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Uvod

[1 MAPK aktivované fetalnim telecim sérem
(FCS = fetal calf serum)

[1 Role MAPK v diferenciaci osteoblasti

B zjStovano pomoci specifickych inhibitoru: pro Erk
drahu UO126, pro p38 drahu SB203580
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Uvod

1 MC3T3-E1 bunky

[ pocate¢ni faze — 1-7 den - proliferace

[ 8-10 den vykazovani osteogennich markeri:
B ALP (alkalicka fosfataza)
B kolagentypI

B osteokalcin

[] maximalni exprese téchto markert pfiblizné po
25 dnech




Alkalicka fosfataza

[ Dilezity osteogenni marker

[] Mineralizace kostnich bunék

B Hydrolyza PP1 (anorganicky pyrofosfat) — inhibitor
mineralizace tkani




Metody

[ Stanoveni markert diferenciace kostnich bunék
B ALP pomoci Lowryho metody
B Synteza kolagenu pomoci 4-hydroxyprolinu

B Osteocalcin pomoci radioimunoassay (RIA)
[] Northern blotting

[1 Western blotting a kinazova analyza




Lowryho metoda

Biuretovo ¢inidlo — chelatace mé&d’natého 1ontu
imidovymi strukturami polypeptidoveho fetézce v
alkalickém pH — Cerveny/fialovy komplex

Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo — kys.
fosfomolybdenanova a kys. fosfowolframova —
redukce tyrozinovych zbytkii proteinii — modra
MnoZstvi barvy je pfimo imérné mnozstvi
peptidovych vazeb




Northern blotting

Izolace RNA

Elektroforéza na agar6zovém gelu

Separovana RNA je pfenesena na membranu.

Kapilarni blotting - blotovaci membrana umisténa na
povrchu gelu, ktery leZi na porézni podloZce v nadobé s
pirenosovym pufrem, na ni pak vrstva vlhkého filtraCniho
papiru a fada vrstev suchych filtraCnich papiru. Cela
jednotka je zatiZena. Suchy papir nasava kapilarnimi silami
pufr, vzorek je tak tazen z gelu na membranu.

Specificka detekce se déje hybridizaci s komplementarni
DNA sondou, ktera je znacCena.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Tab. 1.

Alkalins phosphatase actviry
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Figure 5.
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Vysledky

[ Erk draha je aktivovana v rliznych stadiich a je
dulezita pro bunécnou proliferaci

[] p38 draha je aktivovana na zacatku diferenciace
— kontrola exprese ALP

[1 JNK draha — aktivovana béhem vyvoje
osteoblastu a jeji aktivita je nejvysSsi béhem
diferenciace




