1. Western blott

* Po rozobrati blotovacieho ,sendvica“ sa membranka inkubovala 1 hodinu v 5% mlieku (prasok rozpusteny v roztoku TBS-Tween)

* Ndsledne sa na membranku nakvapala primdrna protilatka anti PARP nariedena v mlieku (findlne riedenie 1:1000), inkubdcia cez noc pri
4°C

Pozn.: aby ndm roztok s protilatkou drZal pekne na membrane, ddvame memranu do misky, ktora je potiahnuta parafilmom, vid.

obrazok:

* Nadruhy den (streda) bol z membrany odmyty roztok s protildtkou 3x5 minut na trepacke:

* Ndsledne bola memrdna inkubovand na trepacke 1 hodinu v roztoku mlieka so sekunddrnou protilatkou (obdobne ako obrazok vyssie). A
potom premytd 3x5 min ako po primdrnej protilatke. Nasleduje detekcia, kde je protilatka naviazana.




1. Western blott
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My pouzivame chemiluminiscen¢nu detekciu a snimame signal pomocou pristroja Vilber — ¢o je vlastne vysoko citlivd kamera, ktoru
ovladame pocitacom. Membranku vloZzime na podlozku do pristroja a nakvapeme nan substrat pre alkalicku fosfatazu, ktora je
konjugovana so sekundarnou protilatkou. V mieste, kde je sekundarna protilatka (=aj primarna protilatka=aj cielovy protein PARP),
vznikne svetelny signdl, ktory nasnima kamera. A méZeme obdivovat, kde to svietilo viac a kde menej ©




1. Western blott

Vilber software vyzera takto — zvolite si, bud nech idedlnu expoziciu spocita sam alebo si ju zvolite sami — ja som zvolila 3,5 minaty. Snima najskor signal
protilatky, potom urobi obyc¢ajnu fotografiu membrany — aby sme videli, velkostny marker a potom urobi prekryv tychto fotiek a vznikne krasny obrazok
©
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1. Western blott

Vysledok:

kDa

250 -
130 -

100 -
70 -
55 -

35 -

- PARP 116 kDa
- $t&peny PARP 89 kDa

BohuZial' neviem, v akom poradi boli vzorky,
to si prosim doplrite do prezentéacie ©




2. Cytometer — Sytox green

* Bunky sklidené nesterilne, pomocou trypsinu, podobne ako v pondelok (vtedy sme miesto trypsinu pouzivali Skrabku)
* Stocené a rozsuspendované v PBS s farbi¢kou sytox green, ktora prenikd len do mrtvych buniek, bez ohladu na to, ¢i
presli apoptézou alebo inym typom bunkovej smrti. Detekcia na cytometru, v kanalu FITC.

Cytometer Optical system comprises:
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2. Cytometer — Sytox green

Vystup zo softwaru:
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FSC — forward scatter = velkost buniek
SSC — side scatter = granularita buniek

Chceme analyzovat len jednotlivé bunky (bez zlepencov, kde by bola analyza menej presnd), preto sa divame na nasledujuci graf:
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Ked bunky cytometer detekuje jednotlivo, medzi kazdym signdlom je pauza, ked pauza chyba (su tam zlepené bunky), narasta
plocha (A) histogramu, pretoze signal trva dlhsie. Ale intenzita signdlu je stdle rovnaka, preto nenarastd vyska (H).




2. Cytometer — Sytox green

Analyzujeme 10 tisic buniek oznacenych ako P2 (single cells, bez zlepencov).
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2. Cytometer — Sytox green

Vysledok:

%

Grandpar
Name Events % Parent ent % Total
dmso:P3 596 5,92 5,07 4,2
etoposid:P3 3371 33,71 25,61 19,11
cisplatina:P3 625 6,25 5,34 4,39
taxol:P3 3948 39,48 36,38 25,97
doxorubicin:P3 6 036 60,36 56,92 46,31

Divame sa na % parent = % pozitivnych buniek z parentalnej populdcie, ktorou su jednotlivé bunky
(single cells)




3. Jadra znacené propidium jodidom

Zafixované bunky boli kvapnuté na podlozné sklicko, po odpareni fixacného roztoku sa na ne privapol roztok PI, prilozilo
sa krycie sklicko a obrazky boli snimané na fluorescenénom mikroskope.

DMSO — pekné celistvé jadra

Mitéza ©




3. Jadra znacené propidium jodidom

TAXOL - kondenzované chromozémy z réznych uhlov pohladu ©




3. Jadra znacené propidium jodidom

ETO POS' D-3 apoptozy




3. Jadra znacené propidium jodidom

CISPLATINA - minimélne 2 apoptdzy




4. Cytometer- bunkovy cyklus

Najskor vylucime zlepené bunky z analyzy, podobne ako v tlohe €. 2
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Potom sa divame na signal v kanale PE (bunky su znacené propidium jodidom). Tento krat vSak nemame exponencialnu os, ale
linedarnu — DNA sa pocas cyklu zdvojndsobuje, tak maly rozdiel by sme na exponencidlnej ose nevideli (naopak, ked'je rozdiel
fluorescencie vysoky ako u farbenia sytox green, treba mat os exponencialnu)
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4. Cytometer- bunkovy cyklus

DMSO - P7 Taxol - P7
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4. Cytometer- bunkovy cyklus

% bunék DMSO Etoposid Taxol Cisplatina
SubGO 2,02 14,8 6,71 7,27
G1 53,53 5,51 4,74 28,38
S 19,28 27,63 10,01 36,2
G2/M 22,86 47,72 53,73 24,69
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