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1. Uvod

Cela prace pojednava o imunologické metodé¢ Western Blotting (dale jen WB). Metoda je
popséna jak obecné (jeji vyznam a pouziti), tak jsou popsany provedené experimenty.

Metoda WB se pouziva Vramci diagnostiky rtuznych onemocnéni Kk detekci specifického
proteinu Vv biologickém materialu pomoci vazby specifické primarni protilatky vuci konkrétnimu
proteinu. V laboratofi oddéleni kontroly kvality (dale jen QC laboratof, ze zkratky Quality Control) se
vlastné pouzivd k ,,opacnému ucelu”, k ovéieni specificnosti vyrabénych protildtek na zndmém
materialu.

Hlavnim cilem bylo optimalizovat metodu WB, kde bych v ramci jednoho experimentu
porovnala dva rozdilné typy standardii. Testovani se tyka dosud bé&zné pouzivaného standardu
v QC laboratofi — Prestained SDS-PAGE, Low Range od firmy BIO-RAD (dale jen STD Biorad) a
nového testovaného standardu Biotinylated Protein Ladder od firmy Cell Signaling (déale jen STD
Cell Signaling). Podrobngji rozepsané cile jsou popsané dale v praci. Ugelem bylo, aby praci na
zaklad¢ jejiho precteni pochopil i laik, ktery se nevyznd v zakladnich pojmech. Timto laikem jsem
totiz 1 j& sama. Po provedeni experimentu a sepsani této zpravy bych se méla v metod¢ a pojmech
zakladn¢ orientovat.

Toto téma jsem si vybrala, protoze mé dany obor zajima. Rada bych se timto smérem vydala i
v dal$im studiu. Proto by tato prace méla prohloubit mé znalosti a orientaci v tématu. Diky této praci
také ziskam zakladni nadvyky a praxi v laboratofi. Chtéla jsem, aby ma prace byla uzite¢na také
né¢komu jinému. Proto mi bylo od firmy nabidnuto toto téma, srovnani pouzivaného a testovaného (v
laboratofi zatim nepouzivaného) standardu, na jehoz zdklad€ jsem napsala pro firmu doporuceni. Po
celou dobu provadéni experimentu ve firmé Exbio Praha, a.s., jsem pracovala pod odbornym vedenim
a dohledem.

Prace dale obsahuje cile a postup prace. V postupu prace popisuji piesny prubéh metody krok
za krokem, podle klasického postupu QC laboratote. Stat’ prace je Clen¢na do péti kapitol. Prvni
kapitola vysvétluje postupy metody a popisuje rozdilné postupy prace s obéma standardy (STD
Biorad, STD Cell Signaling). Druha kapitola se zabyva praci v laboratofi. Obsahuje laboratorni fad (v
bodech). Rad se netyka viech oblasti prace v laboratofi, ale pfizptisobila jsem ho mé praci, tj. sepsané
body se tykaji bezpecnosti prace pii provadéni metody WB. V této kapitole je také vycet pouzitych
latek, chemikalii, pfistrojli a pomucek. K vybranym poloZkdm jsem napsala stru¢ny popis. Ve treti
kapitole jsou popsany provedené experimenty. Pii kaZzdém experimentu jsem psala denik. Neni psan
odborné jako postup prace, ale obycejné jsem popsala kazdy provedeny krok, na kterém je nazorné
vidét postup celého experimentu. Kazdy experiment byl samostatné vyhodnocen. Napsala jsem jejich
zavéry s doporuéenim pro dalii opakovani experimentu. Ctvrta kapitola méa nazev Diskuse. V této
kapitole jsou vyhodnoceny klady a zapory obou standardu. Posledni, pata, kapitola je nazvana
Slovni¢ek pojmi. Napsala jsem seznam vSech pojml a cizich slov, kterym nemusi laik rozumét.
Jejich definice by méla pomoct k pochopeni metody. V radmci zavéru jsem napsala doporuceni pro
firmu Exbio Praha, a.s.



2. Cile

Mym hlavnim cilem byla optimalizace a zpfesnéni vyhodnoceni metody WB pomoci standardu na
zéklad¢ provedenych experimentlti. Optimalizace spoc¢iva v porovnani dvou standardu, zjisténi jejich
nevyhod a doporuceni, zda se vyplati zaCit pouzivat testovany standard. Popiipadé navrhnout i jina feSeni,
ktera z experimentii vyplynou.

Pro naplnéni hlavniho cile a lepsi pochopeni metody WB jsem si vytycila dalsi cile:
e sezndmeni s laboratorni praxi a zisk zakladnich navyki v laboratofi
e teoretické zvladnuti metody WB

e Vvytvofeni ,slovnicku®, definic pouzivanych pojml pro snaz§i pochopeni a orientaci
vV metod¢ pro me i ptipadné laiky

e praktické provedeni metody
e pouzivani firemniho protokolu béhem experimentu

e napsani zavére¢né zpravy, jejiz soucasti bude i doporuceni pro firmu Exbio Praha, a.s.



3. Postup prace

3.1.  Priprava buné¢ného extraktu’

Lyze bun¢k probé¢hla na ledu. Ostatni ¢innosti probéhly pfi laboratorni teploté (dale jen LT) v
rozmezi piiblizné 18-25°C.

Pti samotné lyzi byly do lyza¢niho pufru tésné pfed pouzitim piidany inhibitory protedz
(10 pl inhibitord proteaz na 1 ml lyzaéniho ¢inidla). K buiitkam byl pfidan lyza¢ni pufr s inhibitory
protedz a to v mnozstvi pfiblizné 50x10° bunék do 1 ml lyzaéniho pufru.

Buiiky byly v lyzaénim pufru dobie resuspendovany. Zkumavka s lyzujicimi se butikami se
nechala stat 60 min na ledu. Konecny lyzat byl ziskan centrifugaci zlyzovanych buné¢k po dobu
10 min p#i 10 000 RPM a 4°C%. Bunéény lyzat se dale mize:

a, uchovavat pfi teploté -20°C az -85°C
b, ptidat vzorkovy pufr a uchovavat pfi teploté -20°C az -85°C
¢, pridat vzorkovy pufr a rozdélit ziskané proteiny pomoci elektroforézy
3.2.  SDS-PAGE (systém Hoefer Mighty Small IT) Elektroforéza v
denaturujicim polyakrylamidovém gelu*
Cinnosti probéhly pii LT v rozmezi 18-25°C.

Skla a ostatni soucasti elektroforetické jednotky pfistroje Hoefer Mighty Small II byly dobfte
omyty a odmastény a poté sestaveny podle navodu (z uzivatelské ptirucky k ptistroji)°. Ze zasobniho
roztoku (30% akrylamid/bis) byl namichan polyakrylamidovy separa¢ni gel o vybrané koncentraci
(obvykle 8% - 15% gel). Piesné sloZzeni rizné koncentrovanych gelt (10 ml, tj. objem na 2 skla)
ukazuje tabulka v SOP®,

LEXBIO PRAHA, a.s. Priprava bunécného extraktu: SOP-048. 1. vyd. Vestec, 2005.

2 Pfiloha 2

3 Pfiloha 3

4 EXBIO PRAHA, a.s. SDS-PAGE (systém Hoefer Mighty Small Il) Elektroforéza v denaturujicim polyakryl-amidovém gel za
pouziti systému Hoefer Mighty Small: SOP-042. 2. vyd. Vestec, 2008.

> Pfiloha 4

6 Standardni opera¢ni systém (SOP) je interni fizena dokumentace firmy.
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Pozadovana koncentrace

__gelu j 6% 8% 10% 12% 15%
H,O 5,3 ml 463 ml | 3,97 ml 3,3ml 2,3 ml
30% AA/bisAA 2ml 267ml | 3,33 ml 4 ml 5 ml
1,5M Tris (pH=8,8) 2,5 ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
10% SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 8 ul 6 pl 4 ul 4 ul 4 ul

Obrazek 1, sloZeni separacniho gelu

Takto namichana smés byla opatrné a peclivé promichana a nalita mezi sestavéna skla.
Hladina gelu dosahla asi 2 - 3 cm pod horni okraj skla. Gel polymeroval asi 30 - 40 min. Ze zasobniho
roztoku (30% akrylamid/bis) bylo namichano 5 ml zaostiovaciho gelu (mnozstvi na 2 skla). Piesné
slozeni 5% zaostfovaciho gelu ukazuje tabulka v SOP.

Pozadovana koncentrgce e
gelt T anife 5%
H,O 3,4 ml
30% AA/bisAA 850 pl
0,5M Tris (pH=6,8) 625 pl
10% SDS 50
10% APS 50 pl
TEMED 5ul

Obrazek 2, slozeni zaostrovaciho gelu

Takto namichana smés byla opatrné a peclivé promichana a nalita do zbyvajiciho prostoru
mezi skly. Do zaostfovaciho gelu byly opatrné zasunuty plastové hiebeny pro utvofeni jamek pro
nandsSeni vzorkd. Pfi zasouvani hiebenli bylo dilezité ddvat pozor, aby se neutvéiely vzduchové
bubliny v gelu. Polymerace zaostfovaciho gelu trvala pfiblizn€ 15 - 25 min. Po zpolymerovani gelu
byla skla umisténa do elektroforetické vany. Prostor mezi upnutymi skly a vanou byl vyplnén
elektrodovym pufrem. Elektrodovym pufrem byla také naplnéna spodni ¢ast vany. Hiebeny byly
opatrn¢€ vyjmuty a jamky zaostfovaciho gelu byly proplachnuty vodou.

Do mikrozkumavek (,,eppendorfek®) byl smichan vzorek proteinu se vzorkovym pufrem v
poméru 1:1. Vzorek proteinu byl denaturovan povaienim ve vodé po dobu 3 - 5 min.

Vzorky a standard byly opatrné naneseny do jamek v zaostfovacim gelu’. Obvykle se nanasi
5-300 ul vzorku v zavislosti na velikosti jamek a charakteru vzorku. Po naneseni vzorkl bylo
elektroforetické zafizeni pfipojeno ke zdroji stejnosmérného napéti®. Na zdroji byly nastaveny
parametry prubéhu elektroforézy. Obvykle se nastavuje napéti 80 V v prubéhu pies zaostfovaci gel a
160 V v pribéhu pres separacni gel. Doba elektroforézy je 50 - 60 min (pro mala skla), v zavislosti na

7 Ptiloha 5
8 Ptiloha 6



koncentraci gelu. Po ukonceni elektroforézy, kdy modré ¢elo doputovalo ke spodnimu okraji gelu, byl
vypnut zdroj napéti a gely byly opatrné uvolnény ze skel®.

Proteiny rozdélené v polyakrylamidovém gelu mohou byt nésledné pifeneseny pomoci
elektrického proudu na PVDF (polyvinylidenfluorid) nebo NC (nitroceluléza) membranu, nebo
mohou byt pfimo vizualizované barvenim v Coomassie Blue.

3.3.  Western Blotting (systém Hoefer TE70, semi-dry)
Elektroprenos proteini z polyakrylamidového gelu na
membranul0

Cinnosti prob&hly pii LT v rozmezi piiblizné 18 - 25°C.

V priubéhu SDS (sodium dodecylsulphate) elektroforézy byla nastiihana NC membrana o
rozmé&rech 6 X 8 cm (8 x 8 cm na velky blot). NC membrana byla ekvilibrovana v blotovacim pufru.
Byly ptipraveny 2 pruhy chromatografického papiru o rozmérech 6,5 x 8,5 cm (8,5 x 8,5 cm pro velky
blot) pro pienos proteinti z jednoho gelu.

Po ukonceni SDS elektroforézy byl gel opatrné vyjmut ze skel'!. Blotovaci zafizeni bylo
sestaveno podle obrazku.

Safety-interlock lead — g‘%

-
g

g
Safety-interlock housing —__ K i

Color-coded leads J - / /
N D\ N\
S
X e
\ N (contains the anode)

Obrazek 3, blotovaci zafizeni

® Pfiloha 7

10 EXBIO PRAHA, a.s. Western Blotting (systém Hoefer TE70, semi-dry) Elektropienos proteinii z piolyakrylamidového gelu
na membranu za pouzti systému Hoefer TE70, semi-dry system: SOP-043. 2. vyd. Vestec, 2008

11 Pfiloha 8



Jednotlivé souddsti pro prenos (tzv. sendvi¢) byly poskladény v tomto poradit?®®:

Chromatograficky papir Spodni ¢ast zatizeni - anoda
1. | (namoceny v blotovacim pufru)

Membrana Polozit na chromatograficky papir
2. | (namocena v blotovacim pufru)

Polyakrylamidovy gel Polozit na membranu
3. | (oplachnuty v blotovacim pufru)

Chromatograficky papir Polozit na polyakrylamidovy gel
4. | (namoceny v blotovacim pufru)

Tabulka 1, blotovaci sendvic

Cely sendvi¢ byl zalit 5-10ml blotovaciho pufru a pomoci zkumavky byly vytlaceny
pfipadné bubliny mezi jednotlivymi vrstvami®. K zafizeni byla pfipojena horni ¢ast obsahujici
katodu.

Kompletni zatizeni bylo pfipojeno ke zdroji napéti a byl nastaven konstantni proud
(0,8 mA/cm? gelu, tzn. 38 mA/1 gel - 55 mA na velky blot)'®. Doba blottingu je 90 min.

Pteblotované proteiny na membrané je mozné ihned po blokaci detegovat pomoci specifické
protilatky nebo ovlh¢enou membranu zabalit do PE (polyetylen) sacku/folie a zamrazit pro pozdéjsi
vyuziti.

3.4. Imunochemicka detekce specifického antigenu na
membranél6

Cinnosti prob&hly LT v rozmezi 18 - 25°C.

Nejprve byl ptipraven blokaéni roztok, 10% susené mléko nebo 1% Casein!’. Na 100 ml
roztoku 10% suseného mléka bylo navazeno 10 g suSeného odtuénéného mléka. Navazka byla
rozpusténa piiblizn¢ v 50 ml 1xPBS/Tween. Objem byl doplnén roztokem 1xPBS/Tween na 100 ml.
Na 100 ml 1% roztoku Caseinu byl navazen 1 g Caseinu. Navazka byla rozpusténa zhruba v 80 ml
1xPBS/Tween. Objem byl doplnén roztokem 1xPBS/Tween na 100 ml.

Dale byl pfipraven roztok protilatky (konjugéatu). Protilatka byla tfedéna do fedéného
blokaéniho roztoku o danych koncentracich®®,

Byl pouzit konjugat s kienovou peroxiddzou. Proto nesméla byt protilatka nafedéna v roztoku
obsahujiciho azid sodny (doslo by k inhibici enzymové aktivity peroxidazy).

12 p¥iloha 9

13 Ptiloha 10

14 Pfiloha 11

15 Pfiloha 12

18 EXBIO PRAHA, a.s. Imunochemickd detekce specifického antigenu na membrané: SOP-020. 1. vyd. Vestec, 2005.
17 Pfiloha 13

18 Ptiloha 14
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Po celou dobu samotné imunochemické reakce bylo nutné dbiat na objem roztokl
aplikovanych na membranu tak, aby cely povrch na té stran¢ membrany, kde jsou pieneseny proteiny
s gelu, byl vzdy v kontaktu s inkuba¢nim roztokem a membrana nevysychala.

Po ukonceni elektropfenosu byl opatrné rozebran sendvi¢ a membrana byla pienesena
pinzetou do misky s bloka¢nim roztokem. Blokace membrany trva:

a,0,5 - 2 hodiny pfi teplot¢ laboratoie na laboratorni kyvacce
b, pies noc pii 2 - 8°C.

Po ukonceni blokace byla membrana proplachnuta 3x po 5 minutach roztokem 1xPBS/Tween.
Membrana byla pfenesena opatrné pomoci pinzety na nenasdkavou podlozku, byl pfilozen hieben,
podle kterého byla skalpelem odfiznuta pfebytecnd membrana bez naneseného materidlu nebo
standardu. Poté byly nafezany jednotlivé stripy a oznaeny podle potieby'®?’. Na membranu byla
aplikovana primarni protilatka v optimalnim fedéni (1 pg/ml a 5 pg/ml). Inkubace?! trva:

a, minimalné 1 hodinu pfi LT na laboratorni kyvacce
b, pies noc pii 2 - 8°C.

Po ukonceni inkubace membrany s primarni protilatkou byla membrana proplachnuta 3x po 5
minutach roztokem 1xPBS/Tween pro odstranéni nenavazanych zbytkll primérni protilatky. Na
membranu byla aplikovana sekundarni protilatka — konjugat v dostate¢ném tedéni (fedi se nejlépe do
1xPBS/Tween) dle doporuceni fedéni vyrobce. Byl pouzit konjugat s kienovou peroxidazou. Proto
nesmeéla byt protilatka nafedéna v roztoku obsahujicim azid sodny (doslo by k inhibici enzymové
aktivity peroxidazy). Inkubace trva 45 - 60 min pfi LT na laboratorni kyvacce. Po ukonceni inkubace
membrany se sekundarni protilaitkou byla membrana proplachnuta 3X po 5 minutdch roztokem
1xPBS/Tween pro odstranéni nenavdzanych zbytkli sekundarni protilaitky. Na membranu byl
aplikovan ECL substrat.

3.5.  Vizualni detekce specifického antigenu po
imunochemické reakci®

Po provedeni imunochemické reakce byl specificky signal vizualizovan pomoci ECL substratu
v zavislosti na pouziti konjugatu s kienovou peroxidazou.

Cinnosti prob&hly pii LT v rozmezi piiblizné 18 - 25°C.

Po ukonceni inkubace membriny s konjugidtem byla membrana proplachnuta 3x po
5 minutach v promyvacim roztoku (1XPBS/Tween). Pinzetou byly jednotlivé stripy pfeneseny na

19 Ptiloha 15
20 ptiloha 16
21 P¥iloha 17
2 EXBIO PRAHA, a.s. Imunochemicka detekce specifického antigenu na membrané: SOP-028. 1. vyd. Vestec, 2005.
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umélohmotnou podlozku®. Substraty ¢.1 a ¢.2 byly peélivé smichany v poméru 1:1000, a poté byly
opatrné aplikovany na membranu (cca 1,5 -2 ml na jednu membranu o velikosti 6,5 X 8,5 cm)?4,
Substraty pisobily 1 min a poté byl na membranu opatrné pfilozen filtra¢ni papir ¢i buni¢ina a lehce
byl odstranén piebytek nalitych substrati. Podlozni deska s membranou byla zabalena do
potravinaiské folie a byla vyhlazena tak, aby pod folii nezlistaly na membrané bublinky.

Dalsi kroky byly provadény v temné komote?>.

Deska s membranou byla vlozena do fotografickych desek a za tmy byl na membranu ptilozen
film citlivy k modrému svétlu?®. Doba expozice byla uréena zkusmo (d&la se pro kazdé
experimentalni uspotfadani). Zaviselo na mnozstvi antigenu na membran¢, na pouzitych protilatkach,
na jejich fedéni, i na inkubacnich dobach jednotlivych krokd v imunochemické reakci. Po uplynuti
expozi¢ni doby byl film vyjmut z fotografickych desek a ponoien na 1 - 2 minuty do vyvojky. Poté
byl protdhnut dH,O a ponofen na 1 -2 minuty do ustalovade. Po vytazeni z ustalovace byl film
nechdn propirat se 10 - 15 minut pod tekouci vodovodni vodou. Film byl povéSen a nechan volné
uschnout pti LT?’. Vysledny signal byl porovnan s pozitivni i negativni kontrolou.

2 P¥iloha 18
24 P¥iloha 19
25 P¥iloha 20
26 P¥iloha 21
27 P¥iloha 22
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4. Teorie metod

4.1. Priprava bunécného extraktu, SDS PAGE elektroforéza,
Western Blotting a Imunochemicka a vizualni detekce

Ptiprava bunécného extraktu spociva v lyzi bunék. Bunky se rozlozi v disledku rozpadu
jejich vnéj$i membrany a uvolni tak sviij obsah.

SDS PAGE (sodium dodecylsulphate - polyacrylamide gel electrophoresis) je metoda, ktera
separuje proteiny na zékladé jejich molekulové hmotnosti. Metoda funguje tak, ze negativné nabité
proteiny se v gelu pohybuji ke kladné elektrodé. Mensi proteiny se pohybuji rychleji. Proteiny se
rozdéluji podle velikosti (molekulové hmotnosti). Velikost je meéfena v daltonech (Da) c¢i
kilodaltonech (kDa). SDS?® je aniontovy detergent, ktery solubilizuje a denaturuje proteiny a dodava
proteinim negativni naboj. VétSina proteini vaze SDS ve stejném poméru, asi 1,4 gSDS/1g
proteinu. Pevny a inertni akrylamidovy gel je idedlni pro separaci proteinli. Nejprve se piipravi
polyakrylamidové gely?® a vzorky pro SDS - PAGE. Gel se pfipravi tak, Ze k zakladnimu roztoku pro
separa¢ni gel se ptida TEMED®® a APS®L. Ty zahaji polymeraci gelu. K piipravenému roztoku pro
zaostifovaci gel se ptidda TEMED a APS. Separa¢ni gel (s pufrem o hodnoté pH 8,8) se po zatuhnuti
prekryva cca 1 cm vrstvou tzv. zaostfovaciho gelu s velkymi poéry (pufr o hodnoté pH 6,8). Hieben
vsazeny navrch zaostfovaciho gelu vytvofi jamky. Proteiny se tepeln¢ denaturuji ve vzorkovém pufru
(vzorky se povati pii 90 - 100°C po dobu 4 — 5 min a poté se aplikuji na gel). Vzorkovy pufr obsahuje
Tris pufr (utvati vhodné pH), SDS (detergent poskytujici proteinim negativni naboj), Glycerol (ma
vy$§i hmotnost, kterd zajistuje klesnuti vzorku ke dnu jamky v gelu po naneseni) a vzorkovy pufr
redukujici (Laemmli, obsahuje barvivo umoziujici sledovat prubéh elektroforézy — pohyb cela v
gelu). Po denaturaci se zachova pouze primarni struktura proteini. Denaturované proteiny maji
vlaknity tvar a stejny zdporny naboj dany vazbou SDS. Jejich pohyb v gelu pfi elektroforéze tedy
zavisi pouze na jejich molekulové hmotnosti. Nasleduje vlastni elektroforéza. Po zapnuti proudu
putuji ionty z elektrodového pufru z nadoby do zaostfovaciho gelu a pfed nimi postupuji ionty z
tohoto gelu. lonty z elektrodového pufru se setkavaji s pH, které je nizsi nez jejich pH a vytvareji
proto nenabité formy, které jsou v elektrickém poli nepohyblivé. Tim je zptisoben nedostatek nabitych
¢astic a vznika velky odpor. Velky odpor zplsobi zvySeni intenzity elektrického pole. Anionty se
pohybuji rychleji, dokud nevstoupi do separaéniho gelu. Rychlost je zpomalena kvuli velkému
mnozstvi iontd v pufru. Ionty proteinli vstupuji do separa¢niho gelu v podobé€ velmi Gzkych, na sebe
navrstvenych prouzkill, sefazenych dle své pohyblivosti. Ve vysSim pH separacniho gelu ziskaji
proteiny opét svou nabitou formu a probihd normalni elektroforetické déleni. Proteiny s negativnim
nabojem se pohybuji smérem ke kladn¢ nabité elektrod¢. Elektroforéza se ukon¢i po dobéhnuti
elektroforetického Cela na konec separacniho gelu. Poté se proteiny pfenasi na NC membranu pomoci
blottingu.
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Pro dalSi praci s proteiny je nutné proteiny extrahovat z gelu, ktery je nevhodny pro
manipulaci 1 pro provadéni detekénich chemickych reakci. Pro pfenos se pouziva technika WB,
konkrétn¢ metoda elektroblotting, coz je nejrychlejsi a nejucinnéjsi metoda blottingu. Podle provedeni
se rozliSuje tzv. tankovy (tank, wet) blotting a polosuchy (semi-dry) blotting. Byl proveden polosuchy
(semi-dry) blotting. Jeho vyhodami v porovnani s tankovym blottingem jsou homogenni elektrické
pole, mensi spotieba pfenosového pufru a moznost soucasného prenosu z n€kolika gelt. Pfi blottingu
se elektroforézou separované proteiny pienasSeji na nitrocelul6zovou membranu, kde jsou uchyceny
adsorpci nebo kovalentni vazbou. Dale probiha specificka detekce proteini. Protoze k dalsi detekci se
Casto vyuzivaji jiné proteiny, je nutné po vlastnim pienosu blokovat zbyvajici vazebna mista na
membrané, aby zde nedoslo k nespecifické vazbé téchto bilkovin. K blokaci se pouzivd suSené
odtuénéné mléko. Detekce se provadi pouzitim primarnich protilatek®2. Vznikly imunokomplex se
vizualizuje vazbou znafené sekundarni protilatky (znaceni nejcastéji vazbou enzymu, v téchto
experimentech vazbou enzymu peroxidazy). Sekundarni protilitka se navaze na antigen primarni
protilatky. Nakonec se nanese ECL substrat, ktery vizualizuje specificky signal (zplsobi
chemiluminiscenci v dasledku reakce s peroxidazou).

4.2.  Prestained SDS - PAGE, Low Range od firmy BIO-RAD

STD Biorad se pied pouzitim nemusi nijak upravovat. Proto se rovnou aplikuje na pfipraveny
gel do malé jamky. Béhem elektroforézy se vytvorii krasny modry zebticek rizné velkych, do banda
separovanych, proteind. Po blottingu, blokaci a promyti se STD odfizne a ponofi do roztoku
1xPBS/Tween. Poté se da na kyvacku. V této fazi je prace se STD Biorad hotova. STD je tieba az k
zavérecnému vyhodnoceni provedené¢ho experimentu. K vyvolanému snimku se ptilozi STD, fixem se
na snimek oznaéi jednotlivé bandy ze STD a dopiSe se velikost proteinii jednotlivych bandl
z certifikatu k dané Sarzi STD.

4.3.  Biotinylated Protein Ladder od firmy Cell Signaling

Pred aplikaci STD Cell Signaling je tfeba smichat 10 ul STD s 10 pul vzorkového pufru
redukujiciho (fedéni v poméru 1:1). Takto pfipraveny STD se nechd 5 min povafit ve vodni lazni.
Poté se aplikuje na ztuhnuty gel, do mal¢ jamky. Béhem elektroforézy je vidét pouze putujici celo.
Pted blottingem je tfeba na NC membranu napsat, kde se STD nachazi. Po blottingu totiz neni vidét.
Po blottingu, blokaci a promyti se STD odfizne a ponofi do roztoku 1xXPBS/Tween. Poté se da na
kyvacku. Se STD se dale pracuje az pfi navazovani sekundarni protilatky na stripy. STD ma na sob¢
navazany protein s biotinem. Proto se na néj navazuje anti-biotin/Px (anti-biotin se fedi v roztoku
1XPBS/Tween v poméru 1:1000). Do tohoto roztoku se STD ponofi a necha se 60 min inkubovat na
kyvacce, stejné jako stripy v sekundarni protilatce. DalSi postup uz je stejny s ostatnimi stripy, na
kterych testujeme protilatky. Po inkubaci se STD celkem 3x promyva v roztoku 1xPBS/Tween.
Promyty STD se 1 se stripy pienese na umélohmotnou podlozku, kde se na vrchu k podloZce prichyti
izolepou. Poté se nanese ECL substrat a 1 min se necha pusobit. Nakonec se ve vyvolavaci komoie
vyvolaji snimky. Na zavér staci na vyvolany snimek dopsat velikosti proteinli jednotlivych bandil
STD. Diky spole¢nému vyvoldvani STD Cell Signaling se stripy, by mél byt ve vyhodnocovani
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ptesnéjsi nez STD Biorad. Neni tfteba STD ptikladat a odhadovat pozici stripu na snimku a STD na
NC membrané.

5. Prace v laboratori

5.1.  Pravidla bezpecnostni prace v laboratoii®*=>*3>3°

1. 'V laboratofi se pracuje v prfedepsaném pracovnim ochranném odévu. Dlouhé vlasy je nutno mit
sepnuté. Pti praci je dulezité pouzit vSechny nezbytné ochranné pomucky a dodrzovat bezpecnostni
ptredpisy. Pii kazdé praci je nutné mit rukavice.

2. 'V laboratofi je zakazano jist, pit, koufit a jakékoli nehygienické chovani.

3. Pii praci musi byt zachovan klid a udrzovana maximalni Cistota. Pracuje se s maximalni
pozornosti.

4. Kazda lahev nebo jiny druh obalu musi mit ¢itelné popsany obsah.

5. S pevnymi chemikaliemi se nikdy nemanipuluje rukou. Pouzivaji se Cisté laboratorni 1Zicky a
Spachtle. V pfipad¢ znecisténi chemickou latkou se kontaminované misto ihned oplachuje proudem

vody.

6. Zatky lahvi se nesméji pokladat potiisnénou plochou na desku stolu. Lahve a jiné obaly je po
odebrani potfebného mnozstvi chemikalie tfeba ihned uzavfit.

7. Pipetovani jedovatych, leptavych, drazdivych a potencialné infekénich (biologickych) kapalin je
nutno provadét bezpecnostnimi pipetami nebo pomoci balonku. Nikdy ne pfimo Usty.

8. Pfi manipulaci s latkami ve zkumavkach a jinych nddobach musi tsti nadoby smétovat od vlastni
osoby 1 od jinych pracovnikd.

9. Pfi rozsypani nebo rozliti Skodlivé latky je nutno okamzité zajistit jeji zneSkodnéni.
Kontaminovana plocha se fadn¢ omyje vodou.

10. Roztoky chemikalii se vylévaji do odpadu jen za soucasného fedéni nadbytkem vody z vodovodu.
Nebezpecny odpad se do odpadu nevyléva. S ohném se musi pracovat v dobfe odsavané a zapojené
digestofi.

33 Uvodni $koleni o bezpeénosti prace v laboratofi. In: USTAV FYZIKA A MATERIALOVEHO INZENYRSTVI [online]. Fakulta
technologicka, UTB ve Zling, 03. 05. 2009 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
http://ufmi.ft.utb.cz/texty/plazmochemie/PCH_lab_bezpecnost.pdf

34 Pravidla bezpe&nosti prace v laboratofi. In: UNIVERZITA KARLOVA: 3. LEKARSKA FAKULTA [onling]. [cit. 2012-11-07].
Dostupné z: http://old.If3.cuni.cz/chemie/cesky/praktika/bezpecnost.htm

35 Vieobecné zasady bezpeénosti prace v chemické laboratofi. In: Ustav vypocetni techniky MU [online]. [cit. 2012-11-07].
Dostupné z:

http://www.rect.muni.cz/nso/Chemicke_latky/html/Vseobecne_zasady bezpecnosti_prace_v_chemicke_laboratori.php

36 Bezpetnost prace a pozarni ochrana v chemické laboratofi. In: Vys$si odbornd Skola zdravotnickd a Stredni zdravotnicka
Skola Hradec Kralové: Analyza léciv [online]. [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://anl.zshk.cz/vyuka/bozp.aspx
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11. Pii préci s hoflavinami se dba na to, aby nemohlo dojit ke vzniceni par od otevieného ohné.

12. Latky s oxidacnimi a reduk¢nimi vlastnostmi se nesméji spolu roztirat. Miize dojit k exotermické
reakci nebo nebezpecné explozi.

13. Chemické sklo a sklenéné soucasti chemickych aparatur je tfeba pied praci prohlédnout.
Poskozené sklo je tieba ihned vyftadit. Stiepy skla i1 drobné stfipky je nutno opatrné a peclivé
odstranit.

14. Pii zahtivani s teplotou varu pod 100°C se uzivaji elektricky vyhiivané vodni lazn¢€ nebo plotny.

15. Ramena odstfedivek musi byt stejnomérné zatizena. Odstfedivky musi byt béhem centrifugace
uzavieny, viko nesmi byt otevieno, dokud pfistroj neni opét v klidu. VétSina centrifug je chranéna
proti pfedCasnému otevieni pojistkou.

16. Pfi poleptani klize se postizené misto ihned dostateéné oplachne proudem studené vody. Pri
vetSim potiisnéni se vyhleda 1ékaiska pomoc.

17. Chemikélie se nesmi nikdy ochutnavat. Vnikne-li chemicka latka do tst, je tfeba zamezit jejimu
spolknuti. Vyplivne se a usta se proplachuji vodou. Pfi poziti jedovaté latky se tsta opakované
vyplachnou vodou, po vypiti asi pil litru tekutiny se vyvola zvraceni a vyhleda se 1ékatfskd pomoc.

18. Zasazené¢ oko se ihned vyplachne proudem studené vody a ihned se vyhledi 1¢kaiska pomoc.

19. Pii popéleni ohném nebo horkymi pfedméty je tfeba postizend mista ihned ochladit ledovou
vodou. Casti odévu stmelené s popaleninami se zasadné neodstrafiuji. P¥i opafeni je nutno co
nejrychleji stdhnout nasakly odév. V piipad¢ nutnosti se vyhleda 1ékarska pomoc.

20. Pti urazu elektrickym proudem, je-li postizeny pod napétim, je nutno nejprve prerusit piivod
proudu. Ranéného je nutné vyprostit z okruhu elektrického proudu a ihned poskytnout prvni pomoc.
Pii zastavé dechu a srdce (bezvédomi, nehmatny tep, rozSifené zornice) zacneme s masazi srdce a
umélym dychanim.

21. Pfi vzniku feznych ran se krvacejici rdna omyje proudem vody a vydezinfikuje. Réna se ovaze.
Jsou-li v rané cizi télesa, musi je vyjmout lékaf.

22. Pouzité chemické nadobi a zafizeni se po pouziti dikladné omyje a na zavér se oplachne dH-O.

23. Pred zahajenim kazd¢ Cinnosti je tfeba se predem zamyslet, jaka hrozi rizika.

5.2. Chemikalie a material

— APS*” (peroxodisiran amonny je velmi dobie rozpustny ve studené vodg, je silnym oxida¢nim
¢inidlem, do akrylamidového gelu se pfidava jako zdroj volnych radikalt)

37 Peroxodisiran amonny. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-,
27. 4. 2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Peroxodis%C3%ADran_amonn%C3%BD
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bunécny extrakt
bunicina

biotin (vitamin H, v experimentu je biotin navazany na proteinech STD Cell Signaling,
sekundarn¢ se na néj navazuje anti-biotin)

blokac¢ni roztok (roztok suSené¢ho odtu¢néného mléka, ktery na NC membrané vyblokuje volna,
lyzatem nezaplnénd, vazebna mista, kam by se pak protilatka mohla nespecificky navazat)

blotovaci puftr (roztok pouzivany pii WB pro pifeblotovani proteinti)
dH,03 (destilovana voda, prosla destilaci, ktera ji zbavila rozpusténych mineralnich latek)

ECL substrat (vizualizuje specificky signal na membrané s navazanou sekundarni protilatkou,
zpusobuje chemiluminiscenci v diisledku reakce s kienovou peroxidazou)

elektrodovy pufr (roztok pouzivany pfi elektroforéze, v elektroforetickém zatizeni)
filtra¢ni papir®® (filtr pro oddé&leni pevné latky od kapaliny nebo plynu)

chromatograficky papir*® (specidlni papir pouzivany pfi chromatografii — separaci latek nebo
napt. pii WB, kdy je nosicem elektrolytu)

inhibitory proteaz*! (polypeptidy a bilkoviny, které s proteolytickymi enzymy vytvaieji stabilni
komplexy)

promyvaci roztok (roztok, ve kterém probiha promyvani, napt. 1XPBS/Tween)
lyzacni pufr

nitrocelulézovd membrana®? (nitrat celuldzy, hotlava latka vznik4 esterifikaci celulézy, lepkava
membrana s afinitou k aminokyselinam, uzivana pti diagnostickych testech, kde dochézi k
vazbé antigenil)

1xPBS/Tween

38 Destilovana voda. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 13. 7.
2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Destilovan%C3%A1_voda

%9 Filtrace. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 21. 9. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Filtrace

40 Chromatografie. In: Katedra fyzikdlni chemie: Univerzita Palackého v Olomouci [online]. Katedra fyzikalni chemie, P¥F UP,
© 2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://fch.upol.cz/skripta/zfcm/chrom/chrom_teorie.htm

41 Luskoviny. In: [online]. [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://vfu-www.vfu.cz/vegetabilie/plodiny/czech/luskoviny.htm

42 Nitroceluloza. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 4. 10. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Nitrocelul%C3%B3za
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peroxidaza**** (oznaGeni pro jeden typ enzymi, avidin-peroxiddza je modifikovana
peroxidaza, na kterou je pfipojen protein avidin, ziskdva se nejcastéji z kienu selského, pouziva
se k vizualizaci biochemickych interakci, kdy jeden reaktant je navazany na biotin a avidin je
schopny se s nim specificky a siln¢ navazat i s peroxiddzou, ta po ptidani vhodného substratu
vizualizuje interakci)

polyakrylamidovy gel (pevny, inertni, idedlni pro separaci proteinli, vytvofen polymeraci
zahajenou volnymi radikély vzniklymi pii rozkladu peroxodisiranu amonného)

primarni protilatka (specifickd protilatka, ktera se navazuje na protein na povrchu membrany)

sekundarni protilatka (navazuje se na primarni protilatku, ma na sobé navazanou molekulu,
ktera zajistuje vizualizaci)

SDS* (sodium dodecylsulphate, aniontovy detergent, solubilizuje a denaturuje proteiny,
dodava proteinlim negativni naboj, vétSina proteini vaze SDS ve stejném poméru, asi
1,4 g SDS/g proteinu)

STD Prestained SDS-PAGE, Low Range od firmy BIO-RAD

STD Biotinylated Protein Ladder od firmy Cell Signaling

TEMED (Tetramethylethylenediamine, katalyzator, piidava se do polyakrylamidového gelu,
kde spolu s APS zplisobi polymeraci gelu)

Tris 0,5 M (tris(hydroxymethyl)aminometan)
Tris 1,5 M (tris(hydroxymethyl)aminometan)
ustalova¢*® (vodny roztok chemickych latek, fixuje obraz zviditelnény vyvojkou)

vyvojka*’ (vodny roztok chemickych sloudenin, zviditeliiuje obraz zaznamenany na
svétlocitlivou vrstvu fotografického filmu)

vzorkovy pufr redukujici (za zvySené teploty se v ném denaturuji proteiny)

4 Peroxidaza. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 1. 4. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Peroxid%C3%Alza

4 Avidin-peroxidaza. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 31. 3.
2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Avidin-
peroxid%C3%A1za#K.C5.99enov.C3.Al_peroxid.C3.Alza

45 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Immuno-blotting (Western-blottingé [onine]. [cit. 7. 11. 2012].
Dostupné z: http://tierhygiene.vetmed.uni-leipzig.de/files/uni/artikel/anlagen/240_1.pdf

46 Ustalovag¢. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 10. 2. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Ustalova%C4%8D

47 Vyvojka. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 13. 9. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/V%C3%BDvojka
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5.3.

Pomiicky a pristroje

automatické pipety*® (slouzi k presnému odméfovani objemi kapalin, umoZiiuji odméfeni
rozdilnych objemu kapalin, kapalina se nasava do jednorazové plastové Spicky)

budik

centrifuga®® (odstfedivka, zafizeni, které pii rotaci pisobi na vlozeny materidl odstfedivou
silou, pouziva se predevSim pro oddéleni rizné tézkych kapalin a plynti nebo pro jejich
odd¢leni od pevnych latek)

drticka ledu

film citlivy na modré svétlo

fotografické desky (nepropusti dovniti svétlo, vkladaji se do nich fotograficky film a podlozka
s NC membranou, na které se diky luminiscenci vizualizuji proteiny)

kyvacka® (laboratorni zatizeni umoziujici neustalé promichavani diky svému stalému kyvani)
laboratorni 1zicka

petriho miska®! (m&lka, sklenéna, kruhova miska s volné piiléhajicim vickem)

pinzeta

plastové vanicky

plastovy hieben

polystyrenové krabicka

potravinaiska folie

skalpel

stficka® (slouzi k vytlaovani kapaliny, ktera je v plastové nadobce, po stladeni kapalina
proudi trubi¢kou ven)

8 Pipeta. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 29. 5. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Pipeta

4 Odstiedivka. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 10. 2. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Odst%C5%99edivka

%0 Tfepacka. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 2. 12. 2010 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/T%C5%99%epa%C4%8Dka

51 Petriho miska. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 13. 7. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Petriho_miska

52 Laboratorni sklo a jiné pomtcky. In: Nanimata [online]. 30. 6. 2009 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
http://www.nanimata.wu.cz/skloapomucky.php
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- systém Hoefer Mighty Small II (zafizeni umoziujici provedeni proteinové elektroforézy)
- systém Hoefer TE70, semi-dry (zafizeni umoznujici provedeni metody elektroblotting)

- Spicky

- ttepacka (laboratorni zatfizeni umoziujici neustalé prottepavani)

—  umélohmotna podlozka

—  vodni vyvéva®® (zafizeni slouzici k oderpavani kapaliny, trubici 1 rychle proudi kapalina,
vznikd tak niz$i tlak nez v misté pomalejSiho proudéni kapaliny, rozdil tlakti nasavéa plyn,
piipadné i kapalinu z trubice 2, ktera je napojena na trubici 1)

—  vortex (zafizeni slouzici k intenzivnimu promichani obsahu jedné zkumavky)

- zkumavky
6. Experimenty

6.1.  Deniky

Prosinec
28.12. 2012

Prvnim krokem mé prace v laboratofi je pfipravit si bunéfny extrakt. Jeho pfiprava musi
probihat na ledu. Proto jsem nadrtila led a dala ho do polystyrenové krabi¢ky. K 10 pl inhibitoru
protedz jsem piimichala 1 ml jiZ hotového lyza¢niho pufru (laurylmaltosid, 1% roztok). Cely tento
roztok jsem pak pfimichala k peletce bunék, pfi tomto experimentu byly pouZity bunky Jurkat (buniky
byly zamrazené tzv. ,,na sucho®). Jedna se o mnozstvi ptiblizn¢ 50x106 bunék. VSe jsem promichala
pomoci pipety a dala na 60 min na kyvacku (v polystyrenové krabiéce s ledem). Pak jsem na 10 min,
pii 4°C a 10 000 RPM centrifugovala lyzat. Diky tomu se mi roztok rozdélil na supernatant a zbytky
membran apod. Supernatant jsem odebrala a dala ho na led.

Nyni jsem si zalala pfipravovat véci na elektroforézu. Radné jsem si odistila skla a
elektroforetické zafizeni a sestavila elektroforetickou jednotku. Pak jsem mohla zacit s ptipravou
geld. Podle mnozstvi z tabulky v SOP jsem na separacni gel smichala H20, 30% akrylamid/bis, Tris a
APS tak, aby mi vznikl 10% roztok. Ptipravila jsem mnozstvi pro dvé skla a gel jsem promichala.
Pipetou jsem gel nalila mezi sestavéna skla, 2 cm pod okraj, ktery jsem oznacila fixem. Pak gel
45 min polymeroval. Déle jsem si pfipravila zaostfovaci gel. Opét jsem do zkumavky namichala
mnozstvi podle tabulky v SOP a piipravila 5% roztok pro dvé skla. Roztok jsem v ruce promichala
(parkrat jsem otocila zkumavku dnem vzhiru) a nalila ho na ztuhnuty separa¢ni gel. Do gelu jsem pak

33 Vyvéva. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 22. 9. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/V%C3%BDv%C4%9Bva
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zasunula plastovy hieben, aby se mi vytvofily potiebné jamky. Musela jsem davat pozor, aby
nevznikly vzduchové bublinky, a jamky jsem na skle oznacila fixem. Zaostfovaci gel tuhnul 20 min.

Do mikrozkumavky jsem odebrala 300 pul lyzatu (odebraného supernatantu) a ptidala do n¢j
300 pl vzorkového pufru redukujiciho (Laemmli). Smés jsem 4 min povatila ve vodni lazni. 200 pl
povaien¢ho lyzatu Jurkatii jsem pipetou aplikovala do vétsi jamky. Z jedné strany elektroforetického
zafizeni jsem dala do malé jamky 8 ul STD Biorad, z druhé strany jsem aplikovala stejné mnoZzstvi
STD Cell Signaling. Do celého elektroforetického zafizeni jsem nalila elektrolyt. Takto pfipravené
zafizeni jsem mohla pfipojit k proudu. Pfes zaostfovaci gel jsem nastavila napéti 80 V a proud
400 mA. Doba elektroforézy pies zaostfovaci gel byla 25 min. U separac¢niho gelu jsem nastavila
napéti 160 V a proud 400 mA. Vidéla jsem celo elektroforézy, modrou linku, ktera putovala gelem. U
STD Biorad byl vidét krasny zebticek rozdélenych proteini. U STD Cell Signaling nebyly vidét
proteiny, ale jen putujici ¢elo. Doba elektroforézy pies separacni gel byla 55 min.

Béhem elektroforézy jsem si nastiihala 2 NC membrany o rozmérech 7 x 9 cm. Jednalo se o
maly blot. Membrany jsem ponofila do blotovaciho pufru. Na 1 membranu jsou potieba 2
chromatografické papiry, také o rozmérech 7 X 9 cm. Celkem jsem si tedy pfipravila 4 a tésn¢ pred
vloZenim do sendvice jsem je ponofila do blotovaciho pufru. Po ukonceni elektroforézy jsem musela
pomoci stficky velmi opatrn€ vyjmou gel ze skel. Zaostiovaci gel jsem odstranila. Podle ndvodu jsem
sestavila blotovaci zafizeni a pfipravila do néj takzvany sendvi¢. Sendvi¢ se skladal v poradi:
chromatograficky papir, membrana, polyakrylamidovy gel a chromatograficky papir. Ve spodu se
nachdzela anoda, nahotfe pak katoda. Pro lep$i orientaci po blottingu jsem si na NC membranu
popsala, kde je jaky STD. Pii blottingu totiz STD Cell Signaling vizualné zmizi a neni pak poznat,
kde se na NC membran¢ nachézi. Ve jsem jesté lehce polila blotovacim pufrem a pomoci zkumavky
jsem vytlacila bublinky vzduchu. Zafizeni jsem uzaviela a pfipojila k proudu. Pro jeden gel je
potiebny proud 30 mA, takze jsem pro mé 2 gely nastavila 60 mA. Napéti bylo 300 V a celkovy Cas
blottingu byl 80 min.

Béhem blottingu jsem si pfipravila blokacni roztok. Potfebovala jsem 10% suSené mléko.
Proto jsem navazila 5 g suSeného odtuc¢néného mléka a nafedila do 50 ml roztoku 1xPBS/Tween.
Zkumavku jsem peclivé uzaviela a nechala po dobu blottingu promichavat na ttepacce. Po ukonceni
blottingu jsem zafizeni rozebrala a opatrné vyjmula membrany. Ponofila jsem je do blokac¢niho
roztoku - 10% mléka a dala je na 1 hodinu na kyvacku. Blokaci membran jsem nechala probihat ptes
noc pii 2 - 8°C.

29.12. 2012

Druhy den experimentu jsem zacala pfipravou primarni protilatky. Smichala jsem 1 ml
fedéného blokacniho roztoku (0,5 g mléka + 50 ml 1xPBS/Tween) s pozadovanym objemem
protilatky (koncentrace jsem si zjistila z pipetovaciho protokolu®¥). Celkem jsem si pfipravila 4
protilatky o riiznych koncentracich a blank. Potfebovala jsem celkem 16 ocislovanych zkumavek, 8
pro membranu se STD Biorad a 8 pro membranu se STD Cell Signaling. VSechny zkumavky jsem
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promichala na vortexu. Takto promichanou protilatku jsem pak pipetou aplikovala do vanicek.
Vanicky jsem si také ocislovala, tak, Ze roztok 1 ze zkumavky 1 byl ve vanicce oznacené ¢islem 1.

Membranu jsem promyla v roztoku 1xPBS/Tween a dala ji na chvilku na kyvacku. Poté jsem
ji dala na ocisténou pracovni plochu. Nejdiive jsem membranu ofizla dle pfilozeného hiebinku
pouzitého pii elektroforéze a pak jsem ji roziezala na stripy. Membranu jsem musela udrzovat stale
vlhkou, jinak by popraskala. Stripy jsem si také ocislovala tuzkou a podle ¢isla jsem je roziadila do
vanicek. Pii vkladani stripti do jamek vanicky bylo diilezité¢ davat pozor, abych si jednotlivé roztoky
navzajem nezkontaminovala. STD Biorad jsem dala do vani¢ky s roztokem 1xPBS/Tween a ho
odlozila na kyvacku. S nim jsem dal uz nic nedélala. Se STD Cell Signaling jsem pracovala dal,
vyvolava se stejné jako NC membrana. STD Cell Signaling a stripy ve vani¢kach jsem dala na
kyvacku a nechala jsem je 60 min inkubovat. Nasledovalo proplachnuti membran. Nejprve jsem
vyvévou odsala roztok z jamicky (u kazdého stripu byla potifeba nova Spicka kvili vyvarovani se
kontaminaci, stript jsem se nesméla dotknout). Pak jsem do vanicek stfickou aplikovala promyvaci
roztok 1xPBS/Tween a dala na 5 min promyt na kyvacku. Promyti prob&hlo celkem 3Xx.

Pak jsem si pfipravila sekundarni protilatku. Konjugat s kifenovou peroxiddzou jsem naredila
v roztoku 1xPBS/Tween v poméru 1:5000 (2 ul protilatky + 10 ml 1xPBS/Tween). Do kazdé vani¢ky
jsem aplikovala 1 ml roztoku se sekundarni protilatkou. Na kyvaéce pak probihala po dobu 60 min.
inkubace. Proplachnuti membran po inkubaci bylo stejné jako u primarni protilatky. Také probéhlo
celkem 3x.

Na proteinech STD Cell Signaling byl navazany biotin. Proto jsem na néj navazala anti-biotin
s kienovou peroxidazou v fedéni 1:1000 (10 ul anti-biotinu, 10 ml PBS). Dale jsem se STD
postupovala stejné jako se stripy (60 min. inkubace, promyti 3x 5 min v roztoku 1XxPBS/Tween).

Stripy jsem pinzetou pfenesla na omytou a ocisténou umélohmotnou podlozku (i se STD
Cell Signaling). Setazené oc¢islované stripy jsem na vrchu pfichytila izolepou.

Pak jsem si pfipravila ECL substrat. Smichala jsem jednotlivé slozky ECL substratu, roztok
¢.1 a roztok ¢.2, v poméru 1:1000 (4 pl+4000 pl), ¢imz vznikl ECL substrat. Pipetovala jsem do
zkumavky zabalen¢ v alobalu, aby na roztok nepisobilo svétlo. Substrat jsem pipetou nanesla na
membrany (2 ml/membrana) a nechala ho 1 min putsobit. Poté jsem piilozila buni¢inu a odsala
pfebytecny substrat. VSe jsem zakryla potravinarskou folii a vzniklé bublinky jsem vyhladila.
PodloZku jsem vlozila do fotografickych desek a rychle jsem §la do pfipravené vyvolavaci komory.
Do desek jsem vlozila film citlivy k modrému svétlu postupné na expozi¢ni dobu 10 min, 2 min,
1 min, 3 min. Po uplynuti expozi¢ni doby jsem film dala na 1 -2 min do vyvojky, poté jsem film
protahla dH20 a dala na 1 -2 min do ustalovace. Nakonec jsem ho oplachla ve vodé¢ a nechala
uschnout.

I,JllOl'
16.2. 2012

Nejprve jsem si v drti¢ce ledu nadrtila led a lopatkou ho pfendala do polystyrenové krabicky.
Pro tento experiment jsem pouzila bunky Hela a MCF-7 (buiiky zamrazené ,na sucho®,
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50x106 bun¢k). Ty jsem si nasla v mrazaku a dala je na pfipraveny led. V laboratofi jsem smichala
1 ml laurylmaltosidu (1% roztok) s 10 ul inhibitoru proteaz. Takto pfipraveny, na vortexu
promichany, roztok jsem opatrné ptimichala k peletce bunék Hela a MCF-7. Vse jsem promichala
pomoci pipety. Zkumavku jsem dala na led a nechala 60 min na kyvaéce lyzovat. Po hodin¢ jsem
lyzat centrifugovala po dobu 10 min pii 4°C a 10 000 RPM. Lyzat se mi rozdélil na supernatant a
zbytky membran apod. Supernatant jsem opatrn¢ odebrala pipetou do eppendorfky a dala ho na led.

Déle jsem si ocistila elektroforetickd skla (teplou vodou, jarem a nakonec dH20) a nasledné
sestavila elektroforetickou jednotku. Protoze budu provadét velky blot, vzala jsem velka skla. Pro
ptipravu separacniho gelu jsem do zkumavky smichala H20, 30% akrylamid/bis, Tris, SDS a APS
tak, aby mi vznikl 10% roztok. Ptipravila jsem gel pro 2 skla. Pfesné mnozstvi reagencii jsem zjistila
ze SOP. Zkumavku jsem promichala v ruce a gel pak nalila mezi sestavéna skla a to 2 cm pod okraj.
Fixem jsem na skle oznacila, kam az gel saha. Gel jsem nechala polymerovat (tuhnout) 45 min.

Nasledné jsem pfipravila 5% roztok zaostfovaciho gelu (pfesné mnozstvi reagencii jsem si
opét zjistila v SOP), promichala ho a pipetou aplikovala na ztuhnuty separacni gel. Do gelu jsem
zasunula dikladné omyty plastovy hieben pro dvoulyza¢ni jamku. Hieben jsem zasouvala pomalu a
opatrné, ptipadné vzniklé bublinky jsem vyhladila $pickou filtra¢niho papiru. Fixem jsem na skle
oznacila vytvorené jamky a nechala gel tuhnout 20 min.

Poté jsem k 300 pl lyzatu (odebraného supernatantu) ptidala 300 pul vzorkového pufru
redukujiciho (Laemmli). Smés jsem po dobu 4 min povatila ve vodni 1azni. Opatrné¢ jsem z gelu
vysunula plastové hiebeny a do jamek pipetou aplikovala nanasSky. Na jeden gel jsem do jamky
aplikovala 200 pl lyzatu bun¢k Hela, do druhé jamky100 pl lyzatu bunék MCF-7. Do malé jamky
jsem aplikovala 10 pl STD Biorad. Na druhy gel jsem aplikovala 20 ul STD Cell Signalling.

Do sestaveného elektroforetického zatizeni s pfiloZenymi skly s gely jsem nalila elektrolyt,
ptiklopila ho vickem a pfipojila k proudu. Po dobu 20 min, kdy proteiny putovaly pies zaostfovaci
gel, jsem nastavila napéti 80 V a proud 400 mA. Ptes separa¢ni gel putovaly proteiny po dobu 60 min
pod napétim 160 V a pod proudem 400 mA. Cim vétsi je napéti, tim rychleji putuje éelo proteint. U
STD Biorad se mi postupné vytvofil krasny zebiicek velikostné separovanych proteini. U STD
Cell Signaling jsem vidéla jen putujici linku ¢ela, ale ne jednotlivé proteiny.

Pti pribéehu elektroforézy jsem si zacala pfipravovat material na WB. Nastiihala jsem si 2 NC
membrany o rozmérech 8,5 X9 cm (pro velky blot) a ponofila je do petriho misky s blotovacim
pufrem. Na jednu membranu jsou potieba 2 chromatografické papiry. Proto jsem si pfipravila 4 o
rozmérech 8,5 X 9 cm a také je té€sné pred blottingem ponoftila do blotovaciho pufru. Po skonéeni
elektroforézy jsem z jednotky vyndala skla, ze kterych jsem gely pomoci stiicky s dH2O odlepila od
skla. Odstranila jsem jiz nepotiebny zaostfovaci gel a separacni gel s proteiny jsem pienesla na NC
membranu. Pfipravila jsem si blotovaci zafizeni a sestavila tzv. sendvi¢ (chromatograficky papir, NC
membrana, gel, chromatograficky papir). U STD Cell Signaling jsem na NC membranu tuzkou
oznacila, kde se STD nachazi. Po blottingu totiz zmizi. Sestavené sendviCe jsem jesté lehce polila
blotovacim pufrem a pomoci zkumavky vytlacila ptipadné vzniklé bublinky. Zatizeni jsem ptiklopila
a ptipojila k proudu 70 mA (35 mA pro jeden velky blot) a napéti 300 V po dobu 80 min.
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Béhem blottingu jsem si pfipravila blokacni roztok — 10% odtu¢néné suSené mléko. Mléko
jsem fedila do roztoku 1XPBS/Tween. Navazila jsem 5 g mléka a doplnila jsem objem zkumavky do
50 ml roztokem 1xPBS/Tween. Roztok jsem nechala po dobu blottingu promichavat na tiepacce. Po
ukonceni blottingu jsem rozebrala zafizeni, vyjmula membrany, ponofila je do bloka¢niho roztoku v
petriho misce a dala na kyvacku. Blokaci jsem pak nechala probihat pies noc v lednicce pii teploté 2 -

8°C.

17.2. 2012

Jako prvni jsem si ptipravila fedény blokacni roztok (0,5 g odtu¢néného suseného mléka jsem
doplnila roztokem 1xPBS/Tween na objem 50 ml) a dala ho promichat na tfepacku. Dale jsem si
ptipravila a oc¢islovala 6 zkumavek od 1 do 6 (5 protilatek a blank). Postupné jsem pak do kazdé
zkumavky pipetovala 1 ml fedéného bloka¢niho roztoku a pozadovany objem primarni protilatky
(objem a koncentrace jsem si zjistila v pipetovacim protokolu®). Zkumavky s roztoky jsem postupné
promichala na vortexu. Roztoky jsem pak pipetou aplikovala do inkubac¢nich vanicek, které jsem také
fixem popsala ¢isly od 1 do 6 (zkumavka 1 s roztokem 1 do vanicky 1).

NC membrany jsem vyndala z lednice, pfenesla do roztoku 1xPBS/Tween a nechala je
promyvat na kyvacce. Mezitim jsem si pfipravila pracovni plochu (umyla ji, vyklidila a pfipravila si
pomucky). Membrany jsem piendala na ¢istou desku a ofizla je. Ofezavani probihalo tak, Ze jsem k
membrané pfindala plastovy hieben. Na strané, kde je STD, jsem odfizla ptebyvajici okraj, aby mi
zbyla membrana jen s nanesenym materialem. Z takto ofiznuté membrany jsem nejprve odiizla STD a
zbytek jsem rozfezala na 6 stripti. Dohromady mi tak vzniklo 24 stripti (2 STD, u kazdého 2 typy
bunck). Stripy jsem tuzkou ocislovala od 1 do 24. Membréna musi byt po celou dobu prace vlhka
(prubézné jsem ji vlhéila roztokem 1xPBS/Tween ze stticky), jinak by popraskala. Stripy jsem podle
¢isel rozfadila do ocislovanych vaniCek s roztoky protilatek (v jedné vanicce byly 4 stripy —
navazovala jsem stejnou protilatku 4x, 2 STD, u kazdého 2 typy bunék). STD Biorad jsem ptendala
do vanicky sroztokem 1xPBS/Tween a dala ho na kyvacku. Bude potieba jen k zavére¢nému
vyhodnoceni. Se STD Cell Signaling budu pozd¢ji pracovat dal stejné jako se stripy. Zatim jsem ho
také dala do 1xPBS/Tween. Stripy ve vanickach jsem nechala 60 min inkubovat na kyvacéce. Po
uplynulé hodin€ jsem membrany promyla. Nejprve jsem odséla roztok v jednotlivych jamickach,
pficemz jsem pro kazdou jamic¢ku pouzila novou $picku (kvili zabranéni kontaminaci). Do jamicek
jsem pomoci stii¢ky dala dostate¢né mnozstvi roztoku 1xPBS/Tween a vani¢ky jsem dala na 5 min.
na kyvacku. Celé promyvani prob&hlo celkem 3x.

Sekundarni protilatku jsem pfipravovala t€sné¢ pred jeji aplikaci. Konjugat GAM/Px
(sekundarni protilatka s navazanou kienovou peroxiddzou) jsem nafedila v 1IXPBS/Tween v fedéni
1:5000 (10 ml PBS/Tween + 2 ul protilatky). Do kazdé, po vymyvani odsaté jamicky, jsem pipetovala
1 ml roztoku sekundarni protilatky. Vanicky jsem nechala 60 min inkubovat na kyvacce. Promyti
stripi bylo po inkubaci stejné jako u primarni protilatky.
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STD Cel Signaling ma na sobé navazany protein biotin, ktery neni vidét. Proto na n&j navazu
anti-biotin s Px (fedéni roztokem 1xPBS/Tween 1:1000 — 10 ul anti-biotinu, 10 ml 1xPBS/Tween).
Dale se STD Cell Signaling postupuji stejné jako se stripy. Inkubace 60 min, promyvani, atd.

Promyté stripy a STD Cell Signaling jsem pinzetou pienesla na omytou a ociSt€nou
umeélohmotnou podlozku. Stripy jsem setfadila podle Cisel, aby vypadaly jako ptivodni neroziezana
NC membrana. Na vrchu jsem stripy a STD Cell Signaling pfichytila izolepou. Pii piipadném
vysychani membrany je potieba ji vlh¢it roztokem 1xPBS/Tween.

ECL substrat jsem si pripravila smichanim roztoku 1 a 2 v poméru 1:1000 (4 pl + 4000 pul) do
zkumavky zabalené¢ v alobalu, aby na ni nepusobilo svétlo. Substrat jsem pipetou nanesla na
membrany (2 ml/membrdna) a nechala ho 1 min pusobit. Poté jsem buniCinou odsédla ptebytecny
substrat. Desky s membranami jsem piikryla potravinaiskou folii a uhladila jsem ji rukou. Desku jsem
vlozila do fotografickych desek a rychle jsem $la do pfipravené vyvolavaci komory. Do desek jsem
vlozila film citlivy na modré svétlo po zvolenou expozi¢ni dobu. Ta mlze byt riznd, zalezi na
protilatce a materialu. Ja jsem zvolila nasledujici expozi¢ni doby: 3 min, 10s, 2s, a po 15 min
vysviceni jesté 20 S, 5 min. Po uplynuti expozi¢ni doby jsem film dala na 1 - 2 min. do vyvojky, poté
jsem ho protahla dH20, déle na 1 - 2 min. do ustalovace a na zavér jsem film oplachla ve vod¢. Filmu
jsem jesté pred expozici ohnula pravy dolni roh pro pozdéjsi lepsi orientaci. Film jsem povésila a
nechala uschnout.

Srpen
30. 8. 2012

Stejné jako v predeslych experimentech jsem si nejprve v drti¢ce ledu nadrtila led. Ten jsem
pomoci lopatky pfendala do polystyrenové krabicky. V mrazaku jsem dohledala buiikky RAJI (byly
zamrazené ,,na sucho®, 50x106 bunék) a ihned je dala na led. V laboratofi jsem smichala 300 pl
hotového lyza¢niho pufru (laurylmaltosid, 1% roztok) a 3 ul inhibitord proteaz. Jelikoz inhibitord
proteaz jsem potiebovala velmi malé mnoZstvi, pipetovala jsem opatrn¢, ode dna zkumavky, abych
pipetou nasala potfebny material. Vznikly roztok jsem pomoci pipety promichala. Takto promichany
roztok jsem aplikovala k peletce bunék RAJI. Lyzat jsem promichala pomoci pipety. Zkumavku jsem
dala na led a nechala 60 min na kyvacce. Dale nasledovala centrifugace lyzatu. Proto jsem 15 min
pted sundanim lyzatu z kyvacky dala chladit centrifugu. Centrifugace probihala po dobu 10 min, pfi
teploté 4°C a 10 000 RPM. Je dilezité dat pozor, aby centrifuga byla vyvazend. Lyzat se rozdélil na
supernatant a zbytky membran apod. Pipetou jsem odebrala supernatant a dala ho na led.

Teplou vodou, jarem a na zavér dH20 jsem ocistila a poté sestavila elektroforetické zatizeni.
Separa¢ni gel jsem piipravila smichanim H20, 30% akrylamid/bis, Tris, SDS a APS tak, aby mi
vznikl 10% roztok pro dvé velka skla. Pfesné mnozstvi jsem zjistila z tabulek v SOP. Gel jsem lehce
zamichala v ruce a pipetou aplikovala 3,5 cm pod okraj skel. Okraj gelu jsem oznacila fixem na sklo.
Gel jsem nechala polymerovat (tuhnout) 30 min.

Podle tabulky v SOP jsem pfipravila 5% zaostfovaci gel, opatrné jsem ho promichala v ruce a
nalila na ztuhnuty separac¢ni gel. Do zaostfovaciho gelu jsem zasunula plastovy hieben, aby se
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vytvotily potfebné jamky. Spickou filtraéniho papiru jsem odstranila ptipadné vzniklé bublinky a gel
jsem takto nechala tuhnout 20 min. Na sklo jsem fixem oznacila jamic¢ky v hiebenu, aby po jeho
vyndani bylo vidét, kam aplikovat lyzat a STD.

Ke 200 pl lyzatu RAJI (odebrany supernatant po centrifugaci) jsem piidala 200 pl vzorkového
pufru redukujiciho (Laemmli, michani v poméru 1:1). Smés jsem 5 min povarila ve vodni lazni.
200 pul povareného lyzatu RAJI jsem aplikovala do vétsi jamky na gel. Do malé jamky jednoho skla
jsem aplikovala 5-10 ul STD Biorad. Pipetovala jsem takové mnozstvi, aby byla jamka plna.

Pred aplikaci STD Cell Signaling bylo potfeba smichat 10 ul STD Cell Signaling s 10 pl
vzorkového pufru redukujicitho (michani v poméru 1:1). Povatila jsem ho 5 min ve vodni lazni. STD
Cell Signaling jsem nanesla stejn¢ jako do malé jamky druhého skla.

Do sestaven¢ho elektroforetického zafizeni jsem pftilozila skla s gely. Do celého zafizeni jsem
nalila elektrolyt (gel musi byt stale vlhky). Takto pfipravené zafizeni jsem pfipojila k proudu. Pies
zaostiovaci gel jsem nastavila proud 400 mA, napéti 80 V. Celo proteinii proslo pies zaostfovaci gel
po 30 minutach. Ptes separac¢ni gel proteiny putovaly pod proudem 400 mA, pti napéti 160 V po dobu
90 min. Vidéla jsem putovat modré celo proteint (pfi vysSim napéti putuje rychleji). U STD Biorad se
postupné vytvafel krasny Zebficek rtzné velkych, do bandi separovanych proteini. U STD
Cell Signaling jsem pozorovala jen putujici ¢elo, které se oddélilo od ¢ela lyzatu.

Pripravila jsem si 10% bloka¢ni roztok. Navazila jsem 5 g susené¢ho odtucnéného mléka a
dolila do 50 ml roztokem 1xPBS/Tween. Zkumavku jsem dala na tfepacku a nechala promichavat.

Dale jsem si zacala pfipravovat material pro WB. Nastiihala jsem si dvé NC membrany pro
velky blot o rozmérech 8,5 X 8,5 cm a ponofila je do blotovaciho pufru v petriho misce. Na jednu NC
membranu jsou potieba dva chromatografické papiry. Proto jsem si nastiihala ¢tyfi o rozmérech
8,5 x 8,5 cm a tésné pred blottingem jsem je ponofila do blotovaciho pufru. Po ukonceni elektroforézy
jsem gel pomoci stficky s dH20 uvolnila ze skel a odstranila nepotiebny zaostiovaci gel. Do
pripraveného blotovaciho zafizeni jsem naskladala tzv. sendvic v potfadi: chromatograficky papir, NC
membrana, gel, chromatograficky papir. U STD Cell Signaling je pted blottingem potieba popsat na
NC membranu, kde se STD nachazi, protoze po blottingu zmizi a neni vidét. VSe jsem jesté polila
trochou blotovaciho pufru a zkumavkou jsem vytladila vzduchové bublinky. Celé zafizeni jsem
pfipojila k proudu 70 mA, napéti 300 V po dobu 80 min. Po ukonceni blottingu jsem rozebrala
zafizeni a vyjmula NC membrany. Ostatni, jiZ nepotiebny, materidl jsem vyhodila. Bloka¢ni roztok
jsem vylila do petriho misky a ponofila do n¢j NC membrany. Blokaci jsem nechala probihat pfes noc
v lednici pfi teploté 2 - 8°C.

31. 8. 2012

Druhy den jsem zacala s pfipravou fedéné¢ho bloka¢niho roztoku. Do zkumavky jsem k
navazenému 0,5 g suSeného odtu¢néného mléka dolila do 50 ml 1xPBS/Tween. K 1 ml fedéného
blokaéniho roztoku jsem piimichala pozadovany objem protilatky (dle pipetovaciho protokolu®®) tak,
aby mi vznikla pozadovana koncentrace. Celkem jsem pfipravila 19 vzorkl (pouzila jsem 8 protilatek,
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z nichz byla kazda ve dvou fedénich, 2 kontroly a 1 blank, ktery obsahoval ¢isty 1XPBS/Tween).
Nektera fedéni byla tak mala, ze by nesla nepipetovat. Proto jsem pfipravila vétsi objem, nez byl
pozadovany (10x vétsi fedéni), a pak jsem z tohoto dobfe promichaného vzorku odebrala 1 ml,
pozadovany objem. Roztoky jsem aplikovala do zkumavek ocislovanych podle poctu protilatek
(+ 2 kontroly a 1 blank). VSechny roztoky jsem promichala na vortexu. Pfipravila jsem si vani¢ky s
jamkami. Také jednotlivé vani¢ky jsem si o€islovala od 1 do 19. Roztok 1 ze zkumavky 1 jsem pak
aplikovala do jamky 1.

NC membrany jsem piendala z blokac¢niho roztoku do roztoku 1xPBS/Tween v petriho misce
a nechala je chvili promyvat na kyvaéce. Mezitim jsem si omyla, vyklidila a roztokem 1xPBS/Tween
polila pracovni desku (membrany musi byt stale vlhké, jinak praskaji). Po promyti NC membran jsem
je dala na pracovni desku a ofizla je. K membrané jsem pfilozila plastovy hieben tak, jak ptiivodné byl
na gelu, a skalpelem jsem odfizla pfebyteéné okraje. Zbyla mi tak membrana pouze s nanesenym
materidlem. Poté jsem odfizla STD s dostatenymi okraji a zbylou membranu s proteiny jsem
roziezala na 19 stripl. Stripy jsem tuzkou ocislovala (stripy od STD Biorad ¢isly 1-19, stripy STD
Cell Signaling c¢isly 20-38). Pii fezani jsem membrany stale vlhéila ze stficky roztokem
1xPBS/Tween. Stripy jsem roziadila podle ¢isel do jamicek. V kazdé jamicce byly 2 stripy (v jamicce
1 byl strip Biorad 1 a strip Cell Signaling 20). STD Biorad jsem dala do roztoku 1xPBS/Tween a dala
ho na kyvacku. Takto je hotovy a je potieba az pii zavéreéném vyhodnoceni. Se STD Cell Siganling
budu pracovat az pii navazovani sekundarni protilatky na stripy. Zatim jsem ho také dala do roztoku
1xPBS/Tween a poté na kyvacku. Vanicky se stripy v nafedénych protilatkach jsem dala na kyvacku a
nechala 60 min inkubovat. Po inkubaci jsem stripy celkem 3x promyla. Nejprve jsem vodni vyvévou
odsaéla roztok (pro kazdou jamicku jsem si vzala novou Spicku kviili kontaminaci). Stfickou jsem do
kazdé jamky ptidala dostatek roztoku 1xPBS/Tween a nechala 5 min. promyvat na kyvacce.

STD Cell Signaling ma na sob¢& navazany protein s biotinem (neni vidét). Proto jsem na néj
navazala anti-biotin s Px (fedény v IXPBS/Tween v poméru 1:1000). K 10 ml roztoku 1xPBS/Tween
jsem ptidala 10 ul anti-biotinu/Px. STD Cell Signaling jsem dala do vanicky a pfidala jsem tolik
roztoku anti-biotinu/Px, aby byl STD Cell Signaling ponofeny. Poté jsem ho nechala 60 min
inkubovat na kyvacce.

Sekundarni protilatku jsem pfipravila tésné pied jeji aplikaci. Konjugdt GAM/Px (sekundarni
protilatka s navazanou kienovou peroxidazou) jsem natedila v roztoku 1xPBS/Tween v fedéni 1:5000
(2 ul GAM/Px + 10 ml 1XPBS/Tween). Do kazdé jamicky jsem aplikovala 1 ml sekundarni protilatky.
A nechala jsem je spolu se STD Cell Signaling inkubovat 60 min. Béhem inkubace jsem si pfipravila
vyvolavaci komoru. Na dvefich jsem rozsvitila Cervené svétlo na upozornéni ostatnich, Ze se
vyvolava. Ptipravila jsem 3 vanicky. Do prvni jsem uz za tmy, jen pfi rozsviceném cerveném svétle,
nalila vyvojku, do druhé dH20 a do tfeti ustalova¢. Do kadinky jsem si napustila studenou vodu. Po
inkubaci jsem membrany i STD Cell Signaling 3x promyla, stejné jako po primarni protilatce. Bylo
dalezité si roztoky vzajemné nezkontaminovat (ménéni Spicek, vystiiknuti roztoku, nedotknout se
roztoku sttickou).

Promyté stripy a STD Cell Signaling jsem pinzetou pienesla na omytou a ocisténou
umélohmotnou podlozku. Stripy jsem sefadila podle ¢isel a na vrchu je izolepou pfichytila k
podlozce.
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ECL substrat jsem si pfipravila smichdnim roztoku 1 a 2 v poméru 1:1000 (4 pl+4000 pl) do
alobalu zabalené zkumavky, aby na ni neputsobilo svétlo. Substrat jsem pipetou nanesla na membrany
(2 ml/membrana). Substrat jsem nechala pasobit 1 min (navaze se na peroxidazu a zpusobi potiebnou
luminiscenci). Po minuté jsem piilozila buni¢inu a odséala prebytecny substrat. Celé desky jsem
piikryla potravinatrskou folii a vyhladila rukou. Desky jsem vlozila do fotografickych desek a Sla do
piipravené vyvolavaci komory. Tam jsem do desek vlozila film citlivy na modré svétlo po zvolenou
expozi¢ni dobu (lisi se podle pouzité protilatky a materialu). Mé expozi¢ni doby byly: 2 min, 1 min,
30s, 15s, 30s, 5min. Po uplynuti expozi¢ni doby jsem film ponofila na 1 -2 min do vyvojky,
protahla jsem ho dH2O, dala jsem ho na 1 - 2 min do ustalovace a na zavér jsem film oplachla ve
studené vodé a nechala ho uschnout. Filmu jsem jest¢ pfed expozici zahla pravy dolni roh pro lepsi
pozdéjsi orientaci na snimku. Dodate¢né jsem film v laboratofi fixem popsala (datum, expozi¢ni doba
a popis snimku — ¢isla stript, velikosti proteinti jednotlivych bandd u STD). Pti popisu bandd jsem u
STD Biorad musela STD piilozit ke snimku a fixem zaznacit i samotné bandy. U STD Cell Signaling
stacilo k vyvolanym bandiim dopsat velikost proteinii.

6.2.  Zavéry experimentu

Zavér z 1. experimentu WB dne 28. - 29. 12. 201157

Byl proveden test WB na materialu lyzat bunéc¢né linie Jurkat. Testovani mélo byt provedeno
pomoci protilatek TU-01, Bcl-2/10 a mN1A. Jako negativni kontrola byla pouzita izotypova kontrola
IgG1 MOPC-21 a Blank.

Byly ptipraveny dva stejné gely, lisilo se pouze pouziti standardi - velikostnich markert. Byl
pouzit dosud bézné pouzivany standard v QC laboratoii — Prestained SDS-PAGE Standards, Low
Range od firmy BIO-RAD a novy testovany standard Biotinylated Protein Ladder od firmy
Cell Signaling.

Bohuzel test protilatek byl nepriikazny, nebyl zobrazen ani jediny band. Vzhledem k tomu, ze
nevyS$la ani pozitivni kontrola, byla velmi pravdépodobné Spatna peleta bunék Jurkat, ktera byla
pouzita pro lyzy a pro samotny test WB.

Nicméné¢ WB jako takovy probéhl dobie. Detekce biotinovaného standardu probchla bez
problémt, coz svédci o dobfe provedené metod€ a bohuzel jen o problému v testovacim materialu.

Testovany standard ma velké mnozstvi rozpéti obsazenych proteind (10 ks, 9 — 200 kDa),
oproti dosud pouzivanému SDS PAGE standardu Low Range (6 ks, 18 — 101 kDa). Vzhledem k tomu
nedoslo u testovaného standardu k plnému rozdéleni jednotlivych proteint. U pouzivaného standardu
doslo k rozdéleni vSech 6 bandl a toto bylo patrné i pii samotné SDS PAGE metod¢, vzhledem
k tomu, ze standard je barveny a b&éhem elektroforézy lze regulovat jeji délku dle rozdéleni
jednotlivych bandii. To bohuZzel u testovaného standardu vzhledem k bezbarvé povaze roztoku nelze.
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Pro pfisti test bude vhodné pouzit vétsi (delsi) rozmér gelu, aby mohlo byt provedeno lepsi
rozdéleni jednotlivych bandd na testovaném standardu. A déle je potieba pfesné ofiznout membranu
dle velikosti gelu a po blottingu tuzkou ptesné¢ oznacit pozici standardu a lyzatu, vzhledem k tomu, Ze
po samotném blottingu jiz nelze barevné odliSit, co se kde na membrané nachazi vzhledem
k bezbarvému standardu i bezbarvému lyzatu. U barveného standardu pfeputuji oznacené barevné
bandy standardu na membranu a podle toho lze piesné uréit i pozici materialu na membrang. Toto se
jevi jiz jako n€kolik nevyhod pro nové testovany biotinovany standard.

Zavér z 2. experimentu WB dne 16. - 17. 2. 201258

Byl proveden test WB na materialu lyzat bunééné linie HELA a MCF-7. Testovani bylo
provedeno pomoci protilatek C-04, C-11, A53-B/A2 a pozitivni kontroly TU-01. Jako negativni
kontrola byla pouzita izotypova kontrola [gG1 MOPC-21 a Blank.

Byly pfipraveny dva stejné gely, liSilo se pouze pouziti standardl - velikostnich markerti. Byl
pouzit dosud bézné pouzivany standard v QC laboratoii — Prestained SDS-PAGE Standards, Low
Range od firmy BIO-RAD a novy testovany standard Biotinylated Protein Ladder od firmy
Cell Signaling. Na rozdil od prvniho experimentu byly pouzity dlouhé gely na SDS-PAGE
elektroforézu, aby dos$lo k lepSimu rozdé€leni jednotlivych bandii Cell Signaling standardu. A dale
jsme pouzili dvoulyzacéni jamku, pro pouziti dvou riznych lyzatt v ramci jednoho gelu i standardu.

Test protilatek byl tentokrat prikazny a reakce specificity jednotlivych protilatek velmi silna.
Prvni expozice byly siln¢ ptesvicené. Pro lepsi vyhodnoceni jsme detekované membrany museli
nechat n¢kolik minut vysvitit ¢i délat velmi kratké (vtefinové) expozice. Negativni izotypova kontrola
spravné nereagovala ani na jednom materidlu. Pozitivni kontrola TU-01 se spravné navazala na alpha-
tubulin (50 kDa). Lyzat buné¢né linie MCF-7 byl silnéjsi nez lyzat HELA. Protilatka C-04 reagovala
s Cytokeratinem 18 (45 kDa), protilatka C-11 reaguje s Cytokeratiny 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 (proto je na
vyvolaném snimku v rdmci jednoho stripu vice bandil) a spravné se n¢kolikrat navazala v rozmezi
40 - 68 kDa a protilatka A53-B/A2 reagovala s Cytokeratinem 19 (40 kDa). Protilatky reagovaly
dobfe a specificky.

Detekce biotinovaného standardu probehla bez problému, rozdéleni bandu je pékné, zv1aste pti
kratké expozici €1 po vysviceni. Nicméné vyhodnoceni testovaného standardu je opét
komplikovanéjsi, vzhledem k tomu, Ze dle instrukci dodavatele mé mit standard celkem 10 bandl o
ruzné velikosti. Detekovat se nam vSak podafilo naprosto jednozna¢né pouze 9 bandd, s tim, Ze neni
jednozna¢né mozné fici, ktery nam chybi a proc.

U pouzivaného standardu Biorad doslo k rozdéleni vSech 6 bandii a toto bylo patrné i pfi
samotné SDS-PAGE metod¢, vzhledem k tomu, Ze standard je barveny a béhem elektroforézy lze
regulovat jeji délku dle rozdéleni jednotlivych bandi. To bohuZel u testovaného standardu vzhledem
k bezbarvé povaze roztoku nelze.

Op¢ét se nam potvrdilo, ze je potieba velice pfesné ofiznout membranu dle velikosti gelu a po
blottingu tuzkou piesné oznacit pozici standardu a lyzatu na membranu, vzhledem k tomu, Ze po
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samotném blottingu, jiz nelze barevné odlisit, co se kde na membran¢ nachazi vzhledem
k bezbarvému standardu i bezbarvému lyzatu. U barveného standardu pteputuji oznacené barevné
bandy standardu na membranu a podle toho lze piesné uréit i pozici testovaného materidlu na
membrane. Toto se jevi jiz jako nékolik nevyhod pro nové testovany biotinovany standard. Téz

wewvr

elektroforézu. Dalsi z nevyhod je jina délka expozice pro standard i pro testovanou protilatku.

Zavér z 3. experimentu WB dne 30. - 31. 8. 2012%

Byl proveden test WB na materialu lyzat bunééné linie RAJI. Testovani bylo provedeno
pomoci protilatek TU-30, TU-32, MEM-267, MEM-255, NAP-03, NAP-07, SOS-01, H-RAS-03.
Jako negativni kontrola byla pouzita izotypovd kontrola IgGl Mopc-21a Blank, jako pozitivni
kontrola TU-01.

Opét byly ptipraveny dva stejné dlouhé gely, lisilo se pouze pouziti standardi - velikostnich
markerti. Byl pouzit dosud b&ézné€ pouzivany standard v QC laboratoii — Prestained SDS-PAGE
Standards, Low Range od firmy BIO-RAD a novy testovany standard Biotinylated Protein Ladder od
firmy Cell Signaling. Stejné jako v druhém experimentu byly pouzity dlouhé gely na SDS-PAGE
elektroforézu, aby doslo k leps§imu rozdéleni jednotlivych banda Cell Signaling standardu.

Test vétSiny protilatek byl prikazny a spravny. Spravné probéhla i negativni izotypova
kontrola. Protilatka pozitivni kontroly TU-01 se vSak v tomto testu nenavazala. V dalSim, jiz vlastnim,
experimentu QC laboratoie tato kontrola také nevysla, coz potvrdilo nefunk¢nost této Sarze protilatky
Protilatka TU-32 se spravné navazala na gamma-tubulin (48 kDa). Protilatka MEM-267 vytvorila
krasny band okolo 30 kDa (antigen HLA-DR1), spravné by méla byt mezi 26 - 28 kDa. Tento maly
rozdil je sice zanedbatelny, ale poukazuje na malou nepfesnost pouzivaného standardu. Déle se na
antigen PAG/Cbp spravné navazala protilatka MEM-255 (80 kDa). U zbylych protilatek nebyly
zaznamenany Zadné signaly. Tento experiment vyuzila QC laboratof i jako otestovani spornych
vzorkd, kde §lo o hledani vhodného pozitivniho materidlu pro tyto protilatky. Dopiedu tudiz nebyl
jasny vysledek. Ukazalo se, Ze se nejednalo o vhodny pozitivni material pro tyto protilatky.

Detekce biotinovaného standardu probéhla bez problémt, rozdéleni bandi je pekné, zvIaste pii
kratké expozici ¢i po vysviceni. Vyhodnoceni testovaného standardu je stejné jako v predchozich
experimentech komplikovanéjsi. Podle instrukci dodavatele méa mit standard celkem 10 bandii o rizné
velikosti. Detekovat se nam vSak podatilo naprosto jednozna¢né pouze 9 bandu, stejné jako v druhém
experimentu, s tim, Ze neni jednozna¢né mozné fici, ktery nam chybi a proc.

S pouzivanym standardem Biorad nebyly pfi rozdélovani bandi zadné problémy. Potvrdily se
poznatky z pfedchozich experiment.

Ovétily se nevyhody standardu Cell Signaling zjisténé pii druhém experimentu.
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7. Diskuse

Testovany STD Cell Signaling ma velké mnozstvi rozpéti obsazenych proteinli (béhem
elektroforézy by se mél rozdélit na 10 bandt, 9 - 200 kDa) oproti STD Biorad (jen 6 bandd,
18 - 101 kDa). V¢tsi rozpéti by jisté znamenalo klad pro STD Cell Signaling, kdyby ovSsem doslo k
plnému rozdé€leni jednotlivych proteinti. STD Cell Signaling se nerozdélil do deseti bandi ani u
jednoho ze tii provedenych experimentii a nedalo se jednoznacné urcit, ktery band chybi a pro¢. U
pouzivaného STD doslo k rozdé€leni vSech Sesti bandii pokazdé. Rozdéleni jednotlivych bandi STD
Biorad bylo patrné uz pti samotné SDS-PAGE elektroforéze, vzhledem k tomu, ze STD je barevny.
Diky tomu se da béhem elektroforézy regulovat jeji prubéh. To bohuzel u testovaného STD nelze,
jelikoz je roztok bezbarvy.

K piehlednému rozdéleni bandit STD Biorad staci kratsi gel. U STD Cell Signaling je tfeba
elektroforézu). 1 pfes pouziti delSiho gelu, nedoSlo k rozdéleni vSech deseti bandi ani v jednom
experimentu.

Dalsi dulezitou véci je potieba ptesného ofiznuti membrany podle velikosti gelu a po blottingu
tuzkou oznacit pozici lyzatu i STD Cell Signaling na NC membranu. Po samotném blottingu jiz nelze
barevné odlisit, co se kde na membran¢ nachazi vzhledem k bezbarvému testovanému STD i lyzatu. U
barveného STD Biorad pieputuji ozna¢ené barevné bandy STD na membranu a Ize piesné urcit pozici
STD i testovaného materidlu na membrané. Toto je jiz nékolik nevyhod pro nové testovany STD
Cell Signaling.

Dalsi z nevyhod testovaného STD je jina délka expozice pro STD a testovanou latku.

Naopak vyhodou je, Ze se STD Cell Signaling vyvolavé na jeden snimek spolu s testovanou
latkou, coz usnadnuje zavérecné vyhodnoceni metody, kdy staci popsat pouze velikost proteind
jednotlivych bandii z certifikatu dané Sarze STD. Zavérecné vyhodnoceni metody za pouziti STD
Biorad je oproti testovanému STD mén¢ piesné. K vyvolanému snimku se musi ptilozit STD Biorad s
bandy rozdélenymi na NC membrang. Na snimek se musi bandy nejprve fixem oznaclit, coz muze
zpusobit jistou nepfesnost. Obcas se t¢zZko odhaduje zacatek a konec stripi na snimku, kdy jsou vidét
hlavné signaly testovanych protilatek a pozitivnich kontrol. Pouze u silné€ ptfesvicenych snimku jsou
vidét 1 pozice stripli na snimku.

8. Slovnicek pojmii

Antigen®061
Latka, kterou imunitni systém (IS) organismu rozpoznava jako télu cizi a reaguje na néj. Je schopny

60 Antigen. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 31. 3. 2012 [cit.
2012-11-06]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Antigen
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vyvolat specifickou imunitni reakci, napt. tvorbu protilatek. Jedna se o proteiny, polysacharidy, nukleové
kyseliny atd.

Band
Zo6ny proteint vytvoiené v gelu béhem elektroforézy.

Blotting
Pfeneseni napf. nukleové kyseliny na membranu. Southern blotting pienasi DNA (zakladatel Southern),
Northern blotting pfendsi RNA a Western blotting pfenasi proteiny.

Bunécny lyzat
Je to uvolnény obsah bun¢k mikroorganismil nasledkem rozruseni bunéénych stén a membran.

Centrifugace
Pti centrifugaci je lyzat rozd€len na supernatant a sediment (zbytky mebran apod.)

Dalton®?
Atomova hmotnostni jednotka. Znaci se u, ale tato jednotka se také nazyva dalton (Da).

Denaturace®
Zména prostorového uspotfaddani molekuly biopolymeru (bilkoviny, nukleové kyseliny, polysacharidy),
pfi niz dochézi ke ztraté jeho biologickych funkei. Denaturaéné pisobi napi. detergent (napi. SDS), ale i

A4

vyssi teplota.

Detergent
Chemicka latka snizujici povrchové napéti.

Elektroforéza®46°66

Metoda vyuzivana k separaci latek, napf. proteinti. Nabité Castice se v homogennim elektrickém poli
pohybuji odlisnymi rychlostmi, které zavisi na velikosti ndboje ¢astic a na velikosti molekuly. Nabité
molekuly (ionty) se tak separuji.

Expozi¢ni doba®’
Cas, po ktery dopada na svétlo-citlivy material obraz z objektivu.

61 Pojem antigen. In: ABZ: slovnik cizich slov [online]. © 2005-2006 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z: http://slovnik-cizich-
slov.abz.cz/web.php/slovo/antigen

62 Dalton. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 29. 5. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Dalton

63 Denaturace. In: VYDAVATELSTVI: VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE [online]. [cit. 2012-11-
06]. Dostupné z: http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/denaturace.html

64 Elektroforéza. In: Biochemical web [online]. 2004 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z:
http://biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm

8 Elektroforéza DNA, blotting. In: BIOLOGIE v kostce [online]. [cit. 2012-11-06]. Dostupné z: http://biologie-v-
kostce.blogspot.cz/2011/05/72-elektroforeza-dna-blotting.html

% Elektroforéza. In: Cesky lékopis 1997 [online]. © 2002-3 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
http://www.lekopis.cz/Kap_2_2_31.htm

7 Expozi¢ni doba. In: SkyFly [online]. © 2009-2012 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z:
http://www.skyfly.cz/pristroj/slovnik/expozicnidoba.htm
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Chemiluminiscence®®
Emise svétla (luminiscence) jako vysledek chemické reakce.

Imunodetekce®®
Faze metody WB, kdy se detekuji protilatkou konkrétni vybrané proteiny.

Imunokomplex™
Imunitni komplex protilatky vazané na specificky antigen.

Imunologie’
Véda, ktera se zabyva zkouméanim imunitniho systému a jeho reakcemi.

Inkubace™
Slovo pochazi z latinského incubare, v piekladu lezet. Inkubace ma rizné vyznamy. V této praci inkubace
znamena nechat latku po urcitou dobu lezet. Béhem inkubacéni doby probihaji potifebné reakce.

Izotypova kontrola
Negativni kontrola, protiladtka, ktera ma stejny izotyp a formdat jako testovand protilatka, ale je
nereaktivni k materidlu. Behem inkubace by se neméla navéazat na material.

Konjugat
Protilatka, na kterou je navdzany enzym nebo fluorescencni barva.

Lyze7374

Rozklad bunék v dusledku rozpadu jejich vnéjs$i membrany.

Polymerace”
Chemicka reakce, pii které z jednoduchych molekul (monomerit) vznikaji makromolekuly (polymery).

Primarni protilatka
Specificka protilatka, ktera se navazuje na konkrétni protein (napf. pii detekci WB). Neni znacena, proto
je potieba ji detekovat sekundarni protilatkou.

& Chemiluminescence. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 23
July 2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://en.wikipedia.org/wiki/Chemiluminescence

8 Detekce konkrétnich proteinQ. In: Lékarskd fakulta UK v Hradci Krdlové [online]. © 2007 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z:
http://lwww.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/Proteiny.htm

0 Imunokomplexy. In: Co Je Co: Vase Encyklopedie [online]. ©1999-2012 [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
http://www.cojeco.cz/index.php?id_desc=38221&s_lang=2&detail=1&title=imunokomplexy

1 Imunologie. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 4. 11. 2012
[cit. 2012-11-06]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Imunologie

2 Inkubace. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 15. 3. 2012 [cit.
2012-11-06]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Inkubace

3 Vyznam bunééného lyzatu. In: LYSATEC: LYSATEC TECHNOLOGY [online]. copyright 2003-2006 [cit. 2012-11-06].
Dostupné z:
http://lysatec.com/right_c.php?PHPSESSID=cf4ab47c121b957a8133468173082783&jist=8562&lang=cz&cont=va&ident=10
74 Lyza. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 19. 8. 2012 [cit.
2012-11-06]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Lyze

5 Polymerace. In: Slovnik-cizich-slov.info [online]. © 2011 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z: http://slovnik-cizich-
slov.info/polymerace
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Protein™
Proteiny (bilkoviny) jsou makromolekuldrni pfirodni latky sloZzené z aminokyselin.

Proteinovy marker
Standard, smés proteinli o znam¢é molekulové hmotnosti.

Protilatka (imunoglobulin, 1g)
Protein, ktery je schopny se navazat na specificky antigen. Pomaha imunitnimu systému identifikovat a
zneSkodnit cizi objekty (bakterie, viry).

Pufr’’
Tlumivy roztok, ktery je schopny udrzovat pomérné stabilni pH i po pfidani silné kyseliny ¢i zasady.

Resuspendovani
Resuspendovat, tj. rozmichat, nafedit.

Sekundarni protilatka
Specificka protilatka vici zviteti, z kterého je primarni protilatka ptipravena.

Sendvié¢
Vyuziva se pii WB. Vytvoii se pfilozenim gelu s proteiny na membranu. Sendvi¢ se poté umisti do
elektrického pole.

Separacni gel

Vyuziva se pii elektroforéze. Mensi proteiny se v ném pohybuji rychleji (prochédzi péry gelu 1épe nez
vEtsi proteiny, které jsou zpomalovany). Proto umoziuje rozdéleni proteinti podle velikosti (molekulové
hmotnosti).

Solubilizace™
Nepravé rozpousténi latek v kapaling, ve které je latka témét nerozpustnd. Vyuzivéa se k tomu vhodnych
detergentl (tenzidit).

Standard”®
Soubor proteinti o znamych velikostech. Proteiny se béhem elektroforézy rozdéli do bandd. Standard
umoziuje ovefeni spravnosti navazani protilatek na specifické proteiny.

Strip
Prouzek membrany, na kterou byly ptfeblotovany proteiny.

76 Bilkovina. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 23. 10. 2012
[cit. 2012-11-06]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADIkovina

7 pufr. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 9. 7. 2012 [cit.
2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Pufr

78 Solubilizace: Lecyklopaedia. In: Leccos [online]. [cit. 2012-11-06]. Dostupné z:
http://leccos.com/index.php/clanky/solubilizace

79 What is a marker protein?. In: Answers [online]. © 2012 [cit. 2012-11-06]. Dostupné z:
http://wiki.answers.com/Q/What_is_a_marker_protein
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Vizualizace®
Znéazornéni, zobrazovani skutecnosti. Znadzornéné vysledky vnimame pomoci zraku.

Western blotting (imunoblot)??

Imunochemicka metoda vyuzivana k detekci specifického proteinu. Vyuziva gelovou elektroforézu, poté
jsou proteiny preneseny z gelu na membranu. Na povrchu membrany jsou proteiny detekovany
specifickymi protilatkami.

Zaostiovaci gel
Ma velké pory, které nezpomaluji migraci proteini. Béhem elektroforézy zpusobuje, ze Se proteiny
koncentruji do uzkych zon a takto vstupuji do separac¢niho gelu.

8 Vizualizace. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 27. 8. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Vizualizace

8 Western blot. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001-, 1. 11. 2012
[cit. 2012-11-07]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Western_blot
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9. Zavér®

Podaftilo se mi optimalizovat metodu Western Blotting a splnit vSechny ostatni vytycené cile.
Metodu jsem prakticky provedla a pribéh experimentu jsem zaznamenala do firemnich protokold.
Metodu jsem teoreticky pochopila (pro lepsi orientaci jsem vytvofila slovni¢ek pojmil). Seznamila
jsem se s chodem v laboratofi a vyzkousSela si zdkladni praci v ni. Celou préaci jsem shrnula do
zaveretné zpravy. Zjisténé vysledky a srovnani jsem shrnula v doporuceni pro firmu Exbio Praha, a.s.

Na zaklad¢ tii provedenych experimenti metody Western Blotting za pouziti standardu
Prestained SDS-PAGE, Low Range od firmy BIO-RAD a testovaného standardu Biotinylated Protein
Ladder od firmy Cell Signaling, jsem dosla k zavéru, ze se firmé Exbio Praha, a.s. nevyplati zaéit pro
tuto metodu pouzivat testovany standard. Problém se standardem od firmy Cell Signaling by mohlo
vyfesit otestovani standardu s uz§im rozpétim velikosti proteinti a tudiz mensim poctem bandu (jako
ma standard od firmy Biorad). To je ovSem navrh nejen na novy experiment, ale i na investici do
nového standardu, pficemz vysledek neni stoprocentné jisty.

Tato prace je uréena firmé Exbio Praha, a.s. Déle je prace urCena vSem, ktefi se v tématu tolik
neorientuji, laikim, ktefi by po pfecteni této zpravy méli metod€ a zdkladnim pojmim porozumét.
Nakonec to byla velmi dobra zkuSenost pro m& samotnou, pro ¢lovéka, ktery se chce v oboru dale
vzdelavat.

9.1. Doporuceni firmé Exbio Praha, a.s.

V ramci tii provedenych experimenti metody Western Blotting byl otestovan standard
Biotinylated Protein Ladder od firmy Cell Signaling. Pfi prvnim experimentu byl pouzit kratky gel,
pfi druhém a tetim byl pouZit gel dlouhy. Na zdklad¢ diskuse, jsem doSla k zavéru, Ze by firma
Exbio Praha, a.s. méla pro metodu Western Blotting i nadale pouzivat standard Prestained SDS-
PAGE, Low Range od firmy BIO-RAD. I kdyz standard od firmy Cell Signaling umoziuje vétsi
presnost pfi vyhodnoceni metody, objevilo se béhem testovani hned né€kolik nevyhod pro testovany
standard.

vevr

jednom ze tfi experimentli se nepovedlo rozdéleni vSech deseti bandu (i pies pouziti delSiho gelu), jak
uvadi firma Cell Signaling a nedalo se jednozna¢né urcit, ktery band chybi a pro¢. JelikoZ je roztok
testovaného standardu bezbarvy, neda se béhem elektroforézy regulovat jeji pribéh. Po blottingu je
nutné tuzkou pfesné oznacit pozici testovaného standardu na NC membranu. Po samotném blottingu
totiz nelze barevné odlisit, co se kde na membrané€ nachazi vzhledem k bezbarvému testovanému
standardu 1 lyzatu. Testovany standard mé jinou expozic¢ni dobu nez testovana latka, coz ztézuje
vyvolavani a vyhodnoceni metody (standard je pfesviceny, kdyz jsou bandy testované¢ho materialu
vidét optimalné a naopak, pokud je standard vidét optimélné, tak jsou bandy testovaného materialu
vidét slabé apod.).

8 pfiloha 36, 37, 38
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Problém se standardem od firmy Cell Signaling by mohlo vyfesit otestovani standardu s uzsim
rozpétim velikosti proteint a tudiz i menSim poctem bandl (jako ma napf. standard od firmy Biorad).
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