WB PCR

Student Studium wB real time PCR nemuzu pijit

BUShueva’ SOfIa PFF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] ne ne 11.10. 1 7_1 8'10 7_8'11 B
Cendell’nova” LUCIe PfF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 11.10. M' MICka

Dzurechova , Laura PHF B-EMB EXBZ [sem 5, roé 3] he he _

FOJtI’kOVé’ Eva PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 10. 2 11.10.

FrlndtOVé, Hana PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] inie nie

HaVI I’k’ VojtéCh PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] ne ne 1 4 '-1 5 1 1 C
HOferkOVé ) E I iéka PFF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 21.a22. 11.

HOVanOVé ’ Séra PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 24.10. 2 25.10.

H erbe r’ TO m éé PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] ne ne

KOVéCS, Amalle PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne

Ku ba|a1 étépén PFF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 21 -22 1 1 D
LaCigova” Andrea PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] IAno ne

LekSOVél N ela PfF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne

Malé il Kate‘ﬁ na PFF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] ne lano

M i kOIaj kova” Ve ron i ka PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] Ne ne 10. 2 11.10.

NedVédOVé, Veronika PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] Ne Ne 11.10. @ 25.10. 28-29 1 1 E
PIeCé kOVé Barbora PiF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] Ne Ne

Pu p I’kOVé El Alzbéta PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] Ne Ne

Rom a n OVé il An n a PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne

RUSHékOVé, Ve ronlka PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] inie nie

Skal ICké 3 Marle PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 25.10.,7.28.11.

SteJSkalo\/é’ Béla PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] 1 7'1 8 1 0 A
é kvorova s Adéla PFF B-EMB EXBZ [sem 5, ot 3] ne ne

Toméalova’ ’ Klé ra PfF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne 24. 2 25.10.

Trojek! FIII p PiF B-EMB EXBZ [sem 5, ro¢ 3] ne ne

VOd iékova’, M iChaela PfF N-CELLBI CELLBI [sem 1, ro¢ 1] ne ne 24. a2 25.10. -
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Ocekavaneé vysledky

> B-catenin

RSPO \ RNF43

1. —CTR bez LGK-974 = catenin kontrolni hladina pted ovlivnénim exportu Wnt (450 ul DMEM)
2. CTR = catenin kontrolni hladina (450 ul DMEM + 0,45 ul LGK)

3. WNT3a =catenin A (300 ul DMEM + 150 ul CM Wnt3a + 0,45 ul LGK)

4. RSPO = catenin M (300 ul DMEM + 150 ul CM RSPO + 0,45 ul LGK)

5. WNT+ RSPO+ = catenin MA (150 ul DMEM + 150 ul CM Wnt3a + 150 ul CM RSP

0,45 ul LGK)




Metody

» Miru Wnt/B-kateninové signalizace |ze stanovit nékolika zplsoby:

» 1) pomoci western blottingu (detekci fosforylace relevantnich proteinii) - semikvantitativni
metoda,

» 2) mérenim exprese cilovych genli (pomoci qRT-PCR) - kvantitativni metoda

» 3) analyzou aktivity luciferazového reportéru TopFlash - kvantitativnhi metoda

» Vysledky z rdznych metod by si nemély odporovat

» Transfekce bunék - reportérova esej
» RT-PCR
» Western blotting




Modelova bunécné linie - HEK293

» linie odvozena z lidskych embryonalnich ledvinnych bunék (1973), transformovana
(adenovirus 5 DNA)

» Siroce pouzivana - rychly rast, vyborné transfekovatelna - vyuziti pro produkci
rekombinantnich proteind

» existuje nékolik variant této bunécné linie, mize rist jako adherentni i suspenzni

» Pouzivame T-REx™-293 Cell Line, ktery je odvozen od HEK 293 bunék, transdukovanych
velkym T antigenem z viru SV40, a umoznuje pouziti Tet-On systému. Tento model
pouzivame, protoze bunky dobre rostou a lépe odpovidaji na stimulaci Wnt drahy nez
puvodni HEK 293 buniky.

» https://www.thermofisher.com/cz/en/home/references/protocols/proteins-
expression-isolation-and-analysis/protein-expression-protocol/inducible-protein-
expression-using-the-trex-system.html

adherentni suspenzni




gRT-PCR

» dynamicka regulace hladiny mRNA - detekce zmeén je zasadni pro studium
zmeén exprese specifickych genu;

» Kvantifikace exprese genu podle mnozstvi molekul mRNA vyuzivajici
reverzni transkripci a PCR

» Reverzni transkripce prevede mRNA na cDNA

» Primery oligoT, nahodné hexa-nona oligonukleotidy, specifické
primery pro konkrétni RNA

» Kvantifikace je umoznéna pouzitim fluorescencné znacenych molekul SYBR
green - narust fluorescence po kazdém cyklu

» Po kazdém cyklu je provedena detekce prirtstku = odpada nutnost
kvantifikace pomoci elektroforézy




|zolace celkové RNA

Sample

RLT pufr + 1% 2ME

Lyse, homogenize,

» Cell/Tissue RNA kit (CatchGene) and add RB pufr

» https://www.youtube.com/watch?v=8zVGVFCs2mA

» Podrobny navod:

» https://www.catchgene.com/uploads/2/9/4/8/29480061/
t v1.9.pdf

Bind total RNA to
RNeasy membrane

2x RW1 pufr, RW2 pufr
Wash

» 1x10”6 - 1x10"7 bunék oplachnutych PBS

“ <y g 9 e — & 6§ —

RNAse free H,0
@.]l ii,l Elute in small volume

Ready-to-use RNA



https://www.youtube.com/watch?v=8zVGVFCs2mA
https://www.catchgene.com/uploads/2/9/4/8/29480061/mr20_cell_tissue_handout_v1.9.pdf
https://www.catchgene.com/uploads/2/9/4/8/29480061/mr20_cell_tissue_handout_v1.9.pdf
https://www.catchgene.com/uploads/2/9/4/8/29480061/mr20_cell_tissue_handout_v1.9.pdf
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Princip reverzni transkripce

mBNA

AAAAA(A),

v

Reverse transcription

I I I
Gene specific priming Oligo(dT) priming Random hexamer priming

D AAAAA) e AAAA(A), | e AAAAA),
<+ - TTTTTI 4—N <N, <N,

V

cDMNA

{

PCR amplification

https://microbeonline.com/rt-pcr-principles-applications/




Real time PCR mix

Celkem 20 ul v jamce:
1,5ul cDNA templatu
18,5 ul Master mixu:

3 ul 2xcc Roche - LighCycler 480 SYBR green | master kit (smés nukleotidll, FastStart Tag DNA polymeraza, SYBR gr

0,375 ul kazdého z primerQ (SS 20 uM)
1,7 ul MgCl, (SS 25 mM)
Doredit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H,O

primer (M) SYBR (ul) MgCla (ul) voda (pl) primer 1 (ul) | primer 2 (ul) templat (ul)
10 3 1.7 12.3 0,75 0,75 1.5
20 3 1.7 13.05 0,375 0,375 1.5
40 3 1.7 13,425 0,1875 0,1875 1.5
20/40 3 1.7 13,24 0,375 0,1875 1.5
Sybr green 1. primer 2. primer MgCl, H,O
1 vzorek 3 0,375 0,375 1,7 13,05 ul
x vzorkl

Pipetovani reakci:
https://www.youtube.com/watch?v=0rCxdtIXNj8




Princip reakce real time PCR
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Teplota annealingu primeru

- Cim vétsi délka a vy3si obsah GC part, tim je teplota nasedani vy3si

 Teplota nasedani primerdt musi byt dostate¢né vysoka, aby nedoSlo
k nespecifickému nasedani primeri k templatové DNA, pokud by ale byla pfilis
vysoka, primery by nenasedaly vibec.

« Je tfeba, aby teplota nasedani byla optimalni pro oba primery a obsah GC paru v
obou primerech byl srovnatelny, tzn., aby byla srovnatelna teplota nasedani obou
primeru.

* Pro vypocet teploty primerd muzete pouzit néktery ze SW — oligo

« Se zvysujici se koncentraci Mg?* se zvySuje annealingova teplota

Co zohlednit pri navrhovani primeru:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT SEQUENCE=NM 004996.4&LINK LOC=nuccore

PCR product size: SybrGreen 100-500, sonda UPL (Roche) cca 70-150
Exon junction span: Primery musi presahovat exon-exon junction
Zatrhnout: Allow primer to amplify mRNA splice variants



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_004996.4&LINK_LOC=nuccore
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_004996.4&LINK_LOC=nuccore
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_004996.4&LINK_LOC=nuccore
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_004996.4&LINK_LOC=nuccore

Hodnoceni kvantitativni real time PCR

» Urceni Ct (Cp) - manualné nebo pomoci maxima 2. derivace -
bod, kde dochazi k strmému stoupani amplifikacni krivky vzorku

» Cim vys3i Ct, tim méné molekul mRNA bylo ve vzorku

Model of real time quantitative PCR plot Amplification Plot

300,000
SRn
2,000,000 — 200,000
100,000
1,000,000 |
=
&
0
Baseline No template
I I 10,000
0 20 40
PCR cycle number 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cycle

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techqgpcr/



Real time PCR

Templatova DNA: 1,5 ul cDNA do kazdé jamky
Primery: pro 25 pl reakci pouzijeme 0,25-2,5 pl z obou primerd. Mnozstvi primerd musi
optimalni. PrilisS vysoka koncentrace vede k nespecifickému nasedani primerd na templato
DNA nebo parovani primerd navzajem. PriliS nizkd koncentrace primerd muze v
k nedostatecnému mnozstvi produktu.
dNTP smés: je smés dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Obvykla koncentrace kazdého dNTP v reakci
200 uM (0,2 mM).
MgCl,: obvykla koncentrace je 1,5 mM. MgCl, je nutny pro procesivitu a presnost T
polymerazy. Koncentrace MgCl, se odviji od koncentrace dNTP a plati, ze pro specificitu rea
musi koncentrace MgCl, prevysovat koncentraci dNTP. Pro zvyseni specificity reakce zvysuj
koncentraci MgCl,, a to az k 5 mM, pricemz koncentraci dNTP drzime stale na stejne ur
Nekteri vyrobci Taq polymerazy dodavaji MgCl, zahrnutée do reakcniho pufru.
SybrGreen: Interkalacni barvivo je soucasti reakcniho pufru, ale v ramci setreni redime.




Krivka tani (melting curve)

» Na konci reakce probéhne postupné zahrivani celé reakce, po
dosazeni bodu tani Tm dojde k rozdéleni dvousroubovice DNA
na jednotliva vlakna (pokles fluorescence)

» Specifitu reakce ilustruje krivka tani (melting curve) -

musi mit jen jeden vrchol = jeden produkt

A KRIVIA TANI B: DERIVACE KRIVKY TANI
g g :3: specificke

' produkty

p 8 nespecifické
5 3 5 produkty el
g 25 &
5 §%
= E
i
teplota ‘i‘m teplota

Vice info: https://theses.cz/id/go0fw3/Bakalarska_praceEliska_Ruzickova.pdf
http://labguide.cz/metody/real-time-pcr/




Hodnoceni kvantitativni real time PCR

#H##AEAE  Samples MeanCp hprt
myo D DCp 2"-DCp x10 na K
1k1d A1, B1 19,75474 19,58113 0,17361829 0,8866163 8,866163 1
1a26 1d A2, B2 20,6692 19,33026 1,33894189 0,3953105 3,953105 0,445864
1a30 1d A3, B3 19,99559 19,50746 0,4881269 0,7129501 7,129501 0,804125

Velmi dukladné video o celé RT PCR
https://www.youtube.com/watch?v=9UWKIFGhOhO




Redéni primeru

Nr.  Oligoname Sequenz (5" -> 3) OD pg nmol Konzentration] WVol. fir Tm MW GC- Synthese Reinigung Modifikation Barcode IDO Qc
[pmol/pl] 100pmol/pl {[°C] [g/mol] Gehalt Malstab Report
1 MERTKF CACCATGAAAATAAACAA 97 238 267 - 267 1,0 8944 345% 0.05 pmol HPLC - IHIEim -
TGAAGAGATCG (29) 016945549
2  MERTKR GGACTTCTGAGCCTTICTG B89 255 359 - 359 2 7095 565% 0.05pmol HPLC - [T 1T T -
AGGAG (23) 016945550

1. Kdyz k lyofylizatu pfidame 267 ul dostaneme koncentraci 100 pmol/ul = 100 uM (uM/l)
. Redime na vyslednou koncentraci 0,1-1 yM podle toho, aby se nam to veslo do lahvicky (2 mi
20 uM, 40 uM nebo




Transfekce




|zolace plazmidové DNA

>

vV v v Vv

Plazmidy (i jinou nizkomolekularni DNA) je mozné mnozit pomoci
kompetentnich bakterii a nasledné izolovat pomoci kolonkovych kit
(mini-, midi- a maxiprep)

Heat shock kompetentnich bakterii E. Coli plazmidem zajmu

Rust bakterii na selekcni pudé (antibiotikum)

Izolace rezistentni kolonie a jeji namnozeni v selekcnim LB médiu

Izolace nizkomolekularni DNA pomoci kolonkového kitu:

>
>
>

Lyze bakterialniho peletu a RNA
Precipitace proteind a genomové DNA

Prenos supernatantu na kolonku a vazba plazmidu na pryskyricné kulicky
(promyti)

Eluce plazmidové DNA a jeji precisténi




|lzolace DNA pomoci kolonkového kitu

video navod on line
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/045-
medalova/DNA.mp4.video

ke stazeni
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/045-
medalova/DNA.mp4

Kontrola kvality DNA - nanodrop

A260... nukleové kyseliny
A280... proteiny
A230... primési

A260 max 1.0 (10x redit vzorky)
DNA: A260/A280 ~ 1,8



https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4

Vektor pMaxGFP (AMAXA)

Gen pro GFP izolovany z planktonového korySe Pontellina Plumata,
konstitutivné prepisovany plazmid slouzi pro kontrolu ucinnosti

transfekce
ESp 31(7)
Eco 311 (18)
NSil (27)
Gen pro | Promotor
rezistenci\ / Z cytomegaloviru
Esp 31 (2667) pmaxGFP

(3486 bp)
Kpnl (980)
Nhel (988)
Eco4711l (933)
Agel (997)

Pocatek
S T genzijmu

replikace

BspTI (1891) l Bglll (675
Eco31l (1896) Xhol (1680)
Esp31 (1909) Sacl (1687) pOlyA konec

Z SV40 viru

Plasmid map of pmaxGFP, encoding the new green
fluorescent protein from Pontellina sp.




lazmid 368 - M50 Super 8x TOPFlash

Beta-cateninovy reportér. 8 TCF/LEF vazebnych mist pred
promotorem pro Fire Fly (FF) luciferazu

(4980) AccE5I Kpnl
14970) Bsgl

(0
Eco53kl (4)
(4921 .. 4940) RVprimer3 Sacl (6}

Ascl - BssHIl (117)
14812) Notl Nhel (129)

Bmtl (133)
T: 1 - Xmal (134
4530 .. 4351) Flori-F "S'ﬂnl - ;"rr'l ¢‘136!]

(4466) Dralll PaeR7I1 - Xhol (140)
(4463) BsaAl Bylll (114)
[4458) BtgZl EcoRl (173)
{4320 .. 4339) Flori-R { s
s = P
p

Hindlll (Z14)
Neel - Styl (247)
Kasl (281)
Narl (282)
Sfol (2&3)
PluTl (285)

Luchrev (315 ..333)
Pfol * (356)
BstBl (418)
BsrGl (739)
Bell * (823)

Sphl (012)
Xcml (984)

(3013) Xmnl

(3864 .. 3883) Amp-R _‘-‘_‘_‘_'_"‘“-—-—._._j' |

(3486) Asel

Eco01091 - PpuMI (1428;
(3462) NmeAlll

(3373) Bsal

(3314) Ahdl

Sgral (1677)
Fsel (1922)
k—\ EBV-rev (1953 ..1972)
SV40pA-R (2007 .. 2026)
—— = Hpal (2063)

BsaBl * (2164)
BamHI (2165)

Sall (2171}
Accl (2172)
PshAl (2236)
(2837) AlwNI Afel (2297)
L4440 (2311 .. 2328)
2562 .. 2581) pBR3ZZori-F

Peil (2421)

https://www.addgene.org/ 12456/




Plazmid 345 - pRLtkLuc

Konstitutivni exprese Renilla luciferazy (R) poskytuje
vnitrni kontrolu, na kterou se mize prepocitat exprese FF
luciferazy, protoze oba vektory se transfekuji se stejnou

ucinnosti.
,-/'"'----____-'
,e/,":_:-'-"__:__"'
(7
2328 BamiHl -
palsia) Weckar Bl 1

\

HSY TK

T7
Pramalar Fromoter
Riue -
— “Fepl 249
HindIll T&0
I:'ll:l-'l-l:l:l FMhal
Coapthl 1024

https://worldwide.promega.com/products/reporter-assays-and-transfection/reporter-ve
lines/prl-renilla-luciferase-control-reporter-vectors/?catNum=E2231




PEI (polyetylenimin) DNA:PEI =1:3

Kationické polymery jsou hydrofilni, a proto jsou rozpustné ve vodé
Jsou schopné velmi efektivné kondenzovat DNA (zaporny naboj)

Komplexy DNA/PEI musi byt malé (< 100 nm)
Internalizace endocytozou

Akumulace v endosomech a lyzosomech kolem jadra

vV v v v VY

Jen malé mnozstvi komplexu z téchto organel unikne a dostane se
do jadra

http://www.nano-lifescience.c



Postup transfekce

Priprava transfekénich smési - na 1 jamku:

» 100 ul DMEM pure + 150 ng kazdého plazmidu (celkem 0,45 ug DNA)

vypocet: SS plazmidu 500ng/ul

500 ng.... 1 ul

150 ng.... 0,3 ul

» 100 ul DMEM pure + 1,35 ul PEI (pomér DNA : PEIl = 1:3, tj. 0,45x3 = 1,35)
pRLtkLuc  TOP Flash pmax GFP

Vypocet: DMEM pure 345 368 251 PEI
1 jamka 100 ul 0,3 0,3 0,3 1,35 ul
5+1 jamek

Pripravené transfekcni smesi dukladné zvortexujeme, kratce sto¢ime a nechame 10 minut i
pri RT.

» Obé zkumavky smichame, dikladné promichame a opét 10 minut inkubujeme pri RT.
» Do kazdé jamky pridame 203 ul vysledné transfekéni smési. Inkubujeme 3 hodiny v ter

» Odsajeme médium, pfiddme do vzorkd 150 ul DMEM s 0,45 ul LGK (2,25 ul LGK + 750
ul kondiciovaného média (CM) s WNT3a (W+) nebo R- spondmem (R+) (dle rozpisu vzo
do 450 ul DMEM. Do kontroly bez LGK pridame jen 450 ul DMEM. Kontrolu oznacenou
nezpracovavame - je to kontrola bez ovlivnéni. Inkubace pres noc.




Top Flash assay

>

vV v vV

vV vV v v v v .Y

Dual Luciferase Assay (kit Promega )
Odsajeme médium

Pridame opatrné 1 ml PBS, odsajeme, na sucho inkubujeme v -80 °C/10 min

Rozmrazime pufr LAR Il a Stop & glow buffer

Naredime si 5x lyzacni pufr - 1 jamka 50 ul, 6+1 jamek 350 ul, tj. 280 ul MQ H,0 + 70 ul 5x lysis
buffer

Pridame 50 ul 1x lyzacniho pufru do kazdé jamky a inkubujeme 15 min/RT na trepacce
Naredime si 100x Stop & glow reagent v Stop & glow buffer (25 ul na jamku, tj. 6+2 = 200 ul)
Nachystame si luminometr a stripy na méreni

Do stripu nakapeme 20 ul lyzatu z kazdého vzorku (ddkladné zhomogenizovaného)

U luminometru velmi rychle prikapneme 25 ul LARII substratu pro firefly (FF) luciferazu
Zmérime chemiluminiscenci

Pridame Stop & glow substrat pro renilla (R) luciferazu (inhibice aktivity FF luciferazy, subs
pro R luciferazu)

Zmérime chemiluminiscenci

Vyslednou hodnotu spocitame jako podil FF luciferazy a R luciferazy






Priprava lyzatu na Western blotting

» izolace bunécnych proteind - lyze bunék, specifické pufry, centrifugace

» stanoveni koncentrace proteinl v jednotlivych vzorcich, naredit vzorky na stejnou koncentraci
» ke vzorku proteinu se pridava:

» Tris pufr - zajisténi optimalniho pH

» SDS, beta-mercaptoetanol, DTT - denaturace proteind

» glycerol - zvySeni hustoty vzorku, lépe se udrzi v jamce v gelu

» bromfenolova modr - vizualizace pohybu proteind v gelu

POSTUP
» Den predem byly vysety bunky (150 x 10”3 v 150 ul) a k burikkam byla pridana CM a LGK dle rozpisu.

» Ze vzorkd odsajeme médium a opatrné pridame 0,5 ml PBS, které také odsajeme

» Pridame 100 ul Laemmli lyzacniho pufru (2 % SDS (sodium dodecyl sulfate), 10 % glycerol a 100 mM
pH 6,8, 0,002 % bromfenolova modr, 5% merkaptoetanol).

Inkubujeme 10 minut na ledu a nasledné preneseme do zkumavek (vzorky je mozné uchovavat v

PRACE NA LEDU!

Rozbiti bunécnych struktur a DNA provedeme sonikaci a varenim na 95 °C/5 min v blocku.



Vlastni SDS PAGE (Laemmli)

» Laemmliho (Tris-glycinovy) diskontinualni systém pufrd - dva pufry o rizném pH pro pripravu zaostrovaciho a ro
gelu a jeden pufr tvorici elektrolyt

» denaturované proteiny jsou pipetou vnesené do jamek polyakrylamidového gelu, které jsou vyplnéné vhodnym pu

» nasledné je do gelu vpustén elektricky proud, diky kterému proteiny zaporné nabité (vazba SDS) migruji skrz gel

k anodé
Negative
» na zakladé jejich velikosti se kazdy protein pohybuje gelem rozdilnou rychlosti Elfciw\e Load samples herey,

» mensi proteiny pronikaji pory v gelu snadnéji nez vétsi, které se stretavaji s vétsim odporem e

I Buffer i }

» proteiny se rozdéli podle své molekulové hmotnosti

» mensi proteiny postoupi dale nez vétsi, které jsou blize startu

Positive
Electrode

POSTUP:
2x polyakrylamidovy gel 8 %, tloustka 1,5 mm, 15 jamek ‘ : -
Pred nanesenim vzork( na gel je dikladné zvortexujeme. 3 - -

An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.

Do kazdé jamky v gelu napipetujeme 20 pl z kazdého vzorku a do krajnich jamek napipetujeme 1,5 pl barevn
proteinového standardu (PagerRuler Plus Prestained Protein Ladder, ThermoScientific) dle rozpisu.

Elektroforéza 130 V 1 hodinu (proteiny, jez diky SDS ziskaly zaporny naboj, migruji ke kladné elektrodé).

https://ww2.chemistry.gatech.edu/~lw26/course_Information/4581/techniques/gel_elect/gel.jpg



Schéma membran:

Marker: Studenti Kontrola Studenti
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Label

Imunodetekce - hlavni faze JL

» detekce a identifikace proteinl prenesenych na
membranu s vyuzitim specifickych protilatek .JkPrimarv Ab

» nékolik zakladnich kroku: Ae o e csabioce
» odmyti blokacniho agens
,—'.-f"'!,.": 4
» pridani primarni protilatky £
» odmyti nadbytecné primarni protilatky l “~ Blocking
» pridani sekundarni protilatky %
-
» odmyti nadbytecné sekundarni protilatky i
» detekce signalu - intenzita Umérna mnozstvi . Primary
detekovaného proteinu (rdzné moznosti) Antibody

Transferred Proteins i

http://www.merckmillipore.com/

http://www.bio-rad.com
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Detekce - chemiluminescence @; w8 (8, See
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» nejcastéjsi zplsob imunodetekce po western blottingu
» Siroka skala detekcnich kitd zalozenych na chemiluminiscencni reakci
» princip reakce:

» cilovy protein - neznacena primarni Ab - sekundarni Ab je konjugovana s HRP (peroxidaza) -
sem se prida luminol

» HRP katalyzuje oxidaci luminolu - vicekrokova reakce, pri které je emitovano
chemiluminiscencni svétlo (428 nm)

» jeho mnozstvi je Umérné mnozstvi HRP (tj. mnozstvi sAb, pAb a cilového
proteinu)

» intenzitu reakce je mozné zesilit (az 1000x) pridanim modifikovanych fenold (p-iodofenol),
které stimuluji transfer elektron( mezi luminolem a HRP

» Ucinnéjsi detekce signalu, zvyseni citlivosti detekce

» enhanced chemiluminescence (ECL) - fada komer¢né dostupnych kit

nhancer
FilmAmagining
* System

Ligghst

http://www.abnewswire.com/uploads/b294aa9327f379773b0b49445841e6e8.png

Hyrslova Vaculova, 2018



Western blotting A OFF state :

LRP5/6 @
ZNRF3 /
RP
OFF state RNF43

R
FZD ki

ZNRF3/

51490-LRP6

Celkovy LRP6

20

Aktivni B-katenin

DVL

20

Aktivni B-katenin

B-actin (@ Phosphorylation

- Loading kontrola @ Ubiquitination

a-tubulin




Pocitani
ocCita
> Koncentrace bez prepoétu jednotek
SS 40 mM a a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
Trojélenka} 20 uM.....100 ul T
140 mM.... x ul
x/100=0,02/40... 0,0005.100=x
Redé&nim |: 40 mM.... 100 ul
20 mM.... 50 ul
20 uM...... 50 nl = 0,05 ul
Redé&nim 1I: 40 mM/0,02 mM = 2000 x fedéné
100/2000

VzoreCkem: ¢1.V1=c2.V2 (pozor! Nutné stejné jednotky)
40x=0,02.100 ul

> Koncentrace s prepoétem jednotek
SS: 40 mg/ml a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
Nutné znat Mr latky (napf 80)
1M ... 80 mg/mi
0,5M ... 40 mg/ml

»  Redéni bunék
Spocitame si, ze mame 0,35x10”6/ml = 0,7x10"6 b v 2 ml
A) chceme mit 1x1026/1ml
zjistime, kolik mame bunék celkem (0,7x10”6), Centrifugace a pak to dofedime 0,7 ml pufru
B) chceme odebrat 2x1075 bunék = 0,2x10”6 bunék
0,2/0,35=0,57 ml vezmeme z puvodni suspenze




