Metody analyzy proteomu

Dvourozmérna elektroforéza cytoplasmatickvch bilkovin

Dvourozméra elektroforéza (2D-PAGE) pfedstavuje zékladni ndstroj v novém rozvijejicim
se sméru proteomiky. Umoznuje rozdéleni komplikovanych smési stovek rtiznych bilkovin. Je
kombinaci isoelektrické fokusace (IEF) a elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (PAGE).
Ob¢ separace se provadéji postupné tak, ze nejprve se provede isoelektricka fokusace na
prouzku gelu s imobilisovanym pH gradientem (IPG), kdy se bilkoviny rozdéli podle svych
isoelektrickych bodu (pl). Poté se pripravi polyakrylamidovy gel s piidavkem dodecylsulfatu
sodného (SDS), na jehoz startovni stranu se tésn¢ pfilozi prouzek IPG a po zaliti spojovacim
gelem (obvykle agarosa) se provede elektroforesa ve sméru kolmém na ptivodni smér IEF.
Bilkoviny se zde rozdéli podle svych M. Po jejim ukonceni se gel obarvi na bilkoviny a ziska
se dvourozmérny obraz sestavajici z vice ¢i méné dobfe odd€lenych skvrn predstavujicich
jednotlivé bilkoviny. Spolu se vzorkem je mozno ve 2. sméru (SDS-PAGE) délit standartni
smes bilkovin o znamych M; a okalibrovat gel timto parametrem. Tak mizeme kazdou skvrnu

charakterisovat podle jeji polohy jak jejim pl tak M.

Pozor! VSechny laboratorni kroky pocinaje pripravou extrakéni smési provadime
v rukavicich. PFedejdeme tim kontaminaci vzorku kreatinem, ktery miize davat falesné
vysledky pri barveni stfibrem a zcela nezbytné je toto opatfeni pri manipulaci

s monomery (akrylamidem) p¥i pripravé gelu.

1. Kultivace mikroorganismu

Studovany mikroorganismus kultivujeme podle doporuceného postupu optimélniho pro
piislusny druh event. kmen ¢i mutant. Sklizenou kulturu dobie promyjeme pomoci
centrifugace a suspendovani v odpovidajicim mediu. Pro ucely elektroforézy je dulezité

nepiekrocit tolerovanou hodnotu iontové sily, pro IEF v nasem provedeni je maximum



odpovidajici 40 mM TrisCl. V naSem modelovém provedeni pouzijeme jako vzorek bunck

komeréni preparat pekatského drozdi Saccharomyces cerevisiae.

Provedeni:

10 g pasty pekaiského drozdi rozmichdme v malém mnozstvi vody a pak doplnime na 200 ml.
Suspensi zcentrifigujeme 5 min. pfi 10 000 ot/min. a supernatant vyhodime. Sediment
suspendujeme v 10 ml vody a zmétime objem suspense. Odhadneme objem sedimentu (rozdil
objem suspense — 10 ml). Pak doplnime do ca 200 ml a znovu centrifugujeme. Toto promyti
provedeme celkem 4krat (alespon posledni 2 promyti s destilovanou vodou). Posledni
suspensi doplnime vodou tak, Ze 1 ml sedimentu bude odpovidat 10 ml. Centrifugaci pak
provedeme v mensich kyvetach s 10 ml suspense v kazdé. Supernatnty vyhodime, sedimenty

zpracujeme nebo uskladnime pii —20 °C.

2. Extrakce bilkovin a pfediprava vzorku

Standardni metoda reprodukovatelné solubilisuje vSechny typy bilkovin v€etné hydrofobnich.
Zabranuje agregaci a zméndm rozpustnosti béhem déleni a modifikacim bilkovin pii dalSich
operacich. Interferujici slou€eniny, zvl. DNA, jsou pii ni odstranény. V piipad€ potieby se
dopliiuje caste¢nou frakcionaci, pokud je sledovana bilkovina velmi malo zastoupena,
odstrani se nadbytek interferujicich majoritnich bilkovin. Toho je dosazeno plisobenim smési
detergentii, chaotropnich latek, reduktantti, pufri a amfolyti. Jejich vhodnou kombinaci
predstavuji komer¢ni extrakéni smési, ve cviceni si je pfipravime smichdnim individudlnich
komponent dle tabulky. Stejna smés se pouziva i pro rehydrataci IPG prouzkl pro IEF.

Ptipravime si tedy jen nezbytné mnozstvi, roztok je mozno omezené skladovat pfi —20 °C.

Provedeni:

Pfipravime si extrakéni smés podle tabulky. Obsahuje mocovinu, redukéni agens
dithiothreitol (DTT) nebo tributylfosfin (TBP), detergent 3-[(3-
Cholamidopropyl)dimetylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS), stabilizacni amfolyt a

bromfenolovou modi ke sledovani migrace vzorku pii elektroforéze. DTT nebo TBP se



pridava bezprostiedné pred uzitim. Pfipadné nadbytecné mnozstvi lze rozdélit na alikvotni
podily a zmrazit, rozmrazujeme pouze jedenkrat, nadbytek jiz nezmrezujeme, ale vyhodime.
Je-li nutno pufrovat pH, lze pridat Tris v koncentraci 10-40 mM. Je nezbytné udrzovat nizkou

iontovou silu roztoku, jinak miize proud pti IEF pfekrocit stanoveny limit.

Komponenta Mnozstvi
8 M mocovina 25 g mocoviny rozp. v 25 ml vody, nebo 47
ml 8,5 M zasobniho roztoku (510 g/1)
50 mM DTT nebo 2 mM TBP 385 mg DTT nebo 500 pl 200 mM zésobniho
roztokuTBP
4% CHAPS 2g
0,2% amfolyt® 125 ul 40% nebo 250 pul 20%
2 ppm bromfenolové modfi 100 pl 0,1% zasobniho roztoku

Voda do 50 ml

* Vybér amfolytu odpovidd rozmezi pH gradientu pfi IEF. Je dodavan jako roztok ve 40% event. 20%

koncentraci

Bunky ziskané ad 1 extrahujeme v poméru 1 ml sedimentu s nejméné 9 ml extrakéni smési
(konc. mocoviny je nejméné 6,5 M). Extrakci provadime v centrifugacni kyveté odpovidajici
velikosti za laboratorni teploty. Suspensi bunéfného sedimentu v extrakéni smési
promichavame sklenénou ty¢inkou a roztirame po dobu ca 5 min. Pak ji centrifugujeme az
dostaneme Ciry supernatant a pevny sediment (obvykle staci 8 min. pii 12 000 g). Sediment je
mozno opakované¢ extrahovat nebo vyhodit. Supernatant zpracovavame dale, je vyhodné jeho
vEtsi mnozstvi rozdélit na alikvoty a uchovavat pii —20 °C. Ve vzorku stanovime koncentraci
bilkovin nékterou zbéznych metod (viz zdkladni cvieni z biochemie) s ptihlédnutim

k omezenim plynoucim z pfitomnosti detergentu.

Modifikace extrakéniho postupu: Solubilisacni roztoky pro dokonalejsi extrakci Ize doplnit dalsimi chaotropnimi
latkami (2M thiomocovina)a detergenty nebo pouZit postupnou extrakci riiznymi extrakcénimi roztoky. To umozni

extrahovat téz hydrofobni membranové bilkoviny.

1. Isoelektricka fokusace — 1. smér




IEF provadime na komerc¢nich prouZcich s imobilizovanym pH gradientem (IPG). Je moZzno
zvolit nékteré z nabizenych rozmezi a formy gradientd i1 délku IPG prouzku. Ta urcuje
mnozstvi bilkoviny ve vzorku a jeho objem, ktery aplikujeme pro tento krok — pro 17 cm je to
100-300 pg bilkovin a 300 pl, pro 11 cm 50-200 pg a 185 pl a pro 7 cm 10-100 pg a 125 pl.
Dodané prouzky je nutno rehydratovat — to se provadi extraktem (obsahuje jak ptivodni smés

tak vyextrahované bilkoviny), takze se soucasné¢ vnasi na gel vzorek.

Provedeni:

Napipetujte 125 pl supernatantu do rehydrataéni vanieky. Odstraote ochrannou folii z IPG
prouzku pH 3-10NL a poloZte ho opatrné¢ pomoci pinsety gelem dolu na vrstvieku kapaliny
tak, aby cely povrch byl dobie smoéen. Nechejte stat po dobu 1 hod. a pak prouzek opatrné
prevrstvéte mineralnim olejem a nechejte v chladniéce botnat ptes noc.

Pinsetou umistime na elektrody aparatu pro IEF tamponky z bunicité¢ vaty ovlhéené 5-8 pl
vody. Nabotnaly IPG prouzek polozime do drahy gelem dolu tak, aby jeho konce spocivaly na
tamponech s odpovidajici orientaci - tj. konec 3 na katod¢ a konec 10 na anod¢. Pfevrstvime
opatrné¢ mineralnim olejem tak, aby prouzky byly zaplaveny. Na apardtu nastavime
pozadované parametry (pod dohledem vedouciho), obvykle 50 HA na prouzek, maximum
4000 V, celkovou hodnotu 7-10000 V.hod a zvolime program (obvykle rychly zpusob). Po
ukonéeni béhu prouzky muzeme skladovat v rehydrataénich vanickach pii -20 °C i niZe nebo

je okamzité podrobime SDS-PAGE.

2. SDS — PAGE — 2. smér

Toto déleni provadime na gelech o rozméru odpovidajicim délce IPG prouzku, k tomu nutno
pripocist misto pro standarty bilkovin. Nejprve si pfipravime smés pro délici gel a béhem jeji
polymerace upravime IPG prouzky z 1. déleni. Ty pak vloZime na horni cast gelu, vedle

umistime tampon se standarty a nechame prob¢hnout déleni.

Provedeni:



Ptiprava déliciho gelu.
Pfichystame (zkontrolujeme ptip. hotové) zasobni roztoky

3. monomery - roztok A — 87,6 g akrylamidu a 2,4 g BIS (N,N -metylen-bisakrylamidu)

v 300 ml vody

4. roztok B—1,5M TrisCl o pH 8,8

5. roztok D — 10% SDS (dodecylsulfat sodny)
a pripravime zcela Cerstvy roztok persiranu amonného (150 mg/ml).
Ve stojanku sestavime formu pro 7 cm gel ze dvou skel a 1 mm distanénich prouzkd,
zafixujeme Srouby a zaklapnutim upevnime. Naplnénim vodou zkontrolujeme, ze sestava je
tésnd, vodu pak vylejeme a zbylé kapky odsajeme prouzkem filtra¢niho papiru.
Cerstvé piipravené roztoky A a B i vodu odvzduinime (ultrazvukem nebo v odsavace).
Ptipravime roztok pro 12% gel smichanim 6 ml A, 3,75 ml B, 5,05 ml vody, 0,1 ml D, 0,1 ml
persiranu a 10 pl TEMED (tetrametyletylendiaminu). Smés opatrné¢ promichdme, abychom
predesli zavzduSnéni a naplnime ji formu pomoci injekéni stiikacky. Nahote ponechame asi 1
cm mista pro vlozeni IPG prouzku a pievrstvime isobutanolem. Nechame polymerovat asi 1

hod. i vice a mezitim si upravime IPG prouzek po IEF.

Uprava IPG.

Bilkovinné frakce ziskané IEF se upravi tak, aby ziskaly uniformni tvar a naboj. Toho se
dosahne ptsobenim redukci disulfidickych mitstkli pomoci dithiotreitolu (DTT), alkylaci
vzniklych —SH skupin jodacetamidem (IAA), rozruSenim vodikovych vazeb mocovinou a
navazanim silného aniontogenniho detergentu SDS (dodecylsulfat sodny).

Nejprve si pfipravime (neni-li jiz hotov) zakladni pufr o slozeni 50 mM TrisCl o pH 8,8,

6 M mocovina, 2% SDS a 20% glycerol. Ve 2,5 ml tohoto pufru rozpustime 50 mg DTT (2%)
na nalejeme ho na IPG prouzek umistény ve vanic¢ce. Nechdme piisobit 10 min. za mirného
pohybu kapliny (na tiepacce nebo rucné€). Mezitim rozpustime v dalSich 2,5 ml zakladniho
pufru 65 mg IAA (2,5%) a az ukon¢ime pusobeni 1. pufru zdekantujeme ho a nalejeme na
IPG prouzek 2. pufr a opét nechame alesponi 10 min. inkubovat.

Mezitim si piipravime vzorek standartnich bilkovin tak, Zze odstfihneme asi 5 mm z prouzku
savého tamponu (Protean IEF), vneseme 10 Ul roztoku standartti a nechdme vséknout.
Ptipravime si asi 10 ml 1% roztoku agarosy v pracovnim pufru pro SDS-PAGE — viz nize. Je-
li jiz ptipraven v chladni¢ce, zahtatim na vodni ldzni agarosu rozpustime.

Slijeme z polymerovaného gelu (PAG) kryci vrstvu isopropanolu a zbytky odsajeme.



Inkubovany IPG prouzek vyjmeme z vanicky a vlozime na pfipraveny PAG. ZatlaCime ho
Spachtli do tésného kontaktu s gelem bez bublin, vedle n¢j zasuneme prouzek se standarty a

zalejeme teplym roztokem agarosy.

Elektroforetické déleni.

Ptipravite si pracovni elektrodovy pufr zfedénim 60 ml zasobniho roztoku (15 g Tris, 72 g
glycinu a 3 g SDS v 1 litru, upraveno HCl na pH 8,3) 240 ml destilované vody. Po zatuhnuti
agarosy se desky vlozi do apardtu Protean II a jeho nadobky se naplni pracovnim
elektrodovym pufrem. Do horni nddobky kdpneme nékolik kapek 0,05% bromfenolové modfi,
aby byl pufr slabé modie zbarven. Pfipojime zdroj, zapneme a nastavime napé¢ti na 150 V.
Déleni trva asi 4 hodiny, jeho postup sledujeme podle modré linie bromfenolové modfi. Az

doputuje na konec gelu, odpojime zdroj, vyjmeme desky a oplachneme vodou.

6. Barveni a snimani obrazu

Provadi se n¢kolika zpiisoby lisicich se citlivosti, narocnosti na chemikalie a provedeni apod.
Jednoduché a spolehlivé barveni spociva v adsorpci barviva (Coomasie Blue), jez se da
vymyt z gelu, na bilkovinach je vSak poutdno pevnéji (pfehnanym odbarvovanim se vsak

vymyje i z nich!)

Provedeni:

Demontujeme ramecek s gelem, odstranime kryci sklo a gel opatrné pieneseme do misky s
fixatnim roztokem (30% isopropanol, 10% kys. octova). Po 2 hod. roztok slijeme a
nahradime barvicim roztokem (0,04% Coomasie Blue R-250 v 25% isopropanolu a 10% kys.
octové). Nechdme piisobit alespont 6 hod. za mirného pohybu (na ttepacce), pak slejeme a gel
odbarvujeme 40% metanolem s 10% kys. octovou, ktery vyménujeme po 30 min. az 2 hod.
(zprvu Castéji) az je pozadi gelu téméef bezbarvé. Hotovy gel se oskenuje (provede obsluha
vyhodnocovaciho zatizeni), obrazek se vytiskne a ptilozi k protokolu. Podrobné;si
vyhodnocovani se provadi pomoci pocitace vybaveného patfi¢nym softwarem, jednotlivé
skvrny proteinta se daji vytiznout a dale analysovat pomoci hmotnostni spektroskopie. To
vSak vyzaduje dokonale zvladnutou techniku dé€leni a reprodukovatelné vysledky ve forme
prakticky identickych snimku 2D-SDS-PAGE. Toho lze dosahnout pouze mnohonasobnym

opakovanim zakladni dé€lici techniky.






