Studium pritomnosti proteinu v bunkach
(analyza proteomu)

Metody pro stanoveni fyzické pritomnosti proteinu:

+ polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)
* westernovy prenos

Imunoprecipitace

imunohistochemie

izoelektricka fokusace

» dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu

» chromatografie
» fluorescencni a elektronova mikroskopie
- pritokovd cytometrie




ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
proteind je rozbiti
bunék nebo tkané

Pouizitim jemnych mechanickych postupu, zvanych
homogenizace, |ze perforovat plasmatické membrany bunék,
takZe se z bunék uvolni jejich obsah. Pouzivane étyfi metody
jsou tu ukazany schematicky.
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@ pouziti mirného detergentu
na perforaci plasmatické
membrany

(@) rozbiti bunék dobre
tésnicim rotaénim
pistem v tlustosténne
nadobce

Vznikajici husty homogenat

nebo extrakt obsahuje vétsi i mengj
muolekuly z cytosolu, jako jsou
enzymy, ribosomy a razné
metabolity, ale také membranou

uzaviene arganely.

Pfi opatrné praci lze ziskat
temer viechny organely
v neporusenem stavu.




Elektroforetické techniky

» zaloZeny na schopnosti pohybu nabitych molekul v
elektrickém poli

+ proteiny se obvykle rozdéluji polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou

+ polymerovany gel se vloZi mezi dvé nddoby naplnéné
pufrem, do kterych se ponori elektrody

» U deskové varianty se vzorky nanesou do jamek ha
horni strané gelu

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




katoda

GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

plastova komora




Faktory ovliviujici pohyblivost proteint v gelu

velikost: se vzristajici velikosti molekuly se sniZuje
pohyblivost proteint v gelu (efekt molekuldrniho sita)

tvar: globuldrni proteiny se pohybuji rychleji nez vldknité

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

koncentrace akrylamidu: se vzristajici koncentraci
pohyblivost klesd




SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza
(SDS-PAGE)

- proteiny zaujimaji ruzné tvary a disponuji ruznymi
ndboji (na rozdil od molekul DNA, které jsou
uniformni z hlediska tvaru a rozdéleni ndboje):

- pro separaci proteint se bézné pouziva denaturacni
varianta PAGE zvand SDS-PAGE

+ proteiny se rozpousti ve roztoku obsahujicim
negativné nabité molekuly SDS

- disulfidové vazby se eliminuji redukénim Cinidlem
(B-merkaptoetanolem)

+ denaturace proteint je dokoncena varem




SDS -polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Negativni ndboj SDS a jeho vazba do hydrofobnich oblasti proteint
zplsobi:

» zamaskovdni vlastniho ndboje proteinu

- elektrostatické odpuzovani molekul SDS vede k nataZeni proteinu
(denaturaci) a eliminuje se tak vliv tvaru proteinu na pohyblivost

» po¢et molekul SDS navdzanych na protein je zhruba dmérny jeho
molekulové hmotnosti. Proto ma kazdy protein, bez ohledu na svou
velikost, ekvivalentni hustotu ndboje.

- vétdim proteinim bude kladen v gelu vétsi odpor a jejich pohyb
bude pomalejsi (efekt molekuldrniho sita).

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




detergent
dodecylsufat sodny
(SDS) se pouiiva
pro solubilizaci
proteing, které

se pak déli v SD5S-
polyakrylamidové
golové
elekiroforeze

protein s dvéma
podjednotkami A a B
spojenymi disulfidovou samostatna
vazbou podjednotka
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Zviditelnéni proteinu separovanych PAGE

- nespecificky: obarveni véech proteinl ve vzorku proteinovymi
barvivy

- specificky: westernovy prenos (detekce specifickych proteint
protilatkami)

Nespecifické barveni pr'o’remu v gelech:
- stribro, .,coomassie brilliant blue"

Specifické barveni proteint pri westernovém prenosu:

- prenos r'ozdelenych proteinl z gelu na pevny filtr (elek‘rrobloﬂ'mg)

- navdzani protilatky na prislusny antigen pri promyvani filtru
v roztoku specifické primarni protilatky (protildtka musi rozeznat
linedrni epitop - protein je denaturovan)

- zviditelnéni protildatky na filtru napr. radioaktivni sondou nebo
sekundarni protilatkou konjugovanou s urcitym enzymem




Zviditelnéni proteinu westernovym prenosem
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Imunoprecipitace

- technika izolace specifickych proteint z proteinovych smési
prostrednictvim protildtek

Obvykly postup:

- oznaeni bunécnych proteint inkubaci bunék za pritomnosti
radioaktivné znacenych aminokyselin (neni nutné, pokud jsou k
dispozici jiné metody pro detekci vysrdzenych a od protilatek
oddélenych proteini)

- lyze bunék

- inkubace bunéénych extraktu, které obsahuji znacené proteiny
s protildtkou specifickou pro cilovy protein

- vytvorené komplexy se oddéli od zbytku extrakti
prostrednictvim kulicek vazoucich imunoglobuliny

- varem se cilové proteiny oddéli od imunoglobulint a kuli¢ek

- elektroforéza, autoradiografie (westernovy prenos)
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Pouziti imunoprecipitace pro studium
meziproteinovych interakci

- technika kombinujici imunoprecipitaci za nativnich
podminek a westernovy prenos

Obvykly postup:

- precipitace cilového proteinu z bunéénych extrakta
protildtkou za takovych podminek, které nenici vazby mezi
proteiny

- cilovy protein bude precipitovdn v komplexu se svymi
prirozenymi partnery

- purifikované komplexy se denaturuji a podrobi SDS-PAGE
- pritomnost soucasné precipitovanych partnerskych
proteinl se stanovi westernovym prenosem




Imunohistochemie

urceni, ve kterych bufikdch je dany protein pfitomen (obdoba

hybr'ldlzace nukleovych kyselin /n situ)

urceni, v které asti bunky je dany protein pritomen (membranovy,

cyTopIazma‘rlcky jaderny) - lokalizace naznacuje funkci

Mikroskopicka detekce

pripojeni na fluorescenéni
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spacificka protilatka
proti antigenu A

Fluoreskujici protilatka vaie
antigen A va tkéni a lze ji
detegovat ve svétalném
mikroskopu. Antigenem je tu

paktin v rostlinnych bunkach.

oznatend protilatka
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Flaterm oznadena profilatka

se vaZze na antigen A ve tkani

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




Izoelektricka fokusace

- varianta elektroforézy, kde podplrnym médiem je polyakrylamidovy
gel obsahujici smés amfolytd

Amfolyty:

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

» pri elektroforéze se amfolyty rovnomérné rozdéluji v gelu podle
ndboje a tak v ném vytvareji gradient pH

Princip:

» proteiny se pohybuji gelem a jsou vystaveny gradientu pH

» zménou pH se méni iontovy ndboj, ktery proteiny nesou

» protein se dostane do oblasti takového pH, pri kterém nemd zadny
ndboj (je v izoelektrickém bodu) a jeho pohyb se zastavi

Vyhoda:

* protein je soustredén do velmi ostrého prouzku




IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Kazdy protein je charakterizovan

svym izoelektrickym bodem, coz je pH,
pii 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 pufri. 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

pfi nizkém pH
nese protein
kladny naboj

pri vysokem pH
nese protein
zaporny naboj

Protein v nasi ukazce ma izotelektricky bod pfi pH 6,5




Dvourozmeérna elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu

- pro déleni komplexnich smési proteint, které nelze rfdadné rozdélit
jednorozmérnou elektroforézou

- mozno srovnat Uplny proteom v burikdach vystavenych raznym
podminkdm, v buikdch zdravych a nemocnych, zjistit zmény proteomu v
pribéhu diferenciace, apod.

Obvykly postup:

- nativni proteiny se déli v dzkém pdsu gelu podle elektrického ndboje
izoelektrickou fokusaci

- pruh gelu s proteiny se umisti na desku gelu a zapoji se elektrické
pole jako u SDS-PAGE ve sméru kolmém ke sméru fokusace

- kazdy protein mad na plose gelu jedine¢né misto

Vyhoda: vysoka rozliovaci schopnost - vice nez 1000 proteint/gel




Dvourozmérnd elektroforéza proteind

Isoelectric focussing
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DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

ﬁfgchnv prﬂtf:in? zasadité pH ~— stabilni pH-gradient —m kyselé pH
bunky bakterie

Escherichia coli jsou
rozdéleny na tomto 100 =
dvourozmérnem
gelu, na nemz kazda
skvrna odpovida
jinému polypeptidu.
Nejdfive byl vzorek
rozdélen
izoelektrickou
fokusaci zleva
doprava a pak
elektroforézou podle
své hmotnosti shora
dolu. =
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Migrace v SDS-gelu
-~ (molarni hmotnost x 10%




Sloupcova chromatografie

Obvykly postup:
- smés proteinl v roztoku se pomalu naléva na vdlcovou kolonu
naplnénou propustnou pevnou matrici ponorenou do rozpoustédla

- kolona se promyva

- rlzné proteiny maji riznou miru afinity s ndplni kolony a proto je lze
oddélené sbirat pri vytoku z kolony

- podle typu ndplné miizeme proteiny délit napr. podle velikosti nebo
podle schopnosti vdzat se na urcité chemické skupiny ndplné




Tri druhy sloupcové chromatografie

- iontoménicova: podle ndboje, vazba mezi proteinem a ndplni
kolony zdvisi na pH a iontové sile roztoku

- gelova: podle velikosti
- afinitni: ndplh je opatrena molekulami, které specificky

interaguji s cilovym proteinem (napr. protilatka/antigen,
enzym/substrat)




Tri druhy

sloupcové chromatografie
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(A) IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE

Kolony jsou naplnény iontoménitem
s navazanymi kladnymi nebo
zapornymi naboji tak, aby zadrzovaly
proteiny s opacnou polaritou. Vazba
mezi proteinem a naplni kolony
zavisi na pH a iontove sile roztoku,
ktery kolonou protéka. Ty lze
regulovat tak, aby se doséahlo

ucinné separace.

tok rozpoustédla

A

® @
@«
&
. of .0
. P F
® ———— porézni zrnka
e @ ot
& * @ ¥o
.°® o
® ° :
® L zadrzované
o — :
e ® ® 5 malé molekuly
® *® ~ volné prochazejici
@ ® velké molekuly

(B) GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pfi gelové filtraci se déli proteiny
podle velikosti. Napln se tady sklada
z poréznich zrnek, kdy malé molekuly
proteinti mohou vstupovat do poéra,

a jsou tak zadrZzovany v postupu
kolonou. Proteiny, které jsou vétsi

a nemohou pronikat do poréznich
zrnek, prochazeji kolonou rychleji.

tok rozpoustédla
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(C) AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Kolony pro afinitni chromatografii
obsahuji napln, ktera je kovalentné
vazana k molekulam, jeZ specificky
reaguji se studovanym proteinem
(napf. protilatkou nebo substratem
enzymu). Proteiny specificky navazané
v koloné Ize pak uvolnit zménou pH
nebo koncentrace solného roztoku,
kterym se kolona promyva. Proteiny
pak ziskame zcela Ciste.




Proteomika

» urcuje Uplny profil véech proteind,
které dany organismus (bunka) vytvari
za definovanych podminek

* ha rozdil od genomu, ktery se nelisi v

bunikdch téhoz organismu, je proteom
promeénlivy podle vnéjsich a vnitrnich

faktord




Proteomické pristupy

- dvourozmeérna elektroforéza

- definovani proteinu rozdélenych na gelu (uréeni
sekvence aminokyselin, westernovy prenos)

hebo

- §tépeni eluovanych proteint proteolytickym enzymem a
stanoveni molekulové hmotnosti vzniklych peptidi
hmotnostni spektrometrii, srovndni hmotnostnich
spekter s databdzemi - identifikace proteinu




Prutokova cytometrie

Co dokdze?

» spoCitat buniky v suspenzi

* rozlisit zivé bunky od mrtvych

* vyhodnotit vice nez 100 bunék za 1 minutu

» zhodnotit miru emitované fluorescence

- frakcionovat burky podle urcitych vlastnosti, které
koreluji s mirou fluorescence




Prutokova cytometrie

Uéel: Studium vlastnosti individudlnich bunék v
bunécné populaci

»mira pritomnosti urcitych antigent (diferenciace)
* mira pritomnosti DNA (bunécny cyklus, apoptdza)

+velikost bunék, pritomnost granuli v cytoplazmé
(determinace bunécnych typl ve smésich bunék)

mozno vyuzit k frakcionaci bunék dle urcitych
vlastnosti (FACS - Fluorescence-Activated Cell
Sorter)




Prutokova cytometrie

Princip: Pocitacové zpracovdni miry fluorescence
jednotlivych bunék

Predpoklad: Mira fluorescence odpovida sledovanému
parametru (antigen, DNA...)

Pojmy:

.Flow cytometry" - méreni uréité vlastnosti bunék v priubéhu
jejich toku pristrojem

.Flow sorting” (Fluorescence-activated cell sorting FACS)
oddélovani bunék podle jejich vlastnosti zjisténych v
pribéhu pritokové cytometrie

FACS neni totéz jako priutokovad cytometrie (termin
oznaCuje jen separaci bunék, ne analyzu)




Prutokova cytometrie

Postup:

koncentrovand suspenze bunék je opatrena fluorescencni
znac kou specifickou pro cilovou molekulu (pro DNA -
propidium jodid, pro protein - fluoreskujici protilatka)
bunéénd suspenze je rozdélena na malé kapi¢ky (kazda z
nich obsahuje jednu bufiku) ultrazvukem

jednotlivé kapicky jsou ozareny laserovym paprskem -
dojde k excitaci fluorescencni znaCky a emisi
fluorescence

méreni miry fluorescence pro kazdou buniku (uréuje miru
pritomnosti cilové molekuly)

méreni miry rozptylu svétla pro kazdou buriku (uréuje miru
granulace cytoplazmy, velikost a tvar buriky)




Frakcionace bunek - FACS

Princip:

» podle miry fluorescence je kazdé kapicce s
jednotlivou bufikou udélen proporciondlni elektricky
ndboj

» kapi¢ky prochdzeji prostorem mezi dvéma

elektrodami a dochazi k jejich frakcionaci podle
ndboje

Vyhoda:
+ buriky nejsou priutokovou cytometrii poskozeny -
udrzuji si zivotaschopnost

» bunky nejsou kontaminovdny - Ize je ddle kultivovat
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Vyuziti prutokové cytometrie pro analyzu
bunééného cyklu

Princip:
» méreni obsahu DNA jednotlivych bunék, ktery se v
prubéhu cyklu periodicky méni

Postup:

» obarveni DNA fluorescencnim barvivem - propidium
jodidem

* méreni miry fluorescence emitované jednotlivymi
bunikami

» pocitacové zpracovani dat a grafické vyhodnoceni
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Protilatky

- proteiny tvorené lymfoidni tkdni jako reakce na
pritomnost cizorodého materidlu - antigent

- vysoka specificita
- jedna protilatka muze rozlisit polypeptidy lisici se

jedinou aminokyselinou nebo dokonce jedinou
modifikaci dané aminokyseliny (napr. fosforylaci)




B-BUNKY

Protilatky jsou v téle vyrabény zvlastni tfidou bilych krvinek,

tzv. B-lymfocyty. Kazdy klidovy B-lymfocyt ma na povrchu urcity
typ v membrané vazané protilatky, ktera slouii jako receptor pro
rozeznani specifického antigenu. Jakmile se antigen navaie

na tento receptor, B-burika je stimulovana k déleni a tvorbe

a sekreci téZe protilatky, ktera zachytila na povrchu antigen.

ruzné B-bunky
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antigen se vaie ®e
k B-bunce, ktera exponuje
na svem povrchu
prislusnou specifickou
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B-bufka je stimulovana k tvorbé dal$ich molekul
identické protilatky, které jsou pak vyluCovany




Priprava polyklondlnich protilatek

- opakovanad injekce antigenu lab. zvireti (krdlik, koza)

- po nékolika tydnech se zvire utrati a odebere se mu krev
- z krve se odstrani buriky a srazlivé faktory - antisérum

- test titru a Cistoty imunoglobulint

Nevyhody:

- tvorba riznych Ig proti danému antigenu (polyvalence)

- Ig se chemicky navzdjem podobaji, nelze ziskat Cistou frakci
daného Ig

- mnozstvi ziskané protilatky je omezené (cely postup nutno
opakovat)




PRODUKCE PROTILATEK V LABORATORNICH ZVIRATECH

Protilatky Ize vyrabét v laboratofi tak, ze se zvifeti vstfikne antigen A
(pouziva se mysi, kralikld, ovci a koz).

vstiiknuti antigenu A pozdéjsi odebrani krve

Opakované injekce téhoZ antigenu v intervalech nékolika tydna stimuluji
specifické B-burky k tvorbé a sekreci velkého mnoistvi anti-A-protilatek
do krevniho obéhu.

'

Mnozstvi anti-A-
protilatek v krvi

4 [} 4 Cas
A A A

ProtoZe se injekci antigenu A stimuluje mnoho riznych B-bunék,
bude v krvi pfitomna fada protilatek proti A, kazda z nichZ bude vazat
antigen A ponékud odlisneé.




Monoklonadlni protilatky

- produkt jednoho klonu B lymfocytt, ktery je chemicky
a funkéné homogenni

- B lymfocyty izolované z laboratornich Zivocicht nelze
kultivovat /n vitro

Myelomové buniky:

- maligni bunky

- moznost kultivace /n vitro

- vysoka schopnost tvorby protilatek

- protilatky nejsou specifické pro urlity antigen

- vznikaji maligni transformaci normadlniho lymfocytu




Priprava monoklonalnich protilatek

Milstein a Kohler 1975:

- provedli fdzi normdlnich lymfocytt produkujicich protilatky s
maligni myelomovou burikou

- ziskali hybridni buriky (hybridomy):
- moznost kultivace /n vitro
- vysokd schopnost tvorby jediné (monoklondlni) protilatky

- protilatka svou specifitou odpovidad produktu normdlniho
lymfocytu pouzitého k fizi




Priprava monoklondlnich protilatek

Postup:

- antigen je injekci prenesen do laboratorni mysi a vyvola proliferaci
specifickych protilatkotvornych bunék

- z utraceného zvirete je vyjmuta slezina

- ziskané lymfocyty se pouziji k fdzi s malignimi myelomovymi
bufikami

- hybridni bunky ziskdvaji hesmrtelnost z myelomové bunky a
schopnost tvorby specifické protilatky z lymfocytu

- hybridni bunky se selektuji od nefizovanych bunék na zdkladé
schopnosti rast v selek¢nim médiu HAT

- skrinink hybridl podle schopnosti tvorby specifické protilatky

- kultivace zddanych hybridl v kulture nebo jako nddor v lab. zvireti
- ziskdni neomezeného mnozstvi Cisté protilatky




Priprava monoklondlnich protilatek

Princip selekce hybridi:

Médium HAT
- obsahuje hypoxantin, aminopterin, tymidin

- umozfiuje rust jen burikam s funkcni hypoxantin-guanin
fosforibozyl transferazou (HGPRT)

- linie myelomovych bunék pouzivanych k fizi je HGPRT-
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Studium interakci protein-protein

» Dvouhybridni systém

+ Ko-imunoprecipitace

* Knihovna .Phage display®
* Proteinovd .microarray”




Interaktom

* soubor vsech meziproteinovych
interakci v dané bunce nebo
organismu

+ celkovy skrinink interaktomu
umoznuje dvouhybridni sysTem
hebo proteinova .microarray"




Dvouhybridni systém

vyuzivad fize testovanych proteint s dvéma oddélenymi
doménami transkripéniho aktivdtoru

transkripni faktory maji ¢asto moduldrni strukturu: doménu
pro vazbu na DNA (DBD) a aktivaéni doménu (AD)

interakce obou domén vede k aktivaci transkripce (kovalentni
propojeni domén neni nutné)




Dvouhybridni systém - princip

DBD doména je spojena fuzi s proteinem X a AD doména s
proteinem Y

.navnada" (..bart"). proteinovd chiméra obsahujici doménu pro
specifickou vazbu na DNA spojenou se studovanym proteinem
(DBD-X)

.dravec" (.prey"): proteinovd chiméra spojujici partnersky
protein s aktivacni doménou (AD-Y)

v kvasinkovych bunkdch se interakce testovanych proteind
projevi aktivaci reportérského genu, ktery je stabilné zaclenén
do genomu

Vyznam metody: stanoveni interakci mezi dvéma proteiny




A. Normal regulation of gene expression
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Interakce mezi proteiny nékdy podstatné zavisi na
posttranslacnich modifikacich, které v kvasinkovych
bunikach nenastdvaji

V roce 1995 pripraven specidlni
kvasinkovy kmen, ktery
exprimuje savCéi tyrosinovou
kindzu Lck

—

reporter




Meziproteinové interakce nékdy
zavisi na pritomnosti daldich faktort

auxiliary

bridging

protein

o

reporter




Trojhybridni systém

Slouzi k identifikaci protein, jejichz interakci zprostredkovdavda RNA

BENA molecule
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Knihovna ,Phage display”

+ fragmenty DNA se zacleni do klonovaciho mista
uvnitr genu, ktery koduje jeden z povrchovych
proteint vldknitého faga M13

- fdzovany gen kéduje proteinovou chiméru, kterd
bude vclenéna do fagové hlavy a to ’rakovym
zplsobem, Ze cizi protein bude vystaven na
povrchu fagove Cdstice

* preneseni knihovny ,phage display” do zkumavky
hebo mikrotitracni desticky potazené ligandem,
protilatkou, receptorem nebo jinym testovanym
proteinem

» odmyti nenavdazaného fdga

+ |ze testovat velmi vysoké poCty fdgovych Céstic a
hledat interagujici klony




Knihovna ,Phage display”

* fragmenty DNA se zacleni
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Knihovna ,Phage display"

+ preneseni knihovny ,phage
display” do zkumavky nebo
mikrotitracni desticky
potazené ligandem,

protilatkou, receptorem b el Ft rece
nebo jinym testovanym { anlre-enrc
pr'OTelnem Wash off
’ ’ ’ ’ non-specific
» odmyti nenavazaného faga i J phage U

+ |ze testovat velmi vysoké s
poCty fagovych Cdstic a e
hledat interagujici klony
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M13 bacteriophage




B. BIND PHAGE C. WASH AWAY
TO BINDING UNBOUND

PROTEIN PHAGE
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Ko-imunoprecipitace

vhodna metoda pro ovéreni meziproteinovych interakci
stanovenych dvojhybridnim systémem v kvasinkach

savCi bunky se transfekuji genem kédujicim testovany
protein

vy’rvoF;eni protein se z bunék izoluje prostrednictvim
protilate

pokud neni k dispozici vhodné’EroTiléTka mize byt protein
oznacen pomochym peptidem FLAG, pak |ze k precipitaci
pouzit anti-FLAG protilatku

protein se z bunék precipituje za takovych podminek, ze neni
naruseno jeho pripadné spojeni s jinymi proteiny

protein A izolovany z bunék 5. aureus pevné vdze protildtky:
imobilizovany protein A je vhodnym ndstrojem pro izolaci
protilatek s pripojenymi proteiny

proteinové komplexy se rozdéli elektroforézou SDS-PAGE

identifikace asociovanych proteini je moznd protildtkami,
hmotnostni spektrometrii hebo sekvenovdnim proteinu
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Gene for protein X Gene for protein Y

HIS
FLAG '8
Tag

Ovéreni interakci mezi dvéma
proteiny ko-imunoprecipitaci

CO-TRANSFECT INTO SAME CELL LINE

ISOLATE CYTOPLASMIC FRACTION
DIVIDE INTO 2 HALVES

ISOLATE PROTEINS ISOLATE PROTEINS
THAT BIND THAT BIND
TO ANTI-FLAG® TO ANTI-HIS6
ANTIBODY ANTIBODY

1. RUN EACH SAMPLE ON SDS-PAGE
2. TRANSFER TO NITROCELLULOSE
3. CUT TWO LANES APART
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.Protein tagging”

+ tag" = visacka

+ Protein tagging" znamenad oznaceni proteinu
pripojenim zretelné znacky

+ obvykle se provddi geneticky - sekvence DNA je
opatrena segmentem kodujicim ,tag"

+ sekvence musi byt klonovdna ve vhodném vektoru a
prenesena do vhodné hostitelské burky, ktera
bude syntetizovat oznaceny protein

znacku lze vyuzit napr. pro Gcinnou purifikaci
proteinu nebo imunoprecipitacni experimenty




Typy peptidovych
znacek

.His tag" = polyhistidinovy tag
slozen ze sesti fandemove
usporddanych zbytki histidinu
pridava se k cilovému proteinu na
N- nebo C-konec

.His tag" se velmi 4¢inné vaze k
iontlm niklu

proteiny oznacené . His tag" lze
snadno purifikovat

chromatograficky na kolondch, kde
je nosi¢ opatren niklovymi ionty
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f \ Mixture of
proteins
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His tagged
protein is
/ displaced
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FLAG tag”

Kratky peptid (AspTyrLysAspAspAspAsplys), ktery
je rozezndvan specifickou protilatkou, kterad je
komercéné dostupna (Immunex Corp)

Tato protilatka mize byt imobilizovdna na koloné
pro chromatografickou purifikaci prislusného
proteinu.

Strep tag”

Peptid o velikosti 10 aminokyselin, ktery napodobuje
trojrozmernou strukturu biotinu

Ma afinitu k avidinu nebo streptavidinu




Funkci znacky mohou mit nejen kratké
peptidy, ale i celé proteiny

Protein A - afinita k protilatkdm

Glutathion S transferaza (6ST) - afinita k
tripeptidu glutathionu

Protein vazouci maltozu (MBP) - afinita k maltdze
a polymeru maltézy (amyldze)

Sekvence kddujici znacici protein se obvykle
umist'uje 5° od studovaného genu




Protein arrays

* umoznuji simultanni monitorovani
interakci mnoha proteind

* pouZivaji se pro biochemicke a
enzymatické analyzy pr'o’remu a
pro studium meziproteinovych
interakci

- sestaveny z pro’remu oznacenych
tagy, ktere umozniuji jejich
pr'lpo jeni k pevhemu podkladu
bud’ ELISA desticek nebo
podloZnim skli¢kum

HHI—n-n-u-lw. HHHHm{w\;‘

HHHHHHW‘
}-IHHHHH‘N’\;.
HHHHHHW Library of
f tagged proteins
His6 tag ———> HHHHHW




Skrinink interakci proteinu obvykle
vyuziva fluorescence, méné casto
radioaktivity

Priklad: hledani proteint, které vazou fosfolipidy

* proteinovad array se inkubuje s fosfolipidy ﬁiiigi?g?é’

konjugovanymi s biotinem

* navdzany fosfolipid je zviditelnén pridanim
avidinu konjugovaného s fluorescencni zna¢kou

* fluoreskujici ..spot" reprezentuje protein, ktery
vdze fosfolipidy
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