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TEORETICKY UVOD

REGULACE BUNECNYCH PROCESU

Bunééné pochody, které v organismu probihaji, zajistuji pfisun energie potfebny pro udrieni
vysokého stupné organizace a predavani biologickych vlastnosti. Regulace dil¢ich biologickych déjd
zajistuje jednak udrieni homeostazy a jednak vhodné reakce na zmény Zivotniho prostredi
organismu. Veskeré pochody, napf. exprese genl, bunécny rist, proliferace, pfijem Zivin,
metabolismus, morfologie, pohyb, intracelularni komunikace a apoptosa, se neobejdou bez
pfitomnosti proteint a nukleovych kyselin, pro jejichz vznik je nutny sloZity synteticky aparat. V
procesu svého vzniku tvofi proteiny a nukleové kyseliny vzajemné na sobé zavisly celek: bilkovinné
katalyzatory zajistuji energetickou a kinetickou stranku procesu a nukleové kyseliny podmiriuji
stranku informacni. Vzhledem k tomu, Ze buriky reaguji na bezpocet podnétl, exprese proteinl je
vysoce dynamicky proces. Proteiny, které se Ucastni dokonceni konkrétnich ukoll, nemusi byt vidy

exprimovany nebo aktivni.

Hromadnym studiem protein0 a jejich vlastnosti se zabyva proteomika. Hlavnim cilem proteomiky je
identifikace vSech protein kddovanych lidskym genomem (poptipadé genomy dalSich, zejména tzv.

modelovych organismu) s naslednym stanovenim:

a) jejich exprese v rliznych burikach daného organismu — expresni proteomika
b) jejich subcelularni lokalizace v rGznych organelach

c) jejich posttranslac¢nich modifikaci

d) jejich vzajemnych interakci (b — d strukturni proteomika)

e) vztahu mezi strukturou a funkci (funkéni proteomika)

VZAJEMNA INTERAKCE MEZI PROTEINY

Odhaduje se, 7e z 30.000 gent lidského genomu vznika 1x10° proteinG prostiednictvim sestfihu gend
a fady postranslac¢nich modifikaci. Ackoliv mala ¢ast z téchto protein(l je schopna fungovat v relativni
izolaci, vétSina spolupracuje s ostatnimi proteiny ve formé komplex( prostfednictvim proteinovych
siti (,interactome”), kde vzajemné vazby proteinl prfechodné vznikaji a zanikaji. Interakce meazi
proteiny jsou duleZité pro vétsinu biologickych funkci. Signaly z vnéjsku jsou prendseny dovniti buriky
pomoci proteinovych interakci signalnich molekul. Z receptori vedou rlizné signalizacni kaskady

dovnitf bunky, kde ovliviiuji rizné bunécné procesy véetné zmén v expresi genl. Jednim z naroénych



Ukold bunécné biologie je detailni objasnéni téchto pochodu. Pfinos novych informaci o téchto

interakcich zlepsi nase chapani nemoci a mlzZe byt zakladem pro nové terapeutické pristupy.

Proteinové interakce mohou zpusobit tyto zmény:

e Zménit kinetické vlastnosti enzym( - nepatrné zmény na urovni vazby substratu nebo na
urovni allosterického ucinku

e Nasmérovat substrat v multienzymovém komplexu a urcit tak konecny produkt (tzv.
,Substrate channeling”; pf. Pyruvatdehyrdogenasovy komplex

e Vytvofit nové vazebné misto - typické pro malé efektorové molekuly

e Inaktivovat nebo zahdjit degradaci proteinu

e Zmeénit specifitu proteinu pro substrat interakci s jinym vazebnym partnerem

e Regulovat predchazejici nebo nasledné reakce

Typy proteinovych interakci

Proteinové interakce mohou byt klasifikovdny na zakladé biologického vyznamu: interakce enzym-
inhibitor, antigen-protilatka, receptor-ligand nebo na zakladé chemické podstaty: trvalé-prechodné,
silné-slabé, vodikové vazby a dalsi. DlleZitou vlastnosti interakce je specifita. Interakce prechodného
charakteru kontroluji vétSinu bunécnych procest vcetné enzymové modifikace, pfi tvorbé
transkripénich komplext, béhem transportu proteinl pres membrany nebo pfi skladani proteind,

signalizaci a béhem bunécéného cyklu.

VYBRANE METODY STUDIA PROTEINOVYCH INTERAKCI

IN VITRO METODY

Metody vyuzivajici vazby na nosic

Studovany protein je po navazani na nosi¢ vyuzit k zachyceni interakénich partnerd napf. z
bunécného extraktu nebo retikulocytarniho lyzatu (viz nize). Protein mize byt vazan kovalentné, na
komercéné dostupné aktivované nosi¢e nebo nekovalentné prostfednictvim afinitni vazby. Nejcastéji
je vyuzivano fuzni sekvence napt. histidinova kotva (6xHis), glutathion S-transferasa (GST),
aminokyselinovy epitop FLAG, kterd je pfi translaci pfipojena k N- ¢i C- konci studovaného proteinu.
Po odstranéni nespecificky navdzanych proteini promytim nosice jsou studované komplexy z nosice
uvolnény denaturaci nebo za nativnich podminek napf. pfidavkem soli, kompetujicimi molekulami
nebo chaotropnimi rozpoustédly. Navazané proteiny jsou nejcastéji detekovany SDS-PAGE, western

blotem, hmotnostni spektroskopii, N-koncovym sekvenovanim nebo autoradiograficky.



A) Ko-imunoprecipitace (Co-IP)

Tato dnes béiné vyuzivana metoda studia proteinovych interakci vyuZivad interakce protilatky
immobilizované na matrici s antigenem za vzniku tzv. imunoprecipitatu. Vzhledem k tomu, Ze
imunoglobuliny maji v molekule nejméné dvé identickd vazebna centra pro dany antigen, mohou pfi
vhodném koncentracnim poméru obou partnerl vznikat polymerni, nerozpustné a snadno
detekovatelné komplexy. Antigen vazany na protilatku nazyvdme ,navnada“ (z angl. bait) a protein s
nim interagujici ,kofist” (z angl. prey). Tradiéni co-IP metody vyuzivaji protein A/G agarosovy
konjugat (protein ze Staphylococus aureus). Rizikem je ovsem vznik falesné pozitivniho pozadi, které
vytvari lehké a tézké retézce protildtky uvolnéné béhem eluce a komigrujici spole¢né s bandy
studovanych proteinli béhem nasledné elektroforézy. Nezadouci pozadi pfi nasledné detekci je
mozné eliminovat ndhradou A/G agarosové matrice za matrici vytvarejici kovalentni vazbu
s protilatkou tzv. ,,Aminolink Couplig resin®. Protilatka reaguje s aldehydickymi skupinami matrice za
vzniku Schiffovy bdze. Redukci Schiffovy bdze pomoci kyanoborohydridu sodného je docileno
stabilizace konjugdtu. Neredukujici eluéni pufr umoziuje disociaci studovaného proteinového
komplexu, pricemzZ protilatka z(istdva vazana na matrici a je mozné ji opakované pouzit pro dalsi
imunoprecipitaci. Proteinovy komplex je poté eluovan bez toho aniz by se protildtka uvolnila do
prostredi. Vysledny proteinovy komplex je separovan SDS-PAGE a detekovan pomoci western blotu s

vyuZzitim protilatky proti druhému z partner.

Tato metoda se pouzivd pro testovani interakci mezi dvéma zndmymi proteiny i pro identifikaci
novych interakci. Pfi tomto postupu je nezbytné, aby proteinovy komplex zistal nativni béhem série
promyvacich krokl. Vyhodou koimunoprecipitace je detekce interakci za fyziologickych podminek v
bunce vcetné posttranslacnich modifikaci interagujicich proteind. Je mozné studovat interakce

proteind exprimovanych nejen v burikach a také exprimované in vitro syntézou.
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Obrazek €. 1: Demonstrace CO-IP protein( ziskanych z bunécéného extraktu (in vivo) nebo in vitro translaci

B) Separace pomoci afinitnich ligandi (Pull-down Assays)

Princip spociva v pfipojeni afinitniho ligandu pro navdzani nebo identifikaci proteinu. V soucasné
dobé je vyuZivana fada fuznich ligandl napt. 6xHis, GST, FLAG. Testovany protein s pfipojenym
ligandem je purifikovan pomoci komercnich afinitnich nosi¢l (Ni-NTA, anti-FLAG Ab, glutathion) a je

pouzit jako ,,ndvnada” pro interagujici proteiny ptitomné v bunééném lyzatu.



C) Tandemova afinitni purifikace (TAP)

K proteinu jsou pfipojeny dvé a vice fuznich sekvenci. Fuzni protein je nejprve purifikovan pomoci
jedné fuzni sekvence, kterd je posléze odstranéna proteolytickym Stépenim, ¢imz dojde k odhaleni
druhé fazni sekvence vyuzitelné pro dalsi purifikaci. K identifikaci interagujicich proteinl po jejich
elektroforetickém rozdéleni se wvyuziva technik MALDI-TOF MS nebo tandemové hmotnostni
spektroskopie. Pres patrné prednosti neni TAP univerzalni metodou, vhodnou pro vSechny pfipady.
Pritomnost TAP-fuzni sekvence (~ 20 kDa) mlZe negativné ovliviiovat konformaci proteinu, a tim i

jeho interakci s vazebnymi partnery.
Detekce interakci imobilizovanych na membrané - Far western

Tato metoda vyuZiva strategie metody western blot s tim rozdilem, Ze protilatka z klasické detekce je
nahrazena vhodné znacenym ,bait” proteinem jako sonda. Membrdna s rozdélenymi proteiny, je po
zablokovani nespecifickych interakci inkubovana s proteinem, pro néjz hledame interakéni partnery.
V zavislosti na podobé sondy je poté interakce detekovana radioisotopicky, chemiluminiscenci nebo

kolorimentricky.

Blotted protein samples

B-mﬁ“é Block membrane and
3sg OF probe with labeled

[ == protein

_353
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l Detection of bound proteins

Indirect detection of biotin-
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Direct detection of ¥5-
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Obrazek ¢. 2: Far western (Promega)



IN VIVO METODY

Two-Hybrid System

Systém byl pGvodné vyvinut v kvasinkach (Yeast Two-hybrid System) a poté prizplsoben pro pouziti v
savCich burikdch (Mammalian Two-hybrid System). Jedna se o metodu zaloZenou na rekonstituci
funkéniho transkripéniho faktoru, sestavajiciho z DNA-vazebné domény (DBD), zajistujici lokalizaci
faktoru na specifickém misté DNA, a aktivaéni domény (AD), kterd je vlastné katalyticky aktivni
doménou pro transkripci. Rozdéleni DBD a AD inaktivuje transkripcni faktor, ale jeho funkce muze byt
obnovena koexpresi a opétovnou asociaci DBD a AD. Systém vyuZiva tohoto jevu k identifikaci
interakce proteind, které zajisti spojeni obou domén (DBD a AD) a tim aktivaci transkripcniho faktoru.
Pro tento ucel je konstruovana flize DBD s proteinem X, ke kterému hleddme interakéniho partnera,
y,nhavnadu” (bait protein), a fuze AD s knihovnou potencialnich interakénich partner( Y, tzv. ,kofist”
(prey protein). V pfipadé interakce studovanych protein dojde k asociaci pripojenych domén DBD a
AD a k indukci transkripce reporterového genu. Jeho exprese umozni defektivnim kvasni¢nym
bunkam rast na selektivnim médiu (napf. minimalni médium bez histidinu. Kolonie rostouci na médiu
bez histidinu jsou klony, u nichZ doslo k hledané interakci. Kromé auxotrofie pro histidin jsou ¢asto
vyuzivany i geny, kédujici snadno detekovatelnou enzymovou aktivitu (napf. lacZ pro PB-
galaktosidasu, MEL1 pro a-galaktosidasu). V pfipadé savcich bunék dochazi k expresi reporterového

genu napfriklad luciferasy a tim ke zvySeni chemiluminiscence.
Immunofluorescence/FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

Pfenos rezonance fluorescencni energie (fluorescence resonance energy transfer - FRET) je jedinecna
a velmi Gc¢inna metoda pro zjiSténi konformace, asociace ¢i disociace molekul, a pro detekci intra- Ci
intermolekuldrnich interakci protein( v Zivych burikach. Studované molekuly jsou oznaceny odlisSnymi
fluorochromy, které jsou zvoleny tak, aby se emisni spektrum jednoho z nich prekryvalo s excitaénim
spektrem druhého. Pokud tyto molekuly vzajemné reaguji a jejich fluorochromy se dostanou velice
blizko (typicky 10-100 A), energie excitovaného svétla se mize prenést z jednoho fluorochromu na
druhy. Tedy pfi osviceni komplexu excitatnim svétlem prvniho fluorochromu dostaneme emisni
svétlo odpovidajici druhému fluorochromu. Pro FRET je moZné poufZit proteiny, pfipravené jako fuzni
konstrukty s GFP nebo jeho variantami (napf. modrozeleny fluorescencni protein (cyan fluorescent
protein — CFP), Zluty fluorescencni protein (yellow fluorescent protein - YFP), nebo proteiny, které
byly chemicky modifikovany kovalentnim pfipojenim k syntetickym fluoroforiim (napfiklad k

fluorescein isothiokyanatu - FITC).



Two Hybrid Assays

Bait Plasmid
DBD X

C

@
N\

Pray Plasmid
|

e JO)
/

-—

=t

Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET)

Excitation
458nm
FRET

Energy Transfer
480-525nm

Emission
525-575nm

Obrazek €. 3: Princip Two-Hybrid Assay (Promega)

Obrazek €. 4: Princip FRET (Promega)




SYNTEZA PROTEINU IN VITRO

In vitro syntéza proteinl z bezbunéénych extraktl je dllezitym nastrojem molekularni biologie

umoZiujici syntézu proteint mimo buriku.

Oproti in vivo expresi, exprese in vitro je vhodnéjsi v pripadé Ze je protein toxicky pro hostitelskou
buniku, je podroben rychlé proteolytické degradaci intraceluldrnich protedz, poptipadé se ho nedafri
izolovat v dostateéném mnozstvi. Tuto metodu je mozné aplikovat napfiklad pro rychlou identifikaci

genovych produktl a obecné pfi studiu vlastnosti proteinl (napf. studium skladani proteina).

Pro syntézu in vitro se obecné uplatiuji bunééné systémy, které jsou prizplsobeny k velmi rychlé
syntéze proteinl. Nejcastéji je vyuzivan lyzat z krélicich retikulocytl. Retikulocyty jsou prekurzory
erytrocytl s funkénim transkipcnim a translacnim aparatem. Tyto nezralé ¢ervené krvinky nemaji
jadro, ale obsahuji odpovidajici mMRNA a kompletni translacni masinerii pro rozsahlou expresi globinu.
Pro ucely syntézy in vitro je retikulocytarni lyzat oSetfen nukleasou, ktera eliminuje pfitomnost

globinové mRNA.

Jako templat je mozné pouzit RNA (tzv. Standard translation reaction) i DNA (tzv. Linked or Coupled
Transcription:Translation). Systémy pro syntézu proteinli z exogennich DNA templatl obvykle
kombinuji prokaryotickou fagovou RNA polymerasu a promotor (T7, T3 a SP6) z eukaryotickych nebo
prokaryotickych extraktll. DNA templat pro transkripéné translacni reakci mlze byt klonovan do

vektorl nebo vytvoreny pomoci PCR.

Cell-free

competent - None
plasmid - 35 _methionine
T lat [abcdia™ Transcend™ tRNA
oy Sk e (biotinylated lysine)
Cellf " N /_ ~ FluoroTect™ tRNA
-free competen :
PCR product (Fluor-labeled lysine)
TNT® System
Master Mix

lhr@ 37“C1Transcription/translation

Protein of Interest

—— | ANALYSIS

Obrazek ¢. 5: Demonstrace pripravy proteinu in vitro translaci (Promega)
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DETEKCNI METODY — SDS-PAGE A WESTERN BLOT

Identifikace proteinovych interakci vyZaduje izolaci komplexu a naslednou analyzu pomoci
standartnich detekénich metod. Pro detekci se nejcastéji vyuziva diskontinualni gelova elektroforéza
v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) s naslednym western blotem na membranu nebo analyza hmotnostni

spektrometrii.

Elektromigracnimi neboli elektroforetickymi metodami je oznacovan soubor technik, které vyuzivaji
pohybu ionizovanych ¢&astic v elektrickém poli. Elektroforéza jako separacni technika byla poprvé
pouzita pro déleni protein( Tiseliem v roce 1937. Céstice nesouci naboj rozpusténé v elektrolytu se v
elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti Umérnou velikosti jejich nabojl, anionty k anodé a

kationty ke katodé.

Elektroforetické metody jsou €asto vyuzivané pfi studiu makromolekul, umoziuji jejich rozdéleni a
nasledné blizsi charakterizaci. V soucasnosti pravdépodobné nejpouzivanéjsSim technickym
provedenim elektroforézy v polyakrylamidovém gelu je diskontinudlni elektroforéza v pritomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), ktera umoznuje stanovit molekulovou hmotnost proteind. SDS
udéluje proteinim uniformni zaporny naboj, a ty se vSechny pohybuji k anodé, pficemz pohyblivost
je ddna velikosti molekuly. Bylo zjisténo, Ze pohyblivost bilkovin v gelu v pfitomnosti SDS je nepfimo
Umérna logaritmu molekulové hmotnosti. To znamen3, Ze na zakladé méreni nejméné tfi molekul se
zndmou molekulovou hmotnosti v SDS-PAGE lze gel nakalibrovat a metodu pouzit ke stanoveni
relativni molekulové hmotnosti nezndmé bilkoviny. Nazev diskontinudlni elektroforéza znamen3j, ze
vzorek putuje po cCas separace pres dva gely s rlznou porozitou a s rGznymi 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 separaéni Géinnost je pak vysoka bez ohledu na

plvodni objem vzorku.

Pro nékteré Gcely (sekvencni analyza, imunoanalyza, apod.) je vyhodné prevést separované proteiny
z gelu na membranu, kde dochazi k fixaci proteini adsorb¢nimi pripadné kovalentnimi silami. Metod

umoznujici tento proces se nazyva Western blotting a byla poprvé pouzita Towbinem v roce 1979.

Otisk molekul (tzv. blotting) se obecné vyuzZiva nejen pro prenos proteinl, ale také pro prenos
nukleovych kyselin — DNA (Southern blot), RNA (Northern blot). Molekuly jsou preneseny z mobilni
faze (napf. agarosovy nebo polyakrylamidovy gel) do pevné faze, na kterou jsou fixovany (napf.
nitrocelulézovdé membrana). Prfenos byvd nejcastéji uskuteéiovan pomoci jednosmérného

elektrického proudu (electroblotting) nebo filtraci roztoku pres membranu (dot blotting) pomoci
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specidlnich zafizeni. Molekuly pfenesené z gelovych nosic¢l a fixované na pevné fazi se zviditelriuji
pfimo po fixaci rGznymi barevnymi reakcemi, autoradiografii nebo reakci se specifickymi protilatkami

(immunoblotting).

Membrdny pouzivané pro blotting maji unikatni mikroporézni povrch s vysokou vazebnou kapacitou.
Fixované proteiny Ize dlouhodobé skladovat. Mezi nejc¢astéji pouZzivané materidly membran patti
nitroceluléza (mda vsak Spatné mechanické vlastnosti) a polyvinylidendifluorid (PVDF). PVDF
membrany jsou mechanicky velmi odolné. Oba dva typy membran vykazuji vysokou vazebnou

kapacitu.

V pripadé elektroblotingu existuji dva mozné zpUsoby usporadani: tankovy (tank, wet) a polosuchy

(semi-dry) blotting.

Pti tankové varianté se do specidlni kazety sklada nasledujici vrstva (sendvic): porézni houbicka,
filtra¢ni papir, gel, membrdana, filtracni papir, porézni houbicka. Poté se kazeta vloZi do blotovaci
komUrky naplnéné prenosovym pufrem. Pfenos proteinll na membranu probiha pfi konstantnim

proudu, jeho? hodnota zavisi na plose membrany (0,8 mA.cm™).

Pfi usporadani semi-dry se pouZivaji plosné grafitové elektrody. Skladani je obdobné jako u
tankového usporadani. Na elektrody se naskldda nékolik vrstev filtracniho papiru nasyceného
blotovacim pufrem, gel, blotovaci membrana, 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 geld.

Pro kontrolu pfenosu proteinli na membranu se pouZivaji ¢inidla Ponceau S, Amidocerri 10B a Fast

Green, ktera Ize bud' jednoduse vymyt destilovanou vodou, nebo se pouziva odbarvovaci roztok.

Proteiny fixované na membrané se nejcastéji detekuji imunochemicky pomoci specifickych protilatek.
Podstatou vSech imunochemickych metod je interakce mezi antigenem a protiladtkou in vitro za
tvorby imunokomplexu antigen-protilatka. Imunochemicka detekce proteinu na membrané se
provadi pomoci série dvou protildtek. Prvni protildtka reaguje imunochemicky s detekovanym
proteinem za tvorby komplexu. Takto vytvoreny komplex je rozpoznan druhou protilatkou znacenou
detekovatelnou sondou (napf. vazana alkalicka fosfatasa AP, kifenova peroxidasa HRP, atom izotopu

atd.).

Pfed samotnou aplikaci protildtek je nutné blokovat mista na membrané, nebot povrch membrany

vaze proteiny, tj. jak antigen, tak i ndsledné pridané protilatky. Blokovani téchto nespecifickych mist
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se nejCastéji provadi umisténim membrany do zfedéného roztoku napf. 3 - 5 % BSA (i netucné suché
mléko v TBS, s pridavkem slabého detergentu jako je Tween 20 (0,05%). Proteiny BSA ¢i mlééného
kaseinu z roztoku se navazi na vSechna mista, kam se dosud nenavazaly proteiny pfi pfenosu. Po
pridani protilatky se uz molekuly imunoglobulini nemohou nespecificky navazat na prazdny povrch
membrany, ale musi specificky "hledat" svij epitop na preblotovanych antigenech. Blokovani vyrazné

snizuje Sum pozadi a odstrafiuje faleSné pozitivity.

Negative
Electrode Load samples here--.,

Buffer |

Glass
> Plates

— Spacer

Positive
Ele £

Obrazek ¢. 6: Demonstrace elektroforézy

METABOLISMUS LECIV

Koordinace mezi buikami a tkdnémi v mnohobunécném organismu je fizena chemickymi signaly,
které se prendseji jednak krvi a jednak nervovymi drahami. Podle toho se rozliSuje humordlni
regulace zprostfedkovana hormony a regulace v niz chemickymi signdly jsou tzv. neurotransmitery.
Obecny mechanismus pulsobeni hormonu je dvojiho typu. Poladrni hormony (katecholaminy,
peptidové a bilkovinné hormony a prostaglandiny) nevstupuji do bunék, ale reaguji se specifickymi
receptory v cytoplazmatické membrané a jejich vliv se prendsi dovnitf burnky prostfednictvim
konformacnich zmén receptoru. Nepolarni hormony (steroidy) prochazeji membranou do cytosolu,
kde se spojuji s receptory a vzniklé komplexy vstupuji do jadra, kde reguluji syntézu specifickych

proteind.

Indukéni ucinky 1éc¢iv i endogennich steroidd jsou zaloZeny na ovlivnéni exprese cilovych genu
prostfednictvim aktivace tzv. nuklearnich receptor(l. Tento proces umoziiuje transkripéni regulaci
konkrétnich genl podle aktualnich potfeb organismu. V tomto ohledu jsou vyznamné mimo jiné
zmény v expresi genl biotransformacnich enzym( a transportnich proteind, které predstavuji
zakladni eliminaéni mechanismus branici kumulaci nékterych endogennich latek nebo xenobiotik.
Klicovou roli v transkripéni regulaci téchto detoxikacnich procesti maji dva nuklearni receptory —

pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR).
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PREGNANOVY X RECEPTOR

Pregnanovy X receptor je jednim z kli¢ovych nuklearnich receptor( ovliviiujici detoxikaéni procesy v
bunice (PXR, gen NR1I2). V téle je pfitomen ve velké mife predevsim v jatrech, méné v tenkém a
tlustém stfevé, v Zaludku a v ledvindach. PXR pUlsobi jako tzv. sensor toxickych endogennich
metabolitl i exogennich chemickych latek. Aktivovany PXR reguluje transkripci cilovych gend kédujici
enzymy metabolizujici 1é€Civa (enzymy | a Il faze) a Iékové transportéry. Kromé metabolismu IéCiv, PXR
je také transkripénim faktorem a koaktivatorem kontrolujici na zadkladé proteinovych interakci
glukoneogenesi, oxidaci mastnych kyselin, ketogenesi a podili se tak na regulaci energetického

metabolismu jater.

Aktivace PXR probiha pfimou vazbou ligandu. Soucasti procesu je uvolnéni korepresorovych proteinf
a navazani koaktivatort na ligandem obsazeny receptor a rozvolnéni struktury histony/DNA. PXR
tvofi dimer s retinoidnim X receptorem-a (RXRa) a spolecné rozpoznavaji specifické sekvence

promotorové DNA regulovanych cilovych genli oznacované jako responzivni element PXR-RE.

Aktivace PXR vazbou ligandu neni jedinym faktorem, ktery reguluje zménu transkripéni aktivity
tohoto receptoru. Je zndmo, Ze vyznamnou roli v regulaci PXR hraji post-translaéni modifikace, napft.
fosforylace, acetylace sumoylace ¢i ubiquitinylace. Fosforylace a proteinové interakce jsou
dynamickym regulaénim mechanismem ovliviujici nejen funkci proteinu, ale také umoziujici
specifitu a komunikaci mezi signalnimi drahami. Bylo prokazano, Ze aktivace protein kinasy C alfa
(PKCa) zpusobila represi aktivity receptoru PXR zesilenim vazby PXR s NCoR korepresorem a naopak
narusenim interakce se SRC-1 koaktivatorem. Toto pozorovdni naznaCuje zménu fosforylaéniho

statutu na nékterém z dvojice PXR/NCoR a nebo PXR/SRC-1.

Nejjednodussi zpUsob, jak napodobit fosfo-skupinu je nahrada aminokyseliny, ktera mize byt
fosforylovana (Ser, Thr, Tyr) aminokyselinou, kterd bude mit navenek zaporny naboj (napf. Asp, Glu).
V pfipadé, Ze potfebujeme potvrdit/vyvratit ucinek fosforylace, je tfeba nahradit pdvodni AK
aminokyselinou, kterd nemuzZe byt fosforylovand ani nenese zaporny naboj (napf. Ala, Val). Tato
nahrada se provadi mistné specifickou mutagenezi. Hovofime tak o fosfomimetické (Asp, Glu) i
fosfodeficientni mutaci (Ala, Val). V pfipadé, Ze chceme sledovat ucéinek napf. acetylace Ci
ubikvitinace, dochazi k nahradé aminokyseliny Lysinu bud’ glutaminem (acetyl-mimetickd mutace)

nebo argininem (acetyl-deficientni mutace).
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PRAKTICKA CAST

uKoL

Byla provedena mistné specifickd mutageneze threoninu 248 (fosforylace) a lysinu 210 (acetylace) u
PXR receptoru. Cilem cviceni je stanovit, zda dochazi ke zménam v interakci receptoru PXR a RXR,
které mohou byt zplsobeny cilenou mutaci vybranych aminokyselin v PXR a tak potvrdit ¢i vyvratit,
zda fosforylace/acetylace/ubikvitinace muaze mit vyznamny vliv na transkripci cilovych gen(

regulovanych skrz PXR.

Tabulka €. 1: Mistné specifickd mutagenese PXR

MIMETICKA mutace DEFICIENTNI mutace
Thr248 Thr248Asp Thr248Val

Lys210 Lys210GIn Lys210Arg

Zaménou threoninu za kyselinu asparagovou dochazi diky pfitomnosti karboxylové skupiny
k napodobeni fosfatové skupiny tzv. fosfo-mimeticka mutace. Zdménou za valin naopak ziskdme tzv.
fosfo-deficientni mutaci.

V pfipadé studia acetylace je lysin nahrazen za glutamin simulujici acetylovou skupinu (acetyl-
mimetickd mutace) nebo za arginin, u kterého k acetylaci nem(iZe dochazet (acetyl- deficientni

mutace).
Hlavni ukoly cviceni:

1. Pfipravit potfebné proteiny in vitro bez pouziti bunécného systému
2. Provést ko-imunoprecipitaci receptoru RXR s PXR a jeho mutanty (obrazek ¢. 6)

3. Vizualizovat interakci proteinti pomoci metod SDS-PAGE a western blot

-RXR
! ,‘1\5,‘ a-RXR i % 1 "
P AN il —p
_— >
e = 1170 * eas
- V&
AminoLink Coupling Resin

Y %gm aPXR  aPXR
& é‘ 2 RXRPXR L.

ELUTION %@ —

Y PXR
AR B
Bead 8 —
Y2 RKR Vo
Obrézek &. 7: CO-IP protein(i PXR-RXR pomoci Aminolink Coupling Resin

Poznamka:

Kazda dvojice bude pracovat s receptorem PXR, ktery nebyl mutovan (pozitivni kontrola) a dale si
zvoli jednoho z mutantQ, tak aby v ramci skupiny byly studovany vsechny typy mutaci uvedené
v tabulce €. 1.
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MATERIAL A CHEMIKALIE

IN VITRO TRANSLACE

o Kit-TNT Quick Coupled Transcription/Translation System (pfiloha)
o  Expresni plasmidy — pSG5-hPXR, pSG5-hRXR-a

o termoblok, pipety, Spicky, zkumavky, led, popisovac
CO-IMUNOPRECIPITACE

o Pierce Co-Immunoprecipitation Kit (pfiloha)

o  Protilatka proti RXR-a

o 1IMDTT

o  Proteinové extrakty ziskané in vitro translaci - RXR-a, hPXR
o pipety, $picky, ependorfky, parafilm, 15mL zkumavky

o centrifuga, rotacni tfepacka, termoblok,
SDS-PAGE a WESTERN BLOT

o Vzorky protein(i izolované pomoci CO-IP
o Roztoky pro pfipravu gell (uchovavat pfi 4°C)
e akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid: 40 % (w/v) akrylamidu, 0,8 % bisakrylamidu
(w/v) ve vodé
e pufr do zaosttovaciho gelu (stacking gel buffer): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
e pufr do déliciho gelu (running gel buffer): 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8
e TEMED - N,N’-tetrametyléndiamin
e 10% (w/v) APS - persiran amonny
e 10% (w/v) SDS
e isopropanol
o Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
o Standardy molekulové hmotnosti (upfesni vedouci cviceni)
o Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kys. octové
o Blotovaci pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
o  Tris-pufr pro imunodetekci obsahujici 0,05 % Tween 20 (TTBS): 20 mM Tris , 500 mM NacCl,
0,05% Tween, pH 7,5
o 0,5% odtuénéné mlékov TTBS

o 1%BSAvVTIBS
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Primarni protilatka: monoklonalni protilatka proti hPXR v 1 % BSA TTBS (fedéni dle pokynl
vyucujiciho)

Sekundarni protilatka: mysi polyklonalni protilatka v 0,5 % mléku TTBS (fedéni dle pokynl
vyucujiciho)

vyvolavaci filmy, chemiluminiscencni substrat

kadinky, automatické pipety, ependorfky, mikrocentrifuga, vyhtivaci box do 100°C, nalévaci
stojanek, elektroforeticka komurka, skla pro elektroforézu, mezerniky (spacery), hiebinek,
stficka s destilovanou vodou, stficka s lihem, tfepacka, zdroj pro elektroforézu, blotovaci

aparatura, misky na barveni, ntzky, misky pro imunodetekci
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PRACOVNI POSTUP

DEN 1

IN VITRO TRANSLACE

1.

Reagencie uvedené v tabulce €. 2 vyjmeme z -80°C. Master Mix rozmrazime zahfivanim v ruce a
poté ihned umistime na led. Ostatni komponenty mohou byt rozmrazZeny pfi pokojové teploté a
poté umistény na led

Podle tabulky ¢. 2 namichdme reagencie do 0,5mL mikrozkumavek podle uvedeného poradi.
MnozZstvi DNA templdtu prepocitdme podle dané koncentrace konkrétniho plasmidu. Vidy
pouzijeme novou Spicku! Po pfidani vSech komponent opatrné propipetujeme, kratce
centrifugujeme

Smés inkubujeme pfi 30°C 60-90 minut

Po uplynuti inkubacéni doby umistime vzorky na led

Tabulka €. 2: In vitro translaéni mix

TNT Quick Master Mix 40uL
Methionin, 1mM 1luL
DNA templat (plasmid) lug
Dest. voda (RNAse free) do 50uL

CO-IMUNOPRECIPITACE

A. Imobilizace protilatky

Centrifugujeme pfi laboratorni teploté, 1000 x g!

1.

Vsechny reagencie potfebné pro imobilizaci vytemperujeme na laboratorni teplotu — tj. Coupling
buffer, matrice (Resin), Quenching buffer, Sodium Cyanoborohydrate solution, Wash solution
Pro jednotlivé kolonky si pfipravime 2mL 1x Coupling Buffer nafedénim zasobniho roztoku
Polyklondlni protilatku anti-RXR nafedime podle tabulky ¢. 3

Tabulka €. 3: Pfiprava protilatky
Redéni pro 1 ks kolonky v uL

Destilovana voda 182,5
20x Coupling Buffer 10
Anti-RXR (2ug/uL) — 15ug 7,5
TOTAL 200

Dukladné promichame matrici (AminoLink Coupling Resin) a ustfizenou Spickou odebereme 50uL
do kolonek. Kolonky umistime do 2mL sbérnych zkumavek a centrifugujeme 1000 x g 1 minutu
Promyjeme dvakrat 200uL 1x Coupling Buffer, centrifugujeme 1000 x g 1 minutu. Tekutinu ze

sbérné zkumavky odebereme do odpadu
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.
19.

Opatrné osusime dno kolonky a uzavieme zatkou. Kolonku nenechavdme dlouho bez
pfitomnosti pufru a ihned aplikujeme 200 ul narfedéné protildtky anti-RXR

V digestofi pfiddme do jednotlivych kolonek 3ulL Sodium Cyanoborohydrate Solution (vysoce
toxicky!)

Uzavieme vickem a inkubujeme na rotacni tfepacce pfi pokojové teploté 90-120 minut
Odzatkujeme, povolime vi¢ko a opét umistime do 2mL sbérné zkumavky a centrifugujeme pfi
obvyklych otackach

Pfiddme 200uL 1x Coupling Buffer, centrifugujeme. Tento krok zopakujeme. Nezapomeneme
vyprazdnit sbérné zkumavky!

Priddme 200uL Quenching Buffer, centrifugujeme

Osusime dno a uzavieme zatkou. Pfidame 200uL Quenching Buffer na resin

V digestofi opét pfiddme 3uL Sodium Cyanoborohydrate Solution, uzavieme vickem a
inkubujeme 15 minut (mirné tfepani nebo kyvani)

Odzatkujeme a povolime vicko. Kolonku umistime do sbérné zkumavky, centrifugujeme a
tekutinu odebereme do odpadu.

Resin dvakrat promyjeme 200 ul 1x Coupling buffer, pokazdé centrifugujeme

6x promyjeme 150uL Wash Solution, pokaZdé centrifugujeme. Nezapomeneme vyprazdnit
sbérné zkumavky!

Podle pokyn( vyucujiciho bud’ prejdeme ke Co-IP (bod B.) popf. resin uchovame podle nize
uvedeného postupu

Dvakrat promyjeme 200uL 1x Coupling Buffer, pokazdé centrifugujeme

Osusime dno, uzavieme zatkou, pfidame 200uL 1x Coupling Buffer, zaSroubujeme a umistime do

4°C. Pro dlouhodobé skladovani pfiddvame azid sodny (final. konc. 0,02%)
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B. Co-imunoprecipitace:

e Vsechny IP kroky provadime na ledu, centrifugujeme pii 1000 x g a 4°C

1. Podle tabulky ¢. 4 smichdme RXR-a (bait) a hPXR (prey) proteiny pfipravené in vitro. Smés
inkubujeme 30 minut pfi 30°C a poté pfidame IP Lysis/Wash Buffer a dorovname tak na objem
200ulL. Podle pokynl vyucujiciho pfipravime potfebné experimentalni kontroly.

Tabulka €. 4: Pfiprava smési proteinl pro jednotlivé kolonky

1 | 2 3 | 4 5
PXR-RXR (pozitivni kontrola) MUT-RXR Negativni kontrola (PXR)
Koncentrace K1 K2 K1 K2 K1
PXR nebo mutant 8uL 4ulL 8uL 4ulL 8uL
RXR 8ulL 4ulL 8ulL 4ulL -
Inkubace 30 minut/30°C
IP/Lysis pufr | Doplnit do 200uL

2. Resin obsahujici navédzanou protilatku promyjeme dvakrat pridavkem 200ul IP Lysis/Wash
Buffer, zcentrifugujeme , osusime dno a zazatkujeme
3. Pfipravenou smés proteinl pfidame do pfislusné kolonky, kterou si popiSeme. Uzavieme vrskem

a zatkou. Inkubujeme pomalym michanim nebo houpdnim pfes noc pfi 4°C

DEN 2

CO-IMUNOPRECIPITACE

Co-imunoprecipitace — pokracovani:

4. Odzatkujeme, povolime Sroubovaci uzdvér a kolonku umistime do sbérné zkumavky.
Centrifugujeme, propusténou tekutinu uloZime pro naslednou analyzu

5. Sejmeme Sroubovaci uzavér, kolonku umistime do nové zkumavky, pridame 200uL IP Lysis/
Wash Buffer a centrifugujeme

6. Vzorky promyjeme 4x 200uL IP Lysis/ Wash Buffer a pokazdé centrifugujeme. Spicka kolonky

nesmi byt ponofena do tekutiny ve zkumavce!

C. ELUCE:

1. Kolonku umistime do nové sbéraci zkumavky. Pfiddme 10ul elu¢niho pufru, centrifugujeme

2. Kolonku ponechdme ve zkumavce a pfiddme 50ul elu¢niho pufru, inkubujeme 5 minut pfi
laboratorni teploté (neni potfeba zavirat nebo michat)

3. Centrifugujeme, eluat ponechdme pro analyzu. Pokud je potfeba, je moZné provést dalsi eluce

zopakovanim krokd C1-C3
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4. Pro zachovani aktivity protilatek vazanych na resin, okamzité prejdeme k ¢asti D, regenerace a

skladovani

D. Regenerace a skladovani

1. Pfiddme 100uL 1x Coupling Buffer, centrifugujeme, tento krok zopakujeme
2. Zazatkujeme dno, ptiddme 200uL 1X Coupling buffer. Uzavieme a dno zkumavky izolujeme
parafilmem, aby se zabranilo vysychani. Pro dlouhodobé skladovani (tj.> 2 tydny) ptidat azid

sodny v kone¢né koncentraci 0,02%.

E. Priprava vzorku pro SDS-PAGE analyzu

1. 5x Vzorkovaci pufr (SB — Sample Buffer) vytemperujeme na laboratorni teplotu, 5-10 krat
promichame. Pro redukujici gel (denat. podminky) pfiddme 1M DTT ve findlni koncentraci
100mM

2. Kjednotlivym vzorkiim pfiddme pfipraveny vzorkovaci pufr tak, aby jeho findlni koncentrace
byla 1x (tj. 5uL SB do 20ulL vzorku)

3. Zahfivdme na 98°C — 5 minut, ochladime na laboratorni teplotu, kratce centrifugujeme

 SDS-PAGE

UPOZORNENI!

Akrylamid a N,N’- methylenbisakrylamid jsou neurotoxické latky. S jejich roztokem vzdy pracujeme

s nejvétsi opatrnosti a v gumovych rukavicich!

1. Sklenéné desky ocistime ethanolem a pfipravime k nalévani gelu (konkrétni postup vysvétli
vedouci cvi¢eni). Mezi skla vloZime hrebinek a na sklenénou desku popisovatem oznacime
vzdalenost jednoho cm od konce zubU hiebinku. Poté hiebinek odstranime

2. Pfichystdme si dvé oznacené kadinky na pfipravu zaostfovaciho a déliciho gelu

3. Podle tabulky €. 5 ptipravime jednotlivé roztoky (slozky gelu) do pfislusnych kadinek

Tabulka €. 5: SloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu (objemy jsou uvedeny v mL)

AA/BIS Tris HCI Tris HCI 10 % START
Typ gelu 40%/0,8% | 1,5M,pH88 | 05M,pH68 | sps | 120 | TEMED 0o aps
8% délici 2 2,5 - 010 | 54 | 001 0,10
4% zaostrovaci 0,4 - 1,0 0,04 2,56 0,004 0,03

4. Pridavkem persiranu amonného (APS) do kadinky, obsahujici komponenty pro délici gel, je

zahajena polymerace gelu. Pfipravenou smés po promichdni rychle pfeneseme pomoci pipety do
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10.
11.

12.
13.

prostoru mezi skla. V roztoku mezi skly se nesmi objevit vzduchové bubliny. Gel nalévame az po
znacku na skle (tj. 1 cm pod hiebinek)

Gel prevrstvime isopropanolem. Po 20 minutach polymerace se ujistime, Ze je gel jiz tuhy
Odstranime isopropanol, povrch gelu opldchneme destilovanou vodou a vysusime pomoci
filtra¢niho papiru

Zaosttovaci gel - po nastartovani polymerizace pfidavkem roztoku persiranu amonného do
pfislusné kadinky, pfeneseme pfipravenou smés pomoci pipety do prostoru mezi skla na jiz
zpolymerovany délici gel

Do gelu vloZime opatrné hiebinek. Pod zuby hfebinku se nesmi dostat vzduchové bubliny. Stane-
li se tak, hfebinek rychle vyjmeme a znovu vsuneme. Pozor, roztok se stava silné viskdzni béhem
nékolika minut. Po naliti nechame gel polymerovat 30 min

Skla s pripravenym gelem vloZzime do elektroforetické komurky (konkrétni postup vysvétli
vedouci cviceni). Popisovaéem si mizeme vyznacit zuby hiebinku. Hfebinek opatrné vyjmeme.
Do komUrky nalijeme elektrodovy pufr (mnozstvi dle typu komurky upfesni vedouci cviceni)

Do jamek aplikujeme vzorky. Elektrodovou nadobu uzavieme vikem a pfipojime ke zdroji. Pozor
na moznou zaménu elektrod — orientace vika!!!). Déleni probiha pfi konstantnim proudu. Na
zdroji nastavime 15mA

Jakmile zéna doputuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu nastavime zdroj na 25mA

Po doputovani zény témér na uroven dolniho okraje skla vypneme zdroj. Odstranime viko a
vylijeme pufr. Pomoci plastové Spachtle oddélime od gelu skla a gel oznaéime odkrojenim levého

dolniho rohu (nutné pro orientaci ve vzorcich pti vyhodnocovani gelu)
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1.

| WESTERN BLOT

Pripravime si blotovaci membranu (PVDF) a 4 ks filtracnich papir(i stejné velikosti, jako jsou
rozméry gelu a ponofime je do blotovaciho pufru. Pozor — s membranou manipulujeme pouze
pomoci pinzety a v rukavicich!

Membranu ponofime do methanolu (sniZzeni hydrofobicity membrany), proplachneme v dest.
vodé a ponofime do vychlazeného blotovaciho pufru

Ve stejném roztoku inkubujeme 5 min pfipraveny gel po SDS-PAGE

Do blotovaci kazety sklddame jednotlivé vrstvy podle obrazku €. 9: filtraéni papir 2 ks, membrana
(spodni elektroda je kladnad), gel po SDS-PAGE, filtracni papir 2 ks

Pomoci sklenéné tycinky odstranime vzduchové bubliny mezi gelem a membranou. Nadbytecny
vytlaceny pufr odsajeme z elektrody filtraénim papirem. Uzavieme kazetu a zatiZzime

PFipojime ke zdroji, nastavime proud 400mA a blotujeme 75 minut

Pro ovéreni prenosu protein na membranu pouzZijeme Ccinidlo Ponceau S. Membranu
oplachneme destilovanou vodou a poté obarvime cinidlem. Po 5 minutové inkubaci se na
membrané vizualizuji pfenesené proteiny. Membranu poté oplachneme destilovanou vodou a

nechame osusit

. @\ -
Bezpecnostnikryt / \ = /
Katoda /\'\ @
> ; ////////

Filtr. papir ~ \/

I~ 2
Gel \ 7
Membrana \//
Filtr. papir g

Anoda

Obrazek ¢. 9: Skladani blotovaci kazety
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DEN 3

ERYCHLA’ IMUNODETEKCE NA PRiISTROJI SNAP I. D.

Pristroj SNAP i. d. umozZriuje imunodetekci proteini na membrané. Oproti standartnimu postupu,
ktery trva nékolik hodin, systém SNAP vyuziva podtlak vakua, ¢imz se vyrazné snizi doba inkubace a

proteiny je mozné detekovat jiz po 30 minutdch.

Electro- Membrane Antibody

Samp\ePrepf- phoresis [~ Transfer P Blocking f\\ncubatlon P Detection O
0.5-2 hours h = 0.5-1 hours h = 1-2.5 hours = 1 hour h = 3 hours A4 15 minutes -

30 minutes

1. SNAP . d. poloZime na rovnou plochu pracovniho stolu. Pfipojime hadici pfivodu vakua k zadni
Casti pristroje. Druhy konec hadice pfipojime ke zdroji vakua, pouZijeme odsavaci lahev a filtr
pro ochranu zdroje vakua pfed kapalinami a kontaminaci.

2. Pred zahdjenim prace ofizneme membranu (podle pokyn(i vyucujiciho) a pfipravime potfebné

roztoky a protilatky podle tabulky €. 6:

Tabulka €. 6: Roztoky potfebné pro imunodetekci membrany

Objem v mL
Blokovaci roztok - 0,5% Nizkotuéné mléko v TTBS 15
Promyvaci roztok - TTBS 15
Primatni protilatka proti hPXR v 1% BSA TTBS (1:250) 1,5
Sekundarni protilatka v 0,5% Mléku TTBS (1:1500) 1,5

3. Otevieme viko komarky blotu, nedotykdme se bilého vnitfniho povrchu. Navlhéime bily vnitini
povrch drzaku deionizovanou vodou. VloZime navlhéenou membranu na stfed s proteiny
smérem dolU

4. Pomoci valecku odstranime veskeré vzduchové bubliny mezi blotovaci membranou a povrchem
komurky drzaku. Na membranu poloZzime podlozku (neni tfeba vlhéit) tak, aby kompletné
pokryval celou blokovaci membranu, a znovu jemnym pohybem prejedeme valeckem

5. Uzavieme viko (uslySime cvaknuti). Otevieme viko pfistroje a vloZzime do néj drzak komUrkou
smérem vzharu tak, aby drzak zapadl v téle pfistroje. Zavieme viko pfistroje

6. Do kazdé komurky pro dvé membrany nalijeme vZdy 15 ml 0,5% roztoku nizkotuéného mléka v
TTBS a ihned zapneme pfivod vakua otofenim pFepinace vakua pfislusného drzaku. Po Uplném
vyprazdnéni komarky drzaku (10-20 sekund) vypneme zdroj vakua oto¢enim prepinace

7. Do kazdé komurky aplikujeme 2 mL primarni monoklonalni mysi anti-hPXR protilatky redéné
1:500 v 1% BSA s TTBS. Roztok protilatky musi rovhomérné pokryt cely povrch komurky!
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

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

Po uplynuti 10 min zapojime zdroj vakua a vy¢kdme 10-20 sekund pro dokonalé odstranéni
roztoku protilatky z komurky drzaku

Promyjeme kazdou kom(rku 3x 15 ml promyvaciho roztoku Tween-20 v TBS. Po poslednim
promyvani a Uplném odsati promyvaci roztoku odpojime zdroj vakua

Aplikujeme 2 mL sekundarni anti-mysi protilatky v 0,5% mléku s TTBS fedéné 1:2500

Se zdrojem vakua stdle odpojenym, inkubujeme 10 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 10
min zapojime zdroj vakua a vy¢kdame 10-20 sekund pro dokonalé odstranéni roztoku protilatky z
komarky

Promyjeme kazdou kom(rku 3x 15 ml promyvaciho roztoku Tween-20 v TBS. Po poslednim
promyvani a Uplném odsati promyvaci roztoku odpojime zdroj vakua

Vyjmeme drzdk blotu z pfistroje, poloZime na pracovni plochu komlrkou a otevieme viko
drzaku. Pinzetou opatrné vyjmeme membranu a pokracujeme v postupu vizualizace protein(
zvolenou metodou. Drzak blotu a pfistroj oplachneme destilovanou vodou a nechdme osusit
Sekunddarni protildtka je znacend kfenovou peroxidasou, proto pro detekci pouZijeme
chemiluminiscenéni substrat

Pfeneseme membrdanu na sklenénou desku a pfipravime si roztok komeréniho luminolu
smichanim roztoku A a roztoku B (MnozZstvi sdéli vyucujici). Pozor, pro kazdy roztok pouZijeme
Cistou Spicku, aby nedoslo ke kontaminaci a moZnému znehodnoceni roztoku

Pfipravenym roztokem lehce prevrstvime membranu a inkubujeme 5 minut

Po ukonceni inkubace odsajeme nadbytecny roztok luminolu a spustime expozici na film (detaily

vysvétli vyucujici)
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VYHODNOCENI

Pomoci markeru odhadneme velikost detekovanych proteind. Porovnanim s kontrolou rozhodneme,
zda mistné specifickd mutace zplsobila zménu v interakci s RXR receptorem.

Ze ziskanych vysledkl vypracujeme protokol obsahujici princip pouZitych metod, pracovni postup,
vyhodnoceni vysledk( a zavér.

LITERATURA

Alberts B. a kol. Molecular Biology of the Cell, 4th ed.. Garland Science, New York, 2002. ISBN
0815340729

Wildova M., Rumlova V. (2008) Metody studia vzajemnych interakci protein(i. Chem. Listy 102, 28-34
Jansen J.C., Rydén L.(1998) Protein Purification, Wiley-VCH, Weinheim

Cooper G. M. The cell. A molecular approach. ASM Press, Washington DC, USA, 1997

Pec P. a kolektiv: Laboratorni cviceni z biochemie, vydavatelstvi UP, Olomouc 2000

ET-L00Z

S ®
** * ** I o. !L
. * * L4
evropsky [N i
socialni MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani

fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Navod ke cviéeni byl zpracovan v ramci projektu OP VK CZ.1.07/2.2.00/28.0088 - Implementace

laboratorni mediciny do systému vzdélavani na Univerzité Palackého v Olomouci.

Vypracovala: Mgr. Aneta Vavrova, Ph.D.

26



