezita jen jejich velikost.

Vzorek proteinu se zpracuje s tzv. vzorkovym pufrem (,sample buffer®),
ktery mimo SDS obsahuje i redukCni Cinidlo dithiothreitol nebo -
merkaptoethanol. Pusobenim téchto latek dojde k rozruSeni kvarterni,
terciarni a do znacné miry i sekundarni struktury.

Linearni zavislost (se zap. smérnici) mezi log molekulové hmotnosti
a elektroforetickou mobilitou (10 - 200 kDa).

Pro vlastni odhad molekulové hmotnosti neznameého proteinového vzorku
se pouzivaji komercni smési proteinu - standardy.
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Barveni proteinovych gelu

Pro vizualizaci separovanych proteinl se pouZzivaji dvé techniky
barveni, které se liSi citlivosti a narocnosti provedeni:

Modré barvivo Coomassie Brilliant Blue (G-250, R-250), barveni
se provadi v kyselém prostredi (7% k. octova). Protein je tak
fixovan v gelové strukture a positivné nabit, coz umoznuje vazbu
barviva, které se vaze i hydrofobnimi interakcemi. Citlivost 0,1 mg.
Odbarvovani roztokem methanolu a kyseliny octové (koncentrace
dle pozadované rychlosti odbarvovani). Tzv. koloidni barveni se
provadi 0.08% CBB v prostfedi 8% siranu amonného, 1.6% Kk.
fosforecné a 20% (v/v) methanolu.

Obdobné pouziti ma barvivo Coomassie Violet R-150, které se
pouziva v prostfedi 10% kyseliny fosforeCné. Odbarvovani se déje
3% k. fosfore€nou. — : -




Coomassie Brilliant Blue R-250 a Coomassie Violet R-
150

Coomassie dye changes from a
HO»S red cationic form to a
@_\ SOsH blue anionic form in the
Q / presence of proteins
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basic (arginine) and aromatic amino acids residues (Compton and Jones 1985). The protein-dye
complex causes a shift in the absorption maximum of the dye from 465 nm (red) to 595 nm (blue)




Western blot (imunoblot)
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Technika na bazi elektroforézy a
enzymove reakce

1. faze: klasicka SDS-PAGE

Antigen nanesen do
polyakrylamidového gelu a separovan
v elektrickém poli dle molekularni
hmotnosti proteinu antigenu.

2. faze: blotovani

Gel z elektroforézy se nasledné prilozi

na nitrocelulézovou membranu.

Na blotovacim zarizeni dojde

pUsobenim elektrického proudu k
proteind z gelu do

membrany.

Na membrane vznikne jakoby ,kopie"

proteind separovanych na gelu.



Western blot (imunoblot)
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Imunodetekce proteinil

WESTERN BLOT

-

SDS-PAGE electroforéza

Barveni celkovych proteinu

JJJ.;
2 09
konjugovany enzym J-*JJ chemiluminiscenéni

signal
| 9%
sekundami \_9a° :
protilatka .
/ \ substrat

primami
protilatka / k\
S5 protein

izualizace primarni protilatky
membrana navazané na protein

prenos
na membranu =

—>

-

Imunologicka detekce proteinu
na membrané



Imunodetekce proteinii

e Detekci proteint provadime imunochemickymi metodami

* Postup

vysyceni volnych vazebnych mist

inkubace v primarni protilatce (silna specificita vuci
studovanému proteinu)

promyti

inkubace v sekundarni protilatce konjugované s enzymem
(druhové specificka — dle druhu organismu, ve kterém byla

produkovana) i i T

antibodies substrate 75—
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imunodetekce h =

15 — protein

promyti
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Imunodetekce proteini

Imunochemicka detekce - vyuziti reakce antigen-protilatka

Antigeny jsou latky, které organismus rozpoznava jako

cizorodé.
* Jejich pritomnost stimuluje tvorbu protilatek.

Kazdy antigen obsahuje antigenni determinanty (epitopy)
tvorené 5-8 aminokyselinami.

* Schopnost protilatek rozliSovat i malé rozdily epitopu je zakladem
specifity imunitnich reakci.



Imunodetekce proteini

* Protilatky patfi mezi imunoglobuliny a jsou produkovany jako soucast
imunitni odpovedi.
e tridy: IgG, IgM, IgA, IgE a IgD

* Protilatky jsou charakterizovany
 afinitou
* sila vazby protilatky s jednou vazebnou determinantou antigenu

e aviditou

* sila vazby mezi protilatkou a celou molekulou antigenu (vétsina antigen
je multivalentnich, tzn. ma vice vazebnych determinant pro rlizné
protilatky)

* specifitou

* protilatky jevi minimalni interferenci s latkami, pro které neni protilatka
urcena

* Protilatky mohou byt polyklonalni ¢i monoklonalni.



Imunodetekce proteini

Polyklonalni protilatky se pripravuji imunizaci zvirat, kdy se zvireti aplikuje
prislusny antigen.
* Polyklonadlni protilatka mUze obecné reagovat s nékolika antigennimi determinantami.

* Vyhodou je vyssi citlivost a avidita.

Nevyhodou je individudlni imunitni odpoved a tedy i

Monoklonalni protilatky nejsou produkovany organismem, ale

* Mys je imunizovana antigenem, nasledné se ze sleziny ziskaji lymfocyty produkujici
protilatky. Klonovanim lze vybrat buriky, které produkuji protilatky proti konkrétni
antigenni determinanté antigenu. Takto syntetizovana protilatka obsahuje jediny typ
vazebného mista, a tedy rozeznava jedinou antigenni determinantu. Monoklonalni
protilatky se vyznacuji , jsou reprodukovatelné, maji vsak nizsi
afinitu.



Imunodetekce proteini

specifické primarni protilatky proti tomuto proteinu

* DO1, ktera specificky rozpoznava N-konec prirozené i mutantni formy proteinu p53.
Jedna se o mysi monoklonalni protilatku tridy IgG.

sekundarni protilatky konjugované s reportérovym enzymem.

e Sekundarni protilatka je produkovana imunizaci pomoci dané primarni protilatky.
Imunizace probiha v jiném druhu hostitelského organismu, nez u primarni protilatky.
V nasem pripadé byla protilatka DO1 produkovana mysi, proto sekundarni polyklonalni
protilatka (anti-mouse IgG) byla produkovana kozou, které byla injikovana primarni
protilatka.

Sekundarni protilatka se tedy vaze na primarni protilatku a je konjugovana
s reportérovym enzymem umoznujicim detekci, v nasem pripadé
kfenovou peroxidazou a alkalicka fosfataza.



Imunodetekce proteini

Frinciples of detection The mechanism of chemiluminescence
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Imunodetekce proteini
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Dekuji za pozornost



1. ¢ast

Vzorek A

1. nefedény
2. 10 x zfedény (1 ul z nefedéného vzorku + 9 ul deionizované vody)

3. 100 x zfedény (1 ul 10 nafedéného vzorku + 9 ul deionizované vody)
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2. cast

Stanoveni koncentrace celkovych bilkovin ve
vzorku séra pomoci automatizovaného
fotometrického analyzatoru BS 200



