Uloha 5 — immunoblotting

Tuto uUlohu jste si zvladli projit skoro celou — tvorba lyzat(l, elektroforéza, western blott, nastfihani
membranky i na zkousku nakapani mléka na membranku.

Poté, co jste v Utery odesli, se vaSe membranky hodinu kyvaly na tfepacce (blokovani nespecifickych
vazebnych mist, aby se protilatka navazala skutecné jen na rozdélené proteiny). Na membranky jsme
potom nakapaly vase pripravené protilatky a nechaly je inkubovat v ledni¢ce pres noc.

Vyvolani protilatek:

Membranky byly promyty 3x5 minut v TBS-Tween, pak byly inkubovany 1 hodinu se sekundarni
protilatkou (membranka s anti-a-tubulinem s mysi protildtkou a membranky s anti-E-kadherinem a
anti-stépenym PARPem s krali¢i protilatkou; vidy 1 ul protilatky do 15 ml 5% mléka). Po hodiné byly
opét promyty 3x5 minut v TBS-Tween, osuseny a preneseny na desku zafizeni Vilber.
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Tam na né byl nakapany vyvoldvaci roztok — ten se sklada z dvou vodicek smichanych 1:1, které
obsahuji luminol a enhancer (zvysuje senzitivitu). Sekundarni protilatky na sobé maji navazanou
kfenovou peroxiddzu, ktera katalyzuje oxidaci luminolu, pfi niz se uvolfuje svétlo. Tuto
chemiluminiscenci pak umi detekovat pravé ten detekéni systém Vilber. Na ném si uzivatel mlze
nastavit rizné ¢asy snimani a pak uz jenom ¢ekd na PC na obrazky ©



Vase vyvolané snimky:

Na vSech membrankach je vidy zleva: marker (Zebficek)
vzorek s EtOH (kontrola)
vzorek s perifosinem
vzorek s NaHCO3
vzorek s NaHCO3 a vzorek s kombinaci perifosinu a NaHCO3

a-tubulin: slouZi jako kontrola, Ze bylo od vSech vzorkd naneseno stejné mnoistvi proteind; to se vam
povedlo, prouzky jsou u vsSech vzorkl stejné silné, proto rozdily v intenzité prouzk( na dalsich
membrankach jsou dany opravdu biologicky a ne technickou chybou pfi nandseni ©
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Stépeny PARP: PARP (poly(ADP-ribdza) polymeraza) je jednim z vyznamnych substratd kaspaz, ktery
je v pribéhu apoptdzy stépen a z pivodniho proteinu o velikosti 116 kDa vznikaji fragmenty, pficem?
my jsme detekovali fragment o velikosti 89 kDa. Stépeny PARP nam tedy slouzi jako marker probihajici
apoptdézy. Jak je vidét na vasi membrance, signal pro tento protein je ve srovnani s kontrolou zvyseny
pouze v ptipadé pouZiti kombinace — takZze tam apoptéza probiha vyraznéji nez u ostatnich vzork.

E-kadherin: je protein zajistujici mezibunécnou adhezi — jeho snizeni tedy znaci pokles adhezivity
bunék. Tento proces byva vyuzivan jako marker epitelidlné-mezenchymalni tranzice, ktera je pro
nadorové bunky charakteristickd pfi metastazovani. Z vasich vysledkd plyne, Ze se E-kadherin ve
srovnani s kontrolou snizuje u vSech vzork(. Ackoliv to tedy vypada, Ze chemoterapeutikum perifosin
zejména v kombinaci s alkalizaci prostfedi je superskvély na zni¢eni nddorovych bunék, je nutné si
uvédomit, Ze prezivsi bunky se miZou stat agresivnéjsimi.



