Detekce aryluhlovodikového receptoru (AhR)

v ndadorovych bunécnych linich HepG2, Huh-7, MCF-7 a Hela
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I. TEORETICKA CAST

BUNECNE SYSTEMY

Bunécné systémy zahrnuji in vitro modely vyuZivané v rGznych oblastech vyzkumu, napt. v
diagnostice virovych onemocnéni, v biotechnologii pfi vyrobé& monoklonalnich protilatek, hraji
vyznamnou roli pfi vyzkumu Iécby rakoviny nebo se pouZivaji pro studium metabolismu [éCiv, Ci
testovani toxicity rlznych latek. Bunécné systémy predstavuji izolované organy, tkanové rtezy,
tkdnové kultury a izolované bunky, které jsou v soucasnosti nejvyuzivanéjSim in vitro modelem pro
studium rady biologickych a molekuldrnich mechanizmd.

V molekuldrni biologii se vyuZivaji primdrni bunécné kultury izolované zlidskych nebo
zvitecich orgdnl a nadorové bunécné linie (izolované nadorové buriky). Primarni bunécné kultury
maji fadu vyhod, avSak i mnoho limitaci. Velmi blizce reprezentuji in vivo fyziologickou situaci
v organizmu, maji nepozménény fenotyp, jsou vysoce diferenciované apod. Na druhé strané se
prakticky nedéli, jelikoz vétSina takto izolovanych bunék je v GO fazi bunééného cyklu. Pro
experiment je tedy k dispozici pouze omezené mnozstvi biologického materidlu a nelze ho v rdmci
jedné kultury opakovat na rozdil od nadorové bunécéné linie, kterou je mozné udrZzovat v kultufe po
dobu nékolika tydnd.

Nadorové bunécné linie se kultivuji bud adherované na povrchu, suspenzni nebo
imobilizované v matrix. Burniky jsou kultivovany v médiu o definovaném slozZeni (fetaIni bovinni sérum,
aminokyseliny, glukdéza, antibiotika pro zamezeni kontaminace, rlstové faktory, hormony) v
plastovych nadobdch. Pokud se jednd o adherentni bunécéné linie, kultivaéni plasty jsou vyrobeny ze
specialné upraveného polystyrenu s hydrofobnim povrchem. Kultivaéni podminky se snazi napodobit
prostredi in vivo, proto jsou buriky umisténé v inkubatoru pti 37°C v atmosfére 5% CO,.

Po urcité dobé bunécéného rlstu a déleni (obvykle po 2 — 3 dnech) je nutné buriky zpasazovat.
Pod timto pojmem se rozumi rozruseni mezibunéénych kontaktl a kontaktl bunék s kultivaénim
povrchem pomoci proteasy trypsinu (trypsinizace). BEhem pasazovani je vyménéno staré médium za
nové, ¢ast bunék je odstranéna a zbytek je prfenesen do nové kultivacni lahve. Polet pasdii je
zaznamenavan, abychom urcili stafi bunécné kultury.

Historicky prvni izolovanou lidskou nddorovou bunécnou linii byly Hela burfky odvozené od
karcinomu délozniho cipku Henrietty Lacksonové vunoru 1951. Od poloviny 20. stoleti doslo
k rychlému rozvoji nadorovych bunécnych linii a v dneSni dobé je znamo nékolik stovek lidskych a
zvitecich (mysi, potkani, krali¢i, opici, aj.) linii odvozenych od nejriznéjsSich typl nadord (od

karcinomu jater, ledvin, plic, slinivky, krve, kosti aj.). Dvéma hlavnimi zdroji komeréné dodavanych



bunécnych linii jsou organizace ECACC (European Collection of Cell Cultures) a ATCC (American Tissue

and Cultures Collection), které dodavaji jak nadorové tak i primarni bunécné linie.

JADERNE RECEPTORY A XENORECEPTORY

Jaderné receptory a xenoreceptory jsou ligandy aktivované transkripéni faktory kontrolujici
endogenni signalizaci a regulujici fyziologické pochody. Tyto receptory jsou lokalizovany v jadre
(vitamin D receptor; VDR, tyroidni receptor; TR, receptor pro kyselinu retinovou; RAR a mnoho
dalSich) nebo v cytoplazmé (glukokortikoidni receptor; GR, aryluhlovodikovy receptor; AhR,
konstitutivné aktivovany receptor; CAR aj.) v inaktivni formé s navazanymi chaperonovymi proteiny.
Po vazbé ligandu dojde k oddisociovani stabilizacnich proteinli a translokaci komplexu receptor-
ligand do jadra. Vjadie formuji receptory homo- ¢i heterodimery a vtéto podobé se vaiou do
specifické sekvence DNA zvané response element (RE) a spousti expresi cilovych genf.

Jednim z prvné objevenych xenoreceptor( je receptor pro polyaromatické uhlovodiky neboli
aryluhlovodikovy receptor AhR (Aryl hydrocarbon Receptor). Jednd se o ligand-aktivovany
transkripéni faktor s motivem helix-loop-helix. Nejvyssi expresi AhR najdeme v jatrech, ale AhR je
exprimovany také v plicich, placenté, stfevé aj. Vinaktivni formé je lokalizovan v cytoplazmé
v multiproteinovém komplexu s chaperonovymi proteiny. Po vazbé ligandu je translokovan do jadra,
tvofi hetorodimer AhR-ARNT (Ahr Nuclear Translocator), vaze se do dioxin response elementu (DRE)
na DNA a spousti expresi cilovych gen(l zahrnujicich detoxika¢ni enzymy (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,
GST), ale i mnoho dalsich (glukuronosyltransferaza; UGT, glutathiontransferaza; GST).

Mezi ligandy AhR patti endogenni latky jako indirubin, bilirubin, biliverdin a eikosanoidy.
Exogennimi AhR ligandy jsou léciva (omeprazol), pfirodni latky (resveratrol, flavonoidy), ale také
syntetické latky a kontaminanty Zivotniho prostredi, které maji samy o sobé nebo jejich metabolity
vznikajici v organizmu ¢asto karcinogenni a teratogenni ucinky (polyaromatické slouceniny,
polychlorované a polybromované bifenyly, dioxiny a dibenzofurany). Tyto latky vznikaji béhem
pramyslové vyroby, pfi poZarech ¢i pfi hofeni materidld obsahujicich nejriznéjsi chlorované
uhlovodiky. Jsou obsazené ve vyfukovych plynech i v cigaretovém koufi. V poslednich letech jsou také
spojovany s negativnimi uc¢inky na endokrinni systém, jsou povazovany za tzv. endokrinni disruptory
(latky interferujici s endokrinnim systémem zvifat a lidi). Vétsina téchto latek ma negativni vliv na
vyvoj plodu, jelikoz mohou prochdazet placentou. Jejich plsobeni jsme vystaveni denné a jejich

hladinu je potfeba monitorovat.



PROTEINY

Vysokomolekuldrni ptirodni latky oznacované jako proteiny neboli bilkoviny jsou zakladni
sloZzkou vSech Zivych organismi. Proteiny pini v organizmu nékolik funkci: jsou zdrojem energie a
uhliku, pfispivaji kudrzeni osmotického tlaku vné i uvnitf bunék, podileji se na regulaci
enzymatickych reakci (enzymy), maji funkci ochrannou (protilatky), transportni (hemoglobin),
strukturni (kolagen) a mnoho dalSich. Tyto univerzalni makromolekuly o velikosti 5,5 az 220 kDa jsou
sloZzeny z aminokyselin (vice nez 100), které jsou spojené peptidovou vazbou —NH-CO- do
polypeptidového fetézce. Kromé proteinl existuji také mensi biologicky aktivni molekuly oznacované
jako oligopeptidy obsahujici 2-10 aminokyselin, napf. glutathion nebo polypeptidy slozené z 11-100
aminokyselin, napt. insulin. Mnoho proteini ma kromé polypeptidové casti také tzv. prostetickou
skupinu, kterou muaze byt kovovy iont, fosfat, sacharidova i lipidova slozka.

Primarni strukturu proteinu udava poradi aminokyselin, pficemz jejich poradi je ¢teno od N-
k C- konci. Od primdrni struktury je odvozena sekundarni struktura, kterd je geometrickym
usporadanim polypeptidového fetézce. V molekule proteinu totiz dochazi k otaceni rovin
peptidovych vazeb okolo a-uhlikli a rozeznavame tak sekundarni struktury typu a-helix nebo B-
sklddany list. Obé tyto struktury jsou stabilizovdny vodikovymi vazbami mezi skupinami CO- a NH-
peptidovych vazeb. Prostorové usporadani jednotlivych sekundarnich struktur udava tercidrni
strukturu, ktera je stabilizovana vodikovymi vazbami, elektrostatickymi a hydrofébnimi interakcemi a
disulfidickymi mustky. Sdruzenim polypeptidovych fetézcli vznikaji multipodjednotkové - kvarterni

struktury (homodimery, heterodimery), které jsou stabilizovany nekovalentnimi interakcemi.

ELEKTROFORETICKE METODY

Stanoveni kvalitativnich ¢i kvantitativnich vlastnosti proteinl predchazi jejich separace a
izolace z biologickych material. Pro separaci proteini se vyuZiva rlznych fyzikalné-chemickych
metod, nejcastéji vSak metody elektromigraéni (elektroforetické) zaloZzené na pohybu ionizovanych
Castic v elektrickém poli. Elektroforéza jako separacni technika byla poprvé pouzita pro déleni
proteind Tiseliem v roce 1937. Castice nesouci ndboj rozpusténé v elektrolytu se v elektrickém poli
pohybuji konstantni rychlosti, ktera je umérna velikosti jejich ndbojli, anionty k anodé a kationty ke
katodé.

Historicky nejstarS$im nosicem pro elektroforézu byl chromatograficky papir. V klinicko-
biochemické praxi se pro déleni proteind krevniho séra nejCastéji setkavame s elektroforézou na
acetatceluldzovych foliich nebo na agarézovém gelu. V soucasné dobé nejpouzivanéjsi metodou pro
stanoveni molekulové hmotnosti proteinl je SDS - PAGE elektroforéza. Je provadéna
v polyakrylamidovém gelu (PAG) v diskontinudlnim uspofadani a v pfitomnosti anionogenniho

detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS udéluje proteinim uniformni zaporny ndboj, a ty se



vSechny pohybuji k anodé a jsou separovany na zakladé jejich velikosti. Diskontinudlni elektroforéza
znamen3, Ze vzorek putuje béhem separace pres dva gely s rlznou porozitou a s riznymi elektrolyty.
Nejpouzivanéjsi je modifikace dle Laemmliho. Ukolem prvniho gelu (koncentrujici; stacking gel),
obsahujiciho velké péry, je zakoncentrovani (fokusace) vzorku do uzké zény. Takto koncentrovany
vzorek vstupuje do déliciho gelu (running gel), jehoz separacni ucinnost je pak vysoka bez ohledu na
plvodni objem vzorku.

Proteiny separované SDS-PAGE elektroforézou je mozné okamzité vizualizovat v gelu pomoci
nespecifického barveni, napt. stfibrem nebo coomassie brilliant blue. Pro imunodetekci proteinl je
nutné prenést proteiny z gelu na pevnou fazi - nitrocelulosovou nebo polyvinylidendifluoridovou
(PVDF) membranu pomoci metody Western blotting (blotting = otisk molekul). Tyto membrany maji
unikatni mikroporézni povrch svysokou vazebnou kapacitou. Kfixaci proteind tak dochazi
adsorpénimi nebo kovalentnimi silami. Pfenos byva nejcastéji uskute¢iovan pomoci jednosmérného
elektrického proudu (electroblotting) nebo filtraci roztoku pres membranu (dot blotting) pomoci
specialnich zafizeni.

V pripadé elektroblotingu existuji dva mozné zplsoby usporadani: tankovy (tank, wet) a
polosuchy (semi-dry) blotting. Pfi tankové varianté se do specialni kazety skladad nasledujici vrstva
(sendvic): porézni houbicka, filtraéni papir, gel, membrana, filtracni papir, porézni houbicka. Poté se
kazeta vlozi do blotovaci komuirky naplnéné prenosovym pufrem. Pfenos proteinli na membranu
probiha pfi konstantnim proudu, jeho? hodnota zavisi na ploe membrany (0,8 mA.cm?).

PFi usporadani semi-dry se pouzivaji ploSné grafitové elektrody. Skladani je obdobné jako u
tankového usporaddni. Na elektrody se nasklada nékolik vrstev filtracniho papiru nasyceného
blotovacim pufrem, blotovaci membrdana, gel, opét filtraéni papiry a nahoru se polozi druhd
elektroda. Hlavnimi vyhodami polosuchého blottingu v porovnani s tankovym jsou - homogenni
elektrické pole, moznost vy$siho napétového gradientu, mensi spotfeba pfenosového pufru, moznost
simultanniho prenosu z nékolika gel(l. Proteiny prenesené z gelovych nosicl a fixované na membrané
se zviditeliuji pfimo po fixaci rGznymi barevnymi reakcemi, napf. Ponceau S, fast Green aj., které je
mozné jednoduse vymyt destilovanou vodou nebo odbarvovacimi roztoky.

Specificka detekce proteind na membrané se nejcastéji provadi imunochemicky pomoci
specifickych protilatek. Protein navdzany na membrané vytvari komplex s primarni protilatkou, ktery
je rozpoznan znacenou sekundarni protilatkou (nejcastéji alkalickou fosfatdazou, krenovou
peroxidazou, fluorescenéné ¢i radioaktivné). Pfed inkubaci membrany s primarni protilatkou je nutné
zablokovat volna vazebnd mista na membrané (kam se nenavazaly proteiny) pouZitim roztoki
inertnich proteind, napf. kasein, BSA, hemoglobin nebo nizkotu¢né mléko, aby nedochazelo
k nespecifické vazbé primarni protilatky na membranu. Blokovani vyrazné snizuje Sum pozadi a

odstraniuje faleSné pozitivity.



Il. PRAKTICKA CAST

UKOL

Pomoci metod SDS — PAGE a western blottingu stanovit expresi klicového xenoreceptoru AhR v

bunécnych liniich HepG2, Huh-7, MCF-7 a Hela.

MATERIAL A CHEMIKALIE

Priprava vzorku:

Bunécny material - adherentni bunécéné linie

o HepG2 bunécna linie odvozend od hepatocelularniho karcinomu
e Huh-7 bunécna linie odvozend od hepatocelularniho karcinomu
o MCF-7 bunécna linie odvozend od adenokarcinomu prsu

e Hela bunécna linie odvozend od nadoru déloZniho ¢ipku

Lyzacni pufr: 50mM Hepes, 5mM EDTA, 150mM NaCl,, 1% triton, pH 7,5, protedzové inhibitory (1
tableta/10 ml lyz. pufru), fosfatové inhibitory (1 tableta/10 ml lyz. pufru)

Vzorkovaci pufr (2x loading buffer; 2x LB): 0,125 M Tris/HCl, 4% (w/v) SDS, 20% v/v glycerol, 10%
merkaptoethanol, 0,004% (w/v) bromfenolova mod¥, pH 6,8)

Bradfordovo cinidlo

SDS — PAGE a westernbloting

10x PBS: 40 g NaCl, 1 g KCl, 16,05 g Na,HPO,4.12H,0, 1 g KH,PO,
Roztoky pro pfipravu gelQ
o akrylamid-N,N’-methylenbisakrylamid: 30 % (w/v) akrylamidu, 0,8 % bisakrylamidu
(w/v) ve vodé
o pufr do zaostfovaciho gelu (stacking gel buffer): 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
o pufr do déliciho gelu (running gel buffer): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
o N, N,N’, N'-tetrametylendiamin (TEMED)
o 10 % (w/v) persiran amonny (APS) ((NH4)25208 )
o 10% (w/v) SDS

o isopropanol



Migraéni pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kys. octové
Blotovaci pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M1 glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
o pfiprava: 10x blotovaci pufr:methanol:voda = 1:2:7
Pracovni pufr pro imunodetekci obsahujici 0,05% Tween (TTBS): 20 mM Tris , 500 mM NacCl, 0,05%

Tween, pH 7,5

Imunodetekce membrany

0,1% nizkotuéné mléko v TTBS

1% BSA v TTBS

Primarni protilatka: mysi monoklondlni anti-AhR
Sekundarni protilatka: anti-mysi
Chemiluminiscencni substrat

o roztok A smichat s roztokem B v poméru 1:1

Dalsi material:

Kadinky, automatické pipety, eppendorfky, ledova lazen, mikrocentrifuga, nalévaci rdm, nalévaci
stojanek, elektroforeticky stojanek, elektroforeticka cela, skla pro elektroforézu, mezerniky (spacery),
Pasteurova pipeta, hiebinek, stficka s destilovanou vodou, stficka s lihem, tfepacka, zdroj pro
elektroforézu, blotovaci aparatura, misky na barveni, ndzky, misky pro imunodetekci, pinzeta,

skalpel, PVDF membrana, filtracni papir

PRACOVNI POSTUP — 1. BLOK

1. PRIPRAVA VZORKU PRO ELEKTROFOREZU

Pfiprava bunécnych lyzata
Bunééné linie HepG2, Huh-7, MCF7 a Hela jsou vysety na 6-jamkové desce v mnozstvi 1,5x10°
bunék/jamku 24 hod pred zacatkem cviceni (provede vyuéujici)
Veskera manipulace s bunéénymi lyzaty je provadéna na ledu
1) Pripravime si 8 nesterilnich eppendorfek a oznacime je nazvy bunécénych linii
2) Burnky v 6-jamkové desce oplachneme nesterilnim roztokem 1x PBS, poté vylijeme, desku

osusime o bunicinu



3)

4)

5)

6)
7)
8)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do kazdé jamky napipetujeme 250ul lyzaéniho pufru. Burky seSkrdbneme Spickou a
prepipetujeme do predem pfipravenych eppendorfek. Bunéény lyzat v eppendorfce
nékolikrat propipetujeme nahoru a doll. Centrifugujeme 13 000 RPM/ 15 min/ 4°C

Po centrifugaci opatrné preneseme supernatant do novych popsanych eppendorfek.
(Pfenasime maximalné 75% objemu a davame pozor, abychom nenabrali pelet na dné
eppendorfky, ktery obsahuje bunécné zbytky ¢i DNA interferujici pfi stanoveni koncentrace
proteind metodou Bradfordové)

Pro vizualizaci elektroforetické separace proteinl jsou vzorky na SDS-PAGE elektroforézu
smichany se vzorkovacim pufrem (2x), aby jeho findlni koncentrace byla 1x (tabulka 1) a
celkovy objem byl 30 ul

Pfipravime si sadu 0,5 ml eppendorfek a popisSeme je ndzvy bunéénych linii

Pfipravené vzorky kratce zvortexujeme a 5 min inkubujeme v termobloku pfi 95°C

Vzorky stocime na stolni centrifuze a uchovdvame v mrazaku pfi -80°C

PRIPRAVA GELU PRO SDS — PAGE

Velké i malé (bez zarezu) sklo odmastime lihem a pfiloZime k sobé tak, aby mezi skly vznikl
prostor pro nalévani gelu (1A) a vloZime do nalévaciho ramu (1B) (Obrazek ¢.1)

Skla v nalévacim ramu peclivé vyrovname vodorovné s podlozkou, rdm utdhneme (1C) a
vloZime do stojanku (1D). Zkontrolujeme, zda gumové podlozky ve stojanu tésni, aby gel
nevytekl. Do skel zkusime nalit destilovanou vodu ze stfi¢ky pro ujisténi, Ze skla nepodtékaji a
potom je vysusime filtraénim papirem

Mezi skla vloZzime hrebinek a fixem udélame 1 cm pod zuby hiebinku znacku (pro hadinu
naliti déliciho gelu) a poté hiebinek odstranime

Oznacime si kadinky pro pfipravu zaostfovaciho a déliciho gelu a napipetujeme jednotlivé
slozky gell podle tabulky ¢.1

Pozor: APS a TEMED pipetujeme tésné pred nalévdnim gelu, protoZe APS je iniciator
polymerace polyakrylamidového gelu, TEMED je katalyzatorem reakce.

Po pfidavku APS a TEMED roztok déliciho gelu promichdme a okamzité nalijeme délici gel
mezi skla po vyznacenou rysku. Nalévame opatrné, aby nevznikly bublinky

Gel prevrstvime malym mnozZstvim isopropanolu pro vyrovnani hladiny gelu. Nechame 20
minut tuhnout

Po ztuhnuti déliciho gelu dikladné odmyjeme isopropanol destilovanou vodou ze stfi¢ky a

vysusime filtraénim papirem



8)
9)

Priddme APS a TEMED do kadinky se zaostfovacim gelem a nalijeme aZ po okraj skel
Ihned vloZime mezi skla hiebinek a davame pozor, aby se v gelu neudélaly bublinky. Po¢kdme
15 minut, neZ gel ztuhne (nechame zbyly roztok zaostfovaciho gelu v kadince a pokud ztuhne

v kadince, je tuhy i meazi skly)

Tabulka €. 1: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu—1,5 mm

AA/BIS | Délici Zaostiovaci | ddH,0 10% 10% TEMED
pufr pufr SDS APS
Délici 10% 2,5 ml 2,5 ml - 4,9 ml 100 pl 100 pl 10 pl
Zaostrovaci 4% 0,4 ml - 1ml 2,56 ml 40 pl 20 ul 8 ul

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

PRACOVNI POSTUP — 2. BLOK

SDS — PAGE ELEKTROFOREZA

Skla s pfipravenym ztuhlym gelem vyndame ze stojank( i znalévacich ram( (1E) a
premistime do elektroforetického stojanu (1F). Peclivé upevnime dvé skla proti sobé (1H)
Elektroforetické stojany umistime do elektroforetické cely (1l) — spravné podle orientace
elektrod (elektrof. stojany i cela jsou po stranach oznacéeny ¢ervenym a ¢ernym pruhem)
Opatrné odstranime hrebinek, abychom neporusili jamky v gelu a Pasteurovou pipetou
vymyjeme z jamek zbytky gelu

Mezi skla nalijeme cerstvy migracni pufr az povrch zadnich skel, aby byly jamky zcela
ponofené v pufru

Do elektrof. cely nalijeme po vyznacenou rysku uz pouzity migracni pufr

Vzorky pfipravené z predeslého cvi¢eni vynddme z mrazdku, nechame rozmrznout a poté
sto¢ime na stolni centrifuze

Do prvni jamky napipetujeme 2 ul markeru molekulové hmotnosti, do dalSich jamek opatrné
nandsime vzorky pomoci specidlnich Spicek. Davame pozor, abychom Spi¢kou nepropichli
dno jamky

Po naneseni vzorkd zkontrolujeme, zda migracni pufr mezi skly neprotéka a jeho hladina je
stdle na Urovni zadnich skel

Zavieme elektrof. celu vikem tak, aby se dotykaly kontakty elektrod, a zapojime ke zdroji

10) Pro zaostreni (zakoncentrovani) vzorkl nastavime proud: 1 gel => 10 mA

11) Po zakoncentrovani vzork(l (az vzorky projdou zaostfovacim gelem) zvysime proud: 1 gel =>

30 mA.
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12) Elektroforézu zastavime ve chvili, kdy ¢elo elektroforézy doputuje 0,5 cm od spodniho okraje
skla. Odstranime viko, vylijeme migracni pufr a vyndame gely

13) Pomoci plastové Spachtle oddélime skla od sebe a odfizneme zaostfovaci gel (separované
proteiny se nachazeji pouze v délicim gelu)

14) Gel umistime do transferového pufru a nechdme ho v ném 5 minut

1A 1B

Obrazek €. 1: Manipulace se skly a elektroforetickou celou

4, SEMI — DRY WESTERN BLOTTING

Membrany a filtracni papiry si pripravime v prlibéhu elektroforézy.

1) PVDF membrany hydratujeme v methanolu a nasledné promyjeme 2x 5 min v destilované
vodé na tfepacce

2) Poté ponofime membrany do blotovacim pufru a ponechame na tfepacce

3) Filtracni papiry navlih¢ime v blotovacim pufru tésné pred pouZitim, aby se nerozmodily

4) Na spodni elektrodu (anodu) polozime 4 filtracni papiry, na né priloZime membranu a poté
gel, ktery prekryjeme 4 filtraéni papiry a povalime valeckem, abychom odstranili bubliny mezi
gelem a membranou

5) Spodni elektrodu dikladné osusime bunicinou, aby transferovy pufr nevytékal v pribéhu

western blottingu
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6) Prekryjeme druhou elektrodou (katodou) a zapojime ke zdroji. Nastavime proud 500 mA a
zatizime viko

7) Po 1 hodiné ukonc¢ime semi - dry western blotting. Odpojime elektrody od zdroje a vypneme
ho

Bezpecnostni kryt

Katoda

Filtr. papir
Gel
Membrana

Filtr. papir

Anoda

Obrazek €. 2: Skladani blotovaci kazety

5. VIZUALIZACE PROTEINU FIXOVANYCH NA MEMBRANE

1) Po ukonceni semi-dry western blottingu promyjeme membranu v destilované vodé

2) Pro ovéreni prenosu proteind zgelu na membranu inkubujeme membranu s barvivem
Ponceau S 5 - 10 min na tifepacce

3) Membranu odbarvime v destilované vodé tak, abychom odstranili pozadi a zvyraznili
jednotlivé pruhy pfenesenych protein(

4) Membranu nechdme vyschnout na filtraénim papire

6. RYCHLA IMUNODETEKCE NA PRISTROJI SNAP I. D.

Pristroj SNAP i. d. umoznuje imunodetekci proteinll na membrané. Oproti standardnimu postupu,
ktery trva nékolik hodin, systém SNAP vyuzZiva podtlak vakua, ¢imzZ se vyrazné snizi doba inkubace a

proteiny je mozné detekovat jiz po 30 minutach.

1) SNAP i. d. poloZime na rovnou plochu pracovniho stolu. Pfipojime hadici pfivodu vakua k
zadni ¢3sti pfistroje. Druhy konec hadice pfipojime ke zdroji vakua, pouZijeme odsavaci lahev

a filtr pro ochranu zdroje vakua pred kapalinami a kontaminaci

12



2)

Podle pokyn(l vyucujiciho ofizneme membranu v misté, kde ocekdvame protein AhR (90 kDa)

a pfipravime potfebné roztoky a protilatky podle tabulky €. 2

Tabulka €. 2: Roztoky potfebné pro imunodetekci membrany

Roztok Objem v mL
Blokovaci roztok - 0,1% Nizkotucné mléko v TTBS 15
Promyvaci roztok - TTBS 15
Primarni protilatka proti AhR v 1% BSA TTBS (1:250) 1,5
Sekundarni protilatka v 0,1% MIléku TTBS (1:1000) 1,5
3) Membranu hydratujeme v metanolu a poté promyjeme v destilované vodé
4) Zbytkové Cervené zbarveni na membrané odmyjeme v prenosovém pufru
5) Otevieme viko komUrky blotu, nedotykdme se bilého vnitfniho povrchu. Navlhéime bily
vnitfni povrch drzaku deionizovanou vodou. VloZzime navlhéenou membranu na stfed s
proteiny smérem dolt
6) Pomoci vélecku odstranime veskeré vzduchové bubliny mezi blotovaci membranou a
povrchem komurky drzaku. Na membranu polozime podlozku (neni tfeba vihcit) tak, aby
kompletné pokryval celou blokovaci membranu, a znovu jemnym pohybem prejedeme
vale¢kem
7) Uzavieme viko (uslySsime cvaknuti). Otevieme viko pfistroje a vioZime do néj drzak komUrkou
smérem vzharu tak, aby drzak zapadl v téle pfistroje. Zavieme viko pfistroje
8) Do kazdé komlrky pro dvé membrany nalijeme vZdy 15 ml 0,1% roztoku nizkotu¢ného mléka
v TTBS a ihned zapneme privod vakua otocenim prepinace vakua pfislusného drzaku. Po
Uplném vyprazdnéni komdarky drzdku (10-20 sekund) vypneme zdroj vakua otocenim
prepinace
9) Do kazdé komurky aplikujeme 2 mL primarni monoklonalni mysi anti-hAhR protilatky fedéné

1:250 v 1% BSA s TTBS. Roztok protilatky musi rovhomérné pokryt cely povrch komurky!

10) Inkubujeme 10 minut pfi laboratorni teploté (pfivod vakua musi byt vypnuty!)

11) Po uplynuti 10 min zapojime zdroj vakua a vyckame 10-20 sekund pro dokonalé odstranéni

roztoku protilatky z komurky drzaku

12) Promyjeme kazdou komuUrku 3x 15 ml promyvaciho roztoku Tween-20 v TBS. Po poslednim

promyvani a Uplném odsati promyvaci roztoku odpojime zdroj vakua

13) Aplikujeme 2 mL sekundarni anti-mysi protilatky v 0,1% mléku s TTBS fedéné 1:1000.

14) Se zdrojem vakua stale odpojenym, inkubujeme 10 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti

10 min zapojime zdroj vakua a vyckdme 10-20 sekund pro dokonalé odstranéni roztoku

protilatky z komurky
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15) Promyjeme kazdou komuUrku 3x 15 ml promyvaciho roztoku Tween-20 v TBS. Po poslednim
promyvani a Uplném odsati promyvaci roztoku odpojime zdroj vakua

16) Vyjmeme drzak blotu z pfistroje, poloZime na pracovni plochu komlrkou a otevieme viko
drzaku. Pinzetou opatrné vyjmeme membranu a pokracujeme v postupu vizualizace proteind
zvolenou metodou. Drzak blotu a pfistroj oplachneme destilovanou vodou a nechdme osusit

17) Sekundarni protilatka je znacend kfenovou peroxidasou, proto pro detekci pouZijeme
chemiluminiscenéni substrat

18) Pfeneseme membranu na sklenénou desku a pfipravime si roztok komeréniho luminolu
smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 (mnoZstvi sdéli vyucujici). Pozor, pro kazdy
roztok pouzijeme cistou Spicku, aby nedoslo ke kontaminaci a moZnému znehodnoceni
roztoku!

19) Pfipravenym roztokem lehce prevrstvime membranu a inkubujeme 2 minuty

20) Po ukondeni inkubace odsajeme nadbytecny roztok luminolu a spustime expozici na film

(detaily vysvétli vyucujici)

I1l. VYHODNOCENI

Pomoci markeru molekulovych hmotnosti odhadneme velikost detekovanych proteind a
uréime, ktery z bandl odpovida studovanému proteinu AhR (90 kDa). Nasledné porovname, zda je
AhR pfitomen ve viech pouzitych bunéénych liniich.

Ze ziskanych vysledk( vypracujeme protokol obsahujici princip pouZitych metod, pracovni

postup, vyhodnoceni vysledk( a zavér.

Névod ke cviéeni byl zpracovan v ramci projektu FRVS 10/2012/G3 - Studium exprese protein(i v in vitro modelech

lidskych nadorovych bunécnych linii

Vypracovala: Mgr. Aneta Vavrova (Doficakova), Mgr. Aneta Novotna
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