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1) ORGANIZACE PRAKTIK Z BMB

e 2 Casti (2 x 4 vyuCovaci hodiny)

e Pro udéleni zdpoCtu nutna ucCast a UspesSné absolvovani vystupniho testu
(souCasti druhé Casti praktik)

e Pfipadnou neucCast Ize v odUvodnénych pfipadech nahradit s jinou skupinou (po domluvé
s vedoucim praktik)

e Nutné mit s sebou: laboratorni plast, kalkulaCka

e Nutno znat teorii z pfednasky ,Metody studia proteinu |“

2 praktické ulohy:
1) Detekce aktinu a DNA v nadorovych bunkach pomoci fluorescenCni mikroskopie

2) Porovnani hladiny proteinU v rliznych vzorcich pomoci proteinové elektroforézy a
nasledného barveni polyakrylamidového gelu



2) OBECNE PRINCIPY SPECIFICKE DETEKCE
MOLEKUL

2.1. Jak najit to, co nds zajima, mezi vSemi ostatnimi molekulami v
bunice? (nutno zajistit specifiCnost detekce)

L f i -
2.2. Jak ,zviditelnit” vysledek této specifické detekce?
VétSina biologickych struktur nema zadnou barvu...
(nutno vybrat vhodny systém detekce signdlu pro danou situaci)



2.1 ZAJISTENI SPECIFICKE DETEKCE

Molekula ve vzorku je rozezndna na zdkladé zndmé a specifické
interakce s jinou molekulou.

Molekulou interagujici s cilovou molekulou muze byt:
2.1.1 Mald organickd molekula, kterd se specificky vaze k cilové
molekule/strukture (napfr. faloidin k F-aktinu, DAPI a

etidium bromid k DNA).

2.1.2 Protein specificky rozpozndvajici cilovou molekulu/strukturu,
nejCast€ji protilatka




2.1.1 Malé organické molekuly, které se specificky vazou k
cilové strukture

DAPI, faloidin, paclitaxel, nocodazol, ethidium bromid.——
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2.1.2 Proteiny rozeznavajici specifické bunécné struktury

Dndza | - vazba na G aktin v jadfe

Konkavalin - vazba na glukozo-manozové zbytky, mozZnd detekce nadorovych
bunék

Annexin - vazba na fosfatidylserinové zbytky - detekce apoptotickych bunék

P=-ad :mcxin V~ Annexin V Binding
™ poprosis 25 R

Cytoolasmic”I””“”””
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Normal Cell Apoptotlc Cell

? Phosphatidyl serine




2.1.2 Proteiny rozeznavajici specificky bunécné struktury -
protilatky

NejCastéji pouzivany systém pro detekci proteinu - protilatky = IMUNODETEKCE

PROTILATKY lze teoreticky pfFipravit proti jakémukoliv | \ / ]
proteinu \\\\ // /
Imunoglobuliny produkované imunitnim systémem i Lenis
(Ig tridy A, D, E, G, M), rozpoznavaji specifické epitopy na Fefragment B oo [
molekule antigenu !

antigen = latka, ktera navozuje produkci protilatek proti
sama sob& imunitnim systémem, (obvykle cizoroda
molekula)

epitop = specificka povrchova oblast antigenu, ktera
mUZe byt rozeznavana protilatkou. Protilatka se zde
nekovalentné, ale pevné vaze.




2.2 MOZNOSTI DETEKCE SIGNALU

Detekujici molekulu vétSinou neni mozné pfimo pozorovat (vyjimka napf.
DAPI).

Proto musi byt detekujici molekula konjugovana s jinou molekulou, ktera jiz
vizualizaci umoznuje.

Konjugaty:
2.2.1 Tézky kov -
2.2.2 Fluorofor

2.2.3 Enzym, jehoz aktivita umoznuje vizualizaci detekované
molekuly - svetlo, barevna vizualizace
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}

Signal
produkujici
molekula
— zviditelnéni
A& ® detekované

molekuly

, ve vzorku , neviditelné”
Detekovana

molekula



ho tézkého kovu

N
[ =

©

>

< -

S 2 m =
= 5= 2
c o - -
o 3 & s
=< = »
'S - 3
o R B
= g E
(o)

Q

)

J

(]

N

©

-

N

>

.

N

N

produkce somatostatinu v bufikach

pankreatu




2.2.2 Vizualizace pomoci konjugace fluoroforu

fluorofor = molekula schopnd absorbovat zareni urCité vinové délky (=byt
excitovana) a vyzarit (=emitovat) zareni jiné vinové délky (=detekovany signal)

DAPI
|

W 420 nm
)

500 nm

Cy3 540 nm
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2.2.3 Vizualizace pomoci aktivity konjugovaného enzymu

Zviditelnéni detekované molekuly po reakci enzymu se substratem

A. Chemiluminiscence - jako enzym se obvykle pouZziva kfenova peroxidaza (= horse radish
peroxidase = HRP). HRP Stépi peroxid a vzniklé radikaly aktivuji luminol - vznika svétlo,
které je detekovano (napf. western blot).

B. Chromogenni (barevna reakce) - vznikd barevny produkt (napf. imunofluorescence,
ELISA)

e produkt musi byt nerozpustny pro HRP-Linked Antibody _
lokalizaci detekované molekuly - Y
: | TMB
imunofluorescence / Substrate |

L , v Y\ 2 B

e produkt musi byt rozpustny pro mereni Detection Antibody ) 5
intenzity vzniklého zabarveni v roztoku " -« ¥¥
- ELISA

- >4



PFima a nepfrima detekce

znaCend primarni protilatka (pfima detekce)
VS

neznaCena primarni a znaCend sekundarni protilatka (nepfima detekce)

Prima detekce Neprima detekce
detekovatelny
produkt
detekovatelny : o - ’
Y substrat amplifikace signalu
produkt .\j }
SUbStrét ? I‘. ]._ enzym
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enzym sekundarni protilatka

primarni protilatka



3) MIKROSKOPICKE TECHNIKY

3.1 Imunohistochemie
3.2 Elektronova mikroskopie

3.3 Fluorescencni mikroskopie



3.1 IMUNOHISTOCHEMIE

detekce v mikroskopickém preparatu (obvykle tenky fez tkan€) - pomeérné €asto
pouzivano

obvykle pomoci specifickych protilatek a vzniku nerozpustného produktu, pfipadné
imunofluorescence

Immunohistochemistry Process

inzulin v pankreatickych
bunkach



3.2 ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Méne Casté vyuziti Somatostatin v D bufikdch pankreatu



3.3 FLUORESCENCNi MIKROSKOPIE

pouziti jednoho fluoroforu vs pouZziti vice fluorofort

PouZziti rUznych fluoroford - moZnost sledovani vice typU molekul, pfipadné jejich
kolokalizaci (vyskyt na stejné bunce nebo stejném misté v bunce)

praktika: barveni aktinu a DNA

* DNA: DAPI

= aktin: phalloidin konjugovany s fluoroforem TRITC



4) STANOVENi KONCENTRACE PROTEINU V
ROZTOKU

zalozené na spektrofotometrickém stanoveni (méreni absorbance)

4.1 Stanoveni z UV spektra
4.2 UrCeni koncentrace pomoci BCA

4.3 Bradfordova metoda (bude pouzita v praktiku)



4.1. Stanoveni koncentrace z absorbance UV zareni

Proteiny pfirozené& absorbuji v UV spektru (260 — 280 nm) diky pfitomnosti
aromatickych aminokyselin (tyrosin, tryptofan).

Neni nutna kalibraéni kfivka.
VypocCet dle rovnice [Protein] (mg/mL) = 1.55*A280 - 0.76*A260

VSechny metody zaloZené na stanoveni pfitomnosti pouze urcitych aminokyselin
predpokladaji stejné zastoupeni téchto AMK v porovnavanych vzorcich!!!




4.2. Metoda pouzivajici BCA

DetekCni Cinidlo obsahuje BCA (bicinchoninic acid).

Kolorimetricka reakce zaloZena na interakci Cinidla pfimo s peptidovou vazbou
(a ne pouze na interakci s urCitymi AMK).

Purpurové zbarveni meéfitelné pri pouziti vinové délky 562 nm.

Koncentrace proteinu



4.3. Metoda dle Bradforda

Princip: kolorimetricka reakce po smichani Bradfordova (Bradfordové) Cinidla s roztokem
obsahujicim proteiny

Bradfordovo Cinidlo obsahuje barvivo Coomassie Brilliant Blue - vdZe se na bazické a
aromatické aminokyselinové zbytky v proteinech (Arg, Phe, Try, Pro).

Pfitomnost proteinl zméni barvu roztoku z hnédé na modrou.

Absorbance se méfi pfi vinové délce 595 nm (absorbance je pfimo Umérnda koncentraci
proteiny).

Koncentrace proteinu



Princip stanoveni koncentrace proteinu:

Nutno vytvofit kalibraéni kfivku ze série roztokU o znamé koncentraci proteinu

NejCast€ji je pouzivan bovinni sérovy albumin (=BSA)

0,500
y =0,2286x + 0,0008
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0,400 /
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Zjistena koncentrace proteinu

Absorbance (A595 nm)




5) STANOVENI HLADINY PROTEINU

Metody zaloZzené na imunodetekci:
o ELISA
e prutokovd cytometrie

e SDS-PAGE + Western blot

= sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
stanoveni (porovnani) hladiny urCitého proteinu v rlznych vzorcich
Vzorky jsou obvykle ve formé roztoku obsahujiciho proteiny, napf. lyzat tkané, bunék.

Pred vlastni analyzou je nutna dezintegrace (lyze) bunék - uvolnéni bunééného obsahu
do roztoku.

Buniky mohou byt rozbity chemicky, mechanicky a dalSimi fyzikalnimi pFistupy, pfip.
jejich kombinaci.



ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem Poutitim jemnych mechanickych postupd, zvanych Vznikajici husty homogenat
purifikace vétSiny homogenizace, lze perforovat plasmatické membrany bunék, nebo extrakt obsahuje vétdi i mensi
proteind je rozbiti takZe se z bunék uvolni jejich obsah. PouZivané étyfi metody molekuly 2 cytosolu, jako jsou
bunék nebo tkané jsou tu ukazany schematicky. enzymy, ribosomy a rizné
: metabolity, ale také membrénou
uzavfené organaly.

@ rozbiti

AN s
%

&9

suspenze
bunék
nebo tkan

Pfi opatrné préci lze ziskat
téméf viechny organely
v neporuseném stavu.



5.1 PFiprava vzorku

Pfed separaci jsou proteiny pomoci denaturaCniho Cinidla rozvolnény na jednotlivé
polypeptidové retézce.

Pro rozvolnéni proteinl do primarni struktury je vétSinou pouzit SDS.

merkaptoethanol, dithiotreitol - redukce S-S mUstkU

protein with two
subunits, A and B,
joined by a disulfide single subunit
bridge protein

vg

HEATED WITH SDS AND MERCAPTOETHANOL

|

- negatively

charged SDS

Vl molecules
c 1

Proteiny také maji, v disledku inkubace s SDS, homogenni
zaporny naboj.



5.2 Princip elektroforézy
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Gelova elektroforéza - gel s vhodnou
velikosti péruU, aby se molekuly s rlznou
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5.3 Prubéh elektroforézy
Zaporné nabité proteiny taZeny ke kladné elektrodé.

Cim del&i polypeptidovy Fetézec, tim vice inhibovan pfi prichodu gelem - mensi
proteiny doputuji dale neZ vétsi.

Separace proteinU probiha viceméné pouze podle molekulové hmotnosti.

1 2
o

Myosin 200,000

Molekulovou hmotnost detekovaného B-Galactosidase 116,250
proteinu lze urCit porovnanim velikosti ~ ©Yegenphosphorylaseb 97,400
proteinu s markerem molekulovych
hmotnosti = komerCné dostupnd smes
proteinU o zndmych velikostech

Bovine serum albumin 66,200
Ovalbumin 45,000

Carbonic anhydrase 31,000

Soybean trypsin inhibitor 21,500
Lysozyme 14,400

®
M, Unknown
standards protein



5.4 Barveni gelu

Marker VzruUstajici koncentrace proteinu

Modrd barviCka Coomassie blue se
vaZe nespecificky na proteiny (viz
metoda dle Bredforda), kazdy prouZek
(band) na gelu predstavuje skupinu
proteinU o dané velikosti.




5.5. Western blot

SOUTHERN blot (technika pfenosu DNA)
zavedené Edwinem Southernem (1975)

NORTHERN blot (technika pfenosu RNA)

WESTERN blot: PouZiti nejCast@ji pro
porovnani miry exprese proteinl pomoci
imunodetekce - pfenos proteinU

1. Pfenos proteinll separovanych pomoci
SDS-PAGE na povrch nespecificky vazajici
proteiny (nitrocelulézovd nebo PVDF
membrana)

Pohyb zdporné& nabitych proteinl v
elektrickém poli z gelu na membranu.
Membrana umozhuje snadny pfistup
protilatek k proteinim na membrané.

Two buffer soaked
filter papers

Polyacrylamide Gel

Membrane

Two buffer soaked
filter papers

CATHODE

uoroANp JajsuRL)

ANODE




2. Blokace membrany (obvykle BSA nebo odtuénéné mléko) = obsazeni vSech
vazebnych mist na membrané, ne tam, kde uz proteiny jsou.

3. Detekce proteinu na membrané pomoci specifickych protilatek

Detekce konkrétnich proteinl obvykle pomoci chemiluminiscence (pfip. fluorescence)
nebo barevné reakce za vzniku nerozpustného produktu




Barveni pomoci
Coomassie

VS

Western blot

Aktin T TR -——



5.6. Klinicka aplikace

Detekce antigenu v t€lnich tekutinach pacienta - infek€ni boreliéza, EBV,
HIV, HSV, Helicobacter pylori

Detekce protildtek v te€lnich tekutindch pacienta - autoprotilatky, napf.
antinuklearni protilatky (ANA), protilatky proti neuronalnim antigenlim

EUROLINE ANA-Profile 3 EUROLINE-WB: detection of
antibodies against Borrelia

E VIsE antigen on EURO-
- LINE membrane chip

Line immunoassay for
confirmation and
discrimination of
antibodies HIV-1 and

HIV-2 -
»
i - p 41, Flag.
p 39, Bmp A
Streptavidin - o om A
— \ S
} tg{:g{ i: I Control lines ~’= g o P
Level +/-
gp 120
= ﬂ*—p25, Osp C
e p 31 e
B &
. 11705 p17
ap '
ap 36 Alignment bar

Control band



Neprimé urCeni hladiny antigenu

* Jestlize je vzorek séra pacienta pozitivni,
specifické protilatky z jeho séra jsou pouzity

jako primarni protilatky pro detekci antigenu.

* Navazané protilatky reaguji S
anti-humannimi  protildtkami znaCenymi
alkalickou fosfatazou (AP).

PfFitomnost antigenu v krvi pacienta je tedy
finalné potvrzena/vyvracena.

membrane coated with antigen

specific hurman
antibody

3

AP-labelled
anti-hurman
antibody

P i —
A =

substrate
chromogen

stain



Co si musim z prednasky pamatovat?

Na praktika se chodi vCas a s plaStém!

Biologické molekuly se detekuji a vizualizuji mnoha zpuUsoby (nejCastéji
pouzivany detekCni systém predstavuji protilatky, vizualizaCni systém pak
fluorofory a enzymy)

Bézné mikroskopické techniky, které se pouzivaji pro detekci molekul
(imunohistochemie a fluorescenCni mikroskopie)

TFi metody uréeni koncentrace proteinU v roztoku (UV, BCA, ,Bradford“)

Zakladni princip proteinové elektroforézy, western blotu a imunodetekce
(separace proteinU podle molekulové hmotnosti, detekce pomoci
specifickych protilatek)

Jaké je klinické vyuZziti vySe popsanych metod a postupu.



