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Izolace proteint ze sav¢ich bunék

Velmi casto je nezbytné v laboratorni praxi izolovat urcity protein z biologického
materidlu. Cilem je pfedevsim ziskat disty, aktivni produkt v co nejvy$sim mozném
mnozstvi. Uspésnost izolaéniho procesu byva ovlivnéna mnoha faktory od typu vstupniho
biologického matridlu, pfes stabilitu a obsah izolovaného proteinu, naroky na Cdistotu

vzhledem k dal$imu pouZiti produktu, az po ¢asovou a finanéni naroc¢nost celého procesu.

Prvnim stupném pfi izolaci intracelularnich proteint a dalSich vysokomolekularnich
biologicky aktivnich latek je dezintegrace bunék pouZitého biologického materidlu. Pri
dezintegraci (lyzi) lze pouzit celou fadu postupti, které muZeme rozdélit na fyzikalni
zpusoby (rychlé zmrazeni a rozmraZeni, rozbijeni bunék sklenénymi stfepy, sonikace),
chemické zplisoby (alkalické prostfedi, organickd rozpoustédla, chelataéni Ccinidla)
a biologické zptisoby (enzymova lyze, autolyza). Pfi izolaci celkovych proteinti z lidskych
bunék se velmi casto k lyzi pouziva celd fada pufrti obsahujicich rtizné detergenty k naruseni
integrity bunék. Pufr volime podle toho, jaky typ proteinti chceme izolovat. Napf. pro
ziskani vzorku celkovych proteinti se pouziva NP-40, pro cytoplazmatické proteiny Tris-HCI
pufr, pro proteiny cytoskeletu Tris-Triton pufr, pro membranové proteiny NP-40 nebo RIPA
pufr a pfi izolaci jadernych ¢i mitochondridlnich proteinti je také vhodny RIPA pufr. Tyto
pufry se samoziejmé lisi sloZenim, nejdtilezitéjsi je pak volba pouzitého detergentu, ktery je
v pufru obsazen. Do lyzac¢nich pufrii se obvykle pfidavaji inhibitory protedz a fosfatdz, coz
jsou enzymy, které by normdalné degradovaly izolované proteiny. Je tedy nezbytné zastavit

jejich funkci praveé pfidanim vhodnych inhibitort.

Proteiny béhem lyzaéniho kroku po naruseni bunécnych membrdn prechdzeji
do lyza¢niho pufru. Od zbytki bunék jsou pak oddéleny centrifugaci, kdy proteiny jsou
obsaZzeny v supernatantu a ostatni bunécné zbytky ziistdvaji na dné mikrozkumavky
v podobé pelety. Ziskané proteiny je nezbytné dale purifikovat, k ¢emuz slouzi celd fada
metod. Proteiny mohou byt ze vzorku oddéleny pomoci dialyzy, tedy na zakladé difuse
nizkomolekularnich latek pfes membranu z prostiedi o vyssi koncentraci do prostiedi s nizsi
koncentraci dané latky. Dalsi moznosti je pouziti chromatografickych metod, napf.
chromatografie na iontoménicich, chromatografie shydrofobni interakci nebo gelova
permeacéni chromatografie. Pfi pouziti téchto technik muZeme oddélit jeden konkrétni

protein ze smési celkovych proteint.
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Uloha 1: Pfipravte proteinové extrakty z lidskych bunék HEK 293

Pomfticky: centrifuga, vortex, automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky, nddoba

s ledem, skrabka na buriky

Chemikalie: fosfatovy pufr PBS 1x (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na:HPOs; 1,8 mM

KH:POs; pH =7,4), NP-40 (150 mM NaCl; 1.0% NP-40 nebo Triton X-100, 50 mM
Tris pH 8,0) pufr obsahujici inhibitory fosfataz a proteaz

Biologicky material: kultura lidskych embryonalnich ledvinovych bunék HEK 293

Postup:

Pripravi vedouci cvideni:

A N e

Do kultivaéni lahve T75 nasad'te 3 x 10° bunék.

Inkubujte 48 hod pri 37 °C v 5% atmosféie CO:s.

Odsajte médium a vrstvu bunék promyjte 2 x 5 ml predehiatého PBS 1x.

Pridejte 500 pl roztoku trypsinu 1x.

Inkubujte 5 min nebo do doby, nez se buniky pusti podkladu.

Trypsinizaci zastavte pfidanim 500ul FBS (fetdlni bovinni sérum) nebo

plnohodnotného média.

Pracujte ve dvojicich/jednotlivé:

7.

10.

11.

Bunky opldchnéte PBS 1x a na ledu seSkrabejte do 200 uL pufru NP-40 s pfidavkem
fosfatazovych a proteazovych inhibitor.

Trepejte 40 min na ledu.

Centrifugujte vzorky pfi 12 000 rpm, 25 min, 4 °C.

Piepipetujte supernatant obsahujici vzorek celkovych proteini do distych
mikrozkumavek umisténych na ledu.

Zjistéte koncentraci proteinti ve vzorcich dle metody Bradfordové.
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Stanoveni mnozstvi proteintt v bunécném
lyzatu

Vybér konkrétni metody pro stanoveni mnozstvi proteinti v biologickém vzorku
zavisi na mnoha faktorech. Roli zde hraje predevsim mnozZstvi a charakter analyzovaného
proteinu, vyzadovana mira presnosti a specificnosti stanoveni, pfitomnost interferujicich
latek ve vzorku a v neposledni fadé také financni, casova a materidlni narocnost provedeni
urcité metody. Nejrozsitenéjsi jsou v bézné laboratorni praxi spektrofotometrické metody
vyuZzivajici absorpci svétla pfimo vybranych proteint nebo jejich barevnych reakci s urcitymi

¢inidly (kolorimetrické metody), déle ve velmi malé mife také gravimetrie a refraktometrie.

Pro stanoveni koncentrace cistého proteinu ve vzorku je mozné pifimé méfeni
absorbance této bilkoviny bez nutnosti pouziti standartu. Je vSak nezbytné znat extinkcni
koeficient analyzované latky pfi dané vinové délce. Absorbance se obvykle méfi pfi 280 nm
(aromatické aminokyseliny) nebo pfi 205 nm (peptidové vazby). V UV oblasti absorbuji
aromatické aminokyseliny (hlavné Trp a Tyr), proto je nutna jejich pfitomnost. Pokud vzorek
obsahuje pfimési absorbujici na stejnych vinovych délkach, budou tyto ovliviiovat ziskané

vysledky. Uvedenad metoda je nedestruktivni a vzorek miize byt pouZit pro dalsi analyzu.

Nedestruktivni metodou je také fluorimetrické stanoveni proteinti zaloZené na reakci
primarnich aminoskupin v proteinu (Lys, N-koncova aminoskupina) s o-ftalaldehydem.
Citlivost metody muze byt zvysena hydrolyzou proteini pfed méfenim. Méfeni probiha
po ptfidavku hydroxidu sodného, excita¢ni vinova délka 340 nm, emise mezi 440 a 455 nm

a muze byt ruSeno pufry s obsahem primarnich aminoskupin.

Mezi kolorimetrické metody stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorku patii biuretova
metoda, kterd je zaloZena na reakci Cu? s bilkovinou nebo jejimi Stépnymi produkty
v alkalickém prostedi za vzniku modrofialového zbarveni (Amax = 540 nm). Cinidlo obsahuje
CuSOs, vinan sodno-draselny a NaOH. Tato metoda je malo citlivd a miize interferovat
s pfitomnosti NH* nebo Tris v analyzovaném vzorku. Citlivost biuretové metody miuize byt
zvy$ena piidavkem Folin-Ciocalteauova fenolového ¢inidla. Po této tpravé vznikla Lowryho
metoda s vysokou citlivosti, ktera vSak mnohem vice zavisi na sloZzeni konkrétniho vzorku
proteinti.  Folin-Ciocalteauovo  ¢inidlo  obsahuje  kyseliny  fosfomolybdenové
a fosfowolframové, které se redukuji tyrosinovymi zbytky proteind. Intenzita vzniklého
modrého zbarveni se méfi pfi 650 nm. Nevyhodou této metody je ¢asova ndrocnost a tizky
interval pH reakcni smési, ve kterém je pouzitelnd. S metodou Lowryho negativné interferuji
nékteré pufry, lipidy, cukry, soli, nukleové kyseliny, ammoniové ionty, thiolové slouceniny,

apod. Tyto latky je nutno pfed méfenim odstranit.

Bicinchoninovd metoda vyuzivd sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA), kterd

komplexuje médné ionty Cu'" tvofené reakci peptidové vazby s Cu?. Cinidlo se p¥ipravuje
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smisenim roztok sodné soli BCA v alkalickém prostfedi a CuSOs. Vzniklé zbarveni se méfi

se pri 562 nm. Citlivost je srovnatelna s metodou Lowryho.

Velmi populérni a rychla na provedeni je metoda Bradfordové. Cinidlo Bradfordové
obsahuje barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250, ethanol a HsPOs. Barvivo se vaZe na
bazické a aromatické aminokyselinové zbytky v proteinech (Arg, Phe, Try, Pro). Po reakci
¢inidla s proteinem se ptivodni hnédé zbarveni roztoku meéni na intenzivné modré
(Amax = 595 nm). Tato metoda je nepouZitelna pro proteiny s velmi nizkym obsahem argininu
a jeji nevyhodou je také negativni interference s mnozstvim latek, zejména detergenta (SDS,
Triton). Metoda Bradfordové je obdobné citlivd jako BCA a zhruba pétkrat citlivéjsi nez
metoda Lowryho.

Vsechny uvedené kolorimetrické metody jsou destruktivni, kdy vzorek jiZ neni
mozné pouzit pro dalsi analyzu. V pfipadé kolorimetrickych metod stanoveni koncentrace
proteintl je také nezbytné paralelni méfeni koncentrace proteinového standardu o zndmé
koncentraci. MnoZstvi proteinti v analyzovanych vzorcich se pak urcuje na zakladé sestrojent
kalibra¢ni kfivky ze zndmych koncentraci pouZzitého standardu napf. hovéziho sérového
albuminu, ovalbuminu, apod. Vyhodou je moZznost vyuziti pro smési proteinti nezndmého

slozeni.

Uloha 2: Stanovte mnozstvi proteinti v bunééném lyzatu dle metody Bradfordové
Pomtcky: mikrotitraéni desticka, mikrozkumavky, mikropipety, Spicky

Chemikalie: proteinové extrakty z pfedchoziho cviceni; 0,1% roztok BSA (hovézi sérovy
albumin) standardu; ¢inidlo Bradfordové: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7%
(w/v) ethanol; 8,5% (w/v) kyselina fosforec¢nd, voda

Postup:

1. Rozvrhnéte si umisténi koncentraéni fady BSA standardu a vzorkii na 96 jamkové
mikrotitra¢ni desticce a podle toho jednotlivé jamky v desce popiste.

2. Pfipravte koncentra¢ni fadu BSA standardu: do jamek desky v dubletu pipetujte
0,1,2,3,4,5a10 uL 0,1% zasobniho roztoku BSA a kazdy vzorek dopliite vodou
na objem 10 puL. Nezapomerite pripravit také BLANK =10 uL dH2O.

3. Do desky v tripletu pipetujte 2 uL proteinovych extrakt(i a dopliite vzorky vodou
na celkovy objem 10 pL.

4. Zasobni roztok c¢inidla Bradfordové 5x zfedte potfebnym mnozstvim vody,
abyste ziskali pracovni roztok 1x.

5. Ktadé BSA standardu a vzorkiim extrakti z bun€k pfidejte po 200 pL ¢inidla
Bradfordové.



6.
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Intenzitu vzniklého zbarveni analyzujte na spektrofotometru pfi 595 nm nejlépe
do 10 min od pfidani ¢inidla.

Zpracujte vysledky v programu MS Excel a na zdkladé kalibra¢ni kfivky
sestavené zfady znamych koncentraci BSA stanovte koncentraci celkovych
proteinti v analyzovanych vzorcich (zpriimérovat patficné hodnoty, odecist od
absorbanci standardu i naSich vzorki blank, vynést koncentracni fadu BSA
do spojnicového grafu — osa x koncentrace, y absorbance BSA, klik na kfivku
v grafu, pridat spojnici trendu, vytvofit rovnici grafu, podle rovnice vyjadrit x

a spocitat koncentrace proteinti v nasich vzorcich).



