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1. Uvod

Mnoho dulezitych biologickych procesti je zajistovano slozitymi nadmolekularnimi
strukturami. Proteinové komplexy se podileji na mnoha buné¢nych funkcich, jako piiklad lze
uvést replikaci DNA, transkripci a translaci, pfenos signidlu pfes membranu, ucast

v metabolickych drahéch, proteolytické odbouravani proteinti a mnoho dalsich.

Studium architektury multiproteinovych komplext je dnes tedy duleZitou soucasti feSeni
mnoha kli€ovych otdzek biologie. Hlavnim ukolem studia proteinovych komplext je
charakterizace jejich podjednotkového slozeni, pochopeni jejich vzajemnych interakci, ptipadné

zmény organizace komplexovych podjednotek v souvislosti s aktivitou komplexu.

Detailni studium t&chto velkych agregati je vsak obtizné. Casto se k tomuto uéelu
pouzivaji genetické eseje [dvojhybridni systém; (Fields a Song, 1989)], ale proteiny se pii téchto
pokusech nenachazeji v misté své pfirozené lokalizace, coZz mize vést k arteficialni interpretaci
vysledkt. Biochemické eseje pracujici s rekombinantnimi proteiny maji podobnou nevyhodu.
Proto se vyvijeji nové metody umoziujici studovat intaktni proteinové komplexy in situ

a izolovat je v jejich nativni formé z malych mnoZstvi biologického materialu.

Pfedevsim jsou to metody zabyvajici se separaci proteinovych komplexl ze sloZitych
smési (bunécné lyzéaty ¢i jednotlivé bunééné frakce). Z historického hlediska jsou nejstarS$i
z téchto metod chromatografické techniky. V soucasné dob€ ma velky vyznam imunoafinitni
chromatografie a imunoprecipitace, tyto postupy nevyzaduji sloZité pfistrojové vybaveni
a k izolaci sta¢i pomé€rn€ malé mnozZstvi vstupniho materialu. Dalsi pfistup spo¢iva v metodéach
elektroforetické separace proteinovych komplexi za nativnich podminek, které umoziuji
zachovat komplexy v nezménéném stavu. Jako pomérné€ nenaro€né nova technika tohoto typu se
v posledni dobé stile vice pouziva nativni elektroforetickd separace proteinovych komplext
v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti Coomassie Brilliant Blue G 250 (Schagger a von
Jagow, 1991).

Metody umozZiujici separaci jednotlivych proteini se pouzivaji ke studiu
podjednotkového sloZeni proteinovych komplexd. Elektroforetické techniky separuji proteiny
disociovanych kompexi za denaturaénich podminek podle molekulové hmotnosti (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) nebo podle vlastniho naboje (isoelektrickd fokusace) (O'Farrell, 1975).
V soucasnosti nejb&éznéji pouzivany je Laemmliho systém separace proteinil v pfitomnosti

silného detergentu — SDS.



Dal3i skupina metod se zabyva studiem proteinovych interakci a kontakti uvnitf
proteinovych komplexi. Patii mezi né i techniky zavadéni umélych p¥i¢nych kovalentnich vazeb
mezi podjednotkami proteinovych komplext. Tyto vazby vznikaji bud’ pfimo mezi postrannimi
fet€zci aminokyselin nebo jsou pouZity chemické spojky (crosslinkery). Spojky jsou ¢asto
pouzivany pro analyzu interakci mezi né€kolika proteiny; analyza vétSich komplexti timto
postupem je v3ak jiZ obtiznad. Vznik pfi€nych vazeb je vyvolavan riznym typem reakénich
¢inidel. V predchozich letech se pouzivala €inidla tvofici kovalentni vazby mezi riznymi
proteiny s nizkou specifitou. To vedlo ke snaze vyvinout specifické postupy pro spojeni
asociovanych proteinli; podrobnéji jsou zminény v nésledujicich kapitolach. Tyto metody jsou
rychlé, u¢inné a specifické, pii jejich pouZiti nedochazi k modifikacim proteint znesnadiujicim
jejich dal3i identifikaci.

K identifikaci sloZeni proteinovych komplex se stile castéji pouzivd hmotnostni
spektrometrie (Brown a kol., 1995). Pomoci této metody je moZné urcit piesné sloZeni
proteinovych komplexl, velikost a aminokyselinovou sekvenci jednotlivych podjednotek.
Zavedeni této techniky v biologii podstatné zjednoduSilo a urychlilo identifikaci neznamych

proteinul.



2. Literarni prehled

2.1. Proteinové komplexy

Proteinové komplexy jsou struktury skladajici se ze dvou a vice samostatnych proteind.
Tyto proteiny se nazyvaji podjednotky a mohou byt identické nebo rozdilné. V soucasné dobe¢ se
pojmem proteinovy komplex rozumi agregit vétSinou nekovalentné spojenych proteint

(vyjimku tvoii napf. disulfidické a koordinaéni vazby).

Proteiny jsou syntetizovany v denaturovaném stavu ribosomem. Po ukoncéeni syntézy se
sbali do nativni konformace, coZ je fyziologicky stav, ve kterém se protein nachézi v burice, a je
schopen plnit svou funkci. Nésledné dochazi k postranslaénim modifikacim proteint a ty tak
ziskaji kone€nou - nativni - strukturu. Proteiny se dédle mohou seskupovat do komplexti, vétSina
téchto nadmolekularnich struktur se sestavuje sama spontdnn€. Na spravny pribeéh dohlizeji

chaperony, které také zabrariuji vzniku nefunkénich agregétii (Kyte, 1995).

Nekovalentni vazby zajistuji predevsim vodikové mustky, hydrofobni interakce a van
der Waalsovy sily. Tyto interakce jsou podstatné slabsi nez kovalentni vazby a nejsou stabilni za
nefyziologickych podminek; uplatriuji se v dynamickych systémech, kde interakce mezi proteiny
trvaji velice kratkou dobu. Tyto interakce jsou ¢asto oznaCovany jako asociace proteini. Za
denaturujicich podminek jsou nekovalentni interakce ruSeny a proteinové komplexy se rozpadaji
na jednotlivé podjednotky. V soudasnosti jsou tyto interakce intenzivné studovany. Paralelné

s tim se rozvijeji metody umoziivjici separaci komplexi v jejich pfirozeném stavu.

V nasledujicim textu je ve struénosti popsano nékolik piikladl proteinovych komplexd,
u kterych jsou nekovalentni proteinové interakce dilezité pro jejich spravnou funkci a jsou

predmétem intenzivniho studia.

2.1.1. Membranové proteinové komplexy - T bunéény receptor (TCR)

Tento proteinovy komplex funguje jako antigenné specificky receptor T lymfocytl, je
ukotven v plasmatické membrané. Sklada se z modulu rozeznavajiciho antigen a z asociovaného
komplexu nékolika proteinti oznacovaného CD 3, ktery piendsi signal dale do buriky. Antigenné
specifickd ¢ast komplexu sestdvd ze dvou transmembranovych fetézci (aa nebo yad).
Retézce CD 3 komplexu (y, 8, €, an) jsou transmembranové proteiny asociujici s protein-
tyrosin-kinasami skupiny Src. TCR proteinovy komplex je dynamicka struktura. Proteinové

interakce zde zaji$t'uji pfenos informace z vné&j§iho prostfedi dovnitf buiiky. Na uUspéSném

10



rozpoznani a prenosu signalu se podili fada dalSich molekul. Tyto asociace jsou velmi rychlé
a jejich studium je obtizné (Bartirikova a Hotejsi, 1998).

2.1.2. Jaderné proteinové komplexy - DNA dependentni RNA polymerazy

Tyto enzymy syntetizuji RNA podle templatu DNA. Vyskytuji se ve vSech buiikach, a to
v nékolika typech. Eukaryotni jadro obsahuje tfi typy RNA polymeraz, které syntetizuji rizné
typy RNA. Typ II syntetizuje prekursory mRNA, typ III syntetizuje prekursory tRNA; oba typy
se nachazeji v jaderné plasmé. Typ I syntetizuje prekursory rRNA a je lokalizovan v jadérku.
Tyto enzymy jsou pomérné velké a slozité proteinové komplexy, molekulovd hmotnost
holoenzymti se pohybuje mezi 500 - 700 kDa. Holoenzymy zastupuji solubilni frakci
polymerazového komplexu, vSechny typy holoenzymi se skladaji ze dvou odlisnych “velkych®
podjednotek (vice nez 100 kDa) a z né€kolika (az 12) “malych” podjednotek mensich nez 50
kDa. Nékteré z téchto podjednotek jsou spoleéné pro vSechny typy RNA polymeraz. Jejich
funkce a vzéjemné interakce nejsou dosud pln€ objasnény. V burikach se vyskytuji polymerazy
ve formé holoenzymt, které jsou solubilni a sloZzenim homogenni, a také jako velké transkripéné
aktivni komplexy, které jsou vazany na jaderné struktury a jejich podjednotkové sloZeni je velmi
variabilni v zévislosti na piepisovaném genu, jeho regulaéni oblasti a na stavu (pribe¢hu)
transkripce (Voet a Voet, 1995).

2.1.2.1. Holoenzym RNA polymerdzy 11

Holoenzym RNA polymerazy II je sloZzen z 11 podjednotek a jeho molekulova hmotnost
je 550 kDa. Tti nejvétsi podjednotky tvoii strukturni a funkéni jadro — vaZou volné
ribonukleotidy a DNA, dalsi tfi podjednotky jsou shodné se slozkami RNA polymeréazy I a III.
Zbyvajici podjednotky ziejmé slouZi k optimalizaci transkripéniho aparatu jako celku. Nejvetsi
podjednotka enzymu obsahuje jedine¢nou repetitivni doménu CTD, ktera je nezbytné nutna pro

transkripci.

Podle tradi¢niho konceptu se pii transkripci komplex polymerazy II pohybuje po DNA.
Bylo prokéazano, Ze v tomto komplexu je pfitomen B-aktin (Stojiljkovic a kol., v tisku), ktery
interaguje s velkou podjednotkou RNA polymerazy II, a je dllezity pro pribéh transkripce (Egly
a kol., 1984; Rando a kol., 2000; Rungger a kol., 1979; Scheer a kol., 1984).

2.1.2.2. Holoenzym RNA polymerdzy 1

Holoenzym RNA polymerazy I ma velikost 500-600 kDa, jeho podjednotkové sloZeni

zatim neni pfesné uréeno. V zavislosti na zplisobu izolace se jednotlivé studie rozchazeji v poctu
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podjednotek enzymu. Ze soucasnych studii vyplyva, Ze se enzym sklada priblizné z 12
podjednotek a 3 asociagnich faktord, ne¢které z téchto podjednotek jsou spole¢né pro viechny tfi

typy polymeraz (Hannan a kol., 1998).

2.1.2.3. Polymerdzové komplexy

Pro zah4jeni transkripce je nezbytna pfitomnost transkripénich faktord. Tyto regula¢ni
proteiny se vaZou na urité oblasti promotoru a na né se nasledné vaze holoenzym RNA
polymerazy. Teprve tehdy je komplex aktivni a transkripce je aktivovana. Tato slozita
proteinova struktura se nazyva transkripéni inicia¢ni komplex. Transkripéni faktory se rozdéluji
do dvou skupin: (i) obecné transkripéni faktory vyskytujici se ve vét§iné eukaryotickych bunék
jsou nezbytné pro zahdjeni transkripce a jsou vice méné konstantni soucasti transkripcniho
jen v buiikdch uréitych tkani v ur€ité dobé, jsou nezbytné pro transkripci specifickych gent
(Rosypal, 1999).

Uréité transkripéni faktory jsou zodpovédné za iniciaci a aktivaci transkripce, jiné
transkripci inhibuji, obecné maji tyto proteiny modulaéni funkci a uréuji pribéh (efektivitu)
transkripce. VSechny proteiny jsou vzdjemné propojeny nekovalentnimi vazbami, komplex
polymerazy se vytvaii postupnym seskupovanim proteinli na ur€itém promotoru. V sou€asnosti
se také uvazuje spiSe o mozZnosti, Ze holoenzym existuje jako komplex samostatné a piiseda

vecelku na promotor (Brown a kol., 1995).

Béhem iniciace transkripce se polymerdzovy komplex méni, dochazi k asociaci
a disociaci ur€itych kofaktorti komplexu. Cely komplex RNA polymerazy Il je tedy dynamicka
slozita struktura o velikosti az témét 2 MDa a je pravdépodobné fixovéan k jadernému skeletu
(Hozak a kol., 1994). Tento komplex byl izolovan pomoci afinitni chromatografie a gelové
filtrace (Bitter, 1983; Chao a kol., 1996; Maldonado a kol., 1996).

2.1.3. Cytosolické proteinové komplexy - ribosom

Cytosolicky eukaryoticky ribosom je dal§im piikladem mnohapodjednotkového
proteinového komplexu. Sklada se ze dvou podjednotek, mensi podjednotka (sedimentaCni
konstanta 40S) obsahuje 33 proteini a 18S-rRNA. Vétsi podjednotka (60S) se sklada ze 49
proteint a z nékolika typti rRNA. Tyto podjednotky se v burice skladaji z jednotlivych proteind,
které se na sebe postupné nabaluji. Struktura ribosomu je slozitd a cely komplex je obrovsky,
takze analyza jednotlivych sloZek je velmi obtizna. Ribosom zajistuje syntézu proteind

v burikach. Pomoci tRNA jsou k nému dopraveny jednotlivé aminokyseliny, které ribosom spoji
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do peptidického fetézce. Eukaryoticky ribosom ma molekulovou hmotnost 3,9-4,5 MDa (Voet
a Voet, 1995).

2.1.4. Izolace proteinovych komplexi

Proteinové komplexy se nachazeji ve vSech kompartmentech buriky. Pokud chceme
zkoumat proteinovy komplex nachézejici se v ur€ité bunétné organele ¢i kompartmentu, ¢asto
se snazime o jejich izolaci. To lze provést riznymi zpusoby, nejéastéji diferen¢ni centrifugaci.
Proteinové komplexy je moZné zizolovanych organel ziskat pomoci ruznych ptistupd
v zavislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech proteinovych komplexi, napf. extrakci
vysokou koncentraci soli, pisobenim detergentli, homogenizaci, sonikaci ¢i kombinaci téchto
postuptl. Proteinové komplexy vdzané na uréitou velkou buné¢nou strukturu (napi. polymerazy
v chromatinu) musime nejprve oddélit od této struktury - solubilizovat je. Nejsnadnéji se izoluji
cytosolické komplexy, které maji hydrofilni povrch a nebyvaji silné¢ vazany na Zzadné velké
buné¢né struktury. Membranové proteiny jsou zakotveny v lipidické vrstvé a izoluji se z ni

pomoci detergenti, které lipidickou ¢ast membrany rozpoustéji.

Izolované proteiny jsou nachylné k degradaci, pfedevs§im vlivem zmény pH a zvySené
teploty. Proto se pouZzivaji pufrované roztoky a vzorky se zpracovavaji pti teploté¢ 0-4°C.

K zamezeni degradace protedzami se pouZzivaji specifické inhibitory.

2.2. Biochemické metody

Abychom mohli charakterizovat a studovat ur€ity proteinovy komplex, ¢asto je nutné jej
izolovat v relativné Cistém stavu. To je v nékterych ptipadech dost slozité, pokud je dany
komplex nestabilni nebo se nachédzi v burice ve velmi malém mnoZstvi. Proto se pouZivaji
izolaéni a Cistici procedury, které vedou ke zvySeni koncentrace proteinového komplexu ve
vzorku, ptfipadné k ziskani samotného purifikovaného komplexu. Nejpouzivangjsi z nich jsou

uvedeny a popsany v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Chromatografie

Chromatografie slouzi k analytickému i preparativnimu déleni sloZitych smési. Je to
fyzikalni metoda, pfi které se proteiny déli mezi dvé faze, jedna je nepohybliva (stacionarni),
druha je pohyblivad (mobilni). Vzorek je rozpustén v mobilni fazi (kapalina nebo plyn), ktera
pronika sloupcem pevné faze (porovity material, kapalina). Pfi prichodu reaguji jednotlivé latky

vzorku s pevnou fazi rizné, takZe rychlost pruniku jednotlivych slozek povnou fazi je rozdilna.



Jeden izola¢ni krok ma malou U€innost, ale pfi opakovani postupu se nakonec jednotlivé slozky

smési od sebe oddéli.

Chromatografie se rozliSuji podle typu svych pohyblivych a pevnych fazi a dale podle
interakci mezi separovanou latkou a pevnou fazi. Na zaklad¢€ iontové sily se separuji jednotlivé
slozky vzorku v ionexové chromatografi, zatimco v adsorpéni chromatografii je separace
zaloZena na rizné mife adsorpce materidlu na matrici. Pro zvySeni Cistoty izolované latky se
pouzivd vice ruznych chromatografickych postupii za sebou (Voet a Voet, 1995). Na
chromatografickych kolonach je mozno izolovat nejriizné;si latky, zde jsou podrobnéji uvedeny

postupy zabyvajici se izolaci proteinovych komplexd.

2.2.1.1. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie vyuziva specifické interakce dvou vazebnych partnert, z nichz
jeden (ligand, afinant) je pevné zakotven na pdrovité a chemicky inertni matrici kolony. Pfi
prichodu vzorku kolonou se na imobilizovany ligand zachyti jen protein se specifickym
vazebnym mistem, ostatni proteiny jsou vymyty z kolony pufrem. Navéazany protein se vytésni
z kolony roztokem ligandu nebo zménou podminek (pH, iontové sily) tak, aby se protein uvolnil
z ligandu. Matrice musi byt schopna kovalentné vazat ligandy; nejcastéji se pouzZiva agarosa,
protoZe ma mnoho hydroxylovych skupin. Aby mohlo dojit k vazb¢ ligandu, aktivuje se agarosa
bromkyanem. V pfipad€, Ze se proteiny nemohou vazat na ligandy ze sterickych dlvodu,
pouziva se raménko (hexamethylendiamin) k oddaleni ligandu od matrice. Pomoci afinitni

chromatografie je mozZné izolovat velké mnoZstvi vysoce Cistého materialu (Cuatrecasas, 1971).

2.2.1.2. Imunoafinitni chromatografie (imunoprecipitace)

Imunoafinitni chromatografie (€asto nazyvand imunoprecipitace) je zvlaStnim typem
afinitni chromatografie, kde se jako ligandy pouzivaji monoklondlni protilatky. Timto postupem
lze dosdhnout v jednom kroku aZ desetitisicinasobného zvysSeni Cistoty izolovaného proteinu
(Vodrazka, 1996). Tato metoda se pouziva kizolaci specifickych protildtek pomoci
imobilizovaného antigenu. Obracenym postupem je mozZno izolovat proteiny kovalentné

véazanou protilatkou na matrici (Muronetz a kol., 2001).

Imunoprecipitace proteinii za nedenaturujicich podminek je Siroce pouZivanid metoda
studia proteinovych interakci. Pomoci této metody jsou nalézany nezndmé proteiny nachazejici
se v proteinovych komplexech, znichZ alespoil jedna slozka je zndmd a rozpoznavana
specifickou protilatkou. Je mozné detekovat neznamé asocialni partnery tak, Ze precipitujeme

cely komplex protilatkou proti znamému proteinu. Tato metoda zachovéva komplexy v nativnim
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stavu, miZeme tak uréit stechiometrii podjednotek izolovaného komplexu, ale i dal$i vlastnosti

jednotlivych proteinii (mnoZstvi a stabilitu, postransla¢ni modifikace).
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monoklonalni protilatky. Polyklonalni séra se musi pfedem vysycovat a precipitace neni tak
specificka (Phizicky a Fields, 1995). Podminky precipitace musi byt nastaveny tak, aby vznikl
specificky imunokomplex (komplex protilatky se specificky navdzanym proteinem nebo
proteinovym komplexem), ale aby pfitom nedochazelo k disociaci ostatnich nekovalentnich

interakci.

Jako nosice protilatky se pouZivaji kuli€ky ze Sepharosy s navazanym proteinem A nebo
G. Tento protein je bakteridlniho ptivodu (produkuje ho Staphylococcus aureus) a reaguje s Fc
¢asti imunoglobulinu, vaZe se na ni s vysokou afinitou. Pro tuto vlastnost se zacal vyuzivat
nejprve k izolaci IgG (Cullen, 1984). Nyni se pouZiva i k izolaci antigenu a to tak, Ze funguje
jako spojka mezi kulickami sepharosy a protilatkou. Protein A je vhodny pro vSechny krali¢i
protilatky a my$i IgG, protilatky. Ostatni my$i imunoglobuliny maji vysokou afinitu k proteinu
G.

Kuli¢ky s navdzanym proteinem A jsou inkubovany s protilatkou, kterd se na né vaze
tak, Ze jeji specificka vazebna mista sméfuji ven a mohou precipitovat ur€ity antigen. Po piidani
lyzatu dojde k specifické vazbé proteinu s uritym epitopem na protildtku a jeho izolaci
z lyzatu. Zménou podminek (naptf. pH, iontova sila) je rozruSena vazba protilatky a antigenu
a protein mizZe byt dale analyzovan. Buriky je nutné lyzovat v pufru, ktery efektivné rozpusti
proteiny, ale nezplisobi disociaci komplexid. Timto zplisobem je mozné izolovat cely proteinovy
komplex, pokud je protein se specifickym epitopem jeho podjednotkou (Celis, 1998). Nyni se

jako nosice protilatek také pouZivaji plastové jamkové desti¢ky (Tamura a kol., 1984).

2.2.1.3. Gelovi filtrace

Gelovou filtraci se molekuly dé€li na zdkladé své velikosti a tvaru. Stacionarni fazi tvoii
kuli¢ky hydratované porézni latky. Vzorek prochazejici kolonou obsahuje riizné velké molekuly.
Malé molekuly prochdzeji pory a vnikaji skapalinou do kuli¢ek, prochézeji tedy
chromatografickym sloupcem pomaleji. Molekuly vétsi nez poéry pouze kulicky obtékaji
a prochazeji kolonou nejrychleji. Molekuly prochazejici kulickami se déli podle velikosti; vetsi
molekuly putuji rychleji nez mensi. Je to dano nejednotnou velikosti pori, takze vétsi molekuly
prochazeji men$im mnoZstvim kuli¢ek. Touto metodou je mozno uréit molekulovou hmotnost
separovanych Castic v ptipadé, ze cely systém okalibrujeme molekulami o zndmé molekulové

hmotnosti.



Pii pfipravé chromatografickych geld se nej¢astéji pouZivda dextran, agarosa
a polyakrylamid. Dextranové gely (Sephadex) maji vylu¢ovaci limit od 0,7 do 800 kDa, zatimco
polyakrylamidové gely (Bio-Gel) od 0,2 do 400 kDa. Velké molekuly (aZz 25 000 kDa) se
separuji na agarosovych gelech (Voet a Voet, 1995).

2.2.1.4. HPLC

V soucasné dob€ se pro separaci obtizné izolovatelnych latek pouziva vysokou¢inna
kapalinovd chromatografie (HPLC), kde se vzorek separuje v kolonach s vysokymi
rozliSovacimi vlastnostmi pfi zvySeném tlaku (az 70 MPa). Vysoky tlak urychluje separaci.

Metoda je vysoce citliva, ale neumoziiuje izolaci véts§iho mnozstvi latky (Voet a Voet, 1995).

2.2.2. Pricné vazebné reakce

Tato technika je ur€end ke studiu interakci mezi proteiny. UmozZiiuje vytvoieni novych
kovalentnich vazeb mezi proteinovymi fetézci. Tato metoda ma za sebou dlouhy vyvoj.
V minulosti béZné pouZzivané sitovaci reagencie jako je glutaraldehyd nebo bis-sukcinimidové
estery jsou dnes jiZ opustény, protoZe reaguji nespecificky s mnoha riiznymi aminokyselinovymi
zbytky a dochézi tak k masivni modifikaci komplexu a ke zméné jeho struktury (Fancy
a Kodadek, 1997).

2.2.2.1. Klasické reagencie vytvdrejici kovalentni pFiéné vazby mezi proteiny

Vzhledem k témto nevyhoddm byly vyvijeny nové reagencie a postupy. Bézné se
pouzivaji syntetické spojky (crosslinkery). Jsou to dvé elektrofilni skupiny spojené raménkem.
Tyto skupiny reaguji s nukleofily jako je lysin nebo cystein a propojuji vzajemné jednotlivé
proteiny. Pouziti bifunkénich spojek ma vSak né€kolik nevyhod - jsou stdle reaktivni, vytézky
reakce jsou malé a inkubaéni doby jsou dlouhé. Navic pfipojeni spojky k proteinu mize zménit
jeho vlastnosti, dochazi k modifikacim nukleofilnich postrannich fetézc (acylace lysin)
a proteiny mohou denaturovat a agregovat. Tyto modifikace pak vedou k arteficidlnim
vysledkum (Fancy a kol., 2000; Fancy a Kodadek, 1999).

Dalsi latky zptsobujici vznik kovalentnich vazeb jsou fluorescen¢ni nebo radioaktivni
znacky, které se specificky vdZou na urcity epitop studovaného proteinu. Asociovany partner
tohoto proteinu je oznaCen pii fotolyze, kdy dojde k pfenosu znacky zjednoho proteinu na
druhy. Tato metoda ma v3ak svou limitaci, inkorporace znacky je vétSinou nizka a dochézi ke
kovalentni modifikaci proteinu. Nova modifikace metody umoziiuje dopravit a pfipevnit znacku

pomoci nekovalentnich spoji tak, Ze zkoumany protein je na genetické wrovni fhzovan
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s peptidem schopnym vazat nekovalentné znacku. Modifikovany protein by mél byt schopen
tvofit nativni komplex, ke kterému se pfidé znacka a po jeji aktivaci probéhne lokalni propojeni
proteint, které nezplisobi Zadné modifikace ostatnich proteinti v komplexu (Fancy a Kodadek,
1998; Fancy a kol., 1996). Tato technika se také pouziva pii studiu interakci proteind
s nukleovymi kyselinami (Fancy a Kodadek, 1997).

2.2.2.2. Novodobé sit’ovaci reagencie

V devadesatych letech byl objeven novy typ sitovacich reagencii. Prvni z téchto latek byl
Ni(II)-peptidovy chelat (Ni(II)-NH,-Gly-Gly-His.COOH), ktery v pfitomnosti peroxokyseliny
vyvolava propojeni proteini pomoci radikalové reakce. Tato latka nezpisobuje nezadouci
modifikace jinych proteint a diky kratké dobé trvani reakce nedojde k destabilizaci komplexu

a k modifikacim jeho postrannich tetézcti (Brown a kol., 1995).

Pfi¢n€ vazebnou reakci vyvolavaji i dal$i koordina¢né kovalentni slou¢eniny kovi za
pfitomnosti peroxokyselin (napt. Fe-protoporfyrin nebo Mglll-tetra(p-sulfanato)fenylporfyrin)
(Campbell a kol., 1998).

2.2.2.3. Svétlem indukované pri¢né vazebné reakce
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nad reaktivitou této latky, miizeme vyvolat reakci v ur€ity okamzik. Nejcast&ji jsou pouzivany
arylazidy nebo benzofenony. Ale tyto latky vyzaduji dlouhodobé pisobeni UV zafeni (mize
posSkozovat proteiny). Proto se hledaji latky, které by byly uc¢inn€ aktivovany viditelnym

zafenim a umoznily by velmi rychlou reakci (Kim a kol., 1999).

V soucasné dobé€ se pouzivaji reagencie, které oxiduji aminokyselinové zbytky bohaté na
elektrony (tyrosin) vyskytujici se na ‘povrchu’ proteini. D. A. Fancy a T. Kodadek popsali
novou metodu pfi¢ného vazebného propojeni nemodifikovanych proteinti aktivovaného svétlem.
V dal3im textu budeme pouzivat zkratku “PICUP* (z anglického ,,photo-induced cross-linking
of unmodified proteins®). Jako reagens se zde pouZziva organicka sul ruthenia (Ru(I)(bpy)s*")
aktivovatelnd dlouhovlnnym svételnym zafenim. Fotolyza Ru(I)(bpy);** za pFitomnosti
akceptoru elektronti (persiran amonny) vede ke vzniku reaktivnich intermediatii, které propojuji
asociované proteiny. Reakce probihd rychle (fddov€ milisekundy az sekundy, v zavislosti na
intenzité pouzitého svételného zdroje) a ma vysoké vytézky. Tato metoda by mohla tedy byt

vhodna pro studium dynamickych interakci a komplext s velmi kratkou dobou Zivota.
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Predpokladany mechanismus reakce

Obr. 1
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Obr. 1 Pfedpokladany mechamismus reakce PICUP V levém hornim rdmecku je zndzornéna
aktivace Ru(Il)(bpy) i svétlem a pFenos elektronu na molekulu APS. Touto reakci vznikd oxidované
Ru(lll)(bpy)s>* a sulfatovy radikdl. Ru(Ill)(bpy);’" oxiduje urcité aminokyselinové zbytky, nejéastéji
tyrosin. Vznikly tyrosinovy radikdl reaguje s dalsimi blizkymi aminokyselinovymi zbytky (aromatickymi —
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tyrosin nebo nukleofilnimi — lysin, cystein) za vzniku kovalentni vazby. Toto schéma reakce je pouze
hypotetické. Skutecny mechanismus reakce je jesté nutné ovéfit experimentdilné (Fancy a Kodadek,

1999). V pravém hornim ramecku je zndzornéna struktura Ru(Il) (bpy);’".

Ru(II)(bpy)s** absorbuje viditelnou slozku zéafeni (Amax 452 nm, mol. extinkéni
koeficient 14 700 M™). Fotolyzou se molekula Ru(Il)(bpy)s** excituje a predava svij elektron
molekule APS. Vznika Ru(III)(bpy)33+, sulfatovy radikél a sulfatovy aniont. Tyto intermediaty
vedou ke vzniku tyrosinovych radikald, které reaguji s nukleofilnimi skupinami ve své t&sné
blizkosti a vznikaji tak nové C-C vazby mezi proteiny. Radikaly se zhaseji ptidanim redukéniho
¢inidla, napf. PB-merkaptoethanolu. Na obr. 1 je zndzornén mechanismus reakce PICUP

a vznik spojek mezi proteiny (Fancy, 1999).

Vlivem reakce dochézi k propojeni asociovanych proteini a vznikaji komplexy
stabilizované kovalentnimi vazbami. Tyto produkty odpovidaji sloZenim nekovalentnim

komplextim pfitomnym pted reakci (Bitan a kol., 2001).

Reakce se aktivuje kratkym zableskem viditelného svétla. K expozici se pouziva silny
svételny zdroj, napt. 150 W xenonové lampa. Zavérka fotoaparadtu umisténa mezi lampou
a vzorkem umozni osvit na velmi kratkou a pfesné ur¢enou dobu. Svétlo dale prochazi vodou,
ktera zachycuje infracervené zafeni, a filtrem, ktery nepropousti UV zéfeni. Kratké osvity od 0,5
do 5 sekund postacuji k 30-95% vytéZku kovalentné spojenych produkti. Mnoho laboratoti
nema moznost pouzit silny svételny zdroj, proto byla metoda testovana i pro dosaZitelnéjsi
zdroje svétla. Reakci vyvola i zablesk fotografického blesku v ptipadé, Ze jsou vzorky umistény

blizko zdroje. Vytézky tohoto postupu jsou stale uspokojivé (Fancy a Kodadek, 1999).

Vytvofeni kovalentni vazby probihd na tyrosinu, tryptofanu, pfipadné¢ na dalSich
aminokyselindich bohatych na elektrony, proto muizZe byt reakce inhibovéna piidanim
dostate¢ného mnozstvi urcité volné aminokyseliny. Pfidana aminokyselina kompetuje s proteiny
0 Ru(II)(bpy)32+ nebo o sulfatovy radikal a navic zhasi radikaly tyrosinu, takZe nedochazi k tak
intensivni tvorbé vazeb. Nejsiln€j$imi inhibitory reakce jsou tyrosin, tryptofan a cystein, slabsi
efekt ma methionin. Threonin a leucin maji naopak minimaélni efekt (Kim a kol., 1999). Reakce
se da Castecné zbrzdit ptidanim histidinu. Timto postupem mulZeme odliSit t€sné kontakty
proteind od slabs$ich asociaci. Pfi reakci s histidinem se spoji jen proteiny siln€ spolu interagujici
(Fancy a Kodadek, 1999).

Metoda PICUP byla demonstrovana na systému purifikovanych proteinti, které se
vyskytuji v nativnim stavu jako oligomery. Napiiklad UvsY protein, ktery funguje jako hexamer

pfi rekombinaci fagu T4, vytvafel po osvitu kovalentné spojené oligomery. AvSak nékteré
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proteiny, napf. avidin, pfi reakci Zadné polymery nevytvéiely, zfejmé pro nedostatek

aromatickych zbytkl na povrchu proteinu (Fancy a Kodadek, 1999).

Koncentrace proteinti ve vzorku by neméla piesahnout rozmezi 0,01-20 uM. V ptipadeé,
Ze roztoky purifikovanych proteini byly koncentrované (vice nez 20 puM), pfi pouziti APS
vznikaly v malé mife vlivem ndhodnych kolizi v roztoku arteficilni kovalentni vazby. Tento
problém by vSak nemél nastat pfi praci s bunéénym materidlem, kde se vyskytuji komplexy

v podstatné niZsich koncentracich.
Analogy reakcnich cinidel

Pfi dlouhych inkubaénich ¢asech s APS dochazi k oxidaci methioninu a cysteinu, coz
muZze vést k arteficidlnim vysledkim. APS se tedy musi pfidavat ke vzorku tésné pred osvitem.
Hledaji se dal$i mozné elektronové akceptory. Jednim z nich je pentaaminochlorid kobaltity
(Co(IIH)(NH3)sCI*"). Odebira ireversibilng elektron molekule Ru(Il)(bpy)s>* za vzniku
amonného iontu a Co(Il). V jeho piitomnosti dochazi také ke vzniku kovalentnich vazeb,
neprobihd ovSem neZadouci oxidace aminokyselin. Uginnost reakce v pfitomnosti
Co(IIT)(NH3)sCI** je v8ak niZ$i nez v pritomnosti APS, proto se hledaji dal§i moznosti (Fancy
a kol., 2000).

Podobné vlastnosti, jaké ma stl ruthenia, byly nalezeny i u porfyrinovych sloucenin
paladia (napt. Pd(Il) 5,10,15,20-tetra(methylpyrimidium)porfyrin). Mnohé znich maji své
pfirozené peptidové ligandy a mohou byt synteticky modifikovany. V3echny tyto vlastnosti
skytaji celou fadu moznosti vyuziti té€chto latek ke studiu proteinovych interakci (Fancy, 2000).

2.2.3. Elektroforetické separace

Tyto techniky se pouzivaji k separaci komponent slozitych smési. Podle podminek, za
jakych je material separovan, se tyto postupy déli na nativni a denaturujici. V systémech
zajist'ujicich nativni podminky dochéazi k separaci celych proteinovych komplext v jejich
nativnim stavu, zatimco za denaturujicich podminek jsou separovany jednotlivé proteiny. Na
rozdil od separaénich postupl za denaturujicich podminek, techniky zabyvajici se elektromigraci
nativnich proteinovych komplexi patfi do relativné neprobadané oblasti. Elektroforeticka
separace je zaloZena na rizné pohyblivosti jednotlivych proteini nebo proteinovych komplexi
v elektrickém poli. Tato mobilita je urena celkovym ndbojem proteinu nebo proteinového

komplexu.
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2.2.3.1. Separace za denaturujicich podminek

Rozliujeme dva typy separace denaturovanych proteinti. V p¥ipad€, Ze proteiny ziskaji
jednotny néboj navézanim nabitych ¢astic, pak jsou separovany podle své molekulové
hmotnosti. K ziskéni jednotného ndboje se pouzivd SDS, které obali proteiny, denaturuje je
a dava jim zaporny naboj. Navic rusi vSechny nekovalentni interakce, takZe jsou separovany

jednotlivé proteiny. Separace probihd v polyakrylamidovych gelech (Laemmli, 1970).

Druhym typem je separace proteind denaturovanych latkou, kterd neméni jejich celkovy
naboj (mocovina). Proteiny si tak ponechdvaji sviij ndboj a jsou za daného pH podle ného

separovany, tato metoda se nazyva isoelektricka fokusace (IEF) (O'Farrell, 1975).

V pfipadé jednokrokové separace vSak za danych podminek &asto migruje nékolik
proteini stejnou rychlosti a nejsou od sebe oddéleny. Proto se pouzivd kombinace vyse
zminénych separacnich technik. Nejprve je material separovan podle vlastnich naboji proteint
(IEF), nasledné jsou proteiny separovany podle své molekulové hmotnosti (SDS-PAGE).
Ziskame tak dvourozmérnou proteinovou mapu, na které jsou jednotlivé proteiny od sebe jasné

oddéleny.

2.2.3.2. BN-PAGE

Metody nativnich elektrofores se déli na dvé skupiny podle podminek separace: (i)
nativni komplexy jsou separovany za daného pH podle svého celkového naboje; (ii) komplexy
ziskaji jednotny naboj navazanim nabité latky na povrch proteinti (dfive se pouzival deoxycholat
ve smési s Tritonem X-100, novéji se pouzivaji mirné detergenty nebo Coomassie Brilliant

Blue G 250), komplexy jsou pak separovany podle molekulové hmotnosti.

Velmi elegantni svou jednoduchosti je metoda Schéggera a kol. nazyvana “Blue Native
PAGE® (Schagger a von Jagow, 1991). Tento diskontinudlni elektroforeticky systém byl
pivodné vyvinut pro separaci mitochondrialnich proteinovych komplexi, separuje membranové
i ve vodé rozpustné proteinové komplexy v jejich nativnim stavu. Na rozdil od SDS-PAGE se
zde pouzivaji mirné detergenty, které nezpisobuji disociaci proteinovych komplexi.
Enzymatické komplexy separované touto technikou jsou stale aktivni i po extrakci z gelu
(Grandier-Vazeille a Guerin, 1996; Schagger a Pfeiffer, 2000).

Podminky separace

Separace probiha pii 4-7°C, pti pracovnim pH 7,5, které je blizké fyziologickému stavu,
takZze nedochézi k disociaci proteinovych komplexd. V tomto systému neni moZno pouZit

k extrakci proteind z bun€k klasické soli (NaCl), vedlo by to k precipitaci proteinovych
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komplexti a CBB G. Proto byly soli nahrazeny kyselinou 6-aminokapronovou, ktera diky svym
disociatnim konstantdm (pK;=10,7, pK,=4,4) dostate¢né vzdilenym od pH 7,5 za téchto
podminek nedisociuje a nepohybuje se v elektrickém poli. Experimentalné bylo zjisténo, ze
v ptipad€ mitochodridlnich membranovych komplexii méla 750 mM aminokapronova kyselina

stejné extrak¢ni U¢inky jako 500 mM NaCl (Schagger a von Jagow, 1991).

Hrubé prepardty membran musi byt pied vlastni elektroforetickou separaci
solubilizovany detergentem. Pfitomnost detergentu by vSak mohla zptsobit spontanni agregaci
proteini. Tento problém byl vyfeSen pouZitim mirnych neiontovych detergent v kombinaci
s CBB G.

Tato barva ma v systému nékolik funkci: (i) CBB G je zaporné nabitd a vaZe se na
povrch proteind nepoldrnimi interakcemi. Proteiny obalené barvou tak ziskavaji zaporny naboj,
takZe se v elektrickém poli pohybuji k anod¢ a separuji se podle svych molekulovych hmotnosti
podobné jako v denaturujicim elektroforetickém systému (SDS-PAGE); (ii) CBB G pfispiva
k solubilizaci komplext, proteiny obalené CBB G nemaji tendenci agregovat; (iii) CBB G

zastupuje detergenty nepfitomné v gelu — vaZe se siln€ na proteiny, ma hydrofobni charakter.

Vazba CBB G nevede k denaturaci proteinl, molekuly barvy se vdZou na hydrofobni
¢asti proteinti v individudlnim mnozZstvi (neexistuje konstantni hmotnostni pomér CBB G ku
proteinu jako je to v ptipadé SDS — 1,4 g SDS/g proteinu). Detergenty nejsou pfitomny v gelu,
proto se CBB G piidava do vzorku i do katodového pufru, aby proteinové komplexy zlstaly

v solubilnim stavu i béhem separace.

Pfi solubilizaci proteinovych komplexti pomoci detergent by mély nekovalentni
interakce zlstat zachovany a zarovern by nemélo dochazet k arteficidlnim agregacim. K tomuto
ucelu jsou nejvhodné€j$i mirné neiontové detergenty. Vybér detergentu zéaleZi na charakteru

studovanych komplexd.

Velmi dobré solubilizace dosahuje laurylmaltosid, ale lze pouzit i dal$i detergenty —
oktylglukosid, CHAPS, digitonin, Brij 58, Tween 20 — v pfipad€, Ze nenarusuji stabilitu
komplexii. Detergenty se od sebe li§i v zachovani uréitych typl asociaci (hydrofilni nebo
hydrofobni asociace, interakce protein-protein nebo protein-lipid, atd.). U&inngjsi detergenty
(Triton X-100, Nonidet P-40) zachovavaji jen pevnéj$i nekovalentni interakce. Detergenty
s nabojem (naptf. SDS) rusi vét§inu nekovalentnich interakci a denaturuji proteiny, proto je
v tomto separaénim systému nelze pouZit. Solubilizace proteinovych komplexd je také
ovlivnéna pomérem detergentu ku mnozZstvi proteinii a dobou ptisobeni detergentu (Grandier-
Vazeille a Guerin, 1996).
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Separace probihd v linearnim gradientovém polyakrylamidovém gelu. Proteinové
komplexy jsou v ném separovany na principu molekulového sita. Gel ma na zacatku nejvéetsi
poéry a ty se se smérem separace postupné zmens$uji, coZz vede k soustavnému zpomalovani
prichodu vétsich proteinovych komplexi gelem. KdyZ proteinovy komplex doputuje az do
mista, kde je vétSi nez jsou pory gelu, zastavi se a dal se nepohybuje. Gradient gelu je mozné
ptizpusobit velikosti separovanych komplexi, 1ze ho upravovat zménou koncentrace akrylamidu
v roztoku nebo pomérem akrylamidu k sitovacimu reagens (bis-akrylamid). Casto pouzivany
6-13% gel separuje proteinové komplexy o velikosti 10>-10° kDa. Gradient gelu BN-PAGE
separuje proteinové komplexy jen do urcité velikosti odpovidajici portim gelu. VEtsi komplexy

do gelu neproniknou.

BN-PAGE je moZné okalibrovat kyselymi proteiny o zndmé molekulové hmotnosti, které
vazou CBB G a vyskytuji se za nativnich podminek v oligomernim stavu. Velikost studovanych
proteinovych komplext pak miZeme ur¢it pomoci téchto standardi. BN-PAGE vsak separuje
shodné se standardy jen proteinové komplexy, které vazou CBB G a maji pl niz3i nez 8,6 nebo
proteinové komplexy, které CBB G nevaZou a jejich pl je niz8i nez 5,4. Ostatni proteinové
komplexy se pohybuji pomaleji nebo vilbec ne, a proto neni mozZné tyto proteinové komplexy
okalibrovat (Schagger a kol., 1994).

Dalsi analyza podjednotkového sloZeni komplexti se provadi pomoci druhého rozméru
(SDS-PAGE). Ziskame tak dvourozmérnou mapu jednotlivych sloZzek komplext, z niz miZeme
ur¢it podjednotkové sloZzeni komplexli, molekulovou hmotnost podjednotek i celého komplexu

a stuper ¢istoty vzorku.

Obr. 2
1. rozmér: BN-PAGE

Mitochondriélni komplexy
RVARTI Y i
1

2. rozmér: SDS-PAGE
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Obr. 2 Dvourozmérna proteinovda mapa  mitochondridglnich membrdnovych proteinovych
komplexu V prvnim rozméru jsou separovdny proteinové komplexy v nativnim stavu, v druhém rozméru
se tyto komplexy rozpadaji na jednotlivé podjednotky, které se v gelu vyskytuji v jedné vertilalni linii.

(Schagger a von Jagow, 1991).

Komplexy separované pomoci BN-PAGE
Pomoci BN-PAGE byly separovany mitochondridlni komplexy I-V (obr. 2), dale F;-F,

ATPéaza a dal$i membranové komplexy (Grandier-Vazeille a Guerin, 1996; Schagger a von
Jagow, 1991).

Metodou BN-PAGE byl také izolovan cely komplex B bunééného receptoru (i s CD 79)
a bylo potvrzeno sloZeni jeho podjednotek pomoci dvourozmérné separace a detekce
specifickymi protilatkami (Schamel a Reth, 2000). Nativni elektroforesa nasla vyuziti i pro
separaci jinych proteinovych komplext. Byl tak separovan napi. cely proteasom o velikosti
750 kDa (Petr Novak a Jan Cerny — nepublikované vysledky). Pomoci modifikace této metody
byly separovany celé partikule rostlinného viru (Plum Pox Virus) pfimo z rostlinného extraktu.

Separace probihala ve smésném akrylamid-agarosovém gelu (Manoussopoulos a kol., 2000).

BN-PAGE umoziiuje izolaci proteinovych komplext pfimo z hrubych bunéénych frakci
(membrany, homogenizovana tkan, bunéény lyzat, atd.). Timto postupem je mozZné izolovat
vétsi mnoZstvi proteinu (fddové mg) v Cistoté¢ dostacujici k nasledné identifikaci proteinu
sekvenovanim. Takto separovany material je mozné pouzit napf. pro imunizaci (Schagger a kol.,
1994).

2.3. Genetické metody

2.3.1. Dvojhybridni systém

Je tfeba také zminit, Ze kromé tradi€né pouzZivanych biochemickych pfistupd jako je
napf. vytvafeni pfi€nych vazeb, imunoprecipitace nebo chromatografie, se v soucasnosti
rozvijeji i genetické techniky. Jednou znich je dvojhybridni systém, ktery je zaloZen na

interakci modifikovanych proteinti. Tyto hybridni molekuly jsou produkty fuznich gent.

2.3.1.1. Gal4 protein

Pro tento systém se nejvice pouZiva kvasinkovy Gal4 protein, ktery funguje jako
aktivator transkripce a je nezbytny pro expresi geni kédujicich enzymy metabolické drahy

galaktozy. Sklada se ze dvou funkénich domén: N-termindlni doména se vaze ke specifické
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sekvenci DNA (UASg) a C-terminalni doména obsahuje kyselé oblasti, které aktivuji
transkripci. Vzhledem k tomu, Ze DNA vazebna doména neni schopna aktivace transkripce
a naopak aktiva¢ni doména se nemuze specificky vazat k DNA, neaktivuje se transkripce, dokud
nejsou domény spolu spojeny. Pokud dojde ke spojeni obou domén, protein se stane funkénim

a aktivuje transkripci specifického genu.

2.3.1.2. Experimentdini podminky

K experimentiim se pouzivaji mutantni kmeny kvasinek, které maji deletovany gen pro
Gal4 protein a pro Gal80 protein (Gal80 je negativni regulator Gal4 proteinu). Dale tyto kmeny
obsahuji bakteridlni fuzni gen GALI-Lac Z jehoz produkt (B—galaktosidaza) umoziuje
metabolizovat —galaktosidy (napf. laktozu). Tyto kmeny se pak transformuji plasmidy, které
obsahuji geny pro domény Gal4 proteinu. TakZe P—galaktosiddzova aktivita je ddna mirou

aktivity Gal4 z vnesenych plazmidu.

Pro selekci transformovanych mutant se pouzivaji kmeny s mutaci v genech pro syntézu
histidinu (HIS3) a leucinu (LEU2). Tyto geny se pouzivaji jako markery plazmidi a jsou
vnaSeny spolu s plasmidem do bun€k. Na selekénim mediu pfeZiji jen transformované buriky.
Toto medium umoziuje transkripci regulovanou UAS sekvenci (2% galaktdza, 2% ethanol, 2%
glycerol) a neobsahuje leucin nebo histidin. B-galaktosidazova aktivita se projevi zménou
zabarveni kolonie po pfidani X-gal indik4toru do media. Snadno se tak odlisi kolonie obsahujici

funkéni Gal4 protein (tmaveé modré) od kolonii, které ptijaly jen jeden plasmid a jsou bilé.

2.3.1.3. VyuZiti metody

Pomoci této metody se zkoumaji interakce mezi dvéma proteiny. Funkéni domény Gal4
proteinu se vyuziji k vytvofeni dvou hybridnich proteind. Jeden hybrid vznikne fizi DNA
vazebné domény Gal4 a proteinu X, druhy hybrid se vytvoii spojenim Gal4 aktivaéni domény
s proteinem Y. Pokud dojde k interakci mezi proteiny X a Y a vytvoii spolu komplex, obé
domény se k sobé pfiblizi a obnovi se tak aktivita Gal4 proteinu, to se projevi spust€énim

transkripce genu, ktery je regulovan sekvenci UASg (obr. 3).
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Obr. 3

a Nativni Gal4

transkripce

—

GALI-lacZ

b  Hybridni Gald-X

<4— DNA vazebna doména Gal4

UASg GALI-lacZ

B <— Aktivatni doména Gal4

UAS; GALI-lacZ

C  Hybridni Gal4-Y

d Interakce mezi X

a Y obnovi Gal4
aktivitu transkripce
——

UASg GALI-lacZ

Obr. 3 Aktivace transkripce pomoci obnoveni Gal4 aktivity

a — nativni Gal4 protein obsahuje vazebnou i aktivacni doménu a indukuje transkripci genu GALI-lacZ
b — hybrid skladajici se zvazebné domény a proteinu X neni schopen indukce transkripce
¢ — hybrid aktivacni domény a proteinu Y neni schopen vazby na specifickou sekvenci DNA
d — interakce mezi proteiny X a Y vede k priblizeni obou domén a k aktivaci transkripce (Fields a Song,

1989)

Tento systém mé sva omezeni, lze ho pouzit pouze v pfipad€, Ze zkoumané proteiny
spolu mohou interagovat uvnitf jadra. Dale musi byt aktivatni doména Gal4 pfistupna

potfebnym transkripénim faktortim a hybridni protein Gal4-X nesmi sdm aktivovat transkripci.

Tato metoda ma dal$i moZnosti uplatnéni, miZeme hledat nezndmé asociaéni partnery
studovanych proteind a to tak, Ze buriky transformované jednim Gal4-fiznim genem budeme
dale transformovat druhym fiznim genem s jednotlivymi $tépy genomové knihovny. Dvojité
hybridy selektujeme a sledujeme B—galaktosidazovou aktivitu. Po vybéru pozitivnich klona

muzZeme odhalit interagujici protein identifikaci sekvence z genomové knihovny.
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Tento pfistup je vhodny pro zjiStovani proteind a pro mapovani specifickych vazebnych
domén. V aplikovaném vyzkumu ma vyznam pro syntézu terapeutickych proteinti reagujicich

s bakteridlnimi nebo virovymi proteiny (Fields a Song, 1989).

2.4. Hmotnostni spektrometrie

Tato metoda se pouziva k chemickym analyzdm nejriznéj$iho materialu, od sloucenin
kovi a ropnych produktii aZ po biologicky material. Vyvijela se vice nez sto let, v soucasnosti
jsou jeji technologie vyuzivany ve vétSiné€ ptirodovédnych oborti. V poslednich dvaceti letech se
hmotnostni spektrometrie zafala Siroce uplatiiovat v biologii. Umoznuje rychlou a pfesnou
proteinovou analyzu, coZ usnadiluje vyvoj proteomiky. Hmotnostni spektrometry umozZiuji
generovat velké mnozZstvi dat v kratké dobé&. Jsou velmi citlivé, k analyze sta¢i pikogramova
mnozstvi proteinu. Pomoci této metody Ilze wuréit pfesnou molekulovou hmotnost

a aminokyselinovou sekvenci proteinu.

2.4.1. Hmotnostné spektrometricka analyza

2.4.1.1. Separace a identifikace Cdstic

Hmotnostni spektrometry separuji nabité c¢astice podle jejich hmotnosti pomoci
elektrického nebo magnetického pole. Pfistroj neméfi pfimo hmotnost, ale pomér hmotnosti ku

naboji ¢astice (m/z). Z této hodnoty se pak odvozuje molekulova hmotnost ¢éstice.

Postup méfeni je vysvétlen na prfikladu molekuly vody. Ta se sklada ze dvou atomi
vodiku a jednoho atomu kysliku. Molekulova hmotnost vody je 18. Pti analyze vody zavedeme
vodni pary do vakuové komory spektrometru (komora funguje jako iontovy zdroj). Kdyz
nechame prochdzet parami vody paprsek elektrond, dojde ke srdzkdm molekul a to zplsobi

vyraZeni elektronti z molekul vody a vznik kladng nabitych &astic [H,0]".
H,0 + 1 rychly elektron —» [H,0]" + 2 elektrony

Kolize mezi elektrony a molekulami mohou zplisobit fragmentaci ¢astic. Z molekuly
vody vznikaji kationty [OH]", O" a H" .Viechny tyto fragmenty jsou zméfeny analyzitorem,
takZze vysledné hmotnostni spektrum se skldadd z jejich vrcholl, viz obr. 4. Kombinace

naméfenych m/z hodnot téchto fragmentt je specifickéd pro molekulu vody.
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Obr. 4

Hmotnostni spektrum vody

18
Relativni 1=H"
cetnost
16=0"
17=[OH]"
17 18 = [H,0]"
1 16
Hmotnost

(m/z pomér)

Obr. 4 Hmotnostni spektrum molekuly vody

Pokud méfime jinou ¢astici, kterd ma stejnou hodnotu molekulové hmotnosti, napt.
[OH]", odlisime ji pravé diky jiné kombinaci m/z hodnot fragmentti. [NH4]* méa molekulovou
hmotnost 18, ale fragmenty N* a [NH]" maji hmotnost 14 a 15. Odbornici zabyvajici se touto
metodou jsou schopni ze ziskanych dat interpretovat molekulovou hmotnost a strukturu
analyzované molekuly; v soucasné dobé se k tomuto ucelu pouzivaji specidlni pocitatové
programy. Moderni hmotnostni spektrometry jsou schopny méfit molekulovou hmotnost natolik
presné, Ze od sebe odlii piimo m/z hodnoty molekul [H,0]" (18,010) a [NH4]" (18,035) bez

pouziti m/z hodnot fragmentu.

2.4.1.2. Pristroje pouZivané ve hmotnostni spektrometrii

V soucasnosti existuje mnoho druhi hmotnostnich spektrometrii, vSechny vsak obsahuji
tfi zékladni ¢asti: iontovy zdroj, analyzator a detektor. V prvni ¢asti vznikaji z molekul vzorku
nabité Castice. V analyzatoru jsou tyto Castice separovany podle své hmotnosti a naboje (m/z
pomér). Tieti ¢ast ur€uje m/z hodnoty rozdélenych iontli pomoci zmény proudu. V soucasnosti
se pouziva pro analyzu mnoho druhii hmotnostnich spektrometrti liSicich se pfipravou nabitych
¢astic. OdliSuji se druhem matrice pouZité k ionizaci ¢astic a k jejich uvedeni do pohybu,
postupem ionizace a pripravou vzorku k analyze. Tyto postupy jsou stale zdokonalovany

a vyvijeny pro méteni velkych proteinti a proteinovych nedisociovanych komplexu.
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Obr. 5

SEPARACE PODLE HMOTNOSTI - HMOTNOSTNi SPEKTROMETR

Draha pericka je
odklonéna
viivem plUsobeni

Bariera

@ o —
ZDROJ Diky velké

hmotnosti kuli¢ky
zustava jeji
draha letu DETEKTOR

T ANALYZATOR

Sila plisobici kolmo ke sméru letu astic

Obr. 5 Schéma hlavnich sou¢asti hmotnostniho spektrometru

Vsechny spektrometry vyuZzivaji pro separaci ¢astic magnetické nebo elektrické pole.
Castice jsou déleny podle svého momentu (v magnet. poli) nebo podle své kinetické rychlosti
(v el. poli). Sila ptisobi vzdy v kolmém sméru ke draze letu Castice, takze ionty jsou odklanény
od své ptvodni drahy. Cim je &astice leh¢i, tim odklon nastava dfive, protoZe jeji moment
setrvacnosti je mensi. Princip je naznaCen na piikladu peficka a ocelové kulicky (viz obr. 5).

Vyjimkou jsou TOF analyzatory, které méti dobu doletu ¢astic [time-of-flight (Yates, 2000)].

2.4.1.3. Analyza proteini

Zptisob méfeni molekulové hmotnosti proteinli pomoci hmotnostni spektrometrie je
podstatné ptesnéjsi nez elektroforesa nebo chromatografie. Odchylka méteni neni vétsi nez 1%
hmotnosti daného proteinu, v pfipadé novych spektrometrii napojenych na chromatografickou
kolonu nepfesahuje chyba méteni 0,1%. Navic ziskdvame informace o redlné struktufe proteind
a o jejich presném sloZeni. MizZeme tak identifikovat nezndmé soucésti vzorku nebo mizeme

zjistovat sekvenci novych proteint (Biemann, 1992).
Preseparacni metody

Biologicky material je komplexni a pomérné slozity pro hmotnostni analyzu, proto je

vhodné pouzit nékteré separacni techniky pfed samotnou analyzou. Cim sloZit&jsi je vzorek, tim
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mensi je rozliSeni a pfesnost spektrometru. Nejéastéji se jako preseparaéni metody proteint
pouZzivaji elektroforetické techniky, imunoprecipitace nebo chromatografie. Nejlepsich vysledku
dosahuji kapalinové chromatografické kolony napojené pfimo na hmotnostni spektrometr.
Vzorek vytékajici z kolony je ihned analyzovan. Pro hmotnostni analyzu dnes jiz stai pouze

nanogramové aZ pikogramové mnoZstvi proteinu.

JednodusSim preseparacnim systémem je elektroforesa. Pro jednodussi proteinové smési
jsou separovany pomoci dvourozmérné elektroforesy, kde v prvnim rozmeéru dochazi k separaci
proteini podle vlastniho naboje a ve druhém sméru jsou separovany podle molekulové
hmotnosti. Ob¢ déleni probihaji za denatura¢nich podminek. Tak vznikne proteinova

dvourozmérna mapa, jejiZ jednotlivé ¢asti mohou byt dale analyzovany.

Proteiny separované v gelu se obarvi za pouZiti stfibra nebo Coomassie Brilliant Blue R
a jednotlivé skvrny nebo pasy se vyfeZou. Proteiny jsou $t€peny pies noc protedzou (trypsin).
Vzniklé peptidy jsou poté analyzovany hmotnostnim spektrometrem a naméfené hodnoty jsou
porovnavany s teoretickymi hodnotami odvozenymi z dat genomovych knihoven. Tyto databaze
obsahuji sekvence vSech znamych proteint a déle i hypotetické proteinové sekvence. Pokud jsou
vzorky ptili§ slozité a identifikace proteini neni jednozna¢nd, pouZije se k méfeni tandemovy

hmotnostni spektrometr (Matsuo a Seyama, 2000).

V soucasnosti se zafina vyuzivat jako preseparacni technika i BN-PAGE. Analyzuji se
komplexy pfimo z prvorozmérového nativniho gelu. Timto zplisobem byl identifikovan napf.
komplex proteasomu (750 kDa), ATPsyntasa (230 kDa), podjednotka ribosomu 40 S (zhruba
okolo 1MDa) nebo klatrinovy triskelion (700 kDa) (P. Novak, J. Cerny - data nepublikovéna).

lonizace peptidu

vvvvvv

slouc¢enin nebo malych peptidi. V nedavné dobé€ byly vyvinuty dvé techniky pro tvorbu iontl
z velkych molekul. Jednou z nich je MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization), kde se
pouziva laser k excitaci matrix nesouci vzorek. To vede k jejimu odpafeni a vzorek se ionizuje
a prechazi do plynné faze. Druhou metodou je ESI (electrospray ionization), kde se vzorek
v roztoku nabiji elektrickym potencidlem a vzapéti se rozpraSuje v drobnych kapickach, které

jsou zahfatim ptevadény do plynné faze (Yates, 2000).
Informace ziskané hmotnostni analyzou

Podle separace jednotlivych peptidi se identifikuje cely protein. Nyni se provadi rychla

identifikace proteinti prostfednictvim hledani dat ziskanych spektrometrem v databazich
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proteinovych a nukleotidovych sekvenci. Tento postup vyznamné ptispél k identifikaci

proteinovych komplexa.

Hmotnostni spektrometry poskytuji dva druhy informaci. Mé&fi ptesnou molekulovou
hmotnost ¢astic (Casto se pouzivd MALDI ve spojeni s TOF analyzatorem) a uréuji
aminokyselinovou sekvenci proteinu (k tomuto ucelu se pouzivaji MS/MS - tandemové
hmotnostni spektrometry) (Yates, 2000).

Hmotnostni spektrometry jsou schopny generovat data pomérné rychle také diky
zjednoduSené analyze dat. Data ze spektrometru maji piimou souvislost se sekvencemi
aminokyselin. Z naméfenych molekulovych hmotnosti peptidi muizZzeme ur€it jejich
aminokyselinové sloZeni a podle fragmentace peptidi miZeme uréit pofadi aminokyselin. Oba
typy informaci se daji vyuzit pfi hledani proteinové sekvence v databazi. Specificky protein se
nedd ur¢it z hmotnosti jednoho peptidu, ale je zapotfebi vét§tho mnozstvi rtiznych peptidi
(zpravidla vice nez tfi). Pokud ur€ujeme neznamy protein, porovnavame naméfené hmotnostni
spektrum s teoretickymi hmotnostmi peptidl ziskanych nast€penim vSech proteini v databazi.
Za odpovidajici se povazuji proteiny, jejichz peptidové hmotnosti jsou shodné s pfevaZznou

vétSinou naméfenych m/z hodnot. Proto je pro tento postup dilezitd vysoka pfesnost méfeni.

Dal§i moznosti jsou tandemové hmotnostni spektrometry pouZivané pro analyzu
komplexnich vzorkl. Pomoci tohoto postupu je moZné izolovat peptid o urcité m/z hodnoté ze
slozité peptidové smési. Tento peptid je dale fragmentovan aZ na jednotlivé aminokyseliny,
z tohoto materidlu je mozné ur¢it aminokyselinovou sekvenci peptidu. Pii porovnani nékolika
tandemovych hmotnostnich spekter ziskdme velmi pfesnou informaci o sekvencich peptidi
a identifikujeme tak cely protein. Pfi této identifikaci nevadi pfitomnost jinych proteini ve

vzorku (Biemann, 1992).
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Obr. 6

a Hmotnostni spektrometr
> —>
]
Zdroj Hmotnostni analyzator (TOF) Detektor
b Tandemovy hmotnostni spektrometr
— —>
T—>
—> -
> > N -
__) » 1
I —_— —“+—
Zdroj Hmotnostni Kolizni Hmotnostni Detektor
analyzator-1 cela analyzator-2

Obr. 6 Schéma - rozdil mezi hmotnostnim spektrometrem a tandemovym hmotnostnim
spektrometrem Obr. a — jednostupriovy hmotnostni spektrometr s TOF analyzdtorem. m/z hodnoty jsou
odvozeny od hodnot méreni doby, za kterou ionty doleti od zdroje k detektoru. Obr. b — tandemovy
hmotnostni spektrometr. PFistroj se skldda ze dvou analyzdtori, mezi nimiz je plynovd kolizni cela. Prvni
analyzdtor oddéli iont s uréitou m/z hodnotou. Tento iont disociuje v kolizni cele a jeho fragmenty jsou
analyzovdny v druhém analyzdtoru. Vysledkem je hmotnostni spektrum malych fragmentu aZ jednotlivych

aminokyselin peptidu (Biemann, 1992).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

Agarosa

Akrylamid

Akrylamid/Bis (29:1) 30% roztok
Akrylamid/Bis (37,5:1) 40% roztok
APS

Azid sodny

Benzonaza

Bis-Tris

[B-merkaptoethanol

Bovinni fetalni sérum
Bromfenol modry

BSA

Coomassie - Protein Assay
Coomassie Brilliant Blue G 250
Coomassie Brilliant Blue R
Dithiothreitol

DMSO

DNaza I

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid

Formaldehyd 16% roztok
Gentamicin

Glutamin GL

Glycerol

Glycin

H,0, 30% sol.

HEPES

Jodoacetamid

Kyselina aminokapronova
Kyselina p-kumarova
Laurylmaltosid

Leupeptin

L-histidin

L-tryptofan

Luminol

Methanol
N’N’-methylen-bis-akrylamid
NaHCO3

Nonidet P-40

Sigma Chemical Co., USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Serva, SRN

Serva, SRN

Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Boehringer Mannheim, SRN
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Gibco, USA

Lachema, CR

Sigma Chemical Co., USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Serva, SRN

Mann Research Laboratoires, USA
Fluka AG, Svycarsko

Sigma Chemical Co., USA
Boehringer Mannheim, SRN
Serva, SRN

Jan Kulich, CR

Sigma Chemical Co., USA
Elestron Microscopy Science, USA
Lek Pharmaceutical and Chemical Co.,
Slovinsko

Sevac, CR

Lachema, CR

Sigma Chemical Co., USA
Peroxides, CR

Serva, SRN

Sigma Chemical Co., USA
Fluka AG, S’vycarsko

Sigma Chemical Co., USA
Calbiochem, USA

Sigma Chemical Co., USA
Reanal, Madarsko

Fluka AG, Svycarsko

Sigma Chemical Co., USA
Jan Kulich, CR

Bio-Rad Laboratories, USA
Sevapharma, CR

Fluka AG, Svycarsko
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Odtu¢néné susené mléko Eligo

Pefabloc

Pentaamine chlorocobalt(III) chloride Co(III)(NH;)sCI**
Pepstatin

Ponceau S

Pyruvat sodny

RPMI 1640

Sacharosa

SDS

S-MEM

SuperSignal West Fempto Trial Kit - substraty pro ECL
TEMED

Tricin

Tris

Tris(2,2"-bipyridyl)dichloro-ruthenium(Il) hexahydrat
Ru(IT)(bpy):*"

Triton X-100

Tween 20

AgNO3
CH;COOH
HCI

KCl

KH,PO,

MgCl,

N32C03
NazHPO4 . 12H20
Na28203 . SHzo
Na3PO4

NaCl

NaOH

3.1.2. Material

Chromatograficky papir Grade 17 Chr
Immobilon-P - PVDF membrana
Nitrocellulosa - membrana
Rentgenovy film MXB

3.1.3. Pristroje

75W xenonova lampa, model U-ULH
Automaticky vyvolavaé pro rentgenové filmy
Centrifuga

CO2 inkubétor

Fotograficky blesk Metablitz 23 BC 4
Homogenizér

Laminarni box

Semi-Dry Blot

Skenovaci kamera

Promil, CR

Roche, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Sigma Chemical Co., USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Sigma Chemical Co., USA
Akademie véd, CR

Serva, SRN; Sigma Chemical Co., USA
Fluka AG, Svycarsko; Serva, SRN

Sevapharma, CR

Pierce, USA

Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Serva, SRN
Sigma-Aldrich, USA

Serva, SRN
Serva, SRN

Lachema, CR

Whatman Scientific, UK
Sigma, USA

Pall Corporation, USA
Kodak, USA

Olymus Optical Co., Japan
Fomei, CR

Jouan, Francie

Jouan, Francie

Metz, SRN

Mechanika precyzyjna, Polsko
Jouan, Francie

Bio-Rad Laboratories, USA
Syngene, Velka Britanie
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e Spektrofotometr Spekol 210 Carl Zeiss, SRN

e Ultracentrifuga Beckman, USA

e Vertikalni elektroforesa EV 1 Vyvojové dilny, CR

e Vertikalni elektroforesa Mighty Small SE250, SE260 Hoefer Scientific Instruments, USA
e Vertikalni elektroforesa Mini-Protean Bio-Rad Laboratories, USA

e Zavérka fotoaparatu Zorkij Rusko

3.1.4. Protilatky

Sekundarni protilatky

Anti-mysSi kozi sérum konjugované s peroxidazou (GAM-HRP) Bio-Rad Laboratoires, USA
Anti-krali¢i kozi sérum konjugované s peroxidazou (GAR-HRP) Bio-Rad Laboratoires, USA
Primdrni protildtky poskytnuté ze souboru protilatek Dr. Hozdka

Monoklonalni protilatky:

protilatka proti velké podjednotce RNA polymerazy II (X 3)

protilatka proti vimentinu (X 89) Amersham, UK

Polyklonalni protilétky:

protilatka proti aktinu (X 123) Sigma, USA

protilatka proti velké podjednotce RNA polymerazy I (X 159) Indrid Grummt, Heidelberg
protilatka proti nuklearni DNA helikéze II (X 142) Dr. Suisheng Zhang, IMB Jena e. V., SRN
Primdrni protilatky pochazejici z laboratore prof. Horejsiho

Monoklondlni protilatky:

protilatka proti fosfatdze CD 45 (E 28)

protilatka proti B,-integrinu CD 29 (E 101A)

protilatka proti B,-integrinu CD 18 (E 48)

protilatka proti leukosialinu CD 43 (E 59)

Polyklondlni protilatky:

protilatka proti chaperonu VCP

3.1.5. Roztoky

Fyziologické pufry
Dulbecco modifikovany PBS pro buriky (D-PBS)
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0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO,, 8 g NaCl, 2,9 g Na,HPO4 . 12H,0 ad 1000ml H,O, pH 7,5
PBS pro protilatky

8 g Na(Cl, 0,2 g KCl, 2,9 g Na,HPO, . 12H,0, 0,38 g KH,PO4 ad 1000 ml H,O, pH 7,5, 0,5 ml
Tween 20

Roztoky pouzivané pFi izolacich
Hypotonicky pufr pro izolaci membran

10 mM HEPES pH 7,4, 42 mM KCl, 5 mM MgCl,

TKM pufr
10 mM Tris pH 7,4, 25 mM KCl, 3,3 mM MgCl,

Homogenizaéni pufr pro izolaci jader

0,25 M sacharosa, 25 mM KCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, S mM MgCl,, 1 mM DTT (ptidavat
tésné pted pouZitim)
Pufr pro ultracentrifugaci

2,3 M sacharosa, 25 mM KCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, S mM MgCl,, 1 mM DTT (ptidavat
tésné pred pouZitim)

Roztoky pro BN-PAGE

Katodovy pufr

15 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, pH 7,0

Modry katodovy pufr

15 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, pH 7,0, 0,02% CBB G

Anodovy pufr
50 mM Bis-Tris, pH 7,0 upravovano HCI

Mitochondrialni pufr

750 mM aminokapronova kyselina, 50 mM Bis-Tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,0 upravovano HCI
Vzorkovy roztok pro BN-PAGE

750 mM aminokapronové kyselina, 0,5% CBB G
3x konc. gelovy pufr pro BN-PAGE

1,5 M aminokapronova kyselina, 150 mM Bis-Tris, pH 7,0 upravovéno HCI
Roztoky pro pricné vazebnou reakci

PBS pro pfiéné vazebnou reakci
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15 mM Na3PO4 pH 7,5, 150 mM NaCl

4x konc.vzorkovy pufr pro pfi¢né vazebnou reakci

0,2 M Tris-HCI pH 6,8, 40% glycerol, 8% SDS, 2,88 M -merkaptoethanol, 0,4% bromfenol

Roztoky pro SDS-PAGE
Gelovy pufr 1 pro SDS-PAGE

1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4% SDS

Gelovy pufr 2 pro SDS-PAGE

0,5 M Tris pH 6,8, 0,4% SDS

Pufr pro SDS-PAGE

25 mM Tris, 188 mM glycin, 0,1% SDS

4x konc.redukujici vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

250 mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glycerol, 8% SDS, 0,4% B-merkaptoethanol, 0,01% bromfenol
vzorek se micha s pufrem v poméru 3:1

4x konc.neredukujici vzorkovy pufr pro SDS-PAGE
250 mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glycerol, 8% SDS, 0,01% bromfenol

vzorek se micha s pufrem v poméru 3:1
Roztoky pro blotovaci membrdny

TGM pufr pro blotovani

25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol

Chemiluminiscenéni substrat

Roztok 1 : rozpustit 22,5 mg Luminolu v 0,5 ml DMSO, piidat k 50 ml Trisu pH 8,8
ptidat 220 pl 90 mM p-kumarové kyseliny rozpusténé v DMSO

Roztok 2 : pfidat 30,6 ul 30% H,0, do 50 ml 0,1 M Trisu pH 8,8

Smichat roztoky v poméru 1:1

Roztoky pro barveni gelit pomoci CBB R

Fixaéni roztok

50% methanol, 10% kyselina octova

Barvici roztok CBB R

0,1% CBB R, 40% methanol, 10% kyseliny octova
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Odbarvovaci roztok

40% methanol, 10% kyselina octova

Roztoky pro barveni gelu pomoci stFibra

Fixac¢ni roztok

50% methanol, 10% kyselina octova

Roztok stiibra

0,2% AgNOs, 0,028% formaldehyd

Vyvojka

2,5% Na,COs, 0,0004% Na;S,0; . SH,0, 0,0185% formaldehyd
Rozpis gelovych roztoku

Gelové roztoky pro BN-PAGE

Nativni gradientovy gel

Horni roztok Dolni roztok

(%] 4 16
Objem roztoku 9 9

3 x GB 3 3

40 % ACR/Bis 0.9 36
H,O 5.1 0.3
87% glycerol 0 2.1

10 % APS 0.05 0.03
TEMED 0.005 0.003
Celkovy objem 9.05 9.03

Gelové roztoky pro SDS-PAGE

SDS gradientovy gel
Horni roztok Dolni roztok
[%] 4 16
IObjem roztoku 20 20
Voda 12.3 2
Pufr 1 5 5
30% ACR/Bis 2.7 8
100% glycerol 0 5
10 % APS 0.09 0.09
TEMED 0.008 0.008
Celkovy objem 20.1 20.1




Standartni SDS gel

Separatni gel Zaostfovaci gel |
[%] 10 4
Objem roztoku 10 5
Voda 4.2 3
Pufr 1 2.5 0
Pufr 2 0 1.25
30% ACR/Bis 3.3 0.65
100% glycerol 0 0
10 % APS 0.05 0.045
[TEMED 0.004 0.004
Celkovy objem 10.1 4.95

Vzorce pro vypocet koncentrace gelovych roztoku

[a+b] x 100
= T a - hmotnost ACR(g)
100 b - hmotnost Bis(g)
C= T V - objem roztoku(ml)
3.2. Metody

3.2.1. Kultivace bunéénych linii

Bunécna linie pro izolaci membrdn

Bunéénd lymfocytarni linie Jurkat divoky kmen odvozend od T lymfocytd byla
kultivovana v mediu RPMI 1640 jako suspenzni kultura pfi teploté¢ 37°C, v 5% CO; a 100%
vlhkosti.

Kultivaéni medium RPMI 1640

5x koncentrat RPMI 1640......... 200 ml
Bovinni fetdlni sérum.............. 100 ml
Glutamin GL.......................... 6 mg
Gentamicin konc. 4 mg/ml........... 10 m]
100 mM pyruvat sodny................ 10 ml
7,5% NaHCO3.  ...ovvvvveninininenn, 26 ml
25 mM B-merkaptoethanol.......... 2 ml
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Bunécna linie pro izolaci jader

Buné¢na linie HeLa byla kultivovana v mediu S-MEM jako suspenzni tocici se kultura
pfi teploté 37°C.

Kultivaéni medium S-MEM

10x koncentrat S-MEM............. 100 ml
Bovinni fetdlni sérum................ 50 ml
Gentamicin konc. 4 mg/ml.......... 10 ml
7,5% NaHCO3 _ ...oevvvvvveennannnn, 15 ml
HyO.oooi ad 1000 ml

3.2.2. Izolace bunéénych membrin

V3echny kroky probihaly pfi 0°C na ledu. Pro izolaci byly pouzity buriky linie Jurkat.
Buiiky byly spocitany a 3x promyty ‘D-PBS’. Pak byly inkubovany 15 minut v "hypotonickém
roztoku” s inhibitory (1 mM Pefabloc, 5 mM jodoacetamid). Bunéfnd suspenze byla 8x
protazena injekéni jehlou 30G. Nejprve byla centrifugovana bunééna jadra 400xg, 5 minut,
supernatant byl odebran a centrifugovan 14 000xg, 20 minut. Supernatant byl odstranén, peleta

membran byla ihned zamraZena v —70°C.

3.2.3. Reakce PICUP

Reakce probihala v celkovém objemu 20 pl v '‘PBS pro pficné vazebnou reakci’
obsahujicim 0,125 mM Ru(Il)(bpy);** a 2,5 mM APS nebo 20,5 mM Co(III)(NH3)5Cl2+ (Fancy
a kol., 2000; Fancy a Kodadek, 1999). Ob¢ reagencie byly ptiddvany ke vzorku té€sné pred
svételnou expozici (v pokusech studujicich ucinek histidinu byl v reakci pfitomen 7,5 mM
L-histidin). Koncentrace proteind v reakci byla cca 2 pg/ul. Vzorek byl osvécovan v 0,5 ml
Eppendorf zkumavkach 75 W xenonovou lampou. Svétlo prochazelo uzavérkou fotoaparatu,
déle fotografickym UV filtrem (odstranil UV zafeni) a ptes 5 cm destilované vody (odstranila
infraCervené zafeni). Vzorek byl umistén 30 cm od svételného zdroje. Doba osvitu byla piesné
regulovana fotografickou zéavérkou. lhned po expozici byly vzorky zhaSeny 4x konc.
redukujicim vzorkovym pufrem pro SDS-PAGE’ nebo 75 mM roztokem tryptofanu (kone¢na

koncentrace v reakéni smési byla 7,5 mM, pak byl pouzit ‘4x konc. neredukujici vzorkovy pufr
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pro SDS-PAGE’). Vzorky byly zahfaty na 95°C po dobu 90 sekund a byly separovany
v gradientovych polyakrylamidovych gelech metodou SDS-PAGE.

3.2.4. 1zolace jader z HeLa bunék

Suspenzni HeLa buriky byly spocitdny a promyty v 'D-PBS’ a centrifugovany 400xg po
5 minut, opakovano celkem tfikrat. Ve vSech roztocich byly pfitomny inhibitory protedz (1 mM
Pefabloc, 0,5 pg/ml pepstatin, 1 pg/ml leupeptin). Peleta bun¢k byla suspendovana ve 40
objemech 'TKM" pufru, tésn€é pted homogenizaci byl pfidan 10% roztok NP-40 (konecna
koncentrace 0,4%). Buné¢na suspenze byla homogenizovana 60-ti pohyby teflonového pistu ve
sklenéném homogenizéru a poté centrifugovana 100xg po 5 minut. Supernatant byl odebran,
peleta byla resuspendovana v 1 ml 0,25 M roztoku sacharosy v roztoku 50 mM Tris (pH 6,8).
Suspenze jader byla navrstvena na 1 ml 0,88 M roztoku sacharosy v roztoku 50 mM Tris (pH
6,8). Jadra byla precisténa centrifugaci pfes roztok sacharosy 1000xg po 10 min ve vykyvném

rotoru. Supernatant byl odebran a jadra byla promyta v PBS a zamrazena v -70°C.

3.2.5. Izolace jader z krysich jater

Pro ziskani jaterni tkané byly pouziti potkani kmene Wistar ve stafi 50 dni. Zvitata byla

usmrcena etherem a naslednou dekapitaci.

Cely postup byl provadén pfi 0°C na ledu podle protokolu Blobela a Pottera (Blobel
a Potter, 1966), ve vSech roztocich byly pfitomny inhibitory protedz (1 mM Pefabloc, 0,5 pg/ml
pepstatin, 1 pg/ml leupeptin). Vyjmutd jatra z Cerstvé usmrcenych zvifat byla zvaZena,
rozstiihana na 1-2 mm ¢&asti a homogenizovana 15-ti pohyby teflonového pistu ve sklenéném
homogenizéru v "homogeniza¢nim pufru’ (30% homogenat). Homogenat byl ptefiltrovan ptes
4 vrstvy gazy, kfiltratu bylo pfidano 5 pul 1 M DTT/1 ml filtratu a filtrdt byl nésledné
centrifugovan 15 minut, 800xg. Supernatant byl odebran, peleta byla suspendovana
v ‘'homogeniza¢nim pufru’. Byly ptidany 2 objemy "pufru pro ultracentrifugaci’ a suspenze byla
dobfe promichana. Do ultracentrifuga¢nich zkumavek byl navrstven sacharosovy gradient - do
poloviny zkumavky byl navrstven ‘pufr pro ultracentrifugaci’, na n¢j byl navrstven roztok
homogenatu. Rozhrani obou roztoki bylo jemné naruSeno Pasteurovou pipetou.
Ultracentrifugace probihala v ultracentrifuze Beckman pti 4°C 1 hodinu, pfi zrychleni
124 000xg, rotor SW 28. Po skonéeni byl supernatant odebran, peleta obsahujici izolovana jadra
byla suspendovana v ‘homogenizaénim roztoku’'. Jadra byla centrifugovana 15 minut, 800xg
a suspendovana v roztoku 50 mM Bis-Tris, 20% glycerol v objemovém poméru 1:1. Suspenze

byla ihned zamrazZena v —70°C.
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3.2.6. Priprava jaderného extraktu z jader krysich jater

Vsechny kroky byly provadény pii 0°C na ledu. V pokusu znazornéném na obr. 14 byla
jaderna suspenze natedéna 2,5 nadsobnym objemem roztoku 50 mM Bis-Tris (pH 7), ke vzorku
byla pfidina DNaza I (400 U/ml). Vzorek byl inkubovan na tfepaéce 40 minut pii pokojové
teploté¢. Poté byl ke vzorku pfidan Triton X-100 v kone¢né koncentraci 1% a kyselina
aminokapronova v kone¢né koncentraci 750 mM. Vzorek byl centrifugovan 20 minut pfi
14 000xg.

V pokusech znazornénych na obr. 15 a 16 byla jaderna suspenze nafedéna 1,5 ndsobnym
objemem roztoku 50 mM Bis-Tris (pH 7,0). Ke vzorku byl ptidan 2 M roztok kyseliny
aminokapronové (v kone¢né koncentraci 750 mM). Ke vzorku byl pfidan 10% roztok

laurylmaltosidu (v kone¢né koncentraci 1%). Vzorek byl centrifugovan 40 minut, 14 000xg.

V pokusech znazornénych na obr. 17, 18 a 19 byla jadernd suspense nafedéna
stejnym objemem roztoku 50 mM Bis-Tris (pH 7). Ke vzorku byla postupné piiddvana
aminokapronova kyselina v objemovém poméru 1:1. Byla vytvofena sada vzorka se stoupajici
koncentra¢ni fadou kyseliny aminokapronové (0 M, 0,5 M, 0,75 M, 1 M, 1,5 M, 2 M). Ke vSem
vzorkiim byl pfidan 10% roztok laurylmaltosidu (v kone¢né koncentraci 1%) a vzorky byly

ponechény na ledu 20 minut, nasledné byly centrifugovany 20 minut, 14 000xg.

3.2.7. Ptiprava cytosolickych a membranovych proteinovych komplexii pro BN-PAGE

Vsechny kroky probihaly pfi 0°C na ledu. Pro izolaci byly pouZity buriky linie Jurkat.
Buriky byly spocitany a 3x promyty ‘D-PBS’. Poté byly resuspendovany v ‘mitochondridlnim
pufru’. K bunééné suspenzi byl pfidan 10% roztok laurylmaltosidu (v kone¢né koncentraci 1%)
a vzorek byl ponechdn na ledu 20 minut. Nésledné byl centrifugovan 20 minut, 14 000xg.

K supernatantu byla pfidana CBB G v koneéné koncentraci 0,25%.

3.2.8. Stanoveni koncentrace proteini

Méieni bylo provadéno podle postupu uvedeného v manualu pro meéfeni koncentrace
proteinti metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976) soupravou BioRad (BioRad Protein
Assay). Jako standard byl pouZit bovinni sérovy albumin, resp. jeho koncentra¢ni fada. K 800 pl
vzorku (standardu) bylo pfidano 200 pl 5x fedéného reakéniho roztoku. Po 5 minutach byla
méfena extinkce vzorkl pii vinové délce 595 nm pomoci spektrofotometru. Z hodnot extinkci
standardd byla stanovena kalibra¢ni kiivka zavislosti extinkce na koncentraci a z této kiivky

byla odvozena koncentrace proteint ve vzorku.
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3.2.9. Priprava gradientovych geli pro BN-PAGE

Standartné byly nalévany gradientové gely 4-16% T, scelkovou délkou cca 11 cm

a s tloustkou 1 mm.

V pokusu znazornéném na obr. 16 na zpolymerovany gel byl navrstven 1 cm teplem

ztekucené 2% agarosy v "1x koncentrovaném gelovém roztoku pro SDS-PAGE".

3.2.10. Priprava nativniho vzorku pro BN-PAGE

Vzorek byl smichan s 5% roztokem CBB G alespori 5 minut pfes nanaSenim na gel,
kone¢na koncentrace CBB G ve vzorku byla 0,25%, coz odpovida ¢&tvrtinové koncentraci

detergentu ve vzorku.

3.2.11. BN-PAGE

Separace  proteinovych komplexi probihala v gradientovém nativnim  gelu,
v elektroforese EV 1, systém byl chlazen na 4°C [v chladové mistnosti; (Schagger a von Jagow,
1991)]. Vzorky proteinovych komplexti byly nanaSeny na gel v mnozZstvi 100 pg proteind na
jamku gelu. Pro udrZzeni komplexti v solubilni formé béhem separace byla pfidana CBB G do
"katodového pufru” v koneéné koncentraci 0,02%. Separace probihala 16 hodin pfi napéti 70 V.
Separace byla zastavena po vybéhnuti €elni zony CBB G z gelu. Gel obsahujici separované
komplexy byl obarven "CBB R’ nebo byl blotovan ¢i pouzZit k separaci v druhém rozméru (SDS-
PAGE).

3.2.12. Druhy rozmér — SDS-PAGE

Komplexy separované pomoci BN-PAGE byly ve vyfiznutém gelovém pasu redukovany
a denaturovany 0,5 hod. v roztoku 1% SDS, 1% B-merkaptoethanolu, gel byl nato oplachnut
kratce vodou. Poté byl gelovy pas umistén mezi dvé skla, a pod néj byl navrstven 10% SDS
separani gel a nasledné zaostfovaci gel (tlouStka gelu 1 mm). Separace proteinii podle
molekulové hmotnosti probihala pfi proudu 25 mA cca 5 hodin v elektroforese EV 1. Gel byl

obarven stiibrem (Blum a kol., 1987) nebo byl blotovan na nitrocelulosovou membréanu.

3.2.13. Priprava gradientovych gelu pro SDS-PAGE

Standartné byly nalévany gradientové gely 4-16% T, scelkovou délkou cca 6 cm

a s tloustkou 0,75 mm.
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3.2.14. SDS-PAGE

Byl pfipraven 10% separa¢ni gel, na né&j byl nalit 4% zaostfovaci gel. Vzorky byly
smichany s "4x konc. vzorkovym pufrem” v poméru 3:1 a zahtaty na 95°C po dobu 90 sekund.
Vzorky byly naneseny na zaostfovaci gel a proteiny byly separovany v 10% SDS gelu, separace
probihala na Mighty Small SE 250 pfi napéti 200V (resp. 20mA/gel) cca 1,5 hod.

3.2.15. Pienos proteinii z gelu na membranu (Western blot)

Denaturujici SDS gely

Pro blotovani byl pouzit polosuchy blot, pfipadné mokry blot (Bio-Rad).
Chromatografické papiry a nitrocelulosova membréana o velikosti gelu byly smoceny v 'TGM
blotovacim pufru’. Na vrstvu papiri byla pfenesena membrana a na ni gel obsahujici separované
proteiny. Gel byl piekryt vrstvou papirii. Gely byly blotovany 1,5 hod. pfi proudu 0,8 mA/cm?
gelu.

Nativni gely

Postup byl obdobny jako u SDS gelt. Proteiny byly pfendseny na PVDF membranu,
ktera byla ptfed blotovanim smocena v methanolu. Poté byla i s chromatografickymi papiry
smocena Vv ‘bezbarvém katodovém pufru’. Gely byly blotovany 1,75 hod. pfi proudu

0,8 mA/cm? gelu. Modré pozadi na membrané bylo odbarveno “odbarvovacim roztokem'.

3.2.16. Detekce protilatkami

Vsechny roztoky byly ptipravovany z 'PBS pro protilatky’. Membrany s navdzanymi
proteiny byly blokovany v 5% roztoku suSeného nizkotuéného mléka 45 minut. Poté byly
inkubovany s primarni protilaitkou v 1% roztoku mléka s 0,1% azidem sodnym po dobu
45 minut. Nadbytek protilatky byl odmyt pufrem (4x 5 minut). Sekundarni protilatka byla
5 000x fedéna v 1% roztoku mléka, inkubace trvala 45 minut. Nadbytek protilatky byl odmyt

pufrem (4x 5 minut).

Na membranu byl aplikovan roztok substratu pro peroxidazu 1 minutu. Membrany byly
exponovany na rentgenové filmy, které byly vyvolany v automatickém vyvolavaci pro

rentgenové filmy.

3.2.17. Barveni stribrem

Barveni gelu stfibrem probihalo podle protokolu Bluma a kol. (Blum a kol., 1987). Gely

byly ihned po ukonéeni elektroforetické separace fixovany ve ‘fixaénim roztoku” (30 minut).
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Poté byly tfikrat promyty 30% ethanolem po 20 minutdch. Gely byly inkubovany v 0,02%
Na,S,0; . SH,0 ptesné jednu minutu a oplachnuty vodou (3x 20 sekund). Dale byly 20 minut
inkubovany v ‘roztoku stfibra” a oplachnuty vodou (2x 20 sekund). Proteiny byly obarveny

‘vyvojkou’ (asi 5 minut), vyvijeni bylo zastaveno ‘fixaénim roztokem” (10 minut).

3.2.18. Barveni CBB R

Gely obsahujici separované proteiny byly ihned po ukonceni elektroforesy fixovany ve
‘fixaénim roztoku” 30 minut, pak byly barveny v ‘roztoku CBB R’ 30 minut. Pozadi bylo

odstranéno po né€kolika promytich ‘odbarvovacim roztokem’.

3.2.19. Priprava vzorku na hmotnostni spektrometrii

Obarvené gely v CBB R byly inkubovany v 1% roztoku kyseliny octové. Poté byly
znativniho gelu vyfiznuty prouzky s proteiny a dale zpracovavany pro pfipravu na
spektrometrické méfeni Mgr. Petrem Novakem v Laboratofi hmotnostni spektrometrie (MBU
AV CR), kde byla provadéna i hmotnostni analyza pomoci hmotnostniho spektrometru Decca.
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4. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo ovéfeni dvou novych experimentalnich piistupi uréenych
k identifikaci podjednotkového sloZeni proteinovych komplext. Aplikovali jsme tyto techniky
na studium proteinovych komplexti vyskytujicich se ve dvou bunéénych subkompartmentech —
plasmatické membrané a bunécnych jadrech. Zaméfili jsme se na elektroforetickou separaci
proteinovych komplexti v nativnim stavu a na néslednou identifikaci jejich podjednotkového
slozeni pomoci hmotnostni spektrometrie. Nasim zamérem bylo rovnéz ovéfit mozZnost
ptesnéjsiho mapovéani proteinovych interakci uvnitf komplexti pomoci nedavno publikované

metody vzniku pfi¢nych kovalentnich vazeb mezi asociovanymi proteiny.

4.1. Konkrétni cile prace

1. Najit podminky pro separaci jadernych proteinovych komplexti pomoci BN-PAGE

2. Ovetit, zda by bylo mozné identifikovat podjednotkové sloZzeni takto separovanych

komplexti pomoci hmotnostni spektrometrie

3. Ovéfit, zda nedavno publikovand metoda tvorby pticnych kovalentnich vazeb mezi
asociovanymi proteiny (PICUP) je pouZitelnd pro studium proteinovych komplext

v hrubych buné¢nych preparacich ¢i v celych burikach

4.2. Predpokladané vysledky

Pro ptesné uréeni podjednotkového sloZeni proteinovych komplext je tieba izolovat
jednotlivé proteinové komplexy navzajem od sebe. K tomuto ucelu se pouziva dvourozmérna
separace, ale ani tato metoda nevyluCuje moZnou spoleénou komigraci dvou nebo vice
proteinovych komplext. Pfi studiu proteinové mapy dvourozmérné separace pak nemuzeme
zcela presné urcit, zda proteiny nachézejici se vjedné linii pod sebou skute¢né pochazeji
puvodné z jednoho komplexu. Proto jsme zamysleli vyuzit metodu tvorby pfi¢nych vazeb pro
ovéteni podjednotkového sloZeni. V idedlnim pfipadé bychom porovnavali dvé proteinové mapy
dvourozmeérné separace, které by se liSily v pfitomnosti samostatnych podjednotek komplext viz
obr. 7. Proteinové komplexy separované v nativnim stavu by se rozpadly na podjednotky pfi
SDS-PAGE. Proteinové komplexy podrobené reakci PICUP pied separaci by se pii SDS-PAGE
jiz nerozpadaly. Odlisili bychom tak podjednotky komplexi od monomernich proteind. Pomoci

hmotnostniho spektrometru bychom pak identifikovali vybrané proteiny.
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Obr. 7

Komplexy v nativnim stavu Komplexy vystavené reakci PICUP
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Obr. 7 Schéma postupu identifikace podjednotkového sloZeni proteinovych komplexu pomoci
metody BN-PAGE a reakce PICUP. Obrdzek predstavuje schéma dvourozmérné separace (1. rozmér BN-
PAGE, 2. rozmér SDS-PAGE) proteinovych komplexu v nativnim stavu (obrdzek vievo) a proteinovych
komplexu podrobenych reakci PICUP pred samotnou separaci. Zatimco komplexy separované
v nativnim stavu se pri druhém rozméru rozpadnou na jednotlivé proteiny, proteiny komplexii
vystavenych reakci PICUP zustanou propojené kovalentnimi vazbami, takze se komplexy nerozpadnou.
Porovnadni obou proteinovych map by mohlo vést k pFesnému urceni podjednotkového sloZeni, resp. touto
cesto by bylo mozno vyloucit proteiny, které se vyskytuji na mapé v jedné linii s podjednotkami urcitého
komplexu, ale z tohoto komplexu nepochdzi. Naslednou hmotnosné spektrometrickou analyzou by mohly

byt jednotlivé slozky komplexu identifikovdny (naznaceno Sipkami).
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5. Vysledky

5.1. Jaderné proteinové komplexy lze separovat metodou BN-PAGE

Nasim prvnim cilem bylo ovéfit, zda je moZné separovat jaderné proteinové komplexy
pomoci metody BN-PAGE stejnym postupem, jaky byl popsdn pro membranové proteiny
Schaggerem a von Jagowem (Schagger a von Jagow, 1991). Obr. 8 ukazuje typickou
dvourozmérnou separaci cytosolického a membranového materidlu. V prvnim rozmeéru byly
separovany cytosolické a membranové komplexy v nativnim stavu metodou BN-PAGE,
v druhém rozméru byly separovany za denaturujicich podminek jednotlivé podjednotky
komplexti metodou SDS-PAGE. Na proteinové mapé€ barvené stfibrem jsou patrné jednotlivé
separované proteiny v podobé skvrn. Proteiny vyskytujici se v pravé Casti gelu se ve vzorku
nachazely v monomernim stavu nebo byly soucasti malych komplexi. Proteiny v levé ¢asti gelu
se ve vzorku plivodné nachazely ve vétSich proteinovych komplexech. Proteiny vyskytujici se
ptivodné v jednom komplexu se nachézeji na gelu v jedné linii pod sebou (pfiklady vyznaceny
ovalkem). To ovSem nevylu¢uje mozZnost, Ze v prvnim rozméru pfi separaci komigrovaly dva
nebo vice proteinovych komplext pospolu, takZze nemtizeme urcit jejich piesné podjednotkové
sloZeni, resp. nemtiZeme urcit, které proteiny separované na proteinové mapé€ pod sebou patti do

kterého komplexu.

Obr. 8
1. rozmér BN-PAGE

kDa
230
135

97
78

57,5

38,5

2. rozmér SDS-PAGE

335

Obr. 8 StFibrem barveny gel dvourozmérné separace cytosolickych a membrdnovych komplexii
Jurkat bunék. V prvnim rozméru (horizontdlni smér gelu) byly separovdny proteinové komplexy za

nativnich podminek metodou BN-PAGE, ve druhém rozméru (vertikalni smér gelu) byly separovdny
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Jjednotlivé podjednotky proteinovych komplexu za denaturujicich podminek metodou SDS-PAGE.
Jednotlivé separované proteiny se jevi na gelu jako skvrny. V levé cdsti obrdzku jsou zndzornény

standarty molekulovych hmotnosti.

Pro studium jadernych komplexd jsme pouzivali jadra izolovana riznymi zptsoby. Pro
fadu experimenti jsme pouZzili jadra izolovand z bunéfnych linii (napf. HeLa), ale timto
zpusobem jsme ziskali jadra, ktera byla vzdy ¢asteén¢ kontaminovana cytosolickymi proteiny
(viz obr. 9, draha ¢. 1). Kontaminace jader cytosolickymi proteiny byla po kazdé izolaci
testovana na pfitomnost vimentinu specifickou protilatkou. Vimentin je cytosolicky protein

obalujici pomérné pevné jadernou membranu.

Obr. 9 KDa Obr. 10
230 — kDa
135 —
135 — g7 —
97 — 78 —
— 575 -
78 :
575 — -
38,5 —
385 — 335 —
335 —
12 1 2

Obr. 9 Western blot jaderné a cytosolické frakce HeLa bunék separovanych pomoci SDS-PAGE,
na némz byl detekovdn specifickou protildtkou cytosolicky protein vimentin. Signdl odpovidajici velikosti
vimentinu (cca 60 kDa) je znatelny v jaderné i cytosolické frakci (drdaha ¢. 1 a 2). MnoZstvi proteini
jaderné frakce nanesené na gel bylo dvakrat vétsi nez mnozZstvi cytosolickych proteinu. V levé Casti

obrazku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.

Obr. 10 Western blot jaderné a cytosolické frakce krysi jaterni tkané separovanych pomoci SDS-
PAGE, na némz byl detekovan specifickou protildtkou cytosolicky protein vimentin. Zde se v drdze
Jjaderné frakce (¢. 1) nevyskytuje Zadny signdl. V draze cytosolické frakce (¢. 2) je znatelny signdl
o velikosti 60 kDa odpovidajici vimentinu. V levé édsti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych

hmotnosti.

Jednim z naSich zaméru bylo studovat jaderné komplexy obsahujici aktin. Pro tento ucel
bylo nutno pouzit jadra izolovand zpisobem, kterym by byl odstranén veskery cytosol.
Kontaminace jaderného materidlu cytosolem by znesnadnila detekci jadernych komplexi

obsahujicich aktin, protoZe anti-aktinové protilatky reaguji jak s cytosolickou tak i s jadernou
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formou aktinu. Jako zdroj jadernych proteinovych komplexi jsme pro tyto experimenty pouzili
jédra izolovana z krysi jaterni tkan€ pfes sacharosovy gradient. Obr. 10 ptfedstavuje Western blot
izolované jaderné frakce a cytosolickych proteind separovanych metodou SDS-PAGE
inkubovany s protilatkou proti vimentinu. V jaderné frakci izolované touto metodou neni
ptitomen signdl specificky pro vimentin zatimco v cytosolické frakci ano. Tento postup izolace

tedy zarucil, Ze izolovana jadra byla zbavena veSkerého cytosolu.

Pro separaci jadernych komplext pomoci BN-PAGE byla jadra HeLa bunék extrahovana
vzorkovym pufrem pro BN-PAGE (viz kapitola Material a metody) a proteinové komplexy byly
separovany pomoci BN-PAGE za nativnich podminek piesné podle postupu
publikovaného Schaggerem a von Jagowem (Schagger a von Jagow, 1991). Separované
proteinové komplexy byly pieneseny z gelu na PVDF membranu. Jaderné proteinové komplexy
byly na membrané detekovany pomoci protilatek, vybrali jsme protilatky proti velkym
podjednotkdam RNA polymerazy I (116 kDa) a RNA polymerazy II (220 kDa) a protilatku proti
nuklearni DNA helikéze II (140 kDa),viz obr. 11. Protilatkou proti RNA polymeraze I jsme
detekovali jeden pas o velikosti 550 kDa (draha €. 1), protilatkou proti RNA polymeréze II jsme
detekovali pas o velikosti 600 kDa (dréha €. 2), protilatkou proti nuklearni DNA helikaze II jsme
detekovali dva difusni pasy v oblastech 440 a 560 kDa (draha ¢. 3). Proteinové komplexy
detekované protilatkami proti podjednotkdm obou polymeraz piiblizné odpovidaji svou velikosti

holoenzymtiim RNA polymeraz (Voet a Voet, 1995).

Obr. 11 e

£E=

£22
Obr. 11 Western blot jadernych proteinovych
KDa komplextu HelLa bunék separovanych metodou BN-
669 — PAGE. Blot byl inkubovadn se specifickymi protilatkami
i proti podjednotce RNA polymerazy I (drdha ¢.1), proti
podjednotce RNA polymerazy Il (draha C. 2) Ci proti
440 — ﬁ nukledrni DNA helikdze II (drdha ¢é. 3). V levé Casti
obrazku jsou zndzornény standarty molekulovych

232 —

hmotnosti.
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Tyto vysledky byly ovéfeny na jadrech izolovanych z krysi jaterni tkané viz obr. 12.
Podobné jako v pifedchozim piipadé jsme detekovali vySe uvedenymi protilatkami komplex
RNA polymerazy I vyskytujici se v oblasti 550 kDa (draha ¢. 1) a komplex RNA polymerazy 11
jevici se jako silny pas v oblasti molekulovych hmotnosti 500 - 700 kDa (draha ¢. 2).

Obr. 12

RNA Pol 1
RNA Pol I

kDa
669 —
440 — Obr. 12 Western blot jadernych proteinovych
komplexu z jader krysi jaterni tkané separovanych
232 —
metodou BN-PAGE. Blot byl inkubovan se specifickymi
140 protildtkami proti podjednotce polymerdzy I (drdha
¢.1) a proti podjednotce polymerazy II (drdha ¢. 2).
V levé Ccasti obrazku jsou zndzornény standarty
6 ; molekulovych hmotnosti.

12

Lze tedy uzavfit, Ze separace jadernych proteinovych komplexi metodou BN-PAGE je

V principu moZna.

Podle predchozich experimentii (P. Novak, J. Cerny - nepublikované vysledky) bylo
zjisténo, Ze proteinové komplexy separované metodou BN-PAGE je mozZno pfimo analyzovat
pomoci hmotnostniho spektrometru bez dalsi purifikace jejich podjednotek. Timto postupem byl
identifikovan cely proteasom, ATP syntasa a dal$i proteinové komplexy. Dal§im naSim cilem
bylo tedy ovéfit, zda je mozZné vyuzit stejny postup i v pfipadé jadernych komplexi.

K hmotnostni analyze spektrometrem Decca byly vybrany majoritni proteinové komplexy, tj.
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barvitelné CBB R (obr. 13). Vysledky analyzy byly obdobné, ve vSech vzorcich byly
identifikovany histony H2A, H2B, H3 a H4 (v nékterych vzorcich byl ptfitomen i H1), které
vytvaieji nukleosomovy oktamer a nékteré ribonukleoproteiny. Pro jinou analyzu byly vybrany
a zpracovany ty oblasti gelu, kde byly uréeny protildtkami komplexy RNA polymeraz [ a Il
a komplexy obsahujici aktin nebo nuklearni DNA helikazu II (obrazek neuveden). Ve vsech
vzorcich byly opét identifikovany pouze histony, v Zddném analyzovaném vzorku nebyly

nalezeny soucasti RNA polymerazovych komplexi, aktin ani nuklearni DNA helikéza II.

Obr. 13

Hmotnostni spektrometricka analyza separovanych proteinovych komplexut

Vysledek analyzy

kDa

H1, H2A, H2B, H3, H4
669 —

H2A, H2B, H3, H4, hRNP A2B1, hRNP C
440 — H1, H2A, H2B, H3, H4
02 — H2A, H2B, H3, H4

H1, H2A, H2B, H3, H4
140 —
67 —

Obr. 13 Hmotnostné spektrometricka analyza Gel barveny CBB R obsahuje proteinové
komplexy jader izolovanych z krysich jater separované metodou BN-PAGE. Proteinové komplexy
| vyskytujici se ve vybranych oblastech gelu (vyFezané pdsy) byly analyzovany pomoci hmotnostniho
spektrometru. Vysledek analyzy sloZeni proteinovych komplexu je uveden v pravé Cdsti obrazku. V levé

Casti obrazku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.

Tento vysledek je mozZné interpretovat tak, Ze histonové proteiny, které jsou v jadre
"vysoce zastoupeny, jsou nedokonale separovany a vytvateji tak silné pozadi, které znemoziiuje

identifikaci jinych dobfe separovanych komplexd. Tyto jaderné proteinové komplexy se ve
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vzorcich pravdépodobné nachazeji v tak malém mnozZstvi, které nedosahuje prahu citlivosti

analyzatori a nemohou byt proto identifikovany.

Jak bylo uvedeno, pro identifikaci podjednotkového sloZeni vybraného proteinového
komplexu je nutné splnéni podminky, Ze Zadny jiny komplex snim nebude komigrovat
a nasledné interferovat s hmotnostné spektrometrickou analyzou. Jednou z mozZnych cest, jak
alesponi orientaéné ovéfit tento piedpoklad, je dvourozmérna separace proteinovych komplext.
Podrobili jsme nativné separované proteinové komplexy (1. rozmér) separaci za denaturujicich
podminek pomoci SDS-PAGE (2. rozmér).

Na obr. 14 je znazornén stiibrem barveny gel, ktery ukazuje dvourozmérnou separaci
jadernych komplexd. Ve srovnani se separaci cytosolickych proteinti (obr. 8) je tato separace
méné dokonala, horizontdlni pruhy v gelu ukazuji na nedostate¢né separované proteinové

komplexy v 1. rozméru.

Pro sniZeni viskozity vzorku zpiisobenou DNA jsme pouZzili DNazu I. Pokusili jsme se
odstranit nukleové kyseliny jejich degradaci nukleolytickymi enzymy. DNéaza 1 vSak vaze aktin
a zpusobuje rozpad aktinovych komplext. Pokusili jsme se odstranit DNA ze vzorku pomoci
jiného enzymu degradujiciho DNA. Zvolili jsme benzonazu, tento enzym nevytvaii komplexy
s aktinem. Vysledky separace proteinovych komplexi byly stejné jako pii pouziti DNazy 1.

Obr. 14 1. rozmér BN-PAGE
<

230 —

135 —

97 —

575 —

385 —

2. rozmér SDS-PAGE
~

335 —

Obr. 14  StFibrem barveny gel dvourozmérné separace jadernych proteinovych komplexi
extrahovanych DNdzou I z izolovanych jader krysi jaterni tkané. Separace probihala stejné jako v pokusu

zndzornéném na obr. 8. V levé Cdsti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.
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V nésledujicim experimentu jsme se pokusili zabranit kontaminaci gelu chromatinem
tim, Ze jsme se snazili zachovat chromatin v neporuSeném stavu; vylou€ili jsme tedy pouziti
DNazy 1. Nedegradovany chromatin by podle naseho predpokladu nemél do gelu vstoupit.
Pokud jsme DNazu I vylou¢ili z pfipravy vzorku, vysledny lyzat byl vysoce viskdzni a Spatné se
nanasel na gel. Na obr. 15 je stiibrem barveny gel obsahujici jaderny extrakt separovany ve dvou
rozmérech. Na tomto gelu vidime, Ze pfi nativni separaci (1. rozmér) byly separovany pouze
proteiny v monomernim stavu a malé proteinové komplexy, zatimco vét§ina proteinového
materialu (velké a nerozpusténé komplexy) zlstala na startu gelu 1. rozméru. Stfedni oblast

gelu, kde by se mély nachézet vétsi proteinové komplexy, je téméf prazdna.

Obr. 15 1. rozmér BN-PAGE
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Obr. 15 StFibrem barveny gel dvourozmérné separace jadernych proteinovych komplexu, které
byly extrahovdny vzorkovym pufrem pouZivanym v metodé BN-PAGE z izolovanych jader krysi jaterni

tkané bez pouziti DNdzy I V levé cdsti obrazku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.

Autofi metody ve své pivodni praci (Schagger a von Jagow, 1991) naznacuji, Ze
v ptipadé vyskytu velkych nerozpustnych struktur ve vzorku dochdzi k omezeni vstupu vétSich
proteinovych komplexti do gelu. V piipadé vzorki z jader pravdépodobné zabrariuje prichodu
komplext do pért gelu vysokomolekularni DNA.

Nasim dal$im cilem tedy bylo pokusit se najit zplsob pfipravy vzorku odstratiujici DNA
a zvySujici mnozstvi separovanych proteinovych komplexiti zachovanych v nativnim stavu.
Nukleové kyseliny neni moZné odstranit centrifugaci, nebot’ jejich sedimentaéni konstanta je

blizka sedimentaéni konstanté velkych proteinovych komplexda.
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Proto jsme se v dal§im kroku pokusili zachytit DNA na agarosovém gelu vytvaiejicim
rozhrani (mezernik) mezi vzorkem a polyakrylamidovym gelem. DNA by neméla vstoupit do
agarosového gelu, ale souasné by nemeéla branit vstupu proteinovych komplexi do velkych
pori agarosového gelu. Na obr. 16 je gel barveny stiibrem znazortiujici dvourozmérnou separaci
jaderného materidlu, které pfedchazela separace DNA a proteinovych komplexl na agarosovém
gelu. Na horni hranici polyakrylamidového gelu jsme vytvofili agarosovy gelovy pruh o vysce
1 cm, na ktery jsme nanesli jaderny lyzat. Pfedpoklad o zachyceni DNA agarosovym gelem byl
potvrzen barvenim ethidiumbromidem (neukdzano). Obr. 16 dale ukazuje, Ze celkové mnozstvi
proteini v gelu se zvysilo a jsou zde pfitomny i proteiny nachazejici se ptivodné ve velkych
proteinovych komplexech. Na startu gelu 1. rozméru a v agarosovém gelu piesto ztstalo uréité

mnozstvi proteinového materialu.

Obr. 16 1. rozmér BN-PAGE
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Obr. 16 Stribrem barveny gel dvourozmérné separace jadernych proteinovych komplexi, které
byly extrahovdny vzorkovym pufrem pouzivanym v metodé BN-PAGE z izolovanych jader krysi jaterni
tkané. Jaderny vzorek byl nejprve separovdan v agarosovém pruhu nachdzejicim se nad prvorozmérovym
gelem. Nasledna separace probihala stejné jako v pokusu zndzornéném na obr. 8. V levé Edsti obrdzku

jsou znazornény standarty molekulovych hmotnosti.

Velké mnoZstvi proteinového materidlu v agarosovém gelu naznacuje, Ze solubilita
jadernych komplexii je za podobnych podminek nizka. Tyto vysledky nas vedly k otestovani
rozpustnosti jadernych proteinovych komplext za danych podminek a k hledani podminek pro

zvyseni solubility polymerazovych komplext.
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Jaderné proteiny se bézné extrahuji vysokou koncentraci soli (Dignam a kol., 1983). Pii
separaci pomoci BN-PAGE nelze pouzit klasické soli, protoZe zptsobuji precipitaci CBB G,
proto jsou proteinové komplexy za nativnich podminek solubilizovany kyselinou
aminokapronovou. Abychom zvysili solubilitu jadernych komplext, rozhodli jsme se otestovat
ucinek koncentrace kyseliny aminokapronové. Na obr. 17 je gel barveny CBB R, ktery ukazuje
solubiliza¢ni uc¢inek kyseliny aminokapronové na jaderné proteiny v zavislosti na jeji
koncentraci. Se zvySujici se koncentraci kyseliny aminokapronové se zvétSuje mnoZstvi
solubilizovanych proteinli v supernatantu a sniZuje se v nerozpustné ¢asti vzorku. Pii 750 mM
koncentraci kyseliny aminokapronové (tj. koncentraci této soli ve vzorkovém pufru pouzivaném
v ptedchozich pokusech) se nachazela vice neZ polovina jadernych proteind v supernatantu.

K totélni solubilizaci vSech proteinti doslo v pfitomnosti 1,5 — 2 M kyseliny aminokapronové.

Obr. 17
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Obr. 17 Viiv koncentrace kyseliny aminokapronové na solubilitu jadernych komplexi. Gel
barveny CBB R obsahuje separované jaderné proteiny extrahované kyselinou aminokapronovou z jader
izolovanych z krysi jaterni tkané. Jaderné proteiny byly extrahovany 0 M, 05 M, 0,75 M, I M, 1,5 M
a 2 M kyselinou aminokapronovou. Nerozpustny zbytek (P) a supernatant (S) pro danou koncentraci
kyseliny aminokapronové jsou analyzovdny vedle sebe. V levé Casti obrazku jsou zndzornény standarty

molekulovych hmotnosti.

Rozpustnost jadernych komplexid muize byt selektivni, proto byl proveden analogicky
experiment se zdmérem zjistit podminky pro solubilizaci komplexi RNA polymerazy I a II
a aktinu kyselinou aminokapronovou. Western blot (obr. 18) byl barven protildtkami proti
velkym podjednotkdm RNA polymerazy I a II a proti aktinu. Uspofadani blotu je stejné jako
v pfedchozim pokusu. Signal vSech t# protilaitek se zesiluje v drahach obsahujicich

solubilizované proteiny (S) a zeslabuje se v drahach obsahujicich nerozpustnou ¢ést jaderné
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frakce (P) v zavislosti na zvySujici se koncentraci kyseliny aminokapronové ve vzorku. Zjistili

jsme, Ze 1,5 M kyselina aminokapronova solubilizuje vét§inu proteind.

Obr. 18
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Obr. 18 Western blot jadernych proteinit extrahovanych kyselinou aminokapronovou z jader
izolovanych z krysi jaterni tkdné. Extrakce a nandseni proteinu na gel je stejné jako v pokusu
zndzornéném na obr. 17. Blot byl inkubovdn s protilatkou proti velké podjednotce RNA polymerazy I,
dale s protilatkou proti velké podjednotce RNA polymerdzy II a s protildtkou proti aktinu. V levé Cdsti

obrazku jsou znazornény standarty molekulovych hmotnosti.

Podobny experiment byl proveden za nativnich podminek. Obr. 19 znazornuje blot
jadernych proteinovych komplexd separovanych pomoci BN-PAGE. Pomoci protilatek jsme na
blotu detekovali komplexy RNA polymerazy I a RNA polymerazy II ve formé solubilnich
holoenzym pii 0,75 M koncentraci soli ve vzorku, signal v oblasti 500-650 kDa se zesiloval se
stoupajici koncentraci kyseliny aminokapronové ve vzorku. Na obrazku blotu neni patrny signal
ve vzorcich obsahujicich 0,75 M kyselinu aminokapronovou, protoZe obrazek byl pofizen
z velmi kratce exponovaného filmu, aby byly dobfe rozeznany signaly na startu gelu. Pfi
standartni expozici filmu byly signaly holoenzymu RNA polymerazy I a RNA polymerazy II
znatelné, ale signaly velkych komplexi na startu polyakrylamidového gelu a v agarosovém gelu

splyvaly v jeden.

Pii pouziti vysoké koncentrace kyseliny aminokapronové jsme na nativnim blotu pomoci
specifickych protilatek detekovali tfi typy rtizn€ velkych komplexi RNA polymerazy I
a RNA polymerazy II. Signal nejmensiho z téchto komplexii u obou polymeraz se vyskytoval
v oblasti odpovidajici 500 - 650 kDa, coz odpovida holoenzymu vyskytujicicmu se v solubilni
jaderné frakci. Druhy signal se vyskytoval na startu polyakrylamidového gelu. Tento komplex

muzZe byt vétsi nez 1,5 MDa. Tieti signal polymerazovych komplexii se nachazel v oblasti
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agarosového gelu. Komplexy obsahujici aktin jsme detekovali pouze v agarose a v zubu

polyakrylamidového gelu.

Obr. 19
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Obr. 19 Western blot jadernych proteinit extrahovanych kyselinou aminokapronovou z jader
izolovanych z krysi jaterni tkané separovanych pomoci BN-PAGE. Extrakce byla provedena stejné jako
v pokusu zndzornéném na obr. 17. Na gel byly nandseny supernatanty jednotlivych vzorki. Na blotu byly
specifickymi protildtkami detekovdny komplexy RNA polymerdzy I a II a komplexy obsahujici aktin.

V levé Casti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.

V néasledujicim kroku jsme izolovana jadra solubilizovana 1,5 M kyselinou
aminokapronovou separovali pomoci syst¢ému BN-PAGE spojeného s agarosovym gelem.
Doséhli jsme tak dobré separace velkého mnozZstvi proteinovych komplexti (vysledek
neznazornén). Vybrané oblasti gelu obsahujiciho separované proteinové komplexy jsme
postoupili hmotnostné spektrometrické analyze. Ve vzorcich byly ovSem opét identifikovany
pouze histonové proteiny. Tento extrakéni a separa¢ni postup tedy nevedl k odstranéni silného
pozadi, které brani nasledné identifikaci proteinovych komplexti vyskytujicich se ve vzorku

v mensSim mnoZzstvi.
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5.2. Sledovani podjednotkovych interakci proteinovych komplexi pomoci

reakce PICUP

Ve velkych proteinovych komplexech ne vSechny podjednotky spolu interaguji pfimo
svymi povrchy. Pro sledovani téchto interakci se pouzivaji mimo jiné i metody vytvarejici
ptfi¢né kovalentni vazby mezi podjednotkami, které spolu pfimo asociuji. V nedavné dobé byla
popsdana novd metoda svétlem indukované tvorby pii€nych kovalentnich vazeb mezi
asociovanymi proteiny (reakce PICUP — , photo-induced crosslinking of unmodified proteins®)
(Fancy a Kodadek, 1999). Reakce je zaloZena na fotolyze slougeniny Ru(II)(bpy)s**, coz vede ke
vzniku reaktivnich intermedidtt zplsobujicich vznik kovalentnich vazeb mezi blizkymi
aminokyselinovymi zbytky, pfedev§im tyrosiny. V piivodni praci je uvedeno, Ze reakce PICUP

probiha velmi rychle (fadové milisekundy) a specificky propojuje pouze interagujici proteiny.

V pivodni praci popisujici tuto reakci byly experimenty provadény na purifikovanych
proteinech. Autofi publikace vSak uvadéji, Ze tuto reakci by bylo mozZno vyuzit i pfi studiu
slozitgjSich systéma jako jsou bunééné frakce, lyzaty i celé buiiky. Rozhodli jsme se ovéfit, zda
je mozné pouzit reakci PICUP ke studiu proteinovych interakci v komplexnich proteinovych
systémech. K tomuto testu jsme pouZili plasmatické membrany bunék Jurkat. Cilem bylo ovéfit,
zda pii osvitu reakéni smési vznikaji kovalentni vazby mezi asociovanymi proteiny. Reakéni
smés obsahovala bun&&nou membranovou frakci a reagenéni &inidla - Ru(Il)(bpy)s** a akceptor

elektronti (APS), jak je uvedeno v kapitole Material a metody.

Nejprve jsme testovali zavislost mnoZstvi vzniklych kovalentné spojenych komplexti na
dobé expozice vzorku. Vzorky jsme exponovali viditelnou slozkou svételného zéafeni 75 W
xenonové lampy po dobu 1, 15, 30 a 60 sekund. Po inhibici reakce jsme vzorek analyzovali na
gradientovych gelech pomoci SDS-PAGE. Sledovali jsme vznik kovalentné propojenych
proteinovych komplexd. Na obr. 20 je zndzornén gel barveny stiibrem se separovanymi
membranovymi proteiny. Ve vzorcich obsahujicich Ru(Il)(bpy);>* a APS, které byly
exponovany svétlem, jsme detekovali kovalentné spojené proteinové komplexy viditelné na
startu gelu (viz horni Sipka). Komplexy vzniklé reakci tvoii heterogenni smés molekul
s odlisnou molekulovou hmotnosti a mobilitou. Se zvySujici se dobou osvitu vzorku se
zvétSovalo mnoZstvi materialu na startu gelu a zmen3ovalo se mnoZstvi proteinli v monomernim
stavu (napf. viz dolni $ipka). Kovalentni komplexy vznikaly jiz pti nejkrat$im osvitu 1s (drdha
& 3). Ukinna reakce probihala jen za ptitomnosti viech slozek reakéni smési a pfi expozici
svétlem. Zjistili jsme vSak, Ze ve vzorcich, které obsahovaly vSechny reagencie, ale nebyly

exponovany, dochéazelo pfesto k ¢aste¢nému propojeni proteint. Jak je patrné z obr. 20, reakce
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probihala Casteén€ i za pfitomnosti samotného APS, pfitom osvit tohoto vzorku reakci

nezvySoval.

Obr. 20 ”
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Obr. 20 Vliiv délky svételné expozice na mnoZstvi kovalentné spojenych proteinii. Gely barvené
stFibrem obsahujici membrdnové proteiny bunék Jurkat separované pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly
vystaveny reakci PICUP po rizné dlouhou expozici svétlem. Kontrolni drdahy ukazuji reaktivitu
jednotlivych reagencnich Cinidel. V levé cdsti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych

hmotnosti.

Zjistovali jsme, zda lze reakci mediovanou Ru(I)(bpy);>" aktivovat i slab§im zdrojem
svétla. VyzkouSeli jsme klasickou zafivku, fotograficky blesk a spektrofotometr. Prvni dva
uvedené zdroje iniciovaly reakci po nékolikasekundovém osvitu (tyto postupy byly nevyhodné
z hlediska ohfivani vzorku a kvili €asovym prostojim pii nabijeni blesku). Intenzita svétla
spektrofotometru byla jiz ptili§ slaba a k Zddné reakci nedo$lo ani po velmi dlouhém osvitu 60 s
(vysledky neuvadény).

Nase zjisténi o reaktivit¢ samotného APS se zda byt v rozporu s publikovanymi udaji
autorti metody. To nés vedlo k provedeni analogického experimentu, viz obr. 21 znazorujici gel
barveny CBB R obsahujicici membranové proteiny separované metodou SDS-PAGE. V tomto
pokusu byla vytvofena fada kontrol, kterymi jsme ovéfovali reaktivitu samotného APS. Ve
viech vzorcich obsahujicich APS (at’ uZ je pfitomno Ru(II)(bpy)s** nebo neni) jsou pfitomny
velké kovalentné spojené komplexy proteini, které zlistavaji na startu gelu (drahy ¢. 5 - 8) na
rozdil od vzorki neobsahujicich APS, v kterych k reakci nedoslo (drahy €. 1 - 4). Nicméné drdha
¢. 8 ukazuje, Ze i pii kratké dobé expozice (0,5 s) reakéni smési obsahujici vSechny reagencie

dochazi k dal§imu vzristu mnozstvi proteinii zlstavajicich na startu gelu. Samotny osvit nema
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zadny modifikaéni vliv na proteiny v reak¢éni smeési (draha ¢. 2). Tyto vysledky ukazuji, Ze

samotné APS zplisobuje vznik kovalentnich vazeb mezi proteiny.

Obr. 21
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Obr. 21 Viiv APS na tvorbu kovalentnich vazeb mezi proteiny Gel barveny CBB R obsahujici
membrdnové proteiny bunék Jurkat separované metodou SDS-PAGE podrobené reakci PICUP. Reakcéni
smés obsahovala jednotlivé komponenty tak, jak je uvedeno v legendé nad obrdzkem gelu. V levé Cdsti

obrazku jsou znazornény standarty molekulovych hmotnosti.

Pokusili jsme se omezit vliv APS sniZenim jeho mnoZstvi nutného pro reakci
mediovanou Ru(II)(bpy)32+. Zjistili jsme, Ze se sniZujici se koncentraci APS ve vzorku se sniZuje
i u¢innost reakce mediované Ru(Il)(bpy)s**. Za ptitomnosti 0,3 mM APS reakce jiZ neprobiha

(obrazek neukazan).

Proto jsme se rozhodli nahradit tento akceptor elektroni Co(Ill) pentamin chloridem
(Fancy a kol., 2000), ktery ma podobné vlastnosti jako APS. Na obr. 22 jsou znazornény
Western bloty membranovych proteini podrobenych reakci PICUP za ptfitomnosti APS nebo
Co(III)(NH;)sCI**. Pomoci specifické protilatky jsme na blotech detekovali fosfatazu CD 45.
Jak vyplyva ze signalii na obou blotech, reakce PICUP v p¥itomnosti Co(III(NH3)sCI** ma nizsi
uéinnost nez v ptitomnosti APS, resp. kovalentné propojené komplexy obsahujici CD 45
vznikaji v pfitomnosti APS jiZ pfi osvitu 1 s, zatimco v pfitomnosti Co(IIN)(NH3)sCI** vznikaji

komplexy aZ pfi osvitu del§im nez 5 s.
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Obr. 22
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Obr. 22 Porovndni ucinnosti APS a Co(IIl)(NH;)sCI*'. Western bloty membrdnovych proteinit
separovanych pomoci SDS-PAGE inkubované s protildatkou proti fosfataze CD 45. Proteiny byly
podrobeny reakci PICUP za pFitomnosti APS (obrdzek vlevo) nebo Co(IIl)(NH3)sCF" (obrdzek vpravo).

V levé casti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.

Tento poznatek byl potvrzen i nasledujicim experimentem (obr. 23), kde byl blot
s membranovymi proteiny inkubovan s protilatkou proti aktinu. Na blotu obsahujicim proteiny
podrobené reakci PICUP za pfitomnosti APS jsme detekovali komplex o velikosti, ktera
odpovida dimeru aktinu (84 kDa, oznaceno Sipkou) jiz pti osvitu 5 s a komplex odpovidajici
trimeru aktinu (126 kDa, oznaéeno Sipkou) pfi osvitu 15s, zatimco na blotu obsahujicim proteiny
podrobené PICUP reakci za pfitomnosti Co(III)(NH3)sCI* jsme detekovali pouze komplex

o velikosti dimeru pfi osvitu 15 s.

Obr. 23
+ + -+ + + Ru(ll)(bpy),” + 4+ -+ + + Ru(l)bpy)™
- -+ + + APS -+ - 4+ + + Co(IlH(NH,)sCP*
kDa - - = 15 15 osvit(s) kDa - - - 15 15 osvit(s)
135 — — (aktin); 135 — .
97 — — (aktin), — (aktin),
78 —
575 — o .
> g aktin .
38,5_ — aktin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obr. 23 Western blot membrdnovych proteini separovanych pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly
podrobeny reakci PICUP za pritomnosti APS (obrdzek vilevo) i za pFitomnosti Co(IIl)(NH3)sCF~
(obrdzek vpravo). K detekci byla pouzita protilatka proti aktinu. V levé Cdsti obrazku jsou zndzornény

standarty molekulovych hmotnosti.

V pivodni praci autofi uvadéji, Ze reakce PICUP indukuje vznik kovalentnich vazeb
pouze mezi asociovanymi proteiny. Ovéfili jsme toto tvrzeni detekci specifickymi protilatkami

proti znamym proteinim vyskytujicich se v komplexech. PouZili jsme protilatky proti
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membranovym lymfocytarnim proteinim. Na obr. 24 je zndzornén blot membranovych proteint
separovanych pomoci SDS-PAGE, na kterém byly detekovany specifickymi protilatkami
vzniklé kovalentné spojené proteiny podrobené reakci PICUP. VyzkouSeli jsme téméf patnact
specifickych protilatek proti riiznym proteintim, pomoci Sesti z nich jsme detekovali kovalentni
komplexy. Byly to protilatky proti membranovym antigentim - fosfatdze CD 45, chaperonu VCP
(vanosin containing protein), B-integrinu (CD 29), B,-integrinu (CD 18), leukosialinu CD 43
a aktinu. VSechny tyto proteiny za fyziologickych podminek asociuji s dal$imi proteiny.
Fosfatdza CD 45 (180-240 kDa) asociuje s tyrosinkindzami (Ostergaard a kol., 1989), chaperon
VCP (100 kDa) vytvaii oktamery (Dai a Li, 2001), B;-integrin (110-130 kDa) vytvaii komplex
s CD 49 a interaguje s cytoskeletem (Hemler, 1990), B,-integrin (95 kDa) interaguje s CD 11
(Hibbs a kol., 1991), leukosialin (100-135 kDa) interaguje s CD 54 (ICAM-1) (Rosenstein
a kol., 1991) a aktin (42 kDa) vytvati polymery - viz obr. 23. Pti kratkych osvitech (0,5 s)
vétSina proteind i po reakci zlstala v nezménéném stavu, pouze protein CD 45 vytvarel vlivem
kratkého osvitu kovalentni komplexy (1. dvojdraha zleva). Pfi delSich osvitech jsme detekovali
vzniklé komplexy leukosialinu CD 43, B,-integrinu, B,-integrinu, fosfatazy CD 45 a chaperonu
VCP. Vlivem reakce vzniklo mnoho rizné velkych multimerd, které se jevily jako Siroky pas

v horni ¢asti blotu, velka ¢ast komplext kvili své velikosti nevstoupila do gelu a zlstala v jamce

gelu.
Obr. 24
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Rovnéz jsme se pokusili ovérit reakci na jednodus$im systému, ktery by obsahoval pouze
purifikované proteiny. K tomuto ucelu jsme pouzili pfecistény imunoglobulin IgG;. Na obr. 25
je znazornén Western blot obsahujici imunoglobulin, ktery byl vystaven reakci PICUP
v pfitomnosti APS nebo Co(III)(NH;)sCI**. Detekovali jsme signaly komplext obsahujicich
tézky fetézec imunoglobulinu (75 kDa) sekundarni protilatkou proti imunoglobulinu. Jak je
vidét v draze ¢. 5, pfi pouziti APS vznikal Siroky pas v horni ¢asti gelu jiz pfi osvitu Is.
V drahach delSich osviti zilstal prakticky vSechen materidl na startu gelu. Pfi pouziti
Co(III)(NH;3)sCI** jsme kovalentn& spojenou molekulu imunoglobulinu o velikosti cca 150 kDa

detekovali ve vzorcich s nékolikasekundovym osvitem (viz drahy 15 a 16). Z toho plyne, Ze

w7 . . v orwe wewr v V7, . +
reakce v pfitomnosti APS je podstatné (¢inn&jsi nez v ptitomnosti Co(III)(NH3)sCI**.
Obr. 25
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Obr. 25 Western bloty imunoglobulinu IgG, separovaného pomoci SDS-PAGE vystaveného
reakci PICUP. Blot vpravo obsahuje protein vystaveny reakci PICUP v pFitomnosti APS, blot vievo
obsahuje protein vystaveny reakci v pritomnosti Co(IIl)(NH3)sCF'. V levé cdsti obrdzku jsou zndzornény

standarty molekulovych hmotnosti.

Reakce PICUP v ptfitomnosti APS je vysoce u¢inna. Testovali jsme mozZnost, jak tuto
reakci zbrzdit. Autofi v pivodni praci uvadéji, Ze reakci je mozno inhibovat nadbytkem urcité
volné aminokyseliny (Fancy a kol., 2000). VyzkousSeli jsme histidin, ktery byl uvadén jako
CasteCny inhibitor reakce. Tento poznatek jsme potvrdili (vysledky neukézany). Dale jsme
vyzkouSeli moZnost iplné inhibice reakce pfidanim nadbytku volné aminokyseliny, zvolili jsme
tryptofan kvili dobré rozpustnosti v reakénim pufru. Zjistili jsme, Ze 7,5 mM tryptofan v reakéni
smési inhibuje reakci mediovanou Ru(Il)(bpy)s**. Ve vzorcich, v kterych byla reakce PICUP
zhasena nadbytkem volné aminokyseliny vSak dochazelo k viditelné modifikaci proteini

(proteiny mély jinou mobilitu pfi separaci), a to ve vzorcich obsahujicich APS, viz obr. 26.

64



- . + + +  Ru(Il)(bpy);**
- + - + + APS
Obr. 26 30 - - 30 osvit (s)

W’«w.;;mv-\_{w

kDa Lo
&,{ G

230

135

97
78

57,5

38,5

Obr. 26 Viiv APS na proteiny v pfitomnosti tryptofanu. Gel barveny CBB R obsahujici
membranové proteiny bunék Jurkat separované metodou SDS-PAGE podrobené reakci PICUP, kterd

byla zhdsena tryptofanem. V levé Cdsti obrdzku jsou zndzornény standarty molekulovych hmotnosti.
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6. Diskuse

Utelem préace bylo otestovani dvou novych metod studujicich interakce v proteinovych
komplexech. Prvni znich byla elektroforeticka technika separujici proteinové komplexy za
nativnich podminek, tato metoda byla pivodné vyvinuta pro membranové mitochondridlni
proteiny (Schagger a von Jagow, 1991). Chtéli jsme touto cestou dosahnout separace jadernych
proteinovych komplexd, které by bylo moZno nasledné¢ piimo identifikovat pomoci
hmotnostniho spektrometru. Druhou metodou byla neddvno nové vyvinuta modifikace metody
chemické tvorby pti€nych kovalentnich vazeb mezi proteiny. Tato metoda oznacovana zkratkou
PICUP byla autory aplikovana v experimentdlnim systému obsahujicim pouze purifikované
proteinové komplexy (Fancy a Kodadek, 1999). Nasim zdmérem bylo pokusit se adaptovat tuto
techniku na analyzu proteinovych interakci “in situ“, tj. v nepurifikovanych bunéénych frakcich

(buné¢nych membranach).

6.1. Vyuziti BN-PAGE pro separaci jadernych komplexi dale analyzovanych

hmotnostni spektrometrii

Zavedeni hmotnostni spektrometrie pro biologické struktury podstatné usnadnilo
identifikaci proteint. K pfipravé vzorku na hmotnostni analyzu neni jiZ nutné pouZiti
purifika¢nich metod, jejichZz vytézkem je velké mnoZstvi materidlu, ale lze pouzit i malé
mnoZstvi proteinli napt. separovanych pouze pomoci elektroforetickych technik. To vede
v soucasnosti ke zvySenému zajmu o specialni elektroforetické techniky. BN-PAGE umoziiuje
separaci proteinovych komplexd ve stavu, vjakém se nachédzeji v buiice. Tato metoda ma
podstatn€ lepS§i rozliSeni nez klasicky pouZivané metody studujici proteinové komplexy
(ultracentifugace, gelova filtrace), kalibrace systému pomoci standardi je jednoducha a potiebné
mnoZzstvi vzorku je v porovnidni svySe uvedenymi metodami minimalni. Ve spojeni
s hmotnostné-spektrometrickou analyzou je moZné timto postupem analyzovat podjednotkové

sloZeni i velmi velkych a sloZitych proteinovych komplext (Schagger a kol., 1994).

Rozhodli jsme se ovéfit, zda je mozné pouZit tento systém pro separaci jadernych
proteinovych komplexu. Zjistili jsme, Ze separace nékterych jadernych proteinovych komplext
(RNA polymeraza I a II, nukledrni DNA helikdza II) metodou BN-PAGE zplsobem
pouzivanym pro separaci membranovych komplexi je v principu mozna. Molekulové hmotnosti
holoenzymti RNA polymerazy I a RNA polymerazy II separovanych pomoci BN-PAGE
odpovidaly hodnotdm ziskanym chromatografickymi separaénimi technikami (Bitter, 1983;
Hannan a kol., 1998).
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NevyteSenym problémem ovSem zilstala hmotnostni analyza separovanych jadernych
komplexti. Ve vSech analyzovanych vzorcich byly nalezeny pouze jaderné histony. Je otazkou,
zda histonové proteiny vytvéfeji silné pozadi pro jejich nedokonalou separaci (viz niZe) nebo
zda dochazi k separaci mnoha rizné velkych fragmentd nukleosomd, které tak pokryji celou
separa¢ni drahu. Pomérné zastoupeni jednotlivych histonli ve vzorku uréené analyzou ovSem

nenaznacuje, Ze by se mohlo jednat o intaktni nukleosomy ¢i fragmenty chromatinu.

Nejprve byly analyzovany vzorky obsahujici majoritni jaderné komplexy barvitelné
CBB R, o nichZ by bylo mozné ptedpokladat, Ze budou obsahovat nukleosomy ¢i fragmenty
chromatinu. Tento pfedpoklad se potvrdil, ve vech vzorcich byly identifiovany histony. Rovnéz
byly analyzovany vzorky, ve kterych by se mély nachdzet komplexy RNA polymerazy I a II
a komplexy obsahujici aktin nebo nuklearni DNA helikézu II (jejich pozice v gelu byla uréena
protilatkami). I v téchto vzorcich byly nalezeny ve vSech pfipadech histonové proteiny, nikoliv
proteiny vyskytujici se v hledanych komplexech. MoZnym vysvétlenim je, Ze se tyto proteiny
nachazely v gelu v mnozZstvi, které nedosahovalo prahu citlivosti hmotnostnich analyzatort.
Vysledky nékolika hmotnostnich analyz, kde byly vzdy ve vSech vzorcich identifikovany
histony, naznacuji, Ze histonové proteiny jsou pfitomny v celém gelu. Zda se tyto proteiny
v systému BN-PAGE pohybuji v gelu aberantné, tedy ne v ostré zo6n€, miiZze byt zplsobeno
jejich silné bazickym charakterem, pro ktery za daného pH disociuji pouze ¢aste¢né a tudiz se
nepohybuji v elektrickém poli homogenné. V ptivodni praci Schaggera a von Jagowa (Schagger
a von Jagow, 1991) je uvedeno, Ze systém BN-PAGE je schopen separovat pouze kyselé
proteiny, resp. proteiny, které maji pl niZsi nez 8,6 a to v ptipad€, Ze jsou schopny vazat CBB G.
Proteiny, které nevazou CBB G mohou byt uspé$né separovany pouze v ptipadé, Ze jejich pl je
niz§i nez 5,4. Druhym moZnym vysvétlenim pfitomnosti histond v celém gelu mulze byt
uvoliiovani chromatinovych fragment z vysokomolekuldrni DNA, kterd zlistdvd na startu
separa¢niho gelu (jak bylo ovéfeno barvenim ethidium bromidem). Béhem separace mize
dochazet vlivem elektrického pole k postupnému uvoliiovani nukleosomil nebo jejich ¢asti do

gelu.

Neméli jsme vSak k dispozici specifické protilatky proti histonovym proteinim, abychom

oba tyto pifedpoklady jednozna¢né ovéfili.

At uZ dochazi k nedokonalé separaci histonovych proteini kterymkoliv z uvedenych
mechanismi, bylo nutné najit zptisob, jak proceduru modifikovat a “kontaminaci histony* ze
separace jadernych proteinovych komplexid odstranit. Byly testovany rtizné zpiisoby pfipravy
vzorku a modifikace separaéniho postupu vedoucich ke zvy$eni mnozZstvi minoritnich jadernych

proteinovych komplexi v gelu.
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Pokusili jsme se odstranit chromatinové pozadi ze vzorku nukleolytickymi enzymy. Za
timto Gcelem jsme pouZili enzymy degradujici DNA — DNazu I a benzonazu. Pisobenim obou
enzyml doSlo k cCaste¢né degradaci chromatinu, takZe proteinové komplexy mohly volné
vstupovat do gelu, ovSem silné pozadi zptisobené histony, které znemoziiuje identifikaci jinych
proteini pomoci hmotnostni spektrometrie se timto postupem odstranit nepodafilo. Je mozné, Ze
kratkd doba inkubace snukledzami nevedla k totdlnimu rozSté€peni chromatinu na

mononukleosomy.

Pokud byly nukledzy vylouceny z pfipravy vzorku, dochazelo k blokovani poéri
akrylamidového gelu chromatinem a tim k zabranéni vstupu velkych proteinovych komplext do
gelu. Proto jsme se pokusili zabranit tomuto jevu pouZitim agarosového mezerniku umisténém
na horni hranici polyakrylamidového gelu. Agarosovy gel sice zadrZel vysokomolekularni
DNA, vysledky néasledné hmotnostni analyzy vSak ukazaly, Ze histonové komplexy se v gelu
nachézeji stale. Tento vysledek opét naznacuje, Ze ke kontaminaci gelu histonovymi proteiny
zfejmé& dochazi v prib&éhu separace plisobenim elektrického pole, které zpusobuje vytrhavani
¢asti chromatinu ze startovni zony a tyto fragmenty pak postupnou migraci do gelu mohou

vytvaret kontaminujici pozadi.

Dal$im problémem byla také Spatnd rozpustnost jaderného materidlu — velka c&ast
jadernych proteinovych komplexd zlstdvala za solubilizaénich podminek popsanych
Schaggerem a Jagowem na startu gelu. Pokusili jsme se tedy zvySit mnoZstvi solubilnich
jadernych proteinovych komplexi zlepSenim solubiliza¢nich podminek. P¥i pfipravé vzorku za
podminek pouZivanych pro membranové proteiny, tak jak je popsano v (Schagger a von Jagow,
1991), byla solubilizovana pouze polovina celkového mnozZstvi jadernych proteini. Druha
polovina proteinti zistala v nerozpustné formé vdzana na jaderné struktury a nemohla vstoupit
do gelu. Ukézalo se, Ze nejlepSich solubiliza¢nich u€inki se dosahlo zvySenim koncentrace
kyseliny aminokapronové ve vzorku na 1,5 - 2 M. Zjistili jsme rovnéz, Ze se zvySujici se
koncentraci kyseliny aminokapronové ve vzorku se zvétSoval pomér mezi solubilni formou
holoenzymti RNA polymerazy I a II a velkymi nerozpustnymi komplexy téchto enzymi. Tento
jev byl zfejmé zplsoben ufinkem vysoké koncentrace kyseliny aminokapronové na stabilitu
vétSich polymerazovych komplexti, které se za danych podminek rozpadaly az na solubilni
formu holoenzymu. Stabilita samotného holoenzymu v$ak naru$ena nebyla, nebot’ na blotech
neni patrny signal polymerazovych podjednotek v monomernim stavu. Tyto vysledky jsou

obdobné pro RNA polymerasu I i pro RNA polymeréazu II.

V kone¢né fazi jsme se pokusili spojit dva pfistupy — solubilizaci jadernych komplexi

1,5 M aminokapronovou kyselinou a jejich preseparaci v agarosovém gelu. MnoZstvi
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separovanych proteinovych komplexd se sice celkové zvysilo, nicméné ani nyni se nepodatilo
odstranit pozadi zpisobené pfitomnosti histonovych komplexl. Zatim Zadny z ndmi pouzitych
postupd nevedl k odstranéni histonové kontaminace. V soucasné dobé¢ testujeme dalSi zpisob
odstranéni  vysokomolekuldrni formy chromatinu ptedseparaci v agarosového gelu
a odstranénim vysokomolekuldrni DNA pfed vlastni separaci. Dalsi moZnosti, jak tento problém
vytesit, by mohlo byt specifické odstranéni DNA protilatkou proti DNA navdzanou na
magnetickych kulickdch, DNA navéazana protilatkou na kulicky by byla odstranéna ze vzorku

diferen¢ni centrifugaci.

6.2. Studium proteinovych interakci membranovych komplexi metodou

PICUP

Studium interakci podjednotek uvniti proteinovych komplext je dileZité pro pochopeni
jejich struktury a funkce a jak se tato funkce méni v zévislosti na zméné struktury. Jednim ze
zplsobll, jak tyto interakce studovat, je technika tvorby kovalentnich vazeb mezi proteiny,
jejichZ povrchy jsou v tésném kontaktu. V soucasnosti se hledaji postupy, které by umoznily
studovat timto zpltisobem komplexy za fyziologickych podminek. Jednou z nové vyvinutych
metod, kterou by bylo moZno uplatnit, je svétlem indukovana tvorba kovalentnich vazeb reakci
PICUP (Fancy a Kodadek, 1999). Jak zminéno v uvodni kapitole, tato reakce ma mnoho vyhod
oproti tradi¢né pouZivanym technikdm vyuZivajicim bifunkéni spojky. Je zaloZena na reakénich
intermediatech, které nemaji modifikaéni G¢inky na proteiny, probihd velmi rychle a ma vysoké
vytézky kovalentn€ propojenych produkti. Tento systém je moZno aktivovat v piesné
definovany okamzik, coZ by mohlo umoznit studium dynamickych déji. Reakce je aktivovana
viditelnym zafenim, to odstraiiuje problémy s degradaénim a modifikaénim vlivem UV zéfeni.
K osvitu je vhodné pouzivat silné svételné zdroje (xenonové nebo volframové lampy), ale je
mozné pouzivat i dostupnéj§i zdroje jako je fotograficky blesk. K aktivaci reakce staci
milisekundové expozice, ale tuto dobu by bylo mozné jesté zkratit pfi pouziti laseru (Fancy
a kol., 2000).

Reakce PICUP byla doposud ovéfena pouze na purifikovanych proteinech (Bitan a kol.,
2001; Lumb a Danpure, 2000). V ptivodni praci vSak autofi uvadéji, Ze tento systém by mohl byt
vyuzit i pro studium nepurifikovanych proteini nachazejicich se ve slozitych systémech
bunéénych frakci, pfipadné na celych buikédch (Fancy a kol., 2000). Cilem na$i prace bylo
zjistit, zda reakce mulze byt vyuZita pfi studiu proteinovych komplexi nachézejicich se
v hrubych bunéénych preparacich, v naSem pifipadé v bunéénych membréanéach. Zjistili jsme, Ze

pisobenim reakénich ¢inidel dochdzi ke kovalentnimu propojeni proteind. Tento jev byl
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znatelny jiz pfi velmi kratkych expozicich (1 s) zafenim 75 W xenonové lampy, kdy vznikaly
kovalentné spojené polymery o velké molekulové hmotnosti. Analyzovali jsme jejich sloZeni
pomoci protilatek. Ukézalo se, Ze proteiny, o kterych se uvadi, Ze asociuji s dal§imi proteiny,
vytvarely vlivem reakce polymery. Nebyly jsme v3ak schopni ur¢it jejich ptesnou velikost, resp.
proteiny se nachédzely v mnoha rizn€ velkych komplexech, které jsme detekovali jednak na
startu gelu a jednak jako SirSi pas vhorni Casti gelu. To mize byt vysvétleno tim, Ze
membranové proteiny interaguji s vice proteiny a pii reakci PICUP vznikaji tedy rozdilné
kovalentné spojené komplexy co do jejich sloZzeni a molekulové hmotnosti. V ptipadech
nékterych proteind (CD 45 a P;-integrin) jsme detekovali kromé polymert v Sirokém pasu
1 vzniklé komplexy separované v uzké zoné€ vyskytujici se v horni ¢asti gelu. V ptipadé aktinu

jsme detekovali jeho dimer a trimer, vznikajici vlivem reakce PICUP.

Ovérili jsme vliv jednotlivych reagencii na tvorbu kovalentnich vazeb. Zjistili jsme, Ze
reakce PICUP probihd u&inné jen v pFitomnosti Ru(Il)(bpy)s** a akceptoru elektrond pti
expozici proteind svétlem. Samotné Ru(I)(bpy);** v exponovaném vzorku Zadnou reakci
nevyvolava. Déle jsme zjistili, Ze ucinnost reakce zavisi na mnozZstvi pfitomného APS. Se
snizujici se koncentraci APS se sniZuje 1 mnoZstvi kovalentné spojenych proteini. Tento

poznatek odpovida vysledkiim uvadénym v piivodni praci (Fancy a kol., 2000).

Daéle jsme zjistili, Ze kovalentni propojeni membranovych proteinti pfi expozici reakéni
smé&si neni zpiisobeno pouze reakci vyvolanou fotolyzou Ru(Il)(bpy)s**, ale dochazi k nému
¢astecné i bez osvitu a dokonce i v nepfitomnosti Ru(II)(bpy)32+. Z vysledki nasich experimentt
je ziejmé, Ze tato reakce je zpusobena reaktivitou samotného APS, resp. sulfatovych radikald.
Reakce zplsobenda samotnym APS je podstatné slabs§i nez reakce vyvoland fotolyzou
Ru(II)(bpy)s>*. Oviem v piipadg, Ze doba pisobeni APS na proteiny je dlouhd (fadové desitky
minut), dochazi k vyraznym modifikacim proteind, coZ se projevuje zménou mobility proteinti
v monomernim stavu pii elektroforetické separaci. Tento jev by mohl byt zplisoben oxidaci
methioninovych a cysteinovych zbytki, kterd je popsana v piivodni préaci. Oxidaci zplisobuje
APS pfi dlouhych inkubacnich ¢asech. V ptipadé, Ze bylo APS ptfiddno do vzorku jiz
obsahujiciho redukéni €inidlo, tento typ reakce neprobéhl. To naznacuje, Ze reakce zplisobend
APS je inhibovana redukénimi podminkami, a Ze za tuto reakci jsou odpovédné radikaly, které
vznikaji v ptitomnosti APS. V podminkéch naSich experimenti miize APS zpisobovat propojeni
lipida do velkych celkt a ptipadné propojeni lipidl a proteind dohromady. To by vysvétlovalo
vyskyt velkych komplexi obsahujicich proteiny v pfitomnosti APS. Reakci v pfitomnosti
samotného APS jsme detekovali pouze pomoci proteini barvenych v gelu. Na blotech v3ak tato
reakce zfejma nebyla, coZ vysvétluje, pro¢ se tato reakce neobjevila ve vysledcich uvadénych
vpraci D. A. Fancyho a kol. (Fancy a kol, 2000; Fancy a Kodadek, 1999), ktefi uvadéji
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vysledky ziskané pouze pomoci Western blotl. Tento jev miZe mit nékolik vysvétleni. Reakce
v ptitomnosti samotného APS by mohla byt specifickd pro urcité proteiny, které jsme my
nestudovali protilatkami, takZe jsme je detekovali pouze v barvenych gelech. DalSim
vysvétlenim miiZze byt, Ze pfi reakci vznikd takové mnozstvi komplext, které je jesté
detekovatelné barvenim v gelu, ale jiZ ne protilatkou, a ptfipadné pii pfenosu proteinti z gelu na
membranu se velké komplexy pfenesou jen z €asti a jejich mnoZstvi na membrané je jiZ pod
hranici citlivosti protilatky. V priibéhu nasi prace jsme také zjistili, Ze pfi blotovani dochazelo
k nerovnomérnému ptenosu proteind, resp. proteiny vyskytujici se na okrajich gelu nebo v jejich
blizkosti a pfedevsim velké polymery a proteiny se pfenaSely z gelu na membranu podstatné
hife neZ mensi proteiny vyskytujici se ve stiedovych &astech gelu. To nam znemozZiiovalo

porovnavat intenzitu signall protilatek detekujicich velké kovalentné€ spojené komplexy.

Z vyse uvedenych diivodd reaktivity APS jsme se rozhodli pouzit jako elektronovy
akceptor jinou slou€eninu, a to Co(IIN)(NH3)sC1**. Ve shodé s puvodni praci (Fancy et al., 2000)
pfi porovnéni G¢innosti obou reagencii jsme zjistili, Ze efektivita reakce PICUP v pfitomnosti
APS je nékolikanasobné vyssi. Kovalentné spojenych polymeri o stejné velikosti vznikajicich
v ptitomnosti APS pii osvitu 1 sje mozno dosdhnout pomoci Co(IIN(NH;)sCI** az pfi osvitu
nékolika desitek sekund. Co(III)(NH3)sCI** viak nem4 modifikatni u¢inky na proteiny, jaké se
vyskytly pfi pouziti APS. Z charakteru vznikajicich polymerd je mozné usoudit, Ze reakce
v pfitomnosti Co(IIH(NH3)sCI** je vice specifickd pro asociované proteiny neZ reakce
v pfitomnosti APS. Tyto poznatky byly potvrzeny experimentem, ve kterém byl pro
zjednoduseni pouzit purifikovany imunoglobulin IgG;. I zde bylo APS podstatné u€innéjsi, ale
zaroven se reakce v jeho pfitomnosti jevila jako méné specifickd, protoZze vznikaly vlivem
reakce PICUP kovalentni komplexy vétsi neZ molekula IgG;. To mohlo byt ale také zpisobeno

spontanni agregaci imunoglobulinu v roztoku jesté pied iniciaci reakce PICUP.
Dalsi moznosti, jak omezit reaktivitu APS je pouziti inhibitorti volnych radikala jako je
vitamin E, askorbat, DETAPAC, EDTA, glutathion a dalsi. Tyto latky zhéSeji specifické

radikaly a mohly by tak selektivné inhibovat neZadouci modifika¢ni reakci. Jejich otestovani by

pfispélo i k pochopeni mechanismu samotné reakce.

V soucasnosti se snaZime najit podminky reakce PICUP, pti kterych vznikd minimum
kovalentnich vazeb mezi asociovanymi proteiny (1 — 2 vazby na protein), aby nedochéazelo

k snizeni mnoZstvi analyzovatelnych peptidi hmotnostni spektrometrii.
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7. Zavér

Aplikovali jsme metodu BN-PAGE vyvinutou pro separaci membranovych proteinovych
komplexi na jaderné membranové proteiny. Zjistili jsme, Ze v principu je separace tohoto

materiadlu pomoci BN-PAGE mozZna.

Takto separované jaderné proteinové komplexy neni mozZno analyzovat pomoci
hmotnostni spektrometrie z divodu ptfitomnosti velkého mnozZstvi histonovych proteint

vytvatejicich silné pozadi. Tyto proteiny pochazeji z fragmentt chromatinu.

Zptsob ptipravy vzorku pro BN-PAGE popsany Schaggerem a von Jagowem (Schagger
and von Jagow, 1991) pro membranové proteinové komplexy neni optimélni pro jaderné
proteinové komplexy. Jejich solubilita je za danych podminek nizkd. My jsme ji podstatné

zvysili pouZitim vysoké koncentrace kyseliny aminokapronové (1,5 — 2 M).

Pokusili jsme se vyuzit reakci PICUP pro studium protinovych interakci komplext
nachézejicich v buné¢nych membranach.

2+

Ovéftili jsme, Ze v pfitomnosti Ru(Il)(bpy);”™ a APS pfi expozici svételnym zafenim

vznikaji pfi¢né kovalentni vazby mezi proteiny bunéénych membran.

Zjistili jsme, Ze v ptitomnosti samotného APS probihd analogickéd reakce zpusobujici
propojeni a modifikaci proteini. Tato reakce neprobiha za redukujicich podminek, coz ukazuje,
Ze pri¢inou by mohly byt volné radikaly.

Testovali jsme Co(III)(NH3)5C12+ jako mozny akceptor elektroni. Reakce PICUP vSak

byla v pfitomnosti této reagencie podstatné méné i¢inna nez tomu bylo v pfitomnosti APS.

Obé studované metody by mohly slouZit k podrobnému studiu proteinovych interakci
a ve spojeni s hmotnostni spektrometii by mohly pfispét k identifikaci asocia¢nich partnerd

v proteinovych komplexech.
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